Diplomarbeit

Outcome nach CD3/19 TCR-o/B depletierter
hiamatopoetischer Stammzelltransplantation bei Kindern
und Jugendlichen

eingereicht von

Jana Sophia Rasp

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktorin der gesamten Heilkunde

(Dr." med. univ.)

an der

Medizinischen Universitat Graz

ausgefiihrt am

Universititsklinikum fiir Kinder- und Jugendheilkunde
Klinische Abteilung fiir padiatrische Himato-Onkologie

unter der Anleitung von

Univ. OA Priv.-Doz. Dr." med. univ. Daniela Sperl
OA Dr. med. univ. Thomas Perwein

Graz, 06.06.2024



Eidesstattliche Erkldrung

Ich erkldre ehrenwdrtlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne fremde
Hilfe verfasst habe, andere als die angegebenen Quellen nicht verwendet habe und die den
benutzten Quellen wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich
gemacht habe.

Graz, am 06.06.2024 Jana Rasp eh.



Danksagungen

An erster Stelle mochte ich mich bei meiner Betreuerin Univ. OA Priv.-Doz. Dr." med.
univ. Daniela Sperl bedanken, die bei Fragen und Anliegen stets erreichbar war und mir
mit sehr viel Geduld, Rat und Tat beim Erstellen der Diplomarbeit zur Seite stand. Auch
bedanke ich mich bei dem gesamten Team der PHO, die mich bei der Datenerfassung
unterstiitzt hat.

Ein grofler Dank gilt meinem Freund und all meinen FreundInnen, die mich auf dem Weg
begleitet, unterstiitzt und motiviert haben.

Der grofite Dank gilt meiner Familie, meinen beiden Schwestern und vor allem meinen
Eltern, die stets an mich geglaubt haben, mich in schwierigen Phasen ermutigten und nicht

zuletzt mich finanzell unterstiitzten und mir das Studium ermoglicht haben.



Zusammenfassung

In dieser Untersuchung wurden 23 Kinder und Jugendliche, die an der Universititsklinik
fir Kinder und Jugendheilkunde Graz in den Jahren 2014-2019 eine periphere
hidmatopoietische Stammzelltransplantation (SZT) mit CD3/19 TCR a3 Depletion
erhielten, retrospektiv analysiert. Das Ziel dieser Studie war es, das Outcome und den
Verlauf nach HSCT, v.a. im Hinblick auf die Immunrekonstitution und das Auftreten einer
GvHD und Infektionen zu erfassen und eventuelle Einflussfaktoren auf den Post-
Transplantationsverlauf dieser PatientInnen zu identifizieren.

Von den 13 Jungen und 10 Médchen hatten 11 eine maligne und 12 eine benigne
Erkrankung. Das mediane Alter bei Transplantation lag bei 9 Jahren (Spannweite 0,3-22
Jahre). Bei 11 Patientlnnen mit Leukédmien litten zwei an einer aktiven Erkrankung und 9
waren in Remission.

83% aller Patientlnnen waren vorbehandelt, 21 wurden myeloablativ konditioniert und
zweil mit Cyclophosphamid/ Fludarabin.

Zehn Patientlnnen erhielten eine Stammzellspende von verwandten Spenderlnnen (HLA-
ident: n=22; haploident: n=1) und 13 erhielten ein Graft von FremdspenderIlnnen (Match:
n=20; 2-Locus-Mismatch: n=1; 4-Locus-Mismatch: n=1).

Bei den Spenderlnnen waren ebenfalls 13 ménnlich und 10 weiblich, geschlechtsident
transplantiert wurden 6 ménnliche und drei weibliche Empfangerlnnen/ Spenderlnnen,
betreffend der Blutgruppen wurden nur 8 PatientInnen blutgruppengleich transplantiert.

12 der Empfangerlnnen hatten einen negativen Cytomegalievirus (CMV)-Status, 10 einen
positiven® und bei einer Empfangerln war der CMV-Status unklar. Bei den SpenderInnen
waren 12 CMV IgG negativ und 11 positiv¥, 3 CMV negative Empfangerlnnen hatten
eine(n) CMV IgG positive(n) Spenderln. Bei vier urspriinglich CMV IgG positiven
PatientInnen kam es zu einer CMV-Reaktivierung nach Transplantation, drei davon hatten
eine(n) CMV IgG positive(n) Spenderln. Weitere Infektionen/ Reaktivierungen waren
verursacht durch Epstein-Barr-Virus (n=2), Varicella Zoster Virus (n=4) und Adenovirus
(n=3).

Die Anzahl der transplantierten CD34" Stammzellen im Graft betrugen im Median 19,3 x
10 Zellen/kgKG, die der CD3" Zellen 11,0 x 10° Zellen/kgKG. Die Anzahl der TCR af3
Zellen im Graft betrug 5,7 x 10° Zellen/kgKG.



Im medianen Durchschnitt erhielten die EmpféngerInnen eine Immunsuppression iiber 56
Tage, zumeist Mycophenolat-Mofetil (n=22), zum Teil erginzt durch Tacrolimus (n=1),
Cyclosporin A (n=2) oder Methotrexat (n=2).

Die mediane Uberlebenszeit in der untersuchten Gruppe betrug 3 Jahre. Vier Kinder
verstarben an ihrer Grunderkrankung, je 69, 345, 444 und 550 Tage nach Transplantation.
Das mediane krankheitsfreie Uberleben (DFS) betrug 1100 Tage. Ein Transplantatversagen
trat nicht auf, jedoch in fiinf Féllen ein abnehmender Spenderchimarismus, der bei allen
erfolgreich mittels Donorlymphozyten Infusionen (DLI) therapiert werden konnte.

Bei vier der 23 Transplantierten (17%) trat eine akute GVHD (Grad I-III) auf, die in zwei
dieser Fille in eine chronische Verlaufsform tiberging. Die medianen Zahlenwerte der
CD3+ Zellen im Stammzellprodukt waren bei GvHD PatientInnen niedriger als bei Nicht-
Betroffenen (8,9 vs 11,0 x 10° Zellen/ kg KG). Die CD3+0f3+ Zellanzahl war dabei bei
GvHD PatientInnen mit 3,8 vs 6,0 x 10° Zellen/ kg KG ebenfalls niedriger, wie auch die
CD3+y8+ Zellen bei GvHD PatientInnen mit 3,3 x 10° Zellen/ kg KG vs 12,1x 10° Zellen/
kg KG niedriger waren.

Zusammenfassend bestdtigen unsere Ergebnisse, dass die SZT mit a3 Depletion ein
geringeres Risiko flir graft failure zeigt, wie auch in internationalen Publikationen
angefiihrt wird und die Rate an GvHD geringer ist. Wenn eine GvHD auftritt ist sie im

Verlauf eher milde und gut auf die immunsuppressive Therapie ansprechbar.



Abstract

In this study, 23 children and adolescents who received a peripheral hematopoietic stem
cell transplantation (HSCT) with CD3/19 TCR af3 depletion at the Childrens University
Hospital, Medical University of Graz in the years 2014-2019 were retrospectively
analyzed. The aim of this study was to describe the outcome and course after HSCT,
especially with regard to immune reconstitution and the appearance of GvHD and
infections and to identify any factors influencing the post transplant course of these
patients.

Of the 13 boys and 10 girls, 11 had malignant and 12 benign diseases. The median age at
transplantation was 9 years (Range 0,3-22 years). Of 11 patients with leukemia, two had
active disease and 9 were in remission.

83% of all patients were pretreated, 21 received myeloablative conditioning and two
received cyclophosphamide/ fludarabine based conditioning.

Ten patients received a stem cell donation from related donors (HLA-identical: n=22;
haploidentical: n=1) and 13 received a graft from unrelated donors (match: n=20; 2-locus-
mismatch: n=1; 4-locus-mismatch: n=1).

Among the donors, 13 were also male and 10 female, 6 male and 3 female recipients
received gender identical transplants, among the blood types, only 8 received blood type
matched transplants.

12 recipients had a negative cytomegalievirus (CMV) status, 10 had a positive* status and
the CMV status of one was unclear. 12 of the donors were CMV IgG negative and 11
positive*, 3 CMV IgG negative patients had a CMV IgG positive donor. Four originally
CMV IgG positive patients experienced CMV reactivation after transplantation, three of
whom had a CMV positive* donor. Further infections/ reactivations were caused by
Epstein-Barr virus (n=2) varicella zoster virus (n=4) and adenovirus (n=3).

The median number of transplanted CD34+ stem cells in the graft was 19,3 x 10°
cells’kgBW (BW= body weight), while the number of CD3" cells was 11,0 x 10°
cells’lkgBW. The number of TCR af cells in the graft was 5,7 x 10° cells/kgBW.

On median, the recipients received immunosuppressive therapy for 56 days, mostly
mycophenolate mofetil (n=22), partly supplemented by tacrolimus (n=1), cyclosporin A
(n=2) or methotrexate (n=2).

The median survival time in the group was 3 years. Four children died because of their

underlying diseases at 69, 345, 444 and 550 days after transplantation. The median disease



free survival was 1100 days. There was no graft failure, but in five cases there was
decreasing donor chimerism, which was successfully treated in all cases by donor
lymphocyte infusions.

Four of the 23 transplanted patients (17%) developed acute GvHD (grade I-III), which in
two of these cases progressed to a chronic form. The median CD3+ cell counts in the graft
were lower in GvHD patients than in non-affected patients ( 8,9 vs 11,0 x 10° cells/
kgBW). The CD3+0af+ cells were also lower in GVHD patients with 3,8 vs 6,0 x 10° cells/
kgBW. The CD3+y5+ cells were lower in GVHD patients with 3,3 x 10° cells/ kgBW vs
12,1x 10° cells/ kgBW.

In summary, our results confirm that SCT with a3 depletion shows a lower risk of graft
failure, as it is also stated in international publications and the rate of GvHD is lower.
When GvHD does appear, it tends to be mild and has a good response to

immunosuppressive therapy.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen-hdmatopoetische Stammzelltransplantation

1.1.1 Entstehung und Uberblick der Blutzellen

Entstehung

An erster Stelle mdchte ich einen kurzen Uberblick iiber Blutzellen und deren Entstehung
geben.
Unsere Blutzellen entstehen anfangs (bis zum 5. Embryonalmonat) in Leber und Milz,

spéter werden sie im Knochenmark gebildet (1).

Stammzelle

Aus einer hdmatopoetischen Stammzelle entstehen myeloische und lymphatische
Stammzellen. Letztere entwickeln sich (iiber Vorlduferzellen) zu B-und T-Lymphozyten,
sowie natiirlichen Killerzellen.

Die myeloische Stammzelle entwickelt sich, ebenfalls liber unterschiedliche Vorstufen, zu
(basophilen, eosinophilen und neutrophilen) Granulozyten, Monozyten/ Makrophagen,

Thrombozyten und Erythrozyten (1).

Zellarten

Man unterscheidet unter anderem nach Differenzierung, Morphologie und Funktion drei

Hauptzellarten: die Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten.
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Leukozyten

Als Leukozyten werden die weillen Zellen der spezifischen und unspezifischen
Immunabwehr bezeichnet. Hierzu zéhlen die Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten
(2). Sie machen zirka 0,1% aller Blutzellen aus (Erythrozyten 96%, Thrombozyten 3,9%)
(1). Auf Reize durch Botenstoffe, die sogenannten Chemokine, werden Leukozyten aus
dem Blut in das Gewebe gelockt, um dort abgestorbenes Gewebe, Bakterien oder andere
Krankheitserreger zu eliminieren (3).

Die Lymphozyten werden in einem gesonderten Kapitel genauer besprochen.

Granulozyten werden anhand der Anfarbungseigenschaften der Granula ihres Zytoplasmas
nochmals unterteilt in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Neutrophile
Granulozyten unterstiitzen bei der unspezifischen Abwehr durch Phagozytose und kdnnen
durch diverse Enzyme Bakterien, abgestorbenes Gewebe und Fremdmaterial abbauen.
Eosinophile Granulozyten treten im Rahmen von Allergien oder auch bei Infektionen mit
Parasiten auf. Bestimmte Substanzen wie Histamin locken diese in das Gewebe. Basophile
Granulozyten spielen ebenfalls im Rahmen von Allergien eine Rolle und enthalten
Histamin und Heparin. Auch sie konnen durch Freisetzung bestimmter Faktoren
Thrombozyten aktivieren (4).

Monozyten spielen bei der Abwehr ebenfalls eine grofle Rolle. Ihre Hauptaufgabe ist es als
Makrophagen, so werden sie bezeichnet, wenn sie ins Gewebe eingewandert sind, Detritus

und fremdes Material durch Phagozytose zu entfernen (4).

Erythrozyten

Erythrozyten sind essentiell fiir den Transport von Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid. Sie
enthalten H&moglobin, ein Protein, das FEisen enthdlt und womit Sauerstoff oder
Kohlenstoffdioxid gebunden werden kann. Der tiiber die Alveolen in der Lunge
aufgenommene Sauerstoff kann dadurch in das Gewebe des Korpers transportiert werden
und umgekehrt, dort anfallendes Kohlenstoffdioxid kann in die Lunge transportiert und

iiber diese ausgeschieden/ abgeatmet werden.
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Thrombozyten
Thrombozyten sind essentiell fiir die Stillung einer Blutung. Bei Defekten von

Gefallwinden haften sie an, kleben sich aneinander und fithren somit zum Verschluss und

zum Sistieren einer Blutung.

Lymphatische Organe

Zu den primdren lymphatischen Organen werden das Knochenmark und der Thymus
gezdhlt. Hier entstehen und reifen Immunzellen. Sekundére lymphatische Organe sind die
Milz, Lymphknoten und das MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue). Dort kommt

es zum Kontakt zwischen Lymphozyten und Antigenen (4).

Immunabwehr

Man unterscheidet zwischen angeborener und erworbener Immunabwehr. Die angeborene
Immunabwehr ist von Geburt an vorhanden und enthédlt physikalische, chemische und
mikrobiologische Barrieren. Unter der physikalischen Barriere versteht man die Haut und
Schleimhaut, die ein erstes Hindernis flir den Eintritt von Krankheitserregern darstellen.
Chemisch sind zum Beispiel in der Trianenfliissigkeit oder im Speichel bestimmte Enzyme
wie das Lysozym vorhanden, das Bakterienwédnde beschiddigen kann. Sduren, die dem
Magensaft zu einem sehr niedrigen pH-Wert verhelfen, unterstiitzen ebenfalls bei der
Abwehr von Erregern. Das Mikrobiom, das unter anderem auf der Haut oder im Darmtrakt
angesiedelt ist, schiitzt durch Konkurrenz um die gleichen Néhrstoffe, durch Produktion
schidigender Substanzen und der Unterstiitzung der korpereigenen epithelialen Barriere
vor potentiellen Infektionserregern (2).

Vor allem aber spielen auch Zellen eine sehr groBe Rolle bei der angeborenen
Immunabwehr. So sind beispielsweise Monozyten, Makrophagen, Granulozyten,
Mastzellen und natiirliche Killerzellen essentiell fiir eine angeborene Immunitit. Durch
Wirkung von Zytokinen, Vorgingen wie Entzlindungsreaktionen, Akute Phase Reaktion

und Komplementsystemaktivierung werden potentielle Gefahren abgewehrt (5).
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Die erworbene Immunitét ist eine spezifische Reaktion gegen Krankheitserreger. Durch
Antigenerkennung von T- und B-Lymphozyten findet eine gerichtete Abwehr statt (5).

Hierzu wird im anschlieendem Kapitel {iber Lymphozyten noch ausfiihrlicher gesprochen.

Zytokine

Es handelt sich hierbei um Proteine die von Zellen ausgeschiittet werden. Sie konnen auf
selbige und auch andere Zellen wirken, indem sie an Rezeptoren binden. Aber auch in der
Peripherie konnen sie agieren. Sowohl die angeborene, als auch die erworbene Abwehr
wird durch Zytokine reguliert, ebenso die Blutbildung. Die Wirkungsweisen der Zellen, die
durch Zytokine ausgeldst werden, sind sehr vielfiltig.

Nach ihren Hauptfunktionen werden Zytokine in Interferone, Interleukine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren eingeteilt.

Interferone sind bei der Abwehr von Viren, aber auch im Kampf gegen Tumorzellen
beteiligt. Wichtige Vertreter sind IFN-o und -8B sowie IFN-y.

Interleukine spielen bei der Immunabwehr, Entziindungsreaktionen, der Blutbildung und
Apoptosevorgédngen eine Rolle. Wichtige Vertreter sind IL-1,-3,-4,-5,-6 und TNFa.
Chemokine sind wichtig fiir das Anlocken der Immunzellen zu den Orten, an denen sie
bendtigt werden. IL-8 ist ein bekanntes Beispiel dieser Untergruppe.

Wachstumsfaktoren werden zum Wachstum, zur Proliferation und Differenzierung von
Zellen benotigt. Sie fordern Regenerationsvorgénge und kdnnen bestimmen, ob eine Zelle
weiterlebt, oder in den programmierten Zelltod iibergehen soll. Als besondere Vertreter

seien hier EGF, TGFB, G-CSF und VEGF genannt (5).

1.1.2 Lymphozyten

Da in dieser Diplomarbeit Lymphozyten eine sehr gro3e Rolle spielen, mochte ich genauer
auf ihre Funktion eingehen.

Lymphozyten werden eingeteilt in T-und B-Lymphozyten und Natiirliche Killerzellen.

Als Zellen der Immunabwehr, insbesondere der spezifischen, spielen B- und T-

Lymphozyten eine wichtige Rolle.
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Lymphozyten helfen mit ihren NK-Zellen bei der Bekdmpfung von Krankheitserregern
und nicht korpereigenen Strukturen als Unterstlitzung der unspezifischen Abwehr.
Hauptsidchlich konnen Lymphozyten aber durch ihre spezifischen Rezeptoren zur
Antigenerkennung eine zielgerichtete Abwehr und ein immunologisches Gedéchtnis
produzieren (B-und T-Lymphozyten) (2).

T-Lymphozyten als Vermittler der zelluldren Immunabwehr kdnnen Antigene erkennen,
iiber Helfer- oder Suppressor-T-Lymphozyten regulieren und mithilfe zytotoxischer Zellen
infizierte Zellen auflésen. Dies erklédrt auch die weitere Unterteilung der T-Lymphozyten
in regulatorische T-Zellen, zytotoxische T-Zellen (CD8") und T-Helferzellen (CD4") (1).
T-Zellen sind maBgeblich fiir die AbstoBung transplantierter Organe verantwortlich (6).
B-Lymphozyten konnen Antikérper produzieren und sind daher Teil der humoralen
Immunabwehr (1).

NK-Zellen konnen Tumor- und virusinfizierte Zellen erkennen und diese ausldschen, ohne
davor speziell dagegen immunisiert gewesen zu sein (1).

Unter dem Mikroskop kann man die einzelnen Lymphozyten (T, B und NK) nicht
unterscheiden, jedoch in einem Durchflusszytometer. Hier unterscheiden sie sich durch
ihre unterschiedlichen Oberflichenmarker (7).

Laborchemisch werden Antigene der Zelloberflache, auch ,,cluster of differentiation®, kurz
CD bezeichnet, mittels monoklonaler Antikorper erkannt (8). Die Antigenmolekiile auf den
Zelloberfldchen dienen also als Marker. Sie werden von CD1 bis iiber CD400 eingeteilt.
Ein Beispiel, alle Leukozyten besitzen CD45, alle T-Lymphozyten CD3. Funktionell
dienen sie als Rezeptoren, z.B. fiir Botenstoffe; zur Erkennung, Adhédsion oder auch als
Vermittler in der Zellinteraktion.

Therapeutisch von Nutzen sind sie vor allem in der Einteilung von Leukédmien,
Lymphomen oder auch myelodysplastischen Syndromen (4).

Die Entstehung der Lymphozyten erfolgt im roten Knochenmark, in dem ebenso die
Reifung der B-Lymphozyten stattfindet. T-Lymphozyten reifen im Thymus (2).

Nach wie vor erforscht wird das primére Organ, in dem die Reifung der NK-Zellen erfolgt.
Eine starke Vermutung ist, dass sie in Lymphknoten reifen. Darauf lassen bestimmte
Expressionen der Oberfldchenproteine (CD), die wéhrend der unterschiedlichen Stadien

des Reifungsprozesses untersucht werden, schlie3en (9).
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Spezifische Immunantwort

Im Rahmen der spezifischen Immunantwort werden Antigene, also Molekiile, die sowohl
auf Erregern wie Viren und Bakterien vorkommen, aber auch auf korpereigenen Zellen,
erkannt, indem sie an Rezeptoren der Lymphozyten gebunden werden.

Diese Rezeptoren konnen zufillig, aber auch abgestimmt effizient an Antigene binden.
Somit bilden T-Zellen T-Zell-Rezeptoren (TCR) und B-Zellen B-Zell-Rezeptoren (BCR).
Antigene sind Molekiile, die sowohl auf Erregern wie Viren und Bakterien vorkommen,
aber auch auf korpereigenen Zellen.

Um nun Erreger nicht nur zu erkennen, sondern auch zu bekdmpfen, kommen die
Antikorper ins Spiel. Antikérper werden von B-Lymphozyten gebildet. Zusammen mit
dem BCR sind sie Proteine der Familie der Immunglobuline. Die wichtigsten Klassen der
Immunglobuline sind IgA, IgD, IgE, IgG, IgM. Der klassische Aufbau eines
Immunglobulins ist Y-formig und besteht aus zwei leichten und zwei schweren Ketten. Je
nach Typ (IgA, IgG, usw) ist dieser Y-formige Grundbaustein verschieden. Eine hohe
Variabilitit gibt es in den unterschiedlichsten Anordnungen der Aminosduresequenzen der

antigenbindenden Stellen, was eine so grof3e Antikdrper Vielfalt ermoglicht (4).

B-Zell-Rezeptor

Der B-Zell-Rezeptor besteht aus den Rezeptortypen IgD und IgM, diese konnen auch beide
auf ein und demselben B-Lymphozyten vorhanden sein. Wird ein Antigen iiber den B-Zell
Rezeptor erkannt und gebunden, so wird dieses auch in die B-Zelle aufgenommen. Der
Vorgang ist essentiell fiir eine spidtere Kommunikation der B-Zelle mit T Zellen.
AuBlerdem fiihrt es durch Aktivierung unterschiedlicher intrazellulirer Kaskaden dazu,
dass mehr Antigene prisentiert und aufgenommen werden und die Herstellung von

Antikorpern angekurbelt wird (4).

16



T-Zell-Rezeptor

Auch der T-Zell Rezeptor gehort zur Familie der Immunglobuline. Er besteht aus zwei
Untereinheiten, die als a und B klassifiziert werden. Sehr selten kommt ein TCR mit y und

0 Untereinheit vor. y0 TCR findet man am hédufigsten in Zunge, Haut, Darm oder Uterus.

Zusammen mit CD3 bildet der TCR einen Komplex (4).

Reifung der B-Zellen

Nach Umlagerungen der leichten, sowie schweren Ketten entstehen iiber eine Pro- und
Pra-B-Zelle unreife B-Zellen. Diese exprimieren IgM B-Zell-Rezeptoren.

Um zu verhindern, dass B-Zellen Antikdrper gegen korpereigene Strukturen entwickeln,
passieren zwei Methoden wihrend der Reifung von B-Zellen. Zum einen geschieht dies
iiber die klonale Deletion der unreifen B-Zellen, bei welchen der IgM Rezeptor an einen
korpereigenen Liganden bindet und diesen quervernetzt. Ein Zelltod wird dadurch
induziert. Bei der zweiten Methode kommt es zur Entstehung anerger B-Zellen, also B-
Zellen, die nicht mehr instande sind auf Antigene zu reagieren. Diese werden ohne Hilfe
der T-Zellen abgebaut.

Die anderen unreifen B-Zellen entwickeln sich zu reifen naiven B-Zellen. Diese bilden
neben dem IgM Rezeptor nun auch einen IgD Rezeptor aus. Sie wandern aus dem
Knochenmark ins Blut, um dort in sekundére lymphatische Organe zu gelangen. Finden sie
in einem Lymphknoten ein passendes Antigen, bleiben sie dort haften und konnen lange
Zeit iiberleben. Manchmal befinden sie sich auch in der Nihe ,,ihrer* T-Helferzellen. Ohne

passendes Antigen iiberleben sie in der Peripherie jedoch nur wenige Tage (4).

Reifung der T-Zellen

Da die Reifung der T-Lymphozyten im Thymus stattfindet, werden die Zellen auch als
Thymozyten bezeichnet. Beginnend als doppelt negativer Thymozyt besitzt die reifende T-
Zelle erst einmal weder TCR, noch CD4 oder CDS. Es startet in dieser Phase jedoch die
Expression des CD3, das sich vorerst aber noch im Zytosol befindet. Das nachfolgende

Stadium, der doppelt positive Thymozyt, enthidlt nun den Komplex TCR/ CD3 sowie die
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beiden Oberflachenproteine CD4 und CDS8. Nun findet auch schon die erste Priifung fiir
die Thymozyten statt. Hierbei wird gepriift ob der TCR gut an korpereigene MHC-
Molekiile, in diesem Fall befindlich auf den Epithelien der Thymuszellen, bindet. Ist dies
der Fall, spricht man von einer positiven Selektion der Thymozyten. Bindet es zu schwach
oder zu stark, wird ein programmierter Zelltod induziert. Es werden die Thymozyten
weiter ausgebildet, die diesen Test bestanden haben und somit die Fihigkeit besitzen,
Antigene auf korpereigenen MHC Molekiilen zu erkennen. Dieses Phdnomen bezeichnet
man auch als MHC-Restriktion. In dem nédchsten Schritt verliert der doppelt positive
Thymozyt ein Oberfldchenprotein, entweder CD4 oder CD8. Er wird dann als einfach
positiver (CD4 oder CD8) Thymozyt bezeichnet. Der niachste Test wird vollzogen. Bindet
nun der TCR an korpereigene Antigene, die sich auf dendritischen Zellen des Thymus
befinden, so wird ein programmierter Zelltod induziert. Dieser Vorgang nennt sich
negative Selektion der Thymozyten. Haben die einfach positiven Thymozyten auch diese
Priifung bestanden, so verlassen sie als reife naive Thymozyten den Thymus und wandern
ins Blut. Dort und in den sekundéren lymphatischen Organen zirkulieren sie {iber Monate

bis Jahre in der Hoffnung, ein passendes Antigen zu finden (4).

MHC-Proteine

Vor allem im Rahmen der Stammzelltransplantation sind MHC Proteine ein sehr wichtiges
Erkennungsmerkmal des Immunsystems. MHC bedeutet Major Histocompatibility
Complex (1). Diese wurden im Rahmen der Erforschung von AbstoBungsreaktionen von
Transplantaten entdeckt (4).

Das Immunsystem benutzt MHC Proteine zur Erkennung von kdrpereigen und -fremd.

Die MHC Proteine befinden sich auf fast allen Zellen des Korpers. Im menschlichen
Organismus werden sie auch als HLA (human leucocyte antigens) bezeichnet (1). Es gibt 2
Hauptgruppen (Klasse I+II), diese sind weiter in einer internationalen einheitlichen
Nomenklatur unterteilt (10). Die Klasse I umfasst die Typen HLA-A, HLA-B, HLA-C,
wihrend die Klasse II die Inhalte HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP beinhaltet (11).

MHC-I Molekiile befinden sich auBler auf Erythrozyten auf allen Korperzellen. Prasentiert
werden Antigene der Erreger, die intrazelluldr reproduziert werden. Dies sind Viren,

manche Parasiten und Bakterien und auch atypische Proteine der Tumorzellen.
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MHC-II wird hauptsichlich von antigenprésentierenden Zellen (APC) exprimiert. Zu den
APC zdhlen Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und B-Lymphozyten. Exogene
Erreger, hauptsidchlich Bakterien werden phagozytiert und in den Zellen prozessiert und
konnen anschlieBend mit MHC-II an der Zelloberflache préasentiert werden (4).

Die relevanten Gene dieser Proteine befinden sich auf dem 6. Chromosom und bestehen
aus ca. 4 Mio. Basenpaaren (11). Daraus resultiert eine hohe Variabilitit an Allelen, was
die groBBen Unterschiede zwischen menschlichen Individuen erklart. Sie werden nach den
Mendelschen Regeln vererbt (1). So erhdlt man jeweils einen Teil der HLA-Gruppe,
normalerweise einen kompletten Haplotyp (11) von der Mutter und einen vom Vater.
Demnach haben Geschwister eine 25%ige Wahrscheinlichkeit die identischen HLA-

Gruppen zu besitzen und wéren damit die idealen Spender bei Transplantationen (1).

TransplantatabstoBung

Es werden (nicht iibereinstimmende) HLA Proteine eines Spendergewebes vom
Immunsystem des Empfangers als fremd gesehen und abgestoBen. Die MHC Restriktion,
die zuvor unter der Reifung der T-Zellen erklart wurde, ist eine Ursache hierfiir, da die T-
Lymphozyten auf ihre eigenen MHC-Molekiile ausgebildet wurden und Antigene, die von
korpereigenen MHC prisentiert werden, erkennen. Freie reife T-Lymphozyten kénnen mit
fremden MHC auch unabhingig von dem présentiertem Antigen reagieren. Die fremden
MHC prisentieren eine fiir sie typische, fiir den Spenderorganismus aber andere Auswahl
an Proteinen, die durch Immunreaktionen auch eine AbstoBung verursachen sollen.
Antikorper werden aullerdem speziell gegen das Endothel des Fremdgewebes
bereitgestellt. Daher ist es notwendig, eine moglichst hohe Ubereinstimmung der HLA

Gruppen von Spender und Empféanger bei einer Transplantation anzustreben (4).

Aktivierung der B-Zellen

Trifft eine naive B-Zelle auf ein fiir sie passendes Antigen, so wird sie durch die Bindung
am BCR aktiviert und Antikdrper werden gebildet. Die B-Zellen werden meist durch die
Unterstlitzung von T-Helferzellen aktiviert. Daraufhin kénnen sich die nun aktivierten B-

Zellen zu Gedéchtniszellen oder Plasmazellen weiterentwickeln. Die Plasmazellen geben
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Antikorper ab und aktivieren unter anderem Mastzellen und das Komplementsystem zur
Pathogenbekédmpfung. B-Gedéchtniszellen konnen bei einem erneuten passenden

Antigenkontakt sehr viel schneller und stirker mit effizienter Antikdrperbildung reagieren

(5).

Aktivierung der T-Zellen

Ein erster Kontakt naiver T-Zellen mit dem passenden Antigen geniigt nicht, um eine
Immunantwort auszuldsen. Speziell antigenprisentierende Zellen wie Makrophagen,
Langerhans-Zellen und dendritische Zellen in den sekundédren lymphatischen Organen
werden bendtigt, um die T-Zellen zu aktivieren. Sie werden nach dieser Aktivierung auch
als Effektor-T-Zellen bezeichnet. Diese nun speziell selektionierten Zellen werden
vermehrt und kdnnen bei erneutem Antigenkontakt mit Présentation auf kdrpereigenem
MHC-Komplex eine Abwehrfunktion ausiiben. CD4 bindet hierbei an MHC-II und CDS8 an
MHC-1. CD4" T-Zellen werden zu T-Helferzellen und CD8" T-Zellen zu T-Killerzellen (4).
Je nach Umgebung, Antigen und antigenprésentierender Zelle werden unterschiedliche
Funktionen von T-Helferzellen durchgefiihrt. Das kann von der eigenen Vermehrung bis
hin zu Unterdriickung anderer Zellen und anderen MafBnahmen, die der Abwehr von
Erregern dienen, reichen. T-Helferzellen konnen sich auflerdem im Thymus oder in
sekundidren Lymphsystemen zu regulatorischen T-Zellen entwickeln. Diese greifen dann
ein, um eine UberschieBende Reaktion der Abwehr oder auch einen Angriff gegen
harmlose Zellen zu verhindern.

T-Killerzellen, auch zytotoxische T-Zellen genannt koénnen nach ihrer Aktivierung
befallene Zellen abtéten. Die zytotoxischen T-Zellen konnen aus den Lymphorganen
auswandern und in den peripheren Geweben des Kdrpers arbeiten.

Wurde ein Erreger nun erfolgreich beseitigt, werden keine Antigene mehr auf MHC-
Molekiilen den T-Zellen vorgelegt. Dies ist ein Anreiz fiir die Zellen in den
programmierten Zelltod iiberzugehen. Einige T-Zellen konnen sich jedoch auch zu T-

Gedichtniszellen entwickeln und Blut und sekundére Lymphorgane durchwandern (5).

Bei dem Wirken der T-Zellen, sowohl Helfer-, als auch Killerzellen und auch der B-Zellen

sind auBerdem noch zahlreiche Zytokine, Molekiile und weitere Mechanismen beteiligt,
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deren ausfiihrliche Beschreibung den Rahmen dieser kurzen Einfilhrung in die

Immunologie jedoch sprengen wiirde.

1.1.3 Arten der Stammzelltransplantation

Es gibt im Wesentlichen zwei Arten von Stammzelltransplantationen, allogene und
autologe. Letztere ist eigentlich eine Re-Infusion von vorher gesammelten Stammzellen
derselben  Person, meist als MaBnahme gegen eine therapieinduzierte
Knochenmarkstoxizitit. Bei der allogenen Stammzelltransplantation handelt es sich um die
Verabreichung von Stammzellen eines Fremdspenders/ einer Fremdspenderin, im
optimalen Fall eines HLA-identen Geschwisters oder eines/ einer unverwandten HLA-
identen Fremdspenders/ -spenderin nach weitgehender Eliminierung des korpereigenen
Immunsystems (,,Konditionierung*), mit dem Ziel, das erkrankte himatopoetische System
der PatientInnen durch ein neues, gesundes Immunsystem zu ersetzen (11).

Im Jahr 2014 wurden in Europa iiber 40 000 Stammzelltransplantationen durchgefiihrt,
davon waren 57% autolog und 43% allogen (12).

Bei der autologen Stammzelltransplantation werden die Stammzellen derselben Person
entweder direkt aus dem Knochenmark oder nach Mobilisation peripher aus dem Blut
entnommen und verarbeitet. Die Reinfusion der vorher gesammelten korpereigenen
Stammzellen kann beispielsweise nach intensiven Radio- oder Chemotherapien (meist als
Hochdosischemotherapie mit autologem Stammzellrescue) erforderlich werden, die im
Rahmen von verschiedenen Tumorerkrankungen im Kindes- und Jugendalter indiziert sind,
wie etwa bei Lymphomen oder hochagressiven soliden Tumoren (11).

Stammzellen kann man, abgesehen von der Entnahme aus dem Nabelschnurblut, auf zwei
verschiedene Arten gewinnen, direkt aus dem Knochenmark oder aus dem peripheren Blut
(PBSC= peripheral blood stem cell). Die Entnahme aus dem Knochenmark erfolgt in der
Regel tliber den Beckenkamm. Meist in Vollnarkose wird mit einer Nadel die Spina iliaca
posterior punktiert und das Knochenmark aspiriert.

Bei der Gewinnung von Stammzellen aus dem peripheren Blut werden iiber einen
Zellseparator die Blutzellen herausgefiltert. Dafiir wird der Spenderin, dem Spender ein
vendser Zugang, in der Regel am Arm gelegt und die Maschine trennt durch Zentrifugation
Zellen aus der Suspension bzw auch untereinander. Das Plasma und die Erythrozyten

werden der Spenderin/ dem Spender wieder riickinfundiert. Da sich normalerweise eine
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nicht ausreichende Anzahl an Stammzellen im peripheren Blut befinden, wird die
Produktion bzw die Freisetzung aus dem Knochenmark in das periphere Blut mithilfe von
G-CSF (granulozyte colony-stimulating factor) und bei Bedarf auch Plerixafor, gefordert.
G-CSF wird fiir 4 bis 6 Tage vor der Spende 1-2 mal tdglich subcutan verabreicht.
AnschlieBend wird an einem, oder je nach Ausbeute, auch an zwei Tagen die Zellapherese
durchgefiihrt (13).

Ist eine Stammzelltransplantion (wahrscheinlich) indiziert, beginnt man friihzeitig mit
einer passenden Spendersuche, in der Regel zuerst im familidren Umfeld. Gibt es keine
passenden verwandten Spenderlnnen, so wird auf ein Spenderegister riickgegriffen. In
Osterreich gibt es das osterreichsische Stammzellregister (14). Hier sind ca 110 000
Menschen registriert (15). Dieses Register ist auch international vernetzt, womit sich die
Zahl der potentiellen Spenderlnnen, auf die zugegriffen werden kann, deutlich erhdht. So
ist Osterreich Teil der World Marrow Donor Association, in der iiber 41 Millionen

Menschen weltweit (Stand 09/2023) registriert sind (16).

1.1.4 Konditionierung

Bevor eine Stammzelltransplantation erfolgen kann, braucht es eine gewisse
Vorbehandlung des Knochenmarks des Empféangers, die sogenannte
Konditionierungstherapie. Hierbei wird eine spezielle Kombinationschemotherapie
verabreicht oder eine Ganzkdrperbestrahlung angewandt (11).

Die Ziele der Konditionierung sind eine Myeloablation, die Ausloschung der
Knochenmarksstammzellen des Empfangers, um Platz zu schaffen damit sich die
Stammzellen des Spenders ansiedeln konnen, eine Unterdriickung des Immunsystems,
damit AbstoBungsreaktionen verhindert werden konnen und eine Eliminierung der
malignen Zellen bei vorliegender bosartiger Grunderkrankung (17).

Das Ausmal kann sich zwischen komplett oder auch nicht myeloablativ bewegen.

Die Grundstruktur einer intensivierten Zytostatikatherapie besteht aus Busulfan,
Treosulfan oder Melphalan (myeloablativ) und wird ergdnzt durch Fludarabin oder
Cyclophosphamid (immunsuppressiv), sowie der Gabe von Thiotepa oder Etoposid bei

Leukidmie um einen verstdrkt antileukdmischen Effekt zu erzielen. Spezielle Antikorper
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wie ATG (Anti-Thymozyten-Globulin) reduzieren die Gefahr einer T-Zell-vermittelten
TransplantatabstoBung durch eine im Kdorper des Empféingers stattfindende Depletion von
T-Zellen und anderer Lymphozyten, z.T auch des Transplantates.

Nach speziellen Studienprotokollen und je nach vorliegendem Krankheitsbild erfolgt die

hochprizise individuelle Konditionierung (11).

1.1.5 Graft-versus-Host-Disease

Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine Reaktion der Spenderzellen gegen Organe
des Empfiangers. Die immunkompetenten Zellen des Spenders erkennen Organe des
Empféangers als fremd und fiihren durch eine Immunantwort eine Abwehrreaktion aus.

Grundsitzlich werden eine akute und eine chronische Form unterschieden. Die akute Form
tritt unter 100 Tagen nach Transplantation auf, die chronische nach mehr als 100 Tagen,
auch weisen die beiden Formen unterschiedliche klinische Symptome auf. Nach dieser
Regel kann jedoch nicht immer eingeteilt werden, da unter Einbezug weiterer klinischer
Eigenschaften auch Overlap-Syndrome, oder eine spét akute GvHD auftreten konnen,

sodass sich nicht nur vom Zeitpunkt des Auftretens der ersten Symptome aus auf die Form

schlieBen ldsst (11).

Pathophysiologie

Die pathophysiologischen Vorginge der GvHD, die im weiteren versucht werden zu
erldutern, wurden hauptsiachlich am Mausmodell untersucht.

Zwei wichtige Tatsachen um die Pathophysiologie der akuten GvHD besser verstehen zu
konnen, vorweg: zum Einen handelt es sich zwar um eine natiirliche Reaktion der
gespendeten Lymphozyten, die eine Entziindungsreaktion hervorrufen, da diese auf fiir sie
fremdes Gewebe im Empfingerorganismus treffen. Diese Reaktion lduft jedoch zu
ibersteigert ab.

Zum Anderen ist das Empfingergewebe durch die Erkrankung, vorangegangene
Infektionen, Therapien und Konditionierung so geschadigt, dass hier bestimmte Signale

wie z.B. Zytokine produziert werden. Diese ldsen bei den gespendeten Immunzellen
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wiederum Reaktionen aus, eine Entziindungsreaktion wird auch hierdurch nochmals
gefordert (18).
Die Entstehung der akuten GvHD lésst sich grob in drei Schritte unterteilen:

1. Antigenprisentierende Zellen (APC) werden aktiviert
2. Spenderlymphozyten werden aktiviert
3. Das Zielgewebe wird zerstort (18)

Durch  krankheits- und konditionierungsbedingte Schiden im Gewebe des
Empféangerorganismus werden Molekiile exprimiert, die ,,Gefahr* vermitteln. Das sind u.a.
proentziindliche Zytokine, MHC-Antigene und Chemokine. Diese 16sen eine Antwort bei
den Spender Lymphozyten aus. Sie proliferieren, differenzieren sich und wandern in
unterschiedliches Gewebe aus. Die aktivierten Donor T-Zellen wirken gewebeschiadigend
durch zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen, aber auch durch TNFa und IL-1.

TNFa fiihrt durch weitere Signalkaskaden zu direkten Schdden in der Haut und im
Gastrointestinaltrakt, durch weiteren massive Zytokineinfluss auch in Leber und Lunge.
TNFa wird zusétzlich noch aktiviert durch Lipopolysaccharide, die den Weg durch die von
der Konditionierung geschéddigten Schleimhaut gefunden haben (18).

Die Pathophysiologie der chronischen GVHD unterscheidet sich von der akuten. Auch sie
wurde hauptsidchlich am Mausmodell untersucht, das aber beim Auftreten chronischer
GvHD im menschlichen Organismus Parallelen zeigt. Die Pathophysiologie l4sst sich grob
in drei Schritte unterteilen, die jedoch nicht streng in dieser Reihenfolge oder auch generell

vorkommen miissen:

1. Eine Entziindungsreaktion
2. Eine Fehlregulation der T- und B-Zellen
3. Eine Fibrosierung (19)

In der ersten Phase verursachen Konditionierungstherapien und/ oder auch eine akute
GvHD Entziindungsprozesse im Thymus. Diese Schidden fithren in dem 2. Schritt zur
gestorten T-und B-Zell Regulation. Die Entstehung von regulatorischen Spender T-Zellen
und die negative Selektion der autoreaktiven T-Zellen werden beeintrachtigt und letzteren

gelingt der Weg aus dem Thymus. Auch die T-Helferzellen des Gespendeten werden in
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sekunddren lymphatischen Organen vermehrt, was wiederum die B-Zellen in ihrer
Entwicklung, Vermehrung und Differenzierung zu Plasmazellen anregt.

B-Zellen erhalten auBerdem noch weitere Anregungen liber andere Signalwege wéhrend
der chronsichen GvHD. Durch ihre Funktion mit der Produktion von Immunglobulinen die
sich gegen den EmpfingerIn richten, wirken B-Zellen schadigend auf das
Empfangerlnnengewebe. Im letzten Schritt fiihren im Gewebe eingelagerte Mediatoren der
Plasmazellen, bestimmte Immunglobuline zu einer Stimulierung zur Fibrosierung die u.a.

durch TGF-B ausgelost wird (19).

Organmanifestationen

Die betroffenen Organe der akuten GvHD sind Haut, Magen-Darm Trakt und Leber.

Man unterteilt sie in Schweregrad I bis IV, von mild, moderat, schwer bis sehr schwer
reichend.

Am hiufigsten und oftmals auch als erstes betroffen ist die Haut. Ein makulopapuldses
Exanthem mit Juckreiz das sich fast am ganzen Korper, oft mit Ausnahme des Kopfes
ausbreiten kann tritt auf und fiihrt in schlimmen Féllen zu Blasen bis hin zu Ulzerationen.
Gastrointestinale Beschwerden sind Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen und wissrige/
blutige Durchfille (18).

Ist die Leber betroffen zeigt sich dies als cholestatische Hyperbilirubindmie (11).

Die chronische GvHD kann sich aus einer erfolgreich behandelten oder auch einer frustran
therapierten akuten GvHD entwickeln, aber auch ohne einer davor stattgehabten akuten
GvHD auftreten. Man unterscheidet eine milde, moderate und schwere Form.

Sie kann theoretisch an jedem Organ auftreten, ist sehr vielféiltig und kann einen
autoimmunen Charakter aufweisen (11).

Auf der Haut konnen sich Verdnderungen Sklerose- oder Lichen planus dhnlich zeigen,
eine Poikilodermie, eine Nageldystrophie oder der Verlust von Négeln kann vorkommen.
Im Mund, wo héufig die erste Manifestation einer chronischen GvHD in der Schleimhaut
auftritt, sind lichenoide Verdnderungen, Mundtrockenheit oder Ulzera-typische Symptome.
Gastrointestinale Symptomatik kann von Appetitlosigkeit liber Gewichtsverlust bis hin zu

Stenosen reichen. Die Leberschddigung kann sich unter anderem in einem Ikterus oder

25



einer Fibrose &uBern. Kontrakturen, Fasziitis oder eine Myositis konnen am
Bewegungsapparat auftreten.

Lungenschidden konnen sich als restrikitve oder obstruktive Ventilationsstérungen in der
Lungenfunktion duBern, beispielsweise als Bronchiolitis obliterans. Auch Pleuraergiisse
oder eine Pericarditis konnen auftreten. Himatologisch kann eine Neutropenie und/ oder

eine Thrombozytopenie erscheinen (18).

Risikofaktoren

Der bedeutenste Risikofaktor, eine akute GVHD zu entwickeln, ist ein HLA-Mismatch von
Spenderln und Empfangerln (20). Weitere Faktoren sind das Alter der Empfangenden
sowie der Spendenden, nicht verwandte Spenderlnnen und Empfingerlnnen und das
Geschlecht des Spendenden. So ist das Risiko erhoht, wenn ein ménnlicher Empfénger ein
Transplantat einer weiblichen Spenderin (die schon Kinder geboren hat) bekommt (20).
Auch die Art der Spende spielt eine Rolle, bei einer PBSC-Spende ist aufgrund einer
groBBeren Anzahl an T-Zellen die Gefahr hoher, eine GvHD zu entwickeln als bei einer
Knochenmarkspende (21). FEine hohe Dosis an CD 34+ Zellen, eine
Konditionierungstherapie mit Ganzkorperbestrahlung, maligne Vorerkrankungen und
vorangegangene Schidigungen des Gastrointestinaltrakts beglinstigen ebenfalls das
Entstehen einer GvHD. Diese Risikofaktoren treffen vor allem fiir pédiatrische

PatientInnen zu (20).

Prophylaxe

Bei dieser schwerwiegenden Komplikation der Stammzelltransplantation ist es durchaus
sinnvoll, bereits praventiv Ma3nahmen zu ergreifen, um einer GvHD vorzubeugen.

Als pharmakologische Prophylaxe werden Substanzen aus den Gruppen der Calcineurin
Inhibitoren und Zytostatika oder Immunsuppressiva eingesetzt. Hauptvertreter der
Calcineurin-Inhibitoren sind Cyclosporin A und Tacrolimus. Eines der beiden wird meist
in Kombination mit Methotrexat (Zytostatikum) oder Mycophenolat Mofetil
(Immunsuppressivum) verwendet. Am meisten Evidenz gibt es laut den Leitlinien zur

allogenen = Stammzelltransplantation  der  Deutschen  Arbeitsgemeinschaft  flir
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Knochenmarks- und Blutstammzelltransplantation fiir die Kombination von Cyclosporin A
und Methotrexat (22).

Als Hauptverursacher der GVvHD gelten a3 T-Zellen (21). Die gezielte ex-vivo-Depletion
von af” T-Zellen im Apheresat erméoglicht die effektive Reduktion dieses T-Zell-Subtyps,
wihrend yd T-Zellen und NK Zellen im Transplantat erhalten bleiben, was auch einen
positiven Effekt auf das Engraftment, also das ,,Anwachsen* des Transplantats und auf die
Immunrekonstitution nach Transplantation mit geringerem Auftreten von Infektionen hat
(21). Mit der gleichzeitigen Depletion von CD19" B-Zellen wird das Risiko einer PTLD

(Post-transplant lymphoproliferative disease) minimiert.

Therapie

Ist trotz vorbeugender Maflnamen eine GVHD ausgebrochen, so wird abhingig von dem
Schweregrad und der betroffenen Organe behandelt.

Die Erstlinientherapie der akuten GvHD besteht aus der Gabe von Corticosteroiden. Ab
dem Schweregrad II sollte laut oben genannter Leitlinie systemisch therapiert werden.
Eine orale immunsuppressive Therapie sollte auf i.v. adaptiert werden, sowie der
Cyclosporin A Spiegel in einem gewissen Bereich gehalten werden. Bei Hautbeteiligung
sollte eine Hautpflege ohne Urea erfolgen, Tacrolimus kann lokal angewandt werden.

Fiir die Darm-GvHD sollte eine antifugale Therapie zusitzlich erfolgen, Budesonid als
Corticosteroid sollte oral verabreicht werden. Als Zweitlinientherapie stehen unter
anderem Mycophenolat Mofetil, eine extrakorporale Photopherese (ECP), Etanercept,
Sirolimus oder Ruxolitinib zur Verfligung. Diese Therapie erfolgt meist sehr individuell
und wird angewandt, wenn Corticosteroide nicht wirken (22). Eine ECP zeigt teilweise
Erfolge, vor allem bei Lungen, Leber, Augen, Haut und Schleimhaut Beteiligung (18).

Die Therapie der chronischen GvHD st teilweise schwer kalkulierbar, als
Erstlinientherapie werden auch hier Corticosteroide verwendet, die auch zusammen mit
Calcineurin-Inhibitoren gegeben werden konnen. FEinerseits gilt es, mit einer
immunsuppressiven Therapie nach einer hamatopoietischen Stammzelltransplantation das
Auftreten einer GvHD zu verhindern oder eine bereits aufgetretene GvHD zu
unterdriicken, andererseits birgt eine hoher dosierte und ldngerfristige Therapie mit
Immunsuppressiva ein erhdhtes Risiko fiir ein Graftversagen und die Gefahr von schweren

Infektionen, die nicht selten todlich enden konnen (18).
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1.2 Stammzelltransplantationen in der Kinderklinik

1.2.1 Indikationen

Grundsitzlich kann eine Stammzelltransplantation bei malignen aber auch nicht-malignen
Krankheiten erforderlich werden, wann immer ein primirer Defekt, eine Fehlregulation
oder das Auftreten von malignen Klonen im korpereigenen hamatopoietischen System eine
Erkrankung verursacht.

Bei bestimmten Erkrankungen fehlen Eigenschaften von hdmatopoetischen Zellen, die zu
Immundefekten, Andmien und anderen Problemen fiithren. Wenn die Fahigkeit zur
notwendigen Bildung von Blutzellen sehr stark vermindert ist, resultieren Andmien. Sehr
schwere Formen der Andmien die eine Knochenmarkstransplantation erforderlich machen
konnen, sind die schwere aplastische Andmie oder die Fanconi-Anémie.

Schwerwiegende Storungen der Erythrozytenfunktion wie etwa bei der Thalassdmie oder
der Sichelzellerkrankung mit entsprechender Schidigung verschiedener Organe kdnnen
eine Stammzelltransplantation notwendig machen.

Ein funktionierendes Immunsystem ist ein komplexes Zusammenspiel aus zelluldrer und
humoraler Abwehr des Organismus mit angeborenen und erworbenen Fahigkeiten. Liegt
ein Defekt der T-Zellen vor, auch kombiniert mit B- oder NK-Zellen, die sich klinisch in
einer auffillig erhohten Infektanfalligkeit manifestieren, spricht man von einem schweren
kombiniertem Immundefekt. Immundefekte sind vor allem genetisch bedingt, konnen aber
auch durch andere Faktoren wie z.B. Virusinfektionen getriggert werden.

Eine Dysbalance im Immunsystem, z.B. durch eine unzureichende Funktion von NK-
Zellen und zytotoxischen T-Zellen, die in weiterer Folge zu einer iiberschiefenden
Entziindungsreaktion mit erhdhter Aktivitit von Makrophagen fiihrt, ist charakteristisch
bei der hdmophagozytischen Lymphohistiozytose. Hier existieren primdr familidre und
sekundére (z.B. durch Viren getriggerte) Formen.

Ist die Funktion der Phagozyten (neutrophile Granulozyten, Makrophagen) aufgrund eines
Defekts der NADPH-Oxidase gestort, kommt es in weiterer Folge zu rezidivierenden
granulomatdsen Entziindungen, verursacht durch Bakterien und Pilze, mit dem Bild einer
septischen Granulomatose.

Auch den Stoffwechsel betreffende Erkankungen konnen in schweren Féllen eine

Knochenmarkstransplantation erfordern.
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Bei Storungen im Lipidstoffwechsel, genauer einem Arylsulfatase-A Mangel, wie es bei
der metachromatischen Leukodystrophie der Fall ist, kommt es zur Demyelisierung der
Nervenfasern. Ist die Galacocerebrosidase defekt, spricht man von einer Globoidzell-
Leukodystrophie. Bei dieser Art von Erkrankungen hat eine Knochenmarkstransplantation

oftmals das Ziel neurokognitive Funktionen zu stabilisieren (23).

Eine der hidufigsten Indikationen fiir allogene Stammzelltransplantation sind akute
Leukdmien, bei denen es zur iiberméfigen Bildung und/ oder auch Ausschwemmung
unreifer, nicht funktionstiichtiger und bdsartiger Klone der myeloischen oder
lymphatischen Zellreihe ins Blut kommt. Demnach unterscheidet sich die akute
lymphatische Leukédmie und die akute myeloische Leukimie.

Auch myelodysplastische Syndrome, die in den meisten Fillen aufgrund genetischer
Verdnderungen zu Defekten hdmatopoetischer Stammzellen fithren, kdnnen vor allem bei

jungen PatientInnen eine Knochenmarkstransplantation erfordern.

1.2.2 Durchfiihrung/ Ablauf der Transplantation

Eine allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation umfasst folgende wesentliche
Schritte nach geeigneter Auswahl: die Stammzellgewinnung der Spenderln, die
Konditionierung der Empfiangerln durch eine myeloablative Vorbehandlung, die Infusion
der (vorbehandelten) Stammzellen und die begleitende Behandlung der EmpféngerIn.

Auf die Auswahl der Spendenden, die Arten der Entnahme sowie die Vorbehandlung der
Empfangenden wurde bereits in dem vorherigen Kapitel genauer eingegangen.

Folgende Zellen befinden sich nach Entnahme im Transplantat, die hinsichtlich positiver,
aber auch negativer Wirkungen im Empfangerorganismus haupstséchlich relevant sind:

CD 34+ Stammzellen

CD 3+ T-Zellen: diese setzen sich zusammen aus ca 95% o/ B T-Zellen (CD 4+ und
CD 8+) und 5% y/ & T-Zellen

CD 19+ B-Zellen

CD 56+ NK-Zellen

Ideal ist eine Anzahl an CD34+ himatopoetischen Stammzellen fiir pédiatrische

PatientInnen von 40 x 10° Zellen pro kgKG des Empfangenden.
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Es folgt die Aufarbeitung des Transplantates und speziell die Depletion.
Die Depletion der Stammzellen erfolgt mithilfe eines Systems der Firma Miltenyi Biotec,

dem CliniMACS device ® TCR afB3-Biotin (21).

Die Begleittherapie einer/ eines Knochenmarkstransplantierten beinhaltet vorwiegend eine
Immunsuppression. Diese soll, abgesehen von der AbstoBung des Grafts, eine GvHD
verhindern, im Zweifel diese auch behandeln, sowie weiteren mdglichen
transplantationsassoziierten Folgeerscheinungen entgegenwirken (24).

Substanzen die hierbei hauptsidchlich eingesetzt werden sind: Calcineurininhibitoren
(Cyclosporin, Tacrolimus), Mycophenolat Mofetil, Methotrexat, Sirolimus, ATG (Anti
Thymozyten Globulin) und Cyclophosphamid (24).

1.2.3 Komplikationen

Die am héufigsten vorkommenden Komplikationen einer Stammzelltransplantation sind
infolge der Konditionierungstherapie bedingte Toxizitdten der Organe, eine akute oder
chronische GvHD, Reaktivierung von Virusinfektionen und pulmonale Erkrankungen.

Bei der Konditionierung koénnen durch Chemotherapeutika oder auch Bestrahlung
Symptome direkt oder kurz danach auftreten. Am hiufigsten zu nennen sind Ubelkeit,
Erbrechen, Diarrhoe, Exantheme der Haut, Fieber, entziindete Speicheldriisen, akute
allergische Reaktionen.

Viele Patientlnnen leiden nach der Konditionierung an einer Mukositis. Diese kann den
gesamten Magen-Darm Bereich betreffen. Brennende Schmerzen im Mund, der
Speiserdhre, erschwertes Schlucken, Bauchschmerzen sind die Hauptbeschwerden dieser
Komplikation und konnen eine enterale Erndhrung untragbar machen.

Weiteres Gewebe dass durch eine Konditionierungstherapie geschidigt werden kann, ist
das GefiBlendothel. Man spricht hierbei von einer transplantatsassoziierten
Mikroangiopathie, die sich grundsitzlich in jedem Organ manifestieren kann.

Bei der thrombotisch-thrombozytopenische Purpura kommt es zur Entstehung von
Thromben, es kann zur Nierenschddigung und auch zu ZNS Auffilligkeiten kommen.

In der Leber hat diese Art von Mikroangiopathie zur Folge dass sich Venen verschliefen,

man spricht von einem Sinusoidal Obstructive Syndrome. Ein kompletter Verschluss kann
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zur Folge haben, dass sich der Pfortaderflusskreis umkehrt und somit Symptome wie
Aszites, erhohte direkter Bilirubinspiegel, Druckschmerz im Bereich der Leber und ein
erhohter Verbrauch an Thrombozyten auftreten. Ein schwerer Verlauf kann von
Multiorganversagen bis zum Tod fiihren.

Auf die GVHD wurde bereits im vorherigen Kapitel ausfiihrlich eingegangen.
Komplikationen die die Lungen betreffen sind, abgesehen von Infekten, das idiopathische
Pneumonie-Syndrom und die Bronchiolitis obliterans ohne oder mit organisierter
Pneumonie. Diese betreffen zum einen das alveoldre zum anderen das Bronchialsystem der
Lunge. Teilweise sind sie mit einer GvHD assoziiert. Ein idiopathisches Pneumonie-
Syndrom mit der akuten Form, die Bronchiolitis obliterans mit der chronischen Form
konnen auftreten (25).

Nicht seltene und auch gefiirchtete Komplikationen nach einer Stammzelltransplantation
sind Infektionen. Bakterielle oder fungale Infektionen haben vor allem in der Aplasiephase
das hochste Risiko. Zwei hauptausschlaggebende Faktoren begiinstigen Infektionen: 1.
eine Neutropenie 2. das Vorhandensein einer Mukositis. Die physiologische
Barrierefunktion des Gastrointestinaltraktes entfdllt und dadurch wird der Keimeintritt
weitgehend erleichtert. Darmbakterien wie E.coli, Pseudomonas, Klebsiellen kdnnen eine
gramnegative  Sepsis  hervorrufen; die sogenannte Kathetersepsis, mit dem
Hauptverursachern Staphylokokken, eine grampositive.

Die beiden Hauptvertreter einer fungalen Infektion, Candida und Aspergillus,
manifestieren sich vorrangig an Nieren, Leber, Milz (Candida) und Lunge (Aspergillus).
Letzterer kann auch zu einer lebensbedrohlichen Infektion des ZNS fiihren.

Virale Infektionen treten vor allem innerhalb des ersten halben Jahres nach
Stammzelltransplantation auf. Hauptursidchlich hierfiir sind Immunsuppression und ein
(noch) nicht ausreichend funktionierendes T-Zellsystem, was meist zu einer Reaktivierung
von Viren fithrt. Zytomegalie- und Adenovirus, aber auch Herpes-simplex und das
Epstein-Barr-Virus seien hier als wichtigsten Vertreter genannt. Ein eigenes Krankheitsbild
16st das EBV aus, die sogenannte EBV associated posttransplant lymphoproliferative
disease (EBV-PLTD). Das Krankheitsbild kann dem der zugrunde liegenden Erkankung
der infektiosen Mononukleose sehr dhnlich sein, kann aber auch bis zur Symptomatik eines

proliferierenden malignen Lymphoms reichen und somit akut lebensbedrohlich werden.

Eine seltene aber schwere Komplikation ist ein Versagen des Transplantates. Man

unterscheidet hierbei zwei Formen: das Nichtanwachsen und das Abstof3en des Grafts.
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Ersteres ist gekennzeichnet, dass im Empféngerorganismus innerhalb von 28 Tagen nach
Transplantation keine blutbildenden Zellen des Spenders nachgewiesen werden konnen.
Die Konsequenz daraus ist eine erneute Stammzellspende desselben Spenders, ein
sogenannter Boost oder gar eine neuerliche Transplantation.

Ein Anwachsen des Transplantats (,,Engraftment®) ist folgendermafen definiert:

mehr als 500 Neutrophile/ul an mindestens 3 aufeinanderfolgenden Tagen im peripheren
Blut des Empfangers (11).

Bei einer AbstoBung kommt es durch Wirkung von Zytokinen, u.a. TNF-a, IFN- vy, IL-1
die aktiviert werden von resistenten T-Zellen des Empfangers, die nicht bei der
Konditionierung zerstort wurden. Dadurch werden Spenderzellen zerstort, nachdem bereits
ein Engraftment stattgefunden hat. Eine AbstoBung erkennt man an Fieber, das kaum
therapierbar ist, einem Anstieg von LDH, CRP und Ferritin und einem Abfall von
Leukozyten, Himoglobin und Thrombozyten im Blutbild, bis schlielich keine Zellen des
Spenders mehr vorhanden sind. Es muss nun eine erneute Konditionierung und eine
Stammzellspende eines anderen Spenders erfolgen.

Eine nach inital anwachsendem Transplantat auftretende Verminderung der Blutzellen,
jedoch ohne Reaktion einer AbstoBung und meist durch einen Virus hervorgerufen nennt
man ein sekundéres Transplantatversagen. Hierbei wird ein Boost des gleichen Spenders
notig.

Leider ist eine Stammzelltransplantation nicht immer kurativ, es kann trotzdem zu einem
Rezidiv, vor allem von malignen Grunderkrankungen kommen. Individuell muss hierbei
iiber eine weitere Transplantation entschieden werden.

Weitere Spétfolgen nach SZT, die endokrinologischer Herkunft sind, sind eine
Schilddriisenhormoninsuffizienz, ein vermindertes Langenwachstum durch
Wachstumshormonmangel und Gonadenfunktionsstdrungen, die nicht selten bis zur
Infertilitdt reichen. Erkrankungen wie die Osteoporose oder auch Osteonekrosen kdnnen
durch eine Funktionsstorung von Hormonen, die die Knochenstabilitit beeintrichtigen,
bedingt sein. (26).

Sekunddrmalignome, die vor allem aufgrund der Konditionierungstherapien auftreten

konnen, kann man in drei Kategorien unterteilen:
1. Posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankungen

2. Hiamatologische Erkrankungen

3. Solide Tumore
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Zu 1. kann man sagen, dass es sich hierbei meist um eine monoklonale B-Zell-Proliferation
handelt, die durch EBV getriggert wurde. Unter 2. fallen Erkrankungen wie ein sekundéres
myelodysplastisches Syndrom und eine akute myeolische Leukdmie. 3. Diverse solide
Tumore kdnnen auftreten (27).

Auch  psychische  Beeintrichtigungen  nach  schwerer  Krankheit, langen
Krankenhausaufenthalten, Umgang mit chronischen Erkrkankungen, nicht zuletzt einer
chronische GVHD, konnen sich sehr stark auf die Lebensqualitit Betroffener auswirken
und diese einschrinken.

Nicht zu vergessen die soziale Folgen die eine Stammzelltransplantation mit sich bringen
kann. Durch oftmals langandauerende Krankheitsphasen, Krankenhausaufenthalte,
korperliche und psychische Beeintrachtigungen, kann die Wiedereingliederung in einen

normalen Alltag (Schule, Beruf, Gesellschaft) sehr schwer fallen.
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2 Material und Methoden

Studiendesign

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Datenanalyse. Daten wurden aus
(elektronischen) Krankenakten, Ambulanzakten und OP Berichten der Abteilung fiir
padiatrische Héamatoonkologie des LKH Graz gesammelt. Die Studienpopulation
umschlieit 23 PatientInnen, die zwischen 2014 und 2019 eine CD3/19 TCR-o/8 depletierte
hiamatopoetische Stammzelltransplantation erhalten haben. Es handelt sich um Kinder und
Adoleszente in einem Alter von 0 bis 22 Jahren, die aufgrund unterschiedlichster
Grunderkrankungen eine SCTx bendtigten.

Die Studie wurde von der zustindigen FEthikkommission genehmigt und
datenschutzrechtliche Bestimmungen wurden eingehalten. Die Patientlnnen wurden mit
fortlaufenden Nummern pseudonymisiert und die auszuwertenden Daten nur anhand dieser
Codierung in einer Excel-Tabelle auf einem PC mit Zugangsbeschrinkung an der
Abteilung fiir padiatrische Hdmato-/Onkologie gespeichert und ausgewertet. Auf diese
Daten haben lediglich autorisierte Personen Zugriff. Es wurden 51 Merkmale der
Patientlnnen eingegeben, zum Teil wurden diese auch umgerechnet und relative
Haufigkeiten, verschiedene Einheiten, Substraktionswerte wie Behandlungsdauer oder
Gesamtiiberleben erhoben. Auflerdem wurden Untersuchungsergebnisse wie Laborwerte
und spezielle biologische Analysen (FACS) eingetragen. Auch wurden Merkmale der
eingesetzten Stammzelltransplantate aufgelistet. Die unten aufgefiihrten ZielgroBen sind
zum Teil direkt iibernommene Rohdaten, aber auch kalkulierte Daten, die aus

unterschiedlichen Merkmalen berechnet wurden.

ZielgroBen

Die festgelegte HauptzielgroBe ist das Outcome nach SCTx bzw die Immunrekonstitution.

Nebenzielparameter sind, neben der Diagnose, das Alter bei Stammzelltransplantation, der
Remissionsstatus  vor SCTx, durchgefiihrte Vortherapien und die Art der
Konditionierungstherapie. Aulerdem wurden Daten zur HLA-Konstellation (HLA-Typ,
Match, Mismatchlocus, Blutgruppe von EmpfiangerIn/ SpenderIn) und zum CMV Status
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bei Empfangerln und Spenderln erhoben, wie auch Gesamt- und spezifische Zellzahlen
(CD 34", CD3", CD 19, CD 56, TCR -o/B,TCR -y/3), die Dauer und Art der
Immunsuppression und das Auftreten und die Art von Infektionen.

Die Angaben der Zielparamater erfolgten nominal oder metrisch, um eine adidquate

Auswertung zu ermoglichen.

Statistik

Die Datenanalyse erfolgte mittels deskriptiver Statistik.

Die Daten wurden zunichst in einer Excel-Tabelle gesammelt, im Bedarfsfall gruppiert.
Einfache Grofen wie Mittelwert, Median und Standardabweichungen wurden auch in
Excel berechnet. Fiir weitergehende statistische und grafische Darstellung wurden die
Daten in einer strukturierten Form aufgearbeitet und mithilfe einer Statistik Software,
SPSS (Version 28 und 29) ausgewertet. Mithilfe von berechneten GroBen wie dem
Mittelwert, Standardabweichung, Median, absoluten und relativen Haufigkeiten werden
Verteilungen der Zielparameter ausgewertet. Im Einzelfall wurden die Ergebnisse in
verschiedenen Diagrammen (Streu-/ Balkendiagramme, Boxplots und Histogramme)
visualisiert.

Ebenso wurden die Ergebnisse teilweise in Tabellenform dargestellt. Zusammenhénge

wurden auch in Kreuztabellen kenntlich gemacht.
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3 Ergebnisse

Die unterschiedlichen Merkmale der oben beschriebenen Patientlnnen werden im
Folgenden als erhobene Untersuchungsbefunde in grafischer, tabellarischer und in

Textform dargestellt.

Geschlechterverteilung

125

75

Héufigkeit

50

25

oo

Abbildung 1 - Geschlechterverteilung

In der obigen Abbildung ist die Geschlechterverteilung zu sehen, 56,5% der Patientlnnen

sind ménnlich und 43,5% weiblich. Damit iiberwiegen die Ménner diskret.

Verteilung der Grunderkrankungen

Grunderkrankung Anzahl der Betroffenen
ALL 6
AML 1
Myelodysplastisches Syndrom mit sekunddrer AML 2
T-Lymphom 1
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Neuroblastom 1
Héamophagozytische Lymphohistiozytose 2
juvenile metachromatische Leukodystrophie 2
Sichelzellerkrankung 2
Septische Granulomatose 1
Morbus Krabbe 1
Schwere aplastische Andmie 1
Thalassdmie 1
Profunder kombinierter Immundefekt 1
Kongenitale Agranulozytose 1

Tabelle 1 - Grunderkrankungen

Die 23 Erkrankungen verteilen sich auf 11 maligne und 12 benigne Krankheiten.

Alter zum Diagnosezeitpunkt

w

Haufigkeit

0 2 1.0 20 3.0 40 50 8.0 90 120 140 180 210

Alter bei Diagnose in Jahren

Abbildung 2 - Alter zum Diagnosezeitpunkt

In der Altersverteilung zeigt sich ein erster Gipfel um das erste Lebensjahr, im Weiteren
sind vor allem Kinder zwischen 4 und 9 Jahren betroffen und ein weiterer Peak erscheint

um das 18. Lebensjahr.
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Der erste Gipfel erklért sich durch angeborene Erkrankungen. Die Manifestation zwischen
dem vierten und neunten Lebensjahr erklirt sich durch erworbene und spét manifestierte
konnatale Erkrankungen. Der Median ist 5,0 Jahre und der Mittelwert betrdgt 6,8 Jahre.

Das Alter lag zwischen der Neugeborenenuntersuchung und dem 21. Lebensjahr.

Alter bei Transplantation

Das Alter der Betroffenen zum Zeitpunkt der Transplantation lag zwischen 0,3 und 22

Jahren mit einem Mittelwert von 9,4 Jahren und einem Median von 9,0 Jahren.

Gewicht
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Alter ab SCTX
Abbildung 3 - Gewicht bei SCTX

Im Streudiagramm erkennt man eine Haufung bis zum 9. Lebensjahr mit einer relativ
homogenen Gewichtsverteilung. Ab dem 10. Jahr gibt es einige deutlich untergewichtige
PatientInnen, sowie auch Ausreiller nach oben. Der Mittelwert betrdgt 33,8kg, der Median

25kg bei Werten zwischen 10,8 und 77kg.
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Remissionsstatus

Haufigkeit

0 1 2 3
Remissionsstatus (MR pos =0, CR1=1, CR2=2, CR3=3)

Abbildung 4 — Remissionsstatus

Bei den 11 Patientlnnen mit Leukdmien zeigt sich die dargestellte Stratifizierung der
Remission, wobei 18% an einer aktiven Erkrankung litten und dementsprechend 82% in

Remission waren.

Vortherapien

20

Vortherapie (ja=1/nein=0)

Abbildung 5 - Vortherapie
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Von den 23 Patientlnnen hatten 83% eine Vorbehandlung und 17% keine. Damit ist klar
erkennbar, dass die Stammzelltransplantation in den allermeisten Fillen eine sekundére

oder noch spiter nachgelagerte Therapie war.

Konditionierung
Basistherapie Gesamtgaben
myeloablativ 21
Busulfan (Bu) basiert 2 2
Melphalan (Mel) basiert 1 4
Treosulfan (Treo) basiert 17 17
Ganzkorperbestrahlung 1 1
nicht myeloablativ 2
Cyclophosphamid 2* 5
Fludarabin 19
Antikorper 20
Anti-Thymozyten-Globulin (ATG) 17 17
Alemtuzumab 3 3

*Cyclophosphamid/ Fludarabin basierte, nicht myeloablative Immunsuppression

Tabelle 2 - Konditionierung

Von den 23 Transplantierten erhielten 21 eine myeloablative Konditionierungstherapie und
zwei eine nicht-myeloablative Konditionierung mit Cyclophosphamid und Fludarabin. Bei
der myeloablativen Konditionierung erhielten zwei Patientlnnen eine Busulfan (Bu, Bu-
Mel) basierte Konditionierung, eine Patientin eine Melphalan basierte Therapie, 17
Patientlnnen eine Treosulfan (15x Treo, 2x Treo-Mel) basierte myeloablative
Konditionierung und ein Patient eine Ganzkorperbestrahlung.
Von den myeloablativ vorbehandelten Patientlnnen erhielten auBerdem als weitere

immunsuppressive  Therapie  drei  Cyclophosphamid und 17  Fludarabin.
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Antileukdmisch wirkend erhielten 17 Transplantierte Thiotepa.

Eine Antikorpertherapie bekamen 20 Patientlnnen, drei davon mit Alemtuzumab und 17
mit ATG.

Blutgruppen

Anzahl

0 Rhesus 0 Rhesus A Rhesus A Rhesus AB Rhesus

| 25 _ B Rhesus
negativ positiv negativ

positiv positiv positiv

Blutgruppe Empfingerin
Abbildung 6 - Blutgruppe EmpfiingerIn

12

Anzahl

0 Rhesus negativ. 0 Rhesus positiv. A Rhesus positiv. - AB Rhesus positiv B Rhesus negativ

Blutgruppe SpenderIn
Abbildung 7 - Blutgruppe SpenderIn
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Blutgruppe SpenderIn
Abbildung 8 - Blutgruppenverteilung EmpfingerIn/ SpenderIn

Sowohl bei den Empfingerlnnen, als auch bei den Spenderlnnen dominierten die
Blutgruppen O+ und A+.

Im Streudiagramm ist zu erkennen, dass von den 23 Patientlnnen lediglich 8 eine
Ubereinstimmung von Spenderlnnen und Empfingerlnnen aufwiesen, hiervon fiinf 0+,
zwel A+ und eine(r) AB+. Beziiglich der Kompatibilitdt der Blutgruppen ldsst sich bei den
nicht {ibereinstimmenden Empfangenden eine Major Kompatibilitit in 8 Féllen (A/O0;
AB/0; AB/A), eine Minor Kompatibilitit in 4 Féllen (B/AB; 0/AB; 0/A) und weder major

noch minor kompatibel in einem Fall (A/B) erkennen.

Geschlechterverteilung Spendende/ Empfangende

Spendergeschlecht

mannlich weiblich Gesamt
Empfanger- M 6 7 13
geschlecht W 7 3 10
M/W
Gesamt 13 10 23

Tabelle 3 - Geschlechterverteilung EmpfingerIn/ SpenderIn
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Die Geschlechtsverteilung der SpenderInnen entspricht mit 13 ménnlichen (56,5%) und 10
weiblichen (43,4%) der der Empfangerlnnen. Eine geschlechteridente Transplantation

erfuhren nur 6 minnliche und 3 weibliche EmpfangerInnen.

Mismatch

20

15

Haufigkeit

Mismatchlokus Zahl

Abbildung 9 - Mismatchlocus

13 Patientlnnen erhielten eine Fremdspende und 10 Patientlnnen die Spende einer
verwandten Person. Eine Spende war haploident, die anderen HLA ident.
Wie in der Abbildung erkennbar, gab es bei 74% der Transplantierten keinen

Mismatchlokus, bei 13% einen, sowie jeweils 4% mit 2 und 4 Missmatchloci.

CMV Status
CMV Status Spenderin
negativ positiv Gesamt
CMV Status Empfangerin unklar 1 0 1
negativ 9 3 12
positiv 2 8 10
Gesamt 12 11 23

Tabelle 4 - CMYV Status
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Bei dem in der Tabelle als nicht klassifizierte(n) EmpfangerIn war der CMV Status unklar,
er erhielt ein CMV negatives Transplantat. 9 negative Empfiangerlnnen erhielten ein
negatives Transplantat (41%), 3 Negative erhielten ein positives* Transplantat (14%), 2
positive EmpfingerInnen erhielten ein CMV negatives Transplantat (9%) und 8 Positive

ein ebenfalls CMV positives* Transplantat (36%).

Zellzahlen im Engraftment

IMittelwert = 21 38
Stal-Abw._=13707
MN=23

Haufigkeit
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ges. CD34+ Zellzahllkg KG x 10%6

Abbildung 10 - CD34+ Zellzahl

Die Anzahl der CD34+ Stammzellen bewegte sich in einem Bereich von 5,7 bis 59,4
Zellen/kgKG x 10° mit einem Mittelwert von 21,4; einer Standardabweichung von 13,7
und einem Median von 19,3 Zellen/kgKG x 10°.
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Wittelwert = 14 871
Stdl-Abw. = 15,847
M=23

Haufigkeit
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CD3+ Zellzahllkg KG x 1076

Abbildung 11 - CD3+ Zellzahl

Die Anzahl der CD3+ positiven T-Zellen betrug zwischen 0,001 und 70 Zellen/kgKG x 10°
mit einem Mittelwert von 14,9, einer Standardabweichung von 15,9 und einem Median

von 11 Zellen/kgKG x 106,

Mittetwert = 13,32
Stel -Abw. = 15 401
N=23

Haufigkeit

25

0o oo 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00
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Abbildung 12 - TCR-0/B Zellzahl
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Die Anzahl der TCR -a/B Zellen betrug zwischen 0,97 und 56,0 Zellen/kg KG x 10°. Der
Mittelwert betrug 13,3 bei einer Standardabweichung von 15,4 und einem Median von 5,7

Zellen/kg KG x 10°.

Immunsuppression

Alle Patientlnnen erhielten von Tag -1 an eine Immunsuppressionstherapie. 22
Patientlnnen erhielten Mycophenolat Mofetil (CellCept), ein Kind erhielt zusétzlich
Tacrolimus. Ein anderes Kind erhielt Cyclosporin A und Methotrexat und ein Kind

Cyclosporin A, Methotrexat und CellCept.

10 Mitelwert = 8,22
St -Abw. = 47 452
M=23

Haufigket

0 S0 100 150 200 250

Immunsuppressiondauer (wieviele Tage ges.)

Abbildung 13 - Immunsuppressionsdauer

Die Immunsuppression dauerte von 24 Tagen bis zum maximal beobachteten Zeitraum von
222 Tagen. Der Mittelwert betridgt 66,2, die Standardabweichung 47,5 und der Median 56
Tage.
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Beobachtetes Gesamtiiberleben (Overall Survival, OS)

Uberlebensfunktion
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Abbildung 14 - Beobachtetes Gesamtiiberleben

Von den 23 transplantierten Kindern verstarben 4. Ihre Uberlebenszeit betrug 69, 345, 444
und 550 Tage. Das entspricht einem Mittelwert von 352 Tagen, einem Median von 395
Tagen und einer Standardabweichung von 206. Alle vier Kinder starben an ihren
Grunderkrankungen. Zwei hatten ein Rezidiv einer ALL, ein Patient ein Revidiv eines
Lymphoms und eine Patientin verstarb an einer respiratorischen Insuffizienz aufgrund
einer neurologischen Verschlechterung im Rahmen der JMLD und einer Zosterpneumonie.
Die Beobachtungszeit der 19 Uberlebenden betrug zwischen 13 und 78 Monate. Der
Mittelwert betrdgt 46 Monate, die Standardabweichung 21 und der Median 51 Monate.
Von den 19 Uberlebenden wurde eine Uberlebenszeit von 589 bis 2366 Tagen beobachtet,
mit einem Mittelwert von 1432, einer Standardabweichung von 576 und einem Median
von 1572 Tagen. Das 1- Jahresiiberleben betrug 91% (Zahlenbasis 23 Pat.) und das 2-
Jahresiiberleben 82% (22 Pat.).
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Beobachtetes krankheitsfreies Uberleben (Disease free survival, DES)
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Abbildung 15 - Beobachtetes krankheitsfreies Uberleben

Von den 23 Beobachteten entwickelten 5 ein Rezidiv (22%), dabei war der mittlere
krankheitsfreie Zeitraum 1182 Tage mit einer Standardabweichung von 747 und einem
Median von 1100 Tagen. Vier der Transplantierten mit Rezidiv verstarben, bei dem
lebenden fiinften Patienten war der letzte Follow up Termin 953 Tage nach der Diagnose
des Rezidivs und 1056 Tage nach Transplantation, nach wie vor mit Rezidiv und in

palliativer Behandlung .

Transplantatversagen/-abstoBung (Graft failure/rejection)

Von den 23 Transplantierten gab es kein Versagen oder Abstof3en des Transplantates.

Fiinf Patientlnnen entwickelten einen abnehmenden Spenderchimirismus, bei einer
weiteren Patientin fand sich nach 30 Tagen eine MRD (minimale Resterkrankung) bei der
Grunderkrankung ALL in der Knochenmarkspunktion.

Von 4 der 5 PatientInnen mit abnehmendem Spenderchimérismus lag eine Zeitangabe vor,
jener trat zwischen dem 35. und 83. Tag auf mit einem Mittelwert von 54 Tagen und einem

Median von 48,5 Tagen. Alle fiinf Patientlnnen erhielten Donorlymphozyteninfusionen,
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von zwei bis 14 Gaben mit einem Median von 2 Gaben und einem Mittelwert von 5,2

Gaben.

Graft-versus Host Disease

Bei vier der 23 Transplantierten (17%) entwickelte sich eine GvHD, wovon zwei
chronifizierten. Es handelt sich um drei ménnliche und eine weibliche Betroffene. Sie
waren 4, 7, 17 und 18 Jahre alt. Zwei Patientlnnen hatten eine nichtmaligne
Grunderkrankung (Sichelzellanimie und Mb Krabbe) und zwei eine maligne (MDS mit
sekunddrer AML und ALL).

Bei GvHD Patientlnnen waren zweimal ein Organ und zweimal drei Organe betroffen. Der
Einzelorganbefall betraf den Darm wund bei dem anderen Patienten den
Gastrointestinaltrakt. Der Dreifachbefall betraf in beiden Fillen die Haut, Leber und den
Darm. Die Betroffenen entwickelten nach 15, 30, 61 und 146 Tagen das Krankheitsbild.
Die Patientlnnen mit Darm und Beteiligung des oberen Gastrointestinaltraktes hatten
jeweils Grad I. Der Patient mit Haut, Leber und Darm Beteiligung Grad I-III und der vierte
Patient mit 3 beteiligten Organen Grad III.

Fir die Behandlung des Darmes wurde Beclomethason, fiir den oberen
Gastrointestinaltrakt Budesonid verwendet. Bei einer Dreifacherkrankung wurde
Cyclosporin A, Prednisolon, Beclomethason, Budesonid und auch eine extrakorporale
Photopherese durchgefiihrt. Im anderen Fall erfolgte die Behandlung mit Prednisolon und

Tacrolimus als Salbe.

49



Zellzahlen GvHD Betroffene und Nicht-GvHD Betroffene im Vergleich
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Abbildung 16 - Vergleich CD34+ Zellzahlen GvHD/ Nicht-GvHD Betroffener

Die Zahl der CD34+ Zellen bei Patientlnnen mit GvHD (Mittelwert 19,6 Zellen/ kgKG x
10° mit einer Standardabweichung von 15,9 und einem Median von 15,1 Zellen/ kgKG x
10%) ist anniihrend gleich zu der der Transplantierten ohne GVHD (Mittelwert 21,8 Zellen/
kgKG x 10° mit einer Standardabweichung von 13,7 und einem Median von 20,0 Zellen/
kgKG x 10°).
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Abbildung 17 - Vergleich CD3+ Zellzahlen GvHD/ Nicht-GvHD Betroffener
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Die mediane Zahl der CD3+ Zellen ist bei Patientlnnen mit GvHD (Median 9,0 Zellen/
kgKG x 10% Mittelwert 22,3 Zellen/ kgKG x 10% Standardabweichung 32,3) etwas
niedriger als bei jenen ohne GvHD (Median 11,0 Zellen/ kgKG x 10%; Mittelwert 13,3
Zellen/ kgKG x 10%; Standardabweichung 10,9).
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Abbildung 18 - Vergleich TCR-0/8 Zellzahl GvHD/ Nicht-GvHD Betroffener

Der Mittelwert fiir die TCR-0/88 Zellen betrégt fiir Betroffene mit GVHD 8,1 Zellen/ kgKG
x 10° und fiir nicht Betroffene 14,4 Zellen/ kgKG x 10° mit einer Standardabweichung von
10,0 und 16,3. Der Median bei GVHD Betroffenen ist 3,8 Zellen/ kgKG x 10° und bei nicht
Betroffenen 6,0 Zellen/ kgKG x 10°.
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Abbildung 19 - Vergleich TCR gamma/delta Zellzahl GvHD/ Nicht-GvHD Betroffener

Bei den TCR-yd Zellen betrdgt der Mittelwert bei den GvHD Betroffenen 4,7 Zellen/
kgKG x 10, die Standardabweichung 5,1 und der Median 3,3 Zellen/ kgkG x 10° und bei
den nicht Betroffenen 16,0 Zellen/ kgKG x 10%, die Standardabweichung 12,0 und der
Median 12,1 Zellen/ kgKG x 10° wobei eine Patientin einen nicht messbaren Wert hatte.

Hier ldsst sich ebenfalls ein groferer Unterschied erkennen.
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Abbildung 20 - Vergleich CD19+ Zellzahl GvHD/ Nicht-GvHD Betroffener

52



Von den 13 verfiigbaren Werten bei den CD19+ Zellen bei nicht von GvHD Betroffenen
findet sich ein Mittelwert von 177 Zellen/kgKG x 10* mit einer Standardabweichung von
190 und einem Median von 100 Zellen’kgKG x 10°. Bei den GvHD Betroffenen ist der
Mittelwert und Median bei 840 Zellen/kgKG x 10° und die Standardabweichung betrigt

1144 bei nur zwei gemessenen Werten.

Ein t-Test bei unabhéngigen Stichproben hat gezeigt, dass sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (p >0,05) zwischen den Zellzahlen der GvHD-Gruppe und der Nicht-GvHD
Gruppe findet. Die p-Werte betragen: CD3+ Zellen: p=0,62; CD 19+ Zellen: p=0,56; TCR-
o/B Zellen: p=0,47; TCR-y5 Zellen: p=0,12.

Mismatchlokus, Blutgruppen, Spendergeschlecht

Von den 4 Betroffenen mit GvHD hatten drei keinen und einer einen Mismatchlokus.

Bei den Empfangerlnnen gliedern sich die Blutgruppen der GvHD Betroffenen in zwei O+,
jeweils ein A+ und AB+ auf. Die SpenderInnen dieser vier Betroffenen haben alle die
Blutgruppe 0+, somit ist bei zweien die Blutgruppe SpenderIln/Empfingerln identisch.
GvHD trat nur bei 0+ SpenderInnen auf.

Die weibliche GVHD Betroffene erhielt eine Stammzellspende von ihrer Schwester, die

drei méinnlichen Betroffenen erhielten MUD SCTX von méannlichen Spendern.

CMV Status

Beziiglich des CMV Status waren bei den GvHD Betroffenen jeweils einer von 4
Empfangerln/ Spenderln positiv, wobei ein negativer Empfinger eine CMV positive
Spende erhielt und ein positiver Empfanger eine CMV negative Spende.

Von den Transplantierten waren von den Empfangenden 9 positiv und 9 negativ und ein
Status unklar, von den Spendenden waren 10 positiv und 8 negativ, bei dem unklaren
Befund war die Spende negativ.

Bei den GvHD Betroffenen waren 50% beziiglich des CMV Status gematched, bei den
nicht Betroffenen 83%.
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Bei den CMV negativen Empfangerlnnen entwickelten 3 von 12 eine GvHD (25%), bei
den CMYV Positiven 1 von 10 (10%).

Follow Up, DFS, OS

Der mediane Follow Up fiir die Patientlnnen ohne GvHD waren 31 Monate, gestorbene
ausgeschlossen waren es 37 Monate. Analog betrug die beobachtete Gesamtiiberlebenszeit
2,9 Jahre, nur bei den Uberlebenden 3,1 Jahre.

Fir GvHD Betroffene war das Follow Up 56 Monate, bei einer beobachteten

Uberlebensdauer von 56 Monaten.
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Abbildung 21 - Gesamtiiberleben GVHD/ Nicht-GvHD Betroffener

Die Kaplan-Meier-Kurve stellt das Gesamtiiberleben von GvHD-Betroffenen vs Nicht-
GvHD Betroffenen dar. Es sind keine GVHD Betroffenen verstorben.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 22 - Krankheitsfreies Uberleben GvHD/ Nicht-GvHD Betroffener

Die Abbildung zeigt das Rezidivauftreten der Grunderkrankung bei Nicht-GvHD

Patientlnnen im Vergleich zu GvHD PatientInnen. Bei letzteren trat kein Rezidiv auf.

Infektionen

Bei Transplantierten ohne GvHD waren 7 Personen mit transplantationsassoziierten
Infektionen betroffen, im Einzelnen dreimal mit Cytomegalievirus, einmal mit Epstein-
Barr-Virus, dreimal mit Varicella-Zoster-Virus und zweimal mit Adenovirus.
Kombinationen traten auf von EBV und VZV, sowie ADV und CMV.

Bei GvHD Betroffenen traten alle 4 obengenannten Viren einmal auf, wobei einmal VZV
auftrat und einmal eine dreifach Virusreaktivierung mit EBV, CMV und ADV.

Insgesamt lag das Risiko in der Untersuchung fiir das Auftreten von CMV bei 17%, fiir
EBV bei 9%, fiir VZV bei 17% und fiir ADV bei 13%.
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4 Diskussion

Die Arbeit beschiftigt sich mit der Gruppe der Stammzelltransplantierten.

Es sind Personen eingeschlossen, die sowohl aufgrund maligner und nichtmaligner
Indikationen eine hdmatopoetische Stammzelltransplantation bendtigten, im Gegensatz zu
manchen Studien, in denen getrennt nach malignen und nichtmalignen Erkrankungen
untersucht wurde.

In dieser Untersuchung iiberwiegt der mannliche Anteil geringfiigig, dies deckt sich mit
Angaben in der Literatur (28).

Bei der Gewichtsverteilung gibt es bis auf einige geringgradig libergewichtige Kinder und
drei untergewichtige Kinder aufgrund der Schwere ihrer Erkrankung keine Auffalligkeiten.
Der Remissionsstatus vor Transplantation von 82% im gemischten Klientel steht in gutem
Einklang mit zum Beispiel 68% in Remission nach 5 Jahren bei malignen Erkrankungen
(29).

Zu der Vorbehandlung ldsst sich sagen, dass zumindest alle Kinder mit malignen
Erkrankungen eine Vortherapie bendtigen, um im Idealfall in Remission transplantiert zu
werden. Bei Patientlnnen mit Immundefekten werden viele begleitende Therapien wie
etwa Enzymersatztherapien und Chemotherapien von Infektionen notwendig. Dies erklirt
die Rate von 83% Vorbehandlungen.

Beziiglich der Blutgruppe ist festzuhalten, dass alle vier Verstorbenen ein Missmatch
aufwiesen. Auch in der Literatur zeigte sich ein mdglicher Zusammenhang zwischen ABO-
Inkompatibilitdt und Todesfillen (30). In einer anderen Studie (31) zeigten sich
widerspriichliche Ergebnisse, der Blutgruppenmissmatch fiihrte zu einer geringeren
Inzidenz der chronischen GvHD, wihrend er die Inzidenz einer akuten GvHD begiinstigte.
In einer groBen pédiatrischen Analyse zeigten sich drei unabhingige Risikofaktoren:
SpenderIn kein HLA identisches Geschwister, GvHD Prophylaxe mit nur einem
Medikament (CycA, MTX) und Blutgruppeninkompatibilitdt. Den grofiten Einfluss hatte
die Blutgruppeninkompatibilitit (32).

So gab es keine GVvHD bei 258 Patientlnnen ohne einen der drei oben genannten
Risikofaktoren und bei Vorhandensein aller drei trat eine GVHD in zwei Dritteln der Félle
auf.

Wihrend in einer Studie (33) das Geschlecht von Empfiangerln und Spenderln bei 163

padiatrischen Patientlnnen keine Rolle spielt, zeigte sich in einer anderen Untersuchung
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(34) eines gemischten Klientels, dass single nucleotid Polymorphismen in 4 Genen auf
dem Y-Chromosom eine akute GvHD bei ménnlichen Patienten mit weiblichen
Spenderinnen assoziieren. Bei den Untersuchten findet sich eine Konstellation mit einem
maéannlichen Empfanger und einer weiblichen Spenderin, bei dem es zur GvDH kam.
Wihrend in der Literatur ein Missmatch, insbesondere bei HLA-C als Risikofaktor fiir
GvHD moglich ist (35), fand sich bei den Untersuchten mit GVHD nur in einem Fall ein
Missmatchlokus.

Beziiglich des CMV Status zeigt sich bei den vier CMV Reaktivierungen, dass alle
Empféangerlnnen positiv waren und drei von vier Spenderlnnen. Eine Arbeit zeigt, dass
eine Prophylaxe mit Letermovir die Reaktivierung des CMV vermindern kann (36). Ein
besonderes Risiko besteht sowohl fiir primdr CMV positive EmpféangerInnen als auch fiir
die Situation, dass bei primdr CMV Negativen ein CMV positives Transplantat zum
Einsatz kommt (37).

Die medianen Zellzahlen von CD 34+ Zellen in der Untersuchung betrugen 19,3 (5,7-59,4)
Zellen/kgKG x 10°, was mit der Literatur, wie zum Beispiel bei (38) mit 14,9x10° (4,1-
47,0) Zellen/kgKG vergleichbar ist.

Bei der CD 3+ Zellzahl ist ein groBerer Unterschied zu erkennen. In der eigenen
Fallgruppe lag der mediane Wert bei 11,0 (0,001-70) Zellen/kgKG x 10°, in der Studie (29)
liegt er bei 6,1 (0,3-26) Zellen/kgKG x 10°.

Der mediane Wert der TCR o/B Zellen liegt bei 5,7 (0,97-56,0) Zellen/kg KG x 10°. In der
bereits oben genannten Studie (38) ist der Wert 16,9 (4,0-56,0) x 10° Zellen/kgKG, was
sich doch deutlich hoher zeigt. Somit kann man sagen, dass die a/8 Depletion in der
untersuchten Gruppe durchaus positiv auffillt.

Die Dauer der Immunsuppression mit einem medianen Wert von 56 Tagen (24-222) zeigt
sich dhnlich zu einer Arbeit (39). Hier wurde bei pédiatrischen Patientlnnen, die eine
Kombination aus Calcineurin Inhibitor und MMF bekommen hatten, nach 45 Tagen bzw
spatestens einem Jahr (ohne GvHD) nach Transplantation die Immunsuppression
abgesetzt.

In einer randomisierten Phase 3 Studie mit Erwachsenen (40) hat sich gezeigt, dass die
Gruppe, die als Medikation zur Immunsuppression Cyclophosphamid/ Tacrolimus/
Mycophenolat Mofetil bekam, im Vergleich zu der Gruppe mit Standardmedikation
Tacrolimus/ Methotrexat ein signifikant niedriges Risiko fiir GVHD und ein besseres

Outcome beziiglich rezidivfreiem 1-Jahresiiberleben hatte.
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Das beobachtete Gesamtiiberleben fiir 1 Jahr betrug 91%, in einer vergleichbaren Studie
mit nur haploidenten SZT betrug sie 51% (Lang et al.) (38) und in einer anderen
haploidenten und ohne CD19 Depletion beobachteten Studie 54% (Kaynar et al.) (41). In
einer Untersuchung (Balashov et al.) mit haploidenten und unverwandten SpenderInnen
betrug das 1-Jahresiiberleben 97% (42). Das 2-Jahresiiberleben zeigte sich in der
Untersuchung mit 82%, in einer vergleichbaren Studie mit haploidenten und unverwandten
Transplantation bei Kindern mit AML (Maschan et al.) lag dieses bei 67% (43), in einer
anderen Studie bei Kindern mit nichtmalignen Grunderkrankungen (Bertaina et al.) lag es
bei 91% (44).

In all diesen Studien wurde, sofern nicht anders erwihnt, eine a, 3 und CD19 Depletion
durchgefiihrt.

Beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens hat sich in der Untersuchung gezeigt, dass bei
22% ein Rezidiv auftrat. Diese Zahl ist identisch mit einer anderen Untersuchung
(Gonzalez et al.) bei Kindern mit Hochrisiko Leukédmien (45) und liegt im Bereich (3%-
58%) der bei (21) zitierten Studien.

In der Untersuchung gab es kein Transplantatversagen, in der Zusammenfassung bei (21)

war dies lediglich bei einer von sieben Studien der Fall.

Eine GvHD entwickelten in der vorliegenden Untersuchung 17% akut und 9% chronisch.
In einer Vergleichsuntersuchung zeigten zwischen 3 und 38% mit einem Mittelwert von
23% eine akute und von 0 und 30% mit einem Mittelwert von 14% eine chronische GvHD
(21). Alle Patientlnnen der Studie konnten behandelt werden, nur zwei entwickelten ein

chronisches Stadium, wobeli es bei einer Patientin eine limitierte Form war.

Die Anzahl der CD 34+ Zellen war bei Patientlnnen mit GvHD (15,1) etwas niedriger als
bei PatientInnen ohne GvHD (20,0).

Die Anzahl der T-Zellen (CD3+) ist in der Untersuchung mit 9,0 bei Patientlnnen mit
GvHD anndhernd gleich wie bei denen ohne (11,0). In einer Studie zeigt sich eine leichte
Tendenz, bei der 15000 Zellen/kg mit GVHD versus 5000 Zellen/kg ohne GVHD gemessen
wurden (46).

Die Depletion der alpha beta Zellen in der Untersuchung ist gut gelungen, sie liegt im
unteren Bereich der sechs Vergleichsgruppen bei (21) (Range 10,6x10° bis 11x10%).
Sowohl die alpha beta Zellen wie auch die gamma delta Zellen bei den GvHD PatientInnen

waren niedriger als bei den nicht von GvHD Betroffenen. Hier wiirde man auch eine
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erhohte Anzahl von alpha und beta Zellen erwarten, jedoch zeigte auch die Arbeit (47)
keinen Zusammenhang zwischen alpha beta Zellen und GvHD.

Bei der Betrachtung der CD 19+ Zellen zeigt sich, dass die Patientin mit dem hochsten
gemessenen Wert eine limitierte chronische GvHD aufweist.

Der durchgefiihrte t-Test fiir den Gruppenvergleich GvHD Betroffener vs Nicht-GvHD
Betroffener ist kritisch zu betrachten, da die GruppengroBBe mit 4 vs 19, teilweise 2 vs 17

gering ist.

Bei allen GvHD Patientlnnen dieser Untersuchung war die Spenderblutgruppe 0. Als
einzigen Hinweis fand sich eine Studie bei Erwachsenen mit Spenderln/ Empfingerin
Inkompeatibilitét fiir die Blutgruppe 0, hier ergab sich ein hoheres Risiko (hazard ratio 2,7)
fiir thromboembolische Ereignisse bei chronischer GVHD (48).

In der untersuchten Gruppe ist die GVHD bei CMV Negativen mit 25% hoher als bei CMV
Positiven mit 10% aufgetreten. In einer Studie zeigte sich bei Erwachsenen eine geringere

Wahrscheinlichkeit fiir CMV Negative (49).

Die Haufigkeit des Auftretens einer CMV Infektion betrdgt in einer Literaturiibersicht in
etwa 50% bei vier Arbeiten (21) und damit mehr als in der Untersuchung mit 9%. Die
EBV Infektion war in einer Studie 50% (43) und somit auch deutlich hoéher als in der
untersuchten Gruppe (9%). Ein potentieller Zusammenhang mit der differenzierten
Immunrekonstitution nach vorangegangener CD 3 Depletion und intensitdtsreduzierter
Konditionierung scheint eine Verringerung der Virusinfektionen zu bewirken wie in der

Untersuchung (50) gezeigt wird.
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