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1. Einleitung

Die Transplantation allogener hématopoetischer Zellen stellt einen kurativen
Therapieansatz bei einer Vielzahl von hdmatologischen Erkrankungen dar. Diese
Behandlungsform ist jedoch mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitidt verbunden.
Hauptursachen hierfiir sind - neben opportunistischen Infektionen und der Veno-
occlusiven Erkrankung (VOD) - die Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) und ein

Rezidivieren der zugrundeliegenden Grunderkrankung.

Chimédrismusanalysen im Knochenmark oder im peripheren Blut stellen einen
wichtigen Bestandteil fiir die Diagnose verschiedener Komplikationen im
Posttransplantationsverlauf dar. Sowohl das qualitative als auch das quantitative
Verhiltnis hdmatopoetischer Zellen des Spenders zu denen des Empfangers kann mit
genetischen und molekularbiologischen Methoden aufgeschliisselt werden (Thiede et
al. 2001) und erlaubt Aussagen zum Anwachsen des Transplantats, Versagen des
Transplantats, zur Transplantatabstofung und zum Auftreten eines Rezidivs
(Dubovsky et al. 1999, Lion et al. 2001). Inwiefern ein gemischter Chimarismus aber
als diagnostischer oder gar prognostischer Faktor fiir die Rezidivdiagnose dient, ist
aufgrund der zum Teil widerspriichlichen Studienergebnisse (Schattenberg et al.
1989, Bertheas et al. 1991, Leeuwen et al. 1994, Roux et al. 1994, Choi et al. 2000,
Lion et al. 2001) noch nicht eindeutig geklart. Wie Frassoni (1990) und Gyger (1998)
zeigen konnten, hat der Chimérismus nach allogener hidmatopoetischer
Zelltransplantation mdglicherweise zudem auch einen Einfluf3 auf das Auftreten einer

Graft-versus-Host Reaktion.

Die Graft-versus-Host Erkrankung stellt eine immunologische Reaktion des
transplantierten Spender-Immunsystems gegen Empfingergewebe dar. Die drei
grundlegenden Voraussetzungen fiir das Auftreten einer Graft-versus-Host Reaktion
wurden bereits 1966 von Billingham formuliert: Erstens eine ausreichende Anzahl
immunkompetenter Zellen im Transplantat, zweitens Antigene im Empféinger, die in

der Lage sind, Spenderzellen zu aktivieren und drittens ein Empfangerimmunsystem,



das nicht in der Lage ist, eine effektive Immunantwort gegen das Transplantat zu
richten. All diese Voraussetzungen sind im Rahmen der Transplantation allogener
himatopoetischer Zellen gegeben. Die klinischen Manifestationsformen einer GvHD
finden sich vor allem an Haut, Darm und Leber. Erste Beschreibungen eines solchen

klinischen Phinomens publizierte van Beekum im Jahre 1967.

Seitdem wurden wichtige Faktoren in der Pathogenese der Graft-versus-Host
Erkrankung aufgekldrt, die als pathophysiologisches Drei-Phasen-Modell
zusammengefasst werden (Ferrara et al. 1991, Goker et al. 2001). Die afferente
Phase kann in zwei Abschnitte unterteilt werden: Zum einen die Schidigung des
Empféngergewebes durch die Konditionierung, die zu einer Endothelzellschadigung
und zu einer vermehrten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (wie TNF-o und
IL-1) fiihrt. Nach Infusion des Transplantats folgt zum anderen die Aktivierung,
Stimulation und Proliferation von naiven T-Zellen des Spenders, die als die
Effektorzellen der Graft-versus-Host Reaktion gelten. Die genetische Grundlage
hierfiir liefern Major- und Minor-Histokompatibilitdtsantigene (MHC/mHAg), in
denen Spender und Empfanger differieren (Gloumy et al. 1996). Empfangerantigene
werden - gebunden an MHC-Molekiile - durch professionelle Antigen-présentierende
Zellen, wie dendritische Zellen, den alloimmunologisch naiven Spender T-Zellen
prasentiert. Dendritische Zellen haben in physiologischen wie auch in pathologischen
Immunreaktionen eine bedeutende Funktion (Banchereau et al. 1998) und nehmen
moglicherweise auch in der Pathophysiologie der Graft-versus-Host Erkrankung eine
wichtige Rolle ein (Shlomchik et al. 1999). In der dritten Phase, der Effektorphase,
kommt es zu einer indirekten und direkten Schadigung der Empfangergewebe. Neben
proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-1) stellen unspezifische (aktivierte
Monozyten und NK-Zellen) und spezifische zelluldre Zytotoxizitit (vermittelt durch
zytotoxische T-Lymphozyten via Fas-FasL Interaktionen und Perforinen)
entziindliche Effektormechanismen dar, die die Endstrecke der Graft-versus-Host

Reaktion bilden. (Krenger et al. 1997)

Im Hinblick auf eine Assoziation zwischen Chimdrismus und GvHD riicken vor
allem die Zellen, denen in der Immunpathogenese moglicherweise eine

entscheidende Rolle zukommt, in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen und



klinischen Interesses. Der Chimédrismus verschiedener Leukozytensubpopulationen
(Lion et al. 2001), CD34 -Zellpopulationen (Thiede et al. 2001), oder der T-
Lymphozyten (Mattsson et al. 2001) bekommen zunehmend auch klinische

Bedeutung.

Vor dem Hintergrund der Pathobiologie der Graft-versus-Host Erkrankung ist der
Chimérismus von T-Zellen als Effektorzellen der Erkrankung und von dendritischen
Zellen als potente Antigen-prasentierende Zellen von groBem Interesse. Mattsson
(2001) konnte zeigen, daB ein gemischter T-Zell Chimédrismus nach der
Transplantation allogener Stammzellen mit einem verminderten Risiko fiir eine akute
Graft-versus-Host Erkrankung korreliert. Fiir den Chimérismus dendritischer Zellen
nach allogener hamatopoetischer Zelltransplantation liegen jedoch nur sehr limitierte
Daten vor (Porter et al. 2000, Clark et al. 2001, Auffermann-Gretzinger et al. 2002).
Bis heute jedoch ist es noch nicht vollstidndig geklart, ob nun die dendritischen Zellen
des Spenders oder die des Empfiangers entscheidend in die Initiierung der T-
Zellaktivierung involviert sind. Im Mausmodell gibt es Hinweise, dal durch eine
Inaktivierung Antigen-priasentierender Zellen des Empféangers eine Graft-versus-Host
Erkrankung verhindert werden kann (Shlomchik et al. 1999), andere Arbeitsgruppen
hingegen konnten zeigen, dafl auch dendritische Zellen des Spenders eine Rolle in der
Immunmodulation der Graft-versus-Host Reaktion spielen (Reddy et al. 2000,
Aprinati et al. 2000).

In der vorliegenden Studie wurden Chimérismusuntersuchungen an beiden
beschriebenen Subpopulationen von dendritischen Zellen im peripheren Blut
durchgefiihrt: DC1 (CD11c¢" = Adhisionsmolekiil aus der Gruppe der B,-Integrine)
und DC2 (CD123" = o-Kette des IL-3-Rezeptors) (Robinson et al. 1999, Kohrgruber
et al. 1999). DC1 exprimieren die myeloischen Marker CD13 und CD33, sind potente
Stimulatoren von alloimmunulogisch naiven T-Zellen und fiihren in der Interaktion
mit T-Helfer-Zellen zu einer Thl-Differenzierung. Th1-Zytokine wie IL-2 und INF-y
stimulieren dann die zellulire Zytotoxizitit iiber eine Aktivierung von CD8" T-
Lymphozyten (zytotoxische T-Lymphozyten) und von Monozyten/Makrophagen.
Diese Thl-Antwort scheint ein wichtiger Bestandteil der zytotoxischen Reaktion bei

der GVHD zu sein. DC2 hingegen exprimieren lymphatische Marker (CD4", CD10"),



sind frisch isoliert schwache Aktivatoren von naiven T-Zellantworten und fiihren bei
Helferzellen zu einer Th2-Differenzierung. Wichtige Th2-Zytokine sind unter
anderem IL-4 und IL-10, die iiber einen negativen Feedbackmechanismus die Thl-
Differenzierung hemmen und damit einen anti-inflammatorischen Effekt ausiiben.

(O’'Doherty et al. 1994, Olweus et al. 1997, Rissoan et al. 1999, Aprinati et al. 2000)

Die genaue Rolle von Tl-und T2-Zellen in der GvHD-Pathogenese ist noch
ungeklart. In tierexperimentellen Ansédtzen konnte gezeigt werden, dal Typ-2-
polarisierte CD4" und CD8" Spender T-Zellen nicht in der Lage sind eine GVHD zu
initiieren (Krenger et al. 1995). Eine Polarisierung von Spender T-Lymphozyten vor
Transplantation durch G-CSF zum Typ-2-Phinotyp fiihrt im Mausmodell zu einem
verringerten Schweregrad der GvHD (Pan et al. 1996). Hierin liegt auch eine
mogliche Erklarung fiir die Beobachtung, dal bei der Transplantation peripherer
Blutstammzellen im Vergleich zur Knochenmarktransplantation trotz einer ca. 10-
fach hoheren Anzahl an transplantierten T-Zellen weder eine héhere Inzidenz noch
ein ausgeprégterer Schweregrad der GVHD beobachtet wird. Die G-CSF-Behandlung
des Spenders zur Mobilisierung peripherer Blutstammzellen fiihrt zu einem Anstieg
von Th2-induzierenden dendritischen Zellen (DC2) im peripheren Blut des Spenders
(und somit auch im Transplantat), die dann eventuell einen immunmodulatorisch
hemmenden Effekt in der GvHD Pathogenese einnehmen (Pan et al. 1996, Aprinati
et al. 2000). Neueste experimentelle Studienergebnisse hingegen lassen vermuten,
daB bei der Induktion der akuten GvHD neben den T1- auch die T2-Zellen eine
relevante Rolle spielen (Liu et al. 2002). Zudem gibt es Daten, die zeigen, dal} eine
chronische Graft-versus-Host Reaktion mit einer verstirkten Aktivierung von Th2-

Zellen verbunden ist (De Wit et al. 1993).

Ein weiterer interessanter Aspekt fiir die bedeutende Rolle der dendritischen Zellen
im Rahmen der allogenen himatopoetischen Zelltransplantation ist deren Fihigkeit,
in der Interaktion mit T-Zellen Toleranz zu induzieren (Steptoe et al. 1996). Unreife
DC sind womdoglich in der Lage eine Antigen-spezifische Deletion und/oder Anergie
von T-Zellen zu induzieren, wobei der genaue Mechanismus hierfiir noch nicht
geklart ist (Adler et al. 1998, Steinmann et al. 2000, Steinmann et al. 2002). Vor

allem vor dem Hintergrund der adoptiven Immuntherapie mit Spender-Lymphozyten



(DLI) ist dieser Mechanismus der Toleranzinduktion von klinischem Interesse (Kolb

etal. 1997).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Kinetik des Dendritenchiméirismus in den
beiden Subpopulationen DC1 und DC2 nach allogener héamatopoetischer
Zelltransplantation zu analysieren und dessen EinfluB auf verschiedene klinische
Variablen wie Inzidenz und Schwere von akuter und chronischer GvHD, Rediziv-

freies Uberleben und Gesamtiiberleben zu untersuchen.



Untersuchte Patienten: n =139 (100%)

Minnlich: n= 87 (62,6%)
Weiblich: n= 52 (37,4%)
Mittleres Alter bei Transplantation: 42,7 Jahre (SD 12,2 Jahre)
Verwandte Spender: n= 79 (56,8%)
Fremdspender: n= 60 (43,2%)
HLA-idente Spender: n=116 (83,5%)
Nicht-HLA-idente Spender: n= 23 (16,5%)
Knochenmarktransplantation: n= 58 (41,7%)

Periphere Blutstammzelltransplantation: n= 81 (58,3%)

Diagnosen:

AML 46  (33,1%) MDS 3 (2,2%)
CML 32 (23,0%) SAA 2 (1,4%)
ALL 20 (14,4%) M. Hodgkin 2 (1,4%)
NHL 15  (10,8%) OMF/OMS 2 (1,4%)
MM 13 (9,4%) SCA 1 (0,7%)
CLL 3 (2,2%)

Tafel 1: Patientendaten (Teil I)



2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Im Zeitraum von September 2000 bis April 2002 wurden prospektiv insgesamt 139
Patienten, die sich in der José-Carreras-Transplantationseinheit der Medizinischen
Klinik T (Klinikum der Universitit Miinchen - GroBhadern) einer Transplantation
von Knochenmark oder peripherer Blutstammzellen unterzogen, in die Studie
eingeschlossen. Alle untersuchten Patienten gaben nach einem &rztlichen
Aufklarungsgespriach ihr Einverstindnis, freiwillig an der Studie teilzunehmen. Der
Beobachtungszeitraum jedes Patienten betrug je 12 Monate. Patienten, die zwischen
Juli 2001 und April 2002 transplantiert wurden, wurden bis zum Stichtag 01.07.2002
beobachtet.

Einen Uberblick iiber verschiedene Patientendaten, wie Geschlecht, Alter, Diagnose,
Konditionierungsregime, verwandter/unverwandter Spender, HLA-identer/nicht-
HLA-identer Spender und Knochenmark oder peripheres Blut als Stammzellquelle
gibt Tafel 1.

Der Schweregrad von akuter und chronischer Graft-versus-Host-Erkrankung wurde
anhand klinischer und laborchemischer Parameter eingeteilt (Grading der aGvHD
nach Glucksberg et al. 1974). Als GvHD-Prophylaxe erhielten die Patienten im
wesentlichen zwei verschieden Regime: 70 Patienten (50,4%) erhielten Methotrexat
i.v. (15mg/m”> am Tag +1, 10mg/m” am Tag +3 und 10mg/m* am Tag +6 bzw. am
Tag +7 bei haploidenten Spender) und Cycolsporin A, 63 Patienten (45,3%)
Mycophenolatmofetil i.v. (Start am Tag 0 mit 2x15mg/kg KG) und Cyclosporin A.
Die kontinuierliche CyA-Applikation wurde mittels Perfusorgabe am Tag -1 mit
Smg/kg/d gestartet, am Tag +5 wurde auf 3mg/kg/d reduziert und ab Tag +28 wurde
auf orales Cyclosporin A umgestellt (12mg/kg/d). Die CyA-Dosis wurde in den
ersten 2-3 Monaten nach Transplantation einem Plasmaspiegel von 150 bis 200 ng/ml
angepalit und dann, je nach klinischem Zustand des Patienten, schrittweise bis Tag

+100 reduziert.



Konditionierungsregime:

Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG

12Gy TBI-Cyclo-ATG

4Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG

4Gy TBI-Flu-Cyclo

8Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG

Bu-Cyclo-ATG

12Gy TBI-Vp

Flu-AraC-Amsa - 12Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)
12Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)

2Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG

keine Konditionierung

Flu-AraC-Amsa - 4Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)
Flu-Cyclo

Cyclo-ATG

DexaBEAM-OKT 3

9Gy TNI - 3Gy TBI-Cyclo-ATG

8Gy TNI-Flu-Cyclo-ATG

4Gy TBI-Flu-Cyclo-Camp

OKT 3 - 4Gy TBI-Cyclo-ATG (haplo)

Tafel 1: Patientendaten (Teil II)

51

20

12

11

10

(36,7%)
(14,4%)
(8,6%)
(7,9%)
(7,2%)
(6,5%)
(5,0%)
(2,9%)
(2,2%)
(1,4%)
(1,4%)
(0,7%)
(0,7%)
(0,7%)
(0,7%)
(0,7%)
(0,7%)
(0,7%)

(0,7%)



Finf der 139 Patienten (3,6%), die wegen eines Multiplen Myeloms transplantiert
wurden, erhielten als GvHD-Prophylaxe nur MMF (Dosierung wie oben). Einem
Patienten mit einer schweren aplastischen Andmie wurde neben CyA (Dosierung wie
oben) auch Rapamycin zur GvHD-Prophylaxe verabreicht. Ein GroBteil der Patienten
(n=116) bekam zudem, im Rahmen der Konditionierung, Antithymozytenglobulin
(ATGQG) i.v. als GvHD-Prophylaxe (10 bis 30 mg/kg fiir 3 Tage, sieche Tafel 1 - Teil
IT). Die Primértherapie einer aGvHD > Grad III bestand aus Prednisolon (2 bis 3
mg/kg/d), welches dann, je nach Ansprechen, alle 3 Tage schrittweise um 10%

reduziert wurde.

2.2. Messung dendritischer Zellen im peripheren Blut

2.2.1. Vorbemerkung

Aufgrund von fehlenden spezifischen Markern fiir dendritische Zellen im peripheren
Blut war es bis vor kurzem noch nicht moglich, diese direkt aus Vollblut zu isolieren.
Bisherige Ansédtze beinhalteten meist immer eine vorherige Kultivierung in
bestimmten Zytokinmedien (z.B. GM-CSF, TNF-a, IL-3; Fearnley et al. 1997,
Fearnley et al. 1999), die zu einer Reifung der dendritischen Zellen und damit
verbunden zu einer vermehrten Expression von Aktivierungsmarkern und co-
stimulatorischen Molekiilen wie CMRF-44, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86) und CD83
fiihrt, welche auf direkt aus peripherem Blut isolierten Dendriten fehlen (Hock et al.
1994, McLellan et al. 1995, Robinson et al. 1999).

Mit der Identifikation CD11c" (B,-Integrin) DC1 und CD123" (IL-3Ra) DC2 im
peripheren Blut (Kohrgruber et al. 1999) war es erstmals moglich, ein Set
monoklonaler Antikdrper zu konfigurieren, das in Verbindung mit HLA-DR und
einem sogenannten lin® Cocktail (linienspezifische Oberflichenantigene wie CD3,
CD14, CD16, CD19, CD20, CD56) cine direkte Identifikation der beiden DC

Populationen im peripheren Blut erlaubt.



2.2.2. Probengewinnung

Im Rahmen der Routineblutentnahmen wurde bei Patienten in der
Posttransplantationsphase ab einem Leukozytengehalt von >100/ul werktiglich um
6:00 Uhr morgens 1 Rohrchen Citratblut iiber den Hickmann-Katheter (oder
alternativ iiber einen zentralen Venenkatheter) abgenommen. Alle Proben wurden

noch am selben Tag im Cellsorting Labor der Medizinischen Klinik III verarbeitet.

2.2.3. Probenverarbeitung

In Probenrohrchen wurden 100 pl Vollblut fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur an
einem lichtgeschiitzten Ort mit folgenden monoklonalen Antikdrpern inkubiert: 7 pl
anti-HLA-DR-PerCP, 7 ul lin1-FITC (anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD19,
anti-CD20, anti-CD56), 5 pl anti-CD11c-APC und 5 pl anti-CD123-PE. Als
Isotypkontrolle dienten Maus-IgG,-PE und Maus-IgG,,-APC (alle Antikérper Becton
Dickinson Immunocytometry, San Jose, CA). Danach folgte die Lyse der
Erythrozyten mit 2 ml FACS™ Lysing Solution (Becton Dickinson
Immunocytometry, San Jose, CA), die zuvor 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt
wurde. Nach 10-miniitiger Inkubation in Dunkelheit wurden die Probenréhrchen fiir 5
Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert (Labofuge II, Heraeus Christ GmbH,
Osterode). Nach der Zentrifugation wurde die Losung samt lysierten Erythrozyten
abgegossen und mit 350 ml PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) als Waschpuffer
versetzt (PBS 0,1 M pH 7,3-7,4: Apotheke, Klinikum der Universitit Miinchen;
Natriumazid: Merck KGaA, Darmstadt; BSA: Merck KGaA, Darmstadt). Nach einer
erneuten Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 2000 U/min wurden der Uberstand an
PBS-Puffer abgegossen, und die Proben fiir die Messung am DurchfluBzytometer in
300 pl PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) resuspendiert.
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Tafel 2: Durchflulzytometrische Messung von DC1 und DC2 im peripheren Blut

Dendritische Zellen im peripheren Blut wurden identifiziert als eine HLA-DR" lin1"
Zellpopualtion. Die HLA-DR" linl- CD11c¢" Zellen sind DC1 (RS), die HLA-
DR" linl- CD123" Zellen DC2 (R3). Die Population HLA-DR™ linl- CD123"

Zellen sind basophile Granulozyten (R4).
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2.2.4. Probenmessung

Alle Probenmessungen wurden mit dem Durchflufzytometer FACSCalibur'™ (Fa.
Becton Dickinson, Heidelberg) des Cellsorting Labors durchgefiihrt. Dabei handelt es
sich um ein Sechsparameter-Zellanalyse-Gerdt zur simultanen Messung von
Vorwirts-und Seitwartslichtstreuung sowie von 4 Fluoreszenzen. Das Gerit enthélt
einen luftgekiihlten Argonlaser und einen Rotlaser als Lichtquellen und verfiigt iiber
1024 Kanéle zur Signalauflésung. Die maximale Messrate lag bei etwa 500-800
events/sec. Die Messignale wurden auf allen Detektoren iiber 4 Dekaden
logarithmisch verstirkt. Als fluoreszierenden Farbstoffe wurden FITC, APC, PerCP
und PE eingesetzt. Es wurden jeweils 20.000 Signale / Probe auf dem Forward-Side-
Scatter Kanal mit der CELLQuest""-Software Version 3.0 (Fa. Becton Dickinson,

Heidelberg) aquiriert.

Im Forward-Side-Scatter Dot Plot wurden iiber R1 die Leukozyten von Zelldebris
und toten Zellen getrennt. Der Dot Plot anti-HLA-DR-PerCP/lin1-Cocktail-FITC
wurde dann auf R1 gegatet, um die linl" Zellen (negativ fiir CD3, CD14, CDI16,
CD19, CD20, CDS56) unter den Leukozyten zu identifizieren (R2). Beiden
Subpopulationen von dendritischen Zellen im peripheren Blut sind linl-Cocktail
negative Zellpopulationen. DC1 wurden dann als HLA-DR" linl- CD11c" Zellen
identifiziert und DC2 als HLA-DR " linl- CD123" Zellen (vergleiche dazu auch Tafel
2).

Ausgewertet wurden die Ergebnisse mittels CELLQuest™ Software Version 3.0 (Fa.
Becton Dickinson, Heidelberg). Die angegebenen Werte von DC1 und DC2 im
peripheren Blut beziehen sich auf den prozentualen Anteil dieser Populationen an den

Leukozyten.
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2.3. Isolierung dendritischer Zellen

2.3.1. Probengewinnung

Wenn bei der durchfluzytometrischen Messung dendritischer Zellen im peripheren
Blut ein Mindestgehalt von ca. > 0,1% der Leukozyten feststellbar war, wurden dem
Patienten am darauffolgenden Tag in gleicher Art wie unter 2.2.2. beschrieben 3-4
Rohrchen Citratblut entnommen. Bei den Chimirismusanalysen 6 und 12 Monate
nach Transplantation wurden die Proben im Rahmen der Routineblutentnahmen in
der Transplantationsambulanz an einer peripheren Vene entnommen. Alle Proben
wurden noch am selben Tag im Cellsorting Labor der Medizinischen Klinik III

verarbeitet.

2.3.2. Probenverarbeitung

Durch Dichtezentrifugation wurden zuerst die mononukledren Zellen aus Vollblut
isoliert. Dazu wurden je 7 ml Lymphozyten-Separationsmedium (PAA Laboratories
GmbH, Linz) mit 4 ml Citratblut {iberschichtet und fiir 20 Minuten bei 2000 U/min
zentrifugiert (Labofuge II, Heraeus Christ GmbH, Osterode). Die Schicht
mononukledrer Zellen wurde vorsichtig abgehoben und 2 mal mit PBS (0,09%
Natriumazid, 0,5% BSA) gewaschen (Zentrifugation bei 2000 U/min fiir je 5
Minuten). In der Zellsuspension wurde der Leukozytengehalt bestimmt (Cell
Counter, Beckman Coulter GmbH, Krefeld), der als Grundlage fiir die Berechnung
der notigen Antikorpermenge diente. Die gewaschenen und in PBS suspendierten
Zellen wurden bei 4°C fiir 15 Minuten mit folgenden monoklonalen Antikdrpern
inkubiert: Anti-HLA-DR-PerCP, linl-FITC (anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-
CD19, anti-CD20, anti-CD56), anti-CD11c-APC und anti-CD123-PE. Darauffolgend
wurden die Proben nochmals mit PBS gewaschen (2000 U/min fiir 5 Minuten) und
fir die Messung am Cellsorter in PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA)

resuspendiert.

13
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Tafel 3: Reinheit von direkt aus peripherem Blut isolierten DC1 und DC2

Die dargestellten Dot Plots zeigen die duchflulzytometrische Nachanalyse (siche
2.2.4 und Tafel 2) der Zellen, die vorher mittels Cellsorting (FACSVantage SE™,
Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) isoliert wurden. Die beiden oberen Grafiken
zeigen die isolierten DCI (CDll1c"), die beiden unteren die isolierten DC2
(CD123"). Die Reinheit lag bei 98,2% (DC1) bzw. 95,6% (DC2).
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2.3.3. Isolierung von DC1 und DC2 mittels Cellsorting

Die separierten und mit Antikdrpern markierten mononukledren Zellen wurden im
FACSVantage SE™ (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) des Cellsorting Labors
sortiert. Die dendritischen Zellen wurden, wie unter 2.2.4 beschrieben, identifiziert.
Beide Populationen sind HLA-DR" lin1~ Zellen, DC1 sind zudem positiv fiir CD11c,
DC2 fiir CD123. Diese Phianotypen wurde dem Cellsorter als Sortierungskriterien
definiert.

Im Cellsorter wird die Zellsuspension angesaugt und mit optimaler Frequenz in
Schwingung versetzt, so dal3 der Fliissigkeitsstrom in nahezu gleichférmige Tropfen
aufgeteilt wird, die jeweils eine Zelle enthalten. Diese Tropfen werden durch eine
Diise geleitet, treffen dann auf einen Laserstrahl und reilen alle am selben Punkt,
einige Millimeter unterhalb der Diise, vom Strom ab. Dieser Abripunkt kann prézise
bestimmt werden, so dal im Zytometer die Zeit von der Erfassung durch den Laser
bis zum Abripunkt errechnet werden kann. Wird vom Laser eine Zelle erfafit, die
den vorher definierten Sortierungskriterien (siehe oben) entspricht, wird dem
Flissigkeitsstrom genau in dem Moment durch eine Elektrode ein Spannungsimpuls

vermittelt, in dem der Tropfen mitsamt der enthaltenen Zelle vom Strom abreift.

Der geladene Tropfen passiert zwei ebenfalls geladene Ablenkungsplatten und wird
je nach Polaritit durch elektrostatische Abstoung bzw. Anziehung in das rechte oder
linke Sammelr6hrchen geleitet. Ungeladene Tropfen werden vom elektrischen Feld

nicht erfalt und in ein Abfallréhrchen in der Mitte geleitet.

Beide Populationen wurden simultan in je ein mit PBS (0,09% Natriumazid, 0,5%
BSA) gefiilltes Sammelrohrchen sortiert. Die Reinheit der isolierten dendritischen
Zellen wurde anschlieBend duchfluBzytometrisch bestimmt und lag durchweg iiber

95% (vergleiche dazu Tafel 3).
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Tafel 4: Pappenheim-Farbung von direkt aus peripherem Blut isolierten DC2

Die hier in Pappenheim-Férbung dargestellte Subpopulation DC2 (,,lymphatische*
DC) zeigt lichtmikroskopisch eine Morphologie, die auch mit der Lage der
dendritischen Zellen im Forward-Side-Scatter iibereinstimmt (zwischen Monozyten
und Lymphozyten, siche auch Tafel 2): GroBer, leicht eingekerbter Zellkern,

perinukleédre Authellungen und ein schmaler Zytoplasmasaum.
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2.3.4. Morphologie von isolierten dendritischen Zellen

2.3.4.1. Pappenheim-Fdrbung

Aus den in PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) suspendierten dendritisichen Zellen
wurde mit einer Zytozentrifuge (800 U/min, Shandon Labortechnik GmbH, Berlin)

ein Zytospinpréparat erstellt. Dieses wurde nach Pappenheim gefarbt.

Tafel 4 zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von isolierten DC2.

2.3.4.2. Morphologie nach Kultivierung mit TNF-o,

Um zu zeigen, daB3 es sich bei den isolierten Zellen um dendritische Zellen handelt,
wurden die sortierten Zellen mit Tumornekrose Faktor a inkubiert. DC im peripheren
Blut sind funktionell unreife Zellen (Kohrgruber et al. 1999), konnen aber in
Gegenwart von TNF-a in-vitro reifen und entwickeln dann auch die charakteristische

Morphologie reifer DC (Auffermann-Gretzinger et al. 2002).

Die in PBS (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA) suspendierten dendritischen Zellen
(Subpopulation DC2) wurden in RPMI + 10% FCS zusammen mit TNF-a (10pg/ml
auf 1 x 10° Zellen/ml, R&D Systems, Minneapolis, MN) fiir 24 Stunden bei 37°C
kultiviert. Aus den kultivierten DC wurde ein Zytospinprdparat (800 U/min,
Zytozentrifuge Shandon Labortechnik GmbH, Berlin) angefertigt, das anschlieBend
nach Pappenheim gefarbt wurde. Tafel 5 zeigt die lichtmikroskopische Morphologie
dendritischer Zellen des peripheren Blutes (DC2) nach 24-stiindiger Kultivierung mit
TNF-a.
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Tafel 4: Morphologie nach Kultivierung mit TNF-o

Nach Kultivierung mit Tumornekrose Faktor a entwickelten die mittels Cellsorting
aus dem peripheren Blut gewonnenen, unreifen dendritischen Zellen die
charakteristische lichtmikroskopische Morphologie funktionell reifer DCs:
randstidndig liegender, leicht eingekerbter Zellkern und baumartig-verzweigte

Zytoplasmaausldufer (vergleiche dazu auch Tafel 4).
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2.4. Chimiarismusanalysen

2.4.1. Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

Bei Patienten, die Knochenmark oder Blutstammzellen von einem
gegengeschlechtlichen Spender erhalten, ist es moglich, Chimérismusanalysen
anhand der Detektion der Geschlechtschromosomen X und Y durchzufiihren. Hierfiir
eignen sich verschiedene Methoden wie zytogenetische Untersuchungen (Lawler et
al. 1984, Walker et al. 1986), Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (Wessman et al.
1989, Durnam et al. 1989), oder auch Assays, die auf PCR-Technik basieren (Fehse
et al. 2001). Vor allem aufgrund der einfachen und schnellen Durchfiihrbarkeit ist die
FISH-Untersuchung heute der Standard bei Chimirismusanalysen nach
gegengeschlechtlicher Transplantation. Zudem zeigt die FISH-Technik eine gute
Korrelation mit den Ergebnissen der STR-PCR-Technik (Thiede et al. 1999, Thiede
et al. 2001), wird ihr aber aufgrund der Praktikabilitit im klinischen Alltag

vorgezogen.

Die isolierten dendritischen Zellen wurden, wie unter 2.3.3. beschrieben, bei
Raumtemperatur direkt in ein mit PBS-Puffer (0,09% Natriumazid, 0,5% BSA)
gefiilltes Probenrohrchen sortiert. Daraus wurde mittels einer Zytozentrifuge (800
U/min, Shandon Labortechnik GmbH, Berlin) ein Zytospin-Préiparat erstellt. Die DC
wurden auf 2 Stellen des Objekttrigers aufzentrifugiert. Mit einem Lichtmikroskop
(10-fache VergroBerung, Axioskop 20, Fa. Carl Zeiss, Jena) wurden Bereiche, in
denen viele Zellen gut verteilt nebeneinander lagen, identifiziert und diese mit einem

Diamantkratzer auf der Riickseite des Objekttrigers markiert.

Die getrockneten und markierten Préparate wurden zuerst fixiert (20 Minuten
Fixierlosung: Methanol : Eisessigsdure 3:1, Merck KGaA, Darmstadt) und
darauffolgend durch eine kalte (4°C) aufsteigende Alkoholreihe (70% / 80% / 90% /
100% Ethanol, je 1 Minute) gebracht.
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Sonde: XY

Tafel 6: Chimérismusanalyse mittels FISH

An Zytospinprdparaten von DCl und DC2 wurden Fluoreszenz in-situ
Hybridisierungen durchgefiihrt. Durch fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden, die
spezifisch an bestimmte Regionen der beiden Geschlechtschromosomen binden,
kann das X- und das Y-Chromosom identifiziert werden, und somit eine Zuordung
der Zellen zu Spender oder Empfinger erfolgen (bei gegengeschlechtlich

transplantierten Patienten).

Die hier dargestellte FISH-Untersuchung von isolierten DC2 zeigt neben einer
ménnlichen Spenderzelle (rechts) auch eine weibliche Zelle der Empfingerin
(links). Somit liegt definitionsgemdl3 ein gemischter Chimédrismus in den DC2 des

peripheren Blutes vor. (Y = blaugriine Sonde, X = rote Sonde)
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Nach Trocknen des Objekttragers wurden je 2 pl der zuvor aufgetauten Sonden
(CEP® X SpectrumOrange™ DNA Probe (Zentromerregion Xpll.1-q11.1) und
CEP® Y SpectrumGreen'" DNA Probe (Satellit I, Yq12), Vysis GmbH, Bergisch
Gladbach) auf die markierten Stellen pipettiert, ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt
und mit Fixogumm abgedichtet. Anschlieend wurde das Préparat zur Hybridisierung
in den Hybrite gelegt (76°C fiir 3 Minuten) und die Proben danach bis zum néchsten
Tag im Brutschrank (37°C, 5% CO,) autbewahrt.

Nach 24 Stunden wurden das Deckglas samt Fixogumm entfernt, die Préparate zuerst
fiir 2 Minuten in 75°C warmer 0,4% SSC Losung gewaschen und danach denaturiert
(1 Minute in 2x SSC / 0,1% NP 40 bei Raumtemperatur). Die 20x SSC-Stammldsung
(sodium chloride and sodium citrate) setzt sich wie folgt zusammen: 175,35 g NaCl
plus 88,2 g tri-Na-Citrat-Dihydrat (beides Merck KGaA, Darmstadt) gelost in 1000
ml Aqua dest (pH 7,0). Die 0,4% SSC Waschlosung (pH 7,0-7,5) wurde hergestellt
aus 20 ml 20x SSC Losung plus 980 ml Aqua dest. Fiir die Denaturierungslosung 2x
SSC / 0,1% NP 40 (pH 7,0-7,5) wurden in 900 ml Aqua dest 100 ml der 20x SSC
Stammlosung und 1000 ul NP 40 (nicht ionisches Detergenz, Vysis GmbH, Bergisch
Gladbach) gelost.

Nach dem Trocknen wurden auf die markierten Stellen je 2 Tropfen DAPI-Antifade
(125 ng/ml DAPI = blaufluoreszierendes 4,6-Diamidino-2-Phenylindole als
spezifischer DNA-Farbstoff gelost in 1,4-Diaminobenzol, Dihydrochlorid, Glyzerol
und Puffer; Vysis GmbH, Bergisch Gladbach) aufgetragen, ein Deckglas
luftblasenfrei aufgelegt und die Préparate bis zur Mikroskopie in einer dunklen,

trockenen Kammer bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Ausgewertet wurden alle FISH-Préparate mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop
20, Fa. Carl Zeiss, Jena; Ubersicht mit 10-facher VergroBerung, Auszihlung bei 63-
facher Vergroferung mit Olimmersion) des Cellsorting Labors. Bei jeder

Chimérismusanalyse wurde versucht, mindestens 100 Interphasekerne auszuwerten.
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Tafel 7: Chimérismusanalyse mittels STR-PCR

In der Grafik ist eine STR-PCR Untersuchung des Locus D21S11 dargestellt. In den
DCI1 (CD11c") zeigen sich nur Merkmale des Spenders (S; 28/29). In den DC2
(CD123") hingegen zeigt sich eine Mischung von Spender- (28/29) und
Empfangermerkmalen (E; 27/30). Die Berechnung des quantitativen DC2-
Chimirismus (anhand der Fliache der dargestellten peaks) ergab folgendes
Verhiltnis von Spender-zu Empfangermerkmalen: 93% (£5%) zu 7% (+7%). Auch
der mituntersuchte Mundschleimhautabstrich zeigt eine Mischung von Spender-

und Empféangermerkmalen.

Die Zahlen (27, 28, 29, 30) bezeichnen die Anzahl der repetitiven Sequenzen der

untersuchten Tetranukleotide, in denen Spender und Empféanger differieren.
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Ein Beispiel fiir eine Chimédrismusanalyse mit Hilfe der Fluoreszenz in-situ
Hybridisierung zeigt Tafel 6. Die FISH-Untersuchung am Tag +55 nach
Transplantation peripherer Blutstammzellen zeigte neben Dendriten des ménnlichen
Spenders (XY) auch noch residuale Dendriten der Patientin (XX) und somit
definitionsgeméall einen gemischten Chiméarismus in den dendritischen Zellen im

peripheren Blut (hier Subpopulation DC2).

2.4.2. Polymerasekettenreaktion von Short Tandem Repeats

Die PCR-Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. rer. nat.
Dipl. Chemiker B. Rolf am Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Miinchen
(Vorstand: Prof. Dr. med. W. Eisenmenger) durchgefiihrt.

Auch PCR-basierte Methoden eignen sich fiir Chimirismusbestimmungen, vor allem
nach gleichgeschlechtlichen Transplantationen von allogenen hédmatopoetischen
Zellen. Neben den sogenannten VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats),
wurden in letzter Zeit vermehrt Short Tandem Repeats (STR) eingesetzt, die sowohl

eine qualitative als auch eine quantitative Chimédrismusanalyse erlauben.

Short Tandem Repeats sind hochpolymorphe repetitive Di-, Tri- und
Tetranukleotidsequenzen verschiedener Lange, die iiber das gesamte Genom verstreut
in die DNA inseriert sind (Thiede et al. 1999). Die Chimarismusanalyse mit Short
Tandem Repeats wird ermoglicht durch die Detektion der verschiedenen Léngen der
repetitiven Nukleotidsequenzen, in denen Spender und Empfianger differieren.
Urspriinglich stammt diese sensitive Methode aus der forensischen Medizin, hat aber,
vor allem  aufgrund der Moglichkeit der  geschlechtsunabhingigen
Chimédrismusanalyse, auch Einzug in die Transplantationsmedizin gehalten (Antin et

al. 2001).

Aus den, wie unter 2.2.3. beschrieben, isolierten dendritischen Zellen wurde die DNA
mittels des QIAamp Blood Kit (Fa. Qiagen, Hilden) isoliert. Je 1 ng DNA wurde
amplifiziert (AmpFISTR Profiler Plus PCR Amplification Kit; Fa. Perkin Elmer,
Weiterstadt).
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DNA-Systeme AL. A.L. A.L. A.L. A.L.
DCl1 DC2 T-Zellen Mundschleim-  Befund vor KMT
CDllct+ CD123+ CD3+ haut GAO00K25504
D3S1358 16/18 16/18 16/18 16/18 16/16
VWA 18/19 18/19 18/19 18/19 18/19
FIBRA 21/22 21/22 21/22 21/22 21/22
D8S1179 9/[13]/15 9/[13]/15 9/15 9/13/15 13/15
D21S11 28/[30]/32.2 28/[30]/32.2 28/32.2 28/30/32.2 28 /30
D18S51 12/ 14 12/ 14 12/ 14 12/ 14 12/ 14
D5S818 11/[12] 11/[12] 11/11 11/12 11/12
D13S317 8/14 8/14 8/14 8/ 14 14/14
D7S820 9/12 9/12 9/12 9/12 9/12
GA-Nr. Befund vom Material Anteil eigene Anteil Spender-
Merkmale merkmale
01K25613 24.10.01 CDllct+ 20+ 5% 80+ 5%
01K25613 24.10.01 CD123+ 6+3% 94+3%

Tafel 8: Befundbericht von Chimérismusanalysen mittels STR-PCR

Bei der Patientin A.L. wurden mittels STR-PCR der Chimérismus in den T-Zellen

und in den dendritischen Zellen untersucht. Als Vergleich dienten Merkmale, die

vor Transplantation (siehe ,,Befund vor KMT*) aus mononukledren Zellen

analysiert wurden.

Die untersuchten T-Zellen zeigten einen kompletten Chimdrismus. Sowohl in den

DC1 (CD11c") als auch in den DC2 (CD123") zeigte sich eine Mischung von

Spender- und Empfiangermerkmalen. In der unteren Tabelle ist die Quantifizierung

des DC1 und des DC2 Chimérismus aufgefiihrt (siche dazu auch Tafel 7).

Die mituntersuchte Mundschleimhaut der Patientin zeigte nach Transplantation

ebenfalls eine Mischung von Spender-und Empfangermerkmalen.
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Die Ektrophorese wurde auf einem ABI 310 Kapillarelektrophoresegerdt (Applied
Biosystems, Weiterstadt) durchgefiihrt. Die Detektion der PCR-Produkte erfolge
durch Fluoreszenz. Dabei regt ein Laser die an die PCR Primer gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffe an, und das emittierte Licht wird von einer CDD-Kamera

detektiert. (Keil et al. 1999, Anslinger et al. 2001).

Untersucht wurde ein Multiplex Kit zur gleichzeitigen Amplifikation von 9 STR-
Loci, und zwar D3S1358, VWA, FIBRA, D8S1179, D21S11, D18S51, D5S818,
D13S317 und D7S820 (AmpFISTR Profiler Plus Kit, Applied Biosystems,
Weiterstadt). Als Vergleichsmaterial, um eine Aussage zum qualitativen und
quantitativen Chimérismus zu ermoglichen, wurde in der Regel vor Transplantation
DNA aus mononukledren Blutzellen des Patienten isoliert, die auf gleiche Art wie
oben beschrieben untersucht wurde. In den Féllen, in denen Vergleichsmaterial von
vor der Transplantation fehlte, wurde das STR-Muster des Patienten nachtriglich aus
DNA erstellt, die aus Haarwurzeln oder einem Mundschleimhautabstrich des

Patienten nach Transplantation gewonnen wurde.
Tafel 7 zeigt ein Beispiel einer Chimarismusanalyse mittels STR-PCR.

Tafel 8 zeigte beispielhaft einen typischen Befundbericht einer Chiméirismusanalyse

mittels STR-PCR.

2.4.3. Definitionen

Die Chimarismusbestimmungen wurden sowohl qualitativ als auch quantitativ
durchgefiihrt. Ein kompletter Chimérismus lag definitionsgeméll vor, wenn nach
gleichgeschlechtlicher Transplantation mittels STR-PCR nur noch DNA-Merkmale
des Spenders nachweisbar waren bzw. nach gegengeschlechtlicher Transplantation
ausschlieBlich Spenderkerne in der FISH-Auszdhlung gefunden wurden. Der
quantitative Chimérismus wurde jeweils prozentual angegeben: Verhiltnis
Empfanger- zu Spendermerkmalen (PCR) bzw. Verhiltnis Empfinger- zu
Spenderkernen (FISH).
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2.5. Datenauswertung

Die Datenanalyse erfolgte mit SPSS fiir Windows (Version 10.0.5, SPSS Software
GmbH, Miinchen) auf einer Workstation SCENIC CELSIUS 2000 P II Xenon 450
GX (Fa. Siemens Nixdorf AG, Kloten, Schweiz).

Alle Ergebnisse sind, falls nicht anders angegeben, als Mittelwert mit
Standardabweichung dargestellt. Vergleiche von Mittelwerten zwischen 2 Gruppen
wurden mit dem t-Test fiir unabhingige Stichproben durchgefiihrt. Der Vergleich
qualitativer Merkmalen zwischen 2 Gruppen erfolgte mit dem Chi-Quadrat Test nach
Pearson. Gesamtiiberleben und Rezidiv-freies Uberleben sind als Kapplan-Meier-
Kurven dargestellt, statistische Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
wurden mit dem log-rank Test analysiert. Alle p-Werte sind 2-seitig angegeben, als

statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 betrachtet.
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Inzidenz der aGvHD (n=139)
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Tafel 9: Akute Graft-versus-Host Erkrankung



3. Ergebnisse

3.1. Patienten

Das untersuchte Kollektiv umfafite insgesamt 139 Patienten. Wie Tafel 1 zeigt,
unterzogen sich deutlich mehr Mainner als Frauen einer Transplantation von
Knochenmark oder Blutstammzellen (62,6% vs. 37,4%). Das mittlere Alter zum
Zeitpunkt der Transplantation lag bei 42,7 Jahren. 79 Patienten erhielten ein
Transplantat eines Familienspenders (56,8%), 60 hingegen das eines Fremdspenders
(43,2%), wobei 116 Spender HLA-ident waren (83,5%) und 23 nicht-HLA-ident
(16,5%). Als Stammzellquelle diente 81 mal peripheres Blut (58,3%) und 58 mal
Knochenmark  (41,7%). Die  zugrundeliegenden  Diagnosen und die

Konditionierungsregime der 139 Patienten sind ebenfalls in Tafel 1 zusammengetalt.

Der Tag des Engraftments (definitionsgeméfl Leukozytenwerte >1000/ul) in der
Posttransplantationsphase lag im Mittel bei Tag +18,6 (SD 7,9 Tage). Bei Patienten
nach einer Transplantation peripherer Blutstammzellen war das Engraftment
signifikant frither als bei den Patienten nach Knochenmarktransplantation
(Stammzellen: MW 15,7, SD 5,2 vs. Knochenmark: MW 228, SD 9,0; p<0,001).
Ahnliche Ergebnisse lieferten bereits andere Arbeitsgruppen (Dreger et al. 2001).

Eine akute Graft-versus-Host Reaktion wurde bei 72 Patienten beobachtet (aGvHD-
Inzidenz: 51,8%). Die Verteilung der Schweregrade stellte sich wie folgt dar: 2
Patienten Grad I (2,8%), 21 Grad II (29,2%), 35 Grad III (48,6%) und 14 Grad IV
(19,4%). Am hiufigsten war die isolierte Haut-GvHD (52,8%), gefolgt von
Haut/Darm (19,4%) und Haut/Leber/Darm (18,1%). Einen Uberblick iiber Inzidenz
und betroffene Organe der aGvHD gibt Tafel 9. Aufgetreten ist die aGvHD im Mittel
um Tag +25 in der Posttransplantationsphase bis Tag +100 (MW 24,5, SD 14,8).
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Von cGvHD betroffene Organe (n=42)
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Tafel 10: Chronische Graft-versus-Host Erkankung
zugrundeliegende Todesursachen (n=40)

VOD
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40,0% GVHD
22,5%

Tafel 11: Zugrundeliegende/fiihrende Todesursachen

29



Im Beobachtungszeitraum trat bei 42 von 125 Patienten eine chronische Graft-versus-
Host Erkrankung auf (cGvHD-Inzidenz: 33,6%). 19 Patienten hatten eine milde
cGvHD, wohingegen es bei 23 zu einer schweren chronischen Graft-versus-Host
Reaktion kam. Auch hier war, wie bei der aGvHD, die isolierte Haut-GvHD am
hiufigsten (40,5%). Eine Ubersicht iiber die von der cGvHD betroffenen Organe ist
in Tafel 10 dargestellt. Bei 21 Patienten entwickelte sich die cGvHD aus einer
aGvHD heraus, bei den anderen 21 trat die cGvHD de novo auf (= Neuauftreten einer

Graft-versus-Host Reaktion nach Tag +100).

Bei 22 der 139 transplantierten Patienten wurde innerhalb  des
Beobachtungszeitraumes eine Rezidiv diagnostiziert (15,8%). Hierunter fielen
sowohl himatologische, zytogenetische als auch molekularbiologische Rezidive. Die
Letalitdt bei Patienten, die ein Rezidiv ihrer Grunderkrankung erlitten, lag im

Beobachtungszeitraum bei 72,7% (16 von 22 Patienten).

Von 139 Patienten verstarben 40 innerhalb des Beobachtungszeitraumes (28,8%). Die
3 Haupttodesursachen waren Rezidiv (40,0%), Infektion/Sepsis (25,0%) und Graft-
versus-Host Erkrankung (22,5%) (siehe dazu auch Tafel 11).
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Mittelwert Standardabweichung

Tag Dx  post-KMT 23,2 13,1

(n=115)

CD123" DC am Dx Tag 0,43 0,51

[%] (n=115)

CD11c¢" DC am Dx Tag 0,75 0,97

[%] (n=115)

Anzahl sortierte CD123" 11602 7674

DC (n=114)

Anzahl sortierte CD11c¢" 13740 8965

DC (n=40)

Tafel 12: Dendritenchimérismus (Dx) beim Engraftment

Die Chimérismusuntersuchungen wurden an insgesamt 115 Patienten im Mittel
um Tag + 23 durchgefiihrt. Der prozentuale Dendritengehalt an den Leukozyten
im peripheren Blut lag zu diesem Zeitpunkt bei 0,43% (DC2) bzw. 0,75% (DC1).
Im Durchschnitt wurden 11602 HLA-DR" linl” CD123" Zellen bzw. 13740 HLA-
DR" linl- CDllc’

Zellen mittels

Cellsorting isoliert, die dann den

Chimérismusbestimmungen zugefiihrt wurden.
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3.2. Kinetik des Dendritenchimarismus nach allogener

himatopoetischer Zelltransplantation

3.2.1. Dendritenchimirismus zum Zeitpunkt des Engraftments

Von den 139 Studienpatienten wurden bei 115 im Mittel um Tag + 23
Chimirismusuntersuchungen durchgefiihrt. Fiir die FISH Untersuchungen wurde ein
Minimum von ca. 5000 Zellen bendétigt, fiir die STR-PCR Untersuchungen ein
Minimum von ca. 2000. Der Dendritengehalt an CD11c¢” DC1 (MW 0,75%) im
peripheren Blut am Tag der Chimérismusuntersuchung war signifikant hoher als der
der Subpopulation CD123" DC2 (MW 0,43%, p<0,001). Entsprechend wurden fiir
die jeweiligen Chimédrismusbestimmung im Durchschnitt auch mehr DC1 (13740
Zellen) als DC2 (11602 Zellen) sortiert (siche Tafel 12). Von den 115 Patienten
wurden 57 in FISH- und 58 in STR-PCR-Technik untersucht.

Bei 114 Patienten wurden nach einer Transplantation himatopoetischer Zellen mittels
Cellsorting die CD123" DC2 isoliert. Bei 112 Patienten war es mdglich, eine
aussagefdahige Chiméarismusuntersuchung durchzufiihren, 2 Patientenproben waren
aufgrund des zu geringen DNA-Gehaltes der Proben nicht auswertbar. Von den 112
untersuchten Patienten zeigten 89 (79,5%) einen kompletten Chimérismus
hinsichtlich der DC2 des peripheren Blutes, 20 (17,9%) waren gemischt chimér und

bei 3 Patienten (2,6%) war nach Transplantation kein Chiméarismus nachweisbar.

CD11c” DC1 wurden bei 40 Patienten isoliert. Zwei Patienten waren nicht
auswertbar, so dafl bei dieser Population Chimédrismusergebnisse von insgesamt 38
Patienten vorliegen. Davon zeigten sich 29 (76,3%) komplett chimir, 8 Patienten
(21,0%) wiesen einen gemischten DC1 Chimirismus im peripheren Blut auf und eine
Patientin (2,7%) zeigte in der durchgefiihrten FISH-Untersuchung nur weibliche

Zellen, hier war kein Chiméarismus nachweisbar.
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DC1 DC2
(n=38) (n=112)
komplett chimér 29 (76,3%) 89 (79,5%)
gemischt chimér 8 (21,0%) 20 (17,9%)
kein Chimarismus 1(2,7%) 3 (2,6%)

Mittelwert Standardabweichung

Anteile [%)] eigener

Merkmale/Zellen bei

6,2 8,7
gemischtem DC1
Chimérismus
Anteile [%)] eigener
Merkmale/Zellen bei ) 13.4

gemischtem DC2

Chimérismus

Tafel 13: Qualitativer und quantitativer Chimérismus von dendritischen Zellen

im peripheren Blut beim Engraftment

Die obere Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Chimirismusergebnisse in den
beiden Subpopulationen DC1 (CD11¢") und DC2 (CD123").

Die untere Tabelle zeigt die prozentualen Anteile von eigenen Merkmalen (STR-
PCR) bzw. eigenen Zellen (FISH) in den beiden Subpopulationen dendritischer

Zellen im peripheren Blut bei Patienten mit gemischtem Dendritenchimérismus.
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Zur quantitativen Chimérismusbestimmung bei gemischt chiméren Patienten wurde
der prozentuale Anteil eigener Merkmale am DNA-Gehalt der Probe (bei STR-PCR
Technik) bzw. eigener Zellen an den gesamt ausgezéhlten Zellen (bei FISH-Technik)
berechnet. Bei den 8 Patienten, die in der Subpopulation DC1 gemischt chimér
waren, lag der Anteil eigener Merkmale/Zellen im Mittel bei 6,2% (SD 8,7). Die 20
Patienten mit gemischtem DC2 Chimérismus zeigten im Durchschnitt einen Anteil

eigener Merkmale/Zellen von 8,2% (SD 13,4).

Bei insgesamt 36 Patienten wurde beim Engraftment sowohl der DC1 als auch der
DC2 Chimirismus analysiert. 25 Patienten (69,4%) zeigten hier eine kompletten
Chimérismus in beiden Subpopulationen, 5 Patienten (13,9%) waren in beiden
Subpopulationen gemischt chimér, 3 Patienten (8,3%) in den DC1 gemischt und in
den DC2 komplett chimir, 2 Patienten (5,6%) in den DC1 komplett und in den DC2
gemischt chimir und eine Patientin (2,8%) wies in beiden Subpopulationen keinen

Chimérismus auf.

3.2.2. Dendritenchimirismus 6 Monate nach allogener

himatopoetischer Zelltransplantation

Um Kinetik und Verlauf des Dendritenchimérismus nach allogener hdmatopoetischer
Zelltransplantation beurteilen zu konnen, wurden Chimarismusanalysen nicht nur
beim Engraftment, sondern auch 6 und 12 Monate nach Transplantation
durchgefiihrt. Die deutlich geringeren Fallzahlen als beim Engraftment hatten
verschiedene Ursachen: Unzureichende Anzahl an denritischen Zellen im peripheren
Blut wegen einer cGvHD und/oder der Gabe von Prednisolon (Pihusch et al. 2001),
Tod vor Tag +180 und Probleme Material von Patienten zu erhalten, die sich der
Nachsorge der Transplantationsambulanz der Medizinischen Klinik III (Klinikum der

Universitiat Miinchen - GroBhadern) entzogen.
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DC1(6 M) DC2 (6 M) DC1 (12 M) DC2 (12 M)
(n=20) (n=50) (n=16) (n=22)
komplett chimér 18 (90%) 48 (96%) 15 (93,8%) 22 (100%)
gemischt chimir 1 (5%) 1 (2%) 1 (6,2%) 0
kein Chimarismus 1 (5%) 1 (2%) 0 0

Tafel 14: Chimérismusanalysen 6 und 12 Monate (M) nach allogener

hiamatopoetischer Zelltransplantation

Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die jeweiligen Chimirismusergebnisse in

den Subpopulationen DC1 (CD11c") und DC2 (CD123") 6 und 12 Monate

nach Transplantation.
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Bei 54 Patienten wurden im Mittel am Tag +191 (SD 37,4 Tage) dendritische Zellen
aus dem peripheren Blut isoliert. Der Gehalt an CD11c¢” DC1 im peripheren Blut war
auch hier wieder signifikant hoher als der an CD123" DC2 (MW 0,18 vs. MW 0,087,
p<0,001). Fiir die jeweiligen Chimérismusuntersuchungen wurden im Durchschnitt
12489 HLA-DR" linl- CD11c¢" Zellen (SD 10173) bzw. 9558 HLA-DR' linl- CD123"
Zellen (SD 5333) mittels Cellsorting direkt aus dem peripheren Blut der Patienten
isoliert. Von den 54 Patienten wurden 21 in FISH- und 33 in STR-PCR-Technik

untersucht.

Die Ergebnisse des DC2 Chimidrismus bei 50 Patienten teilten sich wie folgt auf: 48
komplett chimir (96%), 1 Patient (2%) gemischt chimér mit 7% eigenen Merkmalen
in der STR-PCR Untersuchung und 1 Patientin (2%) zeigte in den DC2 am Tag +189
nach Knochenmarktransplantation ausschliefSlich weibliche Empfangerkerne. Bei den
restlichen 4 Patienten konnte keine ausreichende Zahl dendritischer Zellen fiir eine

Chimérismusuntersuchung gewonnen werden.

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich beim DC1 Chimirismus (n=20): 18 Patienten
komplett chimér (90%), 1 Patientin (5%) gemischt chimir mit 1 weiblichen Zellkern
in der FISH-Analyse von 101 Zellen und 1 Patientin (5%) zeigte (wie auch in den
DC2) am Tag +189 nach Knochenmarktransplantation ausschlieBlich weibliche

Kerne in der FISH-Untersuchung.

Bei 19 Patienten wurde 6 Monate nach Transplantation sowohl der DC1 als auch der
DC2 Chimarismus bestimmt. DC1 und DC2 Chimérismus waren beide komplett bei
16 Patienten (84,2%), 1 Patientin (5,3%) war in den DC1 gemischt chimér und in den
DC2 komplett chimir, 1 Patient (5,3%) in den DC1 komplett und in den DC2
gemischt chimir und bei 1 Patientin (5,3%) lag in beiden Subpopulationen kein

Chimérismus vor.
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3.2.3. Dendritenchimirismus 12 Monate nach allogener

himatopoetischer Zelltransplantation

Dendritische Zellen wurden bei 25 Patienten im Mittel um Tag +366 (SD 48,4 Tage)
aus dem peripheren Blut isoliert. Auch zu diesem Zeitpunkt war der Gehalt des
peripheren Blutes an DC1 signifikant héher als an DC2 (MW 0,19 vs. MW 0,088,
p=0,001). Im Durchschnitt wurden 11602 HLA-DR" linl- CD11c" Zellen (SD 5862)
bzw. 8642 HLA-DR' linl- CD123" Zellen (SD 4053) sortiert. Von den 25
Chimérismusuntersuchungen 12 Monate nach Transplantation wurden 10 mittels

FISH- und 15 mittels STR-PCR-Technik analysiert.

In den CD123" DC2 waren 22 von 22 Patienten komplett chimér (100%). 3 Patienten
waren nicht auswertbar, weil sich aus den sortierten Zellen kein ausreichender DNA-
Gehalt fiir eine STR-PCR isolieren lies, bzw. nicht geniligend Zellen fiir eine FISH-
Untersuchung gewonnen werden konnten. Von den CD11¢” DC1 konnte bei 16 von
20 sortierten Patienten eine Chimirismusbestimmung erfolgen. Hier waren alle bis
auf eine Patientin komplett chimir (93,8%). Diese Patientin mit gemischtem DCI
Chimirismus zeigte am Tag +412 nach Knochenmarktransplantation in der FISH-

Untersuchung 2 Empfangerinnenkerne und 600 Spenderkerne (0,33% eigene Zellen).

Bei 16 Patienten wurden 12 Monate nach Transplantation sowohl DCI1 als auch DC2
Chimérismen untersucht. 15 Patienten waren in beiden Populationen komplett chiméar
(93,8%), eine Patientin war nur in der DC2-Population komplett chimédr, wohingegen

die DC1-Population gemischt chimér war (0,33% eigene Zellen).

3.2.4. Verlauf des Dendritenchimarismus im ersten Jahr nach

allogener himatopoetischer Zelltransplantation

Von den 89 Patienten, die beim Engraftment in den DC2 einen kompletten
Chimérismus auswiesen, wurden 23 Patienten 6 Monate nach Transplantation erneut
untersucht. Bei 22 zeigte sich weiterhin ein kompletter DC2 Chimérismus, bei einer
Patientin wurden in der FISH-Untersuchung nur eigene Zellen gefunden. Alle 14
Patienten, die nach 12 Monaten ein weiteres Mal analysiert wurden, hatten eine

kompletten DC2 Chimérismus. Von 20 Patienten, die beim Engraftment in den DC2
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gemischt chimér waren, wurden 7 Patienten nach 6 Monaten nachuntersucht, die zu
diesem Zeitpunkt alle einen stabilen kompletten DC2 Chimérismus aufwiesen. Nach
einem Jahr wurden 2 dieser 20 Patienten nochmals untersucht, auch hier zeigte sich
bei beiden ein stabiler kompletter DC2 Chimérismus. Zudem wurde am Tag +70 eine
Patientin nachuntersucht, bei der sich am Engraftment nur eigene Merkmale in der
PCR-Reaktion fanden. Auch hier hatte sich 70 Tage nach Transplantation ein
kompletter DC2 Chiméarismus etabliert.

In den DC1 waren beim Engraftment 29 Patienten komplett chimér. Ein Patient
wurde 6 Monate nach Transplantation nachuntersucht, hier zeigte sich ein weiterhin
bestehender kompletter Chimérismus. Von den gemischt chiméiren Patienten konnte
innerhalb des Beobachtungszeitraumes kein Patient im Verlauf untersucht werden.
Die Patientin ohne Chiméarismus in den DC1 beim Engraftment verstarb bereits am
Tag +58 an einer generalisierten cerebralen Thrombosierung bei Verdacht auf

Mikroangiopathie.
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Variable Gruppe A (CC DC1) Gruppe B (MC DCI) p
n=29 (100%) n=28 (100%)
Stammzellquelle
KMT 13 (44,8%) 1 (12,5%) 0,095°
PBSCT 16 (55,2%) 7 (87,5%)
Spender
verwandt 17 (58,6%) 5 (62,5%) 0,84"
unverwandt 12 (41,4%) 3 (37,5%)
HLA-ident 21 (72,4%) 5(62,5%) 0,59°
nicht-HLA-ident 8 (27,6%) 3 (37,5%)
Grundkrankheit
Akute 16 (80%) 6 (100%) 0,23°
Leukdmien
Chronische 4 (20%) 0 (0%)
Leukdmien
Myeloische 13 (65%) 6 (100%) 0,09
Leukédmien
Lymphatische 7(35%) 0 (0%)
Leukédmien
Konditionierung
myeloablativ 9 (31,0%) 0 (0%) 0,07
nicht-myeloablativ 20 (69,0%) 8 (100%)
Tag Engraftment 20,1 17,1 0,26
Transplantationsoutcome
Rezidiv? 6 (20,7%) 2 (25,0%) 0,69°
Tod? 9 (31,0%) 4 (50,0%) 0,17°
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akute GvHD

Inzidenz 16 (55,2%) 6 (75,0%) 0,31°
Tag aGvHD 21,2 21,3 0,97°
mild (Grad I+1I) 7 (43,8%) 2 (33,3%) 0,66"
schwer (Grad III+IV) 9 (56,3%) 4 (66,7%)
chronische GvHD
Inzidenz 10 (38,5%) 2 (33,3%) 0,82°
mild 4 (40,0%) 1 (50,0%) 0,79°
schwer 6 (60,0%) 1 (50,0%)

* Chi-Quadrat Test nach Pearson, °

t-Test fiir unabhdngige Stichproben, © log-rank Test,

! Anzahl der Patienten [%] mit Rezidiv / Tod innerhalb des Beobachtungszeitraums

Tafel 15: Einflul des DC1 Chimérismus beim Engraftment auf verschiedene

Klinische Variablen

Gruppe A (CC=kompletter Chimidrismus) und B (MC=gemischter Chimérismus)

wurden auf statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) beziiglich

verschiedener klinischer Variablen untersucht.

Bei den Grunderkrankungen wurden jeweils die akuten (AML, ALL) mit den
chronischen (CML, CLL) Leukédmien verglichen, sowie myeloische Leukédmien
(AML, CML) mit denen der lymphatischen Reihe (ALL, CLL). Bei den
Konditionierungsschemata wurden die myeloablativen Regime (alle Schemata
mit 12 Gy TBI, sowie Busulfan-Protokolle) gegen die nicht-myeloablativen
Regime (alle anderen Protokolle) auf statistisch signifikante Unterschiede hin

untersucht.
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Variable Gruppe C (CC DC2) Gruppe D (MC DC2) p
n=_89 (100%) n=20 (100%)
Stammzellquelle
KMT 40 (44,9%) 6 (30,0%) 0,22%
PBSCT 49 (55,1%) 14 (70,0%)
Spender
verwandt 53 (59,6%) 12 (60,0%) 0,97
unverwandt 36 (40,4%) 8 (40,0%)
HLA-ident 74 (83,1%) 16 (80,0%) 0,74
nicht-HLA-ident 15 (16,9%) 4 (20,0%)
Grundkrankheit
Akute 47 (70,1%) 7 (53,8%) 0,25°
Leukdmien
Chronische 20 (29,9%) 6 (46,2%)
Leukdmien
Myeloische 50 (74,6%) 10 (76,9%) 0,86"
Leukédmien
Lymphatische 17 (25,4%) 3(23,1%)
Leukédmien
Konditionierung
myeloablativ 34 (38,2%) 4 (20,0%) 0,12°
nicht-myeloablativ 55 (61,8%) 16 (80,0%)
Tag Engraftment 19,0 16,7 0,20
Transplantationsoutcome
Rezidiv? 14 (15,7%) 3 (15,0%) 0,99¢
Tod? 27 (30,3%) 7 (35,0%) 0,64°
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akute GvHD

Inzidenz 43 (48,3%) 12 (60,0%) 0,35
Tag aGvHD 26,0 25,4 0,90
mild (Grad I+1I) 12 (27,9%) 6 (50,0%) 0,15
schwer (Grad III+IV) 31 (72,1%) 6 (50,0%)

chronische GvHD

Inzidenz 25 (31,3%) 9 (56,3%) 0,056
mild 10 (40,0%) 6 (66,7%) 0,17
schwer 15 (60,0%) 3 (33,3%)

* Chi-Quadrat Test nach Pearson, ° t-Test fiir unabhingige Stichproben, © log-rank Test,

! Anzahl der Patienten [%] mit Rezidiv / Tod innerhalb des Beobachtungszeitraums

Tafel 16: Einflul des DC2 Chimérismus beim Engraftment auf verschiedene

Klinische Variablen

Gruppe C (CC=kompletter Chimérismus) und D (MC=gemischter Chimérismus)
wurden auf statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) beziiglich

verschiedener klinischer Variablen untersucht.

Bei den Grunderkrankungen wurden jeweils die akuten (AML, ALL) mit den
chronischen (CML, CLL) Leukédmien verglichen, sowie myeloische Leukédmien
(AML, CML) mit denen der lymphatischen Reihe (ALL, CLL). Bei den
Konditionierungsschemata wurden die myeloablativen Regime (alle Schemata
mit 12 Gy TBI, sowie Busulfan-Protokolle) gegen die nicht-myeloablativen
Regime (alle anderen Protokolle) auf statistisch signifikante Unterschiede hin

untersucht.
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Tafel 17: Gesamtiiberleben und Rezidiv-freies Uberleben in Gruppe A und B
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3.3. Einflul des Dendritenchimarismus auf den
klinischen Verlauf nach allogener himatopoetischer

Zelltransplantation

Um den EinfluB des Dendritenchimérismus beim Engraftment auf verschiedene
klinische Variablen zu untersuchen, wurden die Patienten in 4 Gruppen unterteilt:
Kompletter DC1 Chimérismus (Gruppe A) - gemischter DC1 Chiméarismus (Gruppe
B), kompletter DC2 Chimidrismus (Gruppe C) - gemischter DC2 Chimérismus
(Gruppe D). Die Patienten, die hinsichtlich ihrer DC im peripheren Blut keinen
Chimérismus zeigten, werden - aufgrund der geringen Fallzahl - gesondert betrachtet.
Ebenso eigens analysiert werden die Patienten 6 und 12 Monate nach
Transplantation, da in dieser Gruppe nur insgesamt 3 gemischt chimédre Patienten

gefunden wurden.

3.3.1. Chimérismus der Population DC1

Gruppe A und B wurden auf statistisch signifikante Unterschiede beziiglich
verschiedener Variablen hin untersucht. In Gruppe A erhielten von 29 Patienten 13
Knochenmark, wohingegen in Gruppe B nur einer von 8 Patienten Knochenmark als
Stammzellquelle hatte (44,8% vs. 12,5%, p=0,095). Beziiglich der Art des Spenders
(verwandt/unverwandt, = HLA-ident/nicht-HLA-ident) = ergaben  sich  keine
signifikanten Unterschieden zwischen der Gruppe mit kompletten (A) und der mit
gemischtem (B) DC1 Chimirismus (vergleiche Tafel 15). Bei den zugrundeliegenden
Grunderkrankungen wurden akute mit chronischen und myeloische mit
lymphatischen Leukdmien verglichen. Auch hier zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (akut vs. chronisch: p=0,23, myeloisch vs. lymphatisch: p=0,09).
Auffallend war, dal in Gruppe B bei den Leukdmien ausschlieBlich Patienten mit
akuter myeloischer Leukdmie (AML) vertreten waren. Alle 8 Patienten in Gruppe B
unterzogen sich vor Transplantation einer nicht-myeloablativen Konditionierung, in

Gruppe A waren es 20 von 29 (69% (A) vs. 100% (B), p=0,07). Der Tag des
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Engraftments (Leukozyten >1000/ul) lag in Gruppe A im Mittel bei Tag +20, bei
Gruppe B um Tag +17 (20,1 vs. 17,1, p=0,26). Das Gesamtiiberleben und das
Rezidiv-freie Uberleben sind in Tafel 17 dargestellt. In Gruppe A hatten von 29
Patienten 6 innerhalb des Beobachtungszeitraumes ein Rezidiv, in Gruppe B waren es
2 von 8 Patienten (20,7% vs. 25,0%, p=0,69). Auch beim Gesamtiiberleben gab es
zwischen den beiden Gruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied (69% (A)
vs. 50% (B), p=0,17).

Die Inzidenz der aGvHD lag in Gruppe A niedriger als in Gruppe B (55,2% vs.
75,0%, p=0,31). Die Diagnose einer akuten Graft-versus-Host Reaktion wurde
sowohl in Gruppe A als auch in Gruppe B im Mittel um Tag +21 gestellt (21,2 vs.
21,3, p=0,97). Im Hinblick auf den Schweregrad der aGvHD ergaben sich zwischen
den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Von 16 Patienten mit aGvHD
in Gruppe A hatten 7 (43,8%) eine milde (Grad I+II) und 9 Patienten (56,3%) eine
schwere (Grad II+1V) Graft-versus-Host Erkrankung. In Gruppe B wurde bei 2
Patienten (33,3%) eine milde aGvHD diagnostiziert, bei 4 (66,7%) ein schwerer
klinischer Verlauf. Auch bei der cGvHD-Inzidenz gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen A und B (38,5% vs. 33,3%, p=0,82). Von den
10 Patienten mit cGvHD in Gruppe A hatten 4 eine milde Verlaufsform, wohingegen
es bei 6 zu einer schweren chronischen Graft-versus-Host Reaktion kam. In Gruppe B
entwickelte ein Patient im Beobachtungszeitraum eine milde ¢cGvHD, einer eine

schwere cGvHD.

3.3.2. Chimérismus der Population DC2

Von 89 Patienten in Gruppe C (kompletter DC2 Chimérismus) hatten 40 Patienten
(44,9%) Knochenmark als Stammzellquelle und 49 Patienten (55,1%) periphere
Blutstammzellen. In Gruppe D (gemischter DC2 Chimérismus) erhielten 6 von 20
(30%) Patienten Knochenmark, 14 (70%) periphere Blutstammzellen (p=0,22). Auch
beim DC2 Chimérismus liefen sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
Spendermerkmale (Familien-oder Fremdspender, HLA-ident) zwischen den beiden
Gruppen finden (siehe Tafel 16). Keine statistisch signifikanten Differenzen gab es

ebenfalls bei den Grunderkrankungen akute/chronische und myeloische/lymphatische
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Leukédmie (vergleiche dazu Tafel 16). In Gruppe C unterzogen sich 34 Patienten
(38,2%) einer myeloablativen Konditionierung, 55 (61,8%) wurden mit einem nicht-
myeloablativen Schema behandelt. In Gruppe D waren es 4 von 20 (20%), die ein
myeloablatives Protokoll erhielten und 16 Patienten (80%) mit nicht-myeloablativem
Konditionierungsschema (p=0,12). Der Tag des Engraftments (Leukozyten >1000/pul)
lag in Gruppe C etwas spiter als in Gruppe D (19,0 vs. 16,7, p=0,20). Sowohl beim
Rezidiv (15,7% (C) vs. 15,0% (D), p=0,99), als auch beim Gesamtiiberleben (69,7%
(C) vs. 65,0% (D), p=0,64) gab es keine nennenswerten Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen innerhalb des Beobachtungszeitraumes (siehe auch Tafel 16 und 18).

Die Inzidenz der aGvHD war in Gruppe C niedriger als in Gruppe D (48,3% vs.
60,0%, p=0,35). In beiden Gruppen wurde die akute Graft-versus-Host Reaktion um
Tag +26 diagnostiziert (26,0 (C) vs. 25,4 (D), p=0,90). Neben der geringeren
Inzidenz der akuten Graft-versus-Host Erkrankung in Gruppe C zeigte sich hier
klinisch aber ein ausgeprigterer Schweregrad (27,9% milde aGvHD, 72,1% schwere
aGvHD) im Vergleich zu Gruppe D (50% milde aGvHD, 50% schwere aGvHD)
(p=0,15). Auch bei der cGVHD wies die Gruppe D eine hohere Inzidenz auf (31,3%
vs. 56,3%, p=0,056). Wie bei der akuten Graft-versus-Host Reaktion kam es auch
hier in der Gruppe mit niedrigerer GvHD-Inzidenz (Gruppe C) zu einem
ausgepragteren Schweregrad bei den aufgetretenen Erkrankungen. Von den 25
Patienten mit einer cGVHD in Gruppe C hatten 15 (60%) eine schwere Verlaufsform,
wohingegen es in Gruppe D nur bei 3 von 9 (33,3%) Patienten mit cGvHD zu einem

klinisch schweren Verlauf kam (p=0,17).

3.3.3. Patienten ohne DC Chimirismus beim Engraftment

Bei 3 Patienten ergab die DC Chimédrismusanalyse beim Engraftment keinen
Chimérismus, d.h. es wurden nach Transplantation allogener hamatopoetischer Zellen
nur eigenen Merkmale (STR-PCR) bzw. eigene Interphasekerne (FISH) in den

dendritischen Zellen des peripheren Blutes gefunden.
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Ein Patient (CLL, 4 Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG, HLA-identer Familienspender,
PBSCT) wurden am Tag +21 in der STR-PCR Untersuchung aus 16000 CD123"
Zellen nur eigene Merkmale gefunden. Das Knochenmark zeigte am Tag +80 ebenso
wie das periphere Blut am Tag +148 einen gemischten Chimidrismus. Auch die
zweimalig untersuchten CD3" T-Zellen waren jeweils gemischt chimér (Tag +92 und
+250). Klinisch traten innerhalb des Beobachtungszeitraumes weder eine akute noch
eine chronische GvHD auf. Sechs Wochen nach PBSCT waren im peripheren Blut

weiterhin CLL-Zellen detektierbar. Aktuell ist der Patient in kompletter Remission.

Die zweite Patientin (AML, 12 Gy TBI-Cyclo-ATG, Fremdspender mit HLA-DRQ-1
Mismatch, KMT) ohne Chimédrismus beim Engraftment zeigte in der FISH
Untersuchung am Tag +21 in beiden Subpopulationen (DC1 und DC2) je 100
weibliche Kerne. In der am gleichen Tag durchgefiihrten Chimarismusuntersuchung
des peripheren Blutes zeigten sich 100 mannliche Spenderkerne. Am Tag +18 trat
eine aGvHD Grad III der Haut auf, die Patientin verstarb am Tag +58 an einer
generalisierten cerebralen Thrombosierung bei V.a. Mikroangiopathie. Sie war bis zu

threm Tod in kompletter hdmatologischer Remission.

Die dritte Patientin (ALL, Flu-AraC-Amsa - 4 Gy TBI-Cyclo-ATG, HLA-identer
Familienspender, PBSCT) erhielt am Tag +29 wegen einer persistierenden
Panzytopenie erneut periphere Blutstammzellen des HLA-identen Familienspenders.
Am Tag +41 (nach 1. PBSCT) waren in 18000 CD123" Zellen nur eigene Merkmale
nachweisbar (STR-PCR). Das Knochenmark und die CD3" T-Zellen waren am Tag
+64 komplett chimér. In einer Kontrolluntersuchung am Tag +99 waren nun auch die
CD123" DC2 komplett chimir. Klinisch trat weder eine akute noch eine chronische
Graft-versus-Host Reaktion auf, ein Rezidiv der ALL wurde am Tag +173

diagnostiziert, am dem die Patientin am Tag +195 verstarb.
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3.3.4. DC Chimérismus 6 und 12 Monate nach Transplantation

Von den 18 Patienten mit komplettem DC1 Chiméarismus 6 Monate nach
Transplantation hatten 13 Patienten zum Zeitpunkt der Chimérismusuntersuchung
keine cGvHD, 2 Patienten eine milde und 3 eine schwere chronische Graft-versus-
Host Reaktion. Alle 18 Patienten waren in Vollremission. Bei den 48 Patienten mit
komplettem DC2 Chimérismus nach 6 Monaten zeigten 37 zum Zeitpunkt der
Chimérismusuntersuchung keine Zeichen einer chronischen Graft-versus-Host
Erkrankung, 7 Patienten litten an einer milden cGvHD und bei 4 kam es zu einem
schweren klinischen Verlauf der cGvHD. Auch hier waren alle der 48 untersuchten
Patienten 6 Monate nach allogener hidmatopoetischer Zelltransplantation in

kompletter Remission.

Von 15 Patienten mit komplettem DC1 Chimédrismus, die 12 Monate nach
Transplantation nochmals nachuntersucht wurden, waren bei 10 Patienten keine
cGvHD-Zeichen erkennbar, 2 hatten zum Zeitpunkt der Chimérismusuntersuchung
eine milde und 3 eine schwere chronische Graft-versus-Host Reaktion. Alle 15 waren
in kompletter Remission. 21 der 22 Patienten mit kompletten DC2 Chimirismus
waren 12 Monate nach Transplantation in kompletter Remission, bei einer Patientin
war zum Zeitpunkt der Chimirismusanalyse ein Rezidiv ihres Plasmozytoms bereits
bekannt. 14 der Patienten mit kompletten DC2 Chimérismus zeigten keine cGvHD,
bei 4 Patienten wurde eine milde und bei den 4 anderen eine schwere cGvHD

diagnostiziert.

In der Gruppe der Patienten, die 6 und 12 Monate nach ihrer Transplantation
nochmals untersucht wurden, waren 3 Patienten mit einem gemischten
Dendritenchimérismus. Eine Patientin (CML, 8 Gy TBI-Flu-Cyclo-ATG) zeigte am
Tag +286 in der FISH Untersuchung einen kompletten DC2 Chiméarismus (120
Spenderkerne) und einen gemischten DC1 Chimérismus (1 Empfangerinnenkern
unter 100 Spenderkernen). Das periphere Blut wies am selben Tag einen kompletten
Spenderchimérismus auf. In der Nachuntersuchung am Tag +340 waren alle
Chimédrismen komplett (DC1, DC2, peripheres Blut). Die Patientin zeigte in den
Chimédrismusuntersuchungen beim Engraftment bereits einen gemischten

Chimirismus (DC2: 5 eigene/150 fremde Zellen, peripheres Blut: 4 eigene/96 fremde
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Zellen). Klinisch war die Patientin immer in kompletter Remission, es trat im
gesamten Beobachtungszeitraum weder eine akute noch eine chronische Graft-

versus-Host Erkrankung auf.

Ein weiterer Patient (MDS, Flu-AraC-Amsa - 4 Gy TBI-Cyclo-ATG) war am Tag
+153 in den DC1 komplett chimér, in den DC2 hingegen wurden in einer STR-PCR
aus 10000 Zellen 7% eigene Merkamle detektiert. Knochenmark (Tag +96 und +356)
und T-Zellen (Tag +177) waren immer komplett chimir. Am Tag +11 trat eine
aGvHD II der Haut auf, zum Zeitpunkt der Chimérismusanalyse am Tag +153 litt der
Patient an einer milden cGvHD von Haut und Leber. Er war immer in kompletter

Remission.

Bei einer anderen Patientin (AML, Flu-AraC-Amsa - 4 Gy TBI-Cyclo-ATG) konnten
selbst mehr als ein Jahr nach Knochenmarktransplantation noch eigene dendritische
Zellen im peripheren Blut gefunden werden. Am Tag +412 waren die DC2 komplett
chimair, jedoch wurden unter 602 ausgezdhlten DCI1 in der FISH-Untersuchung auch
2 eigene weibliche Kerne nachgewiesen. Am selben Tag war das periphere Blut
komplett chimir. Die vorangegangenen Chimédrismusanalysen beim Engraftment
(Tag +28) und 6 Monate nach Transplantation (Tag +196) ergaben jeweils einen
kompletten DC2 Chimérismus. Klinisch trat nach Transplantation eine akute Haut-
GvHD Grad II auf, die in eine milde chronische GvHD der Haut iiberging. Die

Patientin war innerhalb des Beobachtunngszeitraumes immer in Vollremission.

Zudem gab es eine Patientin (ALL, 12 Gy TBI-VP) bei der in der
Chimérismusuntersuchung dendritischer Zellen des peripheren Blutes am Tag +189
nur eigene Zellen gefunden wurden. Sowohl die DC1 (50 eigen/0 fremd) als auch die
DC2 (20 eigen/0 fremd) wiesen keinen Chimérismus auf. Eine
Chimérismusbestimmung des peripheren Blutes am Tag +152 ergab einen kompletten
Chimérismus. Die Ergebnisse der Chimirismusananlysen, die beim Engraftment
durchgefiihrt wurden, waren wie folgt: DC2 komplett chimér (Tag +15), T-Zellen
gemischt chimédr (Tag +34) mit 22 eigenen von 100 ausgezihlten Kernen,
Knochenmark gemischt chimdr am Tag +29 (5 eigen/110 fremd). Klinisch trat am
Tag +11 eine akute GvHD der Haut (Grad III) auf. Innerhalb des gesamten
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Beobachtunszeitraumes von 7 Monaten ergab sich kein Hinweis fiir eine chronische

Graft-versus-Host Reaktion oder fiir ein Rezidiv der ALL.

3.3.5. Patienten mit Unterschieden im DC1 und DC2 Chimarismus

Unter den Chimédrismusbestimmungen beim Engraftment gab es 5 von 36 Patienten

(13,9 %), die Unterschiede zwischen den Subpopulationen DC1 und DC2 zeigten.

In der Chimérismusanalyse eines Patienten mit Multiplem Myelom fanden sich an
Tag +19 in den DC1 zwei Empfianger- bei 300 Spenderzellen, in den DC2 hingegen
lag ein kompletter Chimérismus vor. Als Komplikation der Transplantation tat eine
drittgradige aGvHD von Haut und Darm auf, zudem entwickelte der Patient eine
schwere chronische Graft-versus-Host Erkrankung von Leber und Darm, an der er am

Tag +129 verstarb.

Bei der zweiten Patientin (AML) zeigte sich ebenfalls ein gemischter DCI
Chimérismus (5 eigen/500 fremd) bei kompletten DC2 Chimérismus (am Tag +23).
Auch hier kam es zu einer akuten Graft-versus-Host Reaktion Grad III der Haut (ab

Tag +16).

Der umgekehrte Fall wurde bei einer ALL-Patientin diagnostiziert. Die FISH-
Analyse am Tag +18 zeigte neben einem kompletten DC1 Chimérismus (0 eigen/500
fremd) einen gemischten DC2 Chimirismus (1 eigen/500 fremd). Auch der T-
Zellchimdrismus war bei dieser Patientin gemischt chimir (Tag +29: 13 eigen/88
fremd). Am Tag +16 trat eine akute Haut-GvHD (Grad II) auf, und im Verlauf

entwickelte die Patientin eine milde chronische GvHD von Leber und Darm.

Eine vierte Patientin (AML) zeigte ebenfalls Unterschiede im Chimérismus der
Subpopulationen DC1 und DC2, bei ihr kam es jedoch zu keiner Graft-versus-Host
Erkrankung. Bereits am Tag +12 wurde ein gemsichter DC1 Chimarismus (1
eigen/500 fremd) bei komplettem DC2 Chimérismus im peripheren Blut festgestellt.

Die Patientin verstarb am Tag + 168 an einer Sepsis.

Bei einer anderen AML-Patientin kam es weder zu einer akuten noch zu einer

chronischen GvHD. Die Chimérismusbestimmung am Tag +14 ergab bei ihr einen
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kompletten DC1 Chimédrismus und einen gemischten DC2 Chimarimus (1 eigen/200

fremd). Knochenmark und T-Zellen waren am Tag +29 beide komplett chimar.

Alle 5 Patienten mit unterschiedlichen Ergebnissen im DC1 und DC2 Chimérismus
waren innerhalb des Beobachtungszeitraumes im kompletter Remission. Auch bei
den Chimirismusanalysen 6 und 12 Monate nach Transplantation fanden sich
gemischt chimére Patienten, die jeweils in der anderen Subpopulationen dendritischer
Zellen im peripheren Blut komplett chimir waren. Diese 3 Patienten wurden bereits

ausfihrlich unter 3.3.4. beschrieben.
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4. Diskussion

Uber den Chimirismus dendritischer Zellen im peripheren Blut nach allogener
hdmatopoetischer Zelltransplantation existieren in der Literatur nur duflerst limitierte
Daten. In der bisher einzigen Publikation zu diesem Thema zeigten Auffermann-
Gretzinger et al. (2002) die rasche Etablierung eines Dendritenchimérismus nach
Transplantation bei 19 Patienten, konnten aber, vor allem aufgrund der geringen
Fallzahl und einer niedrigen GvHD-Inzidenz im untersuchten Patientenkollektiv,
keine Aussage zum Einflul des Dendritenchimirismus auf den klinischen Verlauf

nach Transplantation allogener himatopoetischer Zellen treffen.

Schwerpunkte unserer Studie waren zum einen die Kinetik des Chiméirismus
dendritischer ~ Zellen im  peripheren Blut, sowie der EinfluB des
Dendritienchimérismus auf den klinischen Verlauf und das Gesamtiiberleben nach

Transplantation.

4.1. Kinetik des Dendritenchimarismus

Unsere Daten zeigen, dal bei der iliberwiegenden Anzahl der Patienten beim
Engraftment (im Mittel um Tag +23) sowohl in der Subpopulation DC1 (n=38) als
auch in der Subpopulation DC2 (n=112) bereits ein kompletter Spenderchimirismus
etabliert ist. Bei den restlichen Patienten wurde ein gemischter Chimérismus im
peripheren Blut gefunden, und nur ein geringer Anteil der untersuchten Patienten
wies keinen Chimirismus auf (DCI: 2,7%, DC2: 2,6%). Bei den quantitativen
Chimédrismusbestimmungen hingegen zeigte sich ein inhomogenes Bild. Die Anteile
eigener Merkmale (STR-PCR) bzw. eigener Zellen (FISH) in den

Chimirismusanalysen variierten von 0,2% bis hin zu 50,0%.
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In der Verlaufsbeobachtung der Patienten war zu erkennen, daB sich, bis auf wenige
Ausnahmen, bei fast allen Patienten im Laufe des ersten Jahres nach Transplantation
im peripheren Blut ein stabiler kompletter Dendritenchimirismus einstellte. Hier
waren, wie zum Zeitpunkt des Engraftments, keine auffilligen Unterschiede
zwischen den beiden Subpopulationen DC1 und DC2 erkennbar (vergleiche dazu
auch Tafel 14). Von den Patienten, die am Engraftment in den DC2 gemischt chimér
waren (n=20) wurde bei allen 7 Patienten, die 6 Monaten nach Transplantation
nochmals nachuntersucht wurden, ein nun stabiler kompletter DC2 Chimérismus
detektiert. Bei diesen Patienten verschwanden folglich in den ersten 6 Monaten im
Posttransplantationsverlauf die beim Engraftment detektierten Empfanger-DC2 aus
dem peripheren Blut. Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung wire, daf3 es
sich bei diesen Zellen noch um residuale Dendriten des Empfangers handelte, die im
Rahmen des natiirlichen Turnovers aus dem peripheren Blut verschwanden. Denkbar
wire aber auch, daB3 diese Empfanger-DC im Rahmen einer Graft-versus-Host bzw.
Graft-versus-Leukédmie Reaktion (Horowitz et al. 1990) durch alloreaktive T-Zellen

des Spenders eliminiert wurden.

Aus unseren Untersuchungen zur Kinetik des Dendritenchimérismus 146t sich
schlieBen, daB sich in-vivo bereits ab ca. 2-3 Wochen nach Transplantation
dendritische Zellen de novo aus Vorlauferzellen des Spenders entwickeln konnen.
Diese Beobachtungen korrelieren mit in-vitro Daten, die zeigen, dall die Generierung
von DC aus CD34" himatopoietischen Vorliuferzellen unter optimalen Bedingungen
ungefdhr 14 Tage bendtigt (Caux et al. 1992). Somit kommt es nicht nur nach
autologer Stamzelltransplantation (Galy et al. 2000, Damiani et al. 2002) zu einer
raschen Rekonstitution von Subpopulationen dendritischen Zellen im peripheren
Blut, sondern auch nach allogener hdmatopoetischer Zelltransplantation zeigt sich
beim Engraftment eine schnelle Rekonstitution dendritischer Zellen (siehe Tafel 12)
und bei der Mehrzahl der Patienten besteht bereits wenige Wochen nach

Transplantation ein kompletter Spenderchimérismus im peripheren Blut.
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4.2. Einflul des Dendritenchimirismus auf den

Kklinischen Verlauf

Die klinische Bedeutung des Dendritenchimérismus nach Transplantation allogener
hédmatopoetischer Zellen wird vor allem vor dem Hintergrund der immunulogischen
Funktion dendritischer Zellen interessant. Als potente Antigen-prasentierende Zellen
sind sie maligeblich in die Aktivierung von T-Zell Antworten involviert
(Gueromonprez et al. 2002), die als Effektorzellen eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der Graft-versus-Host Erkrankung einnehmen und zudem auch an der

therapeutisch erwiinschten Graft-versus-Leukdmie Reaktion beteiligt sind.

4.2.1. DC1 Chimérismus

Einen Uberblick zum Vergleich von Gruppe A (CC DC1) mit Gruppe B (MC DC1)
gibt Tafel 15. Auffillig war, da3 bei den zugrundeliegenden Erkrankungen in Gruppe
B ausschlieBlich Patienten mit AML vertreten waren. Alle Patienten mit einem
vorangegangenen  myeloablativen = Konditionierungsschema  zeigten  nach
Transplantation einen kompletten DC1 Chimérismus, bei den nicht-myeloablativen
Protokollen zeigte die Mehrheit der Patienten (71,4%) einen kompletten DCI1
Chimérismus, 28,6% wiesen einem gemischten DC1 Chimirismus im peripheren
Blut auf. Unsere Daten zeigen eine dhnliche Tendenz wie die Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen. Frassoni et al. (1990) berichten, da3 Patienten mit peristierender
Empfingerhdmatopoese nach Transplantation signifikant geringere Dosen an TBI
erhielten, Leuween et al. (1994) berichteten iiber dhnliche Beobachtungen bei 53
padiatrischen Leukdmiepatienten. Beim Transplantationsoutcome
(Beobachtungszeitraum 1 Jahr) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten mit komplettem und gemischtem DCI1 Chimérismus zum
Zeitpunkt des Engraftments, wobei in Gruppe B die Tendenz zu einer erhohten
Mortalitdt besteht. Offensichtlich bestitigen sich auch beim Dendritenchimérismus
die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Schattenberg et al. 1989, Berthas et al. 1991,
Choi et al. 2000), wonach ein gemischter hdmatopoetischer Chimédrismus nicht

zwangslaufig mit einer erhohten Inzidenz von Rezidiven vergesellschaftet ist.
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In unsere Studie hatten Patienten in Gruppe B (MC DC1) eine hohere aGvHD-
Inzidenz bei zugleich etwas ausgepriagterem Schweregrad im Vergleich zur Gruppe
A. Auch beim Zusammenhang GvHD und Chimérismus gibt es, dhnlich wie beim
Einflu des Chimirismus auf die Rezidivinzidenz, keine eindeutige Datenlage. In der
Studie von Frassoni et al. (1990) fand sich in der Gruppe mit komplettem
hédmatopoetischen Gesamtchimirismus sowohl eine signifikant hohere Inzidenz als
auch ein ausgepriagterer Schweregrad von akuter und chronischer GvHD im
Vergleich zu Patienten mit gemischtem Gesamtchimérismus. Eine mogliche
Erklarung fiir diese Beobachtungen wire, dal im Rahmen einer ablaufenden Graft-
versus-Host Reaktion auch immunologische Reaktionen der alloreaktiven Spender T-
Zellen gegen hidmatopoetische Zellen des Empfangers und damit auch gegen die
himatologische Neoplasie auftreten (GvL-Effekte), die zu einer Eliminierung der
persistierenden Empfangerzellen beitragen und somit zu einem kompletten
Spenderchimirismus fithren. Die Chimirismusanalysen wurden hier aber nicht wie in
unserer Studie prospektiv bereits zum Zeitpunkt des Engraftments, sondern zu
variablen Zeitpunkten nach Knochenmarktransplantation durchgefiihrt. Leuween et
al. (1994) wiederum fanden in ihren Untersuchungen keine signifikanten
Unterschiede = zwischen  Patienten mit komplettem und  gemischtem

Gesamtchimérismus beziiglich des Auftretens einer Graft-versus-Host Erkrankung.

Bei der chronischen Graft-versus-Host Erkrankung ergaben sich keine eindeutigen
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sowohl beziiglich Inzidenz als auch
Schweregrad der cGvHD. Der DC1 Chimérismus beim Engraftment scheint also,
anhand unserer Daten, keinen Einfluf3 auf die spétere Entwicklung einer cGVHD zu
haben. In der Literatur existieren Berichte, wonach eine chronische Graft-versus-Host
Erkrankung mdglicherweise mit einem kompletten Spenderchimérismus in beiden
Subpopulationen dendritischer Zellen im peripheren Blut assoziiert sein soll (Clark et
al. 2001), wobei in dieser Studie an 17 Patienten die Chimédrismusbestimmungen

nicht am Engraftment, sondern erst bei bestehender cGvHD durchgefiihrt wurden.
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4.2.2. DC2 Chiméirismus

Wie in Tafel 16 aufgefiihrt ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Gruppe C (CC DC2) und Gruppe D (MC DC2) was die Stammzellquelle und die
Spenderdaten betrifft. Ebenso scheint die Grunderkrankung keinen Einfluf3 auf das
Ergebnis des DC2 Chimérismus nach Transplantation zu nehmen. Bei den
Konditionierungsregimen zeigt sich eine &hnliche Tendenz wie bereits beim DCI
Chimirismus. In der Gruppe mit gemischtem DC2 Chimérismus fanden sich deutlich
mehr Patienten mit nicht-myeloablativer Konditionierung als in der Gruppe mit
komplettem DC2 Chimédrismus (61,8% vs. 80,0%, p=0,12). Der Tag des
Engraftments (Leukozyten > 1000/ul) lag in Gruppe D etwas mehr als 2 Tage frither
als in Gruppe C. Auch der DC2 Chimirismus am Engraftment scheint nicht mit dem
Transplantationsoutcome (Rezidiv und Tod, Beobachtungszeitraum 1 Jahr) assoziiert

Zu sein.

Die akute Graft-versus-Host Erkrankung war in Gruppe D haufiger als in Gruppe C,
wobei bei Patienten mit aGvHD und komplettem DC2 Chiméarismus klinisch hdufiger
schwerere Verldaufe auftraten als bei aGvHD Patienten, die beim Engtraftment im
peripheren Blut einen gemischten DC2 Chimédrismus aufwiesen (schwere aGvHD:
72,1% (C) vs. 50,0% (D), p=0,15). Ahnliche Ergebnisse brachten die Untersuchungen
bei Patienten mit chronischer Graft-versus-Host Erkrankung. Auch hier zeigte sich
eine hohere Inzidenz in Gruppe D (p=0,056) bei zugleich schwereren Verldufen von
cGvHD Patienten in Gruppe C (p=0,17). Ebenso wie unsere Ergebnisse beim DCI
Chimérismus stimmen auch die des DC2 Chimirismus nicht mit den Beobachtungen
von Clark et al. (2001) {iberein, die iiber eine mogliche Assoziation von chronischer
Graft-versus-Host ~ Erkrankung mit einem kompletten Chimérismus in
Subpopulationen dendritischer Zellen berichtet haben. Eine mogliche Ursache fiir
diese Differenzen liegt eventuell im Analysezeitpunkt, an dem die jeweiligen
Chimérismusuntersuchungen durchgefiihrt wurden. In der Studie von Clark et al.
(2001) wurden die Chimirismusbestimmungen erst bei bestehender cGvHD und

nicht, wie in unserer Studie, bereits zum Zeitpunkt des Engraftments durchgefiihrt.
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4.2.3. Einzelkasuistiken

Drei Patienten wiesen bei der Bestimmung des Dendritenchimérismus am
Engraftment keinen Chimérismus auf (Details sieche 3.3.3.) Die Regeneration
dendritischer Zellen erfolgte nach Transplantation ausschlieBlich aus Zellen des
Empféngers. Zwei dieser Patienten unterzogen sich im Vorfeld der Transplantation
einer nicht-myeloablativen Konditionierung, bei beiden trat im Beobachtunszeitraum
weder eine akute noch eine chronische GvHD auf. Trotz eines fehlenden DC
Chimérismus beim Engraftment waren zwei der drei Patienten wéahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes in kompletter Remission. Bei einer Patientin zeigte eine
Kontrolluntersuchung einen kompletten DC2 Chimérismus am Tag +99, sie verstarb
am Tag +173 an einem Rezidiv ihrer ALL. Bei ihr wandelte sich innerhalb von 58
Tagen der Chimédrismus von ausschlielich eigenen Merkmalen in den DC2 hin zu
einem kompletten Spenderchimérismus. Eine theoretische Erklarung fiir diese
Chimérismusergebnisse ist schwierig. Am ehesten denkbar wire, da3 es in diesem
Zeitraum im Rahmen eines Turnovers moglich war, alle Empfiangerzellen durch
Spenderzellen zu ersetzen, zumindest was die von uns detektierten DC im peripheren
Blut betrifft. Ob dies nun auch auf die dendritischen Zellen in den einzelnen
Geweben {ibertragbar ist bleibt unklar. Eine GvH/GvL-Reaktion als Erklarung fiir
diese Beobachtungen ist eher unwahrscheinlich, zum einen ist der Zeitrahmen relativ
kurz, zum anderen trat klinisch weder eine akute noch eine chronische Graft-versus-
Host Erkrankung auf und die Patientin verstarb an einem Rezidiv ihrer

Grunderkrankung.

Interessanterweise zeigen diese Patienten ohne DC Chimérismus im peripheren Blut
nicht nur verschiedenste klinische Verldufe, auch in den einzelnen
Chimédrismusanalysen hidmatopoetischer Zellen gab es deutliche Unterschiede. So
war bei einer Patientin hinsichtlich ihrer DC2 kein Chimérismus detektierbar, die im
Verlauf durchgefiihrten Untersuchungen von Knochenmark, peripherem Blut und
CD3" T-Zellen zeigten jedoch immer einen stabilen gemischten Chimérismus. Bei
einer anderen Patientin stand dem fehlenden Chimérismus in den Subpopulationen
DCI1 und DC2 ein kompletter Chimérismus in der am gleichen Tag durchgefiihrten

Chimirismusbestimmung des peripheren Blutes gegeniiber. Diese Beobachtungen
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sind wahrscheinlich nur dadurch erkldrbar, dal3 dendritischen Zellen einen so
geringen Anteil an den mononukledren Zellen des peripheren Blutes einnehmen (in
der Regel <1% der Leukozyten), dal diese gravierenden Unterschiede bei der
Auszihlung von nur je 100 Kernen in der FISH-Untersuchung peripherer Leukozyten

auftreten konnen.

Zudem wird anhand unserer Studie deutlich, daB3 es durchaus auch moglich ist, da3
sich die Ergebnisse der Chimirismusanalysen in den beiden Subpopulationen
dendritischer Zellen im peripheren Blut unterscheiden kénnen (vergleiche 3.3.5.). Bei
fiinf Patienten war dies zum Zeitpunkt des Engraftments der Fall, es war jedoch keine
eindeutige Tendenz erkennbar, dafl diese Beobachtung mit dem klinischen Verlauf
korrelierte, vor allem in Hinblick auf die Entwicklung einer Graft-versus-Host

Erkrankung.

4.2.4. Dendritische Zellen und GvH / GvL Reaktionen

DC-Chimdrismus und aGvHD

An unseren Daten zeigt sich, da ein gemischter Dendritenchimirismus im
peripheren Blut womdglich mit einer erhdhten Inzidenz von Graft-versus-Host
Erkrankungen assoziiert ist. Beim DC1 Chimérismus hat Gruppe B (MC DC1) eine
hohere aGvHD-Inzidenz bei zugleich etwas ausgepriagterem Schweregrad der
Erkrankung. Beim DC2 Chimarismus hat ebenfalls die Gruppe mit gemischtem
Chimirismus eine erhohte aGvHD-Inzidenz, wobei hier der ausgeprigtere

Schweregrad der aGvHD in Gruppe C (CC DC2) zu finden ist.

Die theoretischen Grundlagen fiir diese klinischen Beobachtungen sind komplex. Als
entscheidend erweist sich hier die Frage, welche dendritische Zellen, ob nun die des
Empfingers oder die des Spenders, an der Initiieriung einer Graft-versus-Host
Erkrankung mafgeblich beteiligt sind. Aufgrund der aktuellen Literaturlage ist davon
auszugehen, daB3 den Antigen-prasentierenden Zellen des Empfingers eine wichtige
Rolle bei der GvHD Induktion zukommt (Shlomchik et al. 1999, Teshima et al.
2002). Dies stimmt mit unseren Daten iiberein, da bei Patienten mit residualen

Empfinger-DC im peripheren Blut (und damit gemischtem DC Chiméarismus) eine

59



erhohte Inzidenz der aGvHD zu beobachten ist. Aber auch Patienten mit komplettem
Spenderchimirismus dendritischer Zellen im peripheren Blut zeigen ein Auftreten
akuter Graft-versus-Host Reaktionen. Dies konnte dadurch begriindet sein, daf3 sich
der Dendritenchiméarismus in den einzelnen Geweben, dort wo die GvH-Reaktionen

letztendlich ablaufen, moglicherweise von dem im peripheren Blut unterscheidet.

Jedoch existieren auch Studien, die indirekt eine Rolle der Spender-DC aufzeigen.
Beruhend auf der Beobachtung, dal3 bei der allogenen Stammzelltransplantation im
Vergleich zur Knochenmarktransplantation eine ca. 10-fache Anzahl an T-Zellen
iibertragen wird, es aber trotzdem weder zu einer erhohten Inzidenz noch zu einem
ausgepragteren Schweregrad der aGvHD kommt, zeigten Pan et al. (1996), da3 die
G-CSF-Vorbehandlung von Spendermiusen zu einer Polarisierung der Spender T-
Lymphozyten hin zu einer Typ-2-Zytokinproduktion und zu einem verminderten
Schweregrad der experimentell ausgelosten aGvHD fiihrt. Da T-Zellen keine G-CSF
Rezeptoren exprimieren, war zundchst unklar, wie dieser Einflul zu erkldren ist.
Aprinati et al. (1999) konnten schlieflich nachweisen, dafl die G-CSF-Behandlung
des Spenders zur Mobilisierung peripherer Blutstammzellen zu einem selektiven
Anstieg der DC2 im Spender fiihrt und somit zur Induktion eines T2-Profils in den
Spender T-Lymphozyten beitriigt. Ahnliche Hinweise liefern die Beobachtungen von
Tzolas et al. (2001), in deren Studie Patienten mit aGvHD signifikant mehr Spender-
DC1 mit ihrem Stammzelltransplantat iibertragen bekamen als Patienten ohne
aGvHD. Daraus folgernd ist anzunehmen, dall auch die Spender-DC einen Einflufl
auf die Entwicklung und Ausprigung einer Graft-versus-Host Reaktion nehmen

konnen, wahrscheinlich am ehesten im Sinne einer immunmodulierenden Funktion.

Chimdrismus in den DC-Subpopulationen

Ein weiterer Aspekt unserer Studie war die Untersuchung des Chimirismus der
beiden Subpopulationen dendritscher Zellen im peripheren Blut. Aufgrund ihrer
funktionell unterschiedlichen Eigenschaften kénnten DC1 und DC2 Chiméarismus
womoglich auch einen EinfluB auf die Entwicklung von Graft-versus-Host
Reaktionen nehmen. DC1 induzieren in Interaktion mit T-Zellen eine TI1-

Differenzierung, DC2 hingegen eine T2-Differenzierung (Rissoan et al. 1999). Man
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geht heute davon aus, daf die akute Graft-versus-Host Erkrankung wesentlich von
T1-Zellen vermittelt wird, die {iber Zytokine wie IL-2 und INF-y eine zytotoxische
Reaktion stimmulieren (Krenger et al. 1997). T2-Antworten hingegen scheinen eine
eher protektive Rolle in der GvHD Pathogenese einzunehmen. Theoretisch wire
daraus ableitbar, da3 die in Gruppe B (MC DC1) beobachtete erhohte Inzidenz und
Schwere von akuten Graft-versus-Host Erkrankungen teilweise durch Empfianger-
DCI1 vermittelt wird, da Patienten mit komplettem Spenderchimarismus sowohl eine
geringere Inzidenz als auch eine etwas geringere Ausprigung der aGvHD zeigen.
Beim DC2 Chimérismus hingegen stellt sich die Situation etwas anders dar. Hier hat
Gruppe D (MC DC2) die hohere aGvHD-Inzidenz, folglich konnten hier Spender-
DC2 zumindest zum Teil fiir eine antiinflammatorische und damit aGvHD-protektive
Funktion verantwortlich sein, die dann bei den gemischt chiméren Patienten nicht so
stark ausgeprigt wire wie bei den komplett chiméiren. Dies wiederum stiinde aber im
Widerspruch zu dem beobachteten erhohten Schweregrad der Erkrankung bei

Patienten mit komplettem DC2 Chimérismus.

DC-Chimdrismus und cGvHD

Bei der chronischen GvHD stellen sich, zumindest was den DC2 Chimarismus
betrifft, die Verhiltnisse dhnlich dar wie bei der aGvHD. Auch hier zeigt Gruppe D
(MC DC2) eine erhohte cGvHD-Inzidenz bei ausgeprigterem Schweregrad der
cGvHD in Gruppe C (CC DC2). Der Zusammenhang zwischen DC2 und chronischer
Graft-versus-Host Erkrankung ist vor allem deswegen interessant, da es Daten gibt,
die eine Hyperaktivierung von Th2-Zellen bei cGvHD Patienten vermuten lassen (De
Wit et al. 1993). Zudem zeigten Waller et al. (2001) in einer Studie an 113 Patienten,
daB eine hohe Anzahl an CD3™ CD4"#" DC im Spenderknochenmark (entsprechen
den von uns untersuchten CD123" DC2 im peripheren Blut) beim Empfinger mit
einer geringeren cGvHD-Inzidenz bei zugleich erhohter Rezidivinzidenz einhergeht.
Diese Daten wiirden in das theoretische Konstrukt passen, in dem die Spender-DC2
bei alloreaktiven Spender T-Zellen zu einer T2-Polarisierung fiihren, die {iber
negative Feedbackmechanismen (zytokinvermittelt via IL-4 und IL-10) die

zytotoxischen Reaktionen hemmt und somit zur verminderten cGvHD-Inzidenz fiihrt.
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Als Folge dieser abgeschwichten Graft-versus-Host Reaktion ist auch die erhohte
Rezidivinzidenz zu betrachten, da bei abgeschwichten GvH-Reaktionen auch

gleichzeitig die GvL-Effekte vermindert sind.

Unsere Daten zur c¢GvHD-Inzidenz zeigen dasselbe. Ein kompletter
Spenderchimirismus in den DC2 ist, aufgrund einer moglichen GvHD-protektiven
Funktion der Spender DC2, mit einer geringeren cGvHD-Inzidenz in Gruppe C
verknlipft. Nicht erklart werden kann dadurch aber der ausgepriagtere Schweregrad
der cGVHD in Gruppe C. Hier wiirde man, vor dem oben beschriebenen theoretischen
Hintergrund, das umgekehrte Bild erwarten. Durch den kompletten
Spenderchimérismus in den DC2 wire in Gruppe C ein geringerer Schweregrad der

cGvHD zu erwarten als in Gruppe D.

DC und GvL-Reaktionen

Dendritische Zellen spielen mdéglicherweise eine wichtige Rolle bei der Induktion
von Graft-versus-Leukdmie Reaktionen, die wahrscheinlich ebenfalls einem T-Zell-
vermitteltem Mechanismus unterliegen. Diese GvL Reaktion ist Grundlage der
Rezidivtherapie mit Spender-Lymphozyten (DLI) bei Patienten nach einer
Transplantation allogener hamatopoetischer Zellen (Kolb et al. 1995). Auch bei der
adoptiven Immuntherapie mittels DLI riicken mittlerweile Antigen-prisentierende
Zellen in das wissenschaftliche Interesse. Mapara et al. (2002) zeigten im
Mausmodell, dafl die DLI Gabe bei Miausen mit gemischtem hdmatopoetischen
Chimirismus zu einem deutlich verbesserten Leukimie-freiem Uberleben fiihrt als
bei Méusen mit komplettem hidmatopoetischem Chimérismus. Durch die DLI 8
Wochen nach Knochenmarktransplantation kam es zudem zu einer Umwandlung des
gemischten in einen kompletten Chimédrismus, ohne das Auftreten einer GvHD.
Ahnliche Ergebnisse lieferten bereits Kolb et al. (1997) im Hundemodell. Die
Autoren dieser Studie folgerten daraus, dal der deutlich bessere GvL Effekt bei
Maidusen mit gemischtem hématopoetischen Chimérismus womdglich auf die
Anwesenheit von Antigen-prasentierenden Zellen des Empfingers zuriickzufiihren
ist, die durch Préasentation von Empfangerantigenen an Spender-Lymphozyten diesen

Effekt bewirken.
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Es ist durchaus denkbar, daB3 hier den dendritischen Zellen des Empfiangers bei der
Antigen-Prisentation eine entscheidene Rolle zukommt. Wie Kolb et al. (1995)
verdeutlichten, ist das Ansprechen von DLI bei der CML am besten. Ansprechraten
gab es auch bei der AML, bei ALL Patienten hingegen waren keine Erfolge dieser
Therapie zu verzeichnen. Bereits damals wurde gemutmalt, dal mdglicherweise bei
den myeloischen Leukédmien allogene Antigen-priasentierende Zellen leukdmischen
Ursprungs eine GvL Reaktion stimulieren und aufrechterhalten. Passend dazu sind
auch die Daten einer Studie, in der nachgewiesen wurde, da3 dendritische Zellen, die
aus Vorlduferzellen von CML Patienten generiert wurden zu tiiber 95% das
Philadelphia-Chromosom (t 9;22) tragen und in-vitro in der Lage sind CML-
spezifische zytotoxische T-Zell Antworten zu induzieren (Eibl et al. 1997). Es ist also
durchaus denkbar, dal bei bestimmten Leukdmieformen Antigen-prisentierende
Zellen des Empfangers leukdmischen Ursprungs in der Lage sind, spezifisch
alloreaktive Spender T-Zellen zu aktivieren und somit einen wesentlichen Beitrag zur

Induktion und Aufrechterhaltung einer GvL Reaktion leisten.

Unsere Daten zeigen weder beim DC1 noch beim DC2 Chimirismus einen
Unterschied zwischen den Gruppen mit gemischtem und komplettem Chimérismus
was die Rezidivinzidenz betrifft. Fiir die Rezidivrate, und damit auch indirekt fiir den
GvL Effekt, spielt es also scheinbar keine Rolle, ob beim Engraftment noch
dendritische Zellen des Empfangers im peripheren Blut vorhanden sind, oder ob
bereits ein kompletter Spenderchimirismus etabliert ist. Interessant wire aber
sicherlich die Frage, ob der Chimérismus dendritischer Zellen im peripheren Blut,

unmittelbar vor einer DLI bestimmt, einen Einflul auf die Ansprechraten hat.

63



4.3. Ausblick

Die allogene Knochenmarktransplantation entwickelt sich weg von der reinen
hochdosierten zytotoxischen Therapie hin zur Zell - und Immuntherapie. Die
Toxizitdt der Konditionierung wird sich weiter reduzieren und der Graft-versus-
Tumor Effekt wird in den Vordergrund treten (Ferinstein et al. 2001). Welche Rolle
in diesem Kontext die nicht-myeloablative allogene Stammzelltransplantation spielen

wird bleibt abzuwarten (Spitzer 2000, Maris et al. 2001).

Vor allem die spezifische Zell - und Immuntherapie und die Trennung von Graft-
versus-Host Erkrankung und Graft-versus-Leukdmie Reaktion werden grof3e
Herausforderungen der Zukunft sein. Hier gibt es bereits vielversprechende Ansitze.
Die spezifische Immuntherapie basierend auf Minor-Histokompatibilititsantigenen
ist einer davon. Mit der Identifikation von mHAg, die nur auf hdmatopoietischen
Zellinien inklusive leukdmischer Zellen exprimiert werden (HA-1 und HA-2, De
Buerger et al. 1992), gelang es schlieBlich auch ex-vivo zytotoxische T-
Lymphozyten zu generieren, die spezifisch gegen diese mHAg gerichtet sind und
somit eine Option fiir eine Immuntherapie fiir redzidivierte Leukdmien darstellen
(Mutis et al. 1999). Diese mHAg eroffnen in Zukunft vielleicht auch Moglichkeiten
wie eine mHAg-basierte Spenderauswahl, eine Toleranzinduktion mittels mHAg und
eine adoptive Immuntherapie mit der Moglichkeit der Separierung des GvL Effekts
von der GVHD (Gloumy et al. 1997).

Weitere Ansétze fiir diese Trennung von GvHD und GvL sind immuntherapeutische
Methoden, die an tumorspezifischen Antigenen (zum Beispiel ber/abl bei der CML
oder PML/RARa bei der AML M3) sowie an iiberexprimierten Proteinen in
leukdmischen Vorlduferzellen (zum Beispiel Proteinase 3 oder das Wilms Tumor
Supressor Protein) ansetzen (Appelbaum 2001). Hier konnen dendritische Zellen als
Stimmulatoren von zum Beispiel bcr/abl-spezifischen CD8" T-Zellen eingesetzt
werden, um eine spezifische zytotoxische Aktivitit gegen die CML-Zellen zu
erreichen (Nieda et al. 1998). Weitere untersuchte Optionen fiir die GvHD/GVL-
Trennung sind zum einen die adoptive Immuntherapie mit DLI nachdem sich eine
GvHD-Toleranz etabliert hat (Johnson et al. 1995, Kolb et al. 1997, Wu et al. 2000)

und zum anderen eine Therapie mit Suizidgenen. Durch diese Form der Gentherapie
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wird versucht, Effektorzellen auszuschalten, sobald sie andere Gewebe als die
neoplastischen angreifen (Kolb et al. 2001). Auch hier gibt es bereits Studien, in
denen es gelang, die GVHD auf diese Art zu kontrollieren bei gleichzeitig erhaltenen

GvL Effekten (Litvinova et al. 2002).

Therapien mit dendritische Zellen riicken in Zukunft zunehmend in den Mittelpunkt
therapeutischer Optionen, sei es nun als eine direkte Form der Zelltherapie oder aber
auch als Angriffspunkt fiir therapeutische Manipulationen. Fujii et al. (2001)
berichten iiber eine zelltherapeutische Behandlung mit allogenen dendritischen Zellen
des Knochenmarkspenders bei Patienten, die nach Knochenmarktransplantation ein
Rediziv ihrer hdmatologischen Grunderkrankung erlitten. Diese wurden ex-vivo mit
bestrahlten Tumorzellen des Spenders versetzt und dann zusammen mit geprimten T-
Zellen des selben Spenders 4 Patienten infundiert. Klinisch zeigte sich, zumindest
voriibergehend, ein objektives Ansprechen der Therapie ohne GvHD-Zeichen.
Zudem gibt es Uberlegungen, DC2 fiir immuntherapeutische Zwecke zu nutzen, wie
zum Beispiel bei der Behandlung der Graft-versus-Host Erkrankung oder von
Autoimmunerkrankungen (Liu et al. 2000). Hier konnte deren Th2-induzierende und
damit moglicherweise antiinflammatorische Wirkung ebenso wie ihre Féhigkeit in

der Interaktion mit T-Zellen Toleranz zu induzieren genutzt werden.

Neben dieser Zelltherapie mit DC kommen aber auch Optionen in Betracht, durch die
versucht wird, das System der dendritischen Zellen therapeutisch zu beeinflussen. Es
konnte gezeigt werden, dal Campath (ein monklonaler anti-CD52 Antikorper) vor
Transplantation verabreicht, zu einer raschen in-vivo Depletion von dendritischen
Zellen im peripheren Blut des Empfangers fihrt (Klangsinsirikul et al. 2002).
Moglicherweise ist dieser EinfluBl auf die DC des Empfingers, neben den Effekten
von Campath auf T-Zellen, ein weiterer therapeutischer Faktor der eine effektive

aGvHD-Prophylaxe ermdglicht.

Auch ein weiteres Medikament, das ebenfalls zur GvHD-Prophylaxe eingesetzt wird,
hat potentiell Einflul auf die Entwicklung dendritischer Zellen. DC, die in Gegenwart
von Tacrolimus (FK 506) aus CD34" himatopoietischen Vorlduferzellen generiert
werden, induzieren eine I1L-4 produzierende CD4" T-Zellinie (Shimizu et al. 2000).

Somit hat Tacrolimus moglichweise nicht nur einen immunsupressiven Effekt indem
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es in die T-Zellfunktion eingreift, denkbar wire auch, daBl es iiber eine DC2-
induzierende Wirkung einen antiinflammatorischen Effekt tiber T2-Zellen ausiibt und

dies zur GvHD-protektiven Wirkung beitragt.

Vor dem Hintergrund dieser vielféltigen neuen therapeutischen Ansdtze werden
sicherlich auch die diagnostischen Chimarismusuntersuchungen an Bedeutung
gewinnen. Hierbei stellt sich aber oft, wie auch bei unserer Studie, das Problem, daf3
die Untersuchungen nur die Verhéltnisse im Blut, nicht aber den Chimérismus im
Gewebe erfassen. Hier sind neue Ansitze und Techniken wiinschenswert, um auch
direkt im Gewebe Chimérismusbestimmungen durchfiihren zu konnen und somit
AufschluB} iiber die Chimérismen in den betroffenen Geweben, wie zum Beispiel
Haut, Leber oder Darm zu erhalten. Hessel et al. (1996) berichten in ihrer Studie {iber
einen solchen Ansatz, der es erlaubt, mittels einer Kombination von
Immunphénotypisierung und FISH den Chimirismus von Langerhans Zellen der
Haut zu bestimmen. Hier zeigte sich bei jedem der 9 untersuchten Leukdmiepatienten
ein gemischter Chimérismus in den Langerhans Zellen, die quantitativen
Chimérismusergebnisse variierten von 7%-92% Empfianger-Langerhans Zellen in den
Chimérismusuntersuchungen unabhéngig vom Analysezeitpunkt im

Posttransplantationsverlauf (Tag +36 bis +1395).

In der Diagnostik werden vor allem die linienspezifischen Chimirismusanalysen von
Leukozyten vermehrt zum Einsatz kommen, schwerpunktméBig sicherlich an den
Zellen, die eine wichtige Rolle im entsprechenden Pathomechanismus einer
Erkrankung spielen (wie zum Beispiel T-Zellen und DC bei GvH-Reaktionen).
Trotzdem gibt es bei Chimdrismusbestimmungen immer noch das Problem einer
einheitlichen Standardisierung, vor allem was Technik, Frequenz der Analysen nach
Transplantation und die klinische Interpretation der Ergebnisse betrifft. Hier gibt es
in letzter Zeit aber vermehrt Bemiihungen internationale Leitlinien zu erarbeiten
(Antin et al. 2001, Lion et al. 200I), um Standards zu kreieren, die eine

Vergleichbarkeit der erhobenen Befunde erlauben.
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S. Zusammenfassung

Fiir viele hédmatologische Erkrankungen stellt die Transplantation allogener
hédmatopoietischer Zellen den einzig kurativen Therapieansatz dar. Eine Vielzahl
verschiedener Faktoren fithren aber zu einer relativ hohen Morbiditit und Mortalitit
bei dieser Behandlungsoption. Fiir die Diagnostik dieser Komplikationen im
Posttransplantationsverlauf konnen unter anderem Chiméarismusuntersuchungen
eingesetzt werden. Vor allem die linienspezifischen Chimédrismusbestimmungen an

Leukozytensubpopulationen sind im Einzelnen noch nicht umfassend untersucht.

Wir konnten in unserer vorliegenden Studie zeigen, dal3 es bereits wenige Wochen
nach der Transplantation allogener hidmatopoetischer Zellen zu einer raschen
Rekonstitution dendritischer Zellen im peripheren Blut kommt, und dall beim
Grofteil der Patienten bereits am Engraftment ein kompletter Spenderchimérismus in

beiden Subpopulationen dendritischer Zellen etabliert ist.

Desweiteren konnten wir erstmals an dem bisher groBiten Patientenkollektiv den
EinfluB des Chimédrismus dendritischer Zellen des peripheren Blutes auf den
klinischen Verlauf nach allogener hdamatopoetischer Zelltransplantation untersuchen.
Unsere FErgebnisse zeigten die Tendenz, dal ein gemischter Chimédrismus
dendritischer Zellen moglicherweise mit einer erhohten GvHD-Inzidenz

vergesellschaftet ist.

Vor allem deren fundamentale immunulogische Funktionen riicken dendritische
Zellen und deren Chiméirismus in ein bedeutendes wissenschaftliches, aber auch
klinisches Interesse. Weitere Studien iiber die funktionelle Biologie dendritischer
Zellen, vor allem 1im Verlauf nach einer allogenen héamtopoetischen
Zelltransplantation, werden helfen deren Funktion besser verstehen zu lernen. Bei
den Chiméarismusbestimmungen versprechen vor allem in-situ Untersuchungen von

dendritischen Zellen in Empfiangergeweben neue wissenschaftliche Erkenntnisse.

Auf dieser Grundlage bilden dendritische Zellen sicherlich auch einen bedeutenden
Ansatzpunkt fiir immuntherapeutische Optionen, wo sich bereits heute

vielversprechende Ansétze zeigen.
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