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Abkiirzungen

Verwendete Abkiirzungen:

Ag
Ak
ALL
AML
CB
CcC
CML
CmvVv
DLI
DNA
FISH
FITC
FSC
GvHD
GvL
HLA
HST
HSV
KMT
MC
MHC

MRD
PA
PCR
PBPC
PBPCT
PE
PerCP
RFLP
RNS

Antigen

Antikorper

Akute lymphatische Leukamie

Akute myeloische Leukamie

Cord blood (= dt. Nabelschnurblut)

Complete chimerism (= dt. kompletter Chimarismus)
Chronische myeloische Leukamie
Cytomegalievirus

Donor Lymphocyte Infusion

Desoxyribosenucleic acid (= dt. Desoxyribonucleinsdure)
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung
Fluoreszeinisothiocyanat

Forward scatter (= dt. Vorwartsstreulicht)
Graft-versus-Host Disease

Graft-versus-Leukemia

Human leukocyte antigen

Hamatopoetischen Stammzelltransplantation
Herpes simplex Virus
Knochenmarktransplantation

Mixed chimerism (= dt. gemischter Chimarismus)
Major histocompatibility complex (= dt. Haupthisto-
kompatibilitatskomplex)

Minimal residual disease (= dt. minimale Resterkrankung)
Prozentuale Abweichung
Polymerase-Chain-Reaction

Peripheral blood progenitor cells

Peripheral blood progenitor cells transplantation
Phycoerythrin

Peridinin Chlorophyll-a Protein
Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus
Ribonucleic acid (= dt. Ribonukleinsaure)
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SA Standardabweichung
SAA Schwere aplastische Anamie
SCID Severe combined immunodeficiency (= dt. schwere

kombinierter Immundefizienz)

SSC Side scatter (= dt. Seitwartsstreulicht)
STR Short tandem repeats
VvC Variationskoeffizient

VNTR Variable number of tandem repeats
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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Transplantation hamatopoetischer Stammzellen

Hamatopoetische Stammzellen besitzen die Féahigkeit zur unbeschrankten
Selbsterneuerung und zur Differenzierung in verschiedene Zellen des peripheren
Blutes und Immunsystems. Nach Zerstérung des Knochenmarks, z.B. durch
Hochdosischemotherapie oder Bestrahlung, ermdglichen diese Stammzellen die
vollstdndige und permanente Rekonstruktion der Hamato- und Lymphopoese.
Derzeit kbnnen hamatopoetische Stammzellen aus drei Quellen gewonnen werden
[1]:

— durch multiple Punktionen aus dem Knochenmark

— durch Leukapherese aus dem peripheren Blut nach Mobilisation durch Gabe

geeigneter Zytokine

— durch Nabelschnurpunktion nach Geburt aus dem Plazentablut
Klinisch werden Blutstammzellen fir autologe und allogene Transplantation bei
malignen hamatopoetischen Erkrankungen, einigen soliden Tumoren und definierten
nichtmalignen Erkrankungen (z.B. schweren Autoimmunerkrankungen) seit vielen
Jahren erfolgreich eingesetzt.
Neuere Untersuchungen zeigen, dass sich aus adulten Stammzellen des
Knochenmarks auch andere Zelltypen differenzieren kdbnnen wie z.B. Myozyten oder
Hepatozyten. Dies eroffnet die Perspektive des Einsatzes hamatopoetischer
Stammzellen zur Zelltherapie bei vielfaltigen Indikationen beispielweise zur
Regeneration des Myokards nach Herzinfarkt [2].

1.1.1 Entwicklung des Verfahrens

Aufgrund des Uberwiegend progredienten Verlaufs hamatologischer
Systemerkrankungen, die durch konservative Methoden meist nicht heilbar sind,
bestand schon friih ein Interesse an der Knochenmarktransplantation (KMT) als
kurativem Therapiekonzept. Der erste Versuch, mit i.v. Infusion von Knochenmark
eine goldinduzierte Knochenmarkaplasie zu heilen, erfolgte bereits 1939 [3]. Doch
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diese und weitere Bemihungen scheiterten bis in die frihen 1970er Jahre an der
AbstolRungsreaktion oder dem Auftreten einer entzindlichen Erkrankung, die spater
Graft-versus-Host Krankheit (GvHD) genannt wurde. Die KMT als therapeutisches
Prinzip zu  etablieren, gelang erst nach der Entdeckung des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) [4]. Dieser findet sich beim Menschen auf
dem Chromosom 6, an dem eng gekoppelt die vier verschiedenen HLA-Antigene A
bis D liegen [5]. Diese Antigene stellen genetisch determinierte Merkmale an
Oberflachen verschiedener kernhaltiger Zellen dar und erlauben dem Immunsystem
die Unterscheidung zwischen korpereigen und korperfremd. Nur die Transplantation
HLA-kompatibler Zellen ermdglichte die erste erfolgreiche allogene KMT 1975, woflr
E. Donnall Thomas 1990 den Nobelpreis fur Medizin erhielt [6,7]. Bei der KMT wird
dem Spender unter Narkose durch Aspiration im Bereich der Crista iliaca
Knochenmark entnommen. Nach mechanischer Reinigung wird dem Empfanger eine

definierte Zellzahl intraven®s injiziert.

Bereits 1909 vermutete Maximow auch im peripheren Blut zirkulierende Stammzellen
[8]. Der Beweis hierfir gelang jedoch erst in den 1950er Jahren. Durch
Weiterentwicklung der Apheresetechnik in den 1970er Jahren konnte man an eine
klinische Anwendung der Transplantation von peripheren Blutstammzellen (PBPCT)
denken. Bei der Apherese werden durch Zentrifugation die Blutbestandteile getrennt
und bestimmte Zellpopulationen angereichert. Die geringe Anzahl an Stammzellen
im peripheren Blut machte anfangs eine mehrfache Wiederholung der Apherese
notig. Der Einsatz von Zytokinen zur Mobilisierung der Blutstammzellen aus dem
Knochenmark brachte 1988 den Durchbruch der Methode als eine echte Alternative
zur Knochenmarktransplantation.

Im Vergleich zur KMT ist die Gewinnung peripherer Blutstammzellen weniger invasiv
und benotigt keine Narkose. Ein weiterer Vorteil liegt in der bedingt durch
Zytokinmobilisierung, Apheresetechnik und wiederholte Apherese-Sitzungen deutlich
hoheren Ausbeute der transplantierbaren Stammzellen. Somit ersetzt die PBPCT
zunehmend die KMT [9,10].

Seit 1982 ist bekannt, dass auch Nabelschnurblut hamatopoetische Stammzellen
enthalt, die flr eine Transplantation geeignet sind. Nabelschnurblut kann nach dem

Abnabeln ohne jegliche Beeintrachtigung des Neugeborenen und der Mutter
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gewonnen werden. 1988 erfolgte in Frankreich die erste Transplantation von
Nabelschnurblut bei einem Patienten mit Fanconi-Anamie [11,12]. Die bisherigen
Erfahrungen zeigen, dass das kindliche Restblut -international bezeichnet als Cord
Blood (CB)- in aller Regel ausreichend Stammzellen enthalt, um bei Kindern mit
einem Korpergewicht von bis zu 40 kg eine hamatologische und immunologische
Rekonstruktion zu erreichen. Ob das Poolen von zwei Spenden oder die Vermehrung
der Stammzellen in Kultur auch eine Stammzelltransplantatation bei Erwachsenen
maoglich macht, wird derzeit erforscht [13].

Aufgrund der zum Teil noch offenen Fragen ist eine CB-Transplantation gegeniber
einer Stammzellspende mittels KMT und PBPCT bis zum Abschluss ausstehender
prospektiver Studien sorgfaltig abzuwagen [14,15].

1.1.2 Arten und Indikationen

Die Transplantation der durch Knochenmarkaspiration, Apherese oder Plazentarblut
gewonnenen hamatopoetischen Stammzellen (HST) kann allogen, syngen oder

autolog durchgefuhrt werden.

Die allogene Transplantation hamatopoetischer Stammzellen:

Dabei werden hamatopoetische Stammzellen eines gesunden, immungenetisch
fremden Spenders auf den Empfanger tGbertragen. Die Transplantation erfolgt hierbei
vorzugsweise von einem verwandten Spender, dessen HLA- Antigene mit denen des
Transplantatempfangers kompatibel sind. Steht ein entsprechender Spender nicht
zur Verfigung, so wird versucht, einen HLA-kompatiblen Fremdspender zu finden.
Ca. 75% werden von HLA-kompatiblen verwandten Spendern und 25% von HLA-
kompatiblen unverwandten Spendern transplantiert [16].

Die haufigsten Indikationen zur allogenen Stammzelltransplantation sind maligne
hamatopoetischen Erkrankungen wie die akute lymphatische Leukamie (ALL), die
akute myeloische Leukdmie (AML), einzelne soliden Tumoren wie Hodentumoren,
aulBerdem benigne Erkrankungen wie die schwere aplastische Anamie (SAA),

Autoimmunerkrankungen, Thalassamie oder Fanconi Anamie [17,18,19].
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Auch in der Behandlung der chronischen myeloischen Leukamie (CML) bleibt die
allogenen Stammzelltransplantation trotz der seit einigen Jahren bestehenden
Moglichkeit einer medikamentdsen Therapie mittels Tyrosinkinase-Hemmern eine
Option als Primartherapie insbesondere fir junge Patienten aufgrund der geringeren
Transplantations-assoziierten Risiken und ihrer kurativen Wirkung oder als
Sekundartherapie bei suboptimalem Ansprechen auf die medikamenttse Therapie
[20,21].

Die syngene Transplantation hamatopoetischer Stammzellen:
Im molekulargenetischen Sinne handelt es sich hierbei um eine autologe

Transplantation, da der Spender ein eineiiges Zwillingsgeschwister ist.

Die autologe Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen:

Hierunter versteht man die Reinfusion des eigenen Knochenmarkes oder zuvor aus
dem eigenen Blut separierter hamatopoetischer Stammzellen nach Durchfihrung
einer intensiven Chemo- oder Strahlentherapie.

Dieses Verfahren wird meist dann durchgeftihrt, wenn das Knochenmark selbst nicht
von der Erkrankung betroffen ist, aber die zugrundeliegende Erkrankung eine so
aggressive Behandlung erfordert, dass die Blutbildung nachhaltig beeinflusst wird [4].
Autolog wird auch in Fallen transplantiert, bei denen eine aggressive Therapie bei
betroffenem Knochenmark notwendig ist und kein allogener Spender zur Verfiigung
steht. Es werden dann Purging-Verfahren angewendet, um die Retransfusion von
Tumorzellen zu minimieren. Hierbei werden verschiedene Methoden zur in-vitro-
Behandlung mittels spezifischer Antikorper oder zytotoxischer Substanzen
eingesetzt. Dadurch kann das Rezidivrisiko gesenkt werden [22,23].

Haufige Anwendungsgebiete sind Lymphome und solide Tumore [19].
AbstolRungsreaktionen und GvHD treten naturgemalfd nicht auf. Jedoch stellt das im
Vergleich zur allogenen HST haufigere Wiederauftreten der Grunderkrankung ein
wesentliches Problem dar. Verursacht wird dies einerseits durch Retransfusion von
Tumorzellen, andererseits auch durch Ausbleiben des bei allogener HST zu
beobachtenden Graft-versus-Leukemia-Effekts (GvL) [24,25,26].
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1.1.3 Klinischer Verlauf

Im Behandlungsablauf jeder Stammzelltransplantation kommt es direkt nach
Transplantation zu einer Phase der Immunsuppression. Das kérpereigene
Immunsystem ist durch Chemo- und/ oder Strahlentherapie supprimiert und die
transplantierten Spenderzellen sind noch nicht zu einem kompetenten Abwehrsystem
herangereift. Dieser Zeitraum ist gekennzeichnet durch eine ausgepragte
Verminderung der B- und T-Zellen. Es handelt sich um eine sowohl quantitative, als
auch qualitative Storung, die auch bei unauffalligem Verlauf bis zu einem Jahr
andauert. In diesem Zeitraum muss der Patient vor bakteriellen und viralen
Infektionen, sowie Erkrankungen durch Pilze in besonderer Weise geschutzt werden.
Dazu dienen die Betreuung in speziellen keimarmen R&aumen und die totale
Dekontamination der Haut und Schleimh&ute des Patienten.

Antibiotika, antivirale und fungizide Medikamente werden prophylaktisch und
therapeutisch eingesetzt. Die Substitution von Thrombozyten und Erythrozyten kann
bis zur Ruckkehr der Knochenmarkfunktion notwendig sein. Die Proliferation und
Differenzierung von hamatopoetischen Progenitorzellen kann durch die Gabe
stimulierender Faktoren unterstitzt und beschleunigt werden [27,28]. Kommt es
dennoch zu opportunistischen Infektionen koénnen sie die Phase der
Immunsuppression deutlich verlangern und gelten zusatzlich als Risikofaktor fur das
Auftreten einer GvHD. Sie sind somit in bedeutendem MalRe entscheidend fir den
klinischen Verlauf [4,29].

Die biologischen Ereignisse nach einer Transplantation hamatopoetischer
Stammzellen werden hauptsachlich bestimmt durch die drei verschiedenen
transplantierten Zelltypen: haematopoetische Stammzellen, lymphoide Stammzellen
und T-Lymphozyten des Spenders. Uber den Erfolg der Stammzelltransplantation
entscheidet das Anwachsen der haematopoetischen und lymphoiden Stammzellen.
Die Normalisierung der Myelopoese zeigt sich im peripheren Blut durch Anstieg der
verschiedenen Zellpopulationen, den sogenannten Take. Bei erfolgreichem Verlauf
finden sich in der 3. Woche vermehrt Retikulozyten im Blut und wenig spater folgt
eine ansteigende Thrombopoese. Die Leukozyten im peripheren Blut haben bereits
nach 3 bis 4 Wochen Normwerte erreicht, doch bis zur vollstandigen Rekonstruktion

des Immunsystems vergehen Monate [5,30].
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Bei der Transplantation hamatopoetischer Stammzellen werden je nach Methode in
unterschiedlichem Prozentsatz auch Spender-T-Lymphozyten Ubertragen. Diese
haben entscheidende Bedeutung sowohl bei der Abstossungsreaktion auf das
Transplantat, als auch bei der Entstehung einer Graft-versus-Host Disease [31].

Wird das Mark abgestof3en, so geschieht dies meist wahrend der ersten funf
Wochen. Spatabstoungen, wie sie bei anderen Organtransplantationen zu
beobachten sind, kommen nicht vor, da im Erfolgsfalle auch das Immunsystem vom
Spender stammt [5]. Bei der Knochenmarkabstof3ung handelt es sich entweder um
ein primares nicht Anwachsen der Stammzellen (Graft Failure) oder um deren
Abstol3ung (Graft Rejection) kurz nach Aufnahme ihrer Funktion.

Nach autologer, syngener oder allogener HST kann die Ursache eine inadaquaten
Anzahl transplantierter Zellen, eine Beschadigung der Zellen bei der ex vivo
Behandlung oder eine myelotoxische Therapie des Patienten posttransplantar sein.
Auch Infektionen mit CMV oder HSV kdnnen zum verzdgerten Anwachsen und evtl.
zur Abstol3ungsreaktion filhren [32]. Die Therapie besteht aus der Elimination aller
maoglich myelotoxischen Substanzen und der Gabe knochenmarkstimulierender
Wachstumsfaktoren. Eine erneute Infusion von Spenderstammzellen hat
ublicherweise ohne erneute immunsuppressive Vorbereitung keinen Erfolg. Aufgrund
kumulativ toxischer Wirkung wird eine erneute Immunsuppression jedoch héaufig
schlecht toleriert [33].

Die wichtigste Determinante einer AbstoRungsreaktion nach allogener
Stammzelltransplantation stellt der genetische Unterschied zwischen Spender und
Empfanger dar. Die Wahrscheinlichkeit fir eine Abstol3ungsreaktion liegt bei HLA-
identischen Fremdspendern bei bis zu 15%. Abstof3ungsreaktionen werden von
alloreaktiven T-Lymphozyten des Empfangers vermittelt, die die myeloablative
Therapie im Vorfeld der Transplantation Uberstanden haben, auf den von
Spenderstammzellen ausgehenden starken allogenen Stimulus proliferieren und
hamatopoetische Elememte des Spenders zerstoren [34]. Die Inzidenz der
AbstoRungsreaktion kann durch Ganzkérperbestrahlung, durch selektive Bestrahlung
des lymphatischen Gewebes oder durch Verabreichung von Cyclosporin A oder
Methotrexat vermindert, aber nicht eleminiert werden.

Neben dieser vom Empfanger ausgehenden immunologischen Abstol3ungsreaktion
kann eine immunologische Reaktion des Transplantates gegen den Empfanger in

Form einer GvHD auftreten. Diese akut oder chronisch verlaufende Erkrankung ist
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eine lebensbedrohliche Komplikation nach allogener Stammzelltransplantation. Der
Begriff Graft-versus-Host-Disease wurde erstmalig 1958 von Simonsen in Tierstudien
eingefuihrt und beschreibt eine T-Zell-vermittelte Reaktion gegen Zielgewebe des
Empfangers [35]. Unter den verschiedenen im Knochenmark- oder
Stammzelltransplantat enthaltenen Zellpopulationen, die unter anderem fir das
Anwachsen des Transplantats von grol3er Bedeutung sind, erkennen
immunkompetente Spender-T-Zellen allogene Oberflachenantigene auf
Empfangerzellen als fremd, werden aktiviert und reagieren mit klonaler Expansion,
die die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (v.a. IL-1,IL-2,TNF-a) zur Folge
hat [36,37]. Das klinische Erscheinungsbild einer akuten GvHD zeigt sich innerhalb
der ersten 100 Tage nach Transplantation durch entzindliche Reaktionen der
Zielorgane Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber, die je nach Grad der
Gewebsinkompatibilitdt, der Zahl der transplantierten T-Zellen und des Alters des
Patienten unterschiedlich stark ausgepragt sein kénnen. Im Gegensatz zur akuten
Form der GvHD imponiert die chronische Variante durch ein autoimmunahnliches
Syndrom, das ab Tag 100 nach Transplantation auftritt. Die chronische Form kann
sowohl auf dem Boden einer akuten GvHD, als auch de novo entstehen [38].

Ein Ziel der Forschung ist es seit langem, eine effektive Prophylaxe fir die GvHD zu
entwickeln, die solange angewendet werden soll, bis sich eine T-Zell Toleranz
eingestellt hat. Auf pharmakologischer Ebene haben sich verschiedene
Immunsuppressiva etabliert, die einzeln oder in Kombination eingesetzt werden.
Limitiert wird der Einsatz hauptsachlich durch deren generalisierten Effekt, der eine
erhohte Infektionsrate zur Folge hat.

Ein anderer praventiver Ansatz besteht in der Entfernung der T-Lymphozyten aus
dem Transplantat oder die Verwendung monoklonaler Antikérper gegen spezifische
Antigene der T-Zellen. Da diese Spender-T-Zellen jedoch auch fir die Ausschaltung
restlicher Leukd&miezellen von Bedeutung zu sein scheinen (engl. ,Graft-versus-
leukemia effect®, GvL) und als Folge die Zahl der Leuk&mierezidive sowie der
TransplantatabstoRsungen anstieg, wurde diese Therapiemdglichkeit inzwischen
wieder weitgehend verlassen [39,4,40].

Der langfristige Erfolg einer Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen bei der
Behandlung maligner h&matologischer Erkrankungen wird vom Rezidiv bestimmt,
welches meist in den ersten 2 Jahren nach Transplantation auftritt [41]. Das Risiko
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eines Rezidivs ist abhangig von Art und Stadium der Grunderkrankung und vom
Auftreten oder Ausbleiben einer GvHD [42]. So zeigten verschiedene Studien eine
reduzierte Rezidivrate nach akuter oder chronischer GvHD. Andererseits steigert das
Auftreten einer GvHD die Mortalitat [43].

Die Therapie und Prognose eines Rezidivs kann sehr unterschiedlich sein.
Ausschlaggebend hierfir sind hauptsachlich die Art der Primartherapie, der
Ausbreitungsgrad und der Zeitpunkt des Auftretens des Rezidivs. Ein Rezidiv nach
autologer Stammezelltransplantation zeigt gelegentlich ein Ansprechen auf eine
erneute Chemotherapie besonders nach langer Remissionsphase [33]. Eine
therapeutische Option bei allogener Stammzelltransplantation stellt die Infusion von
Spenderlymphozyten dar (engl. Donor Lymphocyte Infusion, DLI), deren anti-
leukamische Potenz anfanglich fur Patienten mit rezidivierender CML nach allogener
HST bewiesen wurde. Die DLI hat folgende Erfolge aufzuweisen: Komplette
Remission in 75% der Patienten mit CML, 40% bei Myelodysplasien, 25% bei AML
und 15% bei Myelomen [44]. Die prophylaktische DLI als praventive Gabe schien bei
einer kleineren Gruppe padiatrischer Hochrisikoleukamien ein Rezidiv verhindern zu
konnen [45]. Die schwerste Komplikation nach DLI ist das Auftreten einer GvHD bei
40-70% der Patienten [44,46]. Signifikant seltener gegenuber der einmalig
hochdosierten DLI tritt die GvHD nach Verabreichung in eskalierenden Zelldosen
Uber mehrere Monate auf [46]. Eine frihe Gabe von DLI nach Transplantation sowie
eine hohe kumulative Zelldosis erhdhen das Risiko. Eine Knochenmarkaplasie tritt
bei 18-36% der Patienten nach DLI auf [47].

Um die Immunsuppression nach HST besser steuern zu kdénnen und eine
Immuntherapie mit DLI zur Verhitung oder Behandlung von Rezidiven rechtzeitig
einzuleiten, bedarf es einer regelmaRigen Uberwachung der hamatologischen
Verénderungen im peripheren Blut  von Patienten nach einer

Stammzelltransplantation.

1.1.4 Monitoring

Die hamatologischen Veranderungen im peripheren Blut nach einer HST werden
genauestens beobachtet. Dazu dient die Untersuchung genetischer Marker mittels
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verschiedener Methoden (siehe 1.2.2). Durch die Identifikation und Charakterisierung
eines Nebeneinanders von Spender- und Empfangerstammzellen im Knochenmark
oder im peripheren Blut nach Transplantation werden verschiedene Komplikationen
im  Posttransplantationsverlauf dokumentiert. Verschiedene genetische und
molekularbiologische Methoden dienen der qualitativen als auch quantitativen
Analyse [48]. Sie erlauben Aussagen zum Anwachsen des Transplantats, Versagen
des Transplantats, zur Transplantatabsto3ung und zum Auftreten eines Rezidivs,
wenn nach langerer Zeit ein sinifikanter Anstieg von Empfangerblutzellen
nachweisbar ist [49,50,51,52]. Zudem tragen die Untersuchungen auch zu einem
besseren Verstandnis von Abstol3ungsreaktionen und GvHD bei [53].

Um die Herkunft einzelner Zellen im Kochenmark oder peripheren Blut zu
bestimmen, muissen die Zellen identifiziert, isoliert und dann auf Unterschiede
zwischen Spender und Empfanger hin untersucht werden, die vor Transplantation
evaluiert wurden. Zu den moglichen Methoden gehdren die Erythrozyten-Antigen-
Bestimmung, HLA-Typisierung, Leukozyten Isoenzyme,
Immunglobulinallotypisierung, Barr-Kérperchen-Analyse mit Karyotypisierung und
DNA Sequenzpolymorphismus oder Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus-
Analyse (RFLP) (siehe auch 1.2.2). Die im klinischen Alltag gebréauchlichste Methode
ist die Karyotypisierung nach Geschlechtschromosomen, jedoch finden weniger als
die Halfte aller HST zwischen Patienten unterschiedlichen Geschlechts statt und
spezielle Karyotypisierungen (Satelliten, Bandenvariabilitdt) sind nur in erfahrenen
Zentren  maoglich.  Erythrozyten-Antigen-Bestimmung  und  Immunglobulin-
allotypisierung funktionieren durch die polymorphe Struktur der Oberflachenproteine.
Aufgrund haufig nach HST durchgefuhrter Erythrozytentransfusionen und
Gammaglobulin-Gaben kdnnen diese Techniken meist erst in einem spéaten Stadium
nach Transplantation eingesetzt werden, wenn Reste der transfundierten
Blutprodukte nicht mehr vorhanden sind.

Die HLA-Typisierung ist beschrankt auf MHC-mismatched Transplantationen. Im
praktischen Alltag werden verschiedene dieser Techniken simultan angewendet;

dabei wird die RFLP-Analyse als die aussagekraftigste Methode angesehen [54].
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1.2 Der Chimarismus

In der griechischen Mythologie war Chimara (vgl. griechisch: Xi'paipa) ein
Nachkomme von Echidna und Typhon, eine Gestalt mit Lowenkopf, Ziegenkdrper
und Schlangenschwanz [55].

In der medizinischen Wissenschaft wird der Begriff fir Organismen verwandt, in
denen genetisch differente Gewebe toleriert werden [55]. Chiméare der Blutgruppen
wurden 1945 erstmals durch Owen bei Kalbern entdeckt und kommen naturlicher
Weise auch beim Menschen vor [56], wenn bei zweieiigen Zwillingen durch
plazentare Gefallanastomosen Blutkérperchen oder blutbildende Zellen von einem in
den anderen Zwilling tibertreten [59]. Ahnlich dieser Situation lasst sich auch nach
der Transfusion hamatopoetischer Stammzellen von einem sich genetisch
unterscheidenden Spender im peripheren Blut des Empfangers u.U. ein

Chimarismus finden.

1.2.1 Chimarismusarten

Nach Transplantation hamatopoetischer Stammzellen entwickelt sich eine
Koexistenz von Spender- und Empfangerzellen des lymphatischen und
hamatopoetischen Systems beim Transplantatempfanger. Dieser nach erfolgreicher
Transplantation meist voriibergehende Zustand wird gemischter Chimarismus (MC)
genannt. Im Blut des Patienten finden sich Zellen mit genetischen Markern oder
Antigenen sowohl des Spenders als auch des Empfangers [57,58,59,60]. Wenn alle
Zelllinien von Spenderstammzellen stammen, spricht man vom kompletten
Chiméarismus (CC). Im Blut des Patienten lassen sich dann nur noch Zellen mit
genetischen Markern oder Antigenen des Spenders und keine des Empfangers
nachweisen [57,58,59].
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1.2.2 Etablierte Nachweismethoden

Um einen Chimarismus nach Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen zu
dokumentieren und zu charakterisieren wurden verschiedene Methoden entwickelt.
Diese unterscheiden sich vor allem in lhrer Sensitivitat, aber auch im zeitlichen und

finanziellen Aufwand.

Bei den zytogenetischen Methoden werden Lymphozyten des peripheren Blutes oder
Knochenmarkzellen mittels Markierung einzelner Banden auf verschiedenen
Chromosomen auf polymorphe Unterschiede untersucht. Bei Geschlechtsdifferenz
zwischen Patient und Spender hilft die Detektion des Y- Chromosom, die Herkunft
der Zellen zu bestimmen [61]. Fur diese sogenannte Barr-Korperchen-Analyse nutzt
man v.a. die Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) [62,63], die aufgrund der
einfachen und schnellen  Durchfuhrbarkeit heute Standard bei der
Chiméarismusanalyse nach gegengeschlechtlicher Transplantation ist. Die FISH-
Technik zeigt eine gute Korrelation mit den Ergebnissen der STR-PCR-Technik
[48,64] (siehe unten), wird ihr aber aufgrund der Praktikabilitéat im klinischen Alltag
vorgezogen. Die Sensitivitat der Chromosomenuntersuchungen ist abhangig von der
Anzahl der untersuchten Metaphasen. Um einen Chimarismus von 10% mit 95%
Genauigkeit auszuschliessen, missen 30 Metaphasen untersucht werden, bei einem
Chiméarismus von 5% bereits 59 [53]. So ist es oft schwierig, ausreichend Material zu
erhalten, um einen gemischten Chimarismus sicher auszuschliessen.

Der Phanotyp der Erythrozyten ist ein individueller Marker. Die Expression der
verschiedenen Antigensysteme (ABO, Rh, MNSs, Duffy wusw.) auf der
Erythrozytenoberflache unterscheidet sich so gut wie immer zwischen Spender und
Empfanger [53]. Dies macht man sich bei der Hamoagglutinationsmethode zu nutze.
Eine differente Population von Erythrozyten ist mittels Standardtechniken ab einem
prozentualen Anteil von etwa 1% nachweisbar [65]. Problematisch hierbei sind
jedoch die im Rahmen der Transplantation haufig  notwendigen
Erythrozytentransfusionen, die den Ausschluss eines gemischten Chimarismus fur
die Zeit von 4-6 Monaten unmdglich machen, weil sich transfundierte Erythrozyten
bis zu 120 Tage nachweisen lassen [66].

Mittels Allotypisierung der von B-Lymphozyten produzierten Immunglobuline, der

sogenannten Immunglobulinallotypisierung, lasst sich deren genetische Herkunft
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bestimmen. Populationen ab 3% kdnnen hierbei entdeckt werden. Jedoch lassen
sich bisher nur bei etwa 50% der Spender-/ Empfangerpaare die noétigen
spezifischen Unterschiede nachweisen und auch hier ist nach Transfusionen das
Ergebnis verfalscht sein [53,60,67,68,69].

Die HLA-Typisierung der Leukozyten beruht auf dem Nachweis mindestens eines
zwischen Spender und Empfanger unterschiedlichen human leukocyte antigen
(HLA). Diese sehr sensitive Methode ist bei hohem Zeitaufwand nur dann maoglich,
wenn es sich um eine sogenannte ,mismatched transfusion“ handelte, bei der man
einen Unterschied der HLA-Molekile vor der Transplantation in Kauf genommen
hatte [53].

Die genannten Ansétze haben jeweils ein oder mehrere Nachteile wie einen geringen
Polymorphismusgrad, niedrige Sensitivitdt, die Notwendigkeit eines molekularen
Markers oder einer Spender-Empfanger-Geschlechtsdifferenz [70]. Dem gegenuber
haben molekularbiologische Techniken zu einer deutlichen Verbesserung der
Sensitivitat der Chimarismusuntersuchungen gefuhrt.

Bei der Methode des DNA-Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus (RFLP)
wird aus Zellen des peripheren Blutes extrahierte DNA mit Endonuclease gespalten,
wodurch sich individuelle DNA-Variationen zwischen Spender- und Empfangerzellen
in verschieden langen Fragmenten zeigen. Diese werden durch Elektrophorese
aufgetrennt und hybridisiert. Unterschiedliche DNA-Populationen von mindestens 1
bis 10% lassen sich mit dieser Methode nachweisen [53,71,72,73].

Neben den ,variablen Anzahlen von Tandemwiederholungen® (engl. variable number
of tandem repeats, VNTR) werden v.a. kurze repetitive Mikrosatelliten (engl. short
tandem repeats, STR) in einzelnen Leukozytensubpopulationen zum Nachweis eines
gemischten Chimarismus bei geringen Zellzahlen und bei Fehlen spezifischer
molekularer Marker eingesetzt. STR sind hochpolymorphe repetitive Di-, Tri- und
Tetranukleotidsequenzen verschiedener Lange, die Uber das gesamte Genom
verstreut in die DNA inseriert sind. Die Analyse mit STR wird méglich durch die
Detektion der verschiedenen Langen der repetitiven Nukleotidsequenzen, in denen
Spender und Empfanger differieren [64]. Interessierende Segmente (Short-Tandem-
Repeat Gen Loci) der DNA werden bei dieser Methode mittels thermostabiler
Polymerase vervielfacht und nach elektrophoretischer Auftrennung ausgewertet.
Vorteile sind der hohe Polymorphismusgrad der verwendeten Marker, rasche

Durchfuhrbarkeit, die spezifische Untersuchung einzelner
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Leukozytensubpopulationen,

die geringe

Zahl bendtigter

Zellen

und die

Unabhangigkeit von molekularen Krankheitsmarkern. Die Nachweisgrenze einer
DNA-Populationen wird mit 0,1% angegeben [49,59,60,53,74,75].

Methode Sensitivitat | Vorteile Nachteile
XY-FISH 0.1 % quantitative, nur bei
sensitive, Geschlechtsdifferenz
standardisierte maoglich
Technik
Hamoagglutinationsmethode 1% sensitiv, schnell posttransplantare
Transfusionen
storen Ergebnis
Immunglobulinallotypisierung 3 % unterschiedliche
molekularen Marker
notig, Verfalschung
durch Transfusionen
HLA-Typisierung 1% sensitiv auf ,mismatched
transfusions*
beschrankt,
zeitaufwendig
RFLP 1-10% vergleichsweise moderate Sensitivitat
wenig aufwendige
molekularbiologische
Technik
STR-/VNTR-PCR 1-5% schnell, geringe moderate Sensitivitat
Zellzahl notig
STR-PCR + Zellsortierung 0.1 % sensitiv, laborintensiv
zelllinienspezifisch

Tab. 1: Etablierte Methoden der Chiméarismusanalyse
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1.2.3 Retikulozytenchimasimus als alternative Methode

Die Bestimmung des Retikulozytenchimérismus kdnnte als eine alternative Methode
zur Chimarismusbestimmung nach Transplantation haematopoetischer Stammzellen
herangezogen werden. Retikulozyten sind aus Normoblasten hervorgehende
Proerythrozyten, die noch Reste von Zellorganellen und RNS enthalten. Diese
"substantia reticulogranulofilamentosa" lasst sich durch Anfarben mit Thiazolorange
darstellen, wodurch die Retikulozyten u.a. durchflul3zytometrisch messbar werden.
Die im Blut zirkulierenden Retikulozyten verlieren diese Substanz durch Autophagie
und Exozytose innerhalb von 1-2 Tagen, womit die Reifung zum Erythrozyten
beendet ist.

Die durchflul3zytometrische Analyse der Retikulozyten nach KMT bzw. PBSCT wurde
bisher nicht zur Chimarismusanalyse eingesetzt. Sie weist aber gegenuber
etablierten Methoden mehrere Vorteile auf. Im Gegensatz zu Methoden, die
Knochenmarkspunktionen erfordern, kann eine Untersuchung roter Blutzellen durch
periphere Blutentnahme sehr einfach wiederholt durchgefuhrt werden. Anders als
Erythrozyten-Antigen-Bestimmung und Immunglobulinallotypisierung, die durch
Erythrozyteninfusionen und Gammaglobulin-Gaben beeinflusst sind, repréasentiert die
Untersuchung der Retikulozyten die aktuelle Hamatopoese. Eine Verfalschung durch
die bis zu 120 Tage vorhandenen Empfangererythrozyten erscheint ausgeschlossen.
Zudem bietet die auf DurchfluRzytometrie beruhende wenig laborintensive Methode

gegenuber molekularbiologischen Methoden zeitliche und finanzielle Vorteile.

1.2.4 Prognostische Aussagekraft

Viele wissenschafliche Untersuchungen der letzten Jahre haben zu einem besseren
Verstandnis des Chiméarismus nach Transplantation hAmatopoetischer Stammzellen
beigetragen. Inwieweit Patienten mit einem gemischten Chimarismus ein erhéhtes
Risiko einer Transplantatabsto3ung oder eines Rezidivs haben, konnte in klinischen
Studien bisher jedoch nur teilweise geklart werden. Es finden sich in der Literatur
widerspruchliche Daten tber die prognostische Aussagekraft [58,76,77,78,79,80]. So
zeigten Bader et al. bei Patienten mit verschiedenen Leukamien, dass ein
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ansteigender MC mit einer erhdhten Rezidivrate einhergeht [79,80]. Hingegen fanden
Choi et al. keine Relevanz eines gemischten Chimarismus fir die rezidivierende
akute Leukéamie [76].

Der Grund fur die Diskrepanz der Studienergebnisse Uber die Relevanz der
Chimarismusanalysen ist noch immer nicht endgultig geklart. Moglicherweise sind es
technische Grunde, wie die unterschiedliche Sensitivitit oder verschiedene
Untersuchungsprotokolle. Auch die Auswahl des Patientenkollektivs erscheint
bedeutsam. Denn die meisten Studien, die eine prognostische Bedeutung des MC
zeigen konnten, untersuchten padiatrische Patienten. So bleibt die Frage nach der
Aussagekraft des MC weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen und
wird kontrovers diskutiert [49,77].

Zusatzlich konnte von Gyger einen moglichen Einfluss des Chimarismus nach

allogener HST auf Graft failure und das Auftreten einer GvHD zeigen [81].

1.3 Fragestellungen

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel, den Retikulozytenchimarismus als eine
alternative  Methode zur  Chimarismusbestimmung nach  Transplantation
haematopoetischer Stammzellen zu evaluieren. Sie besitzt wie oben beschrieben
gegenuber etablierten Methoden mehrere Vorteile. In der ausgewéhlten
Fragestellung soll die Richtigkeit und Sensitivitat der Methode an genau definierten
Blutgemischen gezeigt werden. Weiterhin soll in einer klinischen Untersuchungsreihe
bei Patienten nach KMT oder PBPCT die Nachweisbarkeit eines Chimarismus und

der Stellenwert der Methode dokumentiert werden.
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2. Materialien

2.1 Antikorper

Biotest AG, Dreieich
Rh- Seren inkomplett Anti-E (RH3)
Rh- Seren inkomplett Anti-e (RH5)

Biotrend Chemikalien GmbH, KdIn
Blood Group Rh related human IgG Clone BRIC 69

Dianova AG, Hamburg

Fab anti-human IgG (H+L) R- Phycoerythrin- Konjugat

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA

Goat Anti-Human IgG, Ph-conjugated AffiniPure F(ab”), Fragment

Serologicals Ltd, Livingston, GroRbritannien

Anti-C Human IgG monoclonal Antibody Clone MS-23
Anti-D Human 1gG monoclonal Antibody Clone MS-26
Anti-E Human IgG monoclonal Antibody Clone MS-78

Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham, USA
Goat Anti-Human Ig (H+L)-RPE

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Amersham Phamacia Biotech Europe GmbH, Freiburg

HiTrap affinity columns Protein A

HiTrap affinity columns Protein G
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Becton Dickinson, San Jose, USA
FACSafe

FACSRinse

FACSFlow

CellWASH

Biochrom KG, Berlin
PBS-Dulbecco w/o Ca**, Mg**

Biologische Analysensystem GmbH, Lich

Anti-D monoklonal, saline (IgM)
BAG Elutions-System

Biotest AG, Dreireich

Rh-Serum inkomplett Anti-c (RH4)
Rh-Serum inkomplett Anti-C (RH8)
Rh-Serum inkomplett Anti-E (RH3)
Rh-Serum inkomplett Anti-e (RH5)

Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden
HiTrap™ Protein G HP 1ml
HiTrap™ Protein A HP 1ml

DiaMed SA, Cressier, Schweiz
ID-Card ,Liss/Coonbs*
ID-DiaCell Testerythrozyten
ID-Diluent 2

LIFE TECHNOLOGIES, Paisley, Schottland

Fetales Kalberserum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Thiazol- Orange
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2.3 Gerate

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalspritze 20ml

Becton Dickinson, San Jose, USA
FACScan™, Flow Cytometer
FALCON 5ml Round-Bottom Tubes

Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Standardtips 5pul,20ul und 100ul

Greiner Labortechnik , Kremsmiinster, Osterreich

Rundbodenréhrchen 12mil

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Rotanta P
Roto Silenta/KS

Kabe, Nimbrecht
Primavette K3E

Janke & Kunkel, Staufen
Vibrofix VF 1

Sud-Laborbedarf GmbH, Starnberg
SL-Pette

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Einmal-Pasteurpipetten 3,5ml
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Sysmex GmbH, Norderstedt
Sysmex KX-21
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3. Methode

3.1 Gewinnung von Vollblut

3.1.1 Gesunde Probanden

Um die Genauigkeit und  Sensitivitatt der neuen  Methode  zur
Chiméarismusbestimmung evaluieren zu kénnen, wurde gesunden Spendern in der
Abteilung fur Transfusionsmedizin 2ml EDTA antikoaguliertes Blut peripher
entnommen. Deren Blutgruppen im ABO- und Rhesus-System (CcD.Ee) waren im

Rahmen der Spendertestung im Routinelabor bestimmt worden.

3.1.2 Patienten

Zwischen Januar und Juni 2001 wurde 11 Patienten mit verschiedenen malignen
hamatologischen Erkrankungen an der Abteilung flir Knochenmarktransplantation
des Klinikum Grosshadern nach KMT bzw. PBPCT 2ml EDTA antikoaguliertes Blut
entnommen. Hierflr lag ein positives Votum der Ethikkommission vor (siehe Anhang
S. 65). Die Blutentnahme erfolgte zum Zeitpunkt des Takes zwischen dem 24. und
79. Tag nach Transplantation. Mit der vorgestellten Methode wurde am selben Tag
der Chimarismus im Rhesus- bzw. ABO-System, je nach bekannter Differenz
zwischen Spender und Empfanger im Rahmen der Austestung vor Transplantation,
bestimmt. Eine Zusammenstellung der Patienten, deren jeweilige Diagnose, Art der
durchgeflihrten Stammzelltransplantation und das die Transplantation vorbereitende

Konditionierungsschema findet sich in Tabelle 2.
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Patient |Alter/ Diagnose |Transplantation [Konditionierungsschema
Geschlecht
1 44/m ALL PBPCT TBI,Cy,ATG,CyA
2 43/w CML BMT TBI,Cy,ATG,CyA,MTX
3 46/w ALL PBPCT TBI,Flu,Cy,ATG,CyA
4 27/m AML PBPCT TBI,Flu,Amsa,AraC,Cy,ATG,CyA,MMF
5 42/m CLL PBPCT TBI,Flu,Cy,ATG,CyA,MMF
6 61/m CML PBPCT TBI,Flu,Amsa,AraC,Cy,ATG,CyA,MMF
7 37/m MM BMT TBI,Flu,Cy,ATG,CyA
8 45/m B-NHL PBPCT TBI,Flu,Cy,CyA
9 57/m CML BMT TBI,Flu,Cy,ATG,CyA,MTX
10 24/m NHL BMT TBI,Cy,ATG,CyA,MTX
11 26/w CML PBPCT TBI,Cy,ATG,CyAMTX

Tab. 2: Patientenkollektiv (TBI = total body irradiation, Cy = Cyclophosphamid, Flu = Fludarabin, Amsa
= Amsacrin, AraC = Cytarabin, ATG = anti-thymocyte-globulin, CyA = Cyclosporin A)

3.2 Zellpraparation

In ein 5-mI-FALCON-R6hrchen wurden 500ul der EDTA-antikoagulierten Probe
pipetiert und 3x mit CelWASH gewaschen. Dabei wurde jeweils 3 min mit 300g
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die gewaschene Probe wurde mit
optimiertem PBS Puffer auf ca. 1x10° Erythrozyten/pl verdiinnt. Die Zellzahl wurde

mittels Durchflul3zytometrie im Sysmex kontrolliert.

3.2.1 Retikulozytenzahlung

Fir die Retikulozytenzahlung wurden 5ul der so praparierten Probe abpipetiert und in
800ul Thiazolorange gegeben. Gleichzeitig wurde von jeder Probe eine
Negativkontrolle von 5pl in 800ul optimiertem PBS Puffer angesetzt. Die Messung
erfolgte nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln am

Durchflusszytometer.
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3.2.2 Praparation zur Retikulozyten- / Erythrozytenantigen-

bestimmung

5ul der gewaschenen Blutprobe wurden der entsprechenden optimalen Menge an
primarem Antikorper zugesetzt (Tab. 3) und 15 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Weitere 5ul wurden als Negativkontrolle bereitgestellt, um spéater

die unspezifischen Bindungen des sekundaren Antikorpers festzustellen.

Antikorper ‘ Anti-D-Ak ‘ Anti-C-Ak ‘ Anti-c-Ak ‘ Anti-A-Ak

Menge ‘ 20l ‘ 30ul ‘ 60l ‘ 60pl

Tab. 3: Eingesetzte Menge des primaren Antikdrpers

Nach zweimaligem Waschen mit CellWASH wurden 100upl des 1:100 mit PBS
verdinnten R-PE markierten Goat Anti-Human IgG zugegeben. Dieser diente als
Sekundarer Antikorper und wurde in gleicher Menge auch dem wie oben
beschrieben bereitgestellten Blut zugegeben. Nach 20-minutiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur im Dunkeln und einem weiteren Waschvorgang wurde beiden
Proben 800ul Thiazolorange zupipetiert. Vor der durchflul3zytometrischen Messung

wurde jede Probe nochmals 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

3.3 Messung am FACScan

Die Messung erfolgte am FACScan Durchflul3zytometer der Firma BD. Die Methode
der DurchfluBzytometrie dient der Charakterisierung gefarbter Einzelzellen in
Suspension anhand der Lichtstreuungseigenschaften sowie der emittierten Fluores-
zenzstrahlung und hat sich auch bei der quantitativen Bestimmung von Erythrozyten
und Retikulozyten verschiedener Blutgruppen bewahrt [82,83]. Zur Analyse wird die
Zellsuspension in ein Probenrohrchen gegeben. Die Zellen werden uber ein
Schlauchsystem mittels Uberdruck in den Messbereich eingefiihrt. Hier treten sie in
eine Messkuvette ein, die von einem fokussierten 488nm-Argon-lonen-Laser

durchstrahlt wird. Die Zellen kénnen den Laser nur einzeln passieren. Die Streulicht-
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und Fluoreszenzsignale werden durch optische Systeme auf die verschiedenen
Photoverstarkerrohren geleitet. Das ungefilterte Spektrum des Vorwarts- bzw.
Seitwartskanals wird nach Ablenkungswinkel erfal3t. Das Vorwartsstreulicht (FSC)
korreliert mit der ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht (SSC) ist proportional der
Granularitat der Zelle [84]. Je nach Kopplung der fluoreszenzmarkierten Antikorper
geben sie Uber die entsprechenden Antigene Aufschlul3. Zur Abgrenzung der
Emissionsspektren von Thiazolorange und PE wurden Filter unterschiedlicher
Wellenlange verwendet [85]. Die Calibration erfolgte mittels standardisierter Proben
der Firma Becton Dickenson (CaliBRITE). Die Auswertung erfolgte auf einem
Macintosh-Computer mit Hilfe der ,CELLQuest Research Software* (Becton
Dickinson) entweder als einparametriges Histogramm oder als zweiparametriges
Diagramm (Dot-Plot), in dem jede Zelle als ein Punkt dargestellt wurde. Pro Ansatz
wurden 100000 Ereignisse gemessen. Es wird jeweils der prozentuale Anteil der zu
messenden Population angegeben.

3.4 Auswertung

In einem ersten Schritt der Auswertung wurden die roten Blutkérperchen insgesamt
(Ery- und Retikulozyten) mittels ihrer spezifischen ZellgréRe und Granularitat
identifiziert. Zur weiteren Auswertung wurde diese Population als Region R1 definiert
(Abb. 1), wodurch unspezifische Signale und Zelldebris von der Auswertung

ausgenommen wurden.
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Abb. 1: Erythrozyten und Retikulozyten
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3.4.1 Retikulozytenzahlung

Die Abgrenzung der Retikulozyten von den Erythrozyten erfolgte anhand der
Negativkontrolle ohne Zugabe der Fluoreszensmarkierung durch Thiazolorange. Im
einparametrigen Histogramm wurde die Region R2 so gesetzt, dass sie vom
Ursprung der y-Achse exakt 99,9% der Ereignisse einschloss. Die Region R2 soll
somit alle Thiazolorange negativen Ereignisse d,h. die Erythrozyten erfassen. Die
Region R3 wurde anschliessend so gesetzt, dass sie mit dem linken Ende genau auf
dem rechten Ende von R2 lag. Das rechte Ende von R3 wurde nun nach rechts
geoffnet, bis 3/4 der x-Achse eingeschlossen wurden (Abb. 2 und 3). Das letzte
Viertel der x-Achse sollte nicht in die Auswertung mit einbezogen werden, da hier
ebenfalls fluoreszierende Leukozyten liegen kdnnten [86]. In der im Anschluss bei
unveranderter Regioneinstellung durchgefuhrten Retikulozytenmessung erfasste die

Region R3 nun moglichst alle Retikulozyten.
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Abb. 2: Einstellung von R2 und R3
anhand der Negativkontrolle

Abb. 3: Retikulozytenmessung

3.4.2 Retikulozyten- / Erythrozytenantigenbestimmung

die mit

Oberflachenantigenen reagierenden Antikorpern gleichen Isotyps durchgefihrt wurde

Eine  Negativkontrolle, mit  fluoreszenzmarkierten, aber nicht

galt als MaR fur unspezifische Bindungen und Autofluoreszenz. Anhand dieser
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Negativkontrolle wurde eine waagerechte Linie positioniert, die negative von
positiven Ereignissen der Erythrozyten- und der Retikulozytenpopulation trennt.
Mindestens 99% der gezahlten Ereignisse der Negativkontrolle sollten unterhalb der
Linie liegen, um reproduzierbare Messergebnisse zu erhalten (Abb. 4).

Wahrend der Messung erschienen nun die zuvor in R3 von den Erythrozyten
abgegrenzten Retikulozyten in den Regionen R4 und R5. Die Ereignisse in R4
fluoreszierten sowohl orange (Thiazolorange) als auch rot (r-PE) entsprechend
Antigen positiver Retikulozyten, die in R5 nur orange entsprechend Antigen negativer
Retikulozyten. Bei den in den Regionen R6 und R7 erfassten Ereignissen handelte
es sich um die Erythrozyten. Dabei beinhaltete R6 die rot fluoreszierenden und
Region R7 alle nicht fluoreszierenden Erythrozyten (Abb. 5).
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Abb. 4: Unspezifische Ereignisse Abb. 5: Regionenzuordnung

3.5 Kontrollen

Zur Durchfiihrung einer Spezifitdtskontrolle wurde jeweils nur der Sekundarantikorper
und nicht der Primarantikbrper zugegeben. Dieses Vorgehen diente als
Negativkontrolle.

Als weitere Spezifitdtskontrolle wurde der primare Antikérper bei den Praparaten
eingesetzt, bei denen das entsprechende Antigen mit serologischen Methoden der

Blutgruppenbestimmung nicht nachweisbar war.
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Als Positivkontrollen bei der Untersuchung der Blutgruppenmerkmale wurden
Praparate zum Vergleich mitgefiihrt, die das jeweils nachzuweisende Antigen in

voller Auspragung bekanntermal3en enthielten (Sensitivitathachweis).

3.6 Chimarismusanalyse mittels STR-Methode

Die Chimarismusanalyse mittels STR-Methode wurde am Institut fur Rechtsmedizin
der Universitat Minchen durchgefuhrt. DNA von Spendern und Empfangern wurde
hierfir aus Knochenmark oder peripherem Blut isoliert, die interessierenden STRs
durch PCR kopiert und die PCR-Produkte ihrer Lange nach mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt [87]. Freundlicherweise stellten uns die Kollegen ihre
Resultate fiur die in unsere Untersuchung eingeschlossenen Patienten zur

Verfigung, um einen Vergleich anzustellen.

3.7 Statistische Methoden

Die Datenerfassung und Datenorganisation erfolgte mit Microsoft- Excel- Dateien fir
Windows, Version 1998 und 2000. Alle Angaben zu den Messergebnissen
entsprechen dem jeweiligen Mittelwert (M) mit dazugehérigem Standardabweichung
(SA). Bei durchflusszytometrischen Messungen wird jeweils der prozentuale Anteil
der zu messenden Population angegeben. Zur Berechnung der Prazision diente der
Variationskoeffizient (VC).
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4. Ergebnisse

4.1 Methodische Entwicklung und Evaluierung

4.1.1 Antikorper
4.1.1.1 Wahl des geeigneten Primarantikorpers

4.1.1.1.1 Antikorper aus der Routineblutgruppenbestimmung

Kommerziell erhaltliche Rh-Seren enthalten in der Regel ein Gemisch aus IgM und
IgG-Antikorpern, um z.B. bei der Blutgruppenbestimmung die Agglutinationsfahigkeit
der IgM-Antikérer zu nutzen. Dieser Effekt war bei dieser Untersuchung hinderlich,
da in der DurchfluBzytometrie prazise Ergebnisse nur durch Messung von
Einzelzellsuspensionen zu erhalten sind. Um wahrend der Antikdrperinkubation
gebildete Agglutinationen wieder zu l6sen, empfehlen einige Autoren, die Probe vor
der Messung durch eine 25-gauge Nadel zu spritzen [88]. Die Genauigkeit dieser
einfach durchfihrbaren mechanischen Methode wurde mit kommerziell erhaltlichen
inkompletten Rh- Seren Anti-e und Anti-E gepruft. Der Versuch wurde wie unter
Abschnitt 3.2 beschrieben durchgefiihrt und zusatzlich wurde die Probe vor der

durchflul3zytometrischen Messung durch eine 25g Nadel gezogen.
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Abb. 6: Vor mechanischer Trennung Abb. 7: Nach mechanischer Trennung

Vor mechanischer Trennung mittels 25G Nadel zeigten sich im Vorwarts-

Seitwartsdiagramm deutliche Agglutinationen in Form einer weiteren Population mit
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hoherer Vorwarts- und Seitwartsstreuung neben der normalen Erythrozyten- und
Retikulozytenpopulation (Abb. 6). Die Agglutinate waren nach der mechanischen
Trennung nicht mehr nachweisbar. Jedoch fanden sich jetzt Zellfragmente
unterschiedlicher Grésse und Granularitat (Abb. 7).

Durch Agglutination bedingt konnten 8-10% der gemessenen Ereignisse nicht in die
Auswertung einbezogen werden. Die mechanische Trennung der agglutinierten
Zellen mittels einer 25-gauge-Spritze reduzierte zwar diesen Fehler. Jedoch gingen
nach mechanischer Trennung noch immer etwa 2% der Ereignisse fur die Messung
verloren. Vermutlich wurden die Zellen mechanisch beschadigt und daher nicht mehr
durch ihre Granularitat und GroRe als Erythrozyten bzw. Retikulozyten im
DurchfluRzytometer erkannt d.h. sie lagen aulRerhalb der Region R1. In der Absicht
Retikulozytenpopulationen von wenigen Prozent nachzuweisen, ist ein methodischer
Fehler dieser Grol3e jedoch nicht tolerabel und daher wurde nach einem anderen

Weg, um Agglutinate zu vermeiden, gesucht.

4.1.1.1.2 Versuch der IgG-Anreicherung

Kommerziell erhaltliche Testseren enthalten sowohl IgG als auch IgM. Jedoch nur
Antikdrper der Gruppe IgM fihren zur Agglutination. Es gibt aber die Méglichkeit
IgG-Antikorper anzureichern. Dies wurde mit den Affinitdtschromatographiesaulen
HiTrap Protein G und Protein A versucht. Dabei wurden Pufferlosungen mit
verschiedenen pH-Werten eingesetzt. Eine elektrophoretische Uberpriifung der
Anreicherung der IgGs in der Abteilung fur Klinische Chemie des Klinikums
GroRhadern zeigte, dass die Elution mit der Losung aus dem BAG-Elutionskid (pH
2,0) eine Anreicherung der IgG erbrachte. Weitere Versuche der Elution mit
Zitronensaure unterschiedlicher Konzentrationen und Glycin-HCI brachten keine
Verbesserung mehr. Durch den Anreicherungsvorgang wurde jedoch die Affinitat des
Antikdrpers zum Antigen herabgesetzt und konnte auch durch den Einsatz grél3erer
Volumina des Primé&rantikorpers -eingesetzt wurden 50ul-800ul- nicht kompensiert
werden (Abb. 8-11). Um wirklich befriedigende Ergebnisse zu erhalten, erscheint es

notwendig reines IgG anzuwenden.
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4.1.1.1.3 Gewinnung von reinen IgG-Antikérpern

In der Routinediagnostik werden gewoéhnlich keine reinen 1gG-Seren verwendet. Es
mussten neue Wege der Gewinnung reiner IgG-Antikérper gesucht werden.

Die Plazentarschranke zwischen mdutterlichem und kindlichem Blut stellt einen der
effektivsten Filter fir IgM dar, da diese ein zu grof3es Molekulargewicht aufweisen.
Daher lag die Uberlegung nahe, sich diesen Mechanismus durch Verwendung von
Nabelschnurblut zu Nutze zu machen: Im Falle einer ABO-Inkompatibilitat zwischen
Mutter und Kind bildet die Mutter, die in einem solchen Fall Tragerin der Blutgruppe 0
ist, beim fetomaternalen Erythrozytenubertritt anti-A- bzw. anti-B-Antikdrper je nach
Blutgruppe des Kindes. Es handelt sich dabei um Immunglobuline der Klasse G, die
somit Plazenta gangig sind und im kindlichen Blut zirkulieren. Postpartal lassen sich
diese Antikorper auf den kindlichen Erythrozyten im Nabelschnurblut nachweisen

und daraus eluieren.

4.1.1.1.3.1 Materialgewinnung

Auf der Geburtenabteilung des Klinikums Grol3hadern wurde bei Gebarenden mit der
Blutgruppe 0 postpartal 10ml EDTA antikoaguliertes Nabelschnurblut entnommen.
Die Abnahme setzte die informierte Zustimmung der Frau voraus. Fiel der mit dieser
Probe durchgefuhrte direkte Coombstest positiv aus, wurden die Antikdrper aus dem

Nabelschnurblut eluiert.

4.1.1.1.3.2 Elution der Antikorper

4.1.1.1.3.2.1 Prinzip der Elution

Die Elution nutzt die Reversibilitat einer Antigen-Antikdrper-Reaktion: Da es sich bei
der Ag-AK-Reaktion nicht um eine chemische Verbindung handelt, sondern die
Molekule lediglich Uber elektrostatische und van der Waalsche Krafte gehalten

werden, kann der Antikérper durch Anderung des Reaktions-Milieus (Erhitzung,
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Ansduerung) wieder von seinem spezifischen Antigen getrennt werden. Dieser

Vorgang wird als Absprengung oder Elution bezeichnet und dient der Gewinnung von

Saureelution o

ANpA

spezifischen Antikérpern (Abb. 12).

Abb. 12: Saureelution

4.1.1.1.3.2.2 Verfahren der Elution

Die in vivo an Erythrozyten angelagerten Antikrper wurden in einem Saure-
Elutionsprozel3 dissoziiert und anschlieRend der Antikorpertiter des Eluats im
modifizierten Coombstest bestimmt. Es wurde das BAG Elutions-System verwendet.
3ml des Nabelschnurvollbluts wurden einmal in NaCl gewaschen. Der Uberstand
wurde dekantiert. Das Erythrozytenkonzentrat wurde mit der im Elutionssystem
mitgelieferten Waschlosung 4x gewaschen. Die Waschlosung wurde zuvor 1:10 mit
destiliertem Wasser verdunnt und in einem verschlossenen Behdlter auf 4C
abgekihlt, um die Gefahr einer Dissoziation der gebundenen Antikérper wahrend
des Waschvorgangs zu vermindern. Den gewaschenen Erythrozyten wurde
Elutionslésung im Verhaltnis 1:1 zugegeben, gut gemischt und 1 Minute bei 900g
zentrifugiert. Der Uberstand (Eluat) wurde in ein sauberes Testréhrchen tberfiihrt
und die Erythrozyten verworfen. 5 Tropfen der Pufferldosung wurden gut mit dem
Eluat vermischt und tropfenweise Pufferldsung zugegeben, bis eine blaue Farbung
sichtbar wurde, welche einen pH-Wert von 6,5-7,5 anzeigt. Um eventuelle Zellreste
zu entfernen wurde das Eluat erneut 1 Minute bei 900g zentrifugiert und der

Uberstand abpipetiert.
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Der Antikorpertiter des Eluats wurde im modifizierten Coombstest bestimmt.
Verwendet wurde die ID-Card ,Liss/Coombs* der Firma DiaMed. Das Eluat wurde im
Verhéltnis 1:2, 1:4, 1.8, 1:16, 1:32 und 1:64 mit NaCl verdinnt. Eine 0,8%ige
Erythrozytensuspension wurde hergestellt, indem 1ml ID-Diluent 2 mit 10l
Erythrozytenkonzentrat der Blutgruppe A leicht gemischt wurde. Die Mikroréhrchen
wurden mit jeweils 50ul der Erythrozytensuspension ,ID-DiaCell* bestlckt. 25ul des
verdinnten Eluats wurde in das entsprechend beschriftete Mikroréhrchen
hinzugegeben und die ID-Karte wahrend 15 Minuten bei 37T inkubiert.
Anschliessend wurde die ID-Karte 10 Minuten bei 900g zentrifugiert und die Reaktion

abgelesen.

Auf diese Weise konnten wir anti-A-lgG gewinnen und diese fir die weiteren
Untersuchungen verwenden. Leider gelang dies nicht fur anti-B-Antikorper, da in
keiner der vorliegenden Proben anti-B-Antikérper in ausreichender Konzentration
vorhanden war. Dies ware gegebenenfalls bei Etablierung der Methode erneut zu
versuchen.

Fur das Rhesussystem scheint es noch schwieriger, geeignete Proben aus
Nabelschnurblut zu gewinnen. Anti-c, anti-C, anti-e und anti-E werden auch bei
Kontakt von mutterlichem und fetalem Blut selten stark genug ausgebildet, da die
Merkmale c, C, e und E nur geringe Antigenitat besitzen. Zudem wird die Ausbildung
von anti-D-Antikorpern heutzutage durch die sogenannte Rhesusprophylaxe
verhindert, um das Kind vor hdmolytischen Prozessen zu schiitzen. Nur eine einzige
Probe enthielt ausreichend anti-c-Antikérper, um in der beschriebenen Methode
Anwendung zu finden.

Daher wurde alternativ nach kommerziellen und hochreinen IgGs gegen
Rhesusblutgruppenmerkmale gesucht. Bei einer schottischen Firma Serologicals Ltd,
die verschiedene humane, monoklonale Immunglobulinen der Klasse IgG
entwickelte, konnten zumindest anti-C- und anti-D- und anti-E-Antikdrper der Klasse
IgG erworben werden. Diese Antikdrper waren aber noch nicht fir den klinischen
Einsatz getestet. Die anti-E-Antikbrper zeigten eine nicht ausreichende
Bindungskapazitat und konnten daher nicht eingesetzt werden.

Somit standen fir unsere Untersuchungen anti-A-IgG, anti-c-lgG, anti-C-IgG und
anti-D-IgG zur Verfugung.
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4.1.1.2 Ermittlung des geeigneten Antikorpervolumens

4.1.1.2.1 Primarantikorper

Das geeignete Antikdrpervolumen wurde mittels Titration bestimmt. Hierflr wurden in
einem ersten Schritt die Antikdrper in Mengen von 0,5ul; 1pl; 5ul; 10pl; 20pul; 50ul;
100p! und 200pl zu jeweils 5ul der wie unter 3.2 beschrieben vorbehandelten EDTA-
Probe gegeben. Die EDTA-Probe enthielt das entsprechende Antigen in voller
Auspragung. Der weitere Versuchsablauf entsprach dem unter Methode 3.2
beschriebenen Vorgehen. Der fiir eine gute Messung in Frage kommende
Volumenbereich wurde weiter in kleineren Teilschritten untersucht. Als Kriterium fir
die Beurteilung der Ergebnisse diente die Zahl der unspezifischen Ergebnisse. Diese
sank mit steigendem Volumeneinsatz des Antikérpers. Jedoch stieg damit auch der
prozentuale Anteil agglutinierter Zellen, die dadurch der Messung verloren gingen.
Es galt also das Volumen einzusetzen, dass zu moglichst wenig unspezifischen
Ereignissen fuhrte und gleichzeitig ein Minimum an Agglutination aufwies. Im

Folgenden sind die Ergebnisse fur die entsprechenden Antikorper dargestellt:

Anti-c 50ul e0ul goul 100ul
Auswertungsrate[%] 99,2 99,3 98,8 97,6
unspez. Ereignisse

[Anzahl/ 100000 98 53 42 11
Ereignisse]

Tab. 4: Volumenbestimmung anti-c

Anti-C 20ul 25ul 30ul
Auswertungsrate[%o] 98,63% 98,69% 98,55%
unspez. Ereignisse

[Anzahl/ 100000 10 8 5
Ereignisse]

Tab. 5: Volumenbestimmung anti-C
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Anti-A 20pl 30ul 40ul 50ul 60l 100pl
Auswertungsrate[%] | 99,78 99,61 99,63 99,52 99,07 95,14
unspez. Ereignisse

[Anzahl/ 100000 9145 5246 1862 1759 612 538
Ereignisse]

Tab. 6: Volumenbestimmung anti-A

Anti-D 0,2ul 0,4ul 0,6ul 0,7ul 0,8l 1,0ul 1,2ul
Auswertungsrate[%] | 98,59 | 95,30 | 97,63 | 96,56 | 9591 | 77,74 | 74,34
unspez. Ereignisse

[Anzahl/ 100000 7498 1035 148 60 46 20 23
Ereignisse]

Tab. 7: Volumenbestimmung anti-D

Demzufolge wurden folgende Antikdrpervolumina fir die Methode festgelegt:

e anti-c: 60ul
e anti-C: 30ul
e anti-A: 60ul
e anti-D: 0,7ul

Um eventuelle Unterschiede des geeigneten Antikdrpervolumens bei heterozygoten
Tragern des entsprechenden Rhesusmerkmals auszuschliessen, wurde auch eine
Antikdrpervolumenbestimmung mit Blut der Rhesusanlage Cc durchgefihrt.

Hierzu wurden artifizielle Blutgemische der Blutgruppe Rhesus CC mit Rhesus cc,
bzw. Rhesus Cc mit Rhesus cc untersucht. Es wurde nach der unter 3.2
beschriebenen Methode vorgegangen und anti-C als Primérantikorper eingesetzt. In

der folgenden Tabelle sind die Nachweisraten fur C positive Zellen dargestellt.
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Mischverhaltniss Gemisch CC/cc Gemisch Cclcc Differenz
100% zu 0% 98,36% 97,98% 0,38%
90% zu 10% 86,38% 85,08% 1,30%
50% zu 50% 43,09% 41,29% 1,80%
0% zu 100% 0,22% 0,19% 0,03%

Tab. 8: Artifizielle Blutgemische

Die Blutgemische von homozygoten und heterozygoten C-Merkmalstrager mit
Blutgruppe cc zeigen keine signifikanten Abweichungen bei der Messung und es
erscheint daher gerechtfertigt, die Methode auch bei heterozygoten

Merksmalstragern anzuwenden.

4.1.1.2.2 Sekundarantikorper

Um die geeignete Konzentration des Sekundarantikérpers zu bestimmen wurde eine
Verdinnungsreihe angesetzt. Dabei wurde der R-PE markierte Goat Anti-Human
IgG-Antikorper 1:50, 1:100, 1:150, 1:200 und 1:300 mit PBS versetzt. Der ubrige
Versuchsablauf wurde auf bereits beschriebene Weise durchgefiihrt. Die Ergebnisse

zeigt Tabelle 9:

Verdiinnung ‘ 1:50 ‘ 1:100 ‘ 1:150 ‘ 1:200 ‘ 1:300

Positive Ereignisse [%)] ‘ 99,40 ‘ 99,79 ‘ 92,10 ‘ 86,29 ‘ 76,77

Tab. 9: Sekundarantikérperverdiinnung

Als Kriterium wurden die in einem Blut, welches das zu messende Merkmal in voller
Auspragung enthielt, gemessenen positiven Ereignisse angelegt. Die geringste den
primaren Antikdrper abséattigende Konzentration, also 1:100, wurde als Stand-

ardverdinnung festgelegt.
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4.1.2 Bestimmung der geeigneten Zellpraparation

4.1.2.1 Inkubation

Der Versuch, die Oberflachen der Blutzellen in verschiedenen Milieus fur die
Antigen-Antikorper-Reaktion vorzubereiten, brachte keinen Vorteil: Sowohl die
Vorinkubation mit fetalem Kalberserum (auch verdinnt mit PBS) als auch mit
Magermilchpulver fihrten zu vermehrter Agglutination.

Um zu zeigen, ob die Inkubationszeit des Primarantikdrpers Einfluss auf das
Messergebnis hat, inkubierten wir ein artifizielles Blutgruppengemisch, welches zu
50% ein zu untersuchendes Merkmal trug, 5, 15 und 35 Minuten (Abb. 13-15, Tab.
10). Nach 5 Minuten war die Diskriminierung zwischen positiven und negativen
Ereignissen weniger deutlich als nach 15 Minuten. Eine noch langere Inkubationszeit

brachte keine Verbesserung:

10

103

102

10

= F"i OO
10° 10*

Abb. 13: Ergebnis nach 5 Minuten Inkubation Abb. 14: Ergebnis nach 15 Minuten Inkubation
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Abb. 15: Ergebnis nach 35 Minuten Inkubation

Inkubationszeit [Min] ‘ 5 ‘ 15 ‘ 35

Positive Ereignisse [%]‘ 46,79 ‘ 49,06 ‘ 49,11

Tab. 10: Inkubationszeit

Bei der Inkubation des Sekundarantikdrpers versuchten wir Zeiten von 20, 40 und 60
Minuten. Hier jedoch ergab sich kein Unterschied und wir entschieden uns fir die in
der Literatur allgemein angegebenen 20 Minuten.

Auch bei der Inkubation von Thiazolorange richteten wir uns nach der in der Literatur
empfohlenen Zeit von einer Stunde [89]. Verlangerte Inkubationszeiten von 1,5 und 2

Stunden zeigten jedoch keine unterschiedlichen Ergebnisse.

4.1.2.2 Waschvorgang

Nach Inkubation mit dem Primarantikdrper wurde mit PBS gewaschen. Es wurde
versucht, die Nachweisrate durch mehrfaches Waschen zu verbessern. Es zeigte
sich jedoch, dass ein Waschen mit PBS haufiger als zweimal keine Verbesserung

erbrachte (Tab. 11). Daher wurde zweimaliges Waschen gewabhilt:
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‘ ohne ‘ 1mal ‘ 2mal ‘ 3mal ‘4ma|

Auswertungsrate[%] ‘95,17 ‘99,19 ‘99,48 ‘99,44 ‘98,78

Tab. 11: Anzahl der Waschvorgénge nach Inkubation mit dem Primé&rantikbrper

Die  Durchfihrung eines Waschvorganges nach Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper bedeutete eine deutliche Reduktion der gemessenen
unspezifischen Ereignisse. Zeigten sich ohne Waschen 7,94% unspezifische
Ereignisse, waren es nach einem Waschvorgang nur noch 0,05% unspezifische
Ereignisse. Ein weiterer Waschvorgang brachte keine Verbesserung mehr. Er hatte

lediglich einen Zellverlust zur Folge.

4.1.2.3 Zentrifugation

In einer weiteren Versuchsreihe sollte die optimale Zentrifugationsgeschwindigkeit
bestimmt werden. Die Zentrifugation im unter 3.2 beschriebenen Ablauf wurde
jeweils 3 Minuten mit 700 U/min, 800 U/min, 900 U/min und 1100 U/min
durchgefuhrt.

‘ 700 U/min ‘ 800 U/min ‘ 900 U/min ‘ 1100 U/min

Unspezifische

o 0,12 0,08 1,14 3,10
Ereignisse [%0]

Tab. 12: Zentrifugationsgeschwindigkeit

Wie Tabelle 12 zeigt, werden durch hohe Zentrifugationsgeschwindigkeiten Zellen
zerstort, die durchfluRzytometrisch als unspezifische Ereignisse gemessen werden.

Daher wurde 800 U/min als Standardgeschwindigkeit zur Zellpraparation festgelegt.
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4.1.2.4 Farbstoffmarkierung

Die in Retikulozyten noch vorhandene RNS ermdglicht es, diese von Erythrozyten
durchflu3zytometrisch zu diskriminieren: Zellen die RNS enthalten, kdénnen mit
Farbstoffen wie Thiazolorange angefarbt werden. Thiazolorange besitzt
fluoreszierende Eigenschaften und kann daher durchfluRzytometrisch nachgewiesen
werden [90,91]. Eingesetzt wurden Mengen von 100ul, 200ul, 300ul, 500ul, 800l
und 1000ul. Erst beim Einsetzen von 800ul Thiazolorange ist es mdglich die
Erythrozytenpopulation von der Retikulozytenpopulation (Regionen R7 und R8) zu
trennen (Abb. 16 und 17, Tab. 13). 1000ul brachte keine Verbesserung.
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Abb. 16: Ergebnis bei 1004 Thiazolorange Abb. 17: Ergebnis bei 8004l Thiazolorange

‘1oou| ‘ZOOuI ‘300ul ‘SOOuI ‘SOOuI ‘1000ul

Markierte
Retikulozyten [%]

68,32 72,67 74,13 87,33 100 100

Tab. 13: Farbstoffmarkierung mit unterschiedlichen Mengen an Thiazolorange

4.1.3 Wiederfindung
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Um die Genauigkeit der neuen Methode zu evaluieren wurden Blutproben

verschiedener Blutgruppen in folgenden Verhéaltnissen gemischt:
100:0, 98:2, 95:5, 90:10, 50:50, 10:90, 5:95, 2:98 und 0:100.

Es sollte eine moglichst genaue Messung der vorgelegten Zellen gezeigt werden.

Erythrozyten Retikulozyten
100:0 100,0 0,0 99,4 0,6
98:2 97,3 2,7 96,9 3,1
95:5 93,3 6,7 95,1 4,9
90:10 87,2 12,8 90,0 10,0
50:50 45,6 54,4 49,4 50,6
10:90 8,9 91,1 9,7 90,3
5:95 4,3 95,7 50 95,0
2:98 2,1 97,9 2,8 97,2
0:100 0,1 99,9 0,4 99,6

Tab. 14: Wiederfindung anti-c

Erythrozyten Retikulozyten
100:0 99,8 0,2 98 2
98:2 97,6 2,4 96,7 3,3
95:5 94,4 5,6 95,4 4,6
90:10 88,5 11,5 91,8 8,2
50:50 47,9 52,1 49,3 50,7
10:90 11,4 88,6 10,2 89,8
5:95 6,3 93,7 5,9 94,1
2:98 2,6 97,4 2,3 97,7
0:100 0,3 99,7 1 99

Tab. 15: Wiederfindung anti-C
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Abb. 18: Wiederfindung anti-c
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Abb. 19: Wiederfindung anti-C
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Erythrozyten Retikulozyten

100:0 99,8 0,2 99,1 0,9
98:2 97,5 2,5 96,6 3,4
95:5 94,5 55 94,9 51
90:10 89,1 10,9 87,2 12,8
50:50 49 51 50,3 49,7
10:90 7,7 92,3 9,2 90,8
5:95 3,7 96,3 4,3 95,7
2:98 1,6 98,4 2,1 97,9
0:100 0,1 99,9 1,1 98,9

B Vorgabe
H Erythrozyten
I H Retikulozyten
. e .

Tab. 16: Wiederfindung anti-A Abb. 20 : Wiederfindung anti-A
Erythrozyten Retikulozyten

100:0 100 0 99,8 0,2

98:2 97,8 2,2 96,9 3,1

95:5 94,3 5,7 95,5 4,5

90:10 88,7 11,3 89,8 10,2 B Vorgabe

50:50 46,5 53,5 49,5 50,5 B Erythrozyten

10:90 94| 906] 103] 897 MRetlkulozyten

5:95 4,9 95,1 6,1 93,9

2:98 2,1 97,9 2,6 97,4 | —

0:100 0,1 99,9 0,8 99,2

Tab. 17: Wiederfindung anti-D Abb. 21: Wiederfindung anti-D

Die oben dargestellten Tabellen zeigen die Genauigkeit der vorgestellten Methode
zur Retikulozytenchimarismusbestimmung. Fir jeden Antikérper wurde eine
Wiederfindung durchgefuhrt. Dabei wurde jeweils eine Blutgruppe mit dem zu
testenden Blutgruppenmerkmal mit einer Blutgruppe ohne dieses Merkmal in
unterschiedlichem Verhaltnis gemischt. Die gemessenen merkmalspositiven
Erythrozyten und Retikulozyten wurden separat ausgewertet und als Prozentsatz an
der Gesamtpopulation in die Tabellen eingetragen. Bei den Retikulozyten war die in
den Ausgangsproben vorhandene unterschiedliche Anzahl zu bertcksichtigen. So
liessen sich bei dem Gemisch einer Blutgruppe mit dem Merkmal ¢ und einer
Blutgruppe ohne dieses Merkmal mit der beschriebenen Methode bei einem
Mischungsverhaltnis von 98:2 97,8% merkmalspositive Erythrozyten und 96,9%

merkmalspositive Retikulozyten nachweisen. Bei einem Mischungsverhdltnis von
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95:5 fanden sich 93,3% bzw. 95,1%, bei 90:10 87,2% bzw. 90,0% der jeweiligen
Zellpopulationen. Wurden die Blutgruppen zu gleichen Teilen vermischt wurden
45,6% der Erythrozyten und 49,4% der Retikulozyten als das Merkmal anti-c
Bei
Erythrozyten und 9,7% der Retikulozyten als merkmalspositiv gewertet, bei 5:95
waren es 4,3% bzw. 5,0% und bei 2:98 2,1% bzw. 2,8%. Die Interpretation der

tragende Zellen erkannt. einem Gemisch von 10:90 wurden 8,9% der

Ubrigen Tabellen verlauft entsprechend und zeigt bei allen Antikérpern eine

hinreichend gute Wiederfindung der vorgelegten Blutgruppengemische.
Retikulozytenpopulationen ab 5% aller Retikulozyten lassen sich mit ausreichender

Genauigkeit nachweisen. Die Graphiken veranschaulichen die beschriebenen Daten.

4.1.4 Prazision

Um die Reproduzierbarkeit der Methode zu zeigen, wurden fir anti-D und anti-c
jeweils 2 Vollblutproben verwendet, mit denen 6 Wiederfindungen an einem Tag bzw.
je eine Wiederfindung an 6 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt wurde.

Die Ergebnisse sind nachfolgend fur anti-D dargestellt:

Erythrozyten

Vorgabe | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4 | Messung 5 | Messung 6
100 99,8 99,7 99,9 100 100 100
98 97,3 97,5 97,6 97,5 97,5 97,5
95 94,0 94,3 93,7 94,1 94,0 93,4
90 89,1 89,5 89,2 88,9 89,7 88,5
50 47,8 48,8 48,3 46,7 48,6 47,8
10 9,9 10,0 9,9 10,3 10,2 10,0
5 5,5 5,7 5,5 5,8 5,6 5,6
2 2,6 2,6 2,5 2,6 2,6 2,6
0 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 0,4

Tab. 18: Prazision gezeigt durch 6 Wiederholung der Methode an einem Tag - Erythrozyten (anti-D)



Ergebnisse 49

Erythrozyten

100 +

80 ~

60

40 +

20 ~

0,

B Messung 1
B Messung 2
B Messung 3
O Messung 4
B Messung 5
O Messung 6

Abb. 22: Préazision gezeigt durch 6 Wiederholung der Methode an einem Tag - Erythrozyten (anti-D)

Retikulozyten

Vorgabe | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4 | Messung 5 | Messung 6

100 96,6 96,4 98,6 99,0 99,0 99,1

98 96,0 96,9 96,5 94,9 96,0 96,7

95 92,9 93,5 93,7 92,4 93,3 94,2

90 89,0 90,3 87,0 87,6 88,4 89,0
50 51,7 52,2 49,0 46,8 47,8 50,3

10 12,4 12,1 9,4 10,7 9,5 12,7

5 7,2 7,8 5,6 6,3 8,8 8,1

2 4,0 3,8 2,9 2,5 3,9 4,1

0 3,7 3,0 1,7 1,8 1,5 1,4

Tab. 19: Prazision gezeigt durch 6 Wiederholung der Methode an einem Tag - Retikulozyten (anti-D)

Retikulozyten

100

80 ~

60 -

40 -

20 ~

0,

E Messung 1
B Messung 2

B Messung 3
E Messung 4
O Messung 5
B Messung 6

Abb. 23: Prazision gezeigt durch 6 Wiederholung der Methode an einem Tag - Retikulozyten (anti-D)
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Erythrozyten

Vorgabe Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
100 99,8 99,7 100 100 100 100
98 97,3 97,5 97,8 97,7 97,7 97,8
95 94,0 94,3 94,2 94,2 94,5 94,9
90 89,1 89,5 88,8 88,6 88,9 88,8
50 47,8 48,8 47,6 47,5 47,1 48,1
10 9,9 9,4 10,0 10,0 9,9 10,4

5 5,5 5,7 5,1 5,3 5,0 5,6

2 2,6 2,6 2,1 2,3 2,2 2,3

0 0,3 0,4 0,1 0,4 0,1 0,1

Tab. 20: Prazision gezeigt durch Wiederholung der Methode an 6 aufeinanderfolgenden Tagen
- Erythrozyten (anti-D)

Erythrozyten
100 -
80 mTag1l
mTag 2
60 1 mTag 3
20 | OTag 4
W Tag 5
20 - DO Tag 6
0 1T I ———

Abb. 24: Préazision gezeigt durch Wiederholung der Methode_an 6 aufeinanderfolgenden Tagen
- Erythrozyten (anti-D)

Retikulozyten

Vorgabe | Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
100 96,6 99,8 99,1 99,0 99,7 99,9
98 96,0 96,9 97,5 97,9 97,5 98,1
95 92,9 95,5 94,1 95,0 94,9 93,9
90 89,0 89,8 87,8 89,5 86,4 89,1
50 51,7 49,5 48,1 48,7 47,5 50,2
10 12,4 10,3 8,0 10,8 8,5 10,3

5 7,2 6,1 4,7 6,6 6,5 7,1
2 4,0 2,6 2,3 3,0 1,8 2,5
0 3,7 0,8 11 1,4 0,5 0,7

Tab. 21: Prazision gezeigt durch Wiederholung der Methode an 6 aufeinanderfolgenden Tagen
- Retikulozyten (anti-D)
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Retikulozyten

100
80 - ETag 1
OTag 2
60 - HETag 3
OTag 4
40 1 B Tag 5
HETag 6

20 +

0 -

Abb. 25: Préazision gezeigt durch Wiederholung der Methode an 6 aufeinanderfolgenden Tagen
- Retikulozyten (anti-D)

Nun wurden fir die einzelnen Mischungsverhdaltnisse die Mittelwerte der 6
Wiederholungen der Methode an einem Tag, die Standardabweichung (SA) und der
zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse dienenden
Variationskoeffizient (VC) getrennt nach Erythrozyten und Retikulozyten berechnet.
Die Versuchsreihnen demonstrieren, dass die Messgenauigkeit bis zu einem
Mischverhaltnis einschlief3lich 10:98 - also 10% Anteil der nachzuweisenden Zellen -

sehr gut und bis zu einem Mischverhaltnis von 2:98 mit zufriedenstellender Prazision

gegeben ist.
Erythrozyten Retikulozyten

Mittelwert SA VC Mittelwert SA VC
100 :0 99,9 0,11 | 0,11 98,3 1,16 1,18
98:2 97,5 0,10 | 0,10 95,7 0,53 0,56
95:5 93,9 0,28 | 0,29 92,6 0,55 0,59
90:10 89,1 0,38 | 0,43 87,3 0,81 0,93
50 :50 48,0 0,68 1,43 46,6 0,71 1,52
10 :90 10,0 0,16 1,61 9,9 0,85 8,58
5:95 5,6 0,11 1,92 6,5 0,95 14,6
2:98 2,6 0,04 | 147 3,1 0,42 13,6
0:100 0,4 0,03 | 9,12 1,9 0,68 35,6

Tab. 22: Prazision gezeigt durch 6 Wiederholung der Methode an einem Tag



52 Ergebnisse

Die Werte der Wiederholung der Methode an 6 aufeinanderfolgenden Tagen wurden
analog berechnet.

Erythrozyten Retikulozyten

Mittelwert SA VC Mittelwert SA VC
100 :0 100,0 0,03 | 0,03 99,2 0,57 0,58
98:2 97,7 0,11 | 0,12 96,6 0,64 0,67
95:5 94,3 0,29 | 0,31 93,0 0,88 0,95
90:10 88,8 0,16 | 0,18 85,8 1,09 1,27
50 :50 47,5 0,54 | 1,14 42,9 2,09 4,86
10 :90 10,0 0,29 | 2,94 7,9 0,99 12,6
5:95 5,2 0,29 | 5,45 51 0,76 14,9
2:98 2,2 0,17 | 7,65 2,1 0,51 24,5
0:100 0,2 0,14 | 79,6 0,9 0,51 56,5

Tab. 23: Prazision gezeigt durch Wiederholung der Methode an 6 aufeinanderfolgenden Tagen

Die Ergebnisse der Prazisionsuntersuchung fur anti-c sind vergleichbar; daher wird

auf eine detaillierte Darstellung verzichtet.

4.2 Klinische Anwendung

4.2.1 Chimadrismusstatus der Erythrozyten und Retikulozyten im

untersuchten Patientenkollektiv

Im untersuchten Patientenkollektiv. wurde zum Zeitpunkt des Takes der
Chimarismusstatus nach der unter 3.2 beschriebenen Methode bestimmt.

In der nachfolgenden Tabelle sind neben dem Zeitpunkt der Bestimmung,
Empfanger- und Spenderblutgruppe sowie die Blutgruppe transfundierter Zellen
beschrieben. In Spalte 7und 8 ist die Bestimmung des Chimarismus bei Erythrozyten
und Retikulozyten dargestellt. AK steht hierbei fir den verwendeten Antikdrper anti-
A, anti-c, anti-C oder anti-D.
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Tab. 24: Chimarismusstatus im Patientenkollektiv
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In 9 von 11 Fallen konnte ein kompletter Chimarismus (CC) der Retikulozyten
gezeigt werden. In einem Fall bestand ein gemischter Chimarismus (MC) (Patient 9).
In einem anderen Fall fand sich kein Chimarismus sondern nur

Empfangererythropoese (AR=autologus recovery)

4.2.2 Darstellung einzelner Patienten

Um die unter 4.2.1 dargestellten Daten zu verdeutlichen, werden nachfolgend
Graphiken gezeigt, die von Patient 8 - exemplarisch fur alle kompletten Chimaris-
men - und Patient 9 - gemischter Chimarismus - stammen.

Wie bereits unter 3.4.2 beschrieben liegen im unteren linken Quadraten
merkmalnegative Erythrozyten, im oberen linken fur den jeweiligen Antikdrper
positive Erythrozyten, oben rechts die merkmalpositiven Retikulozyten und unten

rechts die merkmalnegativen Retikulozyten.

10]

e

B
o, [ R _

100 10 102 103 10° T
Abb. 26: kompletter Chiméarismus (Pat. 8)- Abb. 27: gemischter Chiméarismus (Pat.9)-

untersuchtes Merkmal: Anti-c untersuchtes Merkmal: Anti-A
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4.2.3 Vergleich der Ergebnisse mit etablierten Nachweismethoden

Im Rahmen der Stammzelltransplantation wurde bei allen Patienten der
Chiméarismusstatus mittels STR bestimmt. Dies geschah an Zellen der Leukopoese,
die mittels Knochenmarkspunktion oder durch Anreicherung peripherer T-Zellen
gewonnen wurden. Diese Untersuchung ergab fir die Patienten 1-8 sowie 10 und 11
einen kompletten Chimarismus. Bei Patient 9 wurde mittels dieser
molekularbiologischen Methode, die wie die Bestimmung des
Retikulozytenchimarismus am 30. posttranplantaren Tag erfolgte, ein gemischter
Chiméarismus festgestellt (4% anti-A positiv, 96% anti-A negativ). Eine erneute mittels
Fluoreszenz in-situ Hybridisierung durchgefiihrte Chiméarismusanalyse am 98.

posttransplantaren Tag zeigte einen kompletten Chimarismus.

4.2.4 Chimadrismusstatus im Vergleich zum klinischen Resultat

Im Folgenden ist der klinische Zustand der einzelnen Patienten 6 Monate nach der

Stammzelltransplantation tabellarisch dargestellt.

Chimarismusstatus Chimarismusstatus

Patient | mittels Retikulozyten- |mittels STR Klinischer Status
analyse

1(E.S) AR AR Rezidiv

2 (M.D.) CcC CcC Remission

3 (EW.) CC CC Remission

4 (R.G.) CC CC Remission

5(A.M.) CC CC Remission

6 (J.S.) CC CC verstorben; V.a.GvHD

7(G.J) CC CC Remission

8 (O.K) CC CC Remission

9 (F.S) MC MC Remission

10 (A.L) cC cC GvHD

11(T.S.) CcC CC Remission

Tab. 25: Klinischer Zustand nach Stammzelltransplantation
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung einer auf Durchflu3zytometrie
basierenden Methode zur qualitativen und quantitativen Bestimmung des
Retikulozytenchimarismus nach KMT oder PBPCT untersucht. Chimarismusanalysen
nach HST konnen in verschiedenen Situationen von entscheidender Bedeutung sein.
So ist die Bestimmung einer verbleibenden Blutbildung von Empfangerstammzellen
nach KMT von besonderem Interesse bei hamatologischen Erkrankungen, bei denen
kein spezifischer Tumormarker vorhanden ist. Aul3erdem zeigten Formankova et al.
bei 10 CML Patienten nach KMT eine Korrelation zwischen ansteigendem
gemischten Chimérismus und dem Auftreten von minimal residual disease (MRD)
[92]. Auch weitere Studien zeigen, dass der Chimarismusstatus eng mit dem
Krankheitsverlauf einhergeht und prognostische Bedeutung hat [93,94]. Weiterhin ist
die  Chiméarismusbestimmung fir neuere  Therapieverfahren, wie der
nichtmyeloablativen Stammzelltransplantation [95], eine wesentliche Untersuchung,
um die Beeinflussung des Anwachsens durch Verdnderung der Immunsuppression
und DLI zu monitoren. Die Bestimmung eines kompletten T-Zell-Chimé&rismus wird
zudem als prognostischer Faktor fur die Entstehung von GvHD und GvL
herangezogen [96]. All diese klinischen Einsatzmdglichkeiten verlangen nach einer
aussagefahigen, sensitiven und quantitativ akkuraten Methode zur Bestimmung des
Chimarismus, die moglichst rasch ein Resultat liefert und im besten Fall noch
kostengunstig ist.

5.1 Methode

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Durchflu3zytometrie in
Verbindung mit der Verwendung humaner monoklonaler 1gG-Antikérper und
standardisierter, kommerziell erhéltlicher R-PE markierter Goat Anti-Human IgG-
Antikérper sowie Thiazolorange eine geeignete Methode zur Bestimmung und
Quantifizierung des Retikulozytenchimarismus bei Patienten nach Transplantation
hamatologischer Stammzellen ist. Entscheidend bei der durchfluRzytometrischen

Messung ist das Vorhandensein einer Einzelzellsuspension, da ansonsten
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agglutinierte Zellen als ein einziges Ereignis oder - falls sie aufgrund ihrer Grol3e aus
dem Aquisitationsbereich herausfallen - gar nicht erfasst werden. So konnte man bei
der Verwendung kommerziell erhaltlicher AK Agglutinationen beobachten, die sich
durchflu3zytometrisch bei der Erfassung der Erythrozyten und Retikulozyten im
Vorwarts-Seitwartsdiagramm regelmafig neben der normalen Population als eine
weitere Population mit héherer Vorwarts- und Seitwartsstreuung zeigten. Diese
Population machte zwischen 8 und 10% der Gesamtheit roter Blutkbrperchen aus.
Diese Problematik ist aus der Literatur bekannt und wurde bereits unter anderem von
Berneman et al. [97], Wagner et al. [88] und Garratty et al. beschrieben.
Letztgenannte Autorengruppe empfiehlt, die Probe vor der Messung durch eine 25-
gauge Nadel zu ziehen, um die wahrend der Antikérperinkubation gebildete
Agglutinationen wieder zu l6sen [88,98]. Jedoch flihrt die mechanische Trennung zur
Beschadigung etwa 2% der Zellen, die dann fir die Messung verloren gehen. In der
Absicht Retikulozytenpopulationen von wenigen Prozent nachzuweisen, ist ein
methodischer Fehler dieser Grof3e nicht tolerabel.

Fur diese Methode waren also nicht agglutinierende Primarantikdrper erforderlich,
die gegen haufig unterschiedliche Blutgruppenmerkmale des Rhesus- oder ABO-
Systems  gerichtet sein sollten, da die Messung auf bekannten
Blutgruppenunterschieden zwischen Spender und Empfanger basiert. Die
Beschaffung solcher AK erwies sich als kompliziert, da die kommerziell erhaltlichen
monoklonalen oder polyklonalen Blutgruppenantikorper meist fur Agglutinationstest
produziert werden und in unterschiedlichem Masse IgM-Antikorper enthalten, die
aufgrund ihrer Pentamerstruktur Bindungsbriicken zwischen Erythrozyten bilden
konnen. Auch der Versuch der IgG-Anreicherung aus solchen zur Agglutination
fuhrenden Blutgruppenantikdrpergemischen mittels Affinititschromatographiesaulen
fuhrte nicht zu dem gewinschten Ergebnis. Auf der Suche nach reinen
monoklonalen IgG-Antikérpern mit niedriger Agglutinationspotenz waren jedoch
lediglich anti-C- und anti-D-Antikérper kommerziell erhaltlich und einsatzfahig. Anti-A-
und anti-c-Antikorper konnte aus Nabelschnurblut gewonnen werden. Hierbei wurde
die Blutgruppeninkompatibilitat zwischen Mittern und Neugeborenen genutzt. Finden
sich im Serum der Mutter Antikérper gegen Blutgruppenantigene des Neugeborenen,
konnen die Antikdrper der IgG-Klasse uber die Plazenta in den kindlichen Kreislauf
ubergehen und sich dort an antigentragende Zellen anheften. Postpartal kdnnen

diese aus dem Nabelschnurblut eluiert werden.
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Zum Aufbau der Methode des Retikulozytenchimarismus wurden zunachst in
Versuchsreihen die entsprechenden Antikérperkonzentrationen und die geeignete
Zellpraparation ausgetestet und optimiert.

Die Genauigkeit der Methode wurde anhand artifizieller Blutgemische bekannter
Blutgruppen gezeigt. Retikulozytenpopulationen ab 2% aller Retikulozyten lieRen
sich mit ausreichender Genauigkeit nachweisen. Bertcksichtigt man den Anteil der
Retikulozyten von normaler Weise 1-3% an der Gesamtzahl roter Blutkdrperchen,
zeigten die Blutgemische einschlie3lich der Erythrozyten und Retikulozyten einen
linearen Zusammenhang zwischen erwartetem und gemessenem Wert bis zu einer
Schwelle von 0,1%. Wahrend Blanchard et al. beim durchfluRzytometrischen
Nachweis roter Zellpopulationen nach KMT mittels monoklonaler Anti-Al, Anti-A,
Anti-B und Anti-H-AntikOrper eine Sensitivitatsgrenze von 1% beschrieben [99],
konnten David et al. mit einer &ahnlichen Methode mittels monoklonaler und
polyklonaler Antikérper auf ABO-, Rhesus-, Kell-, Duffy- oder MNS-
Blutgruppenantigene eine vergleichbare Population von 0,1% nachweisen [100].
Trotz der Mdglichkeit durchfluRzytometrisch noch kleinere Populationen zu messen,
konnen Zelltrimmer das Ergebnis verfalschen. Waéahrend der aus Debris-
Populationen entstehende Fehler in groRen Populationen nur einen unwesentlichen
Prozentsatz ausmacht, steigt er doch bei kleinen Populationen Uberproportional an.
Es wurde deshalb auf die lIdentifikation von weniger als 5% aller Retikulozyten
verzichtet. Durch das Verhaltnis Retikulozyten / Debris wird somit die Sensitivitat
dieser Methode begrenzt. Doch konnten u.a. Bar et al. zeigen, dass ein gemischter
Chimarismus dieser GroéRenordung wahrscheinlich keinen Einfluss auf das klinische
Outcome hat [66].

Um praparations- und gerateabhangige Variationen fur die durchfluzytometrische
Methode zu ermitteln, wurden aus zwei Vollblutproben sechsfach an einem Tag und
an sechs aufeinanderfolgenden Tagen ein artifizielles Blutgemisch hergestellt und
mit dem DurchflulRzytometer gemessen. Mit diesen Versuchsreihen wurde
demonstriert, dass bis zu einer Konzentration von 2% Messungen von
zufriedenstellender Préazision durchfihrbar sind.

Die hier beschriebene Methode zur Bestimmung des Retikulozytenchimarismus bei
Patienten nach Transplantation hdmatologischer Stammzellen zeigte sich somit als
genau, sensitiv und reproduzierbar. Im Gegensatz zu Methoden, die auf der

alleinigen Messung von Erythrozyten beruhen, kommt es durch die separate
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Antigenbestimmung auf Retikulozyten nicht zu Verfalschung durch die bis zu 120
Tage nach Transplantation vorhandenen eigenen Erythrozyten des Empfangers oder
durch transfundierte Erythrozytenkonzentrate.

Allerdings ist die eingeschrankte kommerzielle Verfugbarkeit nicht zur Agglutination
fuhrender Antikdrper mit der daraus resultierenden Notwendigkeit eventuell
geeignete Antikérper aus dem Nabelschnurblut zu eluieren und der jeweiligen
erneuten Konzentrationsbestimmung und Validierung der Antikérper nicht praktikabel
fur den klinischen Alltag. Um diese Methode in der Routinediagnostik anzuwenden
bedarf es der industriellen Herstellung entsprechender Antikdrper. Um eine breite
Anwendbarkeit zu ermoglichen, ware zudem die Ausweitung auf andere

Blutgruppenmerkmale (Kell, Duffy, usw.) wiinschenswert.

5.2 Klinische Ahwendung

Die klinische Evaluation erlaubte eine akurate quantitative Bestimmung des
Chiméarismus roter Blutkorperchen bei 11 Patienten nach KMT bzw. PBPCT mittels
oben beschriebener Methode. Bei 9 der 11 Patienten lieRen sich im peripheren Blut
Erythrozyten sowohl der Empfanger - als auch der Spenderblutgruppe nachweisen.
Wie in der Einleitung unter Absatz 1.2.2 bereits angesprochen lasst sich bei isolierter
Betrachtung der Erythrozyten jedoch nicht auf die aktuelle Hamatopoese schliessen.
Erythrozyten haben eine Lebenszeit von bis zu 120 Tagen [66], so dass hierbei noch
vorhandene Empfangererythrozyten oder transfundierte Erythrozyten mitgemessen
werden.

Die Blutanalyse eines Patienten (Nr. 1) ergab lediglich Erythrozyten mit seinen
eigenen Blutgruppenmerkmalen. In seltenen Fallen kann es sich bei einem solchen
Ergebnis um ein verzégertes Anwachsen der Spenderstammzellen handeln. Dies
wird insbesondere bei - wie auch in diesem Fall durchgefihrt - ABO-Blutgruppen
inkompatibler HST beschrieben [65]. Dieser Zustand lie3e sich von einem
Transplantatversagen durch eine Wiederholung der bei diesem Patienten bereits am
34. Tag nach PBPCT durchgefiihrten Bestimmung unterscheiden, indem man
entweder die Untersuchung zu einem spateren Zeitpunkt wiederholt oder wie weiter

unten ausgefihrt zusatzlich die Retikulozyten betrachtet.
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Ein weiterer Patient (Nr. 6) zeigte am 70. Tag nach PBPCT im Blut lediglich
Erythrozyten mit Auspragung des untersuchten Merkmals Anti-D. Da sowohl
Spenderstammzellen als auch die gegebene Bluttransfusionen dieses
Blutgruppenmerkmal trugen, lasst sich die Herkunft der Erythrozyten erst durch die
im néachsten Absatz beschriebene Retikulozytenbestimmung eindeutig klaren.

Die Gabe von Erythrozytenkonzentraten ist jedoch nicht nur bei der Auswertung des
des Erythrozytenchimérismus zu beachten. In der Literatur ist auch eine transiente
Erh6hung der Retikulozytenzahl nach Transfusion von frischen
Erythrozytenkonzentraten beschrieben [101]. Die Bestimmung des
Retikulozytenchimarismus erfolgte deshalb erst 48h nach Transfusion. Dann ist von
einer kompletten Ausreifung der transfundierten Retikulozyten in Erythrozyten
auszugehen [91]. Unter dieser Einschrankung laf3t sich das Anwachsen der
Spenderstammzellen frihzeitig anhand des Retikulozytenchimérismus zeigen.

9 der 11 untersuchten Patienten zeigten einen CC der Retikulozyten. Bei 9 dieser
Patienten waren im peripheren Blut nur noch von Spenderstammzellen
abstammende Retikulozyten nachweisbar. In diesen Fallen ist von einem
erfolgreichen Anwachsen der Stammzellen auszugehen. Der bereits oben diskutierte
Patient Nr. 1 zeigte wie auf den Erythrozyten auch auf den Retikulozyten lediglich
Blutgruppenmerkmale der Empfangerstammzellen. Da ein Anstieg der Retikulozyten
auf 27% zu verzeichnen war und der Retikulozytenchiméarismus die aktuelle
Hamatopoese wiederspiegelt, ist von einem Transplantatversagen auszugehen. Der
Patient ist nur wenige Monate nach Transplantation verstorben. Bei einem Patienten
(Nr. 9) wurde am 30. Tag nach KMT ein gemischter Chimarismus der Retikulozyten
beobachtet. Der klinische Zustand des Patienten war tGber den gesamten in unserer
Untersuchung vorgesehenen Nachbeobachtungszeitraum von 6 Monaten stabil.
Dieser Fall stitzt Untersuchungen von Bar et al. und Petz et al., die in ihren
Studienkollektiven ein teilweise langes rezidivfreies Uberleben trotz fortbestehendem
gemischten Chimarismus zeigten [60]. Demnach bedeuten auch hohe Anteile (>10%)
vom Empfanger stammender roter Blutzellen nicht zwingend ein Rezidiv [66]. In der
Literatur finden sich Hinweise, dass das Fortbestehen von Empfangerzellen auch
abhangig vom Alter der Patienten und dem Konditionierungsregime [57,77] ist.
Hinweis auf die Abhéangigkeit vom Konditionierungsregime geben insbesondere
Beobachtungen an Patienten mit schwerer kombinierter Immundefizienz (SCID), die

nach allogener KMT héaufig keine roten oder weil3en Blutzellen des Spenders zeigen.
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Brady et al. postulieren als mdgliche Ursache das mildere Konditionierungsschema,
das dieses Patienten Ublicherweise erhalten [102]. Aufgrund des kleinen Kollektivs
lasst sich in dieser Untersuchung keine Aussage zur Abh&ngigkeit des gemischten
Chiméarismus vom Alter des Patienten oder dem Konditionierungsregime ableiten.
Diese Untersuchungsergebnisse zeigten eine gute Ubereinstimmung mit der heute
fur diese Fragestellung am haufigsten eingesetzten STR-Methode [103], fur die je
nach Autor eine ahnliche Sensitivitatsgrenze zwischen 1 und 5% angegeben wird
[104,105,106]. Als sensitivste Mdoglichkeit  der Quantifizierung von
Blutgruppenpopulationen nach HST werden PCR-basierte Methoden beschrieben.
Die Sensitivitat hier wird mit <0,1% angegeben [105,107,108,109,110]. Der Vorteil
der DurchflulBzytometrie gegentuber diesen Methoden st die schnelle
Durchfuhrbarkeit. Ein Analyseergebnis ist innerhalb weniger Stunden verfugbar. Die
finanziellen Einsparungen durch durchflu3zytometrische Messungen sind besonders
bei wiederholten Langzeitbeobachtungen von Interesse.

Die Analyse mittels der oben beschriebenen Methode liefert schnelle Ergebnisse,
jedoch sind die Aussagen auf eine Zelllinie beschrankt. Wie Schouten et al. und
andere Autoren zeigten, kann ein gemischter Chimarismus in mehreren Zelllinien
gleichzeitig auftreten [111]. Doch bisher bleibt in der Literatur umstritten, welche
Zelllinie den frihesten und sensitivsten Indikator fir ein Rezidiv darstellt.
Moglicherweise ist dies abhéangig von der Grundkrankheit [112]. So berichtete
beispielsweise Roux et al. [113] von Rezidiven transplantierter CML-Patienten in
myeloiden und erythrozytaren Zelllinien. Andere Zellen, wie NK- oder B-Zellen
wurden weiterhin von Spenderzellen gebildet. Auch andere Autoren nennen gute
Korrelationen zwischen myeloiden und erythrozytaren Zelllinien in der Vorhersage
eines Rezidivs einer CML nach KMT. Ein Monitoring von Patienten mit CML nach T-
cell-depleted BMT zeigte eine gute Korrelation zwischen dem Anteil autologer roter
Blutkdrperchen und der Haufigkeit Philadelphiachromosom-positiver Metaphasen
wahrend eines Rezidivs und nach DLI [114]. Ob die Phenotypisierung roter Blutzellen
ahnlich  der DNA-basierten  Stammzellanalysen ein  Anwachsen  der
Spenderstammzellen oder Rezidiv beweisen, bleibt weiter an einem weit gré3eren

Patien tenkolletiv abzuklaren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beschriebene Methode zur

durchfluBzytometrischen Retikulozytenmessung nennenswerte Hilfe bei der
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Beobachtung des Anwachsens der Spenderstammzellen und der Diagnose eines
gemischten Retikulozytenchimarismus als méglichen Hinweis auf ein Rezidiv sowie
ein Tranplantatversagen nach KMT oder PBPCT bietet, indem die Herkunft roter
Blutzellen friihzeitig und schnell durch Messung aus dem peripheren Blut bestimmt
werden kann. Die dargestellte Methode ermdglicht eine akurate und verlassliche
Diagnose, die von Erythrozytentransfusionen sowie lang Uberlebenden
Empfangerzellen weitestgehend unabhangig gestellt werden kann. Die
Sensitivitatsgrenze der Methode ist vergleichbar mit STR-basierten Methoden. STR-
Analysen werden von Thiede et al. basierend auf Literaturdaten und eigener
Erfahrung in einer Ubersichtsarbeit zur Chimarismusanalyse wéahrend des
Anwachens der Spenderstammzellen und der gesamten Periode eines
Makrochimarismus (z.B. zwischen 3 und 97%) empfohlen. Erst wenn ein
Chiméarismuslevel im peripheren Blut von mehr als 97% Spenderzellen erreicht ist,
sollten real-time PCR-Methoden zum weiteren Monitoring benutzt werden [103]. Die
von uns untersuchte Methode erscheint in der Routinediagnostik der Retikulozyten
der STR-Analyse vergleichbar einsetzbar. Ob die Untersuchung der roten Zelllinie
alleine eine Aussage Uber ein leukdmisches Rezidiv oder das Transplantatversagen

liefern kann, ist noch immer Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion.
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6. Zusammenfassung

Nach einer allogenen Knochenmarkstransplantation oder einer peripheren
Stammzelltransplantation sind Antigene roter Blutzellen hilfreiche Marker in der
Verlaufskontrolle. Anders als Untersuchungen, die Knochenmarkspunktionen
erfordern, kann eine Untersuchung roter Blutzellen durch periphere Blutentnahme
sehr einfach wiederholt durchgefihrt werden. Transfusionen von Erythrozyten, die
haufig nach HST ndétig werden, und deren lange Persistenz im Blut machen die
Chiméarismusanalye durch Erythrozyten schwierig. Wir untersuchten daher
Retikulozyten, die die aktuelle Hamatopoese reprasentieren. Die Untersuchung
mittels Durchflul3zytometrie lieferte uns quantitative Werte.

Die Methode beruht auf dem Unterschied mindestens eines Blutgruppenmerkmals
zwischen Spender und Empfanger. Zu peripher enthommenem EDTA-
antikoagulierten Blut wurden entsprechende monoklonalen IgG- Antikérper gegen
Antigene der Rhesus- bzw. ABO- Blutgruppe hinzugegeben (anti-A, anti-D, anti-C,
anti-c). Diese waren zum Teil kommerziell erhaltlich oder wurden aus Plazentablut
eluiert. Die Gegenfarbung erfolgte mittels PE markiertem sekundaren Antikorper.
Retikulozyten unterschieden wir von Erythrozyten durch Zugabe von spezifisch an
DNA und RNA bindendes Thiazolorange. Aus jeder Probe wurden 100.000 Zellen mit
dem Durchlu3zytometer gemessen.

Um die Methode evaluieren zu kdnnen, wurden artifizielle Gemische verschiedener
Blutgruppen gemalf folgendem Schema hergestellt: 100:0, 98:2, 95:5, 90:10, 50:50,
10:90, 5:95, 2:98, 0:100. Die tatsachlich gemessenen Werte korrelierten bis zu einer
Konzentration von 2% gut mit den theoretisch erwarteten. Die wiederholte Messung
(n=6) einer Probe zeigte die hohe Prazision in einer Serie und an aufeinander
folgenden Tagen.

Elf Patienten mit malignen hamatologischen Erkrankungen wurden zum Zeitpunkt
des Takes untersucht. Die Ergebnisse stimmten mit denen parallel durchgefihrter
etablierter Methoden - z.B. short tandem repeats - Uberein. Neun der 11 Patienten
zeigten einen kompletten Chimarismus der Retikulozyten. Nur ein Patient hatte einen
gemischten Chimarismus der Retikulozyten und ein Patient zeigte ein

Tranplantatversagen.
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Die Methode ermdglicht eine sinnvolle Verlaufskontrolle nach KMT oder PBPCT. Die
Methode ist frihzeitig nach der Transplantation anwendbar und durch die Messung
von Retikulozyten werden die Ergebnisse nicht signifikant durch Bluttransfusionen
oder alte Empfangererythrozyten beeinflul3t. Das Untersuchungsmaterial wird durch
einfache periphere Blutenthahme gewonnen, bereits nach 3 Stunden liegt ein
Ergebnis tber die Art des Chimarismus vor. Durch Einsatz der Durchflul3zytometrie
sind nicht nur qualitative sondern auch sehr prazise quantitative Aussagen maglich.
Eine Ausweitung auf weitere Blutgruppensysteme wirde eine breite Anwendbarkeit

ermdglichen.
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7. Anhang

Ethikkommission der Medizinischen Fakultit
der Ludwig-Maximilians Universitit
Vorsitzender: Prof. Dr. Gustav Paumgartner

Ludwig—

Maximilians—
Universitat___
Miinchen

Marchioninistr. 15
81377 Miinchen

Tel: (089) 7095 4609
Fax: (089) 7095 7609

Klinikum der Universitit Miinchen — Grofhadern e-mail: Ethikkommission@

Marchioninistr. 15 81377 Miinchen med?2.med uni-muenchen.de
16.02.2001

Frau

Dr. S. Pohley

Transfusionsmedizin. Abtl.
Klinikum GroRhadern

- im Hause -

Projekt Nr. 023/01

Evaluierung des Retikulozytenchimarismus nach allogener Knochenmark- und
peripherer Blutzstammzelltransplantation

Sehr geehrte Frau Kollegin Pohley,

die 0.g. Studie hat den Mitgliedern der Ethikkommission (EK) der Medizinischen
Fakultat unserer Universitat zur Prifung vorgelegen. Es wurden keine ethisch-
rechtlichen Bedenken gegen die Durchfiihrung der Studie erhoben.

Die EK kann der o.g. Studie die ethisch-rechtliche Unbedenklichkeit zuerkennen. Sie
weist jedoch darauf hin, dass in der Patientenaufklarungs- und Einverstandniserklarung
die Hinweise zum Datenschutz optisch hervorzuheben sind (z. B. durch Fettdruck).
Vorsorglich mochte ich darauf hinweisen, dass auch bei einer positiven Beurteilung
des Vorhabens durch die EK die arztliche und juristische Verantwortung fir die
Durchflihrung des Projektes uneingeschrankt bei lhnen und lhren Mitarbeitern

verbleibt.

Sie werden gebeten, die EK Uber alle schwerwiegenden oder unerwartenden Ereignisse
im Rahmen der Studie zu unterrichten.

Anderungen des Studienprotokolls sind der EK mitzuteilen.
Fiar lhre Studie wiinsche ich lhnen viel Erfolg.
Mit freundlichen GriRen

Prof. Dwm

Vorsitzender der Ethikkommission
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o LMU

Klinikum der Universitit Miinchen

Maximilians—
Medizinische Klinik und Poliklinik IIT — GrofShadern Uicersitit.
Abteilung fiir Transfusionsmedizin Miinchen
Leiter: Prof. Dr. med. Wolfgang Mempel
= =
el - L e Riickfragen unter Tel.: 089-7095-3710
Etikett
L )

Einverstandnis und Aufklarung zur Entnahme von EDTA-Blut
zur Bestimmung des Retikulozytenchimérismus

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

um nach einer allogenen Knochenmark- oder peripherer Blutstammzelltransplantation den Erfolg
zu kontrollieren, ist es notwendig die Herkunft der verschiedenen Zellen des Knochenmarks und
Immunsystems zu bestimmen. Nach einer erfolgreichen Transplantation stammen alle Blutzellen
vom Spender.

Ein informativer und schneller Marker ist eine unierschiedliche Blutgruppe zwischen Spender und
Empfanger. Der Erfolg der Transplantation kann durch den Nachweis der Blutgruppe des
Spenders auf den jungen roten Blutkérperchen, auch genannt Retikulozyten, bestimmt werden,
wenn diese nach Tranplantation wieder ansteigen.

Fur die Austestung dieser neuen schnellen durchflufzytometrischen Methode benétigen wir 2 ml
EDTA-BIut. Die Auswertung Ihrer Daten erfolgt in einer anonymisierten Form. Es werden keine
personlichen Daten weitergegeben.

Im Aufklarungsgesprach mit Frau/Herrn Dr.
wurde die zusatzliche Blutentnahme von 2 ml EDTA-Blut erortert.

Ich, , geb. am

habe den obenstehenden Text verstanden und hatte ausreichend Zeit und Gelegenheit beim
Aufklarungsgesprach Fragen zu stellen. Meine Fragen wurden vollstandig und fur mich
verstandlich beantwortet
Nach griindlicher Uberlegung
[ willige ich in die zusatzliche Blutentnahme ein.

oder
O Ich lehne eine zusatzliche Blutentnahme ab.

Minchen, den

Patient/in (Unterschrift) Arzt/Arztin (Name/Unterschrift) h
I T &
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Klinikum der Universitdt Miinchen LM u
Medizinische Klinik und Poliklinik III — GroBhadern Ludwig
Abteilung fiir Transfusionsmedizin Maximilians—
Leiter: Prof. Dr. med. Wolfgang Mempel Universitat___
MarchioninistraBe 15 Tel: 089-7095-3710 Miinchen
81377 Miinchen Fax089~7095-3707 =
Antrag auf Durchfiihrung einer
Retikulozytenchimirismusbestimmung
Patientendaten: Name
Vorname
Geb.Dat
Etikett
Diagnosen:s s e s e e
[] KMT PBST
Grund der

Chimirismusbestimmung: Standardbestimmung am 30.Tag

L]
[]
[] V.a Rezidiv
L]

anderer:

jetzige Klinik:

[] Der Aufklirungsbogen wurde ausgefiillt und liegt bei.

Dattm / UNEErSCRIIEL: .....ooeoeeeeceeee et s s e sttt ce st r b enas

Untersuchungsmaterial: 2ml EDTA-Blut

Ansprechpartner Telefon Telefax E-Mail
Dr.Ochmann 089-7095-6713 089-7095-3707 Oswin.Ochmann@tm.med.uni-muenchen.de

=
Anschrift der Klinik D-81377 Miinchen * MarchioninistraBe 15 ¢ Telefon (0 89) 70 95-0 (Vermittlung)
und der Abteilung: Verkehrsverbindung: U6, 34, 67, 266, 268 oder 269 bis Haltestelle Klinikum GroBhadern
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Klinikum GroBhadern LMU
Abteilung fuir Transfusionsmedizin Ludwig
in der Medizinischen Klinik IIT Maximilians
Leiter: Prof. Dr. W. Mempel Universitét _
Miinchen __
Klinikum Grofhadern - Abt. . Transfusionsmedizin - 81366 Miinchen 81377 Miinchen

Marchioninistraie 15
Durchwahl: (089) 7095 - 3710

Fax: (089) 7095 - 3707
Funk: 124 /883
Station L21
12. Marz 2001
Name: G.
Vorname: R.
Geb.-Dat.: 12.08.73
Abn.-Dat.: 12.03.01
Analyse-Dat.: 12.03.01
Diagnose: Z.n. KMT bei AML

Chiméarismus-Analyse von Erythrozyten und Retikulozyten

KM-Empfanger: Arh (negativ) KM-Spender: 0 Rh (positiv)
ccddee ccDEE
Kell neg. Kell neg.

Antigen-D pos. | Antigen-D neg.

Erythrozyten: 67,0% 33,0%
Retikulozyten (26%0): 98,5% 1,5%
Beurteilung:

Die durchfluBzytometrische Chimarismus-Analyse des Rhesusantigens D zeigt, dal 67%
der Erythrozyten und nahezu alle Retikulozyten dieses Antigen des Spendermarks
exprimieren. Die 33% der Erythrozyten, die das Antigen D nicht exprimieren sind
wahrscheinlich Reste bis zum 13.2. gegebener Eythrozytenkonzentrate.

Dieses Ergebnis ist vereinbar mit einem kompletten Chimarismus.

Mit freundlichen GriulRen

Prof. Dr. med. W. Mempel Oliver Rautenberg
Leiter der Abteilung Doktorand der Abteilung
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