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1. Einleitung 

1.1 DLI - Begriffsdefinition und klinische Anwendung  

1.1.1 Begriffsdefinition 

Bei einer Spenderlymphozytengabe (DLI) werden dem Transplantatempfänger 

nach allogener hämatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) Lympho-

zyten des Stammzellspenders transfundiert.  

Kolb et al. beschrieben 1990 die erste klinische Anwendung von DLI zur 

Behandlung von Rezidiven der chronisch myeloischen Leukämie (CML) nach 

allogener HSCT [1]. In nachfolgenden Studien wurde auch von Remissionen bei 

Rezidiven anderer Erkrankungen nach HSCT berichtet [2, 3]. Seither nimmt die 

Behandlung mit DLI eine wichtige therapeutische Rolle in der Therapie von 

malignen hämatologischen Erkrankungen ein [4]. 

Die Wirkung alloreaktiver Spender-T-Zellen gegen Leukämiezellen nennt sich 

Graft-versus-Leukemia (GvL) oder Graft-versus-Tumor (GvT) Effekt. Allerdings 

können sich die Spender-T-Zellen auch gegen anderes Wirtsgewebe richten und 

so die Komplikation einer Graft-versus-host disease (GvHD) verursachen [5].  

 

1.1.2 Klinische Anwendung 

Spenderlymphozyten werden durch Apherese gewonnen. Dies kann entweder 

direkt bei Gewinnung des Stammzellpräparats oder zu einem beliebigen anderen 

Zeitpunkt aus dem Blut des Spenders geschehen. Die Lymphozytenpräparate 

werden dann therapiegerecht portioniert und kryokonserviert oder direkt 

verabreicht. Studien weisen darauf hin, dass bezüglich der Wirksamkeit kein 

entscheidender Unterschied besteht, wie die Spenderlymphozyten gewonnen 

werden und ob diese vor Applikation kryokonserviert wurden [6, 7].  

Das Behandlungskonzept orientiert sich neben der Leitlinie der Deutschen 

Arbeitsgemeinschaft für Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation (DAG-

KBT) [8] an Studien zum Thema, Erfahrungswerten, der Indikation und der 

individuellen Situation des jeweiligen Patienten. 

DLI werden in mehreren Zyklen im Abstand von 4-8 Wochen verabreicht. Je nach 

Indikation wird mit einer Zelldosis von 1 x 104 T-Lymphozyten pro Kilogramm 

Körpergewicht (CD3+/ kg KG) bis maximal 1 x 108 CD3+/ kg KG begonnen. In 

der Regel findet mit jedem weiteren Zyklus eine Dosiseskalation statt. [9, 10] 
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Eine sichere Applikation von DLI ist gegeben, wenn ein etablierter Spender-

chimärismus vorliegt, alle Immunsuppressiva beendet sind und keine Anzeichen 

von Infektionen oder eine GvHD vorliegen [11, 12]. 

Das Ansprechen auf die Therapie mit DLI ist abhängig von der Grunderkrankung 

und der Phase der Krankheit [13, 14]. Die wichtigsten Prognosefaktoren für einen 

Therapieerfolg sind eine geringe Blastenanzahl im Knochenmark während eines 

Rezidivs einer akuten Leukämie (< 35%), weibliches Geschlecht, günstige Zyto-

genetik und eine Remission zum Zeitpunkt der DLI  [15]. 

 

1.2 Indikationen zur DLI  

Eine wichtige kurative Therapie hämatoonkologischer Erkrankungen stellt  

die allogene HSCT dar [16-18], doch die Rezidivrate nach Behandlung ist ein 

erhebliches Problem [19-22]. 

Die DLI ist durch den GvL-Effekt eine der wirksamsten Möglichkeiten Rezidive 

zu behandeln [6, 12, 22-48]. Doch auch gegen persistierende hämatologische 

Neoplasien nach HSCT kann mit DLI effektiv vorgegangen werden [1, 28, 34, 36, 

49, 50].  

Grundsätzlich gibt es drei Indikationen zur Behandlung mit DLI: Prophylaktisch 

bei Patienten mit hohem Rezidivrisiko oder Hochrisikogenetik (zum Beispiel ein 

komplex aberranter Karyotyp oder Mutationen in Genen wie dem RUNX1-, dem 

ASXL1- oder dem TP53-Gen) [34, 51, 52], präemptiv bei Vorhandensein eines 

gemischten Chimärismus [53-55] oder Messung einer minimalen Rest-

erkrankung (MRD) [49] auf molekularer oder immunphänotypischer Ebene und 

therapeutisch bei hämatologisch nachweisbarem Rezidiv oder Progression [15, 

50].  

Der Vorzug der präemptiven Behandlung vor therapeutischer Intervention 

resultiert aus dem Umstand, dass DLI bei einem „aktiven hämatologischen 

Rezidiv“ nur eingeschränkt wirksam sind [56, 57]. Eine routinemäßige Rezidiv-

prophylaxe ist aufgrund der Nebenwirkungen derzeit jedoch nicht empfohlen [28, 

40, 58, 59]. 

Es wird intensiv daran geforscht den GvL-Effekt zu verstärken oder Strategien 

zur Prävention von GvHD mit minimalen Auswirkungen auf die GvL-Effekte zu 
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entwickeln. Dazu wurde versucht die klassische DLI in Abhängigkeit von 

verschiedenen klinischen Situationen zu modifizieren.  

Getestet wurden dabei insbesondere Methoden in Verbindung mit 

haploidentischer Stammzelltransplantation. Dazu gehören mit Wachstums-

faktoren (wie Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)) stimulierte 

DLI [26], das Einfügen von Suizidgenen in T-Lymphozyten [57, 60], die Depletion 

alloreaktiver T-Zell-Untergruppen [61] und die Infusion von T-Zellen, die mit 

speziellen Rezeptoren gegen bestimmte Tumorantigene ausgestattet wurden 

[62]. Auch eine Kombination von DLI mit pharmazeutischen Wirkstoffen kam zum 

Einsatz [63-66], wie auch die Gabe von Lymphodepleting-Chemotherapie [67]  

vor der DLI oder in Kombination mit einer von regulatorischen T-Zellen (Treg) 

depletierten DLI [30]. 

 

Durch jüngste Fortschritte ist es mittlerweile gelungen die Therapie mit DLI zu 

verbessern, den GvL-Effekt zu verstärken und Komplikationen zu verringern [30, 

38, 53, 68, 69]. Dennoch sind die Möglichkeiten noch nicht ausgeschöpft und das 

Wissen in einigen Bereichen noch immer gering. So ist auch nicht bekannt, was 

bei der Behandlung mit DLI auf zellulärer Ebene genau passiert und welche 

Faktoren und Mechanismen für den GvL-Effekt und die GvHD verantwortlich 

sind. 

 

1.3 Komplikationen der DLI  

Die bedeutendste und häufigste Nebenwirkung der DLI ist die GvHD [70], eine 

systemische, entzündliche Erkrankung. Die kumulative Inzidenz einer akuten 

GvHD (aGvHD) nach DLI beträgt 40-60%, die einer chronischen GvHD (cGvHD) 

33-61%. Die auf eine GvHD zurückzuführenden Todesfälle belaufen sich auf 6-

11%. [15, 42, 71-73] 

Die Einteilung in akute und chronische GvHD basiert nach der Überarbeitung der 

Definition des National Institute of Health (NIH) von 2014 im Gegensatz zu einer 

früheren Version auf der Kombination klinischer Symptome und nicht auf dem 

Zeitpunkt des Auftretens [74].  
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Bei der aGvHD sind hauptsächlich Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt 

betroffen. Je nach Ausprägung und Anzahl der befallenen Organe wird die 

aGvHD in vier Schweregrade eingeteilt. [74]  

Die Symptome einer cGvHD sind sehr heterogen und sind mit (auto-) 

immunologischen Störungen vergleichbar. Sie können sich auf eine einzelne 

Lokalisation beschränken oder sich ausbreiten und einen gravierenden Einfluss 

auf die Lebensqualität nehmen. Der Schweregrad wird als mild, moderat oder 

schwer angegeben. Bei einem Auftreten von Symptomen beider Typen spricht 

man von einem Überlappungssyndrom. [75, 76] 

Hauptrisikofaktoren der GvHD sind der Grad der Kompatibilität der Humanen 

Leukozyten-Antigene (HLA) zwischen Spender und Empfänger, das Alter des 

Empfängers sowie des Spenders, Infektionen (zum Beispiel Pneumonie, 

Gastroenteritis, Zytomegalievirus (CMV) -Infektion) und die Art der verwendeten 

aGvHD-Prophylaxe (Wahl der Medikamente, Dosis und Dauer der Immun-

suppression) [74].  

Zudem hat sich in Studien gezeigt, dass die Inzidenz von GvHD mit steigender 

Zelldosis der DLI zunimmt [77, 78]. Dennoch ist das Auftreten einer solchen auch 

ein Zeichen für das Ansprechen auf die DLI und sagt sogar ein längeres 

krankheitsfreies Überleben voraus [79]. 

Dies macht deutlich, dass der GvL-Effekt sehr stark mit der GvHD korreliert [80-

82] und letztere die Behandlung mit DLI erheblich einschränkt [70]. 

Erstlinientherapie bei sowohl der akuten als auch der chronischen GvHD sind 

Corticosteroide gegebenenfalls in Kombination mit einem Calcineurin-Inhibitor. 

Ein dauerhaftes Ansprechen auf die Steroide wird jedoch bei weniger als der 

Hälfte der Patienten mit aGvHD und bei 40-50% der Patienten mit cGvHD 

beobachtet. [74] 

Anzustreben ist also die Prävention einer GvHD, denn „Vorbeugen ist besser als 

heilen“ (Zitat: Christoph Wilhelm Hufeland (1763 - 1836), Arzt). 

 

Eine weitere Komplikation der klassischen DLI ist die Aplasie, die eine Inzidenz 

von 20-40% aufweist. Die Gesamtmortalität beträgt 5% und ist meist Folge von 

Infektionen oder Blutungen. Der Umfang der restlichen Wirtshämatopoese gilt als 

Hauptindikator für die Prognose einer Aplasie. [83]  
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Die betroffenen Patienten benötigen in der Regel nur eine supportive Behandlung 

im Sinne einer Infektionsprophylaxe oder einer antiinfektiven Therapie, eine 

restriktive Transfusionsstrategie, sowie bei Bedarf die Therapie mit Chelat-

bildnern bei Eisenüberladung.  

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Es vergehen Tage bis Wochen bis ersichtlich ist, ob eine Therapie mit DLI den 

gewünschten Erfolg bringt oder in welchem Ausmaß Komplikationen auftreten. 

Wenn es möglich wäre die Behandlung genau zu monitoren und anhand von 

Blutanalysen Tendenzen in Richtung GvL oder GvHD zu erkennen, wäre man in 

der Lage die Therapie frühzeitig anzupassen. Dies wäre ein großer Gewinn, der 

es ermöglichen würde, noch individuellere Behandlungskonzepte zu verfolgen 

und Komplikationen zu vermeiden. Zu diesem Zweck ist es jedoch wesentlich, 

die Abläufe auf zellulärer Ebene zu verstehen. 

 

Aus diesem Grund beschäftigte sich diese Arbeit mit Beobachtungen und 

Analysen von Veränderungen der Lymphozytenzusammensetzung im Blut von 

Patienten während einer Therapie mit DLI. 

Um das Forschungsgebiet abzustecken wurden vorab folgende Fragen 

formuliert: 

 

1) Wie ändern sich die Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut 

innerhalb eines DLI-Zyklus (24 Stunden und 7 Tage später im Vergleich 

zur Messung direkt vor der DLI)? 

2) Ab welcher Konzentrationsstufe der DLI sind die Veränderungen der 

Lymphozytenzusammensetzung am deutlichsten zu sehen? 

3) Inwieweit sind klinische Effekte einer DLI wie das Erreichen einer 

Remission und das Auftreten einer GvHD mit Auffälligkeiten in den 

einzelnen Lymphozytensubpopulationen verbunden? 

4) Korrelieren die Änderungen der einzelnen Lymphozytensubpopulationen 

bei Therapieansprechen oder -versagen mit den bisher in der Literatur 

beschriebenen Erkenntnissen über die Funktionen der 

Lymphozytensubpopulationen? 
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2. Methodik 

2.1 Messung mittels Durchflusszytometrie 

2.1.1 Prinzip  

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, um unterschiedliche Zellen 

anhand verschiedener Eigenschaften zu analysieren.  

 

 

 

 

Abb. 1: Aufbau eines Durchflusszytometers [84] 

 

Das Messprinzip besteht darin, dass Zellen, die sich in einer Suspension 

befinden, einzeln einen fokussierten Laserstrahl passieren. Dabei wird im flachen 

Winkel durch die Vorwärtslichtstreuung (FSC, forward scatter) die Größe der 

Zelle und im rechten Winkel durch die Seitwärtslichtstreuung (SSC, sideward 

scatter) die Granularität der Zelle erfasst [84]. Sensitiver wird die Differenzierung 

der Zellen durch die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen, die an Antikörpern 

gekoppelt mit den Zellen verbunden sind. Anhand spezifischer Wellenlängen 

können diese schließlich gemessen werden [85, 86]. Dabei registrieren 

verschiedene Detektoren bei Anregung durch einen 488-nm-Argon-Laser (blau-

grün) unterschiedliches Licht (FL1-Detektor: grün / FL2-Detektor: orange / FL3-
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Detektor: rot). Ein Photomultiplier (PMT) erkennt das optische Signal und 

konvertiert es in ein Elektrisches. Dadurch können die Daten über eine 

entsprechende Software registriert und in Diagrammform wiedergegeben werden 

[84]. Dabei entstehen sogenannte Dot-Plots (Abb. 2). 

 

 
 

Abb. 2: Beispiele für die Darstellung von Dot-Plots 

 

Die beiden Achsen entsprechen zwei Messparametern. Wird nun eine Zelle 

gemessen, erscheint sie als Punkt („dot“) im Koordinatensystem. So kann ihre 

Intensität beurteilt werden, sowie die Korrelation mit anderen Zellen. 

Es passiert jedoch häufig, dass es durch ähnliche Emissionsspektren der 

eingesetzten Farbstoffe zu einer Überlappung zwischen verschiedenen Anteilen 

kommt. Diese Fehlerquelle wird durch automatisierte Datenanalyse sehr 

geringgehalten. Dabei werden definierte Regionen und so genannte „Gates“ in 

abgespeicherten Auswerteformaten angewendet, um mehrere Datensätze aus 

unterschiedlichen Proben in vergleichbarer Weise analysieren zu können. Dies 

birgt jedoch die Gefahr, dass es zu Fehlern bei der Erkennung von Zellen kommt, 

die abnorm oder unterschiedlich aktiviert sind [84].  

 

Abhängig vom Gerätetyp und der Menge an darin enthaltenen Lasern, können 

unterschiedlich viele Fluoreszenzen gemessen werden. Von Vorteil ist dabei, 

dass mehrere Antigene gleichzeitig nachweisbar sind und durch eine höhere 

Auflösung bei der digitalen Datenverarbeitung die Ergebnisse klarer bestimmt 

werden können. Messungen, die für diese Arbeit durchgeführt wurden, wurden 

alle am Durchflusszytometer FC500 der Firma Beckman Coulter durchgeführt. 
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Die erhaltenen Dot-Plots wurden manuell nachgegated, um Fehler bei der 

Zellerkennung zu vermeiden und vergleichbare Ergebnisse bei der 

Datenauswertung zu erhalten. Hierfür wurden etablierte Standard- und gut 

beschriebene Gating-Strategien angewandt [87, 88]. 

 

2.1.2 Präanalytik und Probenaufarbeitung 

Den Patienten wurde pro DLI-Zyklus zu drei verschiedenen Zeitpunkten Blut 

abgenommen: vor DLI (d-1), 24 Stunden (d+1) und 7 Tage (d+7) nach DLI. 

Innerhalb von 24 Stunden wurden die Proben weiterverarbeitet, mit Fluoreszenz-

farbstoffen markiert und so zur Durchflusszytometrie vorbereitet. Die Zellfärbung 

wurde mit handelsüblichen, markierten Antikörpern von Beckman Coulter (Brea, 

Kalifornien, USA) und Biolegend (San Diego, Kalifornien, USA) durchgeführt:  

 

Abkürzung/Synonym Fluoreszenzfarbstoff 

FITC Fluorescein Isothiocyanat 

AF488 AlexaFluor®488 

PE Phycoerythrin 

ECD Phycoerythrin - Texas Red® 

PE/Dazzel5 PE/Dazzle®594 

PC5 Phytoerythin-Cyanin 5.1 

PC7 Phytoerythin-Cyanin 7 

 

Grundlage war eine Pipettiervorlage, die von Privatdozent Dr. Andreas Rank in 

Zusammenarbeit mit der Firma Beckman Coulter erstellt wurde. 

Es wurden sieben Reagiergefäße initial mit je 50-100 µl Ethylendiamin-

tetraessigsäure (EDTA)-Blut befüllt und gemäß Anleitung mit den 

entsprechenden Antikörpern gemischt. Die Abbildung in Anhang 1 beschreibt die 

Probenaufarbeitung/-färbung inklusive der einzelnen Schritte von 

Antikörperzugabe, Inkubation, Zentrifugation und Waschen. Im Anschluss 

wurden die Proben am Durchflusszytometer analysiert. 
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2.1.3 Immunphänotypisierung  

Unterteilt werden Lymphozyten mittels ihrer Oberflächenantigene (Cluster of 

Differentiation (CD)) in T-, B- und natürliche Killerzellen (NK) -Zellen. Durch 

Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren wie Zytokine wird die Reifung der 

Zellen in der Hämatopoese und die Aktivierung der Lymphozyten in sekundären 

lymphatischen Organen beeinflusst [89]. So können die Hauptgruppen jeweils in 

Subpopulationen unterteilt werden, die die Zellen während ihrer Entwicklung 

genauer charakterisieren [90, 91]. Die CD-Moleküle dienen unter anderem als 

Rezeptoren für Interleukine, Komplementfaktoren und Adhäsionsmoleküle und 

erfüllen Funktionen wie Antigenpräsentation, Signaltransduktion und Zell-

aktivierung [89]. Über markierte Antikörper, die an diesen Immunglobulinen 

koppeln, können die Lymphozyten einer bestimmten Zellart, Entwicklungs- und 

Aktivierungsstufe gemessen werden [92]. 

 

Anhand des Antigens CD19 wurden die B-Lymphozyten identifiziert und weiter 

unterteilt in naive (IgD+ CD 27), memory (IgD+ CD 27+), class switched (IgD-  

CD 27+) und transitional -Zellen (CD24hi, CD38hi).  

T-Lymphozyten (CD3+) wurden je nach Positivität für CD4 oder CD8 jeweils 

differenziert in naive (CD62L+ CD45RA+), memory (RO+) (CD4+ CD45RA-

CD45RO+ oder CD8+ CD45RA-CD45RO+), central memory (CM) (CD62L+ 

CD45RA), effector memory (EM) (CD62L- CD45RA-), effector memory -RA+ 

(EMRA) (CD62L- CD45RA+), aktivierte (Humane Leukozyten-Antigene vom DR 

Isotyp (HLA-DR+) und CD69+) und regulatorische T-Zellen (über CD25+ und die 

Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3+)).  

Bei den CD4+ T-Helferzellen wurden außerdem die Typen 1 (Th1), 2 (Th2)  

und 17 (Th17) durch Bindung der Antikörper an den Rezeptoren CD4+ CXCR3+ 

CCR4- CCR5+ CCR6- für Th1, CD4+ CXCR3- CCR4+ CCR5- CCR6- für Th2 

und CD4+ CXCR3- CCR4+ CCR5- CCR6+ für Th17 unterschieden. 

Bei den zytotoxischen CD8+ -Lymphozyten wurden die aktivierten Untergruppen 

im frühen (CD28+ CD27+), im mittleren (CD28- CD27+) und im späten Status 

(CD28- CD27-) weiter identifiziert und es wurden exhausted (CD279+) und 

terminal effector -Zellen (CD279- CD57+) differenziert.  

NK-ähnliche T-Zellen (NKT-Zellen) wurden definiert über die Marker CD3+ 

CD56+. 
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Durch das Vorhandensein von CD56+ konnten NK-Lymphozyten identifiziert 

werden und durch CD56+ CD16+, CD56dim CD16bright und CD56bright 

CD16dim in drei NK-Subgruppen unterteilt werden. [93-95] 

 

Details dieser Methode, insbesondere Gating-Strategien und Identifizierung von 

Teilmengen, wurden 2019 von Waidhauser et al. beschrieben [88]. 

 

Pro Reagiergefäß ergab die Durchflusszytometrie eine Grafik mit Dot-Plots 

inklusive Farb-Legende, die durch die oben genannten Gatingstrategien die 

einzelnen Lymphozytensubpopulationen darstellten (siehe Abb. 3-9). 

 

Schließlich wurden für alle Lymphozytensubpopulationen Prozentsätze bestimmt 

und absolute Zahlen berechnet. 

 

 

Abb. 3: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 1: B- und T-Lymphozyten gesamt,  

B-Lymphozyten und deren Subgruppen 
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Abb. 4: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 2: B- und T-Lymphozyten mit ihren 

Subgruppen; Abkürzungen: CD4+ T-Lymphozyten (T4), CD8+ T-Lymphozyten (T8), memory  

-Zellen (RO+), central memory -Zellen (CM, TCM), effector memory -Zellen (EM, TEM), effector 

memory -Zellen, die CD45RA exprimieren (EMRA) 
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Abb. 5: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 3: CD8+ T-Lymphozyten mit den aktivierten 

Subgruppen im frühen, mittleren und späten Status, sowie exhausted und terminal effector  

-Zellen; Abkürzungen: CD8+ T-Lymphozyten (T8) 

 

 

Abb. 6: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 4: Aktivierte T-Zellen; Abkürzungen: CD4+ 

T-Lymphozyten (T4), CD8+ T-Lymphozyten (T8), aktivierte (Humane Leukozyten-Antigene vom 

DR Isotyp (HLA-DR+) und CD69+) T-Zellen 
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Abb. 7: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 5: NKT und NK-Zellen mit den  

NK-Subgruppen; Abkürzungen: natürliche Killerzellen (NK), NK-ähnliche T-Zellen (NKT-Zellen) 

 

 

Abb. 8: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 6: CD4+ T-Lymphozyten mit den 

Subgruppen Th1, Th2 und Th17 (je das Ergebnis zweier Gates); Abkürzungen: CD4+  

T-Lymphozyten (T4), T-Helferzellen Typ 1 (Th1), Typ 2 (Th2), Typ17 (Th17) 
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Abb. 9: Lymphozytensubpopulationen, Reagiergefäß 7: Regulatorische T-Lymphozyten; 

Abkürzungen: CD4+ T-Lymphozyten (T4), CD8+ T-Lymphozyten (T8), Regulatorische  

T-Lymphozyten (Treg), Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3+) 
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2.2 Studienaufbau und Strategie 

In dieser Arbeit wurden ausschließlich Patienten inkludiert, die die klassische, 

nicht modifizierte DLI erhielten. Analysiert wurden Lymphozytensubpopulationen 

vor und nach drei DLI in den ansteigenden Dosierungen 2 x 105, 1 x 106 und  

5 x 106 CD3+/ kg KG. DLI mit höherer Dosis wurden aufgrund einer geringen 

Fallzahl ausgeschlossen. 

Die kleinste Anfangsdosis von 2 x 105 CD3+/ kg KG wurde bei Patienten 

angewendet, die von einem nicht verwandten oder haploidentischen  

Spender transplantiert wurden. Die DLI nach allogener HSCT von einem 

passenden Geschwisterspender wurde mit einer höheren Anfangsdosis von 

1 x 106 CD3+/ kg KG oder bei einem Patienten in therapeutischer Indikation mit 

einer Anfangsdosis von 5 x 106 CD3+/ kg KG verabreicht.  

Insgesamt waren Messungen bei DLI mit 2 x 105 CD3+/ kg KG von 10  

Patienten, bei DLI mit 1 x 106 CD3+/ kg KG von 13 Patienten und bei DLI mit  

5 x 106 CD3+/ kg KG von 15 Patienten vorhanden. In Tabelle 1 in Kapitel 3.1.2 

sind diese Details übersichtlich dargestellt. 

Die Lymphozytensubpopulationen wurden jeweils vor der DLI, 1 Tag und 7 Tage 

nach der DLI gemessen. Die Ergebnisse wurden miteinander verglichen und 

statistisch ausgewertet. 

 

2.3 Studiendesign und statistische Auswertung 

Bei dieser Studie handelte es sich um eine interventionelle klinische 

Längsschnittstudie mit interner Negativkontrolle zur deskriptiven Analyse.  

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Der 

Wilcoxon-Test für verbundene Stichproben wurde angewandt und Signifikanz-

werte (p-Werte) < 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die Daten sind 

als Medianwerte mit [min; max] und p-Wert dargestellt. Zur internen Negativ-

kontrolle wurden die B-Lymphozyten analysiert. 

Eine genaue Übersicht über die einzelnen Werte mit Median [min; max] und  

p-Wert ist in Tabelle 4 (siehe Kapitel 3.2) zu finden. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Studienpopulation 

3.1.1 Ethik und Datenschutz 

Für die Durchführung der Studie besteht die Zustimmung einer hausinternen 

Ethikgewerkschaft, der Beratungskommission für klinische Forschung (BKF) 

(siehe Anhang 2).  

Die Patienten erhielten vorab eine Aufklärung und unterschrieben eine 

Einwilligungserklärung zur Teilnahme an der Studie und zum Datenschutz (siehe 

Anhang 3).  

 

3.1.2 Patientenkollektiv 

Eingeschlossen wurden alle Patienten (Anzahl (n) = 16) nach allogener 

Stammzelltransplantation, die mit mindestens einer DLI im Universitätsklinikum 

Augsburg im Zeitraum von 2016 bis 2020 behandelt wurden. Voraussetzungen 

für die Anwendung waren die Beendigung der Immunsuppression mindestens 

vier Wochen vor der ersten DLI, ein etablierter Spenderchimärismus und 

fehlende Anzeichen einer Infektion oder GvHD. Die mediane Zeit von allogener 

HSCT bis zur ersten DLI betrug 12,5 Monate.  

Der Nachbeobachtungszeitraum betrug bei jedem Probanden mindestens  

2 Jahre, beginnend mit dem Zeitpunkt der jeweils ersten erhaltenen DLI, im 

Folgenden bezeichnet als t. Klinischer Endpunkt der vorliegenden Arbeit ist das 

bei jedem Patienten individuell betrachtete Zeitintervall zwischen t und t+24, also 

24 Monate nach t. Der zu diesem Zeitpunkt vorliegende Remissionsstatus 

definiert das Ansprechen auf die Therapie. 

 

Tabelle 1 stellt im Folgenden die Charakteristika der gewählten Patienten-

Stichprobe übersichtlich dar. 
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VARIABLEN ERGEBNISSE 
  

  

Alter; Median/Mittelwert (Range) 55,5/57 (41-70) 
 
Geschlecht 

 

 Männlich; n (%) 11 (68,75) 
 Weiblich; n (%) 5 (31,25) 
 
Histologie 

 

 AML; n (%) 10 (62,5) 
  sAML; n 6 
  tAML; n 1 
 CML; n (%) 2 (12,5) 
 Multiples Myelom; n (%) 3 (18,75) 
 Pro-B-ALL; n (%) 1 (6,25) 
 
Indikation zur DLI 

 

 Prophylaktisch; n (%) 5 (31,25) 
 Therapeutisch; n (%) 3 (18,75) 
 Präemptiv; n (%) 8 (50) 
  MC; n  6 
  Molekulares Rezidiv; n 1 
  MC und molekulares Rezidiv; n 1 
 
Messungen pro Dosierung 

 

 2x105; n (%) 10 (62,5) 
 1x106; n (%) 13 (81,25) 
 5x106; n (%) 15 (93,75) 
 
Ansprechen*  

 

 CR; n (%) 10 (62,5) 
 PR; n (%) 0 (0) 
 PD; n (%) 6 (37,5) 
 SD; n (%) 0 (0) 
 
GvHD 

 

 Ja; n (%) 5 (31,25) 
  Akut; n  4  
  Chronisch; n  3  
 Nein; n (%) 11 (68,75) 
   

Tabelle 1: Patientencharakteristika, *Remissionsstatus an Tag t+24 oder vorher bei Tod; 

Abkürzungen: Akute myeloische Leukämie (AML), sekundäre AML (sAML), therapiassoziierte 

AML (tAML), Chronisch myeloische Leukämie (CML), Akute lymphatische Leukämie (ALL), 

unreife B-lymphozytäre Vorläufer-ALL (Pro-B-ALL), gemischter Chimärismus (MC), Komplette 

Remission (CR), Teilremission (PR), Progression (PD), stabile Erkrankung (SD) 
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Das Durchschnittsalter der Kohorte betrug 57 Jahre, 11 Probanden waren 

männlich und 5 weiblich. Die Patienten waren an unterschiedlichen 

hämatologischen Neoplasien erkrankt. Am häufigsten handelte es sich dabei um 

eine AML, davon entstanden 60% sekundär nach anderen zugrunde liegenden 

hämatologischen Neoplasien, 10% waren therapieassoziiert. Ein Multiples 

Myelom fand sich bei 3 Patienten, 2 hatten eine CML und 1 Proband wies eine 

Pro-B-ALL (unreife B-lymphozytäre Vorläufer-ALL) auf.  

Die Indikationen für die DLI waren bei 5 Patienten prophylaktisch, bei 3 Patienten 

therapeutisch und bei 8 Patienten präemptiv. Von letzteren wiesen 6 einen 

gemischten Chimärismus auf, 1 Patient hatte ein molekulares Rezidiv und bei 1 

Probanden war sowohl ein gemischter Chimärismus als auch ein molekulares 

Rezidiv ausschlaggebend für die präemptive Behandlung.  

 

3.1.3 Therapieerfolg 

3.1.3.1 Allgemeine Kriterien 

Neben Toxizität, Überlebenszeit, Symptomkontrolle, Lebensqualität und 

Remissionsdauer ist der Grad der Remission ein objektiver Parameter zur 

Beurteilung des Therapieerfolgs in der Onkologie. Für solide Tumoren gibt es die 

WHO- (Weltgesundheitsorganisation) oder RECIST-Kriterien (Response 

Evaluation Criteria In Solid Tumors), für hämatologische Neoplasien werden 

andere, je nach Erkrankung getrennte Evaluationssysteme angewendet. Die 

Grundprinzipien sind allerdings ähnlich. So erfolgt immer eine Verlaufskontrolle 

im Vergleich zum Ausgangsbefund. Zur Klassifikation gibt es in allen 

Evaluationssystemen die vier Standartkriterien Komplettremission (CR), 

Teilremission (PR), Progredienz (PD) und stabile Erkrankung (SD). Je nach 

Grunderkrankung liegen eventuell genetische Marker vor. Durch den Nachweis 

dieser Marker kann neben dem klinischen Ansprechen auch ein zyto- 

beziehungsweise molekulargenetisches Ansprechen gemessen werden. [96] 

Ein wichtiger Bestandteil zur Verlaufskontrolle nach allogener HSCT ist die 

Chimärismusanalyse, also die Differenzierung von Spender- und 

Empfängerzellen im Knochenmark oder im peripheren Blut. Sie dient der 

Beurteilung des Engraftments (= Anwachsen der Stammzellen) und zur 

Einschätzung des Rezidivrisikos. Besteht im Empfänger eine vollständige 
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Hämatopoese des Spenders, so gilt dies als Grundlage für ein erfolgreiches 

Engraftment und langfristiges Therapieansprechen. [97-99] Man spricht von 

einem vollständigen Spenderchimärismus (CC). Sind jedoch noch Empfänger-

zellen vorhanden spricht man vom gemischten Chimärismus (MC). Durch die 

Gabe von DLI kann durch Immunmodulation ein MC in einen CC konvertiert 

werden [100]. 

 

3.1.3.2 Individueller Therapieerfolg 

Zum Zeitpunkt t+24 waren 10 Patienten in CR, 4 Patienten waren bereits 

verstorben und 2 Patienten befanden sich im aktiven Rezidiv.  

Insgesamt konnte innerhalb der 2 Jahre eine PD bei 6 Patienten festgestellt 

werden, 3 davon verstarben bis zum Endpunkt, einer erst danach. Ein Patient 

erreichte vor Ablauf der 2 Jahre durch eine erneute PBSCT eine CR, der andere 

erst nach t+24 durch erneute Therapie mit DLI. 

Völlig rezidivfrei waren im gesamten Nachbeobachtungszeitraum 9 Patienten, 

wovon einer jedoch danach an einer anderen Neoplasie verstarb. 

 

Auf der nächsten Seite gibt Tabelle 2 einen Überblick über den individuellen 

Behandlungsweg sowie den Remissionsstatus der einzelnen Patienten nach DLI. 

Diese Tabelle findet sich zusätzlich noch einmal vergrößert als herausnehmbares 

Exemplar im rückseitigen Einband. 
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3.1.3.3 Auftreten von GvHD 

Als Nebenwirkung auf die DLI trat bei 5 Patienten eine GvHD auf. Vier von  

diesen erhielten das Transplantat von einem in 10 von 10 HLA-Merkmalen 

passenden nicht verwandten Spender und einer von einem HLA-identischen 

Geschwisterspender. 

2 Patientinnen erlitten einmalig eine aGvHD, wobei die eine Patientin nach der 

zweiten von drei DLI mit 10 x 106 CD3+/ kg KG eine nicht behandlungsbedürftige 

GvHD °I des Darmes aufwies. Bei der anderen Patientin handelte es sich um 

eine GvHD °IV des GI-Traktes, die erfolgreich mit Ruxolitinib behandelt wurde. 

Aufgetreten war diese nach der fünften und letzten DLI mit einer Dosis von 

zweimal 10 x 106 CD3+/ kg KG.  

Eine isolierte cGvHD konnte bei einem Patienten drei Monate nach 

Behandlungsende mit fünf DLI beobachtet werden, wovon die letzte DLI eine 

Dosierung von 0,5 x 108 CD3+/ kg KG hatte. Die cGvHD betraf die Haut und war 

von moderater Ausprägung, so dass die Therapie initial mit Steroiden begonnen 

wurde und einen Monat später um Cyclosporin erweitert wurde. Zehn Monate 

später war keine klinische Aktivität der cGvHD mehr zu registrieren.  

2 der 5 Patienten entwickelten aus einer aGvHD eine cGvHD. Der erste der 

Beiden reagierte bereits auf die erste DLI mit 2 x 105 CD3+/ kg KG mit einer 

aGvHD °I der Haut, die nicht therapiebedürftig war. Zwei Monate nach der letzten 

DLI mit 1 x 107 CD3+/ kg KG ging diese in eine moderate cGvHD der Haut, 

Mundschleimhaut, Nägel und Konjunktiven über, eine mögliche Leberbeteiligung 

konnte nicht sicher ausgeschlossen werden. Therapeutisch erhielt er Cyclosporin 

und Ruxolitinib, worunter bis t+41 eine allmähliche Besserung eintrat. Der zweite 

der Patienten hatte nach der vierten und letzten DLI mit 4 x 107 CD3+/ kg KG 

eine aGvHD °II der Haut, Schleimhäute und Leber, die mit Steroiden und 

Cyclosporin behandelt wurde. Dennoch ging diese drei Monate später in eine 

milde cGvHD der Augen, Mundschleimhaut und Leber über. Die Therapie mit 

Cyclosporin wurde eineinhalb Jahre weitergeführt. 

 

Tabelle 3 zeigt die aufgetretenen GvHD strukturiert aufgearbeitet. 
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Patienten mit GvHD 

   

gesamt aGvHD cGvHD 
   

5 4 3 
   

Geschlecht der Patienten mit GvHD 
   

Geschlecht aGvHD cGvHD 
   

w 2 0 
m 2 3 

   
Betroffene Organsysteme 

 

gesamt aGvHD cGvHD 
   

Haut 4 Haut 2 Haut 2 
Schleimhäute 3 GI-Trakt 2 Schleimhäute 2 
Leber 3 Schleimhäute 1 Leber 2 
GI-Trakt 2 Leber 1 Augen/Konjunktiven 2 
Augen/Konjunktiven 2   Nägel 1 
Nägel 1     

   
Zeitpunkt 

   

Nach 1. DLI Nach 2. DLI Nach letzter DLI 
   

1 1 4  
(2x nach 4. DLI, 
2x nach 5. DLI) 

   
Ausprägung 

   

 aGvHD cGvHD 
   

 °I 2 mild 0 
 °II 1 moderat 3 
 °III 0 schwer 0 
 °IV 1  
 °V 0  

   
DLI-Dosierung vor GvHD in CD3+/ kg KG 

 

gesamt aGvHD cGvHD 
   

2x105 1 2x105 1 1x107 1 
10x106 1 10x106 1 4x107 1 
2x10x106 1 2x10x106 1 0,5x108 1 
1x107 1 4x107 1  
4x107 2   
0,5x108 1   

   
 

Tabelle 3: GvHD; Abkürzungen: Graft-versus-host disease (GvHD), akute GvHD (aGvHD), 

chronische GvHD (cGvHD), T-Lymphozyten (CD3+) 
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3.1.3.4 Gesamtüberleben und Mortalität 

Das 2-Jahres Gesamtüberleben (OS) der Gesamtkohorte belief sich auf 75%, die 

Mortalität lag bei 25%. Haupttodesursache war die Progression, die Nicht-Rezidiv 

Mortalität (NRM) betrug 6,25%. Betrachtet man das leukämiefreie Überleben, so 

waren zum Zeitpunkt d+24 knapp 63% ohne Rezidiv. 

 

 
Abb. 10: Gesamtüberleben und Leukämiefreies Überleben an t+24; Abkürzungen: Gesamt-

überleben (OS), Leukämiefreies Überleben (LFS) 

 

 

3.2 Ergebnisse der Lymphozytenmessungen  

Die gesamten analysierten Lymphozytensubpopulationen einen Tag vor, einen 

Tag nach und sieben Tage nach der jeweiligen DLI sind auf der nächsten Seite 

in Tabelle 4 mit Median [min; max] und p-Wert dargestellt. Diese Tabelle findet 

sich zusätzlich noch einmal vergrößert als herausnehmbares Exemplar im 

rückseitigen Einband. 
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3.2.1 B-Lymphozyten 

 
Abb. 11: Boxplot B-Lymphozyten gesamt: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median 

einen Tag vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 1 x 106 CD3+/ kg KG; 

Abkürzungen: 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI (d+7) 

 

Die B-Zellen wurden als interne Negativkontrolle gemessen.  

Wie erwartet zeigte die Gesamtzahl der B-Lymphozyten in keiner Messung 

innerhalb der drei Konzentrationsstufen signifikante Änderungen. Auch die 

einzelnen Untergruppen wiesen in keiner Messung signifikante Veränderungen 

auf. Naive, memory-, class switched und transitional -Zellen blieben sowohl 

bezüglich der Konzentrationsstufen der DLI als auch bezüglich des Vergleiches 

von Tag 1 und Tag 7 nach DLI im Vergleich zu vor DLI auf einem ähnlichen 

Niveau. 

 

3.2.2 T-Lymphozyten  

Die CD4/CD8 -Ratio änderte sich in keiner Konzentrationsstufe, weder an Tag 1 

noch an Tag 7 nach DLI signifikant. Auch nach abgeschlossener Therapie mit 

DLI konnte keine signifikante Änderung der Menge an T-Lymphozyten zum 

Ausgangswert vor der ersten DLI gemessen werden. 
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3.2.2.1 CD8 -Lymphozyten  

 
Abb. 12: Boxplot CD8+ -Lymphozyten: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median 

einen Tag vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 1 x 106 CD3+/ kg KG; 

Abkürzungen: CD8+ T-Lymphozyten (T8), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage 

nach DLI (d+7) 

 

Innerhalb der niedrigsten Konzentrationsstufe mit 2 x 105 CD3+/ kg KG gab es 

keine signifikanten Veränderungen der CD8+ -Zellen und ihrer Untergruppen an 

Tag 1 und Tag 7 nach DLI verglichen zur Messung vor der DLI. 

In der Konzentrationsstufe mit 1 x 106 CD3+/ kg KG gab es signifikante 

Änderungen bei 17 Subpopulationen.  

Dabei zeigte die Gesamtzahl der CD8+ - Lymphozyten an Tag 1 nach DLI einen 

signifikanten Zuwachs (p = 0,026). Von den Subgruppen vermehrten sich die  

EM (p = 0,041), die EMRA (p = 0,05), die Effektorzellen im mittleren Status  

(p = 0,021), die exhausted (p = 0,041) und die HLA-DR+ (p = 0,047) -Zellen 

signifikant.  

An Tag 7 nach DLI stieg die Gesamtzahl der CD8+ -Lymphozyten (p = 0,011). 

Davon erhöhten sich die memory (p = 0,038), die naiven (p = 0,028), die  

EM (p = 0,028), die EMRA (p = 0,011), die Effektorzellen im mittleren  

Status (p = 0,015), die Effektorzellen im späten Status (p = 0,021), die  

exhausted (p = 0,021), die terminal effector (p = 0,011) und die  

HLA-DR+ (p = 0,015) -Zellen signifikant. Eine signifikante Abnahme zeigte sich 

bei den Effektorzellen im frühen Status (p = 0,038). 

Central memory, CD69+, regulatory und CD25+ -Zellen waren zu keiner Zeit in 

dieser Konzentrationsstufe von signifikanten Veränderungen betroffen. 
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Nach der DLI mit der höchsten Dosierung von 5 x 106 CD3+/ kg KG gab es 

signifikante Veränderungen nur an Tag 1, jedoch keine an Tag 7. Die Gesamtzahl 

der CD8+ -Zellen erhöhte sich (p = 0,01). Die memory (p = 0,026), die  

naiven (p = 0,041), die Effektorzellen im späten Status (p = 0,05), die  

exhausted (p = 0,019) und die HLA-DR+ (p = 0,01) -Zellen waren diejenigen 

Untergruppen, die signifikant zunahmen. Ein signifikanter Rückgang konnte bei 

den EMRA -Zellen beobachtet werden (p = 0,021). 

Central memory, EM, die Effektorzellen im frühen Status, die Effektorzellen im 

mittleren Status, terminal effector, CD69+, die regulatorischen und die CD25+   -

Zellen änderten sich innerhalb dieser Konzentrationsstufe zu keiner Zeit 

signifikant. 

 

3.2.2.2 CD4 -Lymphozyten  

 
Abb. 13: Boxplots CD4+ -Lymphozyten: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median 

einen Tag vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in den Dosierungen 1 x 106 CD3+/ kg KG 

und 5 x 106 CD3+/ kg KG; Abkürzungen: CD4+ T-Lymphozyten (T4), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag 

nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI (d+7) 

 

Im DLI-Zyklus der niedrigsten Konzentrationsstufe gab es an Tag 1 signifikante 

Zunahmen in den Untergruppen der naiven (p = 0,028) und der HLA-DR+ -Zellen 

(p = 0,05). Nach sieben Tagen verminderten sich die central memory -Zellen 

signifikant (p = 0,046) und die EMRA -Zellen stiegen signifikant (p = 0,046). 

Sowohl die Gesamtzahl der CD4+ -Lymphozyten, als auch die Subgruppen 

memory, effector memory, CD69+, Th1, Th2, Th17, regulatory und  

CD25+ -Zellen blieben bei der Dosis 2 x 105 CD3+/ kg KG von signifikanten 

Veränderungen unberührt. 
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In der Konzentrationsstufe 1 x 106 CD3+/ kg KG trat nur eine einzige signifikante 

Änderung auf. Diese betraf die naiven CD4+ -Lymphozyten, die sich an Tag 7 

erhöhten (p = 0,011). In der Gesamtzahl der CD4+ -Zellen sowie in sämtlichen 

anderen Untergruppen konnten keine signifikanten Änderungen an Tag 1 und 

Tag 7 nach DLI registriert werden.  

Beim Vergleich von Tag 1 nach DLI in der höchsten Dosierung von  

5 x 106 CD3+/ kg KG zum Wert davor stieg die Gesamtzahl der  

CD4+ -Lymphozyten signifikant (p = 0,041). Von den Subgruppen erhöhten sich 

signifikant die memory (p = 0,041), die central memory (p = 0,026), die  

regulatory (p = 0,005) und die CD25+ (p = 0,034) -Zellen. 

Keine signifikanten Änderungen zeigten naive, effector memory, EMRA,  

HLA-DR+, CD69+, Th1, Th2 und Th17 -Zellen. 

An Tag 7 wurde keine signifikante Veränderung der CD4+ -Lymphozyten mehr 

gemessen. 

 

3.2.3 NK-ähnliche T-Lymphozyten  
 

 
Abb. 14: Boxplot NKT-Zellen: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median einen Tag 

vor, sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 5 x 106 CD3+/ kg KG; Abkürzungen: 

NK-ähnliche T-Zellen (NKT-Zellen), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI 

(d+7) 

 

NKT-Zellen wiesen in der niedrigsten Konzentrationsstufe keine signifikanten 

Änderungen auf.  
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In der mittleren Konzentrationsstufe konnten sowohl an Tag 1 nach DLI  

(p = 0,028), als auch an Tag 7 nach DLI (p = 0,021) signifikante Werte gemessen 

werden. 

Eine signifikante Zunahme der NKT-Zellen wurde mit der höchsten DLI-Dosis an 

Tag 1 beobachtet (p = 0,031). 

 

3.2.4 NK-Zellen 

 
Abb. 15: Boxplot NK-Zellen: Darstellung der Verteilung der Messwerte mit Median einen Tag vor, 

sowie einen und sieben Tage nach DLI in der Dosierung 1 x 106 CD3+/ kg KG; Abkürzungen: 

natürliche Killerzellen (NK), 1 Tag vor DLI (d-1), 1 Tag nach DLI (d+1), 7 Tage nach DLI (d+7) 

 

Innerhalb der niedrigsten Konzentrationsstufe vermehrten sich CD56dim 

CD16bright -Zellen an Tag 7 nach DLI signifikant (p = 0,046). 

In der mittleren Konzentrationsstufe mit 1 x 106 CD3+/kg KG gab es keine 

signifikanten Änderungen der NK-Zellen und deren Untergruppen. 

An Tag 7 nach DLI in der höchsten Dosierung stieg die Gesamtzahl der  

NK-Zellen signifikant (p = 0,037). Ebenso konnte bei gleicher Dosierung  

und im gleichen Zeitintervall eine signifikante Zunahme der CD56+  

CD16+ -Lymphozyten (p = 0,017) gemessen werden.  

In den CD56bright CD16dim -Zellen gab es in keiner Messung innerhalb der drei 

Konzentrationsstufen signifikante Änderungen.  
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4. Diskussion 

4.1 Interpretation der Ergebnisse 

4.1.1 Dosierung der DLI 

Ein Anstieg der Gesamtlymphozyten und T-Lymphozyten nach DLI konnte im 

peripheren Blut nicht gemessen werden. Jedoch wurden signifikante Änderungen 

innerhalb verschiedener T-Lymphozytensubpopulationen festgestellt. 

Die meisten Änderungen der Lymphozytenzusammensetzung gab es in der 

Konzentrationsstufe 1 x 106 CD3+/ kg KG, sowohl an Tag 1 wie auch an Tag 7 

nach DLI. An Tag 1 nach Gabe von 5 x 106 CD3+/ kg KG fanden sich geringfügig 

weniger Änderungen, jedoch nicht mehr an Tag 7 nach DLI. Dort fanden sich wie 

innerhalb der Konzentrationsstufe 2 x 105 CD3+/ kg KG nur vereinzelt 

Änderungen der Lymphozytensubpopulationen. 

Es konnte also gezeigt werden, dass die DLI in der Dosierung  

1 x 106 CD3+/ kg KG die deutlichsten Änderungen der Lymphozyten-

zusammensetzung induzierte. Das deutet darauf hin, dass die optimale 

Dosierung einer DLI mit der stärksten Anstoßung der immunmodulatorischen 

Wirkung im Bereich um diese Konzentrationsstufe liegt. Dies korreliert auch mit 

der Erkenntnis klinischer Studien, in denen zur Trennung von GvHD und GvL die 

CD3+ -Zelldosis variiert wurde und die dadurch zu dem Ergebnis kamen, dass 

die Anzahl der Spender-T-Zellen entscheidend für den Effekt der DLI ist [45, 101]. 

 

4.1.2 Remission und Auftreten einer GvHD 

Bei den Messungen wurde das individuelle Outcome mit den Veränderungen in 

der Lymphozytensubpopulation nicht einzeln analysiert, sondern die Ergebnisse 

der jeweiligen Dosierung zusammengefasst, um eine aussagekräftige 

statistische Auswertung zu erhalten.  

Insgesamt zeigten an t+24 10 Patienten ein klinisches Ansprechen auf die 

Behandlung mit DLI. Dies entspricht ca. 63% in einem Beobachtungszeitraum 

von 2 Jahren nach erster DLI. 2 Patienten (ca. 13%) befanden sich zu diesem 

Zeitpunkt im aktiven Rezidiv. 25% der Patienten waren zu diesem Zeitpunkt 

bereits verstorben, 19% aufgrund des Rezidivs.  
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Innerhalb jeder einzelnen Konzentrationsstufe lag die Remissionsrate der 

untersuchten Patienten bei mindestens 60%. In der Konzentrationsstufe  

2 x 105 CD3+/ kg KG erlangten sogar 80% der Patienten eine CR. 

Dies deutet darauf hin, dass die in dieser Arbeit gemessenen Veränderungen der 

Lymphozytensubpopulationen in allen Dosierungen stellvertretend für eine 

Entwicklung in Richtung Remission betrachtet werden können. 

 

Das Erreichen einer Remission hängt jedoch nicht nur von der 

Zusammensetzung der Lymphozytensubpopulationen ab, sondern auch von der 

Art der malignen Zellen. So zeigen unterschiedliche Grunderkrankungen nicht 

die gleiche Empfindlichkeit für den GvL-Effekt [13]. Dies könnte ursächlich dafür 

sein, dass nur einer der 2 Patienten mit CML und alle der 3 Patienten mit 

Multiplem Myelom keine CR erreichten.  

 

Bei 5 Personen sind innerhalb des beobachteten Zeitraums GvHD aufgetreten. 

Vorausgegangen waren diesen jeweils eine andere Dosierung der DLI mit  

2 x 105, 10 x 106, 2 x 10 x 106, 1 x 107, 4 x 107 und 0,5 x 108 CD3+/ kg KG.  

Von diesen war lediglich die DLI-Konzentration 2 x 105 CD3+/ kg KG eine der 

durch uns intensiver betrachteten Dosierungen, die anderen Konzentrations-

stufen wurden nur wenigen der Patienten verabreicht. Durch diese Umstände ist 

ein objektiver Vergleich der aufgetretenen GvHD nicht sinnvoll möglich.  

Grundsätzlich handelt es sich bei fünf Patienten mit GvHD zudem um eine sehr 

geringe Stichprobe, die ohnehin wenig aussagekräftig ist. Hinzu kommt, dass 

sowohl aGvHD wie cGvHD aufgetreten sind, wodurch die Anzahl der unmittelbar 

miteinander vergleichbaren GvHD weiter sinkt. 

Des Weiteren hatten die Patienten, die von einer GvHD betroffen  

waren, unterschiedliche Grundvoraussetzungen. Diese betreffen einerseits das 

Geschlecht, die Grunderkrankung, sowie die Indikation für eine Behandlung mit 

DLI. Dazu erhielten die Patienten die DLI, welche der GvHD vorausgegangen 

war, zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihres jeweiligen Zyklus mit unterschiedlich 

vielen vorausgegangenen DLI in unterschiedlich hohen Dosierungen. 

Aufgrund dieser vielen abweichenden Parameter ist eine repräsentative Aussage 

über Auffälligkeiten in der Lymphozytensubpopulation bei Auftreten einer GvHD 

aus den hier gewonnenen Ergebnissen nicht möglich.  
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Dies bestätigt jedoch erneut die Annahme, dass die in dieser Arbeit gemessenen 

signifikant veränderten Zellen mit dem GvL-Effekt assoziiert sein müssen, da 

keine Korrelation zwischen behandlungsbedürftiger GvHD und den untersuchten 

Dosierungen besteht. 

 

In dieser Arbeit traten therapiebedürftige GvHD erst nach Ende der Therapie mit 

allen DLI-Zyklen oder nach Verabreichen von DLI in sehr hohen Dosierungen 

auf. 

Zudem fällt auf, dass 4 der 5 von einer GvHD betroffenen Patienten an einer 

Form der AML erkrankt waren und dass 3 der Patienten präemptiv mit DLI 

behandelt wurden. Diese Umstände müssen nicht zwingend eine tiefere 

Bedeutung haben, zumal von den 16 Patienten die AML die häufigste Erkrankung 

und präemptiv die häufigste Indikation zur Behandlung darstellte. Allerdings 

könnten diese Beobachtungen Hinweise auf derzeit noch nicht ausreichend 

untersuchte Zusammenhänge geben. 

 

So können mit dieser Arbeit einige in anderen Studien bereits gewonnene 

Erkenntnisse bestätigt werden. Insbesondere der Zusammenhang zwischen der 

Entstehung einer GvHD und einer hohen CD3+ -Zelldosis der DLI [45, 77, 78] 

beziehungsweise der Grunderkrankung des Patienten [10, 45, 102]. 

 

4.1.3 Lymphozyten-Subpopulationen 

Mehrere Studien haben sich mittlerweile mit der Thematik befasst, welche 

Immunzellen für den GvL- und welche für den GvHD-Effekt verantwortlich sind. 

Forscher sind sich einig, dass CD8+ -Zellen den wichtigsten Mediator der  

GvL-Aktivität darstellen [103-111]. Ebenso aktiv beteiligt sind jedoch auch NKT 

und NK-Zellen [104].  

Auch antigenspezifische Subgruppen der CD4+ -Zellen sind als relevante 

Effektoren für die GvL-Reaktion genannt worden [105], da sie über die 

Expression von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren aktivierende, 

unterstützende und kontrollierende Eigenschaften besitzen. Zur Aufrecht-

erhaltung einer kompetenten Funktion von CD8+ -Zellen sind CD4+ -Zellen also 
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unabdingbar [112], direkter Auslöser der GvL-Reaktion sind sie damit jedoch 

eher nicht. 

Bei Versuchen isolierte Zellreihen zu verabreichen, konnte GvHD zwar wirksam 

reduziert werden, allerdings hatte dies auch Folgen wie fehlendes Engraftment, 

Infektionen und erhöhte Rezidivraten [113]. 

Um also den größtmöglichen Effekt einer GvL-Aktivität zu erzielen, ist ein 

komplexes Zusammenspiel von CD8+, CD4+, NKT und NK-Zellen erforderlich 

[108, 109]. 

In Hinblick auf die einzelnen Untergruppen der Zellreihen gibt es derzeit nur 

wenige Erkenntnisse, welche für die GvL-Reaktion verantwortlich sind. Es gibt 

Hinweise darauf, dass naive, Effektorzellen und central memory -Zellen beteiligt 

sind [108, 114, 115]. 

In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf den Subgruppen der 

verschiedenen Zellreihen, um noch präziser herausarbeiten zu können, wo im 

Detail die für den GvL-Effekt wirksame Immunmodulation stattfindet.  

 

4.1.3.1 B-Lymphozyten 

B-Lymphozyten erkennen Antigene und differenzieren dann in Plasmazellen, die 

Antikörper synthetisieren und sezernieren. Diese Immunglobuline können 

Mikroorganismen durch Opsonierung, direkte Neutralisierung und durch 

Aktivierung des Komplementsystems inaktivieren. Sie spielen also eine wichtige 

Rolle bei der pathogenspezifischen Immunabwehr. [116]  

Auch bei der Bekämpfung von soliden Tumoren nehmen sie durch lymphatische 

Infiltration über ihr zytotoxisches Potential und der Rekrutierung und Aktivierung 

von T-Zellen einen wichtigen Stellenwert ein [117-119]. Bei der Behandlung von 

hämatologischen Neoplasien sind B-Lymphozyten jedoch nicht von großer 

Bedeutung, zudem beruhen Immuntherapien hauptsächlich auf der Aktivierung 

von T-Zellen [120]. 

 

Vor diesem Hintergrund war zu erwarten, dass sich die Anzahl der  

B-Lymphozyten und ihrer Untergruppen durch das Verabreichen von DLI nicht 

ändert, weshalb sie als interne Negativkontrolle herangezogen wurden. 

Durch das Ausbleiben von signifikanten Veränderungen innerhalb der gesamten 

B-Zell-Subpopulation innerhalb aller untersuchten Konzentrationsstufen zu 
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jedem Zeitpunkt konnte bekräftigt werden, dass die DLI ursächlich für die 

Immunmodulation innerhalb der T-Zellen waren. 

 

4.1.3.2 T-Lymphozyten 

Es wäre zu erwarten gewesen, dass die Gesamtzahl der Lymphozyten sich vom 

Zeitpunkt vor Therapiebeginn mit DLI zur Messung nach der letzten DLI erhöht, 

da durch die DLI viele CD3+ -Zellen infundiert worden sind. Auffällig ist jedoch, 

dass die Anzahl der Gesamt-CD3+ -Zellen ohne signifikanten Anstieg geblieben 

ist. Dies lässt vermuten, dass die infundierten Zellen großteils in Gewebe 

migrieren oder in Apoptose gehen. Da nach DLI jedoch nachweislich eine 

Reaktion im Sinne eines GvL-Effekts ausgelöst wird, ist es wahrscheinlich, dass 

die verabreichten CD3+ -Zellen zwar nicht selbst aktiv werden, aber dennoch als 

starker Induktor und Mediator der körpereigenen Immunreaktion fungieren. 

 

T-Zellen unterliegen einer dynamischen Entwicklung, in der sie ver- 

schiedene Differenzierungsstadien durchlaufen. Aus naiven T-Zellen, die noch 

keinen Antigenkontakt hatten, entstehen so unterschiedliche Effektor- und 

Gedächtniszellen. [121-125]  

 

Naive T-Lymphozyten sind die Hauptquelle für das große Repertoire der T-Zellen 

und somit maßgeblich an der effektiven Reaktion des Immunsystems auf fremde 

Reize beteiligt. Obwohl sie dadurch unentbehrlich sind, gibt es zahlreiche 

Quellen, die naive T-Zellen als mitverantwortlich für den GvHD-Effekt identifiziert 

haben [56, 113-115, 126-134]. 

In dieser Arbeit konnte zu verschiedenen Zeitpunkten ein signifikanter Anstieg 

der naiven T-Zellen verzeichnet werden, jedoch konnte kein direkter 

Zusammenhang mit dem Auftreten von GvHD oder der GvL-Reaktion festgestellt 

werden.  

In den hier vorliegenden Messungen konnte ein signifikanter Anstieg der naiven 

CD8+ -Zellen an Tag 7 in der mittleren Dosierung und an Tag 1 in der höchsten 

Dosierung festgestellt werden. Zu diesen Zeitpunkten ist die Immunmodulation 

bereits maximal aktiv und es werden neue CD8+ -Zellen benötigt, um eine 

ausreichende Deckung mit den benötigten Untergruppen zu gewährleisten. Eine 
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Rekrutierung von naiven CD8+ -Zellen zu diesem Zeitpunkt ist demnach sinnvoll 

und ein passender Befund zu einer Immunreaktion.  

Naive CD4+ -Zellen vermehrten sich signifikant in der niedrigsten Dosierung an 

Tag 1, sowie in der mittleren Dosierung an Tag 7. Der bereits in der niedrigsten 

Dosierung bestehende frühe Anstieg spricht dafür, dass schon diese Dosierung 

ausreichend war, um Reize für das Immunsystem zu setzen. Wie bekannt ist 

beginnt die Initiierung der GvL-Reaktion mit der Aktivierung der entsprechenden 

Effektoren durch CD4+ -Zellen [112], die hier als Erhöhung der naiven  

CD4+ -Zellen zu erkennen ist. Der erneute Anstieg an Tag 7 der mittleren 

Dosierung könnte die Vorbereitung auf die Ausbildung eines Immun-

gedächtnisses und eine hemmende Aktion der CD4+ -Zellen sein, damit es nicht 

zu einer überschießenden Immunreaktion, also zu einer GvHD kommt.  

 

Initialisiert durch z.B. eine akute Infektion bilden sich Effektor-T-Zellen aus, die in 

nicht lymphatisches, peripheres Gewebe einwandern können und in der Lage 

sind Zytokine und zytotoxische Moleküle wie Perforine zu produzieren [135-137]. 

Effektorzellen sind eine sehr heterogene Gruppe. Sie lassen sich in EM und 

EMRA unterteilen, die sich wiederum in einem frühen, mittleren und späten 

Status der Differenzierung befinden können. [122, 136] Ihre Funktion besteht in 

der antigenspezifischen Zytolyse, sowie der Ausschüttung von Interferon [123]. 

Das Endstadium stellen terminal effector -Zellen dar, die eine geringe 

Proliferation und Funktion aufweisen und zum Absterben bestimmt sind [122, 

137, 138]. Eine kleine Teilmenge bleibt nach Abklingen der Infektion jedoch 

bestehen und differenziert sich in central memory -Zellen, die als langlebiges  

T-Zell-Gedächtnis bestehen bleiben. Sie können sich selbst erneuern und 

differenziertere Nachkommen bilden. Sie bewegen sich wie naive T-Zellen 

wiederholt durch den Lymphknoten, bis sie auf antigenpräsentierende Zellen 

treffen. [135-137] 

 

Die Effektorzellen EM und EMRA sind die einzigen Subpopulationen, bei denen 

die Fähigkeit GvL zu vermitteln aber keine GvHD auszulösen vermutet wird [56, 

115, 130, 132, 133]. Ihnen scheint also eine sehr wichtige Rolle für das Erreichen 

einer Remission zuzukommen. 
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In dieser Arbeit waren CD8+ EM sowie EMRA in mittlerer Dosierung an Tag 1 

und 7 signifikant gestiegen. In höchster Dosierung konnte ein Absinken der 

EMRA an Tag 1 festgestellt werden. Betrachtet man zusätzlich den Status der 

Effektorzellen, so fällt auf, dass sich an Tag 7 bei mittlerer Dosierung der frühe 

Status signifikant verringerte. Der mittlere Status erhöhte sich an Tag 1 und 7 der 

mittleren Dosierung und wurde an Tag 7 der mittleren Dosierung abgelöst durch 

den späten Status, der an diesem und an Tag 1 der höchsten Dosierung 

angestiegen ist. Blazar et al. zeigten, dass die GvL-Reaktion erhalten blieb und 

GvHD reduziert wurde, wenn die CD28 Costimulation blockiert wurde [139]. In 

diesem Sinne könnte das Absinken der CD28+ -Zellen erklärt werden. Die Zellen 

im mittleren und späten Status haben sich in anderer Quelle als die deutlich 

effektiveren Zellen zur Immunabwehr gezeigt [140], so dass hier eine zur Literatur 

passende Entwicklung stattfand. Parallel zur Abnahme des frühen Status stiegen 

die Zellen der anderen Status innerhalb der Dosierung 1 x 106 CD3+/ kg KG an, 

was auf eine starke immunmodulatorische Wirkung der DLI hinweist und auf die 

klinische Entwicklung in die gewünschte therapeutische Richtung hindeutet. 

Dass innerhalb der Dosierung 5 x 106 CD3+/ kg KG keine EM und nur noch eine 

verringerte Anzahl an EMRA zu messen war könnte dadurch erklärt werden, dass 

die Effektorzellen in peripheres Gewebe abgewandert sind. 

Innerhalb der CD4+ -Zellen waren EM komplett unauffällig und EMRA wurden 

innerhalb der niedrigsten Dosierung an Tag 7 einmal erhöht gemessen. Diese 

initiieren die Aktivierung von CD8+ -Zellen. Vorausgegangen war diesem Anstieg 

sieben Tage zuvor eine vermehrte Rekrutierung von naiven CD4+ -Zellen. Diese 

bilden die Basis für die Entstehung weiterer Subgruppen und sind somit die 

Voraussetzung für eine angehende Immunreaktion. Die gleichzeitige Erhöhung 

von HLA-DR+ spricht ebenfalls für eine Aktivierung der naiven Zellen und 

bestätigt damit nicht nur eine vermehrte Anzahl, sondern auch eine erhöhte 

Funktionalität. An Tag 7 nahmen central memory -Zellen signifikant ab, da sich 

aus diesen die EMRA entwickelten. Die gesamten Veränderungen innerhalb der 

niedrigsten Dosierung entsprechen einer logischen Abfolge von Veränderungen, 

die eine anlaufende Immunreaktion anschaulich darstellen. 

Terminal effector -Zellen konnten nur an Tag 7 der mittleren Dosierung erhöht 

gemessen werden. Es fallen also entweder nur wenige enddifferenzierte Zellen 
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an oder sie werden sehr schnell abgebaut, so dass sie in den Messungen dieser 

Arbeit nur in geringem Maße auftauchen.  

Interessanter ist jedoch die Entwicklung zu memory und central memory -Zellen. 

Ein Anstieg von memory -Zellen konnte innerhalb der CD8+ -Zellen an Tag 7 der 

mittleren und an Tag 1 der höchsten Dosierung und innerhalb der CD4+ -Zellen 

an Tag 1 der höchsten Dosierung beobachtet werden. Central memory -Zellen 

blieben innerhalb der CD8+ -Zellen unverändert, während sie innerhalb der  

CD4+ -Zellen nach ihrer Abnahme an Tag 1 in der niedrigsten Dosierung dann 

an Tag 1 der höchsten Dosierung signifikant anstiegen. Dass der Verbrauch der 

CD4+ central memory -Zellen der Induktion von EMRA -Zellen zur Aktivierung 

der CD8+ -Zellen dient, wurde oben bereits erörtert. Die Vermehrung spricht für 

die Ausbildung eines zentralen Gedächtnisses am Ende der Immunreaktion, die 

durch die Erhöhung von CD4+ -Treg eingeleitet wurde. Das ein entsprechender 

Anstieg innerhalb der CD8+ -Zellen fehlt, könnte daran liegen, dass central 

memory -Zellen in lymphoides Gewebe migrieren und deshalb durch die 

Messungen im peripheren Blut nicht erfasst wurden. Die Entwicklung innerhalb 

der Gedächtniszellen dokumentiert jedoch eine sichtbare Ausbildung eines 

immunologischen Gedächtnisses. 

Ein klarer Hinweis auf eine bevorstehende oder verhinderte GvHD wurde durch 

die Veränderung der Effektor- und Gedächtniszellen nicht gefunden. Dies 

entspricht der Studienlage, die keine eindeutige Beziehung zwischen GvHD und 

diesen Subgruppen herstellen konnte. Einige Quellen postulieren eine Auslösung 

von GvHD durch Effektor- und Gedächtniszellen [56, 106, 113-115, 126-133, 

141, 142], andere wiederum verneinen genau diesen Zusammenhang [113, 115, 

130].  

 

Aktivierungsmarker auf der Zelloberfläche von T-Zellen können verschiedene 

Phasen einer Immunaktivierung beschreiben. Der erste Marker in der Frühphase 

ist CD69, dessen Expression innerhalb der ersten 3-12 Stunden ansteigt, bis 24 

Stunden erhöht bleibt und danach wieder abnimmt. Der Marker CD25, der 

konstitutiv auch auf Treg und ruhenden memory-Zellen vorhanden ist, beginnt 

seinen Anstieg nach 24 Stunden und bleibt einige Tage erhöht. Die Spätphase 

wird durch die HLA-DR+ -Expression nach 24 Stunden induziert und bleibt dann 

bis zu einigen Wochen anhaltend hoch. [143] 
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Ein Anstieg des Markers CD69+ konnte über alle Dosierungen hinweg weder bei 

den CD4+, noch bei den CD8+ -Zellen gemessen werden. Da die erste Messung 

innerhalb dieser Arbeit erst nach 24 Stunden stattfand, war zu erwarten, dass 

hier keine Veränderungen stattfinden.  

Der Marker CD25+ wurde nur einmal erhöht gemessen, nämlich einen Tag nach 

der DLI in höchster Dosierung innerhalb der CD4+ -Zellen. Diese Erhöhung fand 

parallel zu der Erhöhung der CD4+ -Treg statt und auch sonst wurden keine 

Veränderungen innerhalb der CD25+ -Zellreihe festgestellt. Dadurch wird 

ersichtlich, dass es sich hierbei nicht um die Darstellung des Aktivierungsmarkers 

handelt, sondern um die Messung von CD4+ -Treg. Wahrscheinlich ist, dass der 

Anstieg des Aktivierungsmarkers CD25+ erst über die 24 Stunden hinaus 

stattfindet und sieben Tage nach DLI bereits abgeflacht ist und deshalb durch die 

Messungen hier auch nicht erfasst werden würde. 

Auch HLA-DR+ dient dazu den Aktivitätsgrad zu messen, eine Erhöhung weist 

also darauf hin, dass Zellen funktionell aktiv sind. Dies ist einen Tag nach DLI in 

der niedrigsten Dosierung der CD4+ -Zellen der Fall, sowie innerhalb der         

CD8+ -Zellen an Tag 1 und 7 der mittleren Dosierung, sowie an Tag 1 der 

höchsten Dosierung. Eine Vermehrung dieses Markers wurde auch immer nur 

dann erfasst, wenn auch eine Erhöhung von Lymphozytensubpopulationen 

gemessen werden konnte. Dies lässt den Schluss zu, dass ein Anstieg von Zellen 

auch für eine Aktivierung dieser Untergruppen spricht, auch wenn die Anzahl von 

Zellen primär nicht unbedingt eine Aussage über deren Funktionalität zulässt. In 

diesem Fall sind innerhalb der CD8+ -Zellen neben einer signifikanten Erhöhung 

von HLA-DR+ mehrere Zellreihen signifikant gestiegen, so dass nicht mit 

Sicherheit zugeordnet werden kann für welche Zellen dieser Zusammenhang 

besteht. Die Aktivierung könnte also theoretisch auch nur für einen Teil dieser in 

vermehrter Anzahl gemessenen Zellen gültig sein. 

 

Bei chronischen Infektionen oder Tumorerkrankungen entwickelt sich das  

T-Zell-Gedächtnis durch einen anhaltenden hohen Antigenspiegel nicht effizient 

und es bilden sich exhausted T-Zellen. Diese Zellen sind nicht in der Lage  

in einen antigen-unabhängigen Ruhezustand überzugehen, wie dies bei  

memory -Zellen der Fall ist. Viel mehr befinden sie sich in einer metabolischen 
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Entwicklung mit verminderter Proliferationskapazität, Verlust von Effektor-

funktionen und einer erhöhten und anhaltenden Expression von inhibitorischen 

Rezeptoren. Sinn ihrer Entstehung ist vermutlich der Schutz des Wirts vor 

Autoaggressivität, hat aber andererseits eine begrenzte Kontrolle von 

Krankheitserregern und onkologischen Erkrankungen zur Folge. [135, 144] 

 

In dieser Arbeit waren exhausted -Zellen an Tag 1 und 7 in mittlerer Dosierung, 

sowie an Tag 1 in höchster Dosierung signifikant erhöht. Durch die anhaltende 

Aktivierung des Immunsystems aufgrund der Neoplasie und die Verstärkung 

durch die DLI resultierte daraus eine vermehrte Bildung dieser Zellen. Eine Studie 

von Bachireddy et al. deutet darauf hin, dass CD4+ -Zellen durch DLI 

möglicherweise in der Lage sein könnten exhausted -Zellen zu reaktivieren und 

deren bereits erfolgte Spezifikation zu nutzen, um einen schnelleren und 

größeren Antitumor-Effekt zu induzieren [145]. Jedoch hat sich die Anzahl der 

exhausted -Zellen in dieser Arbeit parallel zur Vermehrung anderer CD8+ -Zellen 

erhöht. Dies deutet darauf hin, dass diese als Folge einer verstärkten 

Rekrutierung von CD8+ -Zellen, die den exhausted -Zellen vorausgehen, 

entstanden sind und keine Reaktivierung erfahren haben. Außerdem kann kein 

Zusammenhang mit der Erhöhung bestimmter CD4+ -Zellen hergestellt werden, 

was ebenfalls zur Unterstützung dieser These beiträgt. Die Studie von 

Bachireddy et al. behandelte allerdings nur CML-Patienten, so dass dies der 

entscheidende Unterschied zu der hier vorliegenden Arbeit sein könnte und aus 

diesem Grund keine vergleichbaren Ergebnisse erzielt wurden. 

 

Aktivierte CD4+ -Zellen können je nach Zytokinsezernierung in unterschiedliche 

Helferzellgruppen eingeteilt werden [146], die dementsprechend unter-

schiedliche Aufgaben im Immunsystem übernehmen. Dabei aktivieren Th1 

Makrophagen, um intrazelluläre Erreger zu eradizieren und fördern die 

Entwicklung von zytotoxischen T-Zellen [147]. Th2 dienen der Abwehr parasitärer 

Infektionen, indem sie die Entwicklung und Aktivierung eosinophiler 

Granulozyten unterstützen [147, 148]. Die Aufgabe von Th17 besteht in der 

extrazellulären Abwehr von Bakterien und Pilzen [149], sowie der Aktivierung von 

NK-Zellen, CD8+ -Zellen, B-Zellen und Makrophagen [150]. 
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In den CD4+ -Untergruppen Th1, Th2 und Th17 wurde in keiner Dosierung eine 

signifikante Änderung der Zellzahl gemessen. Da diese Helferzellgruppen 

hauptsächlich für die Abwehr von Parasiten, Bakterien und Pilzen sowie zur 

Aktivierung von Makrophagen notwendig sind, war ein Gleichbleiben der 

Zellzahlen zu erwarten, da in unserem Patientenkollektiv zwischen Tag 1 und 7 

nach DLI in keinem Zyklus Infektionen auftraten. Wie die B-Zellzahlen bestätigen 

auch die ausbleibenden Veränderungen der Helferzellen, dass DLI und keine 

anderen Ursachen verantwortlich für die gemessenen Werte sind. Zwar 

aktivieren CD4+ -Helferzellen auch NK und CD8+ -Zellen, jedoch ist hierfür erst 

eine Aktivierung der Helferzellreihe durch mindestens eine der oben genannten 

Auslöser von Nöten, da entsprechende Funktionen nicht losgelöst voneinander 

ablaufen können. 

 

Treg regulieren die Immunantwort, indem sie die Aktivität selbstreaktiver T-Zellen 

unterdrücken. Dies geschieht über unterschiedliche Mechanismen wie 

Suppression oder Apoptose von Effektorzellen, Aufnahme großer Mengen an 

Interleukinen, Unterdrückung der Reifung naiver T-Zellen, Modulation der 

Funktion Antigen präsentierender Zellen, Immunsuppression von NK und  

B-Zellen und Aktivierung dendritischer Zellen, die selbst wiederum Treg -Zellen 

aktivieren. Eine Unterfunktion der Treg hätte eine Autoimmunität, eine 

Überfunktion eine Immunsuppression und Tumorentstehung zur Folge. [151-156]  

 

Die Beziehung zwischen der Anzahl von Treg und der Entwicklung einer GvHD ist 

umstritten. In zahlreichen Untersuchungen konnten diesbezüglich keine 

einheitlichen Ergebnisse erzielt werden.  

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass CD4+ -Treg in der Lage sind GvHD zu 

unterdrücken, ohne den GvL-Effekt negativ zu beeinflussen [106, 107, 110, 157-

159].  

Heinrichs et al. [160] kamen zu dem detaillierteren Ergebnis, dass einerseits 

Spender-CD4+ -Treg zwar wirksam eine GvHD verhindern, aber die GvL-Aktivität 

aufheben, und Spender-CD8+ -Treg andererseits den GvL-Effekt unbeeinflusst 

lassen, während die GvHD allerdings nur mäßig reduziert wird. Sie 

schlussfolgerten, dass das Verabreichen einer Kombination aus CD4+ und CD8+ 

-Tregs die erfolgversprechendste Option darstellt. 
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Nach Transplantation einer hohen Anzahl an Treg bestätigten die meisten Studien 

einen Schutz vor GvHD [161-165]. Danby et al. berichteten sogar von einem 

verbesserten Gesamtüberleben und einer verringerten Moralität ohne  

Rezidiv [166]. Studien, in denen die Anzahl der Treg im Blut gemessen wurde, 

bekräftigten dies mit der Feststellung, dass niedrige Zahlen an Treg bzw.  

eine mangelhafte numerische Erholung von Treg mit cGvHD vergesellschaftet  

war [167, 168]. Bei aGvHD wurde ein Absinken der Treg im Verhältnis zur  

Gesamt-CD4+ -Zellzahl beobachtet [169]. 

Doch es wurde nach Transplantation von Treg auch von ungünstigen 

Auswirkungen auf das klinische Ergebnis berichtet [170], was auch in anderen 

Studien durch in vivo Messungen hoher Mengen an Treg zutraf [171-175]. Im 

Umkehrschluss zeigen Hofmann et al., dass eine abnehmende Anzahl an Treg im 

Blut bei klinischen Respondern und eine stabil bleibende Anzahl bei 

Nonrespondern zu finden war [176]. 

Andere Studien wiederum konnten keinen Zusammenhang zwischen der Anzahl 

der verabreichten Treg und der Entstehung einer GvHD nachweisen [177, 178]. 

Weitere Studien kamen zu dem Schluss, dass nicht nur die Treg -Zahl allein, 

sondern das Gesamtgleichgewicht von Treg, myeloiden Suppressorzellen und 

Effektorzellen die Auswirkungen auf GvHD und GvL steuert [106, 160, 179-184]. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnten kaum Veränderungen der Treg -Zahl 

festgestellt werden. In den CD8+ -Lymphozyten wurden keine signifikanten 

Änderungen gemessen und in den CD4+ -Lymphozyten lediglich eine Erhöhung 

an Tag 1 in der höchsten Dosierung. Letztere spricht dafür, dass eine sehr starke 

Aktivierung des Immunsystems stattgefunden hat, die eine Suppression zum 

Schutz vor GvHD notwendig gemacht hat. In Form einer Gegenregulation fand 

deshalb ein Anstieg der Treg statt. Als logische Folge konnte sieben Tage später 

beobachtet werden, dass keine der zuvor angestiegenen Zellreihen noch 

signifikante Erhöhungen verzeichnete. Lediglich die NK-Zellen waren vermehrt, 

was womöglich die Bildung von memory NK-Zellen abbildet. 

 

Aus der Abnahme beziehungsweise dem Gleichbleiben der CD8+ -Effektorzellen 

an Tag 1 und dem Ausbleiben von Veränderungen jeglicher CD8+ -Untergruppen 

an Tag 7 ist zu schließen, dass innerhalb der höchsten Dosierung offensichtlich 
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eine so starke Aktivierung des Immunsystems stattfand, dass diese zu einer 

Stagnation der GvL-Reaktion führte. Dies könnte Ausdruck dafür sein, dass die 

Dosierung der DLI hier zu hoch war, die Anzahl der stattgehabten DLI-Zyklen 

ausreichend war oder der Abstand zum vorhergehenden DLI-Zyklus zu kurz war. 

Dieser Befund stellt eine sehr wichtige Erkenntnis für die klinische Anwendung 

dar. Denn diese Entwicklung könnte bei einem künftigen Monitoring einen 

Hinweis darauf geben, dass an diesem Punkt die Dosiseskalation oder auch 

weitere DLI-Zyklen vermieden werden sollten oder der Abstand zum  

nächsten Zyklus vergrößert werden müsste, um GvHD oder das Ausbleiben einer 

GvL-Reaktion zu verhindern.  

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich dieser Zusammenhang klinisch jedoch nicht 

so deutlich wie auf zellulärer Ebene, was die Schwierigkeit der unmittelbaren 

Anwendbarkeit deutlich macht.  

 

4.1.3.3 NK-ähnliche T-Lymphozyten  

NKT-Zellen besitzen einerseits einen T-Zell-Rezeptor, der präsentierte Antigene 

erkennt und sind andererseits auch in der Lage ohne Voraktivierung Zytokine 

auszuschütten. Durch diese Funktionen und ihre Oberflächenmoleküle lassen sie 

sich sowohl den regulatorischen T-Zellen als auch den NK-Zellen und somit  

dem unspezifischen Immunsystem zuordnen. [185-188] NKT-Zellen aktivieren 

NK-Zellen und CD8+ -Zellen [189] und haben direkte zytolytische und zyto-

toxische Effekte auf Tumorzellen [186, 190]. Sie haben also bezüglich Tumoren 

sowohl immunregulatorische als auch suppressive und damit protektive 

Fähigkeiten [185, 189, 191]. 

 

In Studien konnte gezeigt werden, dass NKT-Zellen eine Schlüsselrolle in der 

Vermittlung des GvL-Effekts zukommt [104, 105, 108, 109]. Eine erhöhte Zellzahl 

von NKT-Zellen scheint mit einer besseren Prognose bei Tumoren ver- 

bunden zu sein [192-201] und schützt vor GvHD [202, 203]. Dennoch kann durch  

NKT-Zellen unter gewissen Bedingungen auch eine Abstoßung des 

Transplantates verursacht werden [204]. Hauptbeschränkung im Einsatz von 

NKT-Zellen stellen tumorinduzierte Veränderungen von Anzahl und Funktion der 
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NKT-Zellen dar [192, 193, 195-197, 200, 205, 206]. Wie diese umgangen oder 

aufgehoben werden können ist Gegenstand aktueller Forschungen. 

 

Die derzeitige Studienlage spiegelt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit wider, 

in der signifikante Änderungen der NKT-Zellen einen und sieben Tage nach DLI 

mit 1 x 106 CD3+/ kg KG und einen Tag nach DLI mit 5 x 106 CD3+/ kg KG 

ermittelt werden konnten. Die Korrelation mit signifikanten Änderungen in  

der CD8+ -Population spricht für die Rekrutierung dieser Zellreihen infolge der 

Aktivierung von NKT-Zellen.  

Die erhöhte Anzahl von NKT-Zellen entspricht hier einer Aktivierung dieser Zellen 

assoziiert mit einem aktiven GvL-Effekt. Die fehlende Erhöhung dieser Zellreihe 

in der niedrigsten Dosierung der DLI könnte darauf hindeuten, dass eine höhere 

Dosierung der DLI notwendig ist, um den GvL-Effekt ausreichend zu stimulieren 

und verdeutlicht, warum DLI in mehreren Zyklen verabreicht werden müssen, um 

eine ausreichende Immunmodulation zu erreichen. 

 

4.1.3.4 NK-Zellen 

NK-Zellen gehören zur unspezifischen Abwehr des Körpers und lysieren von 

Viren befallene oder mutierte körpereigene Zellen. CD56bright CD16dim -Zellen 

vermehren sich nach Aktivierung stark und produzieren Zytokine und 

Chemokine. CD56dim CD16bright -Zellen besitzen das größere zytotoxische 

Potential und werden vor allem durch verminderte Expression des 

Membranproteins Haupthistokompatibilitätskomplex-I (MHC-I) aktiviert. Da 

Tumorzellen häufig eine geringere MHC-I-Molekül-Dichte aufweisen,  

kommt CD56dim CD16bright -Zellen in der Tumorbekämpfung eine besondere 

Bedeutung zu. [207, 208] 

 

Viele Studien bestätigen, dass NK-Zellen wesentlich an der Vermittlung des  

GvL-Effekts beteiligt sind [105, 209-214]. Bei onkologischen Patienten zeigte 

sich, dass die Aktivität der körpereigenen NK-Zellen häufig reduziert ist [215]. 

Versuche mit der Verabreichung von autologen NK-Zellen führten nicht zu 

anhaltenden GvL-Effekten [216-219]. Es ist also eine Infusion von voll 
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funktionsfähigen Spender-NK-Zellen für den erfolgreichen Einsatz in Bezug auf 

den GvL-Effekt notwendig.  

Zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen Forscher in Bezug auf die GvHD. 

Einerseits konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen in der Lage sind das Auftreten 

von GvHD zu reduzieren [210, 211] oder sogar zu verhindern [212-214]. 

Andererseits gab es auch Ergebnisse, bei denen GvHD durch aktivierte  

NK-Zellen gefördert wurde. Insbesondere durch die Produktion (oder 

Verabreichung) von proinflammatorischen Zytokinen kam es zu vermehrter 

Aktivierung von T-Zellen und somit zum vermehrten Auftreten von GvHD [220-

222], teilweise aber auch zu verstärkten GvL-Effekten [220]. 

Im Gegensatz zu den unterschiedlichen Ergebnissen bei erhöhter Aktivität der 

NK-Zellen scheint eine erniedrigte NK-Zellaktivität im peripheren Blut mit einem 

erhöhtem Tumorrisiko verbunden zu sein [223].  

 

In dieser Arbeit vermehrten sich CD56dim CD16bright -Zellen 7 Tage nach DLI 

innerhalb der niedrigsten Konzentrationsstufe signifikant. Diese könnten 

zytotoxische NK-Zellen darstellen, die durch Zytokinausschüttung der 

verabreichten funktionsfähigen Spender-NK-Zellen aktiviert wurden. Allerdings 

wäre dadurch nicht erklärt, warum eine ähnliche Reaktion nicht auch in den 

anderen Konzentrationsstufen vorlag. 

In der mittleren Konzentrationsstufe fand keine positive oder negative signifikante 

Abweichung der NK-Zellzahl statt. Eine gleichbleibende Zellzahl ist nach der 

derzeitigen Studienlage im Gegensatz zu einer verringerten Zellzahl dennoch als 

positiver Status zu werten [215, 223].  

Da zudem bei den meisten Patienten dieser Arbeit eher molekulare Marker 

auffällig waren, könnte dies ebenso ein Grund für die ausbleibende Erhöhung 

von NK-Effektorzellen gewesen sein. Dies würde dann auch die fehlenden 

Auffälligkeiten innerhalb der CD56bright CD16dim -Zellen erklären. 

 

NK-Zellen sind ebenfalls eine heterogene Gruppe und bilden wie T-Zellen unter 

anderem auch Gedächtniszellen aus [211, 224-226]. Diese können durch 

Kreuzreaktivität auch nach Aktivierung durch tumorfremde Auslöser an der 

Tumorbekämpfung mitwirken [226], indem sie durch Zytokine und Chemokine 

CD56dim CD16bright -Zellen aktivieren.  
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Dies könnte gleichermaßen als Erklärungsmodell für den Anstieg der  

CD56dim CD16bright -Zellen als NK-Effektorzellen innerhalb der ersten 

Konzentrationsstufe 7 Tage nach DLI dienen. Damit wäre auch der zeitliche 

Abstand zur DLI begründet. Außerdem könnte die Bildung von  

NK-Gedächtniszellen ursächlich für die Erhöhung der NK-Gesamtpopulation  

7 Tage nach Verabreichen der DLI innerhalb der höchsten Konzentrationsstufe 

sein.  

 

4.2 Stärken und Schwächen 

Die Stärken dieser Arbeit liegen insbesondere an der sehr feinen Methodik und 

an der zeitgleichen Betrachtung von vielen einzelnen Lymphozytensub-

populationen. Bisher gab es noch keine Studie, die die Auswirkungen von DLI 

anhand von so vielen Untergruppen gemessen und verfolgt hat. In den meisten 

Forschungen wurden eine bis drei Lymphozytensubpopulationen isoliert 

verabreicht und dann Veränderungen innerhalb dieser Gruppen gemessen. Die 

Veränderungen beruhten in diesen Fällen auf einer schon zu Beginn ungleichen 

Anhäufung von bestimmten Untergruppen. Andere Studien untersuchten den 

Einfluss unterschiedlichster Mediatoren auf bestimmte Subpopulationen oder 

aktivierten einzelne Zellreihen vor den Messungen. 

In dieser Arbeit jedoch wurde Wert darauf gelegt das physiologische 

Gleichgewicht der Zellen abzubilden. Aus diesem Grund wurden nicht 

manipulierte DLI verwendet und ein möglichst großes Spektrum an Untergruppen 

gemessen. Dies ermöglicht eine sehr genaue Abbildung der Veränderung von 

Zellzahlen innerhalb einer natürlichen Umgebung und befindet sich so sehr nah 

an der tatsächlichen Auswirkung der therapeutischen Anwendung im klinischen 

Alltag.  

Eine so aufgebaute Arbeit ist in dieser Form bisher noch nicht existent und ist 

vielen anderen Untersuchungen dadurch überlegen. 

 

Die große Schwäche dieser Arbeit liegt in der Probandenzahl, der Heterogenität 

des Patientenkollektivs und des relativ geringen Nachbeobachtungszeitraums 

ohne regelmäßige Analyse der Lymphozytensubpopulationen.  
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In die Studie sind lediglich 16 Patienten aufgenommen. Je höher jedoch die 

Anzahl an Patienten ist, desto genauer und repräsentativer werden die 

Ergebnisse. Dies ist auch ursächlich dafür, dass das Ziel, Hinweise für eine 

Zellveränderung bei GvHD zu finden, nicht erreicht werden konnte. 

Zudem hatten die Patienten unterschiedlichste Grundvoraussetzungen. Sie litten 

an verschiedenen Grunderkrankungen und standen innerhalb ihrer Erkrankung 

an unterschiedlichen klinischen Wegpunkten. Deshalb erhielten sie die DLI 

aufgrund unterschiedlicher Indikationen mit einem individuellen Therapieplan mit 

einem jeweils anderen Eskalationsschema für die Verabreichung von DLI. Sie 

starteten und endeten also mit unterschiedlichen DLI-Dosierungen und einer 

jeweils anderen Anzahl an DLI-Zyklen und erhielten von den in dieser Arbeit 

betrachteten Konzentrationen nicht immer alle drei.  

Dadurch sind das Patientenkollektiv und die individuellen Auswirkungen der DLI 

nicht optimal miteinander vergleichbar. Es ist möglich, dass die tatsächlichen 

Resultate in Wahrheit größeren Schwankungen unterliegen, als die hier 

zusammengefassten Ergebnisse vermuten lassen. Oder, dass aufgrund größerer 

Abweichungen andere Zusammenhänge nicht als solche erkannt werden 

konnten. 

 

4.3 Fazit 

Naiven Zellen wurden in vorangegangenen Studien sowohl ein Beitrag zur  

GvL-Reaktion als auch zur GvHD attestiert. In dieser Arbeit gab es jedoch keinen 

Hinweis auf die Auslösung einer GvHD durch naive Zellen, allerdings wurde auch 

kein Anhalt für die aktive Vermittlung einer GvL-Reaktion gefunden. Vielmehr 

konnten naive Zellen als elementare Untergruppe für eine funktionsfähige 

Immunreaktion identifiziert werden, da sie die Basis bilden, aus der sich sowohl 

Effektorzellen als auch Gedächtniszellen entwickeln.  

Gedächtniszellen, denen ebenfalls Verantwortung für den GvL-Effekt und die 

GvHD zugeschrieben wurden, sind in dieser Arbeit ebenfalls nicht als direkt  

daran beteiligt aufgefallen. Vielmehr ermöglichen Gedächtniszellen nach 

erneuter Aktivierung durch die DLI eine schnellere Reaktion, wie dies an der  

Umwandlung von central memory -Zellen in EMRA -Zellen innerhalb der 
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niedrigsten Konzentrationsstufe der CD4+ -Zellen zu erkennen ist. Dadurch sind 

auch sie am GvL-Effekt beteiligt, aber nicht direkter Auslöser. 

Effektorzellen wurden hier als die wichtigsten Zellen zur Auslösung eines  

GvL-Effekts ermittelt. Sie scheinen außerdem der sensibelste Marker zu sein, 

wenn es zu erkennen gilt, ob noch GvL-Aktivität vorhanden ist. Sie sind die 

einzigen Zellen, die an Tag 1 innerhalb der höchsten Dosierung - dem Punkt, an 

dem mutmaßlich eine Gegenregulation des Immunsystems stattfindet - erniedrigt 

gemessen wurden. Dabei scheinen die Zellen im mittleren und späten Status 

besonders effektiv zu sein, die Zellen im frühen Status eher unwichtig oder 

vielleicht sogar von gegenteiliger Wirksamkeit.  

Die Erhöhung von exhausted -Zellen scheint den GvL-Effekt zumindest nicht 

einzuschränken und auch keine GvHD zu induzieren. Die Idee diese Zellen 

wieder zu reaktivieren ist interessant und birgt in Hinblick auf ihre Anzahl 

sicherlich auch ein enormes Potential. Womöglich konnte die These der 

Reversibilität von exhausted -Zellen durch die Arbeit aufgrund des heterogenen 

Patientenguts nicht bestätigt werden. 

Terminal effector -Zellen spielten weder in früheren Studien noch innerhalb 

dieser Untersuchungen eine entscheidende Rolle. 

CD4+ -Treg, die bisher in den meisten Studien untersucht wurden und als 

Schlüsselzellen zur Verhinderung der GvHD bekannt sind, sind auch hier von 

entscheidender Bedeutung. Ihr Anstieg markiert wahrscheinlich den Moment, an 

dem sich eine GvHD zu entwickeln droht. Sie sind also der wichtigste Indikator 

dafür, dass die laufende Therapie evaluiert und angepasst werden muss.  

Die Veränderungen innerhalb der CD4+ -Untergruppen bestätigen, dass diese 

zwar für eine effektive CD8+ -Immunantwort unterstützend wichtig sind, aber 

mutmaßlich selbst keinen aktiven Anteil am GvL-Effekt haben. EMRA scheinen 

hier die bedeutsamste Untergruppe für die Anregung der Effektoren der CD8+ 

und NKT -Zellen darzustellen. 

NKT-Zellen wurden bisher sowohl für den GvL-Effekt als auch für die GvHD 

verantwortlich gemacht. Auch in dieser Arbeit konnten sie als am GvL-Effekt 

beteiligt identifiziert werden, wohingegen eine Assoziation mit GvHD nicht 

festgestellt werden konnte. 

NK-Zellen, die ebenfalls an der GvL-Reaktion beteiligt sein sollen, waren in 

diesen Messungen weitestgehend unauffällig. Offenbar sind sie bei soliden 
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Tumoren deutlich relevanter, hier scheinen sie eher eine supportive Rolle 

einzunehmen, wie auch die CD4+ -Zellen. Interessant ist jedoch der Hinweis auf 

die Ausbildung von memory NK-Zellen, die eventuell eine entscheidende Rolle 

bei der Erhaltung der Remission einnehmen könnten. 

Durch die Aktivierungsmarker konnte demonstriert werden, dass die Anzahl der 

Zellen auch mit ihrer Funktionalität korreliert.  

 

Hinsichtlich der Veränderungen der Subpopulationen während der Entwicklung 

einer GvHD konnten innerhalb dieser Arbeit nicht genug Daten gesammelt 

werden, um aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten. Das Resultat der 

Messungen hier spiegelt am ehesten die Veränderung der Lymphozyten-

subpopulationen bei Remission wider.  

 

Zur Dosierung der DLI lässt sich hervorheben, dass mit diesen drei 

Konzentrationen eine sehr gute Auswahl getroffen wurde, da sie viele Aspekte 

innerhalb einer durch DLI hervorgerufenen Immunmodulation darstellen. 

Innerhalb der niedrigsten Dosierung lässt sich ein Anstoßen einer Immunreaktion 

erkennen. Die mittlere Dosierung zeigt das volle Bild einer Immunmodulation und 

bildet typische Veränderungen der Subpopulationen ab. Innerhalb der höchsten 

Dosierung ist ein Umschlagpunkt zu sehen, an dem die laufende Immunreaktion 

durch körpereigene Mechanismen blockiert wird. 
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5. Ausblick 

Die Idee und Methodik dieser Arbeit legen den Grundstein für die Intensivierung 

der Forschung mit ähnlichen Methoden, um die hier erworbenen Ergebnisse  

zu verifizieren und zu erweitern. Es wäre gewinnbringend eine größere  

Studie anzustreben, die mehr Patienten und ein besser vergleichbares 

Patientenkollektiv beinhaltet. Die Parameter, die beachtet werden sollten, sind 

Grunderkrankung, Zeitpunkt der DLI zum Zeitpunkt der HSCT, Indikation für DLI, 

die klinische Situation des Patienten, Dosierungen der DLI mit Anzahl von Zyklen 

und Dosiseskalationsstufen.  

Dies macht bereits deutlich, wie vielschichtig und komplex sowohl die 

Anwendung von DLI als auch die Auswirkungen von DLI auf den Organismus 

sind. Um ausreichend viele vergleichbare Ergebnisse auf so vielen Ebenen zu 

finden, ist eine sehr große Patientenzahl notwendig. Zudem muss bedacht 

werden, dass in die Planung und Entwicklung eines individuell patienten-

orientierten Therapiekonzepts viele Faktoren mit einfließen. Das macht eine 

solche Studie zu einem sehr aufwendigen und schwierigen Unterfangen. 

Insbesondere sollte dem Monitoring der Veränderung der Subgruppen innerhalb 

der DLI-Zyklen intensive Beachtung geschenkt werden, um künftig sicher 

vorhersagen zu können, ob die Therapie den gewünschten Erfolg bringen wird 

oder Komplikationen drohen und das Therapiekonzept angepasst werden sollte. 

Des Weiteren sollten die Beobachtungen auch anschließend an die DLI-Zyklen 

fortgeführt werden, um die Erhaltung der Remission oder das Auftreten von 

Rezidiven auf zellulärer Ebene darstellen zu können. Vorstellbar wäre das 

Immunpanel zum Immunmonitoring als Verlaufskontrolle nach abgeschlossener 

Behandlung zu verwenden. 

 

Die in dieser Arbeit angesprochene Reaktivierung von exhausted -Zellen und die 

Entstehung von NK-Gedächtniszellen sind ebenfalls interessante Themen, die 

noch mehr Aufmerksamkeit benötigen, um deren eventuelles Potential beurteilen 

zu können. 
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Eine weitere Möglichkeit - wenn auch mit anderen Vor- und Nachteilen - ist die 

Verabreichung von mononukleären Zellfraktionen, um zelluläre Mechanismen 

intensiver zu verstehen und so zur Entwicklung einer besseren T-Zell-basierten 

Therapie beizutragen. 

 

Ebenfalls relevant sind jedoch auch Vorgänge auf nicht zellulärer Ebene, die 

durch Mediatoren wie Zytokine, Chemokine, Zell-Zell-Kontakte und Antigene 

vermittelt werden und die Anzahl und Funktionalität der einzelnen Untergruppen 

beeinflussen. Auch hierzu gibt es bereits viele Studien, die jedoch bisher keine 

ausreichenden Ergebnisse geliefert haben, um dahingehend ein effektives 

Therapiekonzept zu entwickeln. 

 

DLI ist jedoch nicht nur für die monotherapeutische Anwendung, sondern - wie 

bereits in vielen Studien schon thematisiert - auch für die kombinierte Anwendung 

eine wichtige Ressource. Genannt seien an dieser Stelle die Kombination mit 

Immuncheckpointinhibitoren, Tyrosinkinase-Inhibitoren oder Kinase-Inhibitoren, 

modifizierte DLI (wie lymphodepletierte, aktivierte oder G-CSF geprimte DLI), 

antigenspezifische DLI (wie cytotoxische T-Lymphozyten (CTLs)) oder gen-

technisch veränderte DLI (wie veränderte T-Zellen des T-Zell-Rezeptors (TCR) 

oder des chimären Antigenrezeptors (CAR)). Auch hier gilt es viele Faktoren zu 

berücksichtigen, weshalb noch intensiv geforscht und entwickelt werden muss. 

 

Viele dieser Ansätze sind vielversprechende Optionen, um ein effektives und 

sicheres Therapiekonzept zu entwickeln, allerdings auch eine sehr große 

Herausforderung. Mit dieser Arbeit ist ein weiterer wichtiger Schritt in Richtung 

des stetig selben und bisher nicht hinreichend erlangten Ziels getan: Die Therapie 

von malignen Neoplasien durch die Entwicklung einer Methode zur Erhöhung des 

GvL-Effekts mit Reduktion der GvHD. 
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6. Zusammenfassung 

Donorlymphozyteninfusionen (DLI) nach allogener Stammzelltransplantation 

sind eine etablierte Methode zur Erzielung eines Graft-versus-leukemia  

(GvL) -Effekts und einer langfristigen Remission bei verschiedenen malignen 

hämatologischen Neoplasien. Eine DLI kann prophylaktisch bei 

Hochrisikopatienten, präemptiv bei Patienten mit gemischtem Chimärismus oder 

molekularer Persistenz der hämatologischen Neoplasie oder als therapeutische 

Option bei einem hämatologischen Rezidiv verabreicht werden.  

Ein relevantes Problem bei der Verabreichung von DLI stellt jedoch das Risiko 

einer Graft-versus-host Erkrankung (GvHD) als limitierender Faktor in der 

erfolgreichen Tumorbehandlung mittels Immunmodulation dar.  

Bisherige Bemühungen den GvL-Effekt von der Entwicklung einer GvHD zu 

trennen sind bisher nicht ausreichend gelungen. Dies wäre ein wichtiger 

Fortschritt, um eine effektive und sichere Anwendung von DLI zu entwickeln. 

Hierzu ist ein genaueres pathophysiologisches Verständnis auf zellulärer Ebene 

nach der Gabe von Spenderlymphozyten nötig. 

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 16 Patienten nach Verabreichen von DLI 

in unterschiedlichen Dosierungen CD4+, CD8+, NK und NKT-Zellen sowie ihre 

jeweiligen Untergruppen im peripheren Blut mittels Immunphänotypisierung 

analysiert. Als interne Negativkontrolle wurden absolute B-Zellen und deren 

Untergruppen herangezogen, die nach DLI wie erwartet keine signifikanten 

Änderungen aufwiesen. Die verabreichten DLI hatten die Dosierungen 2 x 105,  

1 x 106 und 5 x 106 CD3+/ kg KG. Die Ergebnisse von jeweils einem und sieben 

Tage nach der DLI wurden mit der Messung vor der DLI verglichen.  

Nach Anwendung der niedrigsten Dosierung konnten keine signifikanten 

Veränderungen der CD8+ und der NKT-Zellen gefunden werden, auch innerhalb 

der CD4+ und NK-Zellen wurden keine relevanten Änderungen gemessen. 

Nach der Gabe von 1 x 106 CD3+/ kg KG konnte einen und sieben Tage nach 

DLI ein signifikanter Anstieg von CD8+ memory, naiven, effector memory, 

effector memory-RA+, Effektorzellen im mittleren und späten Status, exhausted, 

terminal effector und NKT-Zellen beobachtet werden. Effektorzellen im frühen 

Status nahmen signifikant ab. Innerhalb der CD4+ -Zellen und der NK-Zellen 

konnten bis auf eine Erhöhung der naiven Zellen am siebten Tag keine 

signifikanten Änderungen registriert werden.  
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Die Anwendung der höchsten Dosierung führte innerhalb der CD8+ -Zellen einen 

Tag nach DLI zu einem Anstieg von memory, naiven und exhausted -Zellen und 

zu einem Absinken von effector memory-RA+ -Zellen. Die CD4+ -Zellen zeigten 

eine signifikante Erhöhung von memory, central memory und regulatorischen  

T-Zellen (Treg). Ebenfalls vermehrt zeigten sich NKT-Zellen. Am siebten Tag nach 

DLI waren isoliert NK-Zellen signifikant angestiegen. 

Diese Daten weisen auf eine maximale Immunmodulation innerhalb der  

mittleren Dosierung hin, in der sich insbesondere CD8+ -Effektorzellen im 

mittleren und späten Status und NKT-Zellen mutmaßlich verantwortlich für die 

GvL-Reaktion zeigen. Als wichtige supportive Zellen erwiesen sich CD8+ naive 

und memory -Zellen sowie CD4+ central memory -Zellen. 

Das Fehlen beziehungsweise Absinken der Effektorzellen am ersten Tag in  

der höchsten Dosierung in Verbindung mit einer Erhöhung der CD4+ -Treg mit 

dem am siebten Tag ausbleibenden Anstieg nahezu aller Zellreihen weist 

wahrscheinlich auf eine Suppression der Immunreaktion und somit des  

GvL-Effekts durch regulatorische Zellen hin.  

Die Zunahme der NK-Zellen am siebten Tag in der höchsten Dosierung könnte 

auf eine Ausbildung von Gedächtnis-NK-Zellen hinweisen und möglicherweise 

relevant zur Erhaltung einer Remission sein. 

Mit dieser Arbeit konnten wichtige Erkenntnisse bezüglich der Veränderung von 

Lymphozytensubpopulationen während der Behandlung mit DLI erbracht 

werden. Diese können helfen den GvL-Effekt besser zu verstehen und künftig 

eine genauere Steuerung und Therapieplanung zu entwickeln. 
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Anhang 
 
Anhang 1: Pipettiervorlage 
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Anhang 2: Begutachtung BKF 
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Es handelt sich um eine prospektive Studie mit klarer Zielsetzung und klinisch relevanten Gewinn. 

Es bestehen keine prinzipiellen oder ethischen Bedenken gegen die Studie. 

Das Beratungsverfahren ist hiermit abgeschlossen. 
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Anhang 3: Patienteninformation & Einverständniserklärung 
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