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1. Einleitung

1.1. Stammzelltransplantation

Die Entdeckung des HLA-Systems in den 60-er Jahren stellte den Beginn der Ara der
Stammzelltransplantation dar. 1968 erfolgte die erste erfolgreiche Knochenmark-
transplantation eines HLA-identischen Geschwisterspenders bei einem funf Monate alten

Jungen mit kombinierter Immundefizienz [1].

1.1.1. Indikationen der Stammzelltransplantation

Allogene Stammzelltransplantationen von HLA-identischen Geschwistern oder passenden
Fremdspendern haben in den letzten 40 Jahren v.a. in der Behandlung verschiedener
Leukamieformen und lebensbedrohlicher nichtmaligner Erkrankungen wie der aplastischen
Anémie und der Sichelzellandmie groRe Bedeutung erlangt [2].

Eine weitere wichtige Indikation zur Stammzelltransplantation sind Autoimmun-
erkrankungen:

In 21 Féllen von Langzeittberlebenden allogener Knochenmarktransplantationen nach
hamatologischen malignen Erkrankungen und aplastischen An&mien, die zugleich an
unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen litten, zeigte sich eine vollstdndige Remission der
AIDs. Weitere Kklinische Studien zur Effektivitdt autologer und auch allogener
Stammzelltransplantationen bei Patienten mit autoimmunologischen Erkrankungen sind
notwendig [3].

Bei einigen malignen Erkrankungen wie z.B. Brust- und Ovarialtumoren sowie
chemosensiblen hochgradigen NHLs tragt die chemo- bzw. strahlentherapeutische
Behandlung entscheidend zur Verbesserung der Heilungschancen bei. Der mit dieser Therapie
verbundene limitierende Faktor der Myelosuppression kann durch eine nachfolgende autologe

Stammzelltransplantation kompensiert werden [2][4].

1.1.2. Unterschiedliche Stammzellquellen

HSCs (hematopoietic stem cells) sind CD34/CD90-positiv. Bei CD34 handelt es sich
vermutlich um ein Adhé&sionsmolekil. CD90 hingegen ist an Prozessen der
Signaltransduktion beteiligt. Hamatopoietische Stammzellen liegen in vivo zu etwa 95% in
der GO-Phase des Zellzyklus vor, nur etwa 5% sind teilungsaktiv. Diese Fahigkeit der
Proliferation stellt zusammen mit der Multipotenz das Hauptmerkmal der HSCs dar [5][6][7].
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Zur Gewinnung von Stammzellen dienen Knochenmark sowie peripheres und aus der
Nabelschnur enthnommenes Blut. Im KM machen die HSCs etwa 1-3% der Leukozyten aus.
Im Falle eines Missmatches beziiglich des ABO-major-Missmatch-Systems missen die
Erythrozyten zuvor eliminiert werden.

Im peripheren Blut liegt die Konzentration hdmatopoietischer Stammzellen bei etwa 0,1%
der Leukozyten. Durch die Gabe von GCSF oder GMCSF werden die Neutrophilen aktiviert,
deren Serin-Proteasen zur Entstehung von VCAM-1 fuhren. Dieses ermdglicht die
Freisetzung von HSCs ins Blut, was am vierten oder flinften Tag in einem bis zu hundert-
oder sogar tausendfachen Anstieg der zirkulierenden CD34/CD90-positiven Zellen resultiert
[8]. Idealerweise sollte die Zahl der infundierten Stammzellen 2-5x10° HSCs pro Kilogramm
Korpergewicht betragen [9].

Aufgrund des geringen Gehalts an T-Zellen ist bei HSCs aus dem Knochenmark die Gefahr
der Entwicklung einer GvHD im Vergleich zu peripheren Blutstammzellen (PBSCs) etwas
vermindert. Da es sich bei den durch die Verabreichung von GCSF erhdhten peripheren T-
Lymphozyten hauptsachlich um TH,-Zellen handelt, liegt das Risiko einer akuten GvHD nach
Transfusion von PBSCs gemal einer Metaanalyse von 15 prospektiven und retrospektiven
Studien jedoch nur geringfiigig héher als bei der Verwendung von Knochenmark (RR: 1,16).
Die chronische GvHD hingegen kommt bei der Transplantation peripherer Blutstammzellen
deutlich haufiger vor (RR: 1,53).

Der Nachteil der HSCs aus dem KM liegt in der bis zu sechs Tage langeren Dauer bis zum
sog. Neutrophilenengraftment (> 0,5x10%/L an zwei konsekutiven Tagen) und der verzégerten
Normalisierung der CD4/CD8-Ratio [8].

1.1.3. Ablauf der Stammzelltransplantation

Das Hauptkriterium eines geeigneten Donors bei allogener Stammzelltransplantation stellt die
Identitdt des HLA-Systems von Spender und Empfanger dar. Die Wahrscheinlichkeit der
Ubereinstimmung betragt bei Geschwistern 25%. Kann innerhalb der Familie kein geeigneter
Donor gefunden werden, erfolgt die Fremdspendersuche ber nationale und internationale
Datenbanken. Zundchst werden nur die HLA-Phanotypen HLA-A, -B, -C, -DRB1,-DQB1
verglichen. HLA-A, -B und -C werden mit niedriger Auflésung sequenziert. Die jeweiligen
Allele von DRB1 und DQB1 werden einer genaueren, hochauflésenden Sequenzierung
zugefuhrt. Far ersteren Genort wurden bislang beispielsweise bis zu 750 verschiedene Allele
und fur HLA-DQB1 etwa 100 verschiedene serologische Allele gefunden. Die einzelnen

Auspragungen sind in der Bevdlkerung unterschiedlich h&ufig verteilt. Da es viele Kombi-
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nationsmaglichkeiten gibt, liegt die theoretische MHC-Ubereinstimmung zweier Menschen in
der Bevolkerung bei etwa 1:1000 bis 1l:mehreren Millionen. Findet sich weltweit kein

geeigneter Spender, muss auf einen Donor mit HLA-missmatch ausgewichen werden [10].

1.2. Graft-versus-host disease

1.2.1. Historische Entwicklung des Begriffes graft-versus-host disease

Bei der graft-versus-host disease greifen injizierte Spenderlymphozyten Organe des
Empfangers, zumeist Haut, Darm oder Leber an, woraus sich fur den Patienten
lebensbedrohliche Folgen entwickeln kdnnen. Dieses Phdnomen wurde jedoch bereits 1916
von James B. Murphy, einem Pionier der Transplantationsimmunologie am Rockefeller
Institute in New York, beobachtet, wenngleich der eigentliche Mechanismus dem
Wissenschaftler damals noch verborgen blieb, da sein Interesse hauptsachlich der
Krebsforschung galt. Im Journal of Experimental Medicine berichtete er tiber ein Experiment,
in dem Rattentumorfragmente allein oder in Kombination mit Milzfragmenten aus
erwachsenen Hihnern in die Membran zwischen Chorion und Allantois von
Hihnerembryonen injiziert wurden. Hierdurch sollte untersucht werden, ob Lymphozyten aus
der Milz das Wachstum der Tumorfragmente einddmmen konnen. Uberraschenderweise
entwickelten Kontrollembryonen, die lediglich Milzanteile erhalten hatten, nach zehn Tagen
eine Splenomegalie mit diffusen Knoten in Kutis und Subkutis. Erst 1957 veroffentlichte
Simonsen seine Ergebnisse zahlreicher Experimente, in denen er zeigen konnte, dass
verabreichte HSCs fremde Empféangerantigene erkennen und eine Spender-gegen-Wirts-
Reaktion auslésen [11].

1.2.2.Einteilung der GvHD

Bereits 1974 wurden von Glucksberg die sog. Glucksberg-Seattle Kriterien (GSC) zur Gra-
duierung der akuten GvHD eingefiihrt. Hierbei unterscheidet man jeweils finf Stadien (0-4)
der hdufigsten Manifestationsorgane Haut, Darm und Leber gemaR der Ausdehnung, des
Stuhlvolumens bzw. des Bilirubingehalts im Blut [Tab. 1]. Basierend auf der Kombination

der einzelnen Stadien der verschiedenen Organe ergibt sich der Gesamtgrad (I-1V) [Tab. 2].
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Stadium | Haut Darm Leber
0 Kein Exanthem Diarrhden <500ml Bilirubin
<2mg/dL
1 Exanthem bis 25% Diarrhden Bilirubin
der Korperoberflache 500-1000mL 2-3mg/dL
2 Exanthem 25-50% Diarrhten Bilirubin
der Korperoberflache 1,0-1,5L 3-6mg/dL
3 Generalisiertes Exanthem | Diarrhten Bilirubin
>1,5L 6-15mg/dL
4 Hautablosung mit Zusétzlich Kaoliken, lleus und | Bilirubin
Blasen Blutungen >15mg/dL

Tab. 1: Organstadien der akuten GvHD nach Glucksberg.

Grad Haut Darm Leber Einschrankung
des AZ

I (leicht) 1-2 0 0 keine

Il (malig) 1-3 1 1 leicht

111 (schwer) 2-3 2-3 2-3 maRig

IV (lebensbedrohlich) | 24 2-4 24 deutlich

Tab. 2: Gesamtgrad der akuten GvHD nach Glucksberg.

Der IBMTR-Severity-Score beriicksichtigt hingegen, dass die Stadien 1 und 2 der Haut-GvHD

durchaus unterschiedliche Auswirkungen auf das klinische Outcome der Patienten haben

[Tab. 3]. Dennoch konnte er die GSC bislang nicht aus der Klinik verdrangen, da Studien
seine Uberlegenheit hinsichtlich TF, TR und GTRM nicht eindeutig belegen konnten [12].

Haut 0 1 2 02 023 3 03|04
Darm |0 0 0o 1 2 0-1 2 3 4

Leber

Grad 0 A B C D

Tab. 3: IBMTR-Severity-Score.

Wesentlich ungenauer ist die Einteilung der sog. chronischen GvHD. Urspriinglich verstand

man darunter das Auftreten von Symptomen nach Tag 100 nach Transplantation. Neuerdings
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gehen jedoch noch andere Kriterien in die Unterscheidung zwischen akut und chronisch mit
ein, so dass auch nach Tag 100 noch eine akute GvHD auftreten kann. Hierbei wird nach
NIH-Konsens unterschieden zwischen Symptomen, die zur Diagnose einer cGvHD
ausreichen, Symptomen, die h&ufig mit einer chronischen Spender-gegen-Wirts-Reaktion
assoziiert, jedoch nicht beweisend sind und Symptomen, die sowohl bei einer
aGvHD und cGvHD auftreten konnen. Auch bei der chronischen Spender-gegen-Wirts-
Reaktion kdnnen Haut, Darm und Leber betroffen sein. Bisweilen besteht zusétzlich ein
Befall von Lunge, Augen, Speicheldriisen, Ndgeln, Urogenitaltrakt oder Gelenken [13].

Die bisherige Einteilung in limited disease und extended disease ist nicht zur
Prognoseabschatzung geeignet [13][14].

1.2.3. Prophylaxe und Therapie der GVHD

Zur Prohylaxe einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion werden vornehmlich Medikamente
eingesetzt, die sich gegen die T-Lymphozyten richten. Das 1969 erstmals aus zwei
Pilzstammen isolierte CSA (Sandimmun®) bindet nach Eintritt in die T-Zelle an Cyclophylin,
wodurch Uber die Hemmung von Calcineurin auch die IL-2-Produktion verringert wird.
FK506(Prograf®) greift ebenfalls in diese Signalkaskade ein. Aufgrund der Schlisselrolle der
T-Zellen in der GvHD-Induktion liegt der Versuch der physikalischen T-Zell-Eliminierung
aus dem Spendermaterial nahe. Dies geht jedoch mit einem erhohten Risiko fur
Transplantatversagen, EBV-assoziierte lymphoproliferative Erkrankungen und Rezidive
einher. Neben den erwdhnten Immunsuppressiva leistet auch die Bericksichtigung einiger
Spender-gegen-Wirts-Faktoren einen entscheidenden Beitrag zur Verminderung des GvHD-
Risikos. Missmatches sowohl in Major- als auch in Minor-Histokompatibilitatsantigenen
erhdhen die Wahrscheinlichkeit einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion. Einige der Letzteren
werden bei Mannern auf dem y-Chromosom kodiert, weshalb die Kombination méannlicher
Donor/weiblicher Rezipient negativen Einfluss auf das Outcome zu haben scheint. Ahnlich
verhélt es sich bei einem hohen Alter sowohl des Spenders als auch des Empféangers. Da
anaerobe Mikroorganismen moglicherweise einen stimulierenden Effekt auf die
Alloreaktivitat der Donor-T-Zellen haben, werden auf einigen Stationen auch antibiotische
Darmsanierungen z.B. mit Metronidazol vorgenommen [15]. Im August 2004 berichtete die
medizinische  Zeitschrift Blood erstmals Uber einen Zusammenhang zwischen
NOD2/CARD15-Mutationen und dem Auftreten einer GvHD bzw. der TRM. Die in der
Klinik fir Hamatologie/Onkolgie der Universitdt Regensburg durchgefuhrte Studie schloss

genetische Untersuchungen von 169 Patienten und deren Spendern hinsichtlich der SNPs
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(single nucleotide polymorphisms) 8, 12 und 13 ein, die bereits als Risikofaktoren fiir die
Entwicklung eines Morbus Crohn bekannt waren. Das Gen NOD2/CARD15 kodiert fir ein
Protein, das auf dem Epithel des lleums und auf Monozyten exprimiert wird und bei Bindung
von Muramyldipeptid, einem Bestandteil der Bakterienwand, tiber die Aktivierung von NFxB
eine Kaskade im Zytoplasma auslost. Wahrend innerhalb der Wildtyp-Gruppe 20%
verstarben, stieg die TRM bei Vorliegen eines Empfangerpolymorphismus auf 49%, im Falle
einer Mutation im Spendermaterial auf 59% und auf 83%, wenn sowohl Donor als auch
Rezipient einen Polymorphismus aufwiesen [16]. Weitere Studien, an denen neben
Regensburg Wien, Rostock, Newcastle und Paris teilnahmen, konzentrierten sich auf HLA-
identische Geschwisterpaare und fanden ahnliche Ergebnisse [17].

Mittel der Wahl zur Behandlung der graft-versus-host disease ist das (Methyl-)Prednisolon,
welches in den Lymphozyten eine direkte Apoptoseinduktion hervorruft. Bei der akuten
GVHD stellt auch die Erhéhung der bereits mit Transplantation begonnenen Prophylaxe mit
CsA oder FK506 (Tacrolimus) ein wichtiges Therapieelement dar. Als Zweitlinientherapie
konnen MMF, ATG, IL-2-Antagonisten oder TNF-Antikorper wie das Infliximab versucht
werden. Auch der Einsatz von Etanercept, einem Fusionsmolekil aus dem lIdslichen TNF-
Rezeptor und IgG, stellt eine Therapiealternative dar [12]. Studien an der Klinik flr Innere
Medizin 1 der Medizinischen Universitdt Wien zufolge scheint die Anwendung der
extrakorporalen Fotopherese bei Féllen einer akuten steroidrefraktdren GvHD ohne intestinale
Beteiligung erfolgversprechende Ergebnisse zu erzielen [18].

1.2.4. Immunologische Grundlagen

1.2.4.1. Charakterisierung der HLAs

Die sog. MHCs (major histocompatibility complexes) oder auch HLAs (human leucocyte
antigens) werden auf der Zelloberflache exprimiert und sind von entscheidender Bedeutung
sowohl bei der positiven und negativen Selektion im Thymus als auch bei der Erkennung von
selbst und fremd durch die reifen T-Zellen.

Der Mensch kann bis zu sechs unterschiedliche MHCs der Klasse | besitzen, jeweils zwei
verschiedene HLAs der Gruppe A, B und C. MHCs der Klasse | présentieren intrazellular
synthetisierte Proteine und interagieren mit CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen. Ein MHC
der Klasse | besteht aus je zwei Untereinheiten, einer schweren o-Kette und einem -
Mikroglobulin. Die T-Zellrezeptoren interagieren sowohl spezifisch mit Teilen des HLA als

auch mit dem daran gebundenen Peptid [Grafik 1][16].
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Der kurze Arm des Chromosoms 6 kodiert beim Menschen fur je einen HLA-DP- und HLA-
DQ-Isotyp sowie fur zwei HLA-DR-Molekiile. Somit kann der Mensch uber bis zu acht
unterschiedliche MCHs der Klasse Il verfligen. Sie befinden sich auf Makrophagen und
dentritischen Zellen und présentieren meist endozytotisch aufgenommene extrazellular
synthetisierte Peptide. MHCs der Klasse Il bestehen ebenfalls aus je einer a-und einer p-
Kette, wobei beide Untereinheiten je eine polymorphe Domane fir die spezifische Bindung
des prasentierten Peptids sowie eine Region zur Interaktion mit dem CD4 der T-Helferzellen
bereitstellen [Grafik 2]. Werden Stammzellen eines nicht HLA-identischen Spenders
transplantiert, konnen die Donor-T-Zellen gegen fremde beladene HLA-Molekile des

Empfangers eine Immunantwort induzieren, was sich klinisch als GvHD duf3ert [19].

Seitenansicht

N (S T
Grafik 2:MHC der Klasse 1l mit Peptidbeladung aus [182].

1.2.4.2. Selektionsprozesse im Thymus

Von den hamatopoietischen Stammzellen gelangen nur etwa 4-5% in den Thymus. Uber
mehrere Zwischenstufen reifen die aufgrund des Fehlens von CD3, CD4 und CDS8 auch als
TN (triple negative)-Lymphozyten bezeichneten Zellen zu DP(double positive)-Thymozyten
heran, die nun sowohl CD4- als auch CD8-positiv sind. Erkennt ein Thymozyt spezifisch das
korpereigene MCH-Molekiil und das darauf prasentierte korperfremde Antigen, fihrt dies zu
einem Uberleben der Zelle (positive Selektion). Thymozyten, die an MCH-II-Molekiile
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binden, werden CD4-positiv, solche, die mit MHC-I1-Molekiilen interagieren, exprimieren
CD8. Die negative Selektion findet in der Medulla des Thymus statt und wird uber
verschiedene APCs, hauptsachlich dentritische Zellen, vermittelt. Uber Mechanismen der
Apoptose und der Anergie werden Zellen, deren T-Zell-Rezeptor auf kdrpereigene Antigene
reagiert, getotet und von Makrophagen beseitigt. Etwa 95% der Zellen werden durch diesen
Selektionsprozess eliminiert, nur etwa 5% gelangen in die sekundaren lymphatischen Organe
[20].

1.2.4.3. Pathomechanismus der akuten und chronischen GvHD

Wahrend lange Zeit Spender-T-Zellen als die Hauptinduktoren der akuten GvHD galten, geht
das heutige pathophysiologische Modell von einer Interaktion zwischen T-Zellen,
Makrophagen und NK-Zellen aus. Die Konditionierung mittels Chemotherapie oder
Bestrahlung flhrt zu einer ersten Ausschittung inflammatorischer Zytokine wie TNFa, 1L-1
und IL-6 aus Makrophagen der Haut, des Darmes und des Blutes. Dadurch kommt es zur
Aktivierung von APCs des Empfangers, die zu einem spdateren Zeitpunkt T-Zellen des
Spenders Gber IL-12 aktivieren konnen. AuBerdem erfolgt durch direkte toxische
Konditionierungsschéden eine zusatzliche Stimulierung der Makrophagen und der APCs.
Diese wird durch bakterielle und virale Liganden, die an Toll- und NOD-Like-Rezeptoren
binden, verstérkt. IL-1 und IL-6 sind fur die Aktivierung der APCs entscheidend. IL-1 erhoht
zudem die Expression von E-Selektin und ICAM-1 auf Endothelzellen der HautgeféaRe.
TNFa ist an der Apoptoseinduktion und Férderung der Kollagensynthese beteiligt. Zusétzlich
fuhrt die Konditionierungs-assoziierte Inflammation zu einer gesteigerten Présentation von
Antigenen des MHC-Komplexes auf den Empféangerzellen, welche durch reife Spender-T-
Zellen detektiert werden. In den ersten Wochen einer akuten GvHD steigt die Anzahl der
Makrophagen an. Liegt ein MHC-II-Missmatch vor, werden die fremden Antigene von
Spender-T-Helferzellen erkannt. Bei MHC-I-Inkompatibilitit oder Unterschieden in den
minor histocompatibility antigens werden CD8-positive Lymphozyten aktiviert. Es liel sich
ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Hohe und Geschwindigkeit der TNFa- bzw.
INFy-Produktion und dem GvHD-Risiko bzw. deren Mortalitdt nachweisen. INFy stimuliert
wiederum Makrophagen und NK-Zellen und ermdglicht durch das Einwandern von
Leukozyten in Haut und Darm.

In Phase 2 der Spender-gegen-Wirts-Reaktion erfolgt die Aktivierung und klonale Expansion

von Donor-T-Zellen.
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Die Phase 3, die auch als efferente Phase bezeichnet wird, fiihrt Gber einen Zytokinsturm und
uber zytotoxische Mechanismen aktivierter Spender-T-Zellen wie Perforin, Granzym und
Fas-Ligand zur Schadigung des Empfangergewebes.

Aus zahlreichen Méuseversuchen konnte abgeleitet werden, dass zur Aufrechterhaltung einer
chronischen GvHD Donor-T-Zellen notig sind, die gegen Empfanger-Antigene reagieren,
und, dass THjy-Zytokine wie IL-4 und IL-10 bei der Aktivierung Autoantikorper
produzierender B-Lymphozyten eine Schlisselrolle einnehmen. Ein weiteres Méausemodell,
bei dem sich aus einer akuten GvHD eine chronische Form entwickelt, legt die Vermutung
nahe, dass es aufgrund der Zerstérung der Thymusstruktur zu einer fehlerhaften negativen
Selektion wéhrend der T-Zell-Reifung im Thymus kommt, wodurch autoreaktive TH,-Zellen

zur Aktivierung autoreaktiver B-Lymphozyten flihren [21].

1.2.4.4. Besonderheiten der Haut- und Darm-GvHD

Die Klinik der akuten Haut-GvHD st oft schwer von viralen oder Medikamenten-induzierten
Exanthemen zu unterscheiden. Es handelt sich um lokal begrenzte Ausschlage mit
Beteiligung der Handflachen und FuBsohlen, haufig begleitet von Pruritus. Die chronische
Form ist anfangs meist ebenfalls noch lokal begrenzt und betrifft hauptséchlich die
oberflachlichen Hautschichten. Die Papeln in Gesicht, Handflachen und FuflRsohlen &hneln
dem Krankheitshild des Lichen Planus. In spateren Stadien sind auch andere Korperstellen
und Schleimhdute in Mund, Konjuktiven, Trachea und Vagina befallen. Es kommt zu
Fibrosierungen, Hypo- und Hyperpigmentierungen, Teleangiektasien und Alopezien. Die
Indurationen kdnnen an Lasionen der progressiven systemischen Sklerose erinnern.

Die zelluldre Pathologie gliedert sich in drei Phasen: Die akute GvHD beginnt mit der
endothelialen Phase: Mastzellen sezernieren Histamin und TNFa, wodurch die Diapedese der
Lymphozyten ermdglicht wird. Danach folgt die epidermotrophische Phase: T-Zellen,
Killerzellen und zytotoxische Zellen, nicht jedoch B-Zellen, exprimieren das asfB:-Integrin, an
welches das Epiligrin basaler Keratinozyten bindet und die Einwanderung der Leukozyten in
die Epidermis bewirkt. Durch zusatzliche Interaktionen zwischen weiRen Blutzellen und
Keratinozyten gelangen die Effektorzellen in die oberen Epidermisschichten. Die sog.
Zielzellphase ist von Keratinozyten geprdgt, die sich in Nekrose und Apoptose befinden, eine
eosinophile Farbung mit Kernfragmenten aufweisen und von Lymphozyten umgeben sind
[22].

Das klinische Bild der Darm-GvHD ist oft sehr unspezifisch und nur schwer von

Konditionierungsschaden oder Infektionen im Verdauungstrakt abzugrenzen, zumal sie oft in
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Kombination auftreten. Haufige Symptome sind Gewichtsabnahme, Ubelkeit, abdominale
Beschwerden und Diarrh6. Hierbei kdnnen Wasserverluste von bis zu zwei Litern am Tag
auftreten. Bisweilen kommt es zu Perforationen oder zum lleus. Kennzeichen der intestinalen
GVHD ist die Enterozytenapoptose, die bis hin zum kompletten Kryptenverlust fihren kann:
Die erhohte Proliferationsrate der Stammzellen im Falle einer intestinalen GvHD fiihrt zu
Enterozyten, die sich schlechter ins Epithel eingliedern und schneller zugrunde gehen. Der
erhdhte Anteil unreifer Enterozyten, der sich mit zunehmender Mitoserate ergibt, fuhrt zu
einer weiteren Reduktion der effektiven Resorptionsflache im Darm. Durch die Schadigung
subepithelialer GefalRe kommt es ebenfalls zu einem Zelluntergang.

Auch bei der Darm-GvHD lassen sich verschiedene zellpathologische Phasen unterscheiden:
Die Rolle der T-Zellen tritt wohl hinter der lokaler Mediatoren zuriick. T-Zellen sezernieren
INFy, welches die Proliferationsphase der Kryptenzellen einleitet, die Expression von MHC-
und anderen Adhasionsmolekulen erhéht und zusammen mit TNFa zur Zottenatrophie fihrt.
Makrophagen und NK-Zellen werden angelockt und produzieren TNFa, INFo, INFB, 1L-1
und NO. Somit wird durch die Zytokine der Makrophagen und NK-Zellen die Phase der
Epithelzelldestruktion eingeleitet, in der die Enterozyten zerstort werden und die Zahl der
Lymphoidzellen der Mukosa abnimmt. In der Phase der Atrophie wird die Schleimhaut
zunehmend dinner und die Lymphozyten dieser Schicht verschwinden schlieRlich vollstandig
[23].

1.3. Untersuchte Oberflachenantigene auf T-Lymphozyten
1.3.1. Der Aktivierungsmarker CD25 und der Apoptosemarker CD95

Bei dem CD25-Antigen handelt es sich um ein 55 kDa schweres Heterotrimer. Wahrend
CD122 und CD132 die B- bzw. die y-Kette des IL-2-Rezeptors bilden, stellt CD25 die a-
Kette desselbigen dar. Es findet sich auf Progenitorzellen der T- und B-Zelllinie sowie auf
reifen, aktivierten T- und B-Lymphozyten. Das Antigen ist entscheidend fir die
Differenzierung, Aktivierung und Proliferation der Lymphozyten [24]. In vorherigen FACS-
Analysen war der CD25-Anteil der T-Killerzellen bei GvHD-Patienten signifikant geringer
[25].

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods. Bei der aktiven Form der Apoptose
spielt das CD95, auch Apol oder Fas-Rezeptor genannt, als Todesrezeptor eine wichtige
Rolle. Es handelt sich dabei um ein 48 kDa transmembrandses Protein, welches (iber eine
zysteinreiche extrazellulare Rezeptordoméne und eine zytoplasmatische Todesdoméne (DD)
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verfugt. Der Fas-Ligand ist in der Lage, drei Fas-Molekile zu binden, wodurch es zur
Clusterbildung des Rezeptors und zur Assoziation der Todesdomanen kommt.
Adaptermolekile wie das FADD kénnen an diese mit ihrer eigenen Todesdomane andocken
und Uber eine Todeseffektordomane (DED) zur enzymatischen Selbstspaltung und
Selbstaktivierung der Kaspase 8 filhren [26][27]. Uber eine Kaskade, an deren Ende die
Effektorkaspasen stehen, kommt es zum Abbau von DNA, Lamin und Aktin sowie zur
Unterdriickung der DNA-Reparatur [28]. CD95 wird von Lymphozyten, NK-Zellen,
Monozyten, CD34-positiven Stammzellen und zahlreichen Gewebezellen wie Fibroblasten,
Keratinozyten, Hepatozyten, intestinalen Epithelzellen und Endothelzellen, aber auch von
malignen oder virusinfizierten Zellen exprimiert. Der Groliteil der Fas-positiven Zellen ist
resistent gegenuber dem rezeptorvermittelten Zelltod. Durch vermehrte CD25-Expression
wird auch CD95 hochreguliert. Jedoch haben T-Lymphozyten mit hoher CD25-Dichte eine
geringere Sensitivitat gegenuber dem AICD [29].

Bei durchflusszytometrischen Untersuchungen wiesen Patienten, die an einer akuten Spender-
gegen-Wirts-Reaktion erkrankten, einen signifikant niedrigeren Anteil von CD95-positiven

Zellen an der T-Helferzellpopulation auf als Transplantierte ohne GvHD [25].

1.3.2. Die CD4/CD25/FoxP3 T-regulatorischen Zellen

Innerhalb der CD4/CD25-positiven T-Zellpopulation liegen die FoxP3 (Fork head box
protein)-T-regulatorischen Zellen. Simon Sakaguchi et al. beschrieben diese Tregs
(T-regulatorische Zellen) bereits 1985 als wichtige Vermittler bei der Aufrechterhaltung einer
Toleranz gegeniiber einer Reihe von Autoantigenen [30][31]. Bei FoxP3 handelt es sich um
einen Transkriptionsfaktor in CD4/CD25-positiven T-Zellen. Es besteht aus vier
Hauptdoménen. Diese sind wichtig fur eine Homo-Oligomerisierung, fur die Bindung an
andere  Transkriptionsfaktoren, Korepressoren und Koaktivatoren sowie fir die
Wechselwirkungen mit der DNA. Die genauen molekularen Schritte sind bislang noch nicht
erforscht. Vermutlich ist unter anderem die Interaktion von FoxP3 mit NF-kB und NFATc2
fur die suppressiven Wirkungen auf die T-Zellen verantwortlich [32][33]. Man geht derzeit
vom Modell einer Feedback-Regulation bei der Aktivierung und Vermehrung der Tregs aus.
Vermutlich stimulieren die Effektorzellen tber IL-2 die Proliferation der regulatorischen T-
Zellen [34]. In vitro-Ansatze konnten nachweisen, dass reife DCs Tregs aus dem Thymus zur
Expansion anregen konnen. Andere selektive DCs besitzen die Fahigkeit, aus CD25-
negativen Zellen FoxP3-positive T-Zellen zu generieren [35][36][37]. Dies geschieht uber

einen Kynurein-abhangigen Mechanismus [38]. Dentritische Zellen scheinen umgekehrt aber
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auch der Beeinflussung durch regulatorische T-Zellen zu unterliegen [39][40]. Zudem werden
B-Zellen durch Tregs getotet [41]. Die Bedeutung des Zellkontaktes bei der Wirkung auf die
Effektorzellen scheint gesichert [42][43]. Hierbei spielen unterschiedliche Mechanismen eine
Rolle wie beispielsweise der Granzym- und Perforin-induzierte Zelltod oder die Interaktion
mit CD80 und CD86 auf den T-Zellen [44][45][46][47]. Read et al. konnten zeigen, dass
CTLA-4 (cytotoxic T-Lymphocyte-associated antigen 4) nur von Tregs konstitutiv exprimiert
wird und, dass es entscheidend an der Suppressorfunktion mitwirkt [48]. Daneben sind auch
humorale Faktoren beteiligt. Zur Rolle der IL-10-Sekretion von Tregs bei der Suppression
autoreaktiver  Lymphozyten in vivo liegen unterschiedliche Ergebnisse vor
[42][43][49][50][51]. Die Bedeutung von TGF(, vornehmlich der auf der Oberflache
gebundenen Form, bei Vermittlung der Suppressorfunktion in vivo scheint gesichert [52].
11-12 und andere Fakoren sind moglicherweise ebenfalls beteiligt [53][54][55].

Machteld et al. fanden heraus, dass Tregs nicht nur das adaptive Immunsystem beeinflussen,
sondern auch die Differenzierung der Monozyten hin zu AAMs (alternatively activated
macrophages) steuern. AAMs exprimieren vermehrt CD206, CD163, und CCL18, wéhrend
HLA-DR herunterreguliert wird. Zudem ist das Gleichgewicht von einem
proinflammatorischen  (TNFe, IL-6, IL-1f, IL-8 wund MIP-1la) 2zu einem
antiinflammatorischen Zytokinprofil verschoben. Die Fahigkeit der Phagozytose ist im
Vergleich zu den klassisch aktivierten Makrophagen erhoht [56].

Lange Zeit nahm man an, dass es sich bei den Tregs um Zellen handelt, die ausschlieRlich
innerhalb der CD4/CD25high-Population zu finden sind, eine erhohte Expression von
Memory-T-Zellmarkern wie CD45RO aufweisen und empfindlich gegentber CD95L-
vermittelter Apoptose sind. Es konnte gezeigt werden, dass 10-30% innerhalb der
CD4/CD25-positiven Tregs apoptoseresistent sind, was ihnen den Namen rTregs (resistant
Tregs) einbrachte. Interessanterweise haben diese Zellen eine verminderte Expressionsrate
von Memory-T-Zellmarkern wie CTLA-4, verschiedenen HLAs, CD103 und CD45RO,
wahrend Oberflachenantigene naiver T-Zellen wie CCR7, CD127 und CD31 vermehrt
gefunden werden. Resistant Tregs befinden sich hauptsachlich innerhalb der CD4/CD25int.-
T-Zellen. Die Analyse von Nabelschnurblut ergab, dass diese Zellen dort den Hauptanteil der
CD4/FoxP3-positiven Lymphozyten bilden, wahrend in adultem peripherem Blut die
CD25high-Tregs dominieren [57].

In zahlreichen Tiermodellen wurde die Verwendung von T-regulatorischen Zellen zur
Verminderung des Auftretens einer akuten GvHD nach Stammzelltransplantation untersucht.
Sowohl die gleichzeitige CD4/CD25-Infusion mit dem Transplantat als auch die spétere Gabe
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regulatorischer T-Zellen zum Zeitpunkt des Auftretens einer GvHD zeigten Erfolge [58][59].
Stammten die Tregs aus dem Spender, konnte in 100% der Falle eine GvHD vermieden
werden, bei Transfusion CD4/CD25-positiver Zellen aus dem Wirt zusammen mit CD25-
negativen CD4-Donorzellen, starben jedoch 90% der Tiere innerhalb von 78 Tagen [60]. Die
Befurchtung eines Verlustes des GvL-Effektes nach Gabe von Tregs konnte durch Hoffmann
et al. wiederlegt werden [61]. In einer Studie wurden Stammzellprodukte vor Infusion mit
einem anti-CD25-Immunotoxin behandelt. Dieses als selektive Depletion bezeichnete
Verfahren war mit einer deutlichen Reduktion schwerer GvHD-Falle assoziiert, da sich die
CD25-negativen Tregs schnell erholten, wahrend aktivierte T-Zellen eliminiert wurden [62].
Zukinftige therapeutische Maoglichkeiten zur Gewinnung von Tregs nach Stammzell-
transplantationen umfassen neben der Expansion in vitro durch anti-CD3, anti-CD28 und IL-2
bzw. IL-4 und IL-15 auch die Umwandlung CD25-negativer Lymphozyten durch TGF-R, IL-
2 oder IL-10 [63][64][65][66][67][68]. Vor allem in Kombination mit Cyclophosphamid zur
Induktion einer Lymphopenie scheint IL-2 das GvHD-Risiko entscheidend zu senken [69]
[70]. Rapamycin, das wie CsA ebenfalls die Bildung von IL-2 hemmt, hatte jedoch weitaus
geringerer Effekte auf die Funktion von Treg-Zellen als der Calcineurininhibitor. Somit
konnte Rapamycin ebenfalls entscheidend zur Senkung des GvHD-Risikos beitragen [71][72].
Zahlreiche andere Studien untersuchten das Vorliegen einer Korrelation zwischen dem Anteil
der Tregs im peripheren Blut von transplantierten Patienten und dem Auftreten einer
chronischen GvHD. Zorn et al. stellten fest, dass Patienten mit aktiver chronischer GvHD
einen verminderten Anteil CD4/CD25/FoxP3-positiver Zellen an der Population der CD4-
Zellen aufweisen [73][74]. In einer neuen Publikation wurde eine Korrelation zwischen dem
Auftreten einer akuten GvHD und verminderten Anteilen CD4/FoxP3-positiver Lymphozyten
gefunden [75]. Untersuchungen von Darmbiopsien ergaben eine Verminderung von Tregs im
Gewebe bei GvHD-Patienten [76].

Bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose, der aktiven
rheumatoiden Arthritis, dem Typl-Diabetes, der Psoriasis und der Myasthenia gravis konnte
eine verminderte Funktion der Tregs festgestellt werden [77][78][79][80][81]. Hingegen
fanden sich erhohte Zahlen an T-regulatorischen Zellen bei verschiedenen Krebsarten wie
dem Lungen-, Mamma-, Leber- und Pankreaskarzinom sowie bei Hautkrebs [82][83][84][85].
Ein &hnliches Verhalten zeigten die Tregs von Patienten mit chronischer Hepatitis B und C
[86][87].
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1.3.3. CCR10 auf CD4-positiven Zellen

CCR10 (chemokine [CC-motif] receptor 10) ist auch unter dem Namen GPR2 (G-protein-
coupled receptor 2) bekannt und wird im Kdorper an verschiedensten Stellen wie dem Gehirn,
dem Dunndarm, dem Hoden, der Plazenta und der Leber des Fetus exprimiert. In der Haut
findet sich der Rezeptor vornehmlich auf Melanozyten, Fibroblasten, auf Endothelzellen der
kleinen Blutgefale, auf Langerhans-Zellen und den peripheren mononukleéren Zellen wie den
T-Lymphozyten, nicht jedoch auf Keratinozyten [88]. Die Bezeichnung GPR2 verrét bereits
einiges Uber die Struktur des Molekils. Es gehort zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, welche eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung von Licht-, Geruchs- und
Geschmacksreizen spielen und entscheidend fir Zellwachstum und —differenzierung, fir
Entzindungsprozesse sowie fir Endo- und Exozytose sind. Zudem vermitteln GPRs die
Wirkung von Hormonen. CCR10 ist flr Prozesse der Chemotaxis verantwortlich. Wie die
anderen  G-Protein-gekoppelten  Rezeptoren  besteht es aus sieben helikalen
Transmembrandoménen, die es in der Zellmembran verankern. Diese sind zusammen mit
extrazellularen Doménen an der Bindung des Liganden beteiligt. Wird der Rezeptor aktiviert,
kommt es zu einem Verlust der Salzbriicke zwischen der dritten und sechsten
Transmembrandoméne und zum Austausch von GDP gegen GTP am G-Protein. Dieses wird
nun instabil und dissoziiert in eine o- und eine By-Untereinheit. Ein Netz von Enzymen und
Second Messengern fihrt schlieBlich zur Signaltransduktion [Grafik 3][89][90].

Gprodein eoupled receplor

GOP GTP

D

Activation of cellular gignaling patheays

Grafik 3: G-Protein-gekoppelter Rezeptor aus [183].

CCR10 geht Bindungen mit unterschiedlichen Liganden ein. CCL28 (Chemokine [C-C-motif]
ligand 28) wird beispielsweise von Epithelzellen des Darms, der Lunge, der Brust und der
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Speicheldriisen exprimiert und reguliert die Aufnahme von CCR10-positiven T- und B-
Lymphozyten in diese Gewebe. Wang et al. entdeckten groBen Ahnlichkeiten zwischen
CCL28 und CCL27 [91]. CCL27 (Chemokine [C-C-motif] ligand 27), auch unter der
Bezeichnung CTACK (Cuntaneous T-cell-attracting Chemokine) bekannt, hingegen findet
sich auf den Gonaden, im Thymus, in der Plazenta und vornehmlich in den suprabasalen
Keratinozyten der Haut [92]. Die Expression unterliegt der Regulation durch TNFa und
IL-1B [93]. CCL27 spielt auch bei der Aufnahme CD34/CCR10-positiver Zellen aus dem
Knochenmark eine Rolle. Es handelt sich hierbei um Keratinozyten, durch deren Migration in
geschédigte Hautareale ein beschleunigter Wundheilungsprozess erreicht werden kann [94].
Melanozyten von malginen Melanomen sollen ebenfalls vermehrt CCR10 und CCL27
exprimieren [95]. Homey et al. konnten zeigen, dass die CCL27/CTACK-CCR10-Interaktion
zwischen Keratinozyten und CD4-positiven T-Lymphozyten in der Epidermis an der
Entstehung entzlndlicher Hauterkrankungen wie der atopischen Dermatitis, der Psoriasis und
dem atopischen Ekzem beteiligt sind [96][97]. Bei Patienten, die nach
Stammzelltransplantation eine Haut-GvHD aufwiesen, fanden Faaij et al. einen erhéhten
Anteil CD4/CCR10-positiver Zellen innerhalb der CD4-positiven T-Lymphozyten, der im
Median 21,7% betrug. Patienten ohne GvHD und gesunde Kontrollgruppen zeigten deutlich
niedrigere Anteile im peripheren Blut [98].

1.3.4. Das a4f7-Integrin auf CD8-positiven T-Lymphozyten

Das oup7-Integrin wird auch LPAM-1 (lymphocyte Peyer patch adhesion molecule) genannt.
Es besteht aus einer 154kDa-o-Kette und einer 130kDa-p-Kette, die zusammen ein
transmembrandses Heterodimer mit einem kurzen intrazelluldren Anteil bilden. Das auf den
hochendothelialen Venulen der Peyer Plaques und in der intestinalen Lamina propria
gebildete MadCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule-1) ist der spezifische
Ligand des oufs-Integrins. Die Reste 46-386 der PB;-Untereinheit und der Rest 187 der
oy-Untereinheit nehmen eine Schlisselrolle bei der Interaktion mit MadCAM-1 ein [99][100]
[101][102]. Auch VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) und Fibronektin kdnnen
schwache Bindungen mit LPAM-1 eingehen. Das auf37-Integrin wird bei Aktivierung von
CD8-positiven T-Zellen vermehrt exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle bei deren
Aufnahme ins Intestinum. Die vielversprechenden Resultate bei der Behandlung von Affen
oder Mausen, die unter entzlindlichen Darmerkrankungen litten, mit monoklonalen

Antikorpern gegen das ouf7-Integrin oder gegen die ou- bzw. B-Untereinheit scheinen die

21




1 Einleitung

Hypothese zu bestatigen [103][104]. Natalizumab, ein monoklonaler ou-Antikdrper, wurde
auch schon erfolgreich zur Therapie der ulzerativen Kolitis und des Morbus Crohn beim
Menschen eingesetzt [105][106][107]. Ahnliches gilt fiir den Einsatz von anti-osf; [108].
Die Blockade von MadCAM-1 zeigte sich wirksam bei der Linderung einer induzierten
chronischen Kolitis und bei der Reduktion von Fallen mit akuter Darm-GvHD in Mé&usen
[104][109]. Die Gabe von a4B;"-Donor T-Zellen verzégerte die Entwicklung einer akuten
intestinalen  Spender-gegen-Wirts-Reaktion. Wurden jedoch B;7-Spenderlymphozyten
verabreicht, bei denen ein permanenter Verlust der B7-Untereinheit vorlag, verringerten sich
zusétzlich GvHD-assoziierte Morbiditat und Mortalitat. N&dhere Untersuchungen der murinen
By"'-T-ZeIIen ergaben, dass diese hinsichtlich Aktivierung, Proliferation und Zytotoxiziat mit
den Lymphozyten des Wildtyps vergleichbar sind und sogar eine verstarkte Spender-gegen-
Tumor-Reaktiviat besitzen [110]. Eine prospektive klinische Studie zeigte, dass eine erhohte
Absolutzahl CD8-positiver Lymphozyten und ein erniedrigter prozentualer Anteil
CDB8/CD45RA/B7-positiver T-Zellen zum Zeitpunkt der hdmatologischen Rekonstitution mit
einem grolReren Risiko einer akuten intestinalen Spender-gegen-Wirts-Reaktion einhergeht
[111]. Auch Bs-Integrin-positive CD4-Lymphozyten schienen in Mausmodellen an der
Induktion einer GvHD des Kolons beteiligt zu sein [112]. Jedoch liegen noch keine
Publikationen hinsichtlich Analysen dieser Population im peripheren Blut von Menschen vor.
Die Expression von asf37 auf Stammzellen ist nach Transplantation entscheidend fir deren
Aufnahme ins Knochenmark. Zudem konnte das Integrin auch auf Eosinophilen gefunden
werden, die im Falle einer allergischen Reaktion innerhalb des Gastrointestinaltrakts vermehrt

ins Gewebe aufgenommen werden [113][114].

1.4. Der Epithelzellapoptosemarker Zytokeratin 18F

Das Zytokeratin18 gehort zu den Intermediarfilamenten des Typs | und bildet als Mitglied der
sauren TypB-Subfamilie ein Heterodimer mit dem basischen Zytokeratin8 der TypA-
Subfamilie. Diese Komplexe finden sich hauptséchlich in Drisenzellen sowie im
einschichtigen und respiratorischen Epithel [115]. In sehr geringen Mengen wird
Zytokeratinl8 auch in Fibroblasten und in nichtepithelialen Zellen produziert [116]. Es
schiitzt die Leber vor Schéden und Zelltod [117]. Im Zuge der Apoptose spalten die Kaspasen
3, 6 und 7 bzw. 3, 7 und 9 das Zytokeratinl8 an den Stellen 237 bzw. 396. Bei
Fragmentierung des Strukturproteins an letzterer Position entsteht das C-terminale Neoepitop
C18-Asp396-NE, auch CK18F (cytokeratine 18 fragment) oder M30 genannt [Grafik 4].
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Grafik 4: Die Spaltung des Zytokeratins18 durch die Kaspasen 3,6, 7, 9.

Dieses wird durch den monoklonalen M30-Antikorper der Firma Peviva sowohl in
Gewebeschnitten mittels Immunfluoreszenz als auch im Plasma oder Serum mittels ELISA
detektiert. Die Spaltung von Zytokeratinl18 findet in der friihen Phase des Zelltods statt und
kann dementsprechend im Gewebe zu Beginn des Zellschadens, bereits ein bis sechs Stunden
nach Zelltodinduktion, sichtbar gemacht werden. Zu spéateren Zeitpunkten der Apoptose l&sst
sich CK18F im Serum oder Plasma nachweisen. Mittels Gelelektrophorese der Zelllysate
ergeben sich zwei Proteinbanden mit etwa 40 kDa und 24 kDa, die beide den M30-Antikorper
binden. Wahrend das 40kDa-Peptid in der friilhen Apoptose vorherrscht, findet sich die
24kDa-Bande Uberwiegend zu spateren Zeitpunkten. Dies deutet auf eine weitere Spaltung
des DALD-Proteins hin, bei dem das kleinere Zytokeratin18-Fragment mit erhaltenem
Neoepitop entsteht. M30 stellt eine charakteristische Abfolge von zehn Aminosauren am C-
Ende der DALD-Struktur dar [118].

Seidel et al. stellten eine Korrelation zwischen CK18F-Werten in Leberbiopsien und dem
jeweiligen Steatosegrad bei HCV-infizierten Patienten fest [119]. Da INFa, INFB, und INFy
die Expression von Todesrezeptoren, Todesrezeptorliganden und einiger Kaspasen induzieren
und Interferone gleichzeitig eine wichtige Rolle in der Therapie der HCV-Infektion
einnehmen, wurde auch das Vorliegen einer Korrelation zwischen dem Ansprechen auf eine
Interferontherapie und der Hohe von Apoptosemarkern im Serum untersucht. HCV-Patienten,

bei denen die Therapie erfolgreich war, hatten hthere CK18F-Werte vor und innerhalb der
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ersten drei Tage nach Therapiebeginn [120]. Erh6hte M30-Konzentrationen bei Patienten mit
nichtsemindsem Hodenkarzinom vor Therapiebeginn und ein Fehlen des Peaks nach
Verabreichung der Chemotherapeutika gehen mit einer schlechteren Prognose einher [121].
Das Mamma-, das Kolon-, das Mundhdhlen- und das Bronchialkarzinom sind mit dem
Auftreten erhohter CK18F-Serumspiegel assoziiert [122][123][124][125][126].

Die vorliegende Arbeit knlpft jedoch an eine Veroffentlichung von Thomas Luft et al. an, in
der erhohte CK18F-Serumwerte bei Patienten mit akuter oder chronischer GvHD des Darmes
(347 U/L — 1276 U/L) und der Leber (480 U/L — 6880 U/L) im Vergleich zu Serumproben
vor Konditionierung (114 U/L — 463 U/L) beschrieben wurden. Zudem zeigte die
Heidelberger Studie ein Abfallen der CK18F-Werte bei Therapieansprechen, wenngleich zum
Zeitpunkt des Absetzens der Immunsuppressiva die Serumspiegel des Apoptosemarkers noch
deutlich Gber dem Ausgangsniveau lagen. VVon groRer klinischer Relevanz ist die Abgrenzung
von Differentialdiagnosen wie der VOD, der unkomplizierten Enteritis und der toxischen
Mukositis nach low dose Chemotherapie gegeniliber der Spender-gegen-Wirts-Reaktion, bei
der die CK18F-Spiegel deutlich hoéher lagen. Wéhrend bei friher GvHD-Manifestation
sowohl die Bilirubin- als auch ALAT- und CK18F-Werte streng mit dem Schweregrad
korrelierten, war bei spatem Auftreten im Gegensatz zu CK18F kein Zusammenhang
zwischen Bilirubinanstieg und Starke der Spender-gegen-Wirts-Reaktion erkennbar [127].

1.5. Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Bedeutung der unter 1.3 und 1.4 vorgestellten
zellul&ren und serologischen Marker fiir die VVorhersage, die Frihdiagnose, die Auspragung,

das Therapieansprechen und die Rezidivwahrscheinlichkeit einer akuten GVHD zu klaren.
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2. Material und Methoden

Der Einsatz aller in dieser Arbeit verwendeten Materialien erfolgte entsprechend den

Herstellerangaben.

2.1. Patientenkollektiv

In die vorliegende Studie wurden insgesamt 75 Patienten mit hamatologischen Neoplasien
eingeschlossen, die im Zeitraum zwischen Marz 2008 und August 2009 eine
Stammzelltransplantation in der Abteilung flir Hamatologie/Internistische Onkologie am
Universitatsklinikum Regensburg erhielten. Nahere Angaben zu Geschlechterverteilung,
Alter, Diagnose, Stammzellquelle, HLA-Kompatibilitdt und GvHD-Prophylaxe kdnnen
Tabelle 4 entnommen werden.

Alle Patienten, die an der Studie teilnahmen, willigten zuvor schriftlich in die Verwendung
ihrer Blutproben zur Erforschung von Markern der akuten graft-versus-host disease ein.

22 gesunde, nicht transplantierte Personen dienten als Kontrollkollektiv. Die dlteste Person
war zum Zeitpunkt der Blutentnahme 83 Jahre alt, die jlngste 21 Jahre. Zwolf der
Kontrollen waren weiblich, zehn hingegen mannlich.

Speziell fir die Bestimmung der M30-Werte wurden zusatzlich alte Serumproben von 20
Patienten mit gesicherter Leber und/oder Darm-GvHD vermessen. Die Daten dieser

Patienten sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Patient: | Geschlecht: | Alter: | Diagnose: Stammzell- | HLA- GvHD-
Quelle: Kompatibilitat: | Prophylaxe:

1 female 67,30 AML PBSC urd/ident. CsA/IMMF
2 female 47,30 MM PBSC Sibling/ident. CsA/IMTX
3 male 63,50 AML PBSC urd/ident. CsA/MMF
4 female 45,90 CML PBSC urd/missm. CsA/MTX
5 male 24,60 AML PBSC mother/hapl. CsA/IMMF
6 male 45,80 AML PBSC urd/ident. CsA/IMTX
7 male 57,00 AML PBSC urd/ident. CsA/MMF
8 female 34,60 AML PBSC urd/ident. CsA/MTX
9 male 44,30 MM PBSC urd/ident. CsA/IMTX
10 male 65,20 AML PBSC urd/ident. CsA/IMMF
11 female 61,10 MM PBSCkryo urd/ident. CsA/IMTX
12 male 43,00 AML PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
13 male 44,40 MM PBSCkryo sibling/ident. CSA/IMTX
14 male 57,10 CLL PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
15 male 61,80 CLL PBSC urd/ident. CsA/IMMF
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Patient: | Geschlecht: | Alter: Diagnose: Stammzell- | HLA- GvHD-
Quelle: Kompatibilitat: | Prophylaxe:
16 female 34,30 AML PBSC urd/ident. CsA/MMF
17 male 57,10 MDS PBSC urd/ident. CsA/IMMF
18 male 68,20 MDS(prim.) PBSC urd/ident. CsA/IMMF
AML(sek.)
19 female 69,00 Mantelzell-L. | PBSC urd/ident. CsA/MMF
20 female 21,40 AML PBSC urd/ident. CSA/IMTX
21 female 22,60 ALL PBSC sibling/ident. CSA/IMTX
22 male 36,40 MM PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
23 female 33,50 AML PBSC urd/ident. CsA/MTX
24 male 58,70 MDS PBSC urd/ident. CsA/IMMF
25 male 60,30 MM PBSC sibling/ident. CsA/IMTX
26 male 60,60 MDS PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
27 female 64,90 MDS PBSC urd/ident. CsA/IMTX
28 male 49,90 MDS(prim.) PBSC urd/ident. CSA/IMTX
AML (sek.)
29 male 59,80 MM PBSC urd/missm. CsA/IMMF
30 male 53,20 MDS(prim.) PBSC sibling/ident. CsA/IMTX
AML (sek.)
31 male 27,60 MDS(prim.) PBSC urd/ident. CsSA/IMTX
AML (sek.)
32 female 18,00 MPS(ET) PBSC urd./missm. CSA/IMTX
33 male 32,20 MDS(prim.) PBSC urd/ident. CSA/IMTX
AML (sek.)
34 male 39,20 foll.-NHL PBSC sibling/ident. CsA/IMTX
85 female 64,30 MPS(PCV) PBSC urd/ident. CsA/IMTX
36 male 61,60 AML PBSC urd./missm. CSA/IMTX
37 male 57,30 CML PBSC urd./missm. CsA/IMTX
38 male 56,70 T-Zell-L. PBSC urd/ident. CsA/IMTX
39 male 52,30 CMML(prim) | PBSC urd/ident. CsA/IMMF
AML (sek.)
40 female 65,30 MDS(prim.) PBSC urd/ident. FK506/MMF
AML(sek.)
41 female 55,30 AML PBSC sibling/ident. CyA/MMF
42 female 51,40 AML PBSC urd/ident. CyA/MMF
43 male 49,40 T-Zell-L. PBSCkryo urd/ident. CSA/IMTX
44 male 54,30 ALL PBSC sibling/ident. CsA/IMTX
45 male 26,00 CML PBSC urd/ident. CsA/IMTX
46 female 39,60 AML PBSC urd/ident. CsA/MTX
47 male 56,00 T-Zell-L. PBSC sibling/ident. CsA/IMTX
48 female 67,40 AML PBSC urd/ident. CsA/IMTX
49 male 47,70 MM PBSC sibling/ident. CsA/IMTX
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Patient: | Geschlecht: | Alter: Diagnose: Stammzell- | HLA- GvHD-
Quelle: Kompatibilitat: | Prophylaxe:

50 female 52,80 foll.-NHL PBSC sibling/ident. CsA/MTX

51 male 34,30 T-Zell-L. PBSC sibling/ident. CsA/IMMF

52 female 38,80 AML PBSCkryo urd/ident. CsA/IMMF

53 male 66,10 AML PBSCkryo urd/ident. CsA/MTX

54 male 51,40 CML PBSC urd/ident. CsA/MTX

55 female 57,80 MPS(OMF) PBSC urd/missm. CsA/IMTX

56 female 21,90 AML PBSC urd/ident. CsA/IMTX

57 male 59,50 AML PBSC urd/ident. CsA/MTX

58 female 53,10 CMML(prim) | PBSC urd/ident. CsA/IMTX
AML(sek.)

59 male 17,50 ALL PBSC sibling/ident. CsA/IMMF

60 male 31,90 T-Zell-L. PBSC sibling/ident. CsA/IMTX

61 male 52,50 CLL PBSC urd/missm. CsA/IMTX

62 female 45,70 foll.-NHL PBSC urd/missm. CsA/IMTX

63 female 42,10 MDS(prim.) PBSC urd/ident. CsSA/IMTX
AML (sek.)

64 male 57,00 MDS(prim.) PBSC urd/missm. CsA/IMTX
AML (sek.)

65 male 52,20 AML PBSC urd/ident. CsA/MTX

66 male 63,00 MM PBSC urd/ident. MTX

67 male 33,10 T-Zell-L. PBSC sibling/ident. CsA/IMTX

68 male 48,50 MDS(prim.) PBSC urd/ident. CsSA/IMTX
AML (sek.)

69 male 60,70 AML PBSC urd/ident. CsA/IMTX

70 female 61,10 ALL PBSC sibling/ident. CsA/IMTX

71 male 50,30 MM PBSC urd/ident. CsA/IMTX

72 female 43,30 MDS(prim.) PBSC sibling/ident. CSA/IMTX
AML(sek.)

73 female 39,90 AML PBSC urd/missm. CsA/IMTX

74 male 58,60 CLL PBSC urd/ident. CsA

75 female 62,90 AML PBSC urd/missm. CsA/IMMF

Tab .4: Patientenmerkmale.
Patient: | Geschlecht: | Alter: | Diagnose: | Stammzell- | HLA- GvHD-
Quelle: Kompatibilitat: | Prophylaxe:

76 female 53,2 CML marrow urd/missm. CsA/IMTX

77 male 56,2 OMF(prim.) | PBSC urd/missm. CsA/IMMF
AML(sek.)

78 male 56,7 AML PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
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Patient: | Geschlecht: | Alter: | Diagnose: | Stammzell- | HLA- GvHD-
Quelle: Kompatibilitat: | Prophylaxe:

79 male 20,5 ALL PBSC urd/ident. FK506

80 male 29,2 AML PBSC urd/ident. CsA/IMMF

81 female 472 CML PBSCkryo sibling/ident. CsA/IMTX

82 female 68,6 AML PBSC urd/ident. CsA/IMMF

83 male 53,6 ET(prim.) PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
OMF(sek.)

84 female 17,0 AML marrow urd/ident. CsA/IMTX

85 female 56,6 OMF PBSC urd/ident. CsAIMTX

86 male 45,1 MDS(prim.) | PBSC sibling/ident. CsA/IMMF
AML (sek.)

87 male 56,9 MM PBSC sibling/ident. CsA/MMF

88 male 39,0 AML PBSC urd/ident. CsA/IMTX

89 male 38,6 ALL PBSC sibling/ident. CsA/IMTX

90 male 48,9 foll. NHL PBSC sibling/ident. CsA/IMMF

91 female 57,7 MDS(prim.) | PBSC urd/ident. CsA/IMMF
AML (sek.)

92 female 41,6 MDS(prim.) | PBSC urd/ident. CsA/IMMF
AML (sek.)

93 male 19,5 NHL marrow urd/ident. CsA/IMMF

94 male 40,1 AML PBSC urd/ident. CsA/MMF

95 female 61,0 AML PBSC urd/ident. CsA/MMF

Tab. 5: Patientenmerkmale der alteren GvHD-Proben.

2.2. Probengewinnung

Die Blutentnahme erfolgte aus den Armvenen mithilfe gewohnlicher Kanilen. Die Proben
fur die FACS-Analyse wurden in Lithium-Heparin-Réhrchen gesammelt. Die
Aufarbeitung des Blutes fand meist binnen einiger Stunden, spétestens jedoch am
folgenden Tag statt. Zur Gewinnung der Proben fir Untersuchungen mittels ELISA
dienten Serumréhrchen. Obwohl bei neuen Studien im Gegensatz zu Plasmaanalysen keine
Veranderungen der M30-Werte nach zweistiindiger Inkubation feststellbar waren [128],
wurden die Serumproben im Rahmen der vorliegenden Arbeit moglichst innerhalb von
zwei Stunden bei 3000 rpm fiir zehn Minuten bei 18°C zentrifugiert und bei —20°C im
Gefrierschrank aufbewahrt. Die M30-Messung erfolgte, sobald genligend Samples zur
Belegung einer ELISA-Platte gesammelt waren. Die langste Aufbewahrungszeit einer
Probe betrug drei Monate und neun Tage. Hinsichtlich der Vermessung der alten

Samplebestéande des Labors, die nicht selbst gesammelt wurden, war die Mdglichkeit der
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frihen Analyse nicht gegeben. Die alteste Probe war zum Zeitpunkt der Vermessung sechs
Jahre alt.

Sowohl das Serum als auch das Blut zur durchflusszytometrischen Analyse wurden nach
Transplantation bei Erreichen eines Leukozytenwertes >1000/pL, bei einem CsA-Spiegel
von <100ng/mL, nach Absetzen von CsA und vier, acht und zwolf Wochen nach
Beendigung der Sandimmun®-Therapie abgenommen. Im Falle einer GvHD erfolgte die
Blutentnahme vor Anfang oder Erhéhung einer Steroidtherapie, etwa vier Tage nach
Therapiebeginn und nach Reduktion der Steroide <20mg/d.

Aufgrund der festgelegten Ambulanztermine der Patienten und der sehr schweren
Diagnosesicherung einer GvHD konnten die Abnahmezeitpunkte nicht immer exakt
eingehalten werden. So war beispielsweise die Blutentnahme bei GvHD bisweilen nur

bereits am dritten Tag oder erst am funften Tage nach Beginn der Steroidtherapie mdglich.

2.3. Zahlverfahren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte gleichzeitig auch die Vergleichbarkeit der

Leukozytenzahlung unter dem Mikroskop und der Bestimmung der weil3en Blutkdrperchen
im Labor untersucht werden. Daher sind im Anhang zusatzlich die Absolutwerte der
einzelnen Zellpopulationen angegeben, die unter Berechnung auf Grundlage der in der
Zahlkammer selbst ermittelten Leukozytenzahlen entstanden sind. Die mikroskopische
Bestimmung der Zellzahl des im Verhaltnis 1:4 mit Bromthymolblau verdinnten Blutes
erfolgte in der Neubauer-Zell-Z&hlkammer. Die Summe der Zellen aller Quadranten wurde
anschlieRend durch vier geteilt und zur Angabe des Leukozytengehalts in einem Nanoliter
Blut mit 0,05 multipliziert.

2.4. Durchflusszytometrische Analysen

2.4.1. Isolierung der Leukozyten

Zur Isolierung der Leukozytenpopulation mussten die roten Blutkorperchen lysiert werden.
Im Falle der Oberflachenfarbungen erfolgte die Erythrozytenlyse durch Versetzen des
Vollblutes mit 1:6 verdinntem ACK-Puffer. Pro Tube wurde zu 200 pL Blut je 1 mL der
ACK-L6sung hinzugegeben und danach mit der Pipette resuspendiert. AnschlieRend kam
ein weiterer mL ACK-L6sung hinzu. Nach flnfminatiger Inkubation und Stoppen des
Lysevorgangs mit PBS wurden die Rohrchen bei 1200 rpm fir fiinf Minuten bei 4 °C

zentrifugiert und die Uberstande zur Isolation der Zellpellets abgesaugt. Die Lyseschritte
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wurden wiederholt und die Leukozyten durch Waschen des Zellpellets mit je 2 mL PBS
gereinigt.

Bei der intrazelluldaren Farbung mussten die Antikérper zur Detektion der
Oberflachenantigene CD4 und CD25 vorab 20 Minuten inkubieren und mit je 2 mL FACS-
Puffer ausgewaschen werden. Anschlielend erfolgte durch Zugabe von Fix- und Perm-
Puffer, der im Verhéltnis 1:3 mit Diluent verdiinnt wurde, die Erythrozytenlyse und die
Steigerung der Membranpermeabilitdt. Nach 30 Minuten wurde die Losung mit FACS-
Puffer ausgewaschen. Durch zweimalige Zugabe von je 2 mL Permeabilization Buffer (im
Verhéltnis 1:9 mit Aqua destillata verdinnt) wurde die Zellmembran der Leukozyten noch
durchgéngiger gemacht.

2.4.2. Zugabe der Antikorper

Zunéchst wurde das Zellpellet jedes Tubes in 100 uL FACS-Puffer resuspendiert. Betrug
die Leukozytenzahl eines Patienten weniger als 1000 Leukozyten/puL Blut oder war ein
geringer Lymphozytenanteil bekannt, so mussten zur Farbung eines Ansatzes jeweils zwei
bzw. drei R6hrchen angesetzt und vor der Zugabe der Antikdrper vereint werden, um eine
gentigend hohe Zellausbeute zu erhalten. Die Inkubationszeit der Antikorper betrug 20
Minuten. Das Panel der Oberflachenfarbung ist Tabelle 6 zu entnehmen.

Tube: | Antikorper gegen: | Konjugation des Antikorpers: | Antikdrpermenge [uL]:
1 CD95 FITC 10
CD25 PE 10
CD4 APC 1
2 CD25 PE 10
CD8 APC 1
3 CD8 FITC 5
B7-Integrin PE 20
CD45RA APC 15
4 CD4 APC 1
CCR10 PE 10

Tab. 6: Panel der Oberflachenfarbung.

Wie bereits erwahnt, wurden flr die Detektion der Treg-Zellen vor der Lyse die Antikorper
gegen CD4 und CD25 zugegeben. Nach Erhéhung der Zellmembranpermeabilitat wurde
das Zellpellet in 100 pL Permeabilization Buffer geloést und 15 Minuten mit 2 pL

Rattenserum versetzt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Ohne
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Zwischenschritt erfolgte die Inkubation mit dem FoxP3-Antikorper bzw. mit dessen Isotyp
fur 30 Minuten [Tab. 7].

Tube: | Antikdrper gegen: Konjugation des Antikdrpers: | Antikdrpermenge [pL]:
5 CD4 FITC 10

CD25 APC 4

FoxP3 PE 20
6 CD4 FITC 10

CD25 APC 4

lgG2a PE 20

Tab. 7: Panel der intrazellul&ren Farbung.

Die verwendete Menge des jeweiligen Antikdrpers wurde zuvor jeweils durch Titration

ermittelt.

2.4.3. Messung mit dem Durchflusszytometer

Die Messungen wurden an einem FACS-Calibur-Gerat der Firma Becton Dickinson im
Labor der Abteilung der Hamatologie/Onkologie der Klinik fur Innere Medizin | am
Universitatsklinikum Regensburg durchgefuhrt.

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Identifizierung und Quantifizierung von Zellen
aufgrund der ZellgroRe, der Zellgranularitdit und aufgrund von Leukozytendif-
ferenzierungsantigenen und intrazelluldren Antigenstrukturen, die mit fluoreszierenden
Antikorpern markiert werden. Bei der Messung werden die Zellen, die sich in einem
Proberéhrchen befinden, angesaugt und von Tréagerflussigkeit erfasst, so dass nach dem
Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung ein Strom einzelner Zellen entsteht, der einen
Laserstrahl passiert. Das in einem geringen Winkel (3— 10°) gestreute Licht wird
Vorwartsstreulicht (FSC = forward scatter) genannt und korreliert mit der Zellgroiie. Das
um 90° von den Zellen reflektierte Licht wird als Seitwartsstreulicht (SSC = side scatter)
bezeichnet und gibt die Granularitat der Zelle wieder. Das verwendete FACS-Calibur-
Gerat verfligt Gber einen Argonlaser, der Licht der Wellenldnge 488 nm entsendet und
damit die Fluorochrome FITC (Fluoreszeinisothiocyanat), PE (Phycoerythin) und PerCP
(Peridin chlorophyll protein) anregt. Uber einen zweiten Diodenlaser der Wellenlange 635
nm kommt es zur Anregung des Farbstoffes APC (Allophycocyanin). Das von den
verschiedenen Fluorochromen emittierte Licht wird durch Teilerspiegel und farbselektive
Bandpassfilter in Fluoreszenzspektren aufgetrennt und von sog. Fotomultipliern, Sensoren

unterschiedlicher Wellenlangen, in einzelnen Fluoreszenzkanélen bei 530 nm (F1), 585 nm
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(F2), >650 nm (F3) und 670 nm (F4) detektiert. Durch Absorption von Lichtenergie in
einem fur den Fluoreszenzfarbstoff charakteristischen Wellenldangenbereich werden
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehoben, fallen dann auf das Ausgangshiveau
zurlick und emittieren Licht héherer Wellenlédnge. Dieses Phdnomen bezeichnet man als
Fluoreszenz. Das optische Signal wird zunédchst verstarkt und in ein digitales Signal
umgewandelt. Die Verstarkung der FSC- und SSC-Signale erfolgt linear, die der
Fluoreszenzkanale logarithmisch.

Mittels des Vorwarts- und Seitwartsstreulichts lassen sich die Leukozytenpopulationen der
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unterscheiden. Letztere kdnnen hinsichtlich
ihrer durch fluoreszierende Antikorper markierten Antigene naher klassifiziert werden.
Bevor mit dem Durchflusszytometer gemessen werden konnte, musste es kompensiert
werden, um die durch das breite Emissionsspektrum der Fluorochrome bedingte
uberlappende Strahlung in verschiedene Fluoreszenzkanéle moglichst gering zu halten.
Vor der Messung der Proben wurden die gefarbten Zellen nach Auswaschen der
Antikorper in jeweils 300 pL FACS-Puffer gelost. Durch Zugabe von 30 pL Pl
(Propidiumiodid) in jedes Tube konnten bereits tote Leukozyten bei der Auswertung
sichtbar gemacht werden. Dieser Farbstoff kann nur die perforierte Zellmembran von toten
Zellen durchdringen und wirkt als Nukleinsdureinterkalator. Mit Pl geféarbte, tote
Leukozyten werden im FL3-Kanal detektiert.

Im Falle der intrazellularen Farbung konnte PI nicht zur Lebend-Tot-Diskriminierung
verwendet werden, da die Zellmembran durch die zuvor verwendeten Reagenzien bereits
permeabel gemacht worden war.

Fur die FoxP3-Analyse wurde jeweils ein Réhrchen mit dem entsprechenden Isotyp 1gG2a
mitgefarbt, um eventuelle unspezifische Bindungsstellen des PE-konjugierten FoxP3-
Antikdrpers sichtbar zu machen.

Die Speicherung der Messergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software Cellquest von Becton
Dickinson.

2.4.4. Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Flow Jow der Firma Apple. Durch Setzen
sog. Gates wurden die untersuchten Lymphozytenpopulationen naher eingegrenzt. Die
Prozentzahlen bezogen sich jeweils auf den Anteil am vorangehenden Gate. Durch

Multiplikation der einzelnen Dezimalzahlen wurde der Anteil an der Gesamtheit der
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mononukledren Zellen im peripheren Blut, den PBMNCs (peripher blood mononuclear
cells), ermittelt.

Beim Setzten der einzelnen Gates war zunéchst die Eliminierung samtlicher Erythrozyten
und sonstigen ,,Zellschrotts® notwendig. Im Falle der Oberflichenfarbung erfolgte im
zweiten Schritt die Ausgrenzung toter Zellen, bevor innerhalb der lebenden Leukozyten die
PBMNCs eingegrenzt werden konnten. Ein Beispiel einer vollstdandigen Auswertung zeigt
Grafik 5.

2.4.5. Statistik
Statistische Berechnungen erfolgten mit SPSS Version 17. Zur Signifikanzprifung der

Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen wurde der Mann-Whithney-U-Test verwendet.

2.5. Bestimmung der CK18F-Werte im Serum
2.5.1. Prinzip des M30-Apoptosense ELISA

Zur Detektion des CK18F im Serum von Patienten und Kontrollen wurde der M30-

Apoptosense ELISA der Firma Peviva verwendet.

Die 96 Wells der Platte sind mit dem M5-Antikorper ,, gecoated, der gegen das CK18-
Fragment gerichtet ist und dieses nach Zugabe des Serums bindet. Um das bei der Spaltung
im Rahmen der Apoptose entstandene CK18F zu messen, wurde der spezifisch gegen das
Neoepitop gerichtete, HRP (horse radish peroxidase)-konjugierte Antikdrper M30
zugegeben. Durch mehrere Waschschritte erfolgte die Entfernung von ungebundenem
Konjugat. Die Peroxidase des Antikorpers reagiert mit dem TBM (3,3, 5,5-
Tetramethylbenzidin)-Substrat. Die Reaktion wurde gestoppt und die Menge des durch
Oxidation des Substrats entstandenen Produkts durch Absorption von Licht der
Wellenlidnge 450 nm gemessen. Uber eine Standardkurve, in der bekannte Konzentrationen
des Antigens gegen die gemessene Absorbanz aufgetragen waren, lie} sich der CK18F-

Wert im jeweiligen Serum bestimmen.

2.5.2. Ansetzen des ELISAs
Alle Reagenzien und Seren kamen erst nach Erreichen der Raumtemperatur (24 + 3°C)
zum Einsatz und mussten vor Gebrauch gevortext werden. Samtliche Arbeitsschritte

fanden unter der Sterilbank statt.
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Das M30-HRP-Konjugat wurde im Verhéltnis 1:23 mit dem Ma30-Konjugat-
Dilutionspuffer verdiinnt. Zunéchst wurden jeweils 25 uL der Standards A-G, der Low-
und High-Control sowie der Proben in jedes Well gegeben, wobei stets
Doppelbestimmungen erfolgten. Nach Zugabe von je 75 pL des verdinnten Konjugats
wurde die Platte mit der beigefugten Klebefolie abgedeckt und bei 600 rpm fir vier
Stunden auf dem Schuttler inkubiert. AnschlieBend wurden die einzelnen Wells fiinfmal
mit jeweils 250 pL der im Verhaltnis 1:9 mit Aqua destillata verdinnten Waschldsung
gespult. Danach folgte die Inkubation fiir 20 Minuten mit je 200 uL TBM-Substrat im
Dunkeln bei Raumtemperatur. Um die Reaktion der Peroxidase mit dem Substrat zu

beenden, wurden in jedes Well 50 pL der Stopldsung zugegeben.

2.5.3. Messung der CK18-Werte

Innerhalb von 30 Minuten erfolgte die Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von
450 nm im Reader. Die Auswertung wurde mit dem Programm Softmax Pro der Firma
Molecular Devices vorgenommen. Nach Angabe der Standardwerte stellte das Programm
die gemessenen Werte in einer logarithmischen Kurve dar und gab die Konzentrationen der
Proben sowie der Low- und High-Control an, wobei sich aus den Doppelbestimmungen der
jeweilige Mittelwert ergab. Waren die Kontrollen im angegebenen Bereich und lagen die
gemessenen Punkte auf der Kurve, so wurden die Werte als verlasslich eingestuft.

Proben, deren Werte bei der Messung oberhalb des hdchstens Standards von 1000 U/L
lagen, wurden im Verhéltnis 1:5 und 1:10 mit einem Kontrollserum der Konzentration 0
U/mL, das die Firma Peviva

bereitstellte, verdinnt. Nach Multiplikation der hierbei erhaltenen Spiegel mit dem
jeweiligen Verdinnungsfaktor wurde der Mittelwert aus beiden Konzentrationen fir die

Analysen verwendet.
2.5.4. Statistik

Auch hier erfolgte die Berechnung statistischer Grofen mit SPSS 17. Zur Prifung der
Ergebnisse hinsichtlich ihrer Signifikanz diente der Mann-Whithney-U-Test.
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3.1. Schritte der Datenanalyse

Bei den Patientenproben zu den Abnahmezeitpunkten Leukozyten >1000/uL, CsA<100
ng/mL, CsA-Ende und vier, acht, zwolf Wochen nach Absetzen von CsA wurde
differenziert zwischen Patienten, die im weiteren Verlauf eine akute oder chronische
GvHD entwickelten und solchen, bei denen nie eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion
auftrat. Hierbei fand bei bestimmten Zellpopulationen bzw. dem CK18F auch eine
Unterscheidung zwischen den verschiedenen Manifestationsorten bei Reaktion statt.

Werte von Transplantierten, die bei Probengewinnung bereits eine GvHD aufwiesen,
wurden vor Steroidbeginn, vier Tage spater und nach Reduktion der tédglichen
Prednisondosis unter 20 mg mit entsprechenden Zahlen von Transplantierten verglichen,
bei denen zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Spender-gegen-Wirts-Reaktion vorlag.
Bei den Fallen mit einer graft-versus-host disease erfolgte die Einteilung in eine friihe und
eine spate Form. Manifestationen vor Senkung des CsA-Spiegels unter 100 ng/mL wurden
als friih, alle anderen als spét klassifiziert. Als Vergleichkollektiv fur Erstere dienten
Patientenproben bei Take, CsA<100 ng/mL und Ende der CsA-Prophylaxe. Patienten mit
spater GVHD wurden mit den Proben nach Absetzen von CsA verglichen. Fir die Analyse
des Verhaltens von fraglich organspezifischen Markern wie den CD8/B;/CD45RA- und
CD4/CCR10-positiven Zellen sowie dem CK18F erfolgte die zusétzliche Einteilung in
unterschiedliche Manifestationsorgane. Zu jedem Zeitpunkt bildeten die Werte
hamatologisch Gesunder ein Vergleichskollektiv.

Als statistische GroRen dienten sowohl der Mittelwert M als auch der Median. Zudem
wurden jeweils die Standardabweichung s und das Signifikanzniveau p angegeben.

Durch anschlieBende Ermittlung der jeweiligen Werte unter Zusammenfassung der
Abnahmezeitpunkte nach Take innerhalb der Nicht-GvHD-Proben bzw. der frihen und
spaten Spender-gegen-Wirts-Reaktion innerhalb der GvHD-Patienten konnten groRere

Gruppen gebildet werden.

3.2. Hinweise zur Darstellung der Ergebnisse

Im Folgenden werden die Gesamtzahl der Leukozyten und der PBMNCs (peripheral blood
mononuclear cells) innerhalb der verschiedenen Gruppen analysiert. Zusatzlich sind die

relativen Werte der einzelnen Subpopulationen bezogen auf die Gesamtheit der PBMNCs,
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die Absolutzahlen der Zellgruppen sowie deren Anteile an den CD4- bzw. CD8-positiven
Lymphozyten dargestellt. Aufgrund anderer Settings bei der FACS-Analyse der FoxPs-
positiven Zellen ergibt sich im Forward-/Sideward-Scatter ein anderes Bild, welches sich
nicht zur Eingrenzung der PBMNCs eignet. Hier wurde das erste Gate direkt auf die T-
Helferzellen gesetzt. Relativwerte beziehen sich folglich auf die Population der
Leukozyten und nicht auf die der PBMNCs.

Einige Ergebnisse sind nach den jeweiligen Ausfiihrungen in einem Histoplot graphisch
dargestellt. Es wurden hierin jeweils die Mittelwerte eingezeichnet. Signifikant
unterschiedliche Mittelwerte zwischen Patienten und hamatologisch gesunden Kontrollen
sind gestrichelt umrahmt. Werte mit durchgezogener Umrahmung markieren die

signifikanten Unterschiede zwischen GvHD- und Nicht-GvHD-Patienten.

3.3. Anzahl der Leukozyten und der PBMNCs

n: M Med. S M Med. s
Leukos: | Leukos: | Leukos: | PBMNCs: | PBMNCs: | PBMNCs:

Take ges.: 31 3119,36 1900 559,16  1334,94 802 236,61
Take gvhd: 20 | 2699,50 @ 1835 607,84 964,11 747,50 140,68
Take non gvhd: 11 3882.73 @ 2080 235,13 2009,18 1604,00 578,36
CsA<100 ges.: 12 | 9744,17 | 5470,00 | 4580,41 | 2288,46 2375 326,46
CsA<100 gvhd: 11 | 9972,72 5290 5014,7 2194,46 2375 349,85
CsA<100 non gvhd: 1 5590 5590 / 1917 1917 /
CsA Ende ges.: 9 3724,17 | 3965 399,66 1964,92 1572,50 403,84
CsA Ende gvhd: 6 4561,67 @ 4475 444,24 2149,33 2087,50 568,05
CsA Ende non gvhd: 3 3156,67 | 2770 831,09 2894,33 2318 815,03
+4Wo ges.: 6 | 308667 | 3165 385,80 787,50 | 201,39
+4Wo gvhd: 4 2795 2795 460,66 709,00 698,00 50,63
+4Wo non gvhd: 2 3670 3670 670 1592,50 1592,50 269,50
+8Wo ges.: 7 3685,71 @ 3670 488,18 1680 1064 511,41
+8Wo gvhd: 5 3522 2760 677,46 999,27 986,37 214,25
+8Wo non gvhd: 2 4095 4095 425 3382 3382 989
+12Wo ges.: 7 3090,00 = 447,56 1403 379,02
+12Wo gvhd: 5 3218 2950 641,81 1169,20 879,00 272,94
+12Wo non gvhd: 2 3360 3360 270 2451,00 2451,00 1048

o~
[y

Zusammentf. ges.: 5370,00 @ 3805,00 1417,01 1882,03 @ 1666,00 187,26

5916,00 | 4050,00 1883,38 1181,00 205,00

w
=

Zusammenf. gvhd:

Zusammenf. non gvhd: | 10  3731,00 @ 3650 342,25 2117,50 369,35

2330 138,88

Kontrollen: 22  4650,64 4550,00 | 235,13
Tab. 8: Leukozyten- und PBMNC-Werte nach Transplantation
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3.3.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden
Kontrollen

Wahrend sich bei der Analyse der Leukozytenzahlen zu den verschiedenen Zeitpunkten
keine Unterschiede zwischen Transplantierten mit und ohne Entwicklung einer spéteren
akuten oder chronischen GvHD ergaben, zeigte die Gruppe der Patienten nach
Stammzelltransplantation unabhangig vom Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion
im Vergleich zu den Normalpersonen (M:4650,64/uL; s:235,13/uL; n=22) signifikant
niedrigere Leukozytenwerte zum Zeitpunkt Leukozyten >1000/uL (M: 3119,36/uL;
$:559,16; n:31) (p:0,00) und 12 Wochen nach Absetzten von CsA (M:3258,57/uL;
s5:447,56; n:7) (p:0,009).

Die PBMNCs umfassen die Gruppe der Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen. Da die
Lymphozyten nach Transplantation hamatopoietischer Stammzellen bekanntermalien lange
Regenerationszeiten aufweisen und ihnen bei der Pathogenese der GvHD eine
entscheidende Bedeutung zukommt, wurden in der vorliegenden Arbeit auch ihre
Absolutzahlen innerhalb der verschiedenen Kollektive néher analysiert.

Sie schienen zu beinahe allen Zeitpunkten nach Transplantation bei Patienten mit spéaterer
Entwicklung einer GvHD gegentiber der Gruppe ohne Reaktion niedriger zu sein, jedoch
erreichten die Abweichungen keine statistische Signifikanz. Fasste man aber die
Abnahmezeitpunkte nach CsA<100 ng/mL zusammen, ergaben sich signifikante
Unterschiede bei Transplantierten mit und ohne Manifestationsentwicklung im Verlauf
(siehe Abbildung 1).

Beim Vergleich der Werte der Normalpersonen mit denen aller Transplantierten
unabhéngig vom spéateren Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion zeigten sich bei
Take, vier Wochen, zwolf Wochen nach Ende der CsA-Prophylaxe und bei
Zusammenfassung aller Abnahmezeitpunkte nach CsA<100 signifikant niedrigere
PBMNC-Zahlen (siehe Abbildung 2).
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Absolutwerte der PBMNCs Absolutwerte der PBMNCs
PBMNCs/pL
PBMNCs/pL
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: [}
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3000 ° ] s .
. _ [}
s 8 254510 w21 - ® . 2277,27
2000 . . o l ° g 15543
+ 1661,01 : 133494 T. 100350 @ .
s ’ L} H | °
] 0
1000 ' N
L]
0 ' J Take CsA ab+4 Wo CsAab+12Wo  Kontrollen
gvhd non gvhd Kontrollen
Mediane: 1181 211750 2330 Mediane: 802 787,50 1403 2330
Abb. 1: Mittelwerte /Verteilung bei Zusammenf. aller Werte nach Red. von CsA Abb. 2: Mittelwerte/Verteilung bei Take, 4 und 12 Wo nach CsA-Ende
unter 100 ng/mL p(Take vs. Kont.): 0,00, p(CsA ab+4Wo vs. Kont.): 0,001,
p(gvhd vs. non gvhd):0,023. p(CsA ab+12Wo vs.Kont.):0,039.

3.3.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und mit Normalpersonen

n M Med. S M Med. S

Leukos: Leukos | Leukos: | PBMNCs: | PBMNCs: | PBMNCs:
2500,00 626,04 1523,86 1100,00 488,39

frithe GvHD vor IS: | 22

frithe GvHD d+4: 21 | 4922,86 3890,00 | 844,18 748,00 309,22

frilhe GYHD IS<20 19  [6042,63] 573000 683,79 [1728,14] 122000 18875

spite GVHD vor IS: | 3 | 311333 | 4070,00 | 1257,86 | 733,33 | 749,00 | 219,82
spite GVHD d+4: | 7 726571  1070,00 180327 223906 67800  1009,29
spite GYHD IS<20: | 9 | 533667 | 495000 600,82 | 1903,33 | 1520,00 | 344,67

non gvhd friih: 51 | [4791,57 3060,00 @ 1164,49 |[1728,14] 1342,00 188,75
non gvhd spit: 27 | 3534,44 @ 3630,00 234,97 1717,79 1323,00 233,64
Kontrollen: 22 4550,00 235,13 2277,27 | 2330,00 138,88

Tab.9: Leukozyten- und PBMNC-Werte von GvHD-Proben.

Im Falle der GvHD-Patienten waren die Leukozytenwerte nach Reduktion der
Immunsuppressiva unter 20 mg am Tag sowohl bei einer frilhen als auch bei einer spéten
Manifestation im Vergleich zu den Transplantierten ohne Spender-gegen-Wirts-Reaktion
signifikant erhoht. Dies ist jedoch vermutlich auf die Prednisontherapie innerhalb der
Personen mit einer graft-versus-host disease zurtickzufuhren (siehe Abbildung 3 und 4).
Normalpersonen besallen gegenuber Personen mit friher GvHD vor Therapiebeginn
(n:22) signifikant hohere Leukozytenwerte (p:0,000).
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Absolutwerte der Leukozyten Absolutwerte der Leukozyten

Leukos/pL
Leukos/pL
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gvhd non gvhd Kontrollen gvhd non gvhd Kontrollen
Mediane: 5730 3060 4550 Mediane: 4950 3630 4550
Abb. 3: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friher GYHD Abb. 4: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei spater GvHD
p(gvhd vs. non gvhd):0,004. p(gvhd vs. non gvhd):0,004.

Wurde die Gruppe der GvHD-Patienten mit dem Kollektiv der Transplantierten ohne
Reaktion (M:1728,14/uL; s:188,75; n:51) hinsichtlich der PBMNC-Werte verglichen, so
ergab sich lediglich zum Zeitpunkt Tag vier nach Prednisongabe im Falle einer friihen
GvHD-Manifestation (M:1234,87/uL; 5:309,22; n:21) eine deutliche Signifikanz (p:0,044).
Unterschiede in den PBMNCs waren beim Vergleich des Kontrollkollektivs
(M:2277,27/uL; s:138,88; n:22) mit den Patienten mit friher GvHD vor Prednisongabe
(M:1523,86/uL; s:488,39; n:22) (p:0,00), vier Tage nach Prednisongabe (M:1234,87/uL;
$:309,22; n:21) (p:0,00) und bei Reduktion der Therapie unter 20 mg am Tag
(M:1728,14/uL; s:188,75; n:19) (p:0,026;) ebenfalls zu verzeichnen. Bei den spaten
GvHD-Patienten fanden sich jedoch nur vor Therapie (M:733,33/uL; s:219,82; n:3)
(p:0,007) signifikant niedrigere PBMNC-Werte.

3.4. T-Helferzellen
Die Zellpopulation der CD4-positiven Zellen innerhalb der Lymphozyten konnte stets gut

abgegrenzt werden. Die jeweils im ersten und vierten Ansatz ermittelten Anteile an den
PBMNCs zeigten keine groflen Abweichungen. In beiden Féllen diente ein mit APC-
konjugierter Antikorper zur Bestimmung der T-Helferzellen.

40




3 Ergebnisse

3.4.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CDh4 n: M Med. s M Med. S

rel.: rel.: rel.: abs.: abs.:
Take ges.: 29 5,91 5,33 1,16 27,65 26,73
Take gvhd: 18 453 2,52 1,13 21,58 9,78
Take non gvhd: 11 8,17 5,29 2,36 87,37 61,71
CsA<100 ges.: 12 M 8,83 3,22 193,93 111,09
CsA<100 gvhd: 11 11,77 7,70 3,23 193,93 112,67
CsA<100 non gvhd: 1 8,83 8,83 / 169,32 /
CsA Ende ges.: 9 11,13 9,01 2,07 134,33 77,30
CsA Ende gvhd: 6 10,04 8,82 3,12 134,33 142,80
CsA Ende non gvhd: 3 13,31 9,01 4,76 333,01 365,39 64,35
+4Wo ges.: 6 8,40| 7,83 2,08 90,04 26,96
+4Wo gvhd: 4 7,56 6,81 3,12 57,14 45,49 26,92
+4Wo non gvhd: 2 10,09 10,09 1,63 156,27 1,25
+8Wo ges.: 7 7,35 5,97 1,68 62,97 37,78
+8Wo gvhd: 5 7,77 5,97 2,38 58,89 44,64
+8Wo non gvhd: 2 6,29 6,29 1,12 201,64 24,50
+12Wo ges.: 7 13,26 | 11,18 3,39 _ 139,32 149,08
+12Wo gvhd: 5 9,99 11,18 1,26 123,89 67,15 39,51
+12Wo non gvhd: 2 21,43 21,43 11,5 645,82 645,82 506,50
Zusammenf. ges.: 41 10,64 865 1,26 ' : 156,27 46,27
Zusammenf. gvhd: 31 10,03 7,49 1,43 80,53 52,37
Zusammenf. non gvhd: 10 12,44 8,92 2,73 193,04 97,54
Kontrollen: 22 S.S,J 33,40 2,05 880,97 62,63

Tab. 10: CD4-Werte nach Transplantation.

Betrachtete man in der Gruppe der Transplantierten die relativen und absoluten Zahlen der
CD4-positiven Lymphozyten, ergaben sich lediglich bei Zusammenfassung der
Abnahmezeitpunkte nach CsA<100 ng/mL signifikant niedrigere Absolutwerte bei
Patienten, die im spéteren Verlauf eine GvHD entwickelten (M:203,31/uL; s:52,37; n:31)
(Patienten ohne gvhd: M:317,58/uL; s:97,54; n:10) (p:0,042). Die Relativwerte waren
ebenfalls tendenziell niedriger, wenn es im weiteren Verlauf zu einer graft-versus-host
disease kam, wenngleich keine Signifikanz bestand.

Unabhédngig vom Auftreten einer GvHD zeigten Personen nach Transplantation zu allen
Zeitpunkten signifikant erniedrigte relative (p:0,00 — 0,001) und absolute (p:0,00 — 0,004)
Werte gegenuber dem Kontrollkollektiv (siehe Abbildung 5 und 6).
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Anteil der CD4+T-Lymphozyten an den PBMNCs

CD4+T-Lymphozyten/% von PBMNCs
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Abb.5:Mittelwerte/Verteilung bei Take, Red. und Absetzen von CsA
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p(Take vs. Kont.):0,00, p(CsA unter 100 vs. Kont.):0,00, p(CsA ab vs. Kont):0,00.

Anteil CD4+T-Lymphozyten an PBMNCs
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Abb,6: Mittelwerte/Verteilung 4, 8 und 12Wo nach CsA Ende
p(CsA ab+4Wo vs. Kont.):0,00, p(CsA ab+8Wo vs. Kont.):0,00,

p(CsA ab+12Wo vs .Kont ):0,001.

3.4.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und mit Normalpersonen

CD4 n: M
frithe GvHD vor IS: 22

frithe GvHD d+4: 21

frithe GvHD IS<20 19

spate GvHD vor IS: 3

spate GVHD d+4: 7

spite GVHD IS<20: 9

non gvhd friih: 49

non gvhd spit: 27
Kontrollen: 22

Tab. 11: CD4-Werte von GvHD-Proben.

Median

rel.:
7,51

8,72
8,13
22,88
6,35
4,34

6,99
8,46
33,40

S M Median
rel.: abs.:
2,43 84,10
2,24 57,40
1,18 82,74
6,46 269,23
6,15 114,98
2,35 138,94
1,14 175,11 75,41
1,33 207,97 155,02
2,05 880,97

abs.:
78,91

51,34
43,96
220,36
487,53
60,16

36,39
51,35
62,63

Die Betrachtung der Population der T-Helferzellen friher und spater GvHD-Patienten und

der Werte von Transplantierten, die bei Blutabnahme keine Manifestation aufwiesen,

lieferte weder vor noch nach Prednisongabe statistisch relevante Abweichungen.

Die relativen und absoluten CD4-Werte waren jedoch bei den GvHD-Patienten zum

Zeitpunkt vor Steroidgabe, vier Tage nach Beginn der Therapie und nach Reduktion der

Prednisondosis unter 20 mg am Tag bei friher und spéter Manifestation gegenlber den

entsprechenden Zahlen der Normalpersonen signifikant erniedrigt (Relativwerte: p:0,00 —
0,012 bzw. Absolutwerte: p:0,000 — 0,037).
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3.5. CD4/CD95-positive T-Lymphozyten
Die Population der CD95-positiven Zellen innerhalb der T-Helferzellen wies im Dot-Plot

keine scharfen Grenzen auf, so dass sich die exakte Trennung zwischen positiv und negativ
schwierig gestaltete. Als Vergleich wurde die Population aller CD95-positiven Leukozyten

abgegrenzt und zur Orientierung fur den Cut-off innerhalb der T-Helferzellen verwendet.

3.5.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CD4/CD95 n: M Med. | s M Med. S M Med. | s
rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: | Ant:
Take ges.: 25 1,56 0,61 0,47 6,54 9,49 20,09 | 3,53
Take gvhd: 15 1,15 0,61 0,35 4,06 2,76 20,90 | 511
Take non gvhd: 10 2,19 0,65 1,06 10,16 21,81 21,15 473
CsA<100 ges.: 12 1,95 1,71 0,5 42,12 10,53 25,70 | 4,83
CsA<100 gvhd: 11 2,41 1,99 0,57 48,55 9,90 28,50 | 6,09
CsA<100 non gvhd: 1 0,43 0,43 / 8,28 / 4,89 4,89 /
CsA Ende ges.: 9 1,42 1,14 0,33 15,74 14,76 . | 11,70 @ 4,58
CsA Ende gvhd: 6 1,61 1,50 0,37 20,85 13,35 16,05 6,63
CsA Ende non gvhd: 3 1,91 1,41 1,04 26,33 52,69 19,60 6,20 14,21
+4Wo ges.: 6 2,18 0,78 1,11 4,98 18,45 15,70 | 10,65
+4Wo gvhd: 4 1,70 0,78 1,16 4,98 9,89 17,59 | 5,35
+4Wo non gvhd: 2 3,16 3,16 3,01 58,33 56,35 37,04 | 35,76
+8Wo ges.: 7 1,00 0,57 0,28 13,85 4,77 15,20 @ 2,95
+8Wo gvhd: 5 1,21 091 0,36 9,70 6,88 15,40 3,41
+8Wo non gvhd: 2 0,49 0,49 0,09 15,75 1,90 7,81 0,01
+12Wo ges.: 7 2,77 2,03 0,93 32,88 9,12 16,70 | 8,68
+12Wo gvhd: 5 3,25 2,03 1,25 32,88 5,04 26,40 | 10,66
+12Wo non gvhd: 2 1,58 1,58 0,78 46,91 35,71 7,61 0,44
Zusammenf. ges.: 40 1,91 1,55 0,29 20,41 6,03 15,70 | 2,84
Zusammenf. gvhd: 30 1,99 1,71 0,32 21,09 5,28 20,09 | 2,86
Zusammenf. non gvhd: | 10 1,66 0,69 0,62 46,16 15,75 18,53 7,49 7,52
Kontrollen: 22 3,39 1,25 1,29 26,65 35,72 4,10 2,92

Tab. 12: CD4/CD95-Werte nach Transplantation.

Sowohl die relativen und absoluten Werte als auch die Anteile der CD95-positiven Zellen
an den CD4-positiven Lymphozyten waren sehr inhomogen. Wurden jedoch alle Werte
nach Absinken des CsA-Spiegels unter 100 ng/mL zusammengefasst, ergaben sich bei

Empfangern, die im weiteren Verlauf an einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion erkrankten,
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hohere Anteile CD4/CD95-positiver Zellen an T-Helferzellen als bei solchen ohne graft-

versus-host disease (siehe Abbildung 7).

Anteil CD95+T-Lymphozyten an T-Helferzellen
CD95+T-Lymphozyten/% von T-Helferzellen
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Abb. 7: Mittelwerte/Verteilung bei Zusammenf. der Werte nach Red. von CsA unter 100 ng/mL
p(gvhd vs. non gvhd):0,016.

Das Kollektiv der Patienten besal? gegentiber den Normalpersonen zu beinahe allen Zeit-
punkten nach Transplantation (mit Ausnahme der Werte vier Wochen nach Ende der CsA-
Prophylaxe) signifikant hohere Prozentsatze CD95-positiver Zellen an den T-Helferzellen
(siehe Abbildung 8 und 9).
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Abb. 8: Mittelwerte/Verteilung bei Take, Red. und Absetzen von CsA

p(Take vs. Kont.):0,00, p(CsA unter 100 vs. Kont.):0,004, p(CsA ab vs. Kont.):0,007.

Abb. 9: Mittelwerte/Verteilung 8 und 12Wo nach CsA-Ende
p(CsA ab+8Wo vs. Kont.):0,009, p(CsA ab+12Wo vs. Kont.):0,004.
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Die Absolutwerte innerhalb der Gruppe der Transplantierten waren wiederum zum
Zeitpunkt Take (M:25,31/u; $:9,49; n:25) (p:0,001) und acht Wochen nach Absetzen von
CsA (M:14,72/uL; s:4,77; n:7) (p:0,047) gegeniiber denen der Kontrollen (M:78,64/uL,;
s:35,72; n:22) signifikant erniedrigt.

3.5.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und mit Normalpersonen

CD4/CD95 n: M Med. | s M Med. | s M Med. S
rel.: | rel.: | rel.: | abs. abs.: | abs.: Ant.: Ant.:
frithe GvHD vor IS: 22 1 216 092 063 31,31 11,15 14,02 18,70 4,15
frithe GVvHD d+4: 21,189 1,72 | 0,37 w 14,52 | 4,18 12,20 4,77
frithe GvHD IS<20: 19 1,80 0,73 042 36,67 @ 10,68 10,74 15,90 4,42
spiate GVHD vor IS: 3 3,13 | 348 | 1,52 20,11 | 19,26 | 10,38 14,30 4,77
spite GvHD d+4: 7 | 165 137 052 3299 1503 21,19 4,54 6,66
spite GvHD 1S<20 9 | 208|066 | 106 4224 | 2098 | 22,58 4,09
Zusammentf. vor IS: 25 17,90 3,72
Zusammenf. d+4: 28 11,70 3,94
Zusammenf. 1S<20 28 16,00 3,25
non gvhd friih: 45 | 1,69 | 1,03 | 0,30 | 34,00 | 14,50 | 6,94 23,08 | 20,40 2,53
non gvhd spit: 27 1182 | 1,41 | 0,35 32,08 | 16,90 | 7,83 20,66 | 15,40 3,73
non gvhd Zus.: 64 22,44 | 16,25 2,23
Kontrollen: 22339 1,25 129 78,64 2665 3572 4,10 2,92

Tab. 13:CD4/CD95-Werte von GvHD-Proben.

Zwischen GvVHD und Nicht-GvHD-Patienten waren kaum Unterschiede bezuglich der
Population der CD4CD95-positiven Zellen feststellbar.

Vor Steroidgabe (M: 31,31/uL; s:14,02; n:22) (p:0,018) und vier Tage nach Beginn der
Therapie (M:18,07/uL; s:4,18; n:21) (p:0,012) im Falle einer friihen GvHD lagen die
absoluten Werte gegenuber denen der Kontrollgruppe (M:78,64/uL; s:35,72; n:22)
signifikant niedriger. Was die Anteile der CD95-positiven Zellen an den T-Helferzellen
betrifft, wiesen die Kontrollen auch gegenlber den GvHD-Patienten zu allen Zeitpunkten
einer frihen Manifestation bzw. frihen und spaten Manifestation (p:0,00 — p:0,00) und
nach Reduktion der Immunsuppressiva unter 20 mg am Tag (p:0,002) im Falle eines spaten
Auftretens der Spender-gegenWirts-Reaktion signifikant geringere Prozentsatze auf.
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3.6. CD4/CD25-positive T-Lymphozyten

In den Dot-Plots der FACS-Analysen konnten innerhalb der Gruppe der CD4/CD25-
positiven T-Lymphozyten drei Subsets mit niedriger (CD4/CD25low), mittlerer
(CD4/CD25intermediate) und hoher (CD4/CD25high) Expressionsdichte von CD25

differenziert werden. Der Grofdteil der Tregs liegt innerhalb der Gruppe der

CD4/CD25high-T-Lymphozyten. Jedoch ergaben n&here Analysen, dass diese teilweise
auch innerhalb der CD4-Zellen mit niedrigerer CD25-Expression anzutreffen sind [57].

In diesem Abschnitt der Arbeit soll auf die Effektorzellen eingegangen werden, weshalb in
der Auswertung das Verhalten aller drei Subgruppen in den unterschiedlichen Kollektiven

erfasst wurde. Die néhere Betrachtung der Tregs erfolgt in Abschnitt 3.7.

3.6.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CD4/CD25low n | M Med. | s M Med. s M Med. | s
rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: Ant.: | Ant: | Ant.:
Take ges.: 25 | 1 2,08 | 0,59 17,01 18,80 47,20 | 39,70 | 4,69
Take gvhd: 15 | 2,45 2,03 | 0,90 9,30 3,64 48,74 | 39,70 | 6,83
Take non gvhd: 10 | 3,63 3,81 0,77 52,96 43,31 4490 38,50 6,08
CsA<100 ges.: 12 568 | 2,58 106,88 | 71,17 63,72 | 68,10 | 8,37
CsA<100 gvhd: 11 4,50 | 2,63 101,62 | 72,79 57,97 | 68,10 | 9,91
CsA<100 non gvhd: 1 842 |/ 161,36 | / 68,00 | 68,00 | /
CsA Ende ges.: 9 498 | 1,81 88,48 51,62 69,41 76,75 6,17
CsA Ende gvhd: 6 4,36 | 2,11 99,62 86,86 68,85 @ 76,75 @ 8,75
CsA Ende non gvhd: 3 568 | 5,64 209,73 | 83,25 72,40 63,00 12,31
+4Wo ges.: 6 511 1,01 44,01 15,90 60,22 | 60,95 | 9,14
+4Wo gvhd: 4 3,85 1,22 26,83 10,39 59,85 | 59,70 | 14,39
+4Wo non gvhd: 2 6,20 | 1,29 95,21 3,85 60,95 | 60,95 | 2,95
+8Wo ges.: 7 360 | 047 39,58 16,96 54,53 | 60,80 7,10
+8Wo gvhd: 5 3,60 | 0,59 38,29 11,56 53,22 60,80 10,09
+8Wo non gvhd: 2 369 | 097 115,28 @ 3,68 57,80 @ 57,80 @ 5,20
+12Wo ges.: 7 4,30 1,21 66,59 44,14 46,36 | 45,90 | 8,34
+12Wo gvhd: 5 3,55 1,36 37,77 26,08 46,56 | 45,90 | 10,99
+12Wo non gvhd: 2 8,01 1,88 215,83 | 129,87 | 45,85 | 45,85 | 15,85
Zusammentf. ges.: 40 4,58 0,92 79,30 26,39 59,97 @ 63,00 3,67
Zusammenf. gvhd: 30 397 | 1,07 47,06 32,88 59,48 67,35 4,63

Zusammenf.nongvhd: | 10 766 | 591 173 | 17664 12529 3590 6144 6235 516

Kontrollen: 22 | 19,45 17,40 1,21 | 441,19 @ 42544 @ 37,47 53,44 52,60 @ 1,98
Tab. 14: CD4/CD25low-Werte nach Transplantation.
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CD4/CD25int.

Take ges.:
Take gvhd:

Take non gvhd:

CsA<100 ges.:
CsA<100 gvhd:
CsA<100 non gvhd:
CsA Ende ges.:

CsA Ende gvhd:
CsA Ende non gvhd:
+4Wo ges.:

+4Wo gvhd:

+4Wo non gvhd:
+8Wo ges.:

+8Wo gvhd:

+8Wo non gvhd:
+12Wo ges.:
+12Wo gvhd:
+12Wo non gvhd:
Zusammenf. ges.:
Zusammenf. gvhd:

Zusammenf.non gvhd:

Kontrollen:

25
15

10

12
11

N A O W O VO

~

2

40
30
10

22

15,30

Med.

rel.:
1,35

1,07
1,93

1,16
2,00
1,16
1,67
1,67
2,79
3,42
3,43
3,42
1,86
1,75
2,09
3,69
3,69
11,78
2,29
1,98
2,83
13,98

S

rel.:
0,79

0,74
1,64

4,19
3,99
/

0,69
1,22
0,78
1,25
1,96
0,45
1,11
1,55
0,23
2,47
0,93
8,61
0,78
0,86
1,83
1,05

Tab. 15: CD4/CD25int.-Werte nach Transplantation.

CD4/CD25high

Take ges.:
Take gvhd:
Take non gvhd:

CsA<100 ges.:
CsA<100 gvhd:
CsA<100 non gvhd:
CsA Ende ges.:

CsA Ende gvhd:

CsA Ende non gvhd:

+4Wo ges.:
+4Wo gvhd:
+4Wo non gvhd:

25
15
10

12
11

w o v

(o)}

Med.

rel.:
0,21

0,25
0,18
0,33
0,49
0,15
0,32
0,23
0,54

0,46
0,47
0,46

0,19
0,30
0,13

48,22
378,86

Med.

abs.:
13,27

11,38
33,97

19,84
49,39
6,48

25,24
32,72
64,77

38,28
15,58
53,23

21,64
17,26
68,40

44,44
32,03
378,86

36,20
25,09
55,46

329,56

Med.

abs.:
3,06

2,39
5,16
3,75
14,21
0,85
4,06
4,25
12,45

3,98
3,04
7,54

S

abs.:
13,43

8,01
28,39

76,08
75,50
/

23,08
42,84
34,73

11,84
16,36
2,07

19,25
26,60
12,78

96,20
20,97
334,42

27,39
29,45
66,71

31,64

abs.:
2,23

1,06
512
7,02
6,89

7,41
14,70
6,09

191
2,53
3,18

Ant.:

8,30
8,17
8,48
4,84
4,81
3,77
4,84
4,75
4,63

5,69
6,13
4,81
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Med.

Ant.:
48,50

44,80
49,85

26,20
21,20
28,70

19,00
19,00
31,00

34,05
33,35
34,05

31,40
29,30
33,65

45,20
45,20
46,90
31,40
26,20
32,45

42,05

Med.

Ant.:
6,65

5,86
6,94
5,08
5,08
3,77
5,54
4,17
5,96

6,02
6,75
4,81

Ant.:
413

6,18
4,86

7,71
8,18

6,07
8,12
10,42
8,24
13,02
1,05
5,32
7,63
2,25
6,51
7,77
15,00
2,14
3,92
4,51
1,89

Ant.:
1,27

1,78
1,80
0,86
0,87

0,80
1,24
1,83

1,14
1,55
2,00



3 Ergebnisse

CD4/CD25high n M Med. | s M Med. s M Med. | s
rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: | Ant.:

+8Wo ges.:
+8Wo gvhd:

0,57 0,32
1,00 0,75 0,45
+8Wo non gvhd: 0,48 0,48 0,09 17,06 17,06 7,81 8,11 8,11 2,89

7 7,93 571 9,40 11,00 @ 2,05
5
2

+12Wo ges.: 7 1,68 0,97 0,55 27,53 10,16 13,70 13,57| 9,26 4,43
5
2

5,66 7,77 9,92 12,60 2,80

+12Wo gvhd: 1,61 0,97 0,70 15,42 10,16 517 15,86 | 14,40 | 6,04

+12Wo non gvhd: 1,85 1,85 1,21 57,82 48,89 7,84 7,84 1,43

Zusammenf. ges.: 40 | ¢ 0,55 0,15 - 6,80 3,86 7,26 6,12 1,03
Zusammenf. gvhd: 30 0,83 0,52 0,18 14,25 4,85 4,02 7,71 6,12 1,33

Zusammenf.non gvhd: 10 0,70 0,55 0,27 20,77 9,98 9,89 5,92 6,19 0,93

Kontrollen: 22

1,86 | 0,16 33,47 4,87 4,80 454 049

Tab. 16: CD4/CD25high-Werte nach Transplantation.

Bei Take lagen die Absolutwerte der CD4/C25low und der CD4/CD25int.-T-Lymphozyten
bei Patienten mit spaterer Entwicklung einer GvHD signifikant unterhalb der
entsprechenden Zahlen von Transplantierten, bei denen im weiteren Verlauf keine graft-
versus-host disease auftrat (p:0,046). In der Zusammenfassung aller Zeitpunkte nach
CsA<100 ng/dL gingen geringere CD4/CD25low-Absolutwerte ebenfalls mit dem
Aufteten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion im spéteren Verlauf einher (p:0,010).

Das Kollektiv der Normalpersonen besald gegenlber der Gruppe der Transplantierten zu
allen Zeitpunkten signifikant hohere Relativ- und Absolutwerte aller drei Subsets. Bei
Ende der CsA-Prophylaxe (M:25,27%; s:6,07; n:9; p:0,008) und bei Zusammenfassen aller
spaten Blutabnahmen (M:33,86%; s:2,14; n:80; p:0,015) verfugte die Gruppe aller
Transplantierten im Vergleich zu den Normalpersonen (M:41,88%; s:1,89; n:22) Uber
deutlich niedrigere CD25int.-Anteile an der Gesamtheit der T-Helferzellen. Zwdlf Wochen
nach Absetzen von Cyclosporin A zeigten sich bei den Patienten (M:13,57; s:4,43; n:7,
p:0,005) gegeniiber der Kontrollgruppe (M:4,80; s:0,49; n:22) im Gegenzug hohere
CD25high-Anteile.
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3.6.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und mit Normalpersonen

CD4/CD25low n: M Med. | s M Med. S M Med. S
rel.: rel.: rel.: | abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: Ant.:

frithe GvHD vor IS: 22 | 453 2,72 | 097 | 102,72 2556 @ 5571 @ 46,27 40,70 4,34

frithe GVHD d+4: 21 1388 | 273 | 086 6035 | 2220 | 24,06 ‘ ‘ 32,90 3,84

frihe GYHD IS<20: | 19 294 249 052 6836 3990 2196 4636 4530 583
spite GVHD vorIS: | 3 | 920 | 9,20 | 4,17 | 5874 | 56,68 | 2427 | 5193 | 4620 | 10,23
spaite GVHD d+4: 7 1370 724 | 723 17149 31,65 131,75 5629 6340 | 8,02
spate GvHD IS<20 9 1296 | 167 1,08 7617 | 2975 | 3606 | 4377 | 4320 | 8,60

Zusammentf. vor IS: 25 46,95 40,70 3,96
Zusammenf. d+4: 28 41,11 | 3770 | 382
Zusammenf. 1S<20 28 45,53 44,25 4,74
non gvhd friih: 45 | 4,98 3,29 0,88 | 109,98 | 38,53 25,27 60,90 3,79
non gvhd spit: 27 | 5,67 4,30 0,88 | 114,27 | 72,64 26,17 61,70 4,20
non gvhd Zus.: 64 59,40 3,00
Kontrollen: 22 |1 19,45 | 17,40 | 1,21 | 441,19 | 425,44 | 37,47 52,60 1,98
Tab. 17: CD4/CD25low-Werte von GvHD-Proben.
CD4/CD25int. n: M Med. | s M Med. s M Med. S
rel.: rel.: rel.: | abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: Ant.:
frithe GvHD vor IS: 22 5,40 1,76 1,45 68,56 22,56 22,41 45,45 48,45 3,92
frithe GvHD d+4: 21| 695 | 484 | 1,50 | 82,56 | 34,13 | 26,05 ‘ ‘ 56,50 3,59
frithe GvHD IS<20: 19 | 3,92 2,69 0,88 | 73,70 31,20 24,90 44,56 42,40 5,16

spate GvHD vor IS: 3 6,71 517 3,33 | 58,88 17,84 | 43,00 | 40,00 43,60 9,19

spite GVHD d+4: 7 619 297 371 32038 2336 296,67 3586 30,30 6,38
spite GVHD 1S<20 9 353 232 | 125 6804 | 2700 @ 2270 | 4292 | 42,80 7,16
Zusammenf. vor IS: 25 44,79 47,90 4,58
Zusammenf. d+4: 28 ‘ 50,65 ‘ 5280 | 348
Zusammenf. 1S<20 | 28 44,03 42,40 4,12
non gvhd friih: 45 337 | 135 069 6935 | 1984 | 20,68 | [37,54] | 31,90 3,36
non gvhd spiit: 27 1370 | 281 |078 7724 | 40,36 | 27,04 | 33,07 | 31,40 3,37
non gvhd Zus.: 64 37,65 | 3405 | 2,60
Kontrollen: 22 1530 | 13,98 1,05 346,46 329,56 31,64 ‘ 41,88 ‘ 42,05 1,89

Tab. 18: CD4/CD25int.-Werte von GvHD-Proben.
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CD4/CD25high n: M Med. s M Med. S M Med. S
rel.: | rel.: rel.: | abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: Ant.:
frithe GvHD vor IS: 22 1,00 0,38 0,34 12,37 3,77 4,74 8,51 7,24 1,06
frithe GvHD d+4: 21 1 091 | 0,70 0,18 | 10,38 | 6,34 3,20 ‘ ‘ 7,91 0,84
frithe GvHD 1S<20: 19 0,78 0,43 0,20 18,77 | 5,89 7,83 6,10 1,83
spate GvHD vor IS: 3 1,31 | 1,32 0,50 | 10,59 | 4,56 6,67 8,32 8,88 1,33
spite GVHD d+4: 7 1,41 0,77 0,83 | 72,25 3,44 67,05 8,05 6,90 1,71
spate GVHD 1S<20 9 1,83 | 0,35 1,31 | 39,39 | 10,48 28,26 13,36‘ 7,57 5,81
Zusammentf. vor IS: 25 8,49 7,63 0,94
Zusammenf. d+4: 28 ‘ 8,31 ‘ 791 0,74
Zusammenf. 1S<20 28 10,51 7,51 2,21
non gvhd friih: 45 | 0,54 | 0,25 0,11 | 10,84 | 3,79 2,85 6,24 0,79
non gvhd spat: 27 | 090 | 0,57 | 0,20 | 16,84 | 7,93 5,00 8,23 6,33 1,44
non gvhd Zus.: 64 7,68 6,25 0,81
Kontrollen: 22 | 1,69 | 1,86 0,16 | 38,01 | 33,47 | 4,87 4,80\ 4,54 0,49

Tab. 19: CD4/CD25high-Werte von GvHD-Proben.

Né&here Analysen der Blutproben von GvHD-Patienten vier Tage nach Beginn der Therapie
mit Steroiden im Falle einer friihen Manifestation und bei Zusammenfassung der friihen
und spaten Spender-gegen-Wirts-Reaktion ergaben eine Verschiebung des CD25low-
Subsets hin zu hoheren CD25int.- und CD25high-Subsets gegeniiber Patienten ohne
Symptome (siehe Abbildung 10-15).

Anteil CD25high+T-Lymphozytenzellen von T-Helferzellen

Anteil CD25low+T-Lymphozyten an T-Helferzellen Anteil CD25int.+T-Lymphozyten an T-Helferzellen
Co2Slow+T-Lymphozyten'% \on THelfezellen CO25int +T-Lymphozyten'% von T-Heferzellen CDZShighT-Lymphozytens von THelezellen
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Mediane: 329 60,90 52,60 Mediane: 56,50 31,90 42,05
Abb. 10: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb. 11: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb. 12: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid-
beginn bei friiher GvHD beginn bei friiher GvHD beginn bei friiher GYHD
p(gvhd vs. non gvhd):0,004. p(gvhd vs. non gvhd):0,002. p(gvhd vs. non gvhd):0,024.
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Anteil CD25high+T-Lymphozyten an T-Hellerzellen
Anteil CD25 int.+T-Lymphozyten an T-Helferzellen
Anteil CD25low+T-Lymphozyten an T-Helferzellen
CD25low+T-Lymphoztyen/% von T.Helferzellen

CD25high+T-Lymphozyten/% von T-Helferzell
CD25int.+T-Lymphozyten/% von T-Helferzellen o+ FLymprozyten von Fheferzelen
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Abb. 13: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb. 14: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb. 15: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid-
beginn bei frither und spater GvHD beginn bei frither und spater GvHD beginn bei frither und spater GVvHD
p(gvhd vs. non gvhd):0,016. p(gvhd vs. non gvhd):0,006. p(gvhd vs. non gvhd):0,10 (nicht signifikant).

Im Vergleich der GvHD-Patienten mit den Normalpersonen fanden sich bei letzteren stets
erhohte relative und absolute Zahlen. Bei friiher GvHD und bei Zusammenfassung der
frihen und spdten Form war am vierten Tag nach erster Steroidgabe gegeniiber dem
Kontrollkollektiv ein signifikant verschobenes Verhaltnis der CD25low-Anteile zugunsten
der CD25int.- und CD25high-Anteile zu verzeichnen. Nach Reduktion der Immun-
suppressiva unter 20 mg am Tag bei spater GVHD und bei Zusammenfassung beider
Manifestationszeitpunkte waren in Bezug auf die Gruppe der Kontrollen die Anteile mit

hoher CD25-Expression ebenfalls groRer, wobei Signifikanzkriterien erfallt wurden.
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3.7. CD4/FoxP3- und CD4/FoxP3/CD25-positive T-Lymphozyten
Die Population der FoxP3-positiven Zellen war meist gut abgrenzbar.

3.7.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CD4 /FoxP3 n | M Med. | s M Med. s M Med. | s
rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: | Ant.:
Take ges.: 26 0,28 008 007 [568 @ 240 1,31 14,99 | 11,40 3,04
Take gvhd: 16 0,24 0,08 0,72 4,07 1,35 1,11 17,09 11,40 @ 4,66
Take non gvhd: 10 | 0,33 0,11 0,13 8,26 4,03 2,81 11,62 10,32 @ 2,63
CsA<100 ges.: 12 0,16‘ 0,14 0,03 7,95 6,62 1,50 7,35 6,90 1,35
CsA<100 gvhd: 11 | 0,16 0,14 | 0,03 8,05 6,62 1,45 7,61 6,90 1,23
CsA<100 non gvhd: 1 0,01 0,01 / 0,26 0,26 / 0,11 0,11 /
CsA Ende ges.: 9 0,10 0,14 0,05 7,32 5,22 2,14 9,94 9,86 1,85
CsA Ende gvhd: 6 0,19 0,08 0,09 8,83 4,39 3,97 9,96 9,86 2,57
CsA Ende non gvhd: 3 0,29 0,29 0,06 8,76 7,36 2,55 9,59 4,54 6,40
+4Wo ges.: 6 0,17\ 0,15 0,05 5,26 4,12 1,88 10,05 9,16 1,65
+4Wo gvhd: 4 0,13 0,09 0,07 2,90 3,01 1,00 9,11 9,16 1,40
+4Wo non gvhd: 2 0,26 0,26 | 0,05 9,99 9,99 3,64 11,93 11,93 | 4,87
+8Wo ges.: 7 0,21 0,13 0,09 4,83 2,43 10,18 10,90 @ 1,63
+8Wo gvhd: 5 0,23 0,11 0,13 6,46 3,24 3,49 10,18 10,90 @ 1,52
+8Wo non gvhd: 2 0,15 0,15 0,02 6,34 6,34 1,50 10,20 10,20 @ 5,71
+12Wo ges.: 7 0,36\ 024 | 0,11 10,71/ | 7,03 4,04 11,94 12,20 | 1,56
+12Wo gvhd: 5 0,28 0,24 | 0,09 7,45 7,03 2,49 12,36 12,20 | 1,22
+12Wo non gvhd: 2 0,54 0,54 | 0,37 18,84 | 18,84 13,71 10,89 10,89 | 592
Zusammenf. ges.: 40 | 0,2 2\ 0,17 0,03 7,96 5,47 1,11 9,61 9,48 0,82
Zusammenf. gvhd: 30 0,20 0,13 0,03 7,38 512 1,15 9,65 9,86 0,76
Zusammenf. non gvhd: 10 0,28 0,20 0,08 9,69 6,86 2,84 9,49 6,02 2,43
Kontrollen: 22 0,72 065 0,08 26,79 341 7,34 6,54 | 0,85

Tab. 20: CD4/FoxP3-Werte nach Transplantation.

CD4/FoxP3/CD25 n: M Med. | s M Med. s M Med. | s
rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: | Ant.:
Take ges.: 26 0,16 0,05 0,04 3,47 1,59 0,88 6,62 6,44 0,88
Take gvhd: 16 | 0,12 0,03 0,04 2,19 0,47 0,7 5,96 6,44 1,01
Take non gvhd: 10 | 0,22 0,07 0,96 5,53 2,33 1,87 7,66 7,06 1,63
CsA<100 ges.: 12 | 0,11 | 0,06 0,03 5,44 2,38 1,83 4,03 4,42 0,92
CsA<100 gvhd: 11 | 0,11 0,06 0,03 5,59 2,38 1,79 4,46 4,93 0,84
CsA<100 non gvhd: 1 0,01 0,01 / 0,52 0,52 / 0,22 0,22 /
CsA Ende ges.: 9 0,15 0,06 0,05 5,62 3,76 2,01 6,39 4,89 1,36
CsA Ende gvhd: 6 0,16 0,05 0,08 7,40 2,92 3,66 7,28 5,59 2,25
CsA Ende non gvhd: 3 0,14 0,16 0,39 3,73 3,76 0,41 3,24 3,85 1,17
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n |M Med. | s M Med. s M Med. s
CD4/FoxP3/CD25 rel: |rel: |[rel: |abs: | abs. abs.: Ant.: Ant: | Ant.:
+4Wo ges.:
+4Wo gvhd:

0,15 015 004 [4,27 4,02 1,00 7,37 731 1,03
013 008 006 299 276 0,54 7,39 731 1,23
+4Wo non gvhd: 017 017 002 618 @ 6,18 1,77 7,35 735 2,45

+8Wo ges.: 0,17 0,09 0,09 4,96 3,12 2,35 7,23 6,27 1,46

5
3
2
7
+8Wo gvhd: 5 0,20 0,09 0,12 5,44 2,32 3,37 7,73 6,27 1,82
2
7
5
2

+8Wo non gvhd: 0,10 0,10 0,01 3,79 3,79 0,67 5,96 5,96 3,07
+12Wo ges.: 027 020 0,09 4,37 3,42 8,97 7,56 1,43
+12Wo gvhd: 0,20 020 007 @ 523 | 437 1,62 8,87 7,56 | 1,32
+12Wo non gvhd: 045 045 031 | 1597 1597 11,73 9,21 921 | 510
Zusammentf. ges.: 39 016 | 0,10 | 0,03 3,97 1,04 6,36 6,23 0,64
Zusammenf. gvhd: 29 | 0,16 0,08 0,03 5,72 3,91 1,15 6,65 6,58 0,72
Zusammenf. non gvhd: 10 | 0,18 0,15 0,07 6,36 4,33 2,44 5,50 4,00 1,37
Kontrollen: 22 110,82 0,59 0,25 22,80 2,42 5,95\ 5,45 0,57

Tab. 21: CD4/FoxP3/CD25-Werte nach Transplantation.

Nach Transplantation lieBen sich hinsichtlich der CD4/FoxP3-positiven T-Lymphozyten
keine Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Entwicklung einer GvHD im
weiteren Verlauf feststellen.

Jedoch ergaben sich zu allen Zeitpunkten signifikant differente Relativ- und Absolutwerte
beim Vergleich der Normalpersonen mit der Gruppe aller Transplantierten (Relativwerte:
p:0,000-0,019 Absolutwerte: p:0,000-0002), wobei Gesunde stets hohere Zahlen boten.
Hingegen schienen die Anteile der CD4FoxP3-positiven Lymphozyten an den T-Helfer-
zellen im Kontrollkollektiv stets niedriger zu sein, wobei nur zum Zeitpunkt Take und 12
Wochen nach Absetzten der CsA-Prophylaxe statistische Signifikanz erreicht wurde (siehe
Abbildung 16).

Anteil FoxP3+T-Lymphozyten an T-Helferzellen Anteil FoxP3+CD25+T-Lymphozyten an T-Helferzellen
FoxP3+T-Lymphozyten/% von T-Helferzellen FoxP3+CD25+T-Lymphozyten/% von T-Helferzellen
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Mediane: 11,40 1220 6,54 Vedare 75 54
Abb.16: Mittelwerte /Verteilung bei Take, 12Wo nach CsA-Ende Abb. 17: Mittelwerte/Verteilung 12Wo nach CsA-Ende
p(Take vs. Kont.):0,008, p(CsAab+12Wo vs. Kont.):0,018. p(CsA ab+12Wo vs. Kont.):0,037.

53



3 Ergebnisse

Analysen zeigten, dass die Gruppe der Treg-Zellen nicht nur innerhalb der CD4-positiven
Lymphozyten mit hoher CD25-Expression zu finden sind. Vielmehr gibt es auch
Subgruppen mit einer niedrigeren CD25-Dichte [57]. Erstere gelten als die aktivere Form.
Daher stellte sich die Frage, ob die Gesamtheit der Tregs, bestimmt durch die Anfarbung
von FoxP3, ein anderes Verhalten nach Transplantation und bei Auftreten einer GvHD
zeigt als die aktivierten T-regulatorischen Zellen.

Die spatere Entwicklung einer GvHD schien auch die Population der CD4/FoxP3/CD25-
positiven Zellen nicht zu beeinflussen.

Jedoch unterschieden sich sowohl die relativen als auch die absoluten Werte der
Normalpersonen stets von der Gruppe der Transplantierten (Relativwerte: p:0,000-0,007,
Absolutwerte: p:0,000-0,002). Statistisch signifikant hthere Anteile an den T-Helferzellen
fanden sich nur 12 Wochen nach Beendigung der GvHD-Prophylaxe gegentber den
Kontrollen (siehe Abbildung 17).

3.7.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und mit Normalpersonen

=

CD4/FoxP3 n | M Med. | s Med. | s M Med. s
rel.: | rel.: | rel.: | abs.: abs.: abs.: | Ant.: Ant.: Ant.:
frithe GvHD vor IS: 22 0,41\ 0,14 | 0,21 | 7,46 2,61 2,85 12,60 @ 10,50 2,56

frithe GvHD d+4: 21 0,20\ 0,14 | 0,04 3,94 2,00 | 9,68 10,10 1,26
frithe GvHD IS<20: 18 0,10\ 0,07 0,02 3,26 1,08 10,19 @ 6,52 2,06
spéate GvHD vor IS: 3 1040 | 026 | 027 | 6,12 5,67 320 | 7,57 7,26 0,57
spate GvHD d+4: 7 0,65\ 011 047 62,61 6,75 57,49 9,09 8,19 1,62
spdte GvHD 1S<20 9 0,18\ 0,09 | 0,08 | 9,97 5,29 525 | 9,86 8,99 1,84
Zusammenf. vor IS: 25 12,00 9,30 2,27
Zusammenf. d+4: 28 9,53 8,43 1,01
Zusammenf. 1S<20 27 10,08 7,59 1,50
non gvhd friih: 46 1 0,24 | 0,13 | 0,04 | 6,84 5,26 097 | 12,15 | 9,17 1,86
non gvhd spit: 27 1 0,25 | 0,20 | 0,04 | 832 5,22 1,52 10,80 | 10,00 1,01
non gvhd Zus.: 65 11,82 | 9,88 1,34
Kontrollen: 22 0,72\ 0,65 | 0,08 | 31,82 26,79 | 3,41 7,34 6,54 0,85

Tab. 22: CD4/FoxP3-Werte von GvHD-Proben.
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CD4/FoxP3/CD25 ' n: M Med. | s M Med. |s M Med. s

rel.: | rel.: | rel.: | abs.: abs.: | abs.: | Ant.: Ant.: Ant.:
frithe GVHD vor IS: 22 0,31 006 0,20 1,62 134 636 364 1,33
frithe GVHD d+4: 21 | 0,12| 0,06 | 0,03 241 | 176 | 542 | 556 0,76
frithe GVHD 1S<20: 19 0,07 005 0,02 254 096 660 336 1,67
spéte GvHD vor IS: 3 1035 020 025 518 | 253 632 | 574 0,81
spéte GVHD d+4: 7 044 005 032 43,07 556 3913 541 428 1,18
spéte GVHD 1S<20 9 0,10 007 004 [539 | 384 231 |693 | 640 0,84
Zusammentf. vor IS: 25 6,36 4,50 1,17
Zusammenf. d+4: 28 5,42 4,84 0,63
Zusammenf. 1S<20 28 6,72 5,46 1,12
non gvhd friih: 46 1 0,15 | 0,06 | 003 447 235 081 586 | 510 0,64
non gvhd spat: 26 | 020 | 0,15 | 0,04 635 | 405 | 136 | 748 | 691 0,79
non gvhd Zus.: 64 6,50 6,29 0,52
Kontrollen: 22 0,82 059 025 2280 242 595 | 545 0,57

Tab. 23: CD4/FoxP3/CD25-Werte von GvHD-Proben.

Die Proben von Patienten, die bei Blutentnahme an einer graft-versus-host disease litten,
zeigten gegenuber Transplantierten ohne Manifestation zum Zeitpunkt der Proben-
gewinnung keine grof3en Abweichungen.

Normalpersonen hingegen wiesen auch hier gegeniber der Gruppe der GvHD-Patienten
stets signifikant hohere Relativ- und Absolutwerte auf (Relativwerte: p:0,000-0,041,
Absolutwerte: p:0,000-0,006). Nur im Falle einer spaten Manifestation vor Steroidgabe
war keine Signifikanz hinsichtlich der relativen Werte gegeben.

Die Population der aktivierten Tregs wurde durch das Vorliegen einer GvHD ebenfalls
nicht beeinflusst.

Da bisherige Publikationen stets auf Veranderungen innerhalb der Patienten mit
chronischer Spender-gegen-Wirts-Reaktion eingingen, wurde zwischen akuter und
chronischer Form differenziert. Um ein Vergleichskollektiv zu erhalten, musste zusatzlich
noch die Klassifizierung in frih und spét beriicksichtigt werden. Folglich war die Gruppe
der Personen mit chronischer GvHD vor Steroidgabe bei Auftreten der Symptome vor
Sinken des CsA-Spiegels sehr klein mit n:2. Der Anteil CD4/FoxP3-positiver T-Helfer-
zellen betrug 6,68% (s:3,43; n:2). Transplantierte ohne Manifestation hatten hohere Werte
von 12,15% (s:1,86; n:46). Signifikanz lag aufgrund der geringen Fallzahl jedoch nicht

Vor.
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3.8. CD4/CCR10-positive T-Lymphozyten
Da bei dieser Zellpopulation die klare Trennung zwischen CCR10-positiv und CCR10-

negativ innerhalb der T-Helferzellen schwer moglich war, diente die Gruppe aller CCR10-

positiven Leukozyten als Orientierung.

3.8.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CD4/CCR10 n M Med. | s M Med. s M Med. | s
rel.: | rel: rel.: abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: | Ant.:
Take ges.: 27 0,45 011 017 6,50 1,34 2,35 8,31 6,19 1,91
Take gvhd: 17 1 0,44 0,07 0,25 5,15 0,85 3,29 8,79 7,27 | 2,53
Take non gvhd: 10 047 | 021 021 8,78 7,48 3,08 7,50 458 | 299
Take gvhd skin: 13 052 011 032 6,33 0,85 4,28 9,46 727 | 3,19
Take other gvhd: 4 1018 005 0,14 1,34 0,90 0,72 6,60 484 | 3,16
CsA<100 ges.: 11 | 0,48 | 0,27 | 0,19 7,12 6,98 3,57 3,57 | 0,84
CsA<100 gvhd: 10 | 0,52 | 0,31 | 0,21 15,25 | 7,92 7,48 3,87 3,65 0,87
CsA<100 non gvhd: 1 1006 | 006 |/ 1,08 1,08 / 0,64 064 |/
CsA<100 gvhd skin: 8 067 | 048 | 0,24 17,98 | 7,92 9,24 4,84 5,23 1,07
CsA<100 other gvhd: 3 /018 |015 | 0,12 4,96 1,57 4,18 3,05 2,08 1,97
CsA Ende ges.: 9 1059 053 014 13,52 6,87 5,15 6,89 5,83 1,19
CsA Ende gvhd: 6 066 056 022 1593 8,85 8,52 6,37 5,56 1,30
CsA Ende non gvhd: 3 052 051 024 18,76 = 11,80 12,15 591 5,65 3,21
CsA Ende gvhd sKin: 4 062 056 024 938 8,85 2,63 7,22 6,38 1,80
CsA Ende other gvhd: 2 0,74 0,74 0,62 29,04 29,04 28,11 4,69 4,69 1,32
+4Wo ges.: 6 082 | 086 | 021 9,13 7,58 3,50 9,38 8,01 1,96
+4Wo gvhd: 4 1072 | 079 | 0,22 5,29 5,07 1,50 8,70 8,02 1,21
+4Wo non gvhd: 2 1,00 | 1,00 | 0,34 16,83 | 16,83 8,07 10,73 10,73 | 2,23
+4Wo gvhd skin: 3 1095 | 106 | 023 6,98 6,39 2,06 10,24 8,15 2,23
+4Wo other gvhd: 1 /003 | 003 |/ 0,20 0,20 / 4,08 4,08 |/
+8Wo ges.: 7 041 0,26 7,91 7,36 2,61 6,64 6,72 2,27
+8Wo gvhd: 5 067 041 037 5,65 4,02 3,09 6,60 6,40 3,30
+8Wo non gvhd: 2 043 043 0,08 13,57 | 13,57 1,67 6,73 6,73 0,01
+8wo gvhd skin: 3 098 098 056 @ 8,04 7,36 4,83 8,35 6,40 5,45
+8Wo other gvhd: 2 021 021 020 @ 207 2,07 1,95 3,98 398 2,86
+12Wo ges.: 7 11,23 | 052 | 053 17,57 | 7,86 9,18 10,12 519 | 4,57
+12Wo gvhd: 5 1,21 | 0,47 | 0,73 8,93 7,86 3,10 11,89 494 | 641
+12Wo non gvhd: 2 1,28 | 1,28 | 0,80 39,17 | 39,17 31,94 5,68 568 | 049
+12Wo gvhd skin: 4 1129 039 | 094 |920 6,82 3,99 11,94 454 | 8,28
+12Wo other gvhd: 1 091 | 091 |/ 7,86 7,86 / 11,70 11,70 | /
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CD4/CCR10 n M Med. s M Med. s M Med. | s
rel.. | rel: | rel: abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant: | Ant:

Zusammenf. ges.: 40 10,71 0,51 0,13 13,47 7,61 2,91 6,72 5,83 1,02

Zusammenf. gvhd: 30 0,72 044 0,16 11,40 7,23 3,11 6,81 556 | 1,29

Zusammenf. non gvhd: 10 0,70 0,52 0,19 19,65 11,85 6,88 6,47 591 1,44
Zusammenf. gvhd skin: 21 0,86 0,55 0,21 12,24 7,36 3,67 7,71 6,40 1,75
Zusammenf. other gvhd: 9 0,38 0,15 0,16 9,46 1,57 6,14 4,69 4,08 1,19

Kontrollen: 22 2,07 2,13 0,17 47,04/ 35,83 5,48 5,90 5,14 0,60
Tab. 24: CD4/CCR10-Werte nach Transplantation.

Die Werte der Personen, die im Verlauf an einer GVHD erkrankten, wiesen gegeniiber den
Transplantierten ohne spétere Entwicklung einer Reaktion keine statistisch signifikanten
Unterschiede auf.

In der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem untersucht werden, ob die Population der
CD4/CCR10-positiven T-Lymphozyten einen Marker zur friihzeitigen Diagnose einer
Haut-GvHD darstellt. Deshalb wurde hier innerhalb der Patienten mit GvHD-
Manifestation im spateren Verlauf zwischen der Gruppe mit und ohne Hautbefall
differenziert. Die Anteile der CD4/CCR10-positiven T-Helferzellen schienen bei
Hautmanifestation leicht erhéht zu sein, jedoch waren aufgrund geringer Fallzahlen und
grofRRer Streuungsbreite keine definitiven Aussagen moglich (Anteile bei Zusammenfassung
aller Werte nach Sinken des CsA-Spiegels unter 100 ng/mL: Mittelwert bei
Hautmanifestation:7,71%; s:1,75; n:21; Mittelwert ohne Hautbefall: 4,69%; s:1,19; n:9).
Das Kollektiv der Normalpersonen besal gegenuber der Gesamtheit der transplantierten
Patienten zu allen Zeitpunkten signifikant erhohte Relativ- (p:0,000-0,022) und
Absolutwerte (p:0,000-0,007). Die Anteile CCR10-positiver Zellen waren bei Kontrollen
gegenlber den Werten von Patienten vier Wochen nach Absetzen der CsA-Prophylaxe

signifikant niedriger (p:0,033).
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3.8.2. Einteilung der GvHD-Patienten nach Manifestationsorgan und Vergleich mit

Transplantierten ohne Reaktion sowie mit Normalpersonen

CD4/CCR10

frithe GvHD vor IS:
frithe GvHD skin vor IS:
frithe GvHD other vor IS:
frithe GvHD d+4:

frithe GvHD skin d+4:
frithe GvHD other d+4:
frithe GvHD IS<20:
frithe GvHD skin IS<20:
frithe GvHD other IS<20:
spate GvHD vor IS:

spate GvHD skin vor IS:
spate GvHD other vor IS:
spate GvHD d+4:

spate GvHD skin d+4:
spate GvHD other d+4:
spate GvHD 1S<20:

spate GvHD skin 1S<20:
spate GvHD other 1S<20:
Zusammenf. vor IS:

Zusammenf. skin vor IS:

Zusammenf. other vor IS:

Zusammenf, d+4:
Zusammenf. skin d+4:

Zusammenf. other d+4:

Zusammenf. 1S<20

Zusammenf. skin IS<20:

Zusammenf. other IS<20:
non gvhd friih:
non gvhd spit:

non gvhd Zus.:

Kontrollen:

22
19

20
19

= =
@ O

Ul D O A W NN R W

NN
N G

47
27

66

22 | 2,07

rel.:
0,46

0,50
0,08
0,61
0,63
0,11
0,74
0,75
0,19
0,29
0,48
0,20
0,85
0,38
1,21
1,38
2,84
0,22

0,49
0,81

Med.

rel.:
0,18

0,25
0,08
0,29
0,37
00,11
0,59
0,63
0,19
0,34
0,48
0,20
0,27
0,55
0,25
0,19
0,80
0,17

0,19
0,52

2,13

Tab. 25: CD4/CCR10-Werte von GvHD-Proben.

rel.:
0,14

0,16
0,06
0,14
0,14

0,13
0,14

0,13

0,15
0,58
0,18
1,03
1,04
2,28
0,11

0,11
0,16

0,17

abs.:

7,05
1,66
7,50
7,74
2,90
16,34
16,76
6,16
1,56
1,64
1,52
48,85
511
81,65
29,26
62,14
2,95

10,23
13,72

Med.

abs.:
2,68

2,68
1,66
3,90
4,90
2,90
8,68
8,77
6,16
1,64
1,64
1,52
1,14
2,79
1,12
5,47
18,77
2,05

3,39
7,86

35,83

2,48
3,32

5,48

6,37

6,80
8,01

7,4

(=)
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Med.

Ant.:
2,85

3,25
2,22
2,51
1,99
15,70
7,79
7,43
4,43
2,08
2,08
4,11
2,67
2,43
5,98
4,96
511
4,96
2,75
2,60

2,92
2,67
2,21

9,29

6,50
7,06

4,96

512
6,17

6,09

5,14

Ant.:
0,73

0,79
0,70
0,88
0,67

2,38
2,51

1,21

3,94
1,46
2,43
1,99
4,80
10,87
2,10
0,68
0,73

2,31
0,74
0,64

2,49

2,19
2,59

2,10

1,16
1,41

0,99

0,60
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Bei Zusammenfassung der frilhen und spaten GvHD-Form betrugen die Mittelwerte der
Anteile CCR10-positiver Zellen vor Therapiebeginn 3,92% (s:0,68; n:25). Der
entsprechende Wert fiir Patienten ohne Klinik zum Zeitpunkt der Probengewinnung lag bei
7,40% (s:0,99; n:66; p:0,031) (siehe Abbildung 18). Jedoch war der Anteil CCR10-
positiver Zellen innerhalb der erkrankten Transplantierten wéhrend des Ausschleichens der
Steroide hingegen mit 11,27% (s:2,19; n:28; p:0,055) hoher als die Werte von Personen

ohne Befall bei Blutentnahme. Die Streuungsbreite war hierbei jedoch sehr grof3, so dass

keine eindeutige Signifikanz vorlag (siehe Abbildung 19).

Anteil CCR10+T-Lymphozyten an T-Helferzellen
Anteil CCR10+T-Lymphozyten an T-Helferzellen

CCR10+T-Lymphozyten/% von T-Helferzellen
CCR10+T-Lymphozyten/% von T-Helferzellen
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gvhd non gwhd Kontrollen gvhd non gvhd Kontrollen
Mediane 275 6,09 545 Mediane: 6,50 6,09 545
Abb. 18: Mittelwerte/Verteilung vor Steroidbeginn bei friiher u. Abb. 19: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher
spéater GvHD u. spater GvHD
p(gvhd vs. non gvhd):0,031. p (gvhd vs. non gvhd):0,055 (nicht signifikant).

Bei der Einteilung in unterschiedliche Manifestationsorgane innerhalb der GvHD-Patienten
ergab sich ebenfalls erst nach Reduktion der Immunsuppressiva unter 20 mg am Tag ein
hoherer Anteil CD4/CCR10-positiver Zellen an den T-Helferzellen bei Auftreten einer
Haut-GvHD verglichen mit den Anteilen der Transplantierten ohne Vorliegen einer
Spender-gegen-Wirts-Reaktion  (siehe Abbildung 22). Zu den Zeitpunkten vor
Therapiebeginn und am vierten Tag nach erster Steroidgabe waren die Anteile jedoch bei
den Patienten mit Haut-GvHD sogar signifkant geringer gegeniiber den Anteilen bei
Patienten ohne Befall (siehe Abbildung 20 und 21).
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Anteil CCRI0+T-Lymphozyten an T-Helferzellen Artel CCRIO#T-Lymphozyten an T-Hellrzellen Antell CCRI0+T-Lymphozyten an T-Hefferzellen
CCRIO+T-Lymphozyten'% von T-Hefferzellen CORIOFTLymphozylen vo Telerillen CCRIO+T-Lymphozyten/% von T-Hellrzelen
50 50 50
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Abb. 20: Mittelwerte/Verteilung vor Steroidbeginn bei Abb. 21: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb.22: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei
friiher u. spater GvHD der Haut beginn bei friiher u. spater GvHD der Haut friher u. spater GvHD der Haut
p(gvhd skin vs. non gvhd):0,042. p(gvhd skin vs. non gvhd):0,026. p(gvhd skin vs. non gvhd):0,027.

Die Gruppe der Normalpersonen hatte im Vergleich zu den GvHD-Personen mit friher
Manifestation zu allen Zeitpunkten deutlich héhere Relativ- (p:0,000) und Absolutwerte
(p:0,000). Die Anteile an den T-Helferzellen lagen bei den Kontrollen(M:5,90%; s:0,60;
n:22) im Vergleich zu Patienten mit friher GvHD vor Therapiebeginn (M:3,99%; s:0,73;
n:22; p:0,005) und vier Tage danach (M:4,18%; s:0,88: n:20; p:0,025) ebenfalls deutlich
hoher. Auch hier drehte sich das Verhaltnis jedoch bei Reduktion der Steroide unter 20mg
am Tag um. Zu diesem Zeitpunkt betrug der Wert der GvHD-Patienten 11,86% (s:2,38;
n:19). Diese Unterschiede wiesen Signifikanz auf (p:0,004). Wurden friihe und spate Form

zusammengefasst, waren die Signifikanzniveaus &hnlich.
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3.9. Zytotoxische T-Zellen

Die Population der CD8-positiven-Lymphozyten zeichnete sich bei der Auswertung der
FACS-Analysen deutlich von den restlichen PBMNCs ab. Die T-Killerzellen wurden
sowohl bei der Bestimmung der CD8/CD25- als auch der CD8/B;/CD45RA-positiven

Zellen eingegrenzt. Bei ersterem Ansatz wurden ihre Werte durch Farbung mit APC
ermittelt. Im zweiten Ansatz diente ein FITC-konjugierter Antikérper zur Markierung der
T-Killerzellen. Ihre Anteile an den PBMNCs waren in beiden Messungen vergleichbar. Flr
die Berechnungen wurden analog zu den T-Helferzellen die Werte herangezogen, die sich
bei der Farbung mit APC ergaben.

3.9.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CDS8 n: M Med. 3 M Med. s

rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: abs.:
Take ges.: 31 4,07 2,64 161,63 34,56 56,93
Take gvhd: 20 3,48 2,22 19,46 27,86
Take non gvhd: 11 17,50 10,74 5,70 361,94/ 122,19 136,01
CsA<100 ges.: 12 25,67 23,48 3,63 543,32 566,80 87,57
CsA<100 gvhd: 11 21,62 23,44 2,42 457,04 475,01 80,02
CsA<100 non gvhd: 1 54,65 54,65 / 1047,93 1047,93 /
CsA Ende ges.: 9 34,23 5,70 750,92 523,10 206,45
CsA Ende gvhd: 6 37,49 40,34 8,46 985,06 854,18 356,06
CsA Ende non gvhd: 3 34,46 29,00 11,77 881,20 781,89 231,11
+4Wo ges.: 6 28,46 22,47 8,26 313,65 249,47 115,63
+4Wo gvhd: 4 21,51 18,49 8,21 157,54 135,70 62,98
+4Wo non gvhd: 2 42,37 42,37 18,14 625,86 625,86 174,71
+8Wo ges.: 7 33,88 34,07 7,73 678,52 501,01 264,86
+8Wo gvhd: 5 26,10 23,30 7,20 285,75 229,85 110,34
+8Wo non gvhd: 2 53,32 53,32 14,44 1660,45 1660,45 39,28
+12Wo ges.: 7 36,93 35,94 4,78 513,44 582,54 93,76
+12Wo gvhd: 5 35,43 35,94 2,16 405,49 360,81 87,97
+12Wo non gvhd: 2 40,66 40,66 20,34 783,31 783,31 72,47
Zusammentf. ges.: 40 31,90 29,20 2,64 618,90 523,10 81,73
Zusammenf. gvhd: 30 28,18 24,63 2,60 497,51 343,32 89,49
Zusammenf. non gvhd: 10 43,07 46,77 6,07 983,08 828,18 136,75
Kontrollen: 22 18,48 17,73 1,59 439,38 372,60 52,76

Tab. 26: CD8-Werte nach Transplantation.
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Sowohl bei Take als auch bei Zusammenfassung der Zeitpunkte nach Abfall des CsA-
Spiegels unter 100 ng/mL hatten Patienten, die im spéteren Verlauf an einer GvHD
erkrankten, signifikant erniedrigte relative CD8-Werte gegenliber Patienten ohne Spender-
gegen-Wirts-Reaktion (siehe Abbildung 23 und 24). Die Absolutwerte zeigten ein analoges
Verhalten bei Take (p:0,005) und bei Zusammenfassung aller Zeitpunkte nach Reduktion
des CsA-Gehaltes unter 100 ng/mL (p:0,002).

Anteil CD8+T-Lymphozyten an den PBMNCs Anteil CD8+T-Lymphozyten an den PBMNCs
CD8+T-Lymphozyten/% von PBMNCs CD8+T-Lymphozyten/% von PBMNCs
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4 ]
oA . 10 4
]
s
- T 0 T T T
gvhd non gvhd Kontrollen gvhd non gvhd Kontrollen
Mediane: 3,48 10,74 17,73 Mediane: 24,63 26,77 17,73
Abb. 23: Mittelwerte/Verteilung bei Take Abb. 24: Mittelwerte/Verteilung bei Zusammenfassung nach Red.
o(avhd vs. non avhd):0.006. von CsA unter 100ng/mL

p (gvhd vs. non gvhd):0,006.

Die Anteile der T-Killerzellen an den PBMNCs waren bei den Normalpersonen im
Vergleich zu den Patienten unabhangig vom Auftreten einer GvHD direkt nach
Transplantation signifikant erhéht (p:0,000). Nach Absetzen der CsA-Prophylaxe und allen
darauffolgenden Zeitpunkten hingegen ergaben sich im Kollektiv der Gesunden deutlich
geringere relative Werte (p:0,001-0,044). Signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Absolutwerte zeigten sich nur bei Take mit hoheren Zahlen an CD8-positiven

Lymphozyten innerhalb der Kontrollen (p:0,000).
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3.9.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und mit Normalpersonen

=

CD8 n: Median S M Median s

rel.: rel.: abs.: abs.: abs.:

frithe GvHD vor IS: 21 5,44 2,98 225,47 | 50,34 89,23

frithe GvHD d+4: 20 8,74 2,31 182,63 47,71 66,76
frithe GvHD 1S<20 18 11,24 5,81 672,79 151,29 267,86
13,11 9,30 127,37 141,12 14,59

‘ 8,19 4,40 238,97] 8226 129,23

rel.:
22,65
spate GvHD vor IS: 3 22,30
spate GVHD d+4: 7 ‘
spite GVHD IS<20: 9 14,47 6,33 506,87 185,70 223,01
17,90

non gvhd friih: 51 11,50 2,56 383,16 122,19 70,58

34,07 3,27 616,51] 506,30 103,46

‘ 17,73 1,59 439,38 372,60 52,76

Tab. 27: CD8-Werte von GvHD-Proben.

non gvhd spit: 27

Kontrollen: 22

Sowohl bei friher als auch bei spater Manifestation waren die Anteile der CD8-positiven
T-Lymphozyten meist erniedrigt im Vergleich zur Gruppe der Transplantierten, die bei
Blutabnahme noch keine Manifestation zeigten oder nie eine GvHD entwickelten.
Signifikanz lag allerdings nur am vierten Tag nach Therapiebeginn sowie nach Reduktion
der Steroide unter 20 mg am Tag im Falle eines spéten Auftretens vor (siehe Abbildung 25
und 26). Ahnlich verhielten sich auch die absoluten Zahlen mit statistischer Signifikanz
vier Tage nach Beginn der Steroidtherapie bei spater Manifestation (M: 238,97/uL; s:
129,23; n: 7) gegenlber Personen ohne Spender-gegen-Wirtsreaktion (M:616,51/uL;
5:103,46; n:27) (p:0,028).

. Anteil CD8+T-Lymphozyten an den PBMNCs
Anteil CD8+T-Lymphozyten an den PBMNCs

CD8+T-Lymphozyten/% von PBMNCs
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Abb. 25: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroidbeginn bei spater GvHD Abb. 26: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei spater GvHD
p (gvhd vs. non gvhd):0,004. p (gvhd vs. non gvhd):0,036.
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Verglichen mit den Werten Gesunder ergaben sich innerhalb der GvHD-Gruppe nur vor
(p:0,005) und vier Tage nach Therapiebeginn (p:0,032) im Falle eines friihen Auftretens
und am vierten Tag nach Erhalt der ersten Steroiddosis (p:0,022) bei spater GvHD-

Manifestation deutlich niedrigere Anteile.

3.10. CD8/CD25-positive T- Lymphozyten

Die exakte Grenze zwischen CD25-positiven und -negativen CD8-Lymphozyten war in

den Dot-Plots bisweilen nur schwer zu erkennen. Deshalb wurden bei der Auswertung
zungchst alle Leukozyten mit hoher CD25-Expression eingegrenzt, um einen

Orientierungswert zu erhalten.

3.10.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen
CD8/CD25 n | M Med. | s M Med. s M Med. | s
rel.: rel.: rel.: abs.: abs.: abs.: Ant.: Ant.: | Ant.:
Take ges.: 31 039 084 14,97 3,63 0,94 11,30 871 1,88
Take gvhd: 20 045 020 012 [345 1,41 0,86 13,76 10,43 2,61
Take non gvhd: 11 048 056 083 [7,73 8,44 1,94 6,83 540 1,84
CsA<100 ges.: 12 048 041 | 014 9,38 6,19 2,56 389 213 091
CsA<100 gvhd: 11 326 041 |279 | 11,95 | 7,02 3,16 2,40 1,81 | 0,82
CsA<100 non gvhd: 1 058 058 |/ 3,25 3,25 / 7,07 7,07 |/
CsA Ende ges.: 9 o700 051 016 12,38 1247 2,60 3,04 137 132
CsA Ende gvhd: 6 066 050 021 11,97 13,66 285 3,35 1,23 223
CsA Ende non gvhd: 3 072 @064 015 20,72 | 23,66 | 5,82 2,42 1,79 | 0,65
+4Wo ges.: 6 | 1,06 128 028 | [11,35 | 12,04 | 3,63 5,00 416 | 1,66
+4Wo gvhd: 4 096 | 090 044 | 679 6,83 3,05 5,62 506 | 245
+4Wo non gvhd: 2 128 128 |005 | 2046 | 2046 | 413 3,75 375 | 1,71
+8Wo ges.: 7 1,09 061 064 1230 1049 430 442/ 180 287
+8Wo gvhd: 5 122 042 091 7,04 7,04 3,30 5,57 1,80 4,01
+8Wo non gvhd: 2 077 077 005 2545 2545 6,00 1,53 1,53 0,33
+12Wo ges.: 7 1253 107 | 175 | 21,50 14,14 | 895 691 | 1,76 | 456
+12Wo gvhd: 5 310 037 | 248 |1821 | 7,25 11,71 | 8,07 1,14 | 649
+12Wo non gvhd: 2 | 117 117 010 | 2975 | 2975 | 1469 | 4,01 401 | 2,25
Zusammentf. ges.: 40 1,08 055 033 [13,55 @ 12,04 2,05 3,11 | 1,88 055
Zusammentf. gvhd: 30 1,13 042 044 [10,84 714 2,25 4,53 1,59 1,35
Zusammenf. non gvhd: 10 | 0,92 e 0,10 21,67 21,56 3,72 3,29 1,95 0,69
Kontrollen: 22 219 113 064 53,37 2617 1711 10,56 7,61 192

Tab. 28: CD8/CD25-Werte nach Transplantation.
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Wenngleich keine Signifikanz bestand, waren die Anteile der CD25-positiven Zellen an
den CD8-Lymphozyten tendenziell grofier, wenn es spéter zur Manifestation einer GvHD
kam. Die mittleren Absolutwerte betrugen innerhalb der Transplantierten mit spéaterer
GvHD-Entwicklung bei Take 3,45/uL (s:0,86; n:20), bei Absetzen von CsA 11,97/uL
(s:2,85; n:6) und bei Zusammenfassung aller Werte nach Reduktion von CsA 10,84/uL
(s:2,25; n:30). Ohne Auftreten einer GvHD waren die entsprechenden Zahlen hingegen mit
7,73/uL (s:1,94; n:11), 20,72/uL (s:5,82; n:3) bzw. mit 21,67/uL (s:3,72; n:10) (p:0,003 —
0,027) signifikant groRer.

Normalpersonen zeigten stets tendenziell hohere relative Mittelwerte im Vergleich zu den
Patienten. Die Unterschiede vier und zwo6lf Wochen nach Absetzen von CsA waren
allerdings nicht statistisch signifikant. Das Signifikanzniveau p lag bei den Gbrigen
Zeitpunkten zwischen 0,000 und 0,017. Mit Ausnahme der Blutabnahmen zwolf Wochen
nach Ende der CsA-Prophylaxe waren auch die absoluten Zahlen deutlich erhéht (p:0,000
— 0,017). Der Anteil der aktivierten Zellen an den CD8-positiven Lymphozyten war bei
Gesunden ebenfalls eher groRer. Abgesehen von den Werten kurz nach Transplantation
und vier Wochen nach Absetzen von CsA erfillten die Unterschiede jeweils die
Signifikanzkriterien (siehe Abbildung 27).

Anteil der CD25+T-Lymphozyten an T-Killerzellen

CD25+T-Lymphozyten/% won T-Killerzellen
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Mediane: 2,13 1,37 1,80 1,76 7,61

Abb. 27: Mittelwerte/Verteilung nach Red., Absetzen von CsA, 8 und 12Wo nach CsA-Ende
p(CsA unter 100 vs. Kont.):0,002, p(CsA ab vs. Kont.):0,001, p(CsAab+8Wo vs. Kont.):0,005, p(CsA ab+12Wo vs. Kont.):0,017.
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3.10.2. Vergleich von GvHD-Patienten mit Transplantierten ohne Manifestation bei

Blutentnahme und Normalpersonen

CD8/CD25 n M Med. | s M Med. | s M Med. S
rel.: | rel.: | rel.: | abs abs.: abs.: | Ant.: Ant.: Ant.:
frithe GVHD vor IS: 18 1,04 050 0,52 473 954 11,19 426 3,60
frithe GVHD d+4: 19 1,40/ 049 | 055 423 | 324 | 1442 823 3,26
frithe GVHD 1S<20: 18 0,96 063 026 552 10,75 844 552 2,34
spéte GVHD vor IS: 3 | 054 039 018 14,67 294 | 269 358 | 299 1,80
spéte GVHD d+4: 6 047 027 025 1,65 2092 4,18 @ 3,12 1,87
spéte GVHD 1S<20 9 |00 040 045 1814 575 | 829 |938 | 279 5,10
Zusammentf. vor IS: 21 10,10\ 3,21 3,14
Zusammenf. d+4: 25 11,96 | 4,48 2,65
Zusammenf. 1S<20 | 27 876 519 2,25
non gvhd friih: 51051 046 006 767 499 | 106 | 804 | 410 1,31
non gvhd spit: 27 | 1,32 | 061 048 1498 1343 | 280 | 475 | 1,79 1,46
non gvhd Zus.: 70 7,40 3,48 1,09
Kontrollen: 22 | 2,19 | 1,13 0,64 26,17 | 17,11 10,56 7,61 1,92

Tab. 29: CD8/CD25-Werte von GvHD-Proben.

Das Vorliegen einer GVHD schien die Population der aktivierten T-Killer-Zellen nicht zu
beeinflussen.

Jedoch ergab sich beim Vergleich der GvHD-Patienten mit den Normalpersonen stets ein
signifikanter Unterschied sowohl der relativen (p:0,001 — 0,024) als auch der absoluten
(p:0,000 — 0,010) Zahlen. Der Prozentsatz CD25-positiver Zellen innerhalb der CD8-
Lymphozyten zeigte nur gegeniiber den Patienten, die eine spate GvHD erlitten, am vierten
Tag der Steroidtherapie sowie bei Zusammenfassung der friihen und spéaten
Manifestationen vor Behandlungsbeginn relevante Abweichungen (p:0,023 — 0,041) mit

hoheren Anteilen im Kontrollkollektiv.

3.11. CD8/B-/CD45RA-positive T-Lymphozyten

Zur exakten Eingrenzung der Population der CD8/B;/CD45RA-positiven Lymphozyten
wurden auch hier zundchst alle Leukozyten mit hoher B;-Integrin- und CD45RA-
Expression bestimmt. Die Cut-offs fir die entsprechende Population innerhalb der

zytotoxischen T-Zellen hatten ein dhnliches Niveau.
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3.11.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen

CD8/beta7/CD45RA

Take ges.:
Take gvhd:
Take non gvhd:

Take gvhd int./liv.:
Take other gvhd:
CsA<100 ges.:
CsA<100 gvhd:
CsA<100 non gvhd:
CsA<100 gvhd int./liv.:

CsA<100 other gvhd:
CsA Ende ges.:

CsA Ende gvhd:

CsA Ende non gvhd:
CsA Ende gvhd int./liv.:
CsA Ende other gvhd:
+4Wo ges.:

+4Wo gvhd:

+4Wo non gvhd:
+4Wo gvhd int./liv.:
+4Wo other gvhd:
+8Wo ges.:

+8Wo gvhd:

+8Wo non gvhd:
+8Wo gvhd int./liv.:
+8Wo other gvhd:
+12Wo ges.:

+12Wo gvhd:

+12Wo non gvhd:
+12Wo gvhd int./liv.:
+12Wo other gvhd:
Zusammenf. ges.:
Zusammenf. gvhd:

Zusammenf. non gvhd:

Zusammenf. gvhd int./liv.:

Zusammenf. other gvhd:

Kontrollen:

Tab. 30: CD8/beta7/CD45RA-Werte nach Transplantation.

n:
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Signifikante Abweichungen zwischen Personen mit und ohne Auftreten einer GvHD in der
Zeit nach Stammzellgabe hinsichtlich der Anteile an den T-Killerzellen und den relativen
Zahlen waren nicht zu verzeichnen. Jedoch schienen die Absolutwerte zu jedem Zeitpunkt
nach Transplantation bei Patienten mit GvHD-Entwicklung im Verlauf niedriger zu sein.
Nach Zusammenfassung aller absoluten Zahlen nach Abfall des CsA-Spiegels unter 100
ng/mL erreichten die Unterschiede ein Signifikanzniveau von p:0,015. Hierbei ergaben
sich Zahlen von 126,15/uL (s:17,55; n:10) ohne Manifestation bzw. 81,34/uL (s:21,11;
n:30) mit Entwicklung einer Reaktion.

Bei Erreichen eines Leukozytenwertes tber 1000/puL waren die mittleren relativen Werte
der Empfanger mit Darmbefall im spéteren Verlauf (M:7,02%; s:3,96; n:5) gegeniiber
entsprechenden Zahlen von GvHD-Patienten mit anderen Manifestationsorten (M:0,57%;
s:0,21; n:15) signifikant hoher (p:0,021) (siehe Abbildung 28). Auch gegenuiber Trans-
plantierten ohne GvHD waren die Werte im Falle einer intestinalen Manifestation
tendenziell groRer, wenngleich keine Signifikanz bestand.

Antel beta7/CDASRAT-Lymphozyten an T-Kilerzeln

CD8/beta7/CD45RA+T-Lymphozyten/% von PBMNC
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Abb. 28: Mittelwerte/Verteilung bei Take
p(intestinal gvhd vs. other gvhd):0,021.

Die Gruppe der Normalpersonen wies zu allen Zeitpunkten deutlich gréRere Relativ- und
Absolutwerte auf (Relativwerte: p:0,000 — 0,051, Absolutwerte: p:0,000 — 0,035). Aufféllig
war, dass die Anteile der CD8/B;/CD45RA-positiven Zellen in der Kontrollgruppe im
Vergleich zu den Transplantierten ebenfalls stets hoher lagen (siehe Abbildung 29 und 30).
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Anteil beta7/CD45RA+T-Lymphozyten an T-Killerzellen

beta7/CD45RA+T-Lymphozyten/% von T-Killerzellen
100
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Mediane: 15,10 15,00 8,13 44,40

Abb. 29: Mittelwerte/Verteilung bei Take, Red. und CsA-Ende

p(Take vs. Kont.):0,00, p(CsA unter 100 vs. Kont.):0,004, p(CsA ab vs. Kont.):0,00.

Anteil beta7/CD45RA+T-Lymphozyten an T-Killerzellen

beta7/CDA5RA+T-Lymphozyten/% von T-Killerzellen
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Abb. 30: Mittelwerte/Verteilung 4, 8 u. 12Wo nach CsA-Ende
p(CsA ab +4Wo vs. Kont.):0,001, p(CsA ab +8Wo vs. Kont.):0,00,

p(CsA ab +12Wo vs. Kont.):0,002.

3.11.2. Einteilung der GvHD-Patienten nach Manifestationsorgan und Vergleich mit

mit Transplantierten ohne Reaktion sowie mit Normalpersonen

CD8/beta7 /CD45RA n: M
rel.:
frithe GvHD vor IS: 21 2,91
frithe GvHD int./liv. vor IS: 3 6,49
frithe GvHD other vor IS. 18 | 2,31
frithe GvHD d+4: 20 | 2,61
frithe GvHD int./liv. d+4: 2 0,98
frithe GvHD other d+4: 18 | 2,79
frithe GvHD IS<20: 18 @ 3,24
frithe GvHD int./liv. 1S<20: 1 0,98
frithe GVHD other IS<20: 17 | 3,06
spate GvHD vor IS: 3 1,62
spdte GvHD int./liv. vor IS: 2 0,95
spéte GVvHD othervorIS: | 1 | 296
spite GVHD d+4: 7 s
spate GvHD int./liv. d+4: 4 087
spite GvHD other d+4: 3 2.40
spate GvHD IS<20 9 3,59
spate GvHD int./liv. IS<20: 5 1,11
spate GvHD other 1S<20: 4 | 6,69
Zusammentf. vor IS: 24
Zusammentf. int./liv. vor IS: 4

Zusammenf. other vor IS: | 20

Med.

rel.:
1,46

4,29
1,46
1,25
0,98
1,25
2,62
0,98
2,57
1,48
0,95
2,96
0,74
0,87
0,56

1,48
0,98
4,11

rel.:
0,83

4,49
0,64
0,75
0,94
0,82
0,62

0,63
0,74
0,53

0,81
0,31
1,94

1,90
0,53
3,93

M Med. S M Med.

abs.: abs.: abs.: | Ant.: Ant.:
47,95 7,76 16,90 22,55\ 20,60

114,44 4698 91,40 24,50 2540
3687 682 13,37 2223 16,65
37,18 | 9,22 14,01 | 22,27 | 16,35
5,14 514 | 420 | 2335 2335
40,74 922 | 1537 | 22,15 | 16,35
3543 3229 20,19 20,55
31,21 3121/ 567 567
83,12 2878 3340 1859 20,20
1642 | 496 | 7,30 | 724
9,76 976 | 666 | 734 | 734
1922 | 1922 |/ 724 | 7,24

Tzoo7] 729 997 9,73 886

5,40 18,03 891 9,28
21,89 6,66 | 10,83 @ 8,86

65,70 | 31,21 | 28,06 (14,68 585
16,63 | 1291 | 7,63 | 991 | 567
127,03 | 127,05 48,68 20,64 | 10,08
20,65 14,05
1569 13,44
21,64 16,65
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3,40

5,01
3,92
3,68
7,55
4,01
3,08

2,80
2,40
4,17

1,72
2,29
3,04

5,76
4,14
12,22
3,16
6,22
3,60



3 Ergebnisse

CD8/beta7 /CD45RA n | M Med. | s M Med. s M Med. s
rel.: rel.: | rel.: abs.: abs.: abs.: | Ant: | Ant: | Ant:
Zusammenf. d+4: 27 19,02| 1580 2,94
Zusammenf. int./liv.d+4: | 6 13,72 12,35 3,89
Zusammentf. other d+4: 21 20,53 16,20 | 3,59
Zusammenf. 1S<20 27 18,35 18,30 | 2,80
Zusammenf. int./liv. IS<20: 6 16,16 | 12,64 | 7,10
Zusammenf. other IS<20: | 21 18,98 | 18,30 | 3,06
non gvhd friih: 51 3,11 1,18 066 @ 5810 21,63 13,45 1890 13,60 2,68
non gvhd spit: 27 2,79 2383 [g4,88] 4693 21,64 | 11,53 10,20 1,67
non gvhd Zus.: 70 17,22 12,45 2,05
Kontrollen: 22 | 825 | 765 076 160,61 20,28 146,56 44,40 3,08

Tab. 31: CD8/beta7/CD45RA-Werte von GvHD-Proben.

Die Patienten, die bei Blutentnahme bereits an einer GvHD litten, hatten vier Tage nach
erster Steroidgabe bei spatem Auftreten einen mittleren relativen Wert von 1,52% (s:0,81;
n:7). Das entsprechende Mittel innerhalb der Patienten ohne GvHD-Manifestation lag mit
27,69% (s:23,83; n:27) signifikant hoher (p:0,031). Die absoluten Zahlen zeigten mit
20,97/uL (s:9,97; n:7) und 84,88/uL (s:21,64; n:27) ein ahnliches Verhalten (p:0,028).
Patienten mit einer Darm-GvHD hatten im Vergleich zu solchen mit anderen
Manifestationsorten im Falle eines frilhen Auftretens vor Therapiebeginn erhohte Relativ-
und Absolutwerte sowie groRere Anteile von CD8/B;/CD45RA-positiven Zellen. Vor
allem bei spater Manifestation nach Reduktion der Steroidtherapie schien sich das
Verhéltnis eher umzukehren. Signifikanz bestand jedoch nicht.

Innerhalb der Normalpersonen waren zu allen Zeitpunkten héhere Werte gegeniiber den
GvHD-Patienten zu verzeichnen. Auffallig waren auch hier die stets groReren Anteile der
Zellen an der Gesamtheit der T-Killerzellen (p:0,000 — 0,006).
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3.12. CK18F-Werte im Serum
CK18F entsteht durch Kaspasen-induzierte Spaltung von Zytokeratin18 im Rahmen von

Apoptoseprozessen. Wie bereits unter 2.5 beschrieben, erfolgte die Quantifizierung der

Konzentration im Serum durch Detektion der neu entstandenen Epitope.

3.12.1. Betrachtung der Patienten nach Transplantation und Vergleich mit gesunden

Kontrollen

CK18F n: | M: Med.: s:
Take ges.: 28 128,43 23,39
Take gvhd: 18 136,16 | 117,68 31,97
Take non gvhd: 10 156,55 @ 132,15 | 33,06
Take gvhd int./liv. 5 | 149,60 @ 10590 | 75,29
Take other gvhd 13 | 130,99 @ 129,45 35,64
CsA<100 ges.: 10 | 105,78 | 71,34 37,31
CsA<100 gvhd: 9 | 117,53 | 93,35 39,59
CsA<100 non gvhd: 1 0,00 0,00 /
CsA<100 gvhd int./liv.: 3 | 8491 93,35 33,70
CsA<100 other gvhd: 6 133,84 | 113,77 58,09
CsA Ende ges.: 7 82,38 40,75 29,95
CsA Ende gvhd: 5 82,51 77,88 36,57
CsA Ende non gvhd: 2 101,38 @ 101,38 60,63
CsA Ende gvhd int./liv.: 0o |/ / /
CsA Ende other gvhd: 5 82,51 77,88 36,57
+4Wo ges.: 6 10,05 9,16 1,65
+4Wo gvhd: 4 | 29,93 0,00 18,12
+4Wo non gvhd: 2 | 80,25 80,25 55,76
+4Wo gvhd int./liv.: 2 | 5985 59,85 /
+4Wo other gvhd: 2 0,00 0,00 /
+8Wo ges.: 7 76,04 75,88 20,77
+8Wo gvhd: 5 | 64,77 75,88 24,35
+8Wo non gvhd: 2 104,23 | 104,23 | 44,88
+8Wo gvhd int./liv.: 1 16,82 16,82 /
+8Wo other gvhd: 4 76,76 92,54 27,37
+12Wo ges.: 7 206,29 | 192,80 41,66
+12Wo gvhd: 5 | 212,34 | 192,80 57,31
+12Wo non gvhd: 2 191,15 | 191,15 57,25
+12Wo gvhd int./liv.: 0 |/ / /
+12Wo other gvhd: 5 212,34 | 192,80 57,31
Zusammentf. ges. 38 111,06 @ 111,95 16,96
Zusammenf. gvhd: 29 | 112,63 @ 109,20 20,85
Zusammenf. non gvhd: 9 105,99 @ 133,90 26,68

Zusammenf. gvhd int./liv.: | 6 65,20 58,06 24,18
Zusammenf. other gvhd: 23 | 125,01 114,70 25,08
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CK18F n: | M: Med.: s:
Kontrollen: 22 169,09 57,80 11,07

Tab. 32: CK18F-Werte nach Transplantation.

Bei der Analyse der Werte von Patienten, die im weiteren Verlauf an einer GvHD
erkrankten, und der CK18F-Spiegel der tbrigen Empfénger ergaben sich zu keinem der
Zeitpunkte deutliche Tendenzen oder gar statistisch signifikante Unterschiede.

Auch die Proben von Personen mit spaterem Darm- oder Leberbefall zeigten keine
relevanten Abweichungen gegentber Seren von Transplantierten, die in Folge eine andere

GvHD-Manifestation entwickelten.

CK18F-Spiegel

CK18F/U pro mL Serum

500 .
o L ]
400
L]
300 o
L] L]
200 . —@ 206,29
i !
143,44
100 H s
—8— 69,00
o i |

T T T
Take CsA ab+12Wo Kontrollen
Mediane: 128,43 192,80 57,80

Abb. 31: Mittelwerte/Verteilung bei Take u. 12Wo nach CsA-Ende
p(Take vs. Kont.):0,015, p(CsA ab+12Wo vs. Kont.):0,001.

Jedoch lagen die CK18F-Werte der Normalpersonen stets unterhalb entsprechender
Patientenspiegel. Bei Take und zwolf Wochen nach Absetzen der CsA-Prophylaxe bestand
hinsichtlich der Unterschiede Signifikanz (siehe Abbildung 31).
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3.12.2. Einteilung der GvHD-Patienten nach Manifestationsorgan und Vergleich mit

Transplantierten ohne Reaktion sowie mit Normalpersonen

CK18F n: | M: Med.: s:
frithe GvHD vor IS: 33 265,01 151,10 104,70
frithe GvHD int./liv. vor IS: 10  [564,12 148,75 @ 334,31
frithe GvHD other vor IS: 23 13496 151,90 | 21,51
frithe GvHD d+4: 25 140,80 | 180,56
frithe GvHD int./liv. d+4 8 789,74 | 146,40 | 549,78
frithe GvHD other d+4: 17 | 185,97 140,80 | 48,93
frithe GvHD 1S<20: 33 174,78 73,66 43,90
frithe GvHD int./liv. IS<20: 7 196,51 124,10 @ 73,60
frithe GVHD other IS<20: 26 | 16893 72,34 52,67

spate GvHD vor IS: 155,10 140,71 | 71,78
spédte GvHD int./liv. vor IS: 155,10 140,71 | 71,78

4
4
spdte GvHD other 1S<20; 0 / / /
7
5
2

spate GvHD d+4: 463,74 116,60 | 263,82
spate GvHD int./liv. d+4: 649,24 186,60 | 340,66
spate GvHD other d+4: 0,00 0,00 19,45
spate GvHD IS<20: 13 | 188,87 91,50 122,73
spate GvHD int./liv. IS<20: 8 | 252,07 79,85 166,46
spate GvHD other 1S<20: 5 87,74 91,50 38,06
Zusammentf. vor IS: 37 151,10 93,65
Zusammentf. int./liv. vor IS: | 15 151,10 @ 224,75
Zusammenf. other vor IS: 22 | 125,25 148,50 20,09
Zusammenf. d+4: 32 | 397,68 140,10 | 150,68
Zusammenf. int./liv. d+4: 13 | 735,70 153,40 | 351,81
Zusammentf. other d+4: 19 | 166,40 121,90 | 45,66
Zusammenf. I1S<20: 39 178,55 78,68 48,35
Zusammenf. int./liv. IS<20: 15 226,14 94,59 92,34
Zusammenf. other 1S<20: 24 | 148,80 76,17 54,16
non gvhd friih: 46 119,70 | 17,35
non gvhd spit: 28 117,20 | 19,21
non gvhd Zus.: 66 117,20 | 13,95
Kontrollen: 22 | 169,09 57,80 11,07

Tab. 33: CK18F-Werte von GvHD-Proben.
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Patienten, bei denen zum Abnahmezeitpunkt bereits eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion
vorlag, schienen stets hohere Mittelwerte gegeniiber den Empfangern ohne GvHD
aufzuweisen. Vor allem am vierten Tag nach Therapiebeginn ergaben sich unterschiedliche
CK18F-Spiegel (siehe Abbildung 32, 33, 34).

Ein &hnliches Verhalten war zu den gleichen Zeitpunkten innerhalb des GvHD-Kollektivs
erkennbar. Wahrend Patienten ohne Befall des Intestinaltraktes oder der Leber am vierten
Tag der Therapie mittlere Spiegel von 185,97 U/mL (s:48,93; n:17) bei fruher, 0,0 U/mL
(5:19,45; n:2) bei spater und 166,40 U/mL (s:45,66; n:19) bei Zusammenfassung der
frihen und spaten Form besaRen, lagen entsprechende Werte bei Darm- oder Leber-
GvHD-Proben mit 789,74 U/mL (s:549,78; n:8), 649,24 U/ml (s:340,66; n:5) und
735,70 U/mL (s:351,81; n:13) hoher. In Bezug auf die Mediane waren die Abweichungen
zwischen den einzelnen Kollektiven allerdings deutlich geringer, was auf eine groRe
Streuungsbreite innerhalb der Darm- und Leber-GvHD-Patienten hinweist. Nur bei friher
graft-versus-host-disease bestand Signifikanz.

X |
CK18F-Spiegel CK18F-Spiegel CK18F-Spiegel

CK18F/U pro mL Serum CKI8FIU pro mL. Seun CK18F/U pro mL Serum

1800 1800 1800

1600 ¢ 1600 . 1600
400 1400 400
1200 1200 1200
1000 1000 1000
80 80 80

37918
600 600 60

. — w3
40 130,00 400 ¢ 400 — 768

1 — 6909 3 ]

200 . " 200 [ 200 [

0 : I I 0 : + uzs ~|» 69,09 . : 1’ 12480 { 5009

ghd non gihd Kontrollen gw"bd non ;wn Kam;m\en owd non ghd Kontrollen
Mediane: 14080 11970 57,80 Mediane: 116,60 1720 5780 Mediane: 14010 17,20 57,80

Abb. 32: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb. 33: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid- Abb. 34: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroid-
beginn bei friiher GYHD beginn bei spater GVHD beginn bei frither u. spater G\_/HD o
p(gvhd vs. non gvhd):0,047 p(gvhd vs. non gvhd):0,95 (nicht signifikant). p(avhd vs. non avhd):0.28 (nicht sianifikant).

Fassten wir jedoch alle Patienten mit hepatischem und intestinalem Befall, wobei ein
Organ mindestens den Auspragungsgrad 3 besal3, und alle Patienten mit einer Darm-GvHD
Grad 4 zusammen, ergaben sich signifikante Abweichungen gegenuber der Gruppe mit
leichterer intestinaler graft-versus-host disease oder anderen Organbeteiligungen am
vierten Tag der Steroidtherapie bei Zusammenfassung der frihen und spéten
Manifestationsform. Das erste Kollektiv besal3 hierbei mit 1503,02 U/ml (Median: 1062,25
U/mL; s:651,06; n:6) einen deutlich hoheren Mittelwert als Personen mit anderen GvHD-
Manifestationen, die eine durchschnittliche Konzentration von 142,60 U/mL (Median:
97,43 U/mL; s: 34,75; n:26) (p:0,001) prasentierten. Ahnlich verhielt sich die Gruppe mit
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einer schweren Spender-gegen-Wirts-Reaktion gegenuiber symptomlosen Transplantierten

(p:0,00) (siehe Abbildung 35).

CK18F-Spiegel

CK18F/U pro mL Serum
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.
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sev. intestine/liver  other gvhd non gvhd Kontrollen
Mediane: 1062,25 97,43 117,20 57,80

Abb. 35: Mittelwerte/Verteilung Tag4 nach Steroidbeginn bei friiher u. spater GvHD
p(sev. intestine/liver vs. other gvhd):0,001, p(sev. intestine/liver vs. non gvhd):0,00.

Signifikanz bot auch der Vergleich der Kontrollwerte mit den Serumspiegeln aller GvHD-

Patienten vor Beginn einer Steroidtherapie. Ahnlich verhielt es sich bei den Unterschieden

zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten, die an einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion des Darmes oder Leber litten (siehe Abbildung 36 und 37).
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Abb. 36: Mittelwerte/Verteilung vor Steroidbeginn bei friiher u. spater GvHD
p(gvhd int./liv. vs. Kont.):0,003, p(gvhd vs. Kont.):0,005.
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Abb. 37: Mittelwerte/Verteilung vor Steroidbeginn bei friher GvHD
p(gvhd int./liv. vs. Kont.):0,004, p(gvhd vs. Kont.):0,005.
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3.13. Unterschiede innerhalb der GvHD-Gruppe am vierten Tag der Steroidtherapie

in Abhangigkeit vom Therapieansprechen

Die Analyse der einzelnen Zellpopulationen vier Tage nach Beginn einer
Steroidmedikation sollte klaren, inwieweit frihzeitig der Erfolg einer GvHD-Therapie
abgeschatzt werden kann. Als Endpunkte fir ein fehlendes Ansprechen auf die
Prednisongabe diente der GvHD-assoziierte Tod. Um genlgend grof’e Gruppen zu
erhalten, wurden friihe und spate Form zusammengefasst.

Wenngleich keine Signifikanz vorlag, besallen GvHD-Patienten, die an den Folgen der
Spender-gegen-Wirts-Reaktion verstarben, am vierten Tag der Steroidtherapie tendenziell
hohere Anteile FoxP3- bzw. FoxP3/CD25-positiver T-Helferzellen.

Die CK18F-Spiegel waren innerhalb der Gruppe der Transplantierten mit graft-versus-host
disease stark erhoht, wenn es im Verlauf zu einem GvHD-assoziiertem Tod kam. Hierbei
bestand Signifikanz (p: 0,047) (siehe Tabelle 34).

GvHD-ass. M Med. S M Med. S M M
Mortalitat rel.: rel.: rel.: | abs.: abs.: abs.: Ant.: ed
Leukos ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 4953,50 @ 4365 712,40

Leukos mit GvHD-ass. Tod (n:9) 8138.89 11100 1906

PBMNC ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 1134,30 | 786,50 222,52

PBMNC mit GvHD-ass. Tod (n:9) 2207.40 646.28 93719

CD4 ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 11,89 7,79 2,18 17489 73,79 60,16

(D4 mit GvHD-ass. Tod (n:9) 12,13 848 514 48038 24,17 380,69

CD4/CD95 ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 1,88 | 1,41 | 038 | 1932 | 1429 | 450 18,76 | 11,70
(D4/CD95 mit GVHD-ass. Tod (n:9) 1,50 | 1,04 | 041 | 2988 | 1452 | 1683 | 2613 | 12,20
CD4/CD25low ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 725 327 276 8325 1989 4069 40,11 37,80
CD4/€D25low mit GvHD-ass. Tod (n:9) 410 211 144 15265 830 106,03 | 40,00 38,00
CD4/CD25int. ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 6,26 | 335 | 144 | 7693 | 47,02 | 2616 | 51,41 | 53,20
CD4/CD25int. mit GvHD-ass. Tod (n:9) 692 | 3,46 | 327 27483 | 1513 | 22939 | 49,92 | 50,50
CD4/CD25high ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 093 067 018 1141 7,05 3,33 858 824
CD4/CD25high mit GvHD-ass. Tod (n:9) 116 0.39 0.66 5756 290 5216 999 1150
CD4/CCR10 ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 0,59 0,43 0,12 | 8,21 4,90 2,46 4,13 4,00
CD4/CCR10 mit GvHD-ass. Tod (n:9) 082 | 018 048 3914 | 123 3564 | 673 | 7,10
CD4/FoxP3/CD25 ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 0,12 0,06 0,03 4,73 2,03 1,84 4,46 4,12
CD4/FoxP3/CD25 mit GvHD-ass. Tod (n:9) 0.30 0.04 025 33.77 382 3051 727 729
CD4/FoxP3 ohne GvHD-ass. Tod (n:20) 018 | 013 | 0,04 7,76 5,97 2,07 925 | 9,01
CD4/FoxP3 mit GvHD-ass. Tod (n:9) 050 | 0,13 | 036 49,70 | 224 4475 | 1147 | 101
CD8 ohne GvHD-ass. Tod (n:19) 13,71 943 2,88 23041 52,63 23041

(D8 mit GVHD-ass. Tod (n:9) 977 | 805 247 26332 50,70 26332

CD8/CD25 ohne GvHD-ass. Tod (n:17) 1,18 0,46 0,60 | 8,78 4,01 3,39 10,92 | 4,48
CD8/CD25 mit GVHD-ass. Tod (n:9) 113 | 045 | 038 21,89 | 542 13,56 | 13,58 | 8,23
CD8/beta7/CD45RA ohne GvHD-ass. Tod (n:19) | 2,60 = 1,12 | 0,80 41,15 7,29 1560 19,50 16,00
CD8/beta7 /CD45RA mit GvHD-ass. Tod (n:9) 130 1.30 032 | 2325 705 10,84 17.58 13.90
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GvHD-ass. M Med. S M Med. s M Med S
Mortalitat rel.: rel.: rel: | abs.: abs.: abs.: Ant: | Ant Ant.:
CK18F ohne GvHD-ass. Tod (n:23) 182,29 126,80 46.06

CK18F mit GvHD-ass. Tod (n:6)
538,70 | 260,80

703,63

Tab. 34: Zellpopulationen und CK18F-Spiegel bei GvHD-Patienten mit und ohne GvHD-assoziiertem Tod

In einigen Fallen ging die akute GvHD in die chronische Form tber oder es kam nach
Abklingen der akuten Spender-gegen-Wirts-Reaktion zu einer chronischen graft-versus-
host disease. Zur Klarung der Frage, inwieweit die spéatere Entwicklung einer chronischen
Spender-gegen-Wirts-Reaktion friihzeitig erkannt werden kann, wurden GvHD-Patienten
am vierten Tag nach Beginn der Steroidbeginn eingeteilt in solche, bei denen die akute in
die chronische Form uberging bzw. nach Abheilung der akuten Spender-gegen-Wirts-
Reaktion eine chronische auftrat und solche, bei denen es im weiteren Verlauf nicht zu
einer chronischen GvHD kam. Der Anteil CD95-positiver T-Helferzellen war bei spaterer
Entwicklung einer chronischen Spender-gegen-Wirts-Reaktion mit 35,83% (s: 9,65; n:7)
signifikant hoher als bei GvHD-Patienten ohne chronische Form im weiteren Verlauf (M:
16,35%; s:3,37; n: 22) (p: 0,021).

3.14. Unterschiede innerhalb der GvHD-Gruppe nach Reduktion der

Immunsuppression zwischen Patienten mit und ohne Auftreten eines zweiten Schubes

Ziel der vorliegenden Arbeit war unter anderem auch, herauszufinden, ob sich bei
Patienten mit einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion wéhrend des Ausschleichens der
Steroide bestimmte Zellpopulationen anders verhalten, wenn es in Folge zu einem weiteren
Schub kommt. Deshalb wurde innerhalb der GvHD-Gruppe zum Zeitpunkt der Reduktion
der Prednisolondosis unter 20 mg am Tag unterschieden zwischen Personen mit einer
einmaligen Manifestation und solchen mit rezidivierenden Symptomen. Hierbei waren
keine signifikanten Abweichungen zu verzeichnen. Die einzelnen Mittelwerte und

Mediane sind in Graph 38 wiedergegeben.
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Abb. 38.1: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher u. spater GvHD

(1)GvHD-Patienten mit 2. Schub
(2)GvHD-Patienten ohne 2. Schub.

Zellpopulationen nach Steroidreduktion

Anteil/% von T-Helferzellen

100
L] L]
80
« 8 s
] . .
60 1 s ° $ .
L]
[ —53. .30 .
8 - 46,24
40 . e P10 '
. . .
L]
—2371 ] ] .
20 1 4.718'61 . L] :
l M . 0961 8 1076
(] L] !
i . 1]
0 . .
<D95(1) 95(2) 25low(l) L(2) 25int(l) i(2) 25high(l) h.(2)
Mediane: 1460 160 5820 4265 27,90 4260 824 744

Abb. 38.3: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher u. spater GYHD

(1)GvHD-Patienten mit 2. Schub
(2)GvHD-Patienten ohne 2. Schub.
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Abb. 38.5: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher u. spater GvHD

(1)GvHD-Patienten mit 2. Schub
(2)GvHD-Patienten ohne 2. Schub.
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Abb. 38.2: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher u. spater GvHD

(1)GvHD-Patienten mit 2. Schub
(2)GvHD-Patienten ohne 2. Schub.
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Abb. 38.4: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher u.spater GYHD

(1)GvHD-Patienten mit 2. Schub
(2)GvHD-Patienten ohne 2. Schub.
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Abb. 38.6: Mittelwerte/Verteilung nach Red. der Steroide bei friiher u. spater GvHD

(1)GvHD-Patienten mit 2. Schub
(2)GvHD-Patienten ohne 2. Schub.
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3.15. Unterschiede zwischen Patienten mit erstmaliger GvHD-Manifestation und

Patienten mit zweitem GvHD-Schub

Wenngleich keine Signifikanz bestand, waren die Anteile CCR10-positiver Zellen an den
CD4-Lymphozyten innerhalb der Patienten, die bereits an einem zweiten GvHD-Schub
litten, sowohl vor, vier Tage nach erster Steroidgabe und nach Reduktion der Steroiddosis
tendenziell hoher im Vergleich zu Transplantierten, bei denen die erste Manifestation einer
Spender-gegen-Wirts-Reaktion vorlag. Patienten mit wiederholter Symptomatik besal3en
zu den jeweiligen Zeitpunkten Mittelwerte von 7,38% (s:5,94; n:7), 6,45% (s:4,60; n:4)
und 13,64% (s:194,84; n:7). Bei Transplantierten mit erstem GvHD-Schub lagen die
Anteile mit 3,92% (s:3,41; n:25), 4,47% (s:3,92; n:26) und 11,5% (s:11,73; n:27) niedriger.

3.16. Vergleich von Absolutwerten unter Verwendung laborchemisch und mikro-

skopisch ermittelter Leukozytenzahlen

Die vorangehenden Ausfuihrungen zu absoluten Werten bezogen sich stets auf diejenigen
Zahlen, die unter Verwendung der im Labor ermittelten Leukozytenwerte entstanden.
Zusétzlich wurden die weilien Blutkoérperchen jedoch auch unter dem Mikroskop in der
Zahlkammer bestimmt und flr die Ermittlung der Absolutwerte herangezogen. Die
Ergebnisse waren stets vergleichbar und zeigten keine statistisch relevanten Unterschiede.
Dennoch war in einigen Féllen hinsichtlich der absoluten Zahlen nur Signifikanz gegeben,
wenn sie aus den laborchemischen Leukozytenwerten berechnet wurden.

So war die Zahl der T-Helferzellen bei Tranplantierten mit einer GvHD-Entwicklung im
spateren Verlauf nur unter Bericksichtigung der Absolutwerte, die aus den maschinellen
Leukozytenzahlen errechnet wurden, deutlich erniedrigt gegentber Patienten, die in Folge
keine Symptome zeigten.

CD8-positive T-Lymphozyten zeigten am vierten Tag nach Steroidbeginn bei spater GvHD
nur dann signifikant geringere Werte, wenn die Berechnung aus den laborchemischen
Leukozytenzahlen erfolgte.

Ahnlich verhielt es sich zum gleichen Zeitpunkt fiir die absoluten beta7/CD45RA-

positiven T-Killerzellen.

3.17. Untersuchung des Einflusses einer GvHD-Prophylaxe mit ATG oder MMF auf
unterschiedliche Zellpopulation nach Transplantation

ATG (Antithymozytenglobulin) ist eine Substanz, die sowohl auf T-Lymphozyten, B-

Lymphozyten, Plasmazellen, NK-Zellen, Makrophagen und Granulozyten wirkt. Erstere
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werden durch Binden des Antikorpers an Zielantigenen lysiert, opsoniert oder vermehrt in
Apoptose geschickt. B-Zellen unterliegen ebenfalls nach ATG-Gabe vermehrt dem
programmierten Zelltod. Die ibrigen Populationen werden hauptséchlich durch Hemmung
der Kostimulation und durch Verminderung der Leukozyten-Endothelinteraktion Uber
strukturelle Veranderungen von Antigenen beeinflusst [129].

MMF (Mycophenolatmofetil) inhibiert die Inosinmonophosphatdehydrogenase, ein
Enzym, das fir die de novo Purinbiosynthese der Lymphozyten von Bedeutung ist und
daher auch verstérkt auf diese Zellpopulation wirkt [130].

Die Gabe von ATG schien, einzelne Werte nach Stammzellgabe signifikant zu
beeinflussen. Im Folgenden sind die einzelnen Zellpopulationen von Patienten mit und
ohne ATG-Prophylaxe aufgefuhrt (siehe Tabelle 35). Untersucht wurde hierbei jeweils der
Einfluss der Prophylaxe nach Take, nach Reduktion von CsA und bei Zusammenfassung
aller Zeitpunkte nach Reduktion von CsA. Wertepaare mit signifikanten Unterschieden

sind jeweils mit der gleichen Umrahmung versehen.

Einfluss von ATG Take Take CsA<100 CsA<100 | Zus. Zus.
ohne ATG: | mit ATG: | ohne ATG: @ mitATG: | ohne ATG: mit ATG:

n: 6 25 2 9 7 33

M Leukos: 3360,00 3061,60 3310,00 4958,89 12014,29 3870,30

s Leukos: 1859,87 557,63 2690,00 404,87 8008,29 237,50

n: 6 25 2 9 7 33

M PBMNCs: 1523,83 1289,61 2809,00 2172,78 2548,29 1709,10

s PBMNCs: 423,42 278,16 1079,00 348,25 488,64 193,36

n: 6 23 2 9 7

M CD4rel.: 14,71 3,61 15,81 11,00

s CD4rel.: 2,16 0,85 14,39 3,09

M CD4abs.: 228,01 5320 | 29927 ezl 560,64 161,93

s CD4abs.: 62,95 24,98 574,72 83,30 192,18 28,61

n: 6 19 2 9 7 33

M CD4/CD95 rel.: 3,40 0,98 1,00 2,16 2,29 2,11

s CD4/CD95 rel.: 1,61 0,29 0,71 0,58 0,55 0,36

M CD4/CD95 abs.: 50,18 17,46 35,77 46,01 53,12 35,24

s CD4/CD95 abs.: 23,76 9,70 30,69 11,86 11,76 7,17

M CD4/CD95 Ant.: 18,81 24,88 12,87 26,09 15,33 25,87

S CD4/CD95 Ant.: 6,30 4,24 7,21 5,49 3,45 3,60

n: 6 19 2 9 7 33

M CD4/CD25low rel.: 5,57 3,24 8,10 6,23 6,01

s CD4/CD25low rel.: 1,31 0,54 2,69 3,06 1,66 1,06

M CD4/CD25low abs.: 85,30 36,95 119,78 194,33 193,33 114,05

s CD4/CD25low abs.: 39,00 21,34 110,33 85,29 78,60 27,29
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Einfluss von ATG

M CD4/CD25low Ant.:

s CD4/CD25low Ant.:
n:
M CD4/CD25int. rel.:

s CD4/CD25int. rel.:
M CD4/CD25int. abs.:

s CD4/CD25int. abs.:
M CD4/CD25int. Ant.:

s CD4/CD25int. Ant.:
n:

M CD4/CD25high rel.:
s CD4/CD25high rel.:
M CD4/CD25high abs.:
s CD4/CD25high abs.:

M CD4/CD25high Ant.:
s CD4/CD25high Ant.:

n:

M CD4/FoxP3/CD25 rel.:

s CD4/FoxP3/CD25 rel.:

M CD4/FoxP3/CD25 abs.:

s CD4/FoxP3/CD25 abs.:

M CD4/FoxP3/CD25 Ant.:

s CD4 /FoxP3/CD25 Ant.:
n:
M CD4/FoxP3 rel.:

s CD4/FoxP3 rel.:
M CD4/FoxP3 abs.:

s CD4/FoxP3 abs.:
M CD4/FoxP3 Ant.:
s CD4/FoxP3 Ant.:
n:

M CD4/CCR10 rel.:

s CD4/CCR10 rel.:
M CD4/CCR10 abs.:

s CD4/CCR10 abs.:
M CD4/CCR10 Ant.:

s CD4/CCR10 Ant.:
n:

M CD8 rel.:
s CD8 rel.:

Take
ohne ATG:

40,95

11,84
6

7,88
2,08
d238e,
34,37
51,47
10,48
6

1,29
0,52
19,17,
7,42
7,76
2,08

6

0,37
0,14

Take
mit ATG:

49,18

5,04
19
1,81
0,49
2331,
8,84
42,42
4,38
19

______

6,79
1,09

10,00
3,20

CsA<100
ohne ATG:

29,05

9,45
2
11,52

10,70
439,01

425,04
65,25
8,35

2

1,07
1,00
40,95
39,70

5,98
0,90
2

0,21

0,14
12,49

7.98

5,30
0,38
2
0,15
0,07
8,79
3,77
5,30
0,38
2
1,06
1,01
40,42
39,54
5,19
1,62
2

13,66
1,44

CsA<100
mit ATG:

71,42

7,98

9
2,57
1,34
48,57
18,99

24,12
7,10
9
0,44
0,16
9,23
2,95

4,58
1,04
9

0,08

0,03
3,87

1,28
7,81
1,62
9

0,16
0,03
7,77
1,73
7,81
1,62
9

0,35
0,13
8,08

2,69
3,21

1,00
9

28,21
391

Zus.

ohne ATG:

34,70
4,96

81
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mit ATG:
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Einfluss von ATG Take Take CsA<100 CsA<100 | Zus. Zus.
ohne ATG: | mitATG: @ ohne ATG: | mit ATG: | ohne ATG: mit ATG:
M CD8 abs. 196,74 153,20 368,14 582,24 693,21 582,82
s CD8 abs.: 123,89 65,12 106,87 101,75 232,11 85,31
n: 6 25 2 9 7 33
M CD8/CD25 rel.: 0,52 0,44 0,44 0,48 0,71 1,18
s CD8/CD25 rel.: 0,14 0,10 0,17 0,16 0,18 0,40
M CD8/CD25 abs: 8,19 4,20 14,20 8,31 16,72 13,14
s CD8/CD25 abs.: 2,40 0,98 9,47 2,59 5,15 2,28
M CD8/CD25 Ant.: 9,05 11,84 3,40 2,83 3,42 4,30
s CD8/CD25 Ant.: 3,12 2,23 1,59 1,09 1,01 1,19
n: 6 25 2 9 7 33
M CD8/beta7 /CD45RA rel.: 1,92 1,96 2,32 6,33 21,92 14,87
s CD8/beta7 /CD45RA rel: 0,57 0,90 2,09 2,20 5,50 2,96
M CD8/beta7/CD45RA abs: 38,85 14,64 87,77 118,99 162,85 80,13
s CD8/beta7/CD45RA abs: 18,15 6,50 83,72 32,82 68,22 13,38
M CD8/beta7/CD45RA Ant: | 23,48 18,41 18,83 25,04 21,92 14,87
s CD8/beta7/CD45RA Ant: 5,34 3,78 17,28 9,55 5,50 2,96
n: 5 23 2 8 7 31
M CK18F: 148,86 142,27 110,50 104,59 154,54 109,21
s CK18F: 8,15 28,54 110,50 42,42 32,05 18,72

Tab. 35: Werte der einzelnen Zellopulationen mit und ohne ATG-Prophylaxe.

Das Antithymozytenglobulin schien primar den Anteil der T-Helferzellen an der
Gesamtheit der PBMNCs zu vermindern. Hieraus resultieren schlieRlich auch geringere
absolute CD4-Werte sowie geringere CD4/FoxP3/CD25- und CD4/CCR10-Relativ- und
Absolutwerte bei Take und unter Beriicksichtigung aller Zahlen nach Reduktion von CsA.
Bei Zusammenfassung aller Zahlen nach Sinken des CsA-Spiegels verschob sich zudem
nach ATG-Gabe der Anteil der CD4/CD25int.- und CD4/CD25high-Subsets zugunsten der
CD4/CD25low-Fraktion. Hieraus und aus den erniedrigten CD4-Anteilen nach Einnahme
von ATG ergeben sich die geringeren relativen und absoluten CD4/CD25int.- und
CD4/CD25high-Werte innerhalb der Gruppe mit ATG-Prophylaxe.

Die Zeitpunkte, zu denen ein deutlicher Effekt der ATG-Prophylaxe bestand und, die
zugleich durch das Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion im Verlauf eine
signifikante Beeinflussung erfuhren, wurden weiter untersucht. Ziel war es,
herauszufinden, ob hier auch unter Berlcksichtigung der ATG-Medikation noch statistisch
relevante Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne GvHD-Entwicklung im

weiteren Verlauf zu verzeichnen sind.

82



3 Ergebnisse

Wurden alle Werte nach Sinken des CsA-Spiegels zusammengefasst, blieb der signifikante
Unterschied beim Vergleich der CDA4-Absolutwerte von Patienten mit und ohne
Entwicklung einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion innerhalo des Kaollektivs von
Transplantierten mit ATG-Prophylaxe bestehen (CD4absolut mit GvHD:138,35/pL,
5:36,22, n:24, CD4absolut ohne GvHD: 224,83/uL, s:33,74, n:9) (p:0,02).

Bei gleichem Vorgehen fur die absoluten Werte der CD4/CD25-Subsets bei Take war die
Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne GvHD-Entwicklung weder innerhalb der
Gruppe mit noch innerhalb der Gruppe ohne ATG-Gabe signifikant. Die Tendenz zu
niedrigeren Werte bei Transplantierten, die im Verlauf eine GvHD entwickelten, blieb

jedoch weiterhin sichtbar.

Die Werte mit und ohne MMF-Prophylaxe sind in Tabelle 36 dargestellt.

Einfluss von MMF Take Take CsA<100 CsA<100 Zus. Zus.

ohne MMF: | mit MMF: ohne MMF: | mit MMF: ohne mit
MMF: MMF:

n: 25 6 9 2 22 18

M Leukos: 3024,40 3515,00 5293,33 31595,00 4564,55 6188,89

s Leukos: 641,46 1193,41 357,59 28405,00 255,42 3172,54

n: 25 6 9 2 22 18

M PBMNCs: 1140,69 2144,33 2299,11 2240,50 ||222 1,24" ||14.09,50||

s PBMNCs: 184,94 942,86 295,54 1647,50 272,64 203,83

n: 24 5 9 2 22 18

M CD4 rel.: 5,94 5,76 10,89 16,27 11,17 10,36

s CD4 rel.: 1,35 2,03 3,12 13,94 1,85 1,74

M CD4 abs. 72,24 171,98 253,21 593,90 270,92 183,78

s CD4 abs.: 24,01 105,01 82,88 580,08 66,57 62,90

n: 21 4 9 2 22 18

M CD4/CD95 rel.: 1,53 1,75 2,13 1,16 2,33 1,92

s CD4/CD95 rel.: 0,56 0,54 0,60 0,56 0,40 0,50

M CD4/CD95 abs.: 18,44 61,42 46,18 35,00 46,37 28,59

s CD4/CD95 abs.: 7,90 42,43 11,79 31,45 8,90 8,52

M CD4/CD95 Ant.: 22,84 26,50 25,46 15,68 26,53 20,96

S CD4/CD95 Ant.: 3,40 7,84 5,53 10,02 3,88 4,98
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Einfluss von MMF

n:
M CD4/CD25low rel.:

s CD4/CD25low rel.:
M CD4/CD25low abs.:

s CD4/CD25low abs.:
M CD4/CD25low Ant.:

s CD4/CD25low Ant.:
n:

M CD4/CD25int. rel.:

s CD4/CD25int. rel.:
M CD4/CD25int. abs.:

s CD4/CD25int. abs.:
M CD4/CD25int. Ant.:

s CD4/CD25int. Ant.:
n:

M CD4/CD25high rel.:

s CD4/CD25high rel.:
M CD4/CD25high abs.:

s CD4/CD25high abs.:
M CD4/CD25high Ant.:

s CD4/CD25high Ant.:

n:

M CD4/FoxP3/CD25 rel.:

S CD4/FoxP3/CD25 rel.:

M CD4/FoxP3/CD25 abs.:

s CD4/FoxP3/CD25 abs.:

M CD4/FoxP3/CD25 Ant.:

s CD4/FoxP3/CD25 Ant.:
n:
M CD4/FoxP3 rel.:

s CD4/FoxP3 rel.:
M CD4/FoxP3 abs.:

s CD4/FoxP3 abs.:
M CD4/FoxP3 Ant.:

s CD4/FoxP3 Ant.:
n:

M CD4/CCR10 rel.:

s CD4/CCR10 rel.:
M CD4/CCR10 abs.:

s CD4/CCR10 abs.:
M CD4/CCR10 Ant.:

s CD4/CCR10 Ant.:

Take
ohne MMF:

21
2,76

0,68
31,32

13,08
44,79

5,07
21

3,32

091
43,19

14,71
46,54

4,51
21

0,56
0,18
6,77

2,64
8,74

1,44
21

0,17
0,05
3,05
0,97
6,64
0,99
21

0,28

0,08
4,73

1,27
15,49

3,68
23

0,48
0,20
6,69

2,76
9,08

2,19

Take
mit MMF:

4
3,78

0,85
139,01

91,80
59,88

11,67
4

2,96

1,52
69,75

35,44
34,35

9,91
4

0,47
0,29
7,27

2,20
6,00

2,27
5

0,15
0,06
5,25
2,05

6,49
2,16
5

0,26
0,11
9,70

4,12
12,87

3,89
4

0,28
0,11
5,38

1,46
3,89

1,40

CsA<100
ohne MMF:

9
7,90

3,12
193,87

85,41
64,72

7,92
9

2,65

1,32
50,10

18,55
30,34

7,28
9

0,45
0,16
9,36

2,90
512

0,89
9

0,09
0,03
4,36
1,19

3,87
0,84
9

0,16
0,03
8,00

1,67
7,24

1,62
9

0,36
0,13
8,17

2,66
3,59

0,88

CsA<100

mit MMF:

2
4,11

1,81
121,88

108,22
59,20

39,60
2

11,12

11,10
432,09

431,96
37,27

36,33
2

1,04
1,03
40,35

40,31
3,57

3,30
2
0,15
0,17
10,26
10,21
4,73
4,54
2
0,15

0,06
7,73

4,84
7,84

2,16
2

1,03
1,03
39,99

39,96
3,52

3,30

Zus.
ohne

MMF:

22
6,28

1,42
148,68

38,67
56,70

5,05
22

4,01

1,03
94,08

33,05
35,19

4,09
22

0,94
0,24
20,35

6,02
8,25

1,66
22

0,16
0,05
6,10
1,39

6,09
0,85
22

0,22
0,05
9,03

1,75
9,76

1,15
22

0,76
0,19
15,28

3,97
7,08

1,60

84

Zus.
mit
MMF:
18
5,76
1,09
93,32

27,64
63,24

514
18

391

1,24
80,35

46,51
30,28

4,60
18

0,69
0,14
11,12

4,21
6,48

1,01
17

0,16
0,03
4,76
1,30

6,19
0,78
18

0,21
0,03
6,05

0,95
8,96

1,07
18

0,71
0,16
11,76

4,39
6,52

1,28
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Einfluss von MMF Take Take CsA<100 CsA<100 Zus. Zus.
ohne MMF: | mit MMF: ohne MMF: | mit MMF: ohne mit
MMF: MMF:
n: 25 6 9 2 22 18
M CD8 rel.: 7,07 21,08 25,79 24,56 30,30 33,43
s CD8 rel.: 2,02 10,12 3,99 12,34 2,98 4,55
M CD8 abs.: 83,33 487,88 586,95 346,98 690,38 494,30
s CD8 abs.: 33,32 227,76 99,74 128,04 118,45 101,55
n: 25 6 9 2 22 18
M CD8/CD25rel.: 0,51 0,24 0,50 0,39 1,20 0,96
s CD8/CD25rel.: 0,10 0,07 0,16 0,23 0,57 0,26
M CD8/CD25abs.: 5,23 3,90 8,73 12,31 15,26 11,27
S CD8/CD25abs.: 1,13 1,29 2,48 11,35 3,00 2,32
M CD8/CD25 Ant.: 11,93 8,66 2,98 2,71 4,36 3,89
s CD8/CD25 Ant.: 2,13 4,20 1,06 2,27 1,55 1,17
n: 25 6 9 2 22 18
M CD8/beta7/CD45RA rel.: | 2,17 1,05 6,35 2,24 5,05 39,87
s CD8/beta7 /CD45RA rel.: 0,90 0,38 2,19 2,17 1,11 35,72
M CD8/beta7/CD45RA abs.: | 15,15 36,73 119,39 85,94 118,72 65,12
s CD8/beta7 /CD45RA abs.: | 5,23 25,42 32,64 85,56 27,69 11,62
M CD8/beta7/CD45RA Ant.: | 19,66 18,28 25,19 18,14 17,56 14,33
s CD8/beta7 /CD45RA Ant.: | 3,35 9,62 9,50 17,96 4,40 2,38
n: 22 6 8 2 21 17
M CK18F: 130,63 190,41 101,75 121,89 124,39 109,12
s CK18F: 25,29 58,11 43,29 99,12 21,65 25,85

Tab. 36: Werte der einzelnen Zellopulationen mit und ohne MMF-Prophylaxe.

MMF senkte bei Zusammenfassung aller Werte nach Abfall des CsA-Spiegels die
Gesamtheit der PBMNC:s signifikant.

Da die Anzahl der PBMNCs in alle Absolutwerte eingeht, wurden alle absoluten Zahlen,
die nach Sinken des CsA-Spiegels durch das Auftreten einer GVHD im weiteren Verlauf
eine signifikante Beeinflussung erfuhren, weiter untersucht. Ziel war es herauszufinden, ob
eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion auch unter Berticksichtigung der Gabe von MMF noch
einen statistisch relevanten Einflussfaktor darstellt.

Innerhalb des Kollektivs mit MMF-Prophylaxe blieben die Unterschiede zwischen
Patienten mit und ohne Entwicklung einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion bezliglich der
PBMNCs, der CD4-, der CD4/CD25low- und der CD8-Absolutwerte signifikant.

Innerhalb der Patienten ohne MMF-Gabe hatte das Auftreten einer GvHD weiterhin
signifikanten Einfluss auf die PBMNC-, sowie auf die CD8/CD25-Absolutwerte (siehe
Tabelle 37 und 38).
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3 Ergebnisse

Unterschiede

innerhalb  der

CD8/beta7/CD45RA-Absolutwerte

entbehrten nach

Berlcksichtigung der MMF-Prophylaxe der Signifikanz, wenngleich eine Tendenz hin zu

niedrigeren Werten Dbei

verzeichnen war.

Patienten mit spaterer GvHD-Entwicklung weiterhin zu

mit MMF mit GvHD- ohne GvHD- ohne MMF mit GvHD- | ohne GvHD-
nach Abfall von CsA Entwicklung: Entwicklung: nach Abfall von CsA | Entw.: Entw.:

n: 10 n: 5 n: 20 n: 5
M PBMNCs/pL: 1221,20 1859,80 M PBMNC/pL: 1828,77 3230,40
s PBMNCs/pL: 316,90 222,61 s PBMNC/pL: 248,52 574,05
M CD4abs./pL: 179,23 221,02 CD8/CD25abs./pL: | 12,44 26,54
s CD4abs./pnL: 111,88 52,24 s CD8/CD25abs./pL: | 3,12 6,70
M CD4/CD25abs./pL: 56,05 167,87 ]

Tab. 38: absolute Zahlen innerhalb der Gruppe ohne MMF

S CD4/CD25abs./pL: 20,91 61,27 in Abhéngigkeit von der Entwicklung einer GvHD
M CD8abs./uL: 263,94 1027,85 (signifikante Unterschiede).
s CD8abs. /pL: 54,40 194,65

Tab. 37: absolute Zahlen innerhalb der Gruppe mit MMF
in Abhédngigkeit von der Entwicklung einer GvHD
(signifikante Unterschiede).
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4. Diskussion

4.1. Entwicklung der Leukozyten und der mononukledren Zellen

Wenngleich nicht zu allen Zeitpunkten eine deutliche Signifikanz nachzuweisen war, so
bestand dennoch stets ein Trend zu hoheren Leukozytenzahlen innerhalb der
Kontrollgruppe verglichen mit dem Kollektiv aller Patienten. Grund hierfur ist vermutlich
die verénderte Regenerationsdauer der weif3en Blutkdrperchen nach Transplantation. Diese
ist verlangert, da eine geringere Menge an Stammzellen infundiert wird als sie bei
hamatologisch Gesunden vorliegt. Zudem wird die Proliferation im Knochenmark durch
die myelotoxische Wirkung der im Rahmen der Stammzelltransplantation verabreichten
Medikamente gehemmt.

Nach Reduktion der Prednisondosis unter 20 mg am Tag waren sowohl im Falle einer
frihen als auch im Falle einer spaten GvHD die Leukozytenzahlen gegeniber
Transplantierten ohne Manifestation erhoht. Hierbei handelt es sich vermutlich um eine
Folge der Prednisontherapie. Typischerweise kommt es hier nach einiger Zeit zu einer
Vermehrung der Granulozyten, die den grof3ten Teil der weilRen Blutkdrperchen bilden
[133].

Aufgrund der langsamen Lymphozytenrekonstitution nach Transplantation und CsA-
Prophylaxe wird verstandlich, dass Normalpersonen im Vergleich zu Patienten auch
hohere PBMNC-Werte besalien. Bekanntermallen zeigen die B-Zellen erst nach ein bis
zwei Jahren wieder Level, die mit Gesunden vergleichbar sind. T-Zellen entstehen nach
Transplantation und Suppression der Thymusfunktion durch IL7-induzierte Proliferation
peripherer CD4- und CD8-positiver naiver T-Lymphozyten. IL-15 stimuliert die
Vermehrung CD8-positiver Memoryzellen. Folge dieser ektopen Lymphozyten-
regeneration ist eine Restriktion der T-Zell-Rezeptorvielfalt und eine inverse CD4:CD8-
Ratio. Die CD4-Rekonstitution dauert mindestens zwei Jahre [131].

Die Unterschiede hinsichtlich der PBMNCs bei der Einteilung der Patienten nach
Transplantation in solche, die im weiteren Verlauf eine GvHD bekamen, und solche ohne
graft-versus-host disease erreichten bei Zusammenfassung aller Zeitpunkte nach Sinken
des CsA-Spiegels Signifikanz. Die Werte waren bei spéterer Erkrankung an einer Spender-
gegen-Wirts-Reaktion erniedrigt. Hierfr gibt es folgende mdégliche Erklarung: Eine sich
entwickelnde GvHD fihrt durch zusatzliche Schadigung des Thymus und sekundéarer
lymphatischer Organe zu einer Lymphopenie mit erniedrigten PBMNC-Werten. Dieser
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Ansatz wird in einem Experiment nahegelegt, in dem T-Zellen aus Mé&usen mit einer
akuten GvHD in Tiere ohne Spender-gegen-Wirts-Reaktion infundiert wurden. Die T-
Zellen zeigten hier eine deutlich hohere Proliferationsrate sowie eine gesteigerte T-Zell-
Rezeptorvielfalt. Dies deutet darauf hin, dass eine GvHD-induzierte Lymphopenie weniger
auf intrinsischen Effekten der T-Lymphozyten als vielmehr auf einem veranderten Milieu
des Wirtes basiert [132]. Moglich ist auch eine vermehrte Aufnahme von Lymphozyten
ins Gewebe im Falle einer GvHD-Entwicklung.

Die PBMNC-Werte der Patienten, die bei Blutentnahme bereits eine GvHD aufwiesen,
besalRen vier Tage nach Beginn der Steroidtherapie im Falle einer frihen Manifestation
signifikant erniedrigte Werte gegeniiber Transplantierten ohne Befall, was durch die
Prednison-induzierte Hemmung der Lymphozytenproliferation erkléart werden kann.

4.2. CD4-positive T-Lymphozyten

Die CD4-positiven T-Lymphozyten lassen sich in die Population der naiven T-Lympho-
zyten, der aktivierten T-Helferzellen und der Memory-Zellen einteilen. Erstere hatten noch
keinen Antigenkontakt und sind durch den Oberflachenmarker CD45RA gekennzeichnet.
Studien ergaben allerdings, dass auch Geddachtniszellen zu CD45RA-positiven Zellen
rickkonvertieren konnen, weshalb die Bestimmung der naiven T-Lymphozyten durch
andere Molekiile wie dem CD31 genauer erscheint [134]. Aktivierte T-Helferzellen
exprimieren typischerweise CD25, HLA-DR und CD95 und stimulieren als Effektorzellen
Makrophagen, T-Killer-Zellen sowie B-Lymphozyten. CD45RO stellt das spezifische
Oberflachenantigen der Gedéachtniszellen dar. Diese befinden sich im Ruhezustand und
kdnnen nach erneutem Antigenkontakt wieder zu aktivierten T-Helferzellen werden [135].
Nach Stammzelltransplantation liegen Uberwiegend CD45RO-positive Memory-T-Zellen
und reife T-Lymphozyten vor. Nach etwa zwei Jahren erreichen die naiven
CD45RA’/CD62L" T-Helferzellen wieder ihre Normalwerte [136].

Zu allen Zeitpunkten deutlich hohere relative und absolute Zahlen der Normalpersonen
gegenliber der Gesamtheit der Patienten sind Folge der verzégerten Immunrekonstitution
nach Transplantation. Monozyten und NK-Zellen erholen sich rascher als die Population
der Lymphozyten, was zu den niedrigeren T-Helferzell-Anteilen innerhalb des Patienten-
kollektivs fiihrt [25]. Unterschiede zwischen Kontrollen und GvHD-Patienten unterliegen
ebenfalls dieser Erklarung.

Die relativen CD4-Werte unterschieden sich innerhalb der Transplantierten mit einer

GVvHD im spéateren Verlauf gegenuber Patienten ohne Manifestation nicht wesentlich. Die
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Absolutwerte zeigten signifikante Unterschiede mit verminderten CD4-positiven T-Zellen
innerhalb der GvHD-Patienten bei Zusammenfassung aller Abnahmezeitpunkte nach
Sinken des CsA-Spiegels unter 100 ng/mL. Diese Beobachtung spiegelt allerdings
lediglich die in dieser Gruppe ebenfalls erniedrigten PBMNC-Werte wieder.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit GvHD-Befall und solchen, bei
denen zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Manifestation vorlag, waren nicht erkennbar.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen vorheriger Untersuchungen, bei denen ebenfalls kein

Einfluss einer GvHD auf die Zahl der T-Helferzellen nachgewiesen werden konnte [25].

4.2.1. Aktivierte CD4-positive Lymphozyten und regulatorische T-Zellen

CD95, auch Fas-Rezeptor genannt, ist ein Marker, der bei Aktivierung hochreguliert wird
und vor allem auf Effektor- und Geddchtniszellen vorkommt. Wé&hrend die Interaktion mit
dem CD95-Liganden bei aktivierten Zellen zum AICD (activation induced cell death)
fihrt, sind die Memory-Zellen weitgehend apoptoseresistent. Naive CDA4-positive
Lymphozyten werden nach Binden des Fas-Liganden in ihrer immunologischen Funktion
gehemmt [137].

Die beobachteten Unterschiede hinsichtlich der CD95-positiven T-Helferzellen zwischen
dem Kollektiv aller Transplantierten und den Kontrollen decken sich mit den Ergebnissen
anderer Studien. In einer Veroffentlichung wurde ein Anteil von 90% bei Patienten
gegenliber 40% in der Gruppe der Normalpersonen beschrieben [136]. Brugnoni et al.
fanden erhohte CD95-positive Anteile nach Transplantation in Fallen kombinierter
Immundefekte [138]. In einer Dissertation lagen die Werte der Kontrollen mit etwa 38%
ebenfalls weit unter denen der frisch Transplantierten (97%) [25]. Wie bereits erwahnt,
bestehen die peripheren T-Lymphozyten nach Stammzellgabe hauptsachlich aus reifen
Zellen, die eine hohere CD95-Expression aufweisen als naive Zellen. Auch die
Unterschiede hinsichtlich des CD95-Anteils zwischen GvHD-Patienten und der
Kontrollgruppe lassen sich hierdurch erklaren.

Zu den Zeitpunkten post transplantationem ergaben sich unter Zusammenfassung der
Zahlen nach Sinken des CsA-Spiegels signifikant hohere CD4/CD95-Anteile an den T-
Helferzellen, wenn sich im spéateren Verlauf eine GvHD entwickelte im Vergleich zu
Patienten, bei denen einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion ausblieb. Diese Beobachtung
steht im Widerspruch zu den in einer vorangehenden Dissertation beschriebenen
geringeren CD95-positiven Anteilen an T-Helfer-Zellen bei Personen, die in der Zeit nach

Stammzellgabe an einer graft-versus-host disease erkrankten [25]. Wie bereits erwéhnt, ist
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CD95 hauptsachlich auf CD45RO*/CD62L" -Memory-Zellen bzw. aktivierten T-Lympho-
zyten zu finden. Reife T-Zellen bilden nach Konditionierung und anschlieBender
Stammzellgabe bei Erwachsenen zunéchst den einzigen Pool fir eine Regeneration der
T-Lymphozyten [136]. Eine erhohte Apoptoserate mit konsekutiver Lymphopenie und
verminderter T-Zell-Rezeptorvielfalt konnte das Auftreten einer GVHD begiinstigen, da
sich klonale, gegen Empfanger-Antigene gerichtete Zellen verstarkt vermehren. Zudem
kommt es umgekehrt durch Entwicklung einer graft-versus-host disease zu einer
vermehrten Aktivierung der T-Helferzellen und somit zu einer Hochregulation von CD95.
Dies sttzt die in unserer Studie gefundene positive Korrelation erhohter CD95-Anteile mit
der Entwicklung einer akuten GvHD. Eine Erklarung fiir eine herunterregulierte CD95-
Expression nach Engraftment ist die Mdglichkeit, dass durch eine verminderte Apoptose
aktivierter klonaler CD4-Lymphozyten, die gegen Empfangerantigene gerichtet sind, das
Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion begunstigt wird [25]. Da beide Ergebnisse
logisch begriindet werden konnen, sind weitere Analysen notwendig, um definitive
Aussagen treffen zu kénnen.

Einen Unterschied zwischen Patienten mit Symptomen einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion und Empféangern ohne Manifestation konnten wir nicht feststellen.

Es liegt die Vermutung nahe, dass die Population CD95-positiver T-Helferzellen innerhalb
der Patienten, die bei Blutabnahme bereits an einer graft-versus-host disease erkrankt sind,
niedriger liegen, da bereits bekannt ist, dass T-Killerzellen aus der Milz und dem Darm
von GvHD-Mausen vermehrt CD95-Liganden ins Gewebe entlassen und somit zur
Entstehung der mit der Reaktion einhergehenden Organschdden beitragen [139]. Die
Anzahl der CD4/CD95-T-Helferzellen misste hierdurch reduziert werden. Auch wurde
durch Verabreichung von zytotoxischen Spenderzellen mit defektem Fas-Liganden die
Anzahl der GvHD-assoziierten Todesfalle in Mausen reduziert, ohne dabei den

erwinschten graft-versus-leukemia effect zu gefahrden [140][141][142].

CD25 stellt einen weiteren Aktivierungsmarker dar. Der CD4/CD25high-subset setzt sich
hauptsdachlich aus regulatorischen T-Zellen zusammen, wahrend CD4-positive
Lymphozyten mit mittlerer CD25-Expressionsdichte die aktivierten Effektorzellen
beinhalten. Die Gruppe der Memory-T-Zellen sowie der naiven T-Helferzellen sind
aufgrund ihres geringen Aktivierungsstatus Uberwiegend innerhalb des CD4/CD25low-

Subsets zu finden.
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Unabhdngig von einer GvHD-Manifestation verfligten Normalpersonen gegentber
Patienten (ber hohere CD4/CD25int.-Anteile mit signifikanten Unterschieden bei
Absetzen der Prophylaxe und unter Einbeziehen aller Ergebnisse nach Sinken des CsA-
Spiegels unter 100 ng/mL. Das Subset der CD4/CD25high-Zellen zeigte ein umgekehrtes
Verhalten. Die Werte Gesunder lagen zwolf Wochen nach Absetzen der Prophylaxe
deutlich unterhalb entsprechender Anteile der Patientengruppe. In einer vorangehenden
Dissertation wurden bei Transplantierten ebenfalls erhohte Subsets der CD4/CD25high-T-
Helferzellen an der CD4-Population gefunden [25]. Nach Stammzellgabe Uberwiegen
zundchst aktivierte T-Helferzellen (CD25int.) gegenlber den naiven CD4-Lymphozyten
(CD25low). Aktivierte Zellen fuhren wiederum Uber Ausschittung bestimmter
Interleukine wie dem IL2 zu einer gesteigerten Proliferation der Tregs [34]. Die Folge ist
eine Abnahme der CD25int.-Fraktion zugunsten des CD25high-Subsets im spateren
Verlauf nach Stammzellgabe. T-regulatorische Zellen besitzen zudem gegeniber
aktivierten T-Helferzellen eine geringere Sensitivitdt gegenuber dem Fas-induzierten
Zelltod. Bei einem Verhéltnis der Effektorzellen zu den regulatorischen T-Zellen von 10:1
gehen die Tregs vermehrt in Apoptose, wéhrend eine Ratio von 1:1 eine geringere
Empfindlichkeit gegeniiber dem Zelltod zur Folge hat. Mdglicherweise wird dadurch
erreicht, dass eine Immunantwort nicht durch eine ibermaiige Treg-Kontrolle verhindert
wird [143]. Das aufgrund der gesteigerten Proliferation der Tregs verminderte Verhéltnis
von Effektorzellen zu T-regulatorischen Zellen nach Transplantation innerhalb des
Patientenkollektivs kodnnte somit zu einer reduzierten Apoptose-Empfindlichkeit der
CD4/CD25high-Zellen fiihren und die Verschiebung des CD25int.-Anteils hin zu einer
hoheren CD25high-Fraktion noch verstarken . Insgesamt weist ein hoherer Prozentsatz an
CD4/CD25high-positiven Zellen post transplantationem auf eine starkere Rolle dieses
peripheren Toleranzmechanismus nach Stammzellgabe hin. Hintergrund der Erklérung ist
die Annahme, dass es sich bei der Gruppe der CD4/CD25high-Zellen iberwiegend um
Tregs handelt. Hierflr spricht auch die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie sowohl
bei Erreichen einer Leukozytenzahl von 1000/pL als auch zwdlf Wochen nach Beendigung
der CsA-Gabe die FoxP3-Anteile innerhalb der CD4-positiven Lymphozyten hoher als
entsprechende Kontrollwerte lagen. Bei letzterem Zeitpunkt konnte fur die aktivierten
CD4/CD25high/FoxP3-Zellen die gleiche Beobachtung gemacht werden. Die Unterschiede
erfullten hierbei stets die Signifikanzkriterien.

Bei Vorliegen einer GvHD waren die Prozentsdtze CD4/CD25 int.- und CD4/CD25high-

positiver T-Helferzellen am vierten Tag nach Therapiebeginn bei Patienten mit friher
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Manifestation und bei Zusammenfassung der frihen und spaten Form groRer als
entsprechende Anteile der Kontrollgruppe. Die Populationen mit geringer CD25-
Expression waren zu den gleichen Zeitpunkten dagegen deutlich niedriger. Hierzu tragen
maoglicherweise zwei unterschiedliche Phdnomene bei: Erstens kommt es bei Patienten mit
einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion zu einer vermehrten Aktivierung der T-Helferzellen
mit Ansteigen der CD25int.-Fraktion und erhohten Proliferation der Tregs (CD25high-
Fraktion). Zweitens werden T-regulatorische Zellen vermutlich durch die
Prednisontherapie zur Vermehrung angeregt (siehe unten).

Die Prozentsatze der einzelnen CD25-Populationen an den CD4-positiven Lymphozyten
waren weitgehend unabhdngig vom Auftreten einer GvHD im weiteren Verlauf. Dies
deutet daraufhin, dass die Entwicklung einer graft-versus-host disease nicht auf eine
Verschiebung des Verhdltnisses von Effektorzellen zu regulatorischen T-Zellen
zurlckzufuhren ist. Die Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen einer
vorangegangenen Dissertation, in welcher ebenfalls kein direkter Einfluss auf den CD25-
Anteil durch das Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion erkennbar war [25]. In
anderen Untersuchungen zur HLA-identischen Stammzelltransplantation dagegen konnte
eine erhohte Inzidenz einer GVHD in Abhangigkeit von der Menge der infundierten CD25-
positiven T-Zellen nachgewiesen werden [144]. Zudem identifizierte eine weitere
Arbeitsgruppe einen einzelnen autoreaktiven CD25-positiven T-Zellklon, der fir die letale
graft-versus-host-Reaktion verantwortlich gemacht wurde [145]. Der Grund fir einen
fehlenden Zusammenhang in unseren Analysen liegt méglicherweise in der Schwierigkeit
der Abgrenzung der Treg-Zellen gegeniiber den aktivierten T-Helferzellen. Eine
Korrelation zwischen der Anzahl der FoxP3-positiven Tregs und dem Risiko einer spateren
graft-versus-host disease konnte in der vorliegenden Studie ebenfalls nicht gefunden
werden.

War bei Blutabnahme bereits eine GvHD vorhanden, so zeigte sich im Vergleich zu
Patienten ohne Manifestation vier Tage nach Beginn einer Steroidtherapie im Falle eines
frihen Auftretens und bei Zusammenfassung der friilhen und spéaten Form ein deutlich
hoherer Anteil der CD4/CD25int.- und CD4/CD25high-Lymphozyten. Die groReren
CD25int.-Subsets spiegeln den hoheren Anteil an aktivierten Effektorzellen bei einer
Spender-gegen-Wirts-Reaktion wieder. Zudem werden bei erhéhtem Aktivierungsstatus
der T-Helferzellen die Treg-Zellen zur Proliferation angeregt. Auch eine Vermehrung der
regulatorischen T-Zellen durch die Prednisongabe ist denkbar. In einer Studie, die die

Reaktion der regulatorischen T-Zellen auf Gabe von intravenésem Methylprednisolon
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untersuchte, wurden bereits 48 Stunden nach Injektion vermehrte CD25high- und FoxP3-
Expressionen sowie erhohte IL-10-Spiegel beobachtet [146]. Eine andere Arbeitsgruppe
erhielt ahnliche Ergebnisse, jedoch waren hier die Anteile der regulatorischen T-Zellen
bereits vor Verabreichung der Steroide erhdht und stiegen nach Beginn der Therapie weiter
an [147]. Unsere Analysen der FoxP3-positiven Lymphozyten vier Tage nach Beginn der
Immunsuppression konnte diese Vermutung allerdings nicht bestétigen. Eine mdgliche
Erklarung liegt jedoch ebenfalls in der schlechten Abgrenzbarkeit der T-regulatorischen
Zellen. Fruher wurde die Population der CD4/CD25high-Lymphozyten mit den
regulatorischen Zellen gleichgesetzt. Nahere Analysen ergaben, dass durchaus auch
CD25low/int.-Lymphozyten Treg-Funktion tbernehmen konnen. Hierbei kommt es zu
einer FoxP3-gesteuerten  Transformation von CD4/CD25low-Lymphozyten zu
regulatorischen Zellen [74]. Diese Population ist apoptoseresistent, weshalb sie auch als
Gruppe der rTregs bezeichnet wird [57]. Hingegen scheinen manche menschliche CD4-
Zellen nach Aktivierung FoxP3 hochzuregulieren. Bislang ist nicht geklart, ob diese Zellen
die gleichen Suppressoreigenschaften in vivo besitzen [68] [69] [70] [71] [148] [149]. Die
Bestimmung der CD4/FoxP3-positiven Zellen liefert somit mdglicherweise zu hohe Treg-
Werte, da geringe Anteile aktivierten T-Helferzellen zuzuschreiben sind. Die Bestimmung
der regulatorischen T-Zellen durch Analysen der CD4/FoxP3/CD25high-Population
hingegen konnte aufgrund der zirkulierenden CD25-negativen FoxP3-positiven
Lymphozyten unterhalb des tatsdchlichen Wertes liegen. Zudem bezogen sich die
erwéahnten Veroffentlichungen, in denen nach Methylprednisolongabe erhohte Treg-
Anteile gefunden wurden, auf Beobachtungen an Patienten mit Multipler Sklerose. Es ist
nicht auszuschlielRen, dass sich die gleiche Zellpopulation in Fallen einer akuten GvHD

nach Steroidtherapie ganzlich anders verhilt.

Bereits Sanchez et al. beschrieben eine hohere Ratio an Effektor-/Treg-Zellen bei Patienten
mit chronischer GVHD gegenuber Patienten ohne Erkrankung [150]. Eine weitere Studie
fand durch quantitative PCR-Analysen einiger Treg-Marker eine negative Korrelation
zwischen der FoxP3-Expression und dem Auftreten einer chronischen Spender-gegen-
Wirts-Reaktion [151]. Vor allem unter Einbeziehung aller CD4-positiven Lymphozyten
konnte ein Zusammenhang zwischen dem Verhdltnis von CD4/FoxP3-positiven
Lymphozyten zu Effektorzellen und dem Vorliegen einer chronischen GvHD bestatigt
werden [73]. Ein spates Auftreten erster klinischer Symptome korreliert nicht zwangslaufig

mit dem Pathomechanismus einer chronischen GvHD. Jedoch wurden vier der insgesamt
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zwolf Patienten, die nach Absetzen der CsA-Prophylaxe erkrankten, als chronisch
klassifiziert. Auch wenn aufgrund der niedrigen Fallzahlen zu keinem Zeitpunkt
hinreichende Signifikanz erzielt wurde, bestatigen die vorliegenden Ergebnisse mit den
niedrigeren Treg-Anteilen vor Beginn der Steroidtherapie das in vorherigen Studien
beschriebene Verhalten der T-regulatorischen Zellen im Falle einer chronischen Spender-
gegen-Wirts-Reaktion.

In einer aktuellen Publikation von Magenau et al. wurden erstmals auch erniedrigte
CD4/FoxP3-positive Zellen bei Patienten mit akuter GvHD beschrieben [75]. Zur
Bestatigung dieser Ergebnisse sind jedoch weitere Studien notig.

Mukosabiopsien von Transplantierten ohne intestinale Manifestationen zeigten eine
erhohte FoxP3- zu CD8-Ratio, wéhrend im Gewebe von Patienten, die an einer Darm-
GVvHD litten, keine erhdhten Treg-Zahlen gefunden wurden. Dies deutet daraufhin, dass
eine Hochregulation von FoxP3-Zellen in der Schleimhaut vor einer akuten und
chronischen Spender-gegen-Wirts Reaktion des Verdauungstraktes schutzt [76][152].
Maoglicherweise sind bestimmte Polymorphismen des NOD2/CARD15-Rezeptors fur eine
geringere Aufnahme von CD4-positiven Lymphozyten in die Mukosa verantwortlich
[152]. Bei Hautbiopsien wurden éhnliche Beobachtungen gemacht [153]. Auch scheinen
organspezifische Homingrezeptoren wie CLA oder o4f; auf den regulatorischen Zellen
eine Rolle zu spielen [154].

4.2.2. CD4/CCR10-positive T-Lymphozyten

Bei den CD4/CCR10-positiven T-Lymphozyten handelt es sich um reife T-Helferzellen,
die nach Interaktion mit CTACK vermehrt in die Epidermis aufgenommen werden. Anlass
zur Untersuchung dieser Zellpopulation war eine Arbeit von Faaij et al., in der bei
Patienten mit Haut-GvHD erhdhte Anteile CD4/CCR10- positiver T-Zellen im peripheren
Blut gefunden wurden [98].

Vier Wochen nach Ende der CsA-Gabe verfugten Normalpersonen (ber signifikant
geringere CCR10-Anteile im Vergleich zum Patientenkollektiv. Dieses Ergebnis spiegelt
maoglicherweise eine nach Transplantation einsetzende allgemeine Aktivierung und
Rekrutierung von T-Helferzellen in der Haut wieder, unabhéngig davon, ob dieser Prozess
zu einer manifesten GvHD fuhrt oder nicht.

Lag bei Blutentnahme bereits eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion vor, so fanden sich bei
diesen Proben vor und kurz nach Beginn der Steroidtherapie niedrigere Anteile von

T-Helferzellen mit CCR10-Expression in Bezug auf die Transplantierten ohne Symptome.
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Bei Zusammenfassung der frihen und spdten Form wurde Signifikanz erreicht. Nach
Reduktion der Immunsuppression kehrte sich dieses Verhéltnis jedoch um. Die
Prozentsatze CD4/CCR10-positiver Zellen lagen dann bei GvHD-Patienten hoher.

Der Vergleich entsprechender Werte von Patienten, die speziell an einer Spender-gegen-
Wirts-Reaktion der Haut litten, und solchen ohne GvHD, brachte noch signifikantere
Unterschiede. Als Marker zur Unterscheidung zwischen einem kutanen und
intestinalen/hepatischen Befall kann CCR10 gemdaR unserer Analysen allerdings nicht
verwendet werden.

Bislang liegt nur eine Publikation vor, die sich mit dem Verhalten der Anteile
CD4/CCR10-positiver Zellen an den T-Helferzellen beschéftigt. Hier zeigte sich bei
Kindern mit Haut-GvHD eine deutliche Erhéhung dieser Zellpopulation im Vergleich zu
Transplantierten der gleichen Altersgruppe, bei denen keine Symptome auftraten. Die
Mediane lagen bei 21,7% innerhalb der Gruppe mit Hautbefall bzw. bei 7,0%, wenn keine
graft-versus-host disease vorlag. Die Dauer erhohter peripherer Anteile dieser Zell-
population schien mit dem Ansprechen der Patienten auf die Steroidtherapie zu korrelieren
[98]. Betrachtet man die der Publikation beigefligten Graphen zweier Patienten, in denen
jeweils die Wochen nach Transplantation und Anteile CCR10-positiver Zellen an den
CD4-Lymphozyten aufgetragen sind, wird deutlich, dass die Werte auch dort erst kurze
Zeit nach erstmaliger GvHD-Manifestation deutlich anstiegen. Direkt beim Auftreten
erster Symptome schienen sie vielmehr leicht zu sinken. Dies deckt sich weitgehend mit
den Ergebnissen dieser Arbeit. Eine mogliche Erklarung fur die zunéchst erniedrigten
Anteile dieser Zellpopulation ist die Hypothese, dass CCR10-positive Lymphozyten
anfangs schneller ins Zielorgan gelangen als sie durch Proliferation gebildet werden.
Zudem ist denkbar, dass die Vermehrung der CD4/CCR10-Zellen durch die Reduktion der
Steroide zu spéateren Zeitpunkten einen zusatzlichen Stimulus erfahrt. Der von Faaij et al.
ermittelte Median der Patienten mit Haut-GvHD liegt mit 21,7% oberhalb unserer Zahlen
und der Median der gesunden Kontrollen mit 2,8% deutlich unterhalb der Werte unseres
Kontrollkollektivs. Zu bedenken ist hierbei, dass sich das Patientenkollektiv der erwdhnten
Publikation ausschlieRlich aus Kindern zusammensetzte, die zwischen einem und 17 Jahre
alt waren, wéhrend unsere Arbeit nur Erwachsene einschloss. Es ist nicht auszuschlief3en,
dass jungere Patienten aufgrund der erhaltenen Thymusfunktion rascher naive Zellen
nachbilden, die schneller proliferieren. Zudem ist in der erwahnten Publikation der Median
der Peakwerte angegeben. In unserer Analyse erfolgten die Blutenthahmen zu festen

Zeitpunkten.
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4.3. CD8-positive T-Lymphozyten und aktivierte T-Killerzellen

Ahnlich wie die CD4-positiven Lymphozyten konnen auch die T-Killerzellen in
verschiedene Subgruppen unterteilt werden. Die naiven CD8-positiven Lymphozyten
exprimieren CD45RA und CD27. Nach Antigenprésentation auf MHC-1-Molekilen durch
APCs werden sie zu zytolytisch-effektorischen T-Zellen. Sie weisen neben CD25, CD95
und HLA-DR auch CD56 und CD94 auf ihrer Oberflache auf. Zudem enthalten sie
Granula mit groRen Mengen an Perforin und Granzym B. Im Gegensatz zu den CD4-
positiven Lymphozyten konnte innerhalb der T-Killerzellen keine Differenzierung
einzelner CD25-Expressionslevel vorgenommen werden, da die Grenzen stets flielend
verliefen. Folglich enthielt die Population der CD8/CD25-positiven Zellen auch Tregs, die
jedoch nur einen sehr geringen Prozentsatz ausmachen und je nach Alter 1 — 10% aller
CD8-Lymphozyten darstellen [155]. Ein Teil der aktivierten Zellpopulation geht in den
Ruhezustand tber und wird als Gedéchtniszellen bezeichnet [156].

In den ersten Tagen regenerieren sich zunéchst die NK-Zellen (, die nur in etwa 30% CD8
exprimieren), weshalb bei Take die zytotoxischen T-Zellen noch niedrigere Anteile an den
PBMNCs zeigen als die Normalpersonen. Jedoch weisen CD8-positive Lymphozyten eine
schnellere Regeneration auf als die Population der T-Helferzellen. Folglich steigt ihr Anteil
an den PBMNCs nach Absetzen der CsA-Prophylaxe rasch an. Diese umgekehrte
CD4/CD8-Ratio kann bis zu zwei Jahre nach Transplantation nachweisbar sein [25].

Es wurde ein gehduftes Auftreten einer GVHD bei geringerem Anteil zytotoxischer Zellen
sowie verminderten T-Killerabsolutzahlen kurz nach Transplantation und bei
Berechnungen, in denen alle Werte nach Abfall des Cyclosporin-A-Spiegels beriicksichtigt
wurden, beobachtet. Mdglicherweise sind auch hier, &hnlich wie bei den CD4/CCR10-
positiven Zellen, periphere CD8-positive Lymphozyten aufgrund der vermehrten
Aufnahme der Zellen ins Gewebe im Falle einer GVHD zundchst vermindert. Bislang
liegen Untersuchungen von Darm-Biopsien vor, in denen ein erhohter Anteil CD8-
positiver Lymphozyten innerhalb der Patienten mit Darm-GvHD gefunden wurden [152].
Es konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass die Infiltration von CD8-positiven Zellen in
Hautbiopsien einen positiven pradiktiven Wert hinsichtlich der Entwicklung einer
Spender-gegen-Wirts-Reaktion hat [157]. Auch die Schadigung des Thymus durch eine
beginnende Spender-gegen-Wirts-Reaktion tragt vermutlich zu der Korrelation
verminderter zytotoxischer T-Zellen mit dem gehduften Auftreten einer GVHD im weiteren
Verlauf bei.
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Ein Zusammenhang zwischen erhéhten Absolutzahlen an zytotoxischen Zellen und dem
Auftreten einen intestinalen graft-versus-host disease konnte nicht nachgewiesen werden
[111].

In unserer Arbeit wurden signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne
Spender-gegen-Wirts-Reaktion nur innerhalb der spaten GvHD-Form vier Tage nach
Therapiebeginn und nach Reduktion der Steroide nachgewiesen. Personen mit einer graft-
versus-host disease verfligten zu diesen Zeitpunkten tber geringere relative Werte an CD8-
Lymphozyten. In der bereits erwahnten Dissertation tber die Entwicklung der einzelnen
Leukozytenpopulationen nach Stammzelltransplantation zeigte das Vorliegen einer akuten
GVvHD gegenuber Patienten ohne Symptome keinen Einfluss auf die Regeneration der
T-Killerzellen. Jedoch wurde diese durch das Auftreten der chronischen Form verzdgert.
Hierzu zéhlten alle Manifestationen hundert Tage und spéter nach Transplantation [25].
Die Suppression der T-Killerzellen beruht mdglicherweise auf der Wirkung von Tregs, die
durch Hemmung des zytolytischen Effektes die Konversion einer chronischen Spender-
gegen-Wirts-Reaktion in die akute Form verhindern [159].

Interessanterweise zeigten gesunde Kontrollen verglichen mit der Gesamtheit der
Transplantierten einen hoheren Anteil an aktivierten T-Killerzellen. Auch in der erwéhnten
Dissertation zur Untersuchung der Entwicklung unterschiedlicher Populationen nach
Stammzelltransplantation wurde dieses Verhalten beschrieben [25]. Es ist zu vermuten,
dass aktivierte T-Killerzellen nach Transplantation im Vergleich zu den CDA4-
Lymphozyten vermehrt sowohl dem spontanen Zelltod als auch dem AICD unterliegen
[136][138].

Wenngleich ohne Signifikanz lagen die CD25-positiven Anteile an T-Killerzellen
tendenziell héher, wenn im weiteren Verlauf eine GvHD auftrat. Dies spiegelt den
erhohten Aktivierungsstatus der Lymphozyten wahrend der Entwicklung einer graft-
versus-host disease wieder. Signifikant erniedrigte Absolutwerte bei Take und Absetzten
von CsA innerhalb der Patienten, die im Verlauf an einer GvHD erkrankten, sind auf die in
dieser Gruppe erniedrigten PBMNCs zurlickzuftihren.

In unseren Analysen konnte keine erhohte CD25-Expression bei Patienten mit bestehender
GvHD-Manifestation gegeniiber den Ubrigen Transplantierten gezeigt werden. Jedoch
wurde in einer Veroffentlichung eine positive Korrelation einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion mit den aktivierten zytotoxischen T-Zellen beobachtet. Auch zeigte sich ein

erhohtes Erkrankungsrisiko bei Patienten, die DLIs mit erh6hten Anteilen aktivierter T-
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Zellen erhalten hatten [158][143][160]. Daclizumab, ein Antikdrper gegen CD25 konnte
erfolgreich zur Therapie einer therapieresistenten GvHD eingesetzt werden [161]. Warum
wir keine Korrelation find konnten, bleibt unklar. Es ist jedoch bekannt, dass T-
Killerzellen eine Reihe anderer Marker wie beispielsweise CD134 und CD154 exprimieren
kdnnen [162] [163]. Morante et al. erhielten bei Auftreten einer akuten GvHD erhohte
Anteile CD134- und CD154-positiver CD8-Lymphozyten [158]. Mdglicherweise ist im
Falle einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion der erhohte Aktivierungsstatus der  T-
Killerzellen weniger an der CD25-Expression als vielmehr an der hoheren Dichte anderer

kostimulatorischer Molekile sichtbar.

4.4. CD8/B7/CD45RA-positive T-Zellen

Avanzini et al. beschrieben 2006 in einer Publikation, dass ein geringerer Prozentsatz
B7/CD45RA-positiver zytotoxischer T-Zellen nach Stammzelltransplantation mit einer
erhohten Inzidenz akuter Darm-GvHDs assoziiert ist [111].

Kontrollen zeigten in unserer Studie stets hohere Anteile CD8/B;/CD45RA-positiver
Lymphozyten gegenuber der Gesamtheit der Patienten. Dies liegt am vermehrten
Vorkommen naiver Zellen innerhalb der Normalpersonen.

Bei Zusammenfassung aller Werte nach Sinken des CsA-Spiegels ergaben sich bei GvHD-
Entwicklung im spateren Verlauf deutlich niedrigere Absolutwerte gegenlber Patienten
ohne Reaktion. Dies ist auf die geringeren CD8-Relativ- und PBMNC-Werte innerhalb der
Transplantierten, die spater eine Spender-gegen-Wirts Reaktion entwickeln, zurlck-
zufthren.

Die oben genannte Beobachtung von Avanzini et al. konnte in der vorliegenden Studie
nicht gemacht werden. Vielmehr waren die relativen Werte kurz nach Engraftment
gegenuber Patienten mit anderem Befallsmuster deutlich erhdht, wenn im weiteren Verlauf
eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion des Darmes auftrat. Um zu zeigen, dass die von uns
gefundenen héheren relativen Werte innerhalb der Patienten mit Darm-GvHD nicht nur auf
einer vermehrten CD45RA-Expression beruhen, wurden die Prozentsatze aller CD8/fB-
positiven Lymphozyten kurz nach Engraftment analysiert. Bei Befall des Intestinaltraktes
im weiteren Verlauf nach Transplantation lagen diese bei 66,93% (s:8,29; n:5) gegenuber
37,87% (s:6,25; n:15) (p=0,026) bei spaterer Entwicklung einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion anderer Art bzw. gegenuber 43,74% (s:5,53; n:11) (p=0,036), wenn keinerlei

Symptome vorlagen. Hier waren die Unterschiede zwischen der Gruppe mit Darm-GvHD
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und den beiden anderen Kollektiven jeweils signifikant. Die relative Zahl an
CD8/beta7/CD45RA-positiven Zahlen scheint somit, als Marker zur Unterscheidung
zwischen Darmbefall und Lokalisationen geeignet zu sein. Diese Zellpopulation wird
mdoglicherweise durch den Zytokinsturm zur Vermehrung angeregt und gelangt tber die
Interaktion mit MadCam auf den hochendothelialen VVenulen der Peyer Plaques schliellich
in die Mukosa. Bei Ubersteigen der Aufnahme in die Mukosa konnte diese Proliferation zu
den erhdhten Anteilen von a4f7-positiven Lymphozyten im peripheren Blut fuhren.

Wenngleich auch ohne Signifikanz, schienen die Prozentsatze auch bei friher GvHD des
Darmes oder der Leber noch erhéht zu sein gegeniiber GvHD-Patienten mit anderem
Befallsmuster. Erst nach Reduktion der Prednisondosis unter 20 mg am Tag bei spéater
Spender-gegen-Wirts-Reaktion waren die Anteile bei Befall des Intestinaltraktes
erniedrigt, was auf die vermehrte Aufnahme der Zellen in die Lamina propria hinweisen
kdnnte. Zu klaren bleibt jedoch, warum unsere Ergebnisse kontrdr zu den Aussagen von
Avanzini et al. stehen. Deren Patientenkollektiv umfasste allerdings ausschlieRlich
Personen im Alter von 0,7 bis 24 Jahren, wéhrend unsere Blutproben von Erwachsenen
stammten. Um definitive Aussagen treffen zu kénnen, sind weitere Analysen notwendig.
Wir haben uns hier auf die Bestimmung des B,-Integrins beschrénkt. Theoretisch besteht
die Mdglichkeit, dass auch Zellen angefarbt wurden, die eigentlich das agf7-Integrin
exprimieren. Dieses befindet sich jedoch hauptséchlich auf Lymphozyten innerhalb der
Mukosa und wird wahrscheinlich durch die TGF1-Sekretion epithelialer Zellen erst nach
der Migration ins Gewebe hochreguliert [164]. Niedrigere CD8/beta7/CD45RA-Relativ-
und Absolutwerte am vierten Tag der Steroidtherapie bei spater GvHD sind Folge der

erniedrigten CD8-Relativ- und Absolutwerten zu diesen Zeitpunkten.

4.5. Fragmente des Zytokeratins18 im Serum

Luft et al. beschrieben eine Korrelation zwischen erhéhten Spiegeln von Zytokeratin18-
Fragmenten, die bei apoptotischen Prozessen von einschichtigen Epithelien und
Drusenepithelien entstehen, und dem Vorliegen einer GvHD des Darmes und/oder der
Leber. Als Vergleichsgruppe dienten jeweils die Werte der Personen kurz vor
Konditionierung [127].

Da die Heidelberger Studie nicht zwischen akuter und chronischer Form differenzierte,
wurden auch in der vorliegenden Arbeit frihe und spate Manifestationen

zusammengefasst.
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Normalpersonen wiesen im Vergleich zu allen Patienten unabhdngig von Auftreten und
Manifestationsort einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion signifikant erniedrigte CK18F-
Spiegel auf. Es liegt die Vermutung nahe, dass nach Stammzellgabe auch bei Empfangern
ohne klinische Symptome Schéden an Leber und Darm entstehen.

Auffallig war die groRe Streubreite innerhalb der Gruppe mit Darm- und/oder Leberbefall.
Deshalb fiihrten wir weitere Berechnungen unter Berlcksichtigung der jeweiligen Grade
durch. Betrachtet wurden die Félle, bei denen eine GvHD der Leber und des Darmes mit
Auspragung Grad 3 oder hoher an mindestens einer der Lokalisationen vorlag oder bei
denen eines der Organe isoliert betroffen war und den Auspréagungsgrad 4 aufwies. Deren
Konzentrationen wurde mit denen von Patienten mit leichteren Darm- und/oder Leber-
Manifestationen oder isoliertem Befall der Haut, Schleimhaut oder der Augen verglichen.
Tatsachlich besaBen Patienten mit hoheren Auspragungsgraden einen Mittelwert von
1503,02 U/mL (Median: 1062,15 U/mL; s:651,06; n=6). Patienten mit geringerer Schwere
oder Befall von anderen Organen présentierten hingegen eine durchschnittliche
Konzentration von 142,60 U/mL (Median: 97,43 U/mL; s:34,75; n=26). Hier befand sich
das Signifikanzniveau mit p=0,001 deutlich unterhalb der Schwelle von 0,05. Dies gilt
auch fir die Unterschiede beim Vergleich der Werte mit Patienten ohne GvHD (p=0,00)
bzw. mit den Normalpersonen (p=0,00). In der erwdhnten Publikation waren die Werte
ebenfalls besonders hoch, wenn es sich um eine histologisch gesicherte Darm-GvHD mit
zusatzlich erhdhten Leberenzymen handelte. Zudem schien im Falle des intestinalen
Befalls der Grad des histologischen Gradings entscheidend. Bei uns lagen die CK18F-
Konzentrationen dreier Patienten tber 1000 U/mL (4574 U/mL, 1314 U/mL, 1629 U/mL).
Hierbei handelte es sich ebenfalls stets um Personen, die einen Befall von Leber und/oder
Darm zeigten, wobei mindestens ein Organ den Auspragungsgrad 4 aufwies. Dies
unterstutzt die Aussage von Luft et al., dass zumindest im Falle der akuten Form die Hohe
des Spiegels auch mit der Schwere der Spender-gegen-Wirts-Reaktion korreliert [127].
Jedoch konnten wir keine friihzeitige CK18F-Erhohung feststellen. Zu den verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation waren keine Unterschiede zwischen Patienten mit einer
intestinalen oder hepatischen GvHD im weiteren Verlauf und solchen mit einer
Hautmanifestation oder ohne Erkrankung erkennbar. Hierzu ist allerdings zu sagen, dass
bei den Messungen von Luft et al. die Werte oftmals erst 10 oder zwanzig Tage vor
Therapiebeginn anstiegen. In unserer Studie waren die Zeitspannen der Blutabnahmen vor
allem fir das Erkennen einer friihen graft-versus-host disease vermutlich zu lang. Die erste

Probengewinnung erfolgte direkt nach Transplantation, die zweite allerdings erst wieder
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nach Sinken des CsA-Spiegels unter 100 ng/mL. Die Lénge dieses Intervalls variierte je
nach Patient, jedoch vergingen meist mehrere Monate. Ein weiterer denkbarer Grund
ergibt sich aus der Tatsache, dass im Gegensatz zu der Publikation aus Heidelberg kein
Langs- sondern ein Querschnitt analysiert wurde. Wahrend Luft et al. die erhaltenen
Medianwerte stets in Relation zu den Konzentrationen derselben Personen vor Beginn der
Konditionierung setzten, enthielten unsere Vergleichsgruppen oftmals andere Patienten
bzw. Normalpersonen. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass CK18F von einer Reihe von
Erkrankungen beeinflusst werden kann. So wurde bereits ein Zusammenhang zwischen
dem Grad eines Leberzellschadens im Rahmen einer chronischen HCV-Infektion und
CK18F-Serumwerten beschrieben. Auch die Auspragung einer HCV-assoziierten Steatose
scheint mit den M30-Konzentrationen zu korrelieren [119] [165]. Bei der Differenzierung
zwischen einer fettigen Leber, einer Steatose und einer schweren NASH innerhalb eines
Kollektivs mit starker Obesitas erwies sich der Marker ebenfalls als sinnvoll [166] [167].
Der durch Alkoholkonsum induzierte akute Zellschaden ist durch apoptotische Prozesse
gekennzeichnet und beeinflusst folglich auch die Hohe der CK18F-Serumwerte [168]
[169]. Zudem ist das Auftreten eines akuten Myokardinfarktes mit einem M30-Peak 24h
nach Beginn der Symptomatik assoziiert, wobei sowohl die stabile als auch die instabile
Angina pectoris wohl keinen Einfluss auf die gemessenen Konzentrationen nehmen [170].
Derartige Erkrankungen missen vor allem im Modell einer Querschnittsstudie
berucksichtigt werden.

Auch sollten sie in die Interpretation der CK18F-Werte innerhalb der Gruppe mit einer
intestinalen GvHD eingehen. Zwei der Transplantierten mit erhohten M30-Spiegeln
zeigten Komorbiditaten, die sich méglicherweise auf die erhaltenen Ergebnisse auswirken.
Patient 53 besal am vierten Tag nach Steroidbeginn eine Serumkonzentration von 1629
U/mL. Hier war auch eine GvHD des Darmes Grad 4 und der Leber Grad 4 diagnostiziert
worden, die den erhaltenen CK18F-Wert erkldren. Inwieweit jedoch die bei der Patientin
bekannte Colitis ulcerosa mitbeteiligt ist, bleibt unklar. Bislang existieren noch keine
Publikationen zu diesem Thema. Patient 91 litt neben einer intestinalen graft-versus-host
disease Grad 3 zusatzlich an einer Heptitis C-induzierten Fibrose. Er entwickelte eine
extensive chronische GvHD, die mit stark erhohten M30-Werten (1410 U/mL) nach
Reduktion der Steroidtherapie unter 20 mg am Tag einherging. Méglicherweise wurde der
Ubergang in eine chronische Form durch die Vorerkrankung getriggert, moglicherweise
wurde die Hepatitis aber auch durch die Spender-gegen-Wirts-Reaktion reaktiviert und ist

die eigentliche Ursache des CK18F-Anstiegs [165]. Ungenauigkeiten bei der Messung
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ergeben sich eventuell auch aus der Tatsache, dass zusétzlich &ltere Darm-GvHD-Proben
vermessen wurden, die bisweilen zwei bis drei Jahre, im Hdochstfall sogar 6 Jahre bei
—80°C gelagert worden waren. Greystroke et al. beschrieben eine mogliche Erhéhung der
M30-Werte bei langfristiger Aufbewahrung [128].

4.6. Einfluss des Therapieerfolgs am vierten Taq nach Beginn der Steroidgabe auf die

verschiedenen Zellpopulationen

Am vierten Tag nach Beginn der Steroidtherapie bei GvHD-Patienten bestand eine
Tendenz zu hoheren Treg-Anteilen, wenn es im Verlauf zu einem GvHD-bedingten Tod
kam. Eine Erklarung hierflr ist die vermehrte Produktion von Zytokinen im Falle einer
schweren Spender-gegen-Wirts-Reaktion, die wiederum die Proliferation der FoxP3-
positiven CD4-Lymphozyten anregen.

Zudem waren am vierten Tag nach erster Prednisongabe die CK18F-Werte bei Patienten
mit todlichem Verlauf der graft-versus-host-disease signifikant erhoht gegentber
Erkrankten, bei denen die GvHD einen milden Verlauf zeigte. Wie bereits unter 4.5
beschrieben, korreliert der CK18F-Spiegel mit der Schwere einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion. Da besonders ausgeprégte Formen gehduft zum Tode fuhren, gehen erhdhte
Werte am vierten Tag nach Steroidbeginn auch mit einem erhohten Risiko einher, an der
vorliegenden GvHD zu versterben.

Zudem waren die Anteile CD95-positiver T-Helferzellen kurz nach Beginn der
Steroidtherapie signifikant groRer, wenn es zu einem Ubergang der akuten in eine
chronische GVHD bzw. zu einem Auftreten einer chronischen GvHD im spéteren Verlauf
kam. Wie bereits erwéhnt, fordert eine gesteigerte Apoptose die Proliferation klonaler,
gegen eigene Antigene gerichtete Lymphozyten. Uber Zytokine wird die Vermehrung
bestimmter B-Lymphozyten angeregt, die durch Bildung von Antikdrpern gegen
korpereigene Antigene eine chronische Spender-gegen-Wirts-Reaktion aufrecht erhalten.

4.7. Einfluss durch das Auftreten eines zweiten GvHD-Schubes auf die

unterschiedlichen Zellpopulationen

Da wahrend des Ausschleichens der Steroide keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der einzelnen Zellpopulationen zwischen GvHD-Patienten mit und ohne Entwicklung eines

zweiten Schubs im weiteren Verlauf gefunden werden konnten, ist eine Vorhersage und
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eine entsprechende Modulation der Prophylaxe anhand vorliegender Werte nach Reduktion
der Steroiddosis unter 20 mg am Tag nicht mdglich.

Beim Vergleich der verschiedenen untersuchten Marker zwischen Patienten mit erstem
GVvHD-Schub und den entsprechenden Werten von Transplantierten mit vorliegendem
zweiten Schub fielen bei letzteren vor Steroidbeginn, vier Tage nach erster Prednisongabe
und nach Reduktion der Steroiddosis tendenziell hohere Anteile CCR10-positiver CD4-
Lymphozyten auf. Im Rahmen der ersten Manifestation findet bereits eine Proliferation
der CD4/CCR10-positiven Zellen statt. Kommt es im Verlauf zu einem weiteren Schub, ist
die Ausgangspopulation der CD4/CCR10-Lymphozyten, die nun erneut proliferiert,
groler.

4.8. Einfluss der Methode zur Leukozytenbestimmung auf die Absolutwerte

Beim Vergleich der absoluten Zahlen verschiedener Kollektive konnte in einigen Féllen
nur bei der Bestimmung der Werte mittels laborchemischer Leukozytenzahlen ein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Da jedoch beide Absolutwerte stets den gleichen Trend zeigten und beim Vergleich
untereinander keine groRen Abweichungen aufwiesen, sind statistisch relevante Ergebnisse
hinsichtlich der absoluten Werte nicht der jeweiligen Zdhlmethode zuzuschreiben. Beide

Formen der Leukozytenbestimmung sind somit als gleichwertig einzustufen.

4.9. Einfluss der ATG- und MMF-Prophylaxe auf die Zellpopulationen

Bei Take und auch unter Zusammenfassung aller Werte nach Sinken des CsA-Spiegels
waren relative und absolute CD4-Zahlen deutlich niedriger, wenn die Patienten eine ATG-
Prophylaxe erhalten hatten. Dies ist durch die schnellere Regeneration der CD8-Population
nach ATG-Gabe bedingt. In einer Studie, in der Patienten nach Nierentransplantation mit
Antithymozytenglobulin behandelt wurden, erholten sich die CD8-positiven Lymphozyten
bereits innerhalb der ersten 20 Tage postoperativ, wahrend eine Umkehr der CD4/CD8-
Ratio bis zu 66 Monate nach Transplantation beobachtet werden konnte [171]. Hieraus
resultieren auch die geringeren relativen und absoluten Werte der CD4/CD25Subsets, der
CD4/FoxP3/CD25- und CD4/CCR10-positiven T-Helferzellen bei Take bzw. bei
Zusammenfassung aller Werte nach Abfall des CsA-Spiegels.

Die Verschiebung der 25int.- und CD25high-Fraktion zugunsten des CD25low-Subsets
nach Einnahme von ATG ist auf die verminderte Ausschittung von Interleukinen nach

Suppression der Lymphozyten zurtickzufuhren.
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In einigen Publikationen wurde postuliert, dass ATG die regulatorischen T-Zellen schont
bzw. sogar zu einer vermehrten Expression von FoxP3 fiihrt. Hier wiesen Patienten mit
diversen Autoimmunerkrankungen bzw. Typ-1-Diabetiker, denen Langerhanssche Inseln
implantiert worden waren, nach ATG-Gabe einen héheren Prozentsatz an FOxP3-positiven
T-Zellen auf [172][173]. In Mausmodellen wurde durch die Kombination von ATG und
TGF-betal ebenfalls eine Steigerung der Anteile an CD4/FoxP3/CD25-positiven Zellen
erreicht [174]. Diverse Mechanismen der Wirkung von ATG auf die Treg-Zellen wurden
diskutiert [175]. In der vorliegenden Studie blieb der Prozentsatz der FoxP3-positiven T-
Lymphozyten durch die Gabe von ATG unbeeinflusst. Dies deckt sich mit einer
Publikation von Broady et al. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass es sich bei den durch ATG
induzierten FoxP3/CD25-postiven T-Lymphozyten lediglich um aktivierte Zellen ohne
suppressive Eigenschaften handelt, die bereits nach spatestens zehn Tagen kein Foxp3
mehr exprimieren [176].

Der unter Berucksichtigung der ATG-Prophylaxe weiterhin bestehende signifikante
Unterschied zwischen Normalpersonen und Transplantierten hinsichtlich der relativen T-
Helferzellen weist darauf hin, dass nicht allein das Antithymozytenglobulin , sondern auch
die verwendeten anderen Immunsuppressiva an der Unterdriickung der CD4-positiven
Lymphozyten beteiligt sind.

Wurde die Gruppe aller Patienten mit ATG-Prophylaxe betrachtet, zeigte sich bei
Zusammenfassung aller Werte nach Sinken des CsA-Spiegels immer noch ein signifikanter
Unterschied zwischen den CD4-Absolutwerten von Patienten mit GvHD-Entwicklung im
Verlauf nach Transplantation und Patienten ohne Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion. Innerhalb der Gruppe der Patienten ohne ATG-Prophylaxe waren die
Differenzen hinsichtlich des Auftretens einer graft-versus-host disease zwar nicht mehr
signifikant, jedoch sichtbar. Ahnlich verhielt es sich sowohl mit als auch ohne ATG-Gabe
fir die CD4/CD25low- und CD4/CD25int.-Absolutwerte bei Take. Dies bestétigt unsere
Vermutung, dass die Unterschiede durch die Entwicklung einer GvHD im weiteren Verlauf
und weniger durch die Art der GvHD-Prophylaxe bedingt sind.

MMF zeigte eine deutliche Wirkung sowohl auf die Gesamtheit der Leukozyten als auch
auf die PBMNCs. Da Letztere in die Absolutzahlen mit eingehen, wurden alle absoluten
Werte, die durch Entwicklung einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion signifikant beeinflusst
wurden, weiter untersucht. Meist lag unter Bericksichtigung der MMF-Prophylaxe
ebenfalls noch ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne GvHD im

weiteren Verlauf vor. Auch in Fallen, in denen keine eindeutige Signifikanz erreicht
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wurde, war ein Einfluss durch Auftreten einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion erkennbar.
Die MMF-Prophylaxe scheint somit nicht fiir die erhaltenen Unterschiede zwischen

Patienten mit und ohne GvHD-Entwicklung verantwortlich zu sein.

4.10. Ausblick
Zu kléren bleibt, ob ein erhohter Anteil CD95-positiver T-Helferzellen mit einem héheren

Risiko einer GvHD im spéteren Verlauf korreliert. Weitere Studien mit groBReren
Fallzahlen konnten diese Frage klaren. Zudem ware ein Tiermodell denkbar, in dem
beispielsweise Mausen HLA-identische T-Lymphozyten mit erhéhtem CD95-Anteil
infundiert werden. Eine vermehrte Inzidenz von GvHD-Fallen hierdurch wirde unsere
These stutzen, dass ein erhohter Anteil CD95-positiver T-Helferzellen zu einem geh&auften
Auftreten von Spender-gegen-Wirts-Reaktionen im weiteren Verlauf fihrt. Inwieweit
erhdhte Prozentsatze CD95-positiver Zellen an den T-Helferzellen am vierten Tag nach
Therapiebeginn und dem spiteren Auftreten einer chronischen bzw. und dem Ubergang in
eine chronische Spender-gegen-Wirts-Reaktion korrelieren, muss in weiteren Analysen mit
groReren Fallzahlen geklart werden.

Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen dem Absinken von FoxP3-positiven Tregs
und dem Auftreten einer akuten bzw. chronischen graft-versus-host disease herstellen.
Madglicherweise ist die Analyse von Treg-Gruppen mit bestimmten Homingrezeptoren wie
CLA oder o4B7 sinnvoller. Zudem sind groRerer Fallzahlen notwendig. In weiteren
Analysen bleibt zu klaren, ob eine Korrelation zwischen erhdhten Anteilen an FoxP3-
positiven CD4-Lymphozyten vier Tage nach Beginn einer Steroidtherapie und einer
erhdhten GvHD-bedingten Mortalitat besteht.

Wir fanden vor und kurz nach erster Prednisongabe bei bereits vorliegender GvHD
erniedrigte Anteile CCR10-positiver T-Helferzellen. Erst im Verlauf nahmen die Anteile
im  peripheren Blut durch vermehrte Proliferation zu. Die zu Beginn der GvHD
vorliegenden geringeren Prozentsdtze im peripheren sind vermutlich auf eine vermehrte
Aufnahme in die Epidermis zuruckzufiihren. Hier koénnte die parallele histologische
Untersuchung der entsprechenden Hautbiopsien auf den Gehalt von CCRZ10-positiven
CD4-Lymphozyten zur Bestatigung unserer Vermutung beitragen.

Nach Take waren die relativen Werte an CD8/beta7/CD45RA-positiven Lymphozyten
zunachst erhoht, wenn es im weiteren Verlauf zu einer GvHD des Darmes kam. Spéter
schienen diese aufgrund der vermehrten Aufnahme in die Darmmukosa abzusinken. Eine

gleichzeitige histologische Untersuchung der entsprechenden Darmbiopsien hinsichtlich
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des Gehalts an CDB8/beta7/CD45RA-positiven Lymphozyten kénnte auch hier unsere
Ergebnisse stutzen.

Wir konnten keine Assoziation erhdhter CD8/CD25-Werte mit dem Vorliegen einer
Spender-gegen-Wirts-Reaktion feststellen. Hier ist méglicherweise die Analyse anderer
Aktivierungsmarker wie dem CD134 oder dem CD154 auf den CD8-Lymphozyten von
Interesse.

Da in der Publikation von Luft et al. die CK18F-Werte erst etwa zehn Tage vor Beginn
einer Steroidtherapie anstiegen, scheinen in zukunftigen Untersuchungen von CK18F-
Werten in der Zeit nach Transplantation hinsichtlich der Vorhersagemdglichkeit einer
GvHD kleinere Intervalle, wie beispielsweise eine wdchentliche Spiegelbestimmung,
vorteilhaft. Vor allem fur die Analysen der CK18F-Werte, die durch zahlreiche
Komorbiditaten beeinflusst werden kénnen, ist die Durchfiihrung von Langsschnittstudien
mit Angabe der Zunahme im Vergleich zum Ausgangswert vor Transplantation sinnvoller.
Zudem sollten Serumproben sofort verarbeitet werden, um falsch hohe Werte durch lange
Lagerung zu vermeiden.

In unserer Studie gingen erniedrigte PBMNC- und CD8-Werte sowie erhdhte Anteile
CD95-positiver Helferzellen und erhdhte CD8/beta7/CD45RA-Relativwerte mit einem
gesteigerten Risiko fur eine GvHD-Entwicklung einher. Zur fruhzeitigen Diagnose einer
drohenden Spender-gegen-Wirts-Reaktion sind Cut-off-Werte als Orientierung von
Interesse, ober- bzw. unterhalb derer das Risiko, an einer graft-versus-host disease zu
erkranken, besonders hoch ist. Mehrere Publikationen weisen daraufhin, dass ein friiher
Beginn einer GvHD-Therapie mit einem deutlich besseren Ansprechen und mit einer
geringeren Inzidenz von GvHD-bedingten Todesféllen assoziiert ist [177]. Erhohte
CK18F-Werte kurz nach Beginn einer Steroidtherapie erleichtern die Diagnosestellung.
Auch hier scheinen Cut-off-Werte sinnvoll. Hinsichtlich der CK18F-Werte ist die
Ermittlung eines weiteren Grenzwertes von Interesse, oberhalb dessen die GvHD-
assoziierte Mortalitat ansteigt.

Die Analyse weiterer Marker wie dem |6slichen IL2-Rezeptor sollte in zukinftigen
Studien eingeschlossen werden [178]. Elastin, ein von Keratinozyten produzierter Elastase-
inhibitor, erwies sich in bisherigen Studien als sensitiver und spezifischer Biomarker fur
Diagnose und Prognose der Haut-GvHD [179]. Reg3a, welches von den Panethzellen
produziert wird, scheint ein spezifischer Indikator der Darm-GvHD zu sein

[180].Tryptophanmetaboliten wie die Quinolin-Saure und das Kynurenin korrelieren
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mdoglicherweise ebenfalls mit dem Auftreten und dem Schweregrad einer Spender-gegen-
Wirts-Reaktion [181].

107




5 Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die graft-versus-host disease tritt bei etwa 30-60% aller Patienten in den ersten Monaten nach

allogener Stammzelltransplantation auf. Die Frihmortalitét ist durch sie deutlich erhoht.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, durch Analyse zytologischer Marker sowie des
Zytokeratins 18 Parameter zu erarbeiten, die eine friihzeitige Diagnose einer Spender-gegen-
Wirts-Reaktion sowie Aussagen hinsichtlich des Therapieansprechens und des Risikos eines
weiteren GvHD-Schubes ermdglichen. Es wurden 75 Patienten mit hamatologischen
Neoplasien eingeschlossen, die sich im Zeitraum zwischen Mérz 2008 und August 2009 einer
allogenen Stammzelltransplantation am Universitatsklinikum Regensburg unterzogen.
Untersucht wurden neben dem CK18F allgemeine Marker wie Leukozytenzahlen, PBMNC-,
CD4- und CD8-Werte sowie die Aktvierungsmarker CD25 auf CD4- und CD8-Lymphozyten
und CD95 auf den T-Helferzellen. Zudem fand eine Analyse der FoxP3-positiven Tregs sowie
der organspezifischen Marker CCR10 auf den CD4-Lymphozyten und a4f37-Integrin auf den
naiven zytotoxischen T-Zellen statt. Wir ermittelten zusétzlich in Serumproben von 20
Patienten mit gesicherter Darm- und Leber-GvHD, die bereits innerhalb der zwei Jahre vor
Beginn der Dissertation gesammelt worden waren, den CK18F-Spiegel. Es wurde eine
Einteilung vorgenommen in Patienten, die im weiteren Verlauf an einer graft-versus-host
disease erkrankten, und in Patienten, die keine Manifestation entwickelten. Die Werte 22
hédmatologisch gesunder Personen dienten als Kontrollen. Zellpopulationen und CK18F-
Spiegel wurden jeweils bei Take, bei Erreichen eines CsA-Spiegels unter 100ng/mL, nach
Absetzten von CsA und vier, acht und zwolf Wochen nach Ende der CsA-Prophylaxe
untersucht. Lag bei Blutabnahme bereits eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion vor, fanden
entsprechende Analysen vor Steroidtherapie, vier Tage nach erster Kortisongabe und nach
Reduktion der Prednisondosis unter 20 mg am Tag statt. Diese Werte wurden jeweils mit
denen entsprechender Patienten ohne GvHD bei Abnahme verglichen. Es erfolgte eine
Unterscheidung zwischen friiher und spater graft-versus-host disease.

Hinsichtlich der allgemeinen Parameter ergaben sich signifikant erniedrigte PBMNC-Werte
bei Zusammenfassen aller Werte nach Sinken des CsA-Spiegels, wenn im weiteren Verlauf
eine GvHD auftrat (M:1661,01/pL; s:205,00; n:31) gegentber Transplantierten ohne
Manifestation (M:2545,10/uL, s:369,35; n:10) (p:0,023). Zum gleichen Zeitpunkt waren bei
Transplantierten mit spaterer Spender-gegen-Wirts-Reaktion deutlich geringere CD4-
Absolutwerte zu verzeichnen. Sowohl bei Zusammenfassung aller Werte nach Sinken des

CsA-Spiegels als auch bei Take lagen relative und absolute Werte an zytotoxischen Zellen bei
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Patienten mit Entwicklung einer graft-versus-host disease im weiteren Verlauf signifikant
unterhalb entsprechender Werte von Transplantierten, die nach Stammzellgabe nicht an einer
Spender-gegen-Wirts-Reaktion erkrankten. Eine beginnende GvHD flhrt zur Schadigung des
Thymus und sekundérer lymphatischer Organe mit konsekutiver Lymphopenie. Zudem
werden Lymphozyten bei Entwicklung einer graft-versus-host disease vermehrt ins Gewebe
aufgenommen. Signifikant erhohte Leukozytenzahlen bei Patienten mit GvHD nach
Reduktion der Steroidtherapie im Vergleich zu Transplantierten ohne Spender-gegen-Wirts-

Reaktion waren auf die Prednisongabe zuriickzufiihren.

Der Anteil CD95-positiver Zellen an den CD4-Lymphozyten war bei Zusammenfassung aller
Werte nach Sinken des CsA-Spiegels signifikant hdher, wenn sich spéter eine Spender-gegen-
Wirts-Reaktion entwickelte. Analysen im Rahmen einer vorangehenden Dissertation hatten
nach Engraftment hingegen niedrigere Prozentsétze bei Transplantierten mit Auftreten einer
GvHD im weiteren Verlauf gezeigt [25]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um
definitive Aussagen treffen zu kénnen. Bei Patienten, die bereits aufgrund einer akuten graft-
versus-host disease mit Prednison behandelt wurden, wurden frihe und spéte akute GvHD-
Formen zusammengefasst und am vierten Tag nach erster Steroidgabe hinsichtlich des
Auftretens oder des Uberganges in eine chronische GvHD im weiteren Verlauf untersucht.
Der Anteil CD95-positiver T-Helferzellen lag bei spaterer Entwicklung einer chronischen
Spender-gegen-Wirts-Reaktion mit 35,83% (s: 9,65; n:7) signifikant hoher als bei GvHD-
Patienten ohne spatere chronische Form (M: 16,35%; s:3,37; n: 22) (p: 0,021).
Lag bereits eine Spender-gegen-Wirts-Reaktion vor, kam es vier Tage nach Beginn der
Prednisontherapie bei Zusammenfassen der frilhen und spaten Form zu einer Verschiebung
des CD25low-Anteils hin zu hoéheren CD25int.- und CD25high-Subsets verglichen mit
Patienten ohne Vorliegen von Symptomen einer GvHD. Dies ist auf eine verstarkte
Aktivierung der Zellen im Rahmen der graft-versus-host disease zurtickzufihren.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war unter anderem, die Bedeutung von CCR10 auf den
CD4-positiven T-Zellen als Marker fir die Haut-GvHD zu klaren. Wurden frihe und spéte
Spender-gegen-Wirts-Reaktion zusammengefasst, waren die CCR10-positiven Anteile vor
Steroidtherapie und am vierten Tag nach der ersten Prednisongabe bei Haut-GvHD-Patienten
mit 3,95% (s:0,73; n:22) (p:0,042) bzw. 3,62% (s:0,64; n:22) (p:0,026) signifikant geringer
als bei Transplantierten ohne Vorliegen einer Spender-gegen-Wirts-Reaktion (M:7,40%;
5:0,99; n:66). Nach Reduktion der Steroiddosis unter 20mg am Tag drehte sich das Verhaltnis
allerdings um. Patienten mit Hautbefall besalen hier einen CCR10-Anteil von 12,34%
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(s:2,59; n:23) gegenliber Transplantierten ohne GvHD-Symptome (M:7,40%; s:0,99; n:66)
(p:0,027). Ein Vergleich aller GvHD-Patienten unabhdngig vom Manifestationsorgan mit
Transplantierten, bei denen zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine Spender-gegen-Wirts-
Reaktion vorlag, brachte &hnliche Ergebnisse, weshalb CCR10 nicht spezifisch fir einen
Befall der Haut zu sein scheint. Das a4f7-Intgerin auf den CD8-positiven T-Lymphozyten war
in einer Publikation als moglicher Préadiktor einer Darm-GvHD vorgestellt worden [111]. Hier
war ein erniedrigter Anteil oayf7-positiver Zellen an den CD8-Lymphozyten kurz nach
Engraftment mit dem gehduften Auftreten einer Darm-GvHD im weiteren Verlauf
einhergegangen. In unserer Studie waren hingegen bei Erreichen eines Leukozytenwertes tber
1000/pL die mittleren relativen Werte der Empfanger mit Darmbefall im spéteren Verlauf
(M:7,02%; s:3,96; n:5) gegentber entsprechenden Zahlen von GvHD-Patienten mit anderen
Manifestationsorten (M:0,57%; s:0,21; n:15) signifikant hoher (p:0,021). Zudem hatten
Patienten mit einer Darm-GvHD im Vergleich zu solchen mit anderen Manifestationsorten im
Falle eines friihen Auftretens vor Therapiebeginn erhdhte Relativ- und Absolutwerte sowie
groRere Anteile von CD8/B;/CD45RA-positiven Zellen. Vor allem bei spéter Manifestation
nach Reduktion der Steroidtherapie schien sich das Verhaltnis eher umzukehren. Das ouf7-
Integrin war spezifisch fur den Befall des Intestinaltraktes.

Hinsichtlich des CK18F-Spiegels bestanden signifikante Unterschiede, wenn schwere Formen
eines intestinalen oder hepatischen Befalls (M:1503,02 U/ml; Median: 1062,25 U/mL;
$:651,06; n:6) mit den Werten von Patienten mit leichter intestinaler GVHD oder mit Befall
eines anderen Organs (M:142,60 U/mL; Median: 97,43 U/mL; s: 34,75; n:26) am vierten Tag
nach Beginn einer Steroidtherapie verglichen wurden (p:0,001). Zudem korrelierte zum
gleichen Zeitpunkt bei Zusammenfassung der friihen und spaten graft-versus-host disease die
Hohe des CK18F-Spiegels mit der GvHD-assoziierten Mortalitdt. CK18F spielt somit eine
entscheidende Rolle bei der Bestimmung des Schweregrades einer Spender-gegen-Wirts-
Reaktion.

Ein signifikanter Einfluss durch die Methode der Leukozytenbestimmung auf die
Absolutzahlen konnte nicht nachgewiesen werden. Die unterschiedliche Gabe von ATG oder
MMF war nicht Ursache der gefundenen signifikanten Unterschiede. Allerdings beeinflusste
ATG signifikant den Anteil der T-Helferzellen an den PBMNCs sowie die Verteilung der
einzelnen CD25- Subsets innerhalb der CD4-Lymphozyten. Ein Effekt auf die Tregs war
nicht erkennbar.
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Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Basis fur weitere Studien geschaffen, die
maoglicherweise zur Ermittlung von Parametern fiihren, anhand derer eine beginnende GvHD
friihzeitig erkannt und hinsichtlich ihres Schweregrades eingestuft werden kann. Durch
rechtzeitigen Beginn bzw. rechtzeitige Eskalation oder Anderung der bestehenden Therapie

konnte die GvHD-assoziierte Mortalitat gesenkt werden.
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8. Anhang

Im Folgenden sind tabellarisch die Absolutwerte aufgefuhrt, die durch Verwendung der in der Zahl-
kammer ermittelten Leukozytenzahlen entstanden sind. Bei den Werten vor dem Schrégstrich handelt
es sich um den Mittelwert, dahinter findet sich der Median.

Zeitpunkt: Patientenzahl: Leukos H. Standarderror: PBMNC H. St CDd4absolut H. | Stand. ]
Take: B
Patienten gesamt 31 2695,32/2088,00 405,61 1157,71/1009 | 170,309 29 73,89/26,83 19,99
keine GvHD 11 3490,55/2400 942,72 1722,36/1581,00 408,3 11 139,16/59,39 44,88
spatere GvHD 20 2257,95/1954 342,04 847,15/753,50 91,71 18 34,01/18,57 9,45
Kontrollen 22 4650,64/4550 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darm/keineDarm i .
Haut/keine Haut
CsA<100ng/dl:
Pati gesamt 12 6422,00/4613,00 134712 2848,18/1726,00 | 925,41 12 320,33/219,42 87,71
keine GvHD 1 4613/4613 / 1199/1199 | / 1 105,91/105,81 [
spétere GvHD 11 6602,900/4767,50 1475,81 3013/2188 | 1006.71 11 341,78/269,62 94,03
Kontrollen 22 4650,64/4550 23513 22772712330 138,88 22 §24,99/880,97 62,63
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut
CsA ab: o
Patienten gesamt 9 3460,63/3324,00 264,33 2086,88/2055,50 399,75 9 301,15/204,32 107,87
keine GvHD 3 3025/3025 35 2881/2749 190.76 3 401,19/237,65 170,89
spatere GvHD ] 3645/3775 408,01 1578,40/1301 526,74 ] 241,12/106,81 146,34
Kontrollen 22 4650/4550 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
DarmvkeineDarm
Haut/keine Haut
CsA ab+4Wo: |
Patienten gesamt 5] 3178/2621,50 597,59 1091,67/1174,50 269,87 5] 105,19/110,70 | 33,67
keine GvHD 2 3961,50/3961,50 1051,5 17171717 434 2 166,16/166,16 | 15,79
spatere GvHD 4 2766,25/2329,00 745,02 779/746 230,05 4 74,71/149,40 | 43,17
Kontrollen 22 4650/4550 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 | 62,63
Darm/keineDamm !
Haut/keine Haut
CsA ab+8Wo: ]
Patienten gesamt 7 3292,71/3375,00 243,24 1495,57/1290,00 412,05 7 108,11/76,37 32,05
keine GvHD 2 3532,50/3532,50 1575 2884,50/2884,50 €835 2 173,75/173,75 10,85
spatere GvHD 5 3196,80/3137 337,22 940,00/709,00 1989,4 5 81,85/49,06 39,27
K 1 22 4650/4550 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darm/keineDarm _
Haut/keine Haut -
CsA ab+12Wo:
Patienten gesamt 7 3273,14/3000,00 378,25 1531,86/1356,00 331,21 7 254,43/134,86 121
keine GvHD 2 2993,50/2993,50 8,5 2124/2124 768 2 543,54/543,54 408,88
spatere GvHD 5 3385/3275 538,05 12956/976 349,72 5 138,79/64,09 48,23
Kontrellen 22 4850,64/4550,00 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darmmv/keineDarm
Haut/keine Haut
__CsA<100ng/di
CsAab
CsAab+aWo .
CsAab+8Wo
CsAab+12Wo: I R
Pati gesamt 40 4188,62/3690,00 449,52 1938,64/1301,00 299,73 40 233,38/152,72 41,25
keine GVHD 10 3504,80/3262,50 234,08 2329,30/2419 265,63 10 307,64/183,27 92,16
spatere GvHD 30 4424, 41/3988 595,8 1803,93/1243,00 391,85 30 207,77/106,81 45,52
Kontrallen 22 4650,64/4550,00 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Damm/keineDarm o
Haut/keine Haut
Zeitpunkt: Patientenzahl: Leukos H. Standarderror: PBMNC H. Tor: CD H. | St derror:
Frihe GvHD vor IS: . _
. keine GvHD 51| 3663,57/3150 429,91 1696,22/1199 247,28 49 169,43/61,72 33,02
Frihe GvHD 22| 2990,77/2194,00 | 577,45 1381,63/959 415,01 22 167,49/63,94 68,43
Kontrollen 22| 4650,84/4550,00 235,13 2277.27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut
Friihe GvHD d+4n.IS: - e
keine GvHD 51| 3863,57/3150 428,91 1696,22/1199 247,28 49 169.43/61,72 33,02
Frihe GvHd 21 4826,19/3375 795,21 1194,33/835,00 289,09 21 _153,88/61,62 53,83
Kontrollen S 22| 4650,64/4550,00 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darm/keine Darm 2/18
b ine Haut 191 i
Friihe GvHD 1S<20mg: I 7”,_
keine GvHD 51, 3663,57/3150 429,91 1696,22/1199 247,28 49 169,43/61,72 33,02
Frihe GyHD 19 5248,37/4700 599,667 1529,42/1047,00 294,63 19 130,68/90,90 33,82
Kontrollen 22| 4650,64/4550,00 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880.97 62,63
Dam/keine Darm
Hautkeine Haut
Spéte GvHD voriS: R
keine GvHD 27| 3311,21/3194,00 176 1593,85/1301,00 192,99 27 199,28/134,66 47,13
spéte GVHD 3| 3238,33/4275,00 1228,94 778,00/767,00 1926 3 134,50/100,68 70,09 _
Kentrollen 22| 4650,64/4550,00 23513 | 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 6263 |
Darm/keine Darm
Hautkeine Haut -
Spite GvHD d+4n.IS:
keine GvHD 271_3250,52/3150,00 171,44 1593,85/1301,00 192,88 27 199,29/134,66 47,13
spate GvHD 7 7270/7800 23107 3866,29/1638 1784,28 7 836,23/104,01 741,05
Kontrollen 22; 4650,64/4550,00 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut
Spéte GvHD IS<20mg:
keine GvHD 27| 3250,52/3150,00 171,44 1693,85/1301,00 192,99 27 99,29/134,66 47,13
spéte GvHD 9| 5172,00/4063,00 563,18 1808,54/2058 304,81 9 167,04/119,50 53,62
Kontrollen 22| 4650,64/4550,00 235,13 2277,27/2330 138,88 22 824,99/880,97 62,63
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut
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8. Anhang

Zeitpunkt: Patientenzahl: | CD4CD95abs.H. | Standarderror: | Pati hi: | CD4CD25labs.H, | Standarderror: | Patientenzahl: | CD4CD25i.abs.H.
Take:
Patienten gesamt 25 20,02/5,57 6583 25 39,06/18,26 13,11 25 40,06/14,14
keine GvHD 10 37,06/10,59 14,66 10 75,23/43,48 2958 10 68,06/28,84
spétere GvHD 15 8,65/3,28 282 15 14,95/10,75 3,48 15 21,39/8,33
Kontrollen 22 78,64/26,65 35,72 22 441,19/425,44 3747 22 346,46/329,56
Dam/keineDarm .
Haut/keine Haut
CsA<100ng/dl:

Patienten gesamt 12 109,08/40,30 49,11 12 187,39/100,94 56,99 12 117,97/73,89
keine GvHD 1 5,18/518 / 1 100,94/100,94 ! 1 7,15/7,15
spétere GvHD 11 119,47/54,38 53,08 11 196,04/134,41 62,27 11 129,05/78,84

Kontrollen 2 | 78,64/26,65 35,72 22 441,19/425 44 3747 22 346,46/329,56
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut
CsA ab:
Patienten gesamt 9 173,96/41,96 132,38 9 222,57/138,88 88,63 9 62,50/33,59
keine GvHD 3 416,38/107,07 340,27 3 332,29/149,72 193,51 3 56,03/73,67
spétere GvHD 8 28,51/12,50 15,05 8 158,74/84,06 88,73 ] 66,38/25,42
Kontrollen 22 78,64/26,65 35,72 22 441,19/425,44 3747 22 346,46/329,56
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut -
CsA ab+4Wo:
Patienten gesamt - 34,60/4,53 21,96 8 57,43/65,61 17,68 6 41,04/32,92
keine GvHD 2 67,19/67,19 65,27 2 100,81/100,81 4,72 2 56,70/56,70
spétere GvHD 4 18,30/18,30 15,18 4 | 35,73/33,94 17,53 4 33,19/12.41
Kontrollen 22 7864/2665 | 3572 22 | 441,19/425.44 37,47 22 346,46/329,56
Darm/keineDarm |
b ine Haut |
CsA ab+8Wo: 1
Patienten gesamt 7 13,16/12,15 4,13 7 | 51,65/46,44 14,41 7 44,11/26,84
keine GvHD 2 13,57113,57 0,83 2 | 99,86/99,86 2,77 2 58,71/58,71
spatere GvHD 5 12,89/11,76 5,97 5 32,36/28,45 105 5 38,27/20,00
Kontrollen 22 78,64/26,65 35,72 22 441,19/425,44 37,47 22 346,46/329,56
Darm/keineDarm
Hautkeine Haut N ]
CsA ab+12Wo:
Patienten gesamt 7 34,64/35,76 7,91 7 100,09/81,68 36,89 7 129,54/42,96
keine GvHD 2 39,56/39,56 28,73 2 184,41/184,41 101,31 2 316,25/316,25
spatere GvHD 5 32,67/35,76 6,74 5 66,36/41,94 28,92 5 54,85/28,97
Kontrolien N 22 _ 78,84/26,65 35.72 22 441,19/425,44 37,47 22 346,46/329,56
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut
CsA<100ng/dl B ]
CsAab
CsAab+4Wo
CsAab+8Wo
CsAab+12Wo:
Patienten gesamt 40 80,35/22,77 30,76 40 134,58/81,68 26,71 40 83,57/42,96
keine GvHD 10 149,50/30,23 108.15 10 186,80/104,08 62 10 103,87/57,51
spatere GvHD 30 56,50/37,40 19,98 30 116,58/58,60 28,82 30 76,58/27,05
Kontrollen 22 78,64/26,65 3572 22 441,19/425,44 3747 22 346,46/329,56
Darm/keineDarm . ]
Haut/keine Haut
Zeitpunkt Patientenzahl: | CD4CD95abs.H. | Standarderror: | Patientenzahi: | CD4CD25l.abs.H. | Standarderror: | Patientenzahl: | CD4CD25i.abs.H.
Frithe GvHD vor IS:
keine GvHD 45 69,07/15,05 26,98 45 108,03/32,53 24,59 45 62,44/20,40
Friihe GvHD 22 28,20/9,26 12,27 22 93,22/25,26 47,75 22 64,87/24,97
Kontrollen 22 78,64/26,65 3572 22 441,16/425,44 37,47 22 346,46/329,56
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut
Friihe GvHD d+4n.IS: . i
keine GvHD 45 69,07/15,05 26,98 45 108,03/32,53 24,59 45 62,44/20,40
Frilhe GvHd 21 19,21/11.74 4,72 21 61,21/16,30 251 21 82,55/38,20
Kontrollen 22 78,64/26,65 372 22 441,19/425,44 | 3747 22 346,46/329,56
Darmvkeine Dam |
Haut/keine Haut |
Friihe GvHD 1S<20mg: Il :
keine GvHD 45 69,07/15,05 26,98 45 108,03/32,83 | 24,59 45 62,44/20,40
Friihe GvHD 19 34,54/10,56 10,95 19 52,94/46,02 | 14,01 19 62,47/36,72
Kontrollen 22 78,64/26,65 3572 22 441,19/425,44 37,47 22 346,46/329,56
Darmvkeine Darm
Haut/keine Haut
Spite GvHD vorlS:
keine GvHD e _89.27/14,40 40,02 27 115,36/81,68 30,56 27 68,67/28,97
GvHD 3 21,85/24,56 10,37 3 63,19/72,28 25,31 3 60,75/22,75
Kontrollen 22 78,64/26,65 35,72 22 441,19/425,44 37,47 22 346,46/329,56
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut
Spite GvHD d+4n.IS:
keine GVvHD 27 69,27/14,40 40,02 27 115,36/81,68 30,56 27 68,67/28,97
spéte GvHD 7 44,54/12,89 32,61 7 250,31/58,44 199,71 7 485,20/26,61
Kontrollen 22 78,64/26,65 3572 22 441,19/425,44 37,47 22 346,46/329,56
Darm/keine Darm |

Haut/keine Haut |
___Spite GvHD |1S<20mg: |

keine GvHD | 27 69,27/14,40 40,02 27 115,36/81,68 30,56 27 68,67/28,97
spiéte GvHD ] 39,29/18,04 22,31 9 67,28/25,90 30,81 9 79,77/48,75
Kontrollen 22 _78,64/26,65 35,72 22 441,19/425 44 3747 | 22 346,46/329,56
Darm/keine Darm |
Haut/keine Haut | ]
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8. Anhang

Zeitpunkt: Tor: | P CD4CD25h.abs.H. | Standarderror: Patientenzahl: CD4CCR10abs.H.
Take: ] ] ] N
Patienten gesamt 11,08 25 5,82/3,40 1,79 27 5,91/11,78
keine GvHD 23,09 10 9,70/4,34 4,03 10 7,63/6,45
spatere GvHD 7,74 15 3,39/2,48 1,01 17 4,89/0,92
Kontrollen 31,64 22 38,00/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keineDarm
Hautkeine Haut 1314 5,97/0,92//1,40/0,63
CsA<100ng/d|:
Patienten gesamt 60,79 12 15,00/12,84 5,15 1 135,08/46,20
keine GvHD / 1 0.77/0,77 / 1 0,68/0,68
spétere GvHD 66,08 11 16,42/115,46 547 10 14,73/8,53
Kentrollen 31,64 22 38,00/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Dam/keineDarm
Haut/keine Haut 8//3 18,84/13,03//5,13/4,90
CsA ab:
Patienten gesamt 27,13 9 15,79/5,54 9.2 9 13,82/7,67
keine GvHD 20,34 3 12,28/14,16 2,53 3 12,37/7,58
spatere GVHD 439 6 17,90/3,73 15,23 3] 14,6917,75
Kentrollen 31,64 22 38,00/33,47 4,87 22 47,04/35,83
DarmvkeineDarm
Hautkeine Haut 412 7,78/7,751125,06/25,06
CsA ab+4Wo:
Patienten gesamt 16,69 6 8,70/3,98 2,75 6 10,93/8,28
keine GvHD 7,12 2 8,30/8,30 4,07 2 19,86/19,85.
spétere GvHD 25,03 4 5,90/3,01 3,94 4 6,47/4,84
Kontrollen 31,64 22 38,01/33,47 487 22 47,04/35,83
Damm/keineDarm
Haut/keine Haut 31 8,58/5,6//0,12/0,12
CsA ab+8Wo:
Patienten gesamt 16,67 7 12,16/8,50 4,92 7 6.,64/6,99
keine GvHD 7,56 .2 144111441 5,91 2 9.72/9,72
spatere GvHD 23,42 5 11,26/7,02 6,83 5 5,41/2,89
Kontrallen 31,64 22 38,01/3347 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut 32 8,02/9,13/11,50/1,50
CsA ab+12Wo:
Patienten gesamt 78,84 7 26,54/11,05 11,3 7 16,30/6,64
keine GvHD 273,29 2 48,41/48,41 38,78 2 32,38/32,38
spatere GvHD 26,54 5 17,79/11,05 6,57 5 9,87/6,64
Kontrollen 31,64 22 38,01/3347 4,87 22 47,04/35,83
| Darm/keineDarm
Haut/keine Haut 41 10,68/8,07//6,64/6,64 |
CsA<100ng/dl }
CsAab
CsAab+4Wo
CsAab+8Wo
| CsAab+12Wo: N o
Patienten gesamt 2297 40 15,45/8,63 3,26 40 12,43/7,44
keine GvHD 54,47 10 17,99/10,50 8 10 16,17/14,66
spétere GvHD 25,05 30 14,57/7,73 3,48 30 11,14/6,64
| Kontrollen 31,64 22 38,01/33 47 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keineDarm -
Haub/keine Haut 219 12,39/7,95//8,36/2,89
Zeitpunkt: Standard, P: t CD4CD25h.abs.H. | Standarderror: Patientenzahl: CD4CCR10abs.H.
Friihe GvHD vor |S:
keine GvHD 16,97 45 9,84/3,80 2,31 47 8,96/4,62
Friihe GvHD 20,44 22 11,63/3,69 4,23 22 42,00/2,41
Kontrollen 31,64 22 38,01/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut 1943 46,07/2,68/1,32/1,32
Friihe GvHD d+4n.IS:
keine GvHD 16,97 45 9,84/3,80 2,31 47 8,96/4,62
Frithe GvHd 26,83 21 10,13/4,11 3,49 20 7.15/2,21
Kontrollen 31,64 22 38,01/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut 19/1 7,41/2,35/
Friihe GvHD IS<20mg:
keine GvHD 16,97 45 9,84/3,80 2,31 47 8,96/4,62
Frihe GvHD 21,53 18 15,32/3,35 6,15 19 12,81/6,93
Kontrollen 31,64 22 38,01/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut 18111 12,81/6,93//
Spéte GvHD vorlS:
keine GvHD 22,51 27 15,55/8,50 4,26 27 11,88/7,44
spéte GvHD 42,11 3 11,06/5,82 6,46 3 1,54/2,08
Kontrollen 31,64 22 38,01/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut 12 2,08/2,09//1,27/1,27
Spiite GVHD d+4n.IS:
keine GvHD 22,51 27 15,56/8,50 4,26 27 11,88/7,44
spate GvHD 449,1 7 109,57/6,27 101,47 7 74,95/2,22
Kontrollen 31,64 22 38,01/33,47 4,87 22 47,04/35,83
Darmv/keine Darm
Hautkeine Haut 3//4 120,68/0,94//3,96/2,22
Spite GvHD 1S<20mg:
keine GvHD 22,52 27 15,55/8,50 4,28 27 1188744 |
spéte GvHD 25,72 9 37.64/9,01 281 9 28,12/5,29
Kontrollen 31,64 22 38,01/3347 4,87 22 47,04/35,83
Damm/keine Damm i i
Haut/keine Haut 415 58,62/14,66//2,93/1,67
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9. Anhang

Zeitpunkt: Standarderror: Patientenzahl: | CD4FoxCD25abs.H. TOr: Patier hi: | CD4F H.| Standard
Take: |
Patienten gesamt 2,24 | 26 2,89/1,38 0,71 26 4,69/2,55 0,99
keine GvHD 2,5 10 4,37/1,96 1,53 10 6,45/3,71 2,02
_ spatere GYHD 328 16 1,96/0,52 0,58 16 3,58/1,19 094
Kontrollen 548 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 34
. Darm/keineDarm . . I
Haut/keine Haut 4,28//0,90
CsA<100ng/dI:
Patienten gesamt 84,77 | 12 8,89/3,35 3,12 12 11,54/6,05 4,29
keine GvHD ! 1 0,43/0,43 ! 1 0,22/0,22 /
spétere GvHD 599 11 7,54/3,46 3,38 11 12,67/7,39 4,58
Kontrollen 548 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 341
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut 8,13//3,01
CsA ab;
Patienten gesamt 5,67 | 9 5,36/3,60 2 9 777715 208
___keineGvHD 6,85 3 4,23/4.28 1,37 3 8,06/8,14 1,99
spatere GvHD 8,69 8 6,04/2,92 3,22 [ 6,90/4,27 3,25
Kontrollen 548 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 341
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut 0,21//23,99
CsA ab+4Wo:
Patienten gesamt 423 5 4,21/4,10 1,59 6 5,76/4 45 226
keine GvHD 88 2 4771477 4,43 2 10,10/10,10 5,65
spatere GvHD 34 3 3,84/4,10 1,33 4 3,60/3,19 1,65
Kontrollen 548 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 341
DarmvkeineDarm B B -
Haut/keine Haut 3,77
CsA ab+8Wo:
Patienten gesamt 223 7 4.82/3 64 2,07 7 5,60/4,96 213
keine GvHD 2,73 2 3,87/3.87 0,23 2 5,68/5,68 0,72
spatere GvHD 2,89 5 5,21/2,88 2,97 5 6,13/6,13 3,08
Kontrollen 5,48 22 26,10/22,80 2,42 P 22 | 31,82/26,79 341
Darm/keineDarm B - - ] - )
__Haut/keine Haut o __4,33/11,40 _ , I I
CsA ab+12Wo: |
Patienten gesamt 754 ] 7 8,09/5,04 284 7 10,737 81 3,29
keine GvHD 26,38 2 13,27113,27 9,62 2 16,09/16,08 9,63
spétere GVvHD 3.7 5 6,02/5,04 1,99 5 8,59/7.81 3,08
Kontrollen 5.48 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/28,79 341
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut 4,661/ | B
CsA<100ng/d!
CsAab
CsAab+4Wo
CsAab+8Wo
CsAab+12Wo: .
Patienten gesamt 2,43 | 39 6,06/3,88 1,17 40 8,74/6,05 1,49
keine GvHD 5,54 | 10 5,69/3,88 2,08 10 9,11/6,43 23
spétere GvHD 2,66 | 28 6,19/3,84 1,43 30 8,61/5,21 1,88
Kontrollen 5,48 22 26,10/22,80 242 22 31,82/26,79 3,41
Darm/keineDarm
Haut/keine Haut 3,12//5,22
Zeitpunkt: Standarderror: Patientenzahl: | CD4FoxCD25abs.H. Standarderror: Patientenzahl: | CD4Foxabs.H. | Standarderror:
Friihe GvHD vor IS: T )
keine GvHD 2,09 46 4,25/1,96 0,92 46 6,83/4,44 1,26
Frithe GvHD 35,7 22 4,30/1,29 1.4 22 7.62/2,79 2,57
Kontrollen 5,48 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 34
Darm/keine Darm | } L -
Haut/keine Haut 39,26//0,97
_ Friihe GvHD d*4niS: | I S __ -
f keine GvHD 2,09 | 45 4,25/1,96 0,92 46 6,83/4,44 1,26
Frahe GvHd 2,34 | 21 4,70/1,24 1,89 21 7,26/3,53 2,13
Kontrollen 548 22 26,10/22,80 242 22 31,82/26,79 341
Darm/keine Darm
Hautkeine Haut 2,45/
Frilhe GvHD IS<20maq: |
 keineGVHD | 2,09 46 4,25/1,96 0@ 486 6,83/4,44 1,26
Friihe GvHD 3,94 ! 19 2,94/3,08 06 18 4,62/4 47 0,87
Kontrollen 548 22 26,10/22,80 242 22 31,82/26,79 341
Darm/keine Darm |
Haut/keine Haut 4,16/
Spite GVHD vorlS:
keine GvHD 274 23 6,00/4,28 | 147 27 7,75/6,16 127
spate GvHD 0,54 | 3 5,55/6,60 2,57 3 6,65/7,22 3,19
Kontrollen 5,48 22 26,10/22,80 242 22 31,82/26,79 341
Damn/keine Darm
Haut/keine Haut /0,81
Spite GvHD d+4n.IS:
keine GvHD 2,74 26 6,00/4,28 1,17 27 7,75/8,16 1,27
spéte GvHD 69,31 7. 61841127 | 5977 7 91,40/5,23 87,54
Kontrollen 5,48 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 341
Damvkeine Darm B
Haut/keine Haut 119,84//2 56
Spite GvHD 1S<20mg:
keine GvHD 2,74 26 6,00/4,28 1,17 27 7.75/6,18 1,27
spéte GvHD 22,3 9 5,16/3,79 2,23 9 8,99/4,13 522
Kontrollen 5,48 22 26,10/22,80 2,42 22 31,82/26,79 3,41
Darm/keine Darm
Haut/keine Haut 48,86//1,19
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8. Anhang

Zeitpunkt: Patientenzahl: | CDB8absolut H. Standard Patier hl: | CD8CD25abs.H. | Star P
Take: o
Patienten gesamt 31 144,08/33,93 51,02 31 4,75/2,48 0,87 31
keine GvHD " 310,22/120,89 121,23 11 7,31/6,53 2 1
spatere GyHD 20 52,7115,19 29,64 20 3,35/1,65 4] 20
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Darm/keinebarm | -y 0\ 51115
Haut/keine Haut
CsA<100ng/dl:
Patienten gesamt 12 4237,69/446,34 3486,6 12 10,86/10,01 2,87 11
keine GvHD 1 655,52/655,52 ! 1 3,58/3,68 / 1
spétere GvHD 11 _ 4595,90/425,82 3834,19 11 14,59/10,41 3,07 10
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Darm/keineDarm 47
Haut/keine Haut
~ CsA ab: o
Patienten gesamt 9 749,81/560,52 212,49 9 12,38/10,98 277 I
keine GvHD 3 975,07/944,39 296,63 3 20,41/17,71 3,26 3
spatere GvHD 6 614,65/513,40 298.4 6 7.57/7,53 1,68 6
Kontrollen 22 439,38/372,36 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Dam/keineDarm - 0//6
t ine Haut
CsA ab+4Wo:
Pati gesamt 6 354,03/372,33 118.8 (5] 12,34/11,60 4,31 6
keine GvHD 2 ©648,83/648,83 127,72 2 22,12/22,12 6,28 2
spétere GvHD ~ 4 206,64/160,08 106,93 4 7,45/5,29 4 4
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Darm/keineDarm 212
Haut/keine Haut
CsA ab+8Wo: e . o
Patienten gesamt 7 614,47/519,57 228,03 7 11,78/8,35 3.9 7
keine GvHD 2 1439,33/1439,33 51,86 2 21,78/21,78 39 2
spétere GvHD 5 284,53/284,53 116,93 5 7.79/5.41 4,06 5
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/28,17 17,11 22
Darm/keineDarm = ] A4
Haut/keine Haut |
CsA ab+12Wo: j
Patienten gesamt 7 520,13/587,52 93,83 | 7 21,74/11,94 9,75 7
keine GvHD 2 707,35/707,35 119,83 | 2 25,64/25,64 11,08 2
spatere GvHD 5 445,24/304,69 110,21 5 20,17/8,9 13,61 5
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Dam/keineDarm 0//s
Haut/keine Haut
CsA<100ng/d| _
[ CsAab _ _
CsAab+4Wo |
CsAab+8Wo |
CsAab+12Wo: |
Patienten gesamt 40 1607,16/513,40 | 988,91 | 40 13,52/10,04 2,18 40
keine GvHD 10 917,18/801,87 126,95 | 10 20,39/17,80 2,92 10
spétere GvHD 30 1845,09/304,69 1332,36 30 11,15/7,53 2,65 30
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
D: ineDarm Bir24
Haut/keine Haut e
Zeitpunkt: Pati zahl: | CD8absolut H. Standarderror: | Patientenzahl: | CD8CD25abs.H. | St: J Patient hi
Frithe GvHD vor IS:
keine GVHD 51 1155,80/113,37 761,88 51 7,58/4,34 1,07 51
Frihe GvHD 21 201,95/40,05 75,83 18 17,54/10,64 92 21
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
D ine Darm _ _3in8
Haut/keine Haut
Friihe GVHD d+4n.IS:
keine GVHD 51 1155,80/113,37 761,88 51 7.58/4,34 1,07 51
Frihe GvHd 20 178,07/52,65 62,22 19 10,15/2,00 348 20
Kontrollen 22 439,38/372,60 62,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Darm/keine Darm 2/118
Haut/keine Haut
Friihe GvHD 1S<20mg:
keine GvHD 51 1155,80/113,37 761,88 51 7.58/4,34 1,07 51
. Frihe GvHD 18 537,63/136,89 220,92 18 17.57/4,96 8,34 18
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
Darm/keine Darm 117
Haut/keine Haut
Spite GvHD vorlS:
keine GvHD 27 6050,31/519,57 5500 27 14.41/10,04 2,94 27
spite GvHD 3 141,97/142,78 22,18 3 4,82/3,09 26 3
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,76 22 53,37/26,17 17,11 22
____Damvkeine Darm _ 21
Haut/keine Haut
Spite GvHD d+4n.IS: |
keine GvHD 27 6050,31/519,67 | 5500 27 14,41/10,04 2,94 27
spéte GvHD 7 379,48/14234 | 202,22 6 37,83/1,55 31,28 7 7 ]
Kontrollen 22 439,38/372,60 52,78 22 §3,37/26,17 17,11 22
Darm/keine Dam 413
Haut/keine Haut
Spite GvHD IS<20mg:
keine GvHD 27 6050,31/519,57 27 14,41/10,04 2,94 27
spate GvHD 9 471,27/297,76 9 16,68/7,15 7.59 9
Kontrollen 22 438,38/372,60 22 53,37/26,17 17,11 22
Darm/keine Damm 5ir4
I e Haut
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8. Anhang

Zeitpunkt: CD8bet.7CD45abs.H. Standarderror:
Take:
Patienten gesamt 16,52/3,20 4,75
keine GvHD 32,80/23,10 11,33
spétere GVvHD 7,57/207 2,49
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keineDarm 16,47/8,94//4,6011,27 7,72/11,74
Hautfkeine Haut
CsA<100ng/dl:
Patienten gesamt 135,08/46,20 64,77
keine GvHD 98,33/98,33 /
spétere GvHD 138,75/42,82 71,49
Kontrollen 186,86/160,61 20,28
Darm/keineDarm 14,39/20,62//192,05/102,74 7,03//96,78
Haut/keine Haut
CsA ab:
Patienten gesamt 105,36/57,78 52
keine GvHD 105,85/116,16 13,44
spdtere GvHD 105,06/29,60 86,71
Kontrollen 186,96/160,61 2028
n Darm/keineDarm /1105,06/29,60 186,71 1
Haut/keine Haut
CsA ab+4Wo:
i Pati gesamt 62,48/65,98 21,04
keine GvHD 117,77117.77 3,13
spatere GvHD 34,83/31,22 18,47
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keineDarm 38,44/38.,44//31,22/31,22 37.48//24,82
Haut/keine Haut
CsA ab+8Wo:
Patienten gesamt 67,42/141,82 27,56
keine GvHD 140,27/140,27 52,59
spatere GvHD 38,28/10,28 23,98
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
DarmvkeineDarm 0,78/0,78//47,65/26,05 /28,50
Haut/keine Haut
CsA ab+12Wo:
Patienten gesamt 79,40/38,75 38,51
keine GvHD 80,10/80,10 4,9
p GvHD 79,13/36,14 57,24
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keineDam 179,13/36,14 /57,24
Haut/keine Haut
CsA<100ng/di
CsAab_
CsAab+4Wo o _
- CshAab+8Wo
CsAab+12Wo: o
Patienten gesamt 95,68/46,20 . 2258
| keine GvHD 109,21/106,48 10,86
spétere GvHD 91,00/36,14 30,24
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keineDarm 20,13/10,79//108,48/36,75 11,90/37,20
Haut/keine Haut
Zeitpunkt: CD8bet.7CD45abs.H. Standarderror:
Frilhe GvHD vor IS: .
keine GvHD 58,57/20,62 17,47
Frihe GvHD 44,02/6,65 14,87
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keine Darm 92,13/32,36//36,00/6,28 75,85//12,81
Haut/keine Haut
Frithe GvHD d+4n.IS:
keine GvHD 58,57/20,62 17,78
Frithe GvHd 37,52/8,16 14,6
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keine Darm 8,35/8,35//40,76/8,16 7,68/116,07
Haut/keine Haut .
. Friihe GvHD 1S<20mg:
keine GvHD 58,57/20,62 17.47
Frilhe GvHD 74,54/34,48 24,08
_ Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keine Darm /I67,87/27,95 124,52
Haut/keine Haut
Spite GvHD voriS:
keine GvHD 80,35/41,82 19,62
spate GvHD 10,87/12,92 3,93
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keine Darm 9,84/9,84//12,92/12,92 6,584/
Haut/keine Haut
Spéate GvHD d+4n.IS:
keine GvHD 80,35/41,82 19,62
spéte GvHD 27,9116,00 14,91
Kantrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keine Darm 31,05/4,27//15,19/16,00 27,93115,29
t ine Haut
Spite GvHD I1S<20mg:
keine GvHD 80,35/41,82 19,62
spéte GvHD 60,95/26,84 2422
Kontrollen 186,96/160,61 20,28
Darm/keine Darm 20,63/14,81//111,35/110,95 11,03//42,34
Haut/keine Haut
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Vorname:
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Geburtsort:
Eltern:

Familienstand:
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Schulbildung

09/1991-07/1995:
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Studium

10/2004-11/2010:
08/2006:
11/2010:
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Verena Eva-Maria

15.06.1984

Miinchen

Dr. Dietmar Blechschmidt

Doris Blechschmidt, geb. Philippi
ledig

deutsch

Besuch der Grundschule Schillerschule in Nordlingen
Besuch des Theodor-Heuss-Gymnasiums in Nordlingen

Studium der Humanmedizin in Regensburg
Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
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12/2009-02/2010:
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Assistenzarztin der Inneren Medizin 111 (Gastroenterologie/Infektiol.)

am Klinikum Augsburg
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