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1. Einleitung
1.1 Die Graft vs. Host Disease

Im Rahmen einer allogenen Stammzelltransplantation stellt die Graft vs. Host Disease,
die im Folgenden durch GvHD abgekiirzt wird, eine zentrale Komplikation dar. Circa
30 bis 40% aller Patienten, die eine allogene Stammzelltransplantation (SZT) von Ge-
schwistern und 40-70%, die eine SZT von unverwandten Spendern erhalten, entwickeln
eine GVHD (Wojnar et al, 2006). Bei weltweit ca. 50.417 durchgefiihrten Stammzell-
transplantationen ergibt dies mindestens 15.125 behandlungsdiirftige Patienten (Grat-
wohl et al, 2010). Dabei wird stadienabhéngig eine Morbiditit und Mortalitdt von ca.
30-50 % auftreten. Somit ist die GVHD ein nicht zu vernachlissigender Faktor fiir das
Uberleben dieser Patienten. Der Ausdruck ,,Graft vs. Host* beschreibt eine Immunreak-
tion bei Transplantation von Fremdgewebe, in dem sich immunkompetente Zellen eines
Spenders - die HLA Antigene des Empfangers- erkennen und in einer Immunreaktion
das Zielgewebe attackieren und zerstoren (Ferrara, Deeg, 1991). Erstmals beschrieben
wurde die GvHD im Rahmen der Arbeiten von Bekkum (van Bekkum et al, 1967), der
bemerkte, dass bei Miusen, die aufgrund einer hohen Radiodosis eine Knochenmarksa-
plasie bekamen, die Verabreichung von fremden Knochenmark zur Ausbildung einer
sogenannten ,,sekundiren Erkrankung® oder auch ,,runt disease* fiihrte. Diese Erkran-
kung war gekennzeichnet durch Diarrhde, Gewichtsverlust, Hautverdnderungen und
Leberverdanderungen. Dieses Phanomen wurde spiter als ,,Graft vs. Host Reaktion* be-

zeichnet.

Im Mittelpunkt der folgenden Arbeit soll die GvHD der Leber stehen. Die GvHD der
Leber tritt im Schnitt bei 20% der Patienten auf (MacMillian et al, 2002; Robin et al,
2009; Lee et al, 2005). Dabei wurde festgestellt dass die Inzidenz in den letzten Jahren
von 36% konstant auf den 20% gesunken ist (Gooley et al, 2010). Zudem stellt die Le-
ber-GvHD eine schwierig zu behandelnde Erkrankung dar, da sie schlechter als die
GVHD anderer Organe auf Therapieversuche anspricht und somit zu einer erhdhten In-

zidenz der therapie-assoziierten Mortalitdt fithrt (Weisdorf et al, 1990).



1.2 Der klinische Verlauf der GvHD
1.2.1 Der zeitliche Ablauf

Definiert wurde die akute Form der GvHD als Erkrankung die in den ersten 100 Tagen
nach einer allogenen Stammzelltransplantation auftritt. Die chronische Form hat ihr
Auftreten definitionsgemif nach 100 Tagen, sie kann aber schon einen Monat nach der
Transplantation auftreten (Sullivan et al, 1992). Historisch bedingt wird die chronische
GvHD in eine erweiterte, also therapiebediirftige Form und in eine lokalisierte Form
eingeteilt (Shulman et al, 1980). Die chronische Form kann sich aus einer bereits beste-
henden akuten GvHD entwickeln, erst nach einem krankheitsfreien Intervall erscheinen
oder ohne eine vorangegangene GvHD vollig neu (de novo) entstehen. Da der Definiti-
onsansatz von Shulman nicht zufriedenstellend war, entschied man sich fiir eine neue
umfassendere Definition. Ein neuer Ansatz durch das National Institute of Health be-
riicksichtigt nun eine spit auftretende Form der akuten GvHD, nach Tag 100 (late on-
set), und eine Form in der die akute mit der chronischen Form tiberlappt (Filipovich et
al, 2005). Die Form der late-onset-GvHD korreliert hierbei mit der hdufiger werdenden
RIC (Ferrara et al, 2009).

1.3 Die akute Graft vs. Hst Disease

Die GvHD kann sich je nach Form, das heif3it, akut oder chronisch, an verschiedenen
Lokalisationen des Korpers manifestieren. Bevorzugte Orte fiir eine akute GvHD sind
der Gastrointestinaltrakt, die Leber und die Haut. Martin konnte zeigen, dass dabei vor
Therapiebeginn 81% auf die Haut entfillt, 54% auf den Gastrointestinaltrakt und 50%
auf die Leber vor Therapiebeginn (Martin et al, 1990). Die Schwere der Erkrankung
wird mithilfe morphologischer klinischer Kriterien bewertet, die von Glucksberg und

Thomas definiert worden sind (siehe Kapitel Material und Methode).

Die Haut stellt hierbei das am hdufigsten und am friithesten betroffene Organ des Emp-
fangers dar. Héufig korreliert das Auftreten einer Haut-GvHD mit erfolgreichen An-
wachsen der Spender-Stammzellen, auch Engraftment genannt (Jacobsohn, Vogelsang,
2007; Johnson, Farmer, 1998). Je nach Grad der Erkrankung kann sich nun ein makulo-
papuléses juckendes Erythrem ausbilden, welches sich auf dem Korper ausbreitet mit
Ausnahme der Kopfhaut. Das hochste Stadium ist gekennzeichnet durch Blasenbildung
mit nachfolgender Separierung der Haut (Ferrara, Deeg, 1991). Zudem sind auch Ulze-
rationen mit Blasenbildung beschrieben. Histologisch charakteristisch sind Apoptosen

an der Basis dermaler Krypten (Vogelsang et al, 2003).



Die Erkrankung der Leber zeichnet sich durch ein erhshtes Bilirubin >2mg/dL und eine
Erhshung der alkalischen Phosphatase 8ieskann aber auch nur durch eine ErhShung
der Transaminasen auffallen (Akpek et al, 2002; Melidana et al2007; Strasser et

al, 2000; Fujii et al, 2001). Diese Sonderform wird als Hepdttisliche GvHD be-
zeichnet. Neben diesen Leberfunktionsparametern wird auch nach neuen prSdiktiven
Biomarkern gesucht. In einer Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Remar
REGG3alpha, HGF und das Cytokeratinfragment 18 bei der Leber Graft vs. Host Dise-
ase erh3ht sind, aber nur HGF und REGG3alpha einen Vorhersagewert bezYglich der
MortalitSt innerhalb eines Jahres ohne KrankheitsrYckfall haben (Harris et al, 2011).
Histopathologisch zeigt sich bei der durch Bilirubinanstieg gekennzeichneten GvHD
eine portale lymphozytSre Infiltration mit SchSdigiigy Zerstsrung der kleinen Gal-
lengSnge mit Kernpolymorphismen und einer Pericholangitis (Farthing et al, 1982; Slo-
ane et al, 980).

Der Endzustand der hepatischen cGvHD wird als vanishing bile duct syndrom bezeich-
net, dabei werden die GallengSng&dll vermittelt attackiert und es kommt zu einer
Duktopenie (Shulman et al, 1988, Ferrara, Deeg, 1991). Differentialdiagnostisoh dav
abzugrenzen sind die Vei@acclusiveDisease, virale EntzYndungen der Leber, toxische
Medikamentennebenwirkungen, ein EisenYberladung durch Transfusionen und eine
Sepsis mit Organversagen der Leber. Diagnostisches Mittel der Wahl stellt eine Le-
berbiopsiedar, jedoch geht mit einer Biopsie immer ein potentielles Blutungsrisiko ein-
her- insbesondere fYr Patienten nach einer SZT, die thrombozytopen sind.

Volumige Diarrhoe (>1,5 L/D), teilweise blutig, Tenesmen, tbelkeit und Gewichtsver-
lust kennzeichnen dievBID des Gastrointestinaltraktes. Das histopathologische Korre-
lat konnte durch Shulman in Biopsien der Rektalschleimhaut von 52 Patienten gefunden
werden. Er konnte zeigen, dass es bei der gastrointestinalen-BiddBse zu einer
Einwanderung von Lymphozyte Eosinophilen und Plasmazellen mit Kryptenabszes-
sen kommt (Shulman et al, 2006). Stellenweise treten auch LYcken in der Basalmemb-
ran auf (Galluci et al, 1982). Radiologische VerSnderungen zeigen sich im CT durch
eine verdickte Darmwand und eine path@dofge DichteerhShung der Darmmucosa
(Donnelly, Morris, 1996). Im RsSntgenbild des Abdomens kann man - Luft
FlYssigkeitsspiegel und verdickte Darmschlingen erkennen (Bell, Williams, 1988).



1.3.1 Outcome - Die akute Graft vs. Host Disease

Das Outcome wird erh&bh bestimmt durch den Schweregrad der GvHD. Martino
konnte zeigen, dass die GvHD vom Grad IV ein LangzeitYberleben von ca. 5% auf-
weist, dem gegenYber steht ein tberleben von 30% bei einem Schweregrad von lII.
(Martino et al, 1999). Aber bereits ab demHRv Grad Il kommt es zu einer ErhShung

der MortalitSt verglichen mit Grad | (Cahn et al, 2005; Pasquini, 2008).

1. 3. 2 Die Therapie der akuten Graft vs. Host Disease

In der Therapie der akuten GvHD muss zwischen zwei ZustSnden unterschieden wer-
den, diejeweils einen anderen pharmakologischen Ansatz bensStigen: Diese sind die
neuaufgetreten GvHD und die steroidrefraktSre GvHD, also das Nichtansprechen bei
initialer Steroidtherapie. Eine Therapieversagen ist gekennzeichnet durch Symptomver-
schlechterung de®rganmanifestation innerhalb von 3 Tagen danach sollte eine &Se-
cond LineO Therapie oder dSalvageO Therapie erwogen werden (Deeg, 2007).

GrundsStzlich werden fYr die akute GvHD Medikamente aus der Kortikoidsteroidgrup-
pe in Kombination mit FortfYhrunder pophylaktisch angesetzten Immunsupression,
genutzt. Dabei ist besonders der antiinflammatorische wie auch der Leukozyten hem-
mende Effekt der Kortikosteroide von Nutzen. Die verabreichte Dosierung reicht von
einem Milligramm bis zu 20mg pro Tag/Kilogramm K&rgewicht (Ruutu et al; 1997).
HShere Dosierungen konnten im Vergleich zu niedrigeren Dosierungen (2mg/10mg)
keinen positiven Nutzen hinsichtlich der Ansprechrate und désh@estberlebens
bringen, jedoch ist bei hiherer Dosierung die MorbiditSt erpghin Lint et al, 1998).
EingeschrSnkt wird die Nutzbarkeit der Medikamente durch die Nebenwirkungen, wie
der erhdhten InfektionsanfSlligkeit, Osteopenie und aseptischen Knochennekrosen. Im
Allgemeinen kommt es bei ca.-40 % der Patienten zu einem Ansrexc der Thera-

pie. Dies ist abhSngig von der AusprSgung der GvHD, je schwerer die Erkrankung, des-
to hSher ist das initiale Therapieversagen (Weisdorf et al, 1990; Martin et al, 1990).

Neben der Steroidtherapie hat sich im Laufe der Jahre auch die extral®lootore-

se als msglicher Therapieansatz etabliert. Entdeckt und als erstes genutzt wurde sie von
Edelson in der Behandlung des kutanen T Zell Lymphoms (Edelson et al, 1987). Dem
Patienten werden Lymphozyten Yber das Aphereseverfahren entnommen @d mit
methoxypsoralen inkubiert. Die anschlieSende Bestrahlung miLioM und Reinfusi-

on resultiert in einer erhShten Apoptoserate (Barr et al, 1998) und in einem Anstieg der
4



T-regulatorischen Zellen (Gatza et al, 2008). Greinix konnte zeigen, dass durch diese
Therapie, insbesondere der steroidrefraktiren GvHD, eine komplette Remission bei
86% (Grad 2), 55% (Grad 3) und 30% (4) erzielt wurde. Zudem betriigt das Uberleben
bei Ansprechen auf die Therapie 59% verglichen mit 11% bei fehlender Reaktion
(Greinix et al, 2006). Ein weiterer Bestandteil der Therapie besteht aus der Blockade
von TNF-a mit dem Medikament Etanercept. Levine konnte in seiner Studie die Rate an
kompletter Remission der GVHD, im Vergleich zu Patienten, die nur mit Steroiden be-
handelt werden, um 36% erhohen (Levine et al, 2008). Sollte es unter dieser Therapie
zu einer Symptomverschlechterung kommen, miissen die Medikamente gewechselt
werden und es wird eine ,,Salvage™ Therapie eingeleitet. Die Verabreichung von Anti-
Thymozyten Globulin konnte im Rahmen der ,,Second Line* Therapie hierbei Symp-
tomverbesserungen in 20-50% erbringen, gleichwohl wird der Nutzen aber von der ei-
ner erhohten Infektionsrate eingeschrankt (Arai et al, 2002). Neben diesem klassischen
Medikament sind mehrere monoklonale Antikdrper in Studien eingebunden, um ihre
Wirksamkeit zu beweisen. Darunter fallen die Antikérper Anti-CD2, Anti-CD3 und
Anti-CDS5. Weitere mogliche Antikorper sind Visilizumab, Alemtuzumab, B-B10 (An-
tikorper gegen IL 2), MMF, Pentostatin und Sirolismus. Die genaue Besprechung dieser
Antikdrper kann hier nicht erschopfend dargelegt werden.

1.4 Die chronische Graft vs. Host Disease

30-70% aller Patienten die eine allogene Stammzelltransplantation durchlaufen, erkran-
ken an einer chronischen GvHD. Drei oder mehr Organe sind bei 50% der Patienten von
der chronischen Form betroffen und machen es somit zu der wichtigsten Komplikation
bzw. zu den haufigsten Therapie assoziierten Mortalititsgriinden von Langzeit-
Uberlebendenden, in Korrelation mit der Schwere der Erkrankung (Lee et al, 2002, Sato
et al, 2011). Allerdings zeigt sich bei Patienten mit einer chronischen GvHD eine er-
niedrigte Riickfallrate der malignen Grunderkrankung, was auf einen andauernden Graft
vs. Leukdmie Effekt zuriickzufiihren ist (Weiden et al, 1981; Sullivan et al, 1989;
Horowitz et al, 1990). Die chronische GvHD beschriankt sich allerdings nicht auf die
drei Manifestationsorte der akuten Form, sondern kann fast jedes Organ befallen und
dabei Autoimmunerkrankungen imitieren. Das am hdufigsten befallene Organ ist hier-
bei die Haut (75%), der Mund (51%-63%), die Leber (29%-51%) und das Auge (22%-
33%) (Lee, 2008; Lee, Flowers, 2008). Die Organe zeigen hierbei eine entziindliche wie
auch eine fibrotische Komponente (Lee, 2010).



1.4.1 Outcome - Die chronische Graft vs. Host Disease

Schwieriger zu bewerten ist das Outcome der Patienten mit einer chronischen Form der
GvHD. Zwar haben die Patienten eine niedrigere Rate an Tumorrelapse (Weiden et al,
1981; Sullivan et al, 1989; Horowitz et al, 1990), was vom ausgeprédgten Anti Leuk&dmi-
schen Effekt herriihrt (Socié et al, 2011), jedoch treten im Gegenzug erhoht Infektionen
auf (Lee, 2010) und die Lebensqualitit ist reduziert (Sutherland et al, 1997).

Fiir eine Aussage zum Langzeitiiberleben, muss die cGvHD in eine progrediente bezie-
hungsweise schwere-, und in eine milde cGvHD eingeteilt werden. Hierbei zeigt sich
ein Uberlebensvorteil bei einer milden cGvHD im Vergleich zu einer progredienten

cGVHD (Sullivan et al 1988; Wingard et al 1989; El-Cheikh et al, 2013).
1.4.2 Die Therapie der chronischen Graft vs. Host Disease

In der Therapie der chronischen GvHD muss ebenfalls zwischen einer Primér-Therapie
und einer Sekundar-Therapie unterschieden werden. Die Umstellung auf eine sekundére
Therapie sollte bei persistierenden Symptomen von mehr als 8 Wochen erwogen wer-
den (Wolff et al, 2011). Kortikosteroide in Kombination mit einem Calcinuerininhibitor
stellen hierbei die bevorzugte Medikamentenkombination fiir die Primértherapie dar,
die mit einer durchschnittlichen Therapiedauer von 3 bis 6 Monaten einhergeht (Wolff
et al, 2010). Im Zuge dessen kommt es zu einer durchschnittlichen Ansprechrate von

20% (Martin et al, 2009).

Bei Versagen der initialen Therapie werden immunsupressive Medikamente, anhand der
individuellen medikamentdsen Vorbehandlung des Patienten kombiniert. Bevorzugt
werden hierbei Kombinationen mit Kortikosteroiden, jedoch sollten diese nach Stabili-
sierung und Symptomverbesserung langsam reduziert werden, um Langzeitschidden zu
verhindern. Sklerosierende Manifestation der chronischen GvHD sollten mit Imatinib
und Retinoiden behandelt werden (Wolff et al, 2011). Die extrakorporale Photorese hat
eine hohe Ansprechrate von 60% und konnte erfolgreich in der Therapie der chroni-

schen GVHD eingesetzt werden (Couriel et al, 2006).

Beobachtung von Ratanatharathorn haben gezeigt, dass Rituximab Symptome der chro-
nischen GvHD mildert (Ratanatharathorn et al, 2000). In nachfolgenden Studien
(Ratanatharathorn et al, 2003; Carella et al, 2007; Zaja et al, 2007) konnte der Nutzen

Rituximabs bewiesen werden. Das experimentell eingesetzte Medikament konnte



Symptome der Haut und des muskuloskeletalen Systems lindern. Symptomminderung
fiir die Leber (Carella et al, 2007; Mohty et al, 2008) den Gastrointestinaltrakt (Mothly
et al, 2008; Zaja et al, 2007) und die Lunge (Wu et al, 2000) wurden aber auch be-
schrieben und stellen somit einen moglichen Therapieansatz in der Behandlung der
chronischen GvHD dar. Zusammenfassend muss aber weiterhin betont werden, dass vor
allem versucht werden sollte, durch Vermeiden von Risikofaktoren die Entstehung einer

schweren cGvHD zu verhindern.
1.5 Die Pravention der Graft vs. Host Disease

In 100% der Félle kommt es zu einer GvHD, falls keine Pridvention durchgefiihrt wird
(Sullivan et al, 1986). Deshalb stellt eine sorgfiltige Pravention einen wichtigen Faktor
fiir das Uberleben dar. Unterschieden wird hierbei zwischen der medikamentdsen Pro-
phylaxe und der Aufbereitung von Spenderzellen, wobei beide Verfahren abhéngig
vom Risikomuster des Patienten komplementér angewendet werden, um eine groBtmog-

liche Risikoreduktion zu erzielen.

Einer der ersten Erfolge in der Entwicklung der medikamentdsen Prophylaxe war die
Entdeckung, dass Methotrexat (MTX) bei Hunden die eine SZT erhalten, eine GvHD
mildern konnte (Storb et al, 1975). Heutige Therapiestandards nutzen die erhohte Wirk-
samkeit von Medikamentenkombinationen, bestehend aus Cyclosporin A, MTX, FK506
und Glucokortikoiden (Storb et al, 1986; Storb et al, 1986). Eine géingige Kombination
besteht aus Cyclosporin A, einen Calcineurininhibitor und MTX, diese Kombination hat
sich in Studien als besonders effektiv gezeigt (Ratanatharathorn et al, 1998; Nash et al,
2000). Jedoch wurde nachgewiesen, dass der Ersatz von Cyclosporin mit Tacrolimus
die Rate an GvHD senken kann, wenn auch kein Vorteil beziiglich des Uberlebens dar-
aus resultiert (Nash et al, 2000). Erst in einer Studie von Jagasia konnte gezeigt werden,
dass Tacrolimus in Kombination mit MTX die Rate an Therapie assoziierter Mortalitét
senken kann und das Uberleben verbessert. Jedoch zeigt sich dieser Effekt nur in ver-
wandten Spendern und Empfiangern (Jagasia et al, 2012). Es ist davon auszugehen, dass
Tacrolimus T regulatorische Zellen nicht in der gleichen Art und Weise inhibiert wie
Cyclosporin A, sondern sie proliferieren ldsst, was in einer erhohten Toleranz des

Transplantates resultiert (Coenen et al, 2006; Kogina et al, 2009).

Wenn rasches Engraftment erforderlich ist, wie bei SZT aus Nabelschnurblut, welches

anfillig ist fiir Transplantatversagen, wird auf Mycophenolatmofetil (MMF) gewechselt
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(Bolwell et al, 2004). Zusitzlich zur medikamentdsen Immunsupression wird eine
Darmdekontamination mithilfe antibiotischer Medikamente durchgefiihrt. In Tierversu-
chen konnte gezeigt werden, dass Méuse, die in keimfreier Umgebung aufwachsen und
eine SZT erhalten, im Gegensatz zu einer Vergleichsgruppe normal aufgezogener Méu-
se, ein verlidngertes Uberleben und eine geringere Inzidenz einer GVHD aufweisen (Jo-
nes et al, 1971; van Bekkum et al 1974, Penack et al, 2010). Weitere pathophysiologi-
sche Uberlegungen fiihrten zur Annahme dass Leukozyten durch die Anwesenheit bak-
terieller Bestandteile sensibilisiert werden und eine GvHD Reaktion fordern. Der Ein-
satz einer prophylaktisch durchgefiihrten Darmdekontamination fiihrt zu einer ernied-
rigten Rate an Therapie assoziierter Mortalitit, erhdhtem Uberleben und einem geringe-
ren Grad an schwererer GVHD (Vossen et a, 1990). Um bei einem hohem Patientenrisi-
ko eine GvHD zu verhindern, wird die pathophysiologisch bedeutsame Zelllinie in der
GvHD - die T-Lymphozyten im Transplantat - mithilfe medikamentdser oder mechani-
scher Hilfe verringert. Die komplette Entfernung der T-Lymphozyten aus dem Trans-
plantat fithrt zwar zu einer merklich gesenkten Inzidenz der GvHD, jedoch zu schlechte-
rem Engraftment, vermehrten Infektionen und generell schlechterem Langzeitergebnis
(Ho et al, 2001). Deshalb werden heutzutage nicht alle T-Lymphozyten entfernt, son-
dern man beschrinkt sich auf die Entfernung der Alloreaktiven, die sogenannte T-Zell
Depletion. T-Zellen konnen anhand ihrer physikalischen Eigenschaften wie ihrer unter-
schiedlichen Dichte mithilfe von Lectin getrennt, oder durch den Einsatz zytotoxischer
Medikamente, Anti T-Zell Serum oder monoklonale Antikorper selektiert werden. Un-
terschieden werden muss hierbei auch zwischen dem Ort der Applikation, das heif3t in-
nerhalb des Korpers, also in vivo, oder auBlerhalb, ex vivo. Somit kommt man auf 3 bis-
her angewendete und erprobte Verfahren. Das erste Verfahren ist die negative Selektion
der T-Lymphozyten ex vivo, das zweite ist die positive Selektion CD 34+ Stammzellen
ex vivo und das dritte Verfahren bedient sich Antikorper gegen T Zellen in vivo (Platz-
becker et al, 2004; Urbano-Ispizua et al, 1997; Wagner et al, 2005). Moglich ist auch
die Verabreichung von Cyclophosphamid kurze Zeit nach einer SZT, dies kann eine
akute GvHD verhindern, dem ungeachtet steht die Bewertung der Langzeitfolgen noch
aus (Luznik et al, 2008). Ein anderer vielversprechender Ansatz in der T Zell Depletion
nutzt die Verdnderung und Manipulation der ko-stimulatorischen T Zell Signalwege, da
T Zellen diese Signale bendtigen, um vollstindig aktiviert zu werden. Blockiert bzw.

verdndert man den Ablauf kann eine GvHD verhindert und zudem das Engraftment un-



terstlitzen werden, was zu einer Reduktion der immunsupressiven Medikamente fiihren

kann (Guianan et al, 1999; Yu et al; 2000).

Die mesenchymalen Stammzellen stellen aufgrund ihrer regenerativen und immunmo-
dulatorischen Eigenschaften einen weiteren moglichen Ansatz in der Prophylaxe und
Therapie der GVHD dar (Ghannam et al, 2010a; Ghannam et al, 2010b, Shi et al, 2010).
Die Transfusion solcher Zellen konnte die Rate an der akuten GvHD senken, ohne die
Mortalitét als auch ein Wahrscheinlichkeit eines Tumorrezidivs zu erhohen (Lin, Ho-
gan, 2011; Kuzmina et al, 2012). Neben dem praventiven Einsatz konnen mesenchyma-
le Stammzellen auch in der Therapie steroidrefraktirer GvHD mit Erfolg eingesetzt

werden (Le Blanc et al, 2008; Lim et al, 2010; Wernicke et al, 2011).

Da sich keine der Methoden als iiberlegenes Verfahren erweisen konnte, muss weiter

nach neuen Therapieansétzen gesucht werden.
1.6 Die Grundlagen der Graft vs. Host Disease

Die Entstehung einer Graft vs. Host Disease nach den Kriterien von Billingham, der
diese durch Beobachtungen in Tierexperimenten im Jahre 1966 in seinen Harvard Lec-

tures aufgestellt hat:
» Das transplantierte Spendergewebe muss immunkompetente Zellen beinhalten.

* Der Empfinger muss Antigenrezeptoren besitzen, die nicht mit denen des trans-
plantierten Gewebes libereinstimmen, damit das Fremdgewebe den Empfinger

als fremd erkennt.

* Der Patient darf nicht in der Lage sein, eine effektive Immunreaktion gegen die

fremden immunkompetenten Zellen auszubilden.

Billingham zog seine Beobachtungen aus Modellen, die eine allogene Stammzelltrans-
plantation erhalten haben, jedoch kann sein Modell auch auf andere Graft vs. Host Er-
scheinungen angewendet werden. Immuninkompetente Patienten, die ein mit Lympho-
zyten versehenes Blutprodukt, z.B. ein Erythrozytenkonzentrat bekommen, entwickeln
eine transfusionsassoziierte Graft vs. Host Disease (Vogelsang et al, 2003) die mit dhn-
lichen Symptomen einhergeht - vergleichbar wie nach allogener Stammzelltransplanta-

tion.



Im Jahre 1986 konnte Kernan zeigen (Kernan et al, 1986), dass die Schwere der Graft
vs. Host Disease abhéngig von der Anzahl der transplantierten T-Lymphozyten ist. In
vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass eine Reduktion der T-Lymphozyten im
Spendergewebe die Entstehungswahrscheinlichkeit einer Graft vs. Host Disease verrin-
gert (Kernan et al, 1986). Ferrara entwickelte darauthin das dreistufige pathophysiolo-
gische Modell fiir die Graft vs. Host Disease und zeigte hierbei die Bedeutung der anti-
genprésentierenden Zellen fiir die Pathophysiologie auf. Neben den T-Lymphozyten
und den antigenprisentierenden Zellen des Empfingers spielen B-Lymphozyten und T
regulatorische Zellen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Graft vs. Host
Disease. Die Bedeutung dieser Zellen und die Pathophysiologie soll im nichsten Kapi-

tel besprochen werde.
1.7 Die Pathophysiologie der akuten Graft vs. Host Disease

Die Pathophysiologie der Graft vs. Host Disease besteht im Grunde genommen aus
zwei Faktoren. Einerseits sind hier die Spender-Lymphozyten zu nennen, die eine iiber-
schieBende Immunantwort gegeniiber dem Empfinger produzieren, andererseits das
Gewebe des Empfiangers, welches durch die Grunderkrankung und die medikamentose
beziehungsweise Strahlen-Konditionierung geschadigt wurde (Ferrara et al, 1991 Die
Verteilung der GvHD deutet auch auf einen Zusammenhang beziiglich der Belastung
mit gramnegativen Bakterien und Viren hin. Organe mit einer gro3en Oberfliche bezie-
hungsweise hohem Kontakt zu Bakterien und Viren, wie die Leber, der Darm und die
Haut, sind am haufigsten von der akuten GvHD betroffen (Ferrara et al, 1999). Im
Tiermodell (Cooke et al, 1996) konnte gezeigt werden, dass auch die Lunge betroffen
sein kann, was sich als idiopathisches Pneumonie-Syndrom, oder, wie durch Yoshihara
beschrieben, als Bronchiolitis Obliterans Syndrom (BOS) manifestiert (Yoshihara et al,
2007).

Fiir ein umfassendes Verstindnis der GvHD muss der Einfluss des Major Histocompab-
ility Complex/MHC (bzw. Human Leukozyte Antigens/HLA) im Menschen angespro-
chen werden. Erstmals beschrieben wurde der HLA-Komplex von Jean Daussel im Jah-
re 1958. Es handelt sich um ein polymorphes Gen, d.h. es gibt viele verschiedene Allele
oder Varianten fiir einen Genlokus. Die Hauptaufgabe besteht darin, Fremdgewebe von
eigenem Gewebe anhand der HLA zu unterscheiden und falls Fremdgewebe erkannt
wird, dieses durch eine immunologische Reaktion, hauptséchlich getragen durch T-, B-

Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen, zu zerstéren. Man unterscheidet zwei Klas-
10



sen: HLA-I und HLA-II. HLA-I prisentiert zelleigenes Material in Form von Peptiden
an CD8+ positive Zellen und wird dabei auf allen Gewebearten des Korpers expremi-
ert. HLA-IT wird hauptsidchlich auf Zellen des hdmatopoetischen Systems (B-Zellen,
dendritischen Zellen, Monozyten (Ferrara et al, 2009) expremiert, kann aber bei ent-
zlindlichen Prozessen auch auf anderem Gewebe ausgebildet werden (Ferrara et al,
2009). Diese Klasse prisentiert Fremd-Peptide an CD4+ Zellen und leitet somit die hu-
morale Immunantwort ein. Aufgrund der groBen Variabilitiit scheint eine Ubereinstim-
mung in den wichtigsten 8-HLA-Klassen zwischen zwei Menschen unmdglich zu sein,
jedoch zeigt sich, dass bestimmte Muster in homogenen Populationen, zum Beispiel
Japan, hdufiger vertreten sind als in heterogenen, zum Beispiel Afrika, da es zu einem
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium) kommt (Robbins, 1917; Lewontin,
1963, Vogelsang et al, 2003).

Der Grad der Ubereinstimmung ist direkt proportional mit dem Auftreten einer akuten
GvHD. Bei HLA-Inkompabilitit wird die GvHD-Reaktion durch CD4+ positive Zellen
bei MHC-II Mismatch ausgeldst und bei einem Mismatch des MHC-I durch CD8+ posi-
tive Zellen (Korngold, 1982; Korngold, 1985). Je mehr HLA-Klassen zwischen Spender
und Empfinger iibereinstimmen - definiert als Ubereinstimmung in den Hauptgruppen
A, B, C und DR1 (8/8) - desto geringer ist das Risiko fiir eine akute GvHD (Ratanatha-
rathorn et al, 1998; Flomenberg 2004; Loiseau et al, 2007; Petersdorf, 2007).

Weiterhin ermdglicht eine komplette Ubereinstimmung zusitzlich ein schnelleres Ein-
wachsen (Engraftment) des Transplantats (Vogelsang et al, 2003). Auffallend ist, dass
bei Geschwisterspenden mit identischem HLA Status eine relativ hohe Rate an GvHD
beobachtet werden konnte (Hows et al, 2006). Diese Reaktion wird durch Unterschiede
in den kleineren Histokompabilitidtsgenen (miH) verursacht (Martin, 1999; Ferrara et al,
2009). Die miH sind nicht HLA-assozierte Antigene, die durch Polymorphismen aus
autosomalen Chromosem oder Y-chromosomal kodierenden Genen entstanden sind
(Simpson et al, 1998; Spierings, Goulmy, 2005; Spierings et al, 2004). Die miH sind
unterschiedlich in Spender, Empfianger und im Gewebe verteilt und fithren zu einer
Verdnderten MHC — und TCR Bindung (Bleakley, Riddell, 2011) was zu einer GvHD
oder GvL-Reaktion flihren kann (Vidal et al, 1996; Pfeiffer et al, 1995; Sloan-Lancaster,
1995; Turpeinen et al, 2013). Hohere Inzidenzen an akuter GvHD und schlechteres
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Uberleben werden mit einem Y-chromosom miH Mismatch, verglichen mit einem auto-

somalen miH Mismatch beobachtet (Dzierak-Mietla et al, 2012).

Durch Studien konnte ein dreigliedriger Mechanismus von Ferrara entwickelt werden
(Storb et al, 1971; Ferrara et al, 1999; Ferrara et al, 2009). Die Pathophysiologie wird

hierbei in drei nacheinander {ibergehende Schritte eingeteilt:
1. Aktivierung der antigenprasentierenden Zellen

2. Spender-T-Lymphozyten-Aktivierung, Vermehrung, Differenzierung

und Wanderung an den Zielort
3. Zerstorung des Zielgewebes

Die beiden ersten Schritte, Konditionierung und Aktivierung der Spender Lymphozyten,
werden als afferente Phase in der Pathophysiologie der GVHD bezeichnet. Der dritte
Schritt wird folgerichtig efferente Phase (Jaksch et al, 2005) genannt.

1.7.1 Die Aktivierung der antigenpriisentierenden Zellen

Der erste Schritt in der Pathophysiologie der GvHD l4uft ab, bevor es zur Transplanta-
tion der Stammzellen kommt. Das Gewebe des Patienten wird nicht nur durch die zu
Grunde liegende Krankheit geschédigt, sondern auch durch die zytoreduktive Therapie,
die Konditionierung, die notig ist fiir die allogene SZT (Ferrara et al, 2003). Dadurch
entsteht eine Schidigung des Zellepithels mit nachfolgender Ausbildung proinflamma-
torischer Zellsignale (Danger Signals) (Ferrara et al, 2009), wie zum Beispiel Integrine
und Cell Adhesion Molekiile (Norton, Sloan, 1991; Theshima et al, 2002; Chakraverty
et al, 2006). Diese dienen als Aktivierungs- und Proliferationssignal (Ferrara et al;
2009) fiir Spenderlymphozyten. Infekte, beziehungsweise deren molekulare Partikel,
konnen durch APC iiber Toll-Like-Rezeptoren aufgenommen und den Spender-T-
Lymphozyten prisentiert werden, was zu einer Beschleunigung der GvHD fiihrt (Grif-
fith et al, 2008; Medzhitov et al, 2002). Dieser Mechanismus wird bei viralen Infektio-
nen, wie zum Beispiel mit dem Cytomegalievirus (Akira et al, 2006), beobachtet.
Apoptosen des Epithels im Gastrointestinaltraktes mit nachfolgender Schadigung der
Barrierefunktion werden ebenfalls durch eine erhohte Konditionierungsintensitit, wie
auch durch TNF-! (Laster, 1988), verursacht. Durch den Verlust der Barrierefunktion
kommt es zu einer Inokulation und zur systemischen Verteilung bakterieller Lipopoly-
saccharide (LPS). Cooke (Cooke et al, 1998) konnte zeigen, dass die Hohe des LPS im
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systemischen Kreislauf direkt mit dem Schaden der Barrierefunktion des Darms nach
SZT zusammenhingt. Dort, im sekunddren lymphatischen Gewebe der Payerschen
Plaques, kommt es zu der ersten Interaktion der patienteneigenen APC und der Spender-
T-Lymphozyten nach der SZT (Murai et al, 2003). Damit kann das vermehrte Auftreten
einer GVHD nach einer intensivierten Konditionierung erklért werden, wie in Tiermo-
dellen (Hill et al, 1997) bestétigt wurde. Léasst man diese Epithelschdden ausheilen,

kann man die Inzidenz einer GVHD senken (Johnson et al, 1993).
1.7.2 Die Vermehrung, Aktivierung und Wanderung der Spender-T-Lymphozyten

Die zweite Phase beginnt nach Applikation der Stammzellen. Spender-T-Lymphozyten
werden durch die Présentation der Antigene auf APC und dendritischen Zellen aktiviert,
wobei dieser Prozess durch die vorher entstandenen ,,.Danger Signals® beschleunigt
wird. Somit brauchen die T-Lymphozyten des Spenders zwei Signale: Einerseits muss
die fremde Umgebung mittels der MHC-Antigen-Peptidbindung erkannt werden (Sette
et al, 1995; Sakihama et al, 1995) und andererseits bendtigt es antigenpriasentierende
Zellen (Yang et al, 1996; June et al, 1994). Hierbei wird zwischen professionellen APZ
(Dendritischen Zellen) und semiprofessionellen (Monozyten, Macrophagen, B-Zellen)
unterschieden (Ferrara et al, 2003). Im Rahmen dieser Aktivierung kommt es zu einer
ablaufenden Kaskade biochemischer Vorgéinge, die die Transkription von Genen fiir
weiteren Zytokine zur Folge hat. Insbesondere Interferon-Gamma, Interleukin-2 und
TNF- a werden in groBer Hohe bei einer akuten GvHD ausgeschiittet (Ferrara et al,
2009). Neben den zelluldren Bestandteilen spielen Zytokine (Krenger et al, 1996) eine
entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der GVHD. Antin schlug den Begriff ,,.Cy-
tokin-Sturm* vor (Antin et al, 1992), der die massive Ausschiittung der Zytokine be-
schreibt, die im Rahmen einer schweren akuten GvHD auftreten. Jedoch gibt es Unter-
schiede bei den verschiedenen Zytokinmustern. Holler konnte zum Beispiel zeigen, dass
eine hohe initiale Produktion von Interleukin 10 ein glinstiger Faktor fiir das Outcome
ist (Holler et al; 2000). Die zusétzliche exogene Verabreichung von I1-10 beeinflusst
die Inzidenz und die Schwere einer GVHD positiv durch Hemmung der T-Zellen (Wang
et al, 2002). Rowe (Rowe et al, 2006) konnte in einem Tiermodell zeigen, dass die Hohe
des ausgeschiitteten Interleukins 10 und das Vorhandensein der B-Zellen, die den
Hauptproduzenten dieses Zytokins nach Konditionierung darstellen, die Schwere der
GvHD mindern kann. Die initiale Hohe des Zytokins TNF-Alpha in der Konditionie-

rungsphase stellt einen prognostischen Marker fiir die Inzidenz und die Mortalitét einer
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GvHD dar (Holler et al 1993). Holler konnte zeigen, dass die Héhe des TNF Alphas in
der Konditionierungsphase zu einer 90%-igen Inzidenz der GvHD fiihrt und dabei nur
30% der betroffenen Patienten iiberleben. Insbesondere Ganzkorperbestrahlung regt das
Gewebe des Patienten an, diese inflammatorischen Zytokine auszuschiitten (McKenzie
et al, 1990; Luger et al, 1990; Kupper ,1990) und fiihrt zu einer vermehrten Auspragung
von Adhesions-Molekiilen (Norton, Sloane, 1991) und MHC-Antigenen. Diese hochre-
gulierte Ausprdgung fiihrt zur leichteren Fremderkennung des Patienten durch die

Spender-Lymphozyten (Cavender et al, 1986; Chang, Lee, 1986; Leeuwenberg, 1991).

Interessanterweise konnen allerdings Genpolymorphismen, die Zytokine kodieren, ei-
nen Einfluss auf die GvHD haben (Dickinson et al, 2004). Unterschieden wird hierbei
zwischen einem T-Helferzellmuster-1 (TH-1) (Interleukin-2, Interferon Gamma) und
einem TH-2 Muster (Interleukin 4, Interleukin-5, Interleukin-10, Interleukin-13) (Mos-
mann et al, 1986). Uberwiegen nun TH-1 Zellen gegeniiber TH-2 Zellen, so kommt es
zu der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen, die eine GvHD auslosen. Wenn sich das
Verhiltnis zu Gunsten der TH-2 Zellen verschiebt, kommt es zu einer humoralen Reak-
tion, die eine GvHD verhindert (Mason, 1981; Fong, Mosmann, 1990). Es konnte ge-
zeigt werden, dass insbesondere Interleukin-2 in den ersten Tagen nach einer SZT aus-
geschiittet wird (Cocker et al, 1998; Krenger, Ferrara, 1996) und die Blockade dieses
Cytokins eine GVHD verhindern kann (Via, Finkelman, 1993). Werden T-Zellen zudem
mit Interleukin-4 in Kontakt gebracht, und nachfolgend transplantiert, konnte trotz eines
HLA-Mismatch keine GVHD ausgeldst werden (Krenger et al, 1995). Cohen (Cohen et
al, 2006) konnte zeigen, dass die gleichzeitige Infusion dieser T-regulatorischer Zellen
mit den anderen T-Lymphozyten eine GvHD im Tiermodell verhindern konnte. Fiir T-
regulatorische Zellen hingegen konnten Beweise erbracht werden, die ihre protektiven
Eigenschaften im Rahmen einer GvHD zeigen. Es konnte bewiesen werden, dass die
Hohe und Konzentration der T-regulatorischen Zellen bei Patienten mit fehlender
GvHD am hdchsten ist (Rieger et al, 2006; Magenau et al, 2010; Ukena et al, 2011a;
Ukena et al, 2011b). Neben der Konzentration dieser Zellen im Patienten spielt die An-
zahl der T-regulatorischen Zellen auch im transplantierten Gewebe eine Rolle. Je hoher
die Konzentration im Transplantat ist, desto geringer ist die Inzidenz und Schwere einer
akuten GVHD (Rezvani et al, 2006; Papst et al, 2007). Im Gegensatz zu den bisher ge-
fundenen Ergebnissen steht eine Studie von Lord (Lord et al, 2011), die zeigt, dass die
Anzahl der T-regulatorischen Zellen im Blut sowie in Biopsien bei akuter gastrointesti-

naler GVHD nicht signifikant niedriger sind, als bei fehlender GvHD. Nichtdestotrotz
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konnte der Einsatz T-regulatorischer Zellen als zusitzliches Medikament in der Praven-
tion, wie auch in der Behandlung der akuten/chronischen GvHD, die Inzidenz senken-
selbst bei fehlender immunsupressiver Medikamentation. Dabei handelt es sich aber um
erste Pilotdaten. Ebenfalls konnten die Symptome gemildert werden, ohne das es eine
Erhohung von opportunistischen Infektionen oder Tumorrezidiven gab (Trzonkowski et
al, 2009; Brunstein et al, 2011; Di Ianni et al, 2011). Der Einsatz dieser Zelllinie ist ein

interessanter Ansatz fiir zukiinftige Therapien.

Das néchste bedeutende Zytokin ist das Interferon-y, welches bei einer akuten GvHD
einen erhohten Serumwert aufweist (Wang et al, 1995; Trout et al, 1992; Allen et al,
1993; Ferrara et al, 1996) und Macrophagen dazu stimuliert, weitere Entziindungsmedi-
atoren freizusetzen (Nestel et al, 1992). Zusétzlich entstehen durch Interferon-Gamma
Epithelschiden am Gastrointestinaltrakt (Mowat, 1989), was zur einer weiteren syste-
mischen Verteilung von LPS fiihren kann. Trotz der aktivitétssteigernden Wirkung kann
durch Interferon-Gamma ebenso die Apoptoserate der transplantierten Lymphozyten
gesteigert werden, was zu einer Minderung der GvHD fiihren kann (Yang et al, 1998;

Reddy et al, 2001).

Neben der Aktivierung der T-Lymphozyten ist die Migration an das Zielgewebe der
nichste wichtige Schritt. Durch Chemokine, die 16sliche ,Lockstoffe’ fiir die Zellen
sind, werden diese in die Hauptauspragungsorte einer GVHD, ndmlich Haut, Leber und
Darm, iiberfiihrt. Mediatoren wie das Macrophagen-Entziindungsprotein-1-Alpha,
CCL2-CCLS, CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL17 und CL27 werden iiber-
miBig ausgeschiittet (Wysocki et al, 2005).

1.7.3 Die Zerstorung des Zielgewebes

Die fortlaufende Zerstérung und Entziindung des Zielgewebes wird durch zwei sich
erginzende Mechanismen herbeigefiihrt. Zytotoxische T-Zellen, natiirliche Killerzellen
und losliche Entziindungsmediatoren, wie TNF-a, Interferon-y, Interleukin-1 und Stick-
stoffmonoxid ergénzen sich hierbei (Ferrara, Deeg, 1991; Welniak et al, 2007). Die zy-
tolytischen Effekte werden hierbei hauptsédchlich durch natiirliche Killerzellen und zyto-
toxische T-Zellen vermittelt (Hill, Ferrara, 2000). Im hepatischen Gewebe iiberwiegt
der zytolytische Effekt der T-Zellen, der iiber Fas/ FasL vermittelt wird, da Hepatozyten

iiberwiegend Fas exprimieren. Zellen die sich an Perforinen und Granenzymen zur Zy-
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tolyse bedienen, wandern hauptsidchlich in den Gastrointestinaltrakt und in die Haut

(Welniak et al, 2007; van den Brink, Burakoff, 2002).
1.8 Uberblick iiber die allogene Stammzelltransplantation

Die allogenen/autologe Stammzelltransplantation hat sich in den letzten 60 Jahren von
einer experimentellen Behandlungsmethode zu einer, aus dem heutigen klinischen All-
tag nicht mehr wegzudenkenden, Behandlungsoption fiir maligne Erkrankungen des
hédmatopoetischen wie auch des lymphopoetischen Systems entwickelt. Noch sind die
Moglichkeiten dieser Therapieoption nicht ausgeschopft. Neue Forschungsansitze ver-
suchen die Moglichkeiten der SZT mit anderen Transplantationen zu kombinieren, um
eine lingere medikamentdse Immunsupression zu verhindern (Leventhal et al, 2012).
Neben dem Einsatz zur Behandlung maligner Erkrankungen, konnte die SZT auch zur

Heilung von HIV-Infektionen genutzt werden (Allers et al, 2011; Heinrich et al, 2013).
1.8.1 Die Indikation zur Stammzelltransplantation

Die Erkrankungen, die am héufigsten mit einer SZT therapiert werden, sind die akuten
wie chronischen Leukdmien, myelodysplastische Syndrome und myeloproliferative
Syndrome. Diese Erkrankungen machen ca. 70% aller SZT aus. Die restlichen 15%
entfallen auf Non-Hodgkin Lymphome, Hodgkin Lymphome, aplastische Andmien und

auf angeborene Immundefizite (Gratewohl et al, 2010).
1.8.2 Die Voraussetzungen fiir eine Stammzelltransplantation

Der erste Schritt, um eine erfolgreiche SZT durchzufiihren, ist die Suche nach einem
geeigneten Spender. Anhand genetischer Merkmale, den sog. HLA-Komplexen wird ein
,genetischer Zwilling’ gesucht und seine Stammzellen extrahiert. Dazu stehen mehrere
Moglichkeiten zur Verfligung. Direkte Knochenmarkaspiration aus dem Beckenkamm,
Mobilisierung von Stammzellen mithilfe von GCSF aus dem Knochenmark ins perip-
here Blut und Nabelschnurblut. Die verwendeten Stammzellarten haben ihre Vor und

Nachteile (siche Kapitel Andere Risikofaktoren).

Der nichste Schritt besteht aus der Vorbereitung des Patienten, der sogenannten Kondi-
tionierung. Diese hat historisch bedingt (Buchner et al 1974, Thomas et al 1975) drei
Ziele: Ausschaltung der malignen Grunderkrankung, Raum schaffen im Knochenmark
fiir neue Stammzellen und Verhinderung einer Abstoungsreaktion. Die zur Verfligung
stehenden Methoden reichen von Ganzkorperbestrahlung bis zu zytotoxischen Medika-
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menten wie Cyclophosphamid, Busulfan, Etopsid, Cytosin, Arabinosid u.v.a.. Eine gén-
gige Kombination besteht aus Cyclophosphamid/ Busulfan (Kroger et al, 2001) und
Ganzkorper Bestrahlung, heutige Konditionierungssysteme bedienen sich vermehrt Bu-
sulfan und Fludarabin (de Lima et al, 2004). Da diese Konditionierung hochtoxisch ist,
erh6hen sie insbesondere bei dlteren Patienten (>50 Jahre alt) mit Komorbidititen die
Therapie assoziierte Mortalitdt. Dies und die Beobachtung, dass das krankheitsfreie
Langzeitiiberleben aufgrund des Graft vs. Leukemia-Effekts nach akuter wie auch chro-
nischer GVHD verldngert ist, (Horowitz et al, 1990; Kolb et al, 1990), fiihrte zur Ent-
wicklung einer Konditionierung mit herabgesetzter (reduzierter) Intensitit. Die Ent-
wicklung dieser Methode fiihre dazu, dass auch Patienten iiber 70 Jahre die SZT als

Therapie erhalten kdnnen (Sorror er al, 2004).
1.8.3 Die Komplikationen einer Stammzelltransplantion
1.8.3.1 Frith-Komplikationen

Neben allgemeinen Komplikationen wie Ubelkeit, Schmerzen, Infektionen (Gratwohl et
al, 2005) und Leistungsabfall gibt es auch schwerwiegende Komplikationen, die fiir
eine hohe Mortalitdt verantwortlich sind. Neben der AbstoBung des transplantierten
Gewebes, gehoren die Veno-Occlusive-Disease (Ho et al, 2008), die hamorrhagische
Zystitis (Sencer et al, 1993); sowie das Multiorganversagen (Gordon et al, 2000; Haire,
2002) zu den schwerwiegendsten Komplikationen. Hinzufiigen muss man hierbei das
Lymphproliferative Syndrom, welches als maligne Frithkomplikation zu werten ist

(Curtis et al, 1999).
1.8.3.2 Spat-Komplikationen

Ein Grofiteil der Spiatkomplikationen einer SZT besteht aus der Aktivitdt einer auftre-
tenden chronischen GvHD, die einer Autoimmunkollagenose &hnelt (Sviland et al,
2000; Artlett et al, 1999). Die dabei am hiufigsten betroffenen Organe sind die Haut,
der Mund, die Leber und die Augen (Lee, Flowers, 2008). Hierbei zeigen sich Krank-
heitsbilder wie die Keratokonjuktivits sicca, Uveitis (Franklin et al, 1983), Fasciitis (Ja-
nin et al, 1994), Myositis (Parker at al, 1997) oder eine Xerostomie (Woo et al, 1997).
Zusitzlich zu diesen Erkrankungen gibt es organspezifische Spéatkomplikationen, wie
Bronchiolitis Obliterans (Holland et al, 1988), Malabsorptionen (Fisk et al, 1981;
McDonald et al, 1986) und avaskuldren Knochennekrosen (Soci¢ et al, 1999; Tauchma-

nova et al, 2007). Seltener ist das zentrale wie auch das periphere Nervensystem durch
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die cGvHD betroffen (Openshaw et al, 2009; Grauer et al, 2010). Neben diesen Entiti-
ten gibt es noch maligne Spatkomplikationen (Rizzo et al, 2009; Curtis et al, 1997).

1.9 Die Zielsetzung der Arbeit und das methodische Vorgehen

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, aus der retrospektiven Analyse der Patientenakten,
Risikofaktoren fiir das Auftreten von Leberkomplikationen, insbesondere der GVHD der
Leber, zu bestimmen. Verglichen wird hierbei die GVHD der Leber mit der Cyclospo-
rin-A-assoziierten Hepato-Toxizitdit und der Veno-Occlusive-Disease. Im zweiten
Schritt sollen Faktoren gefunden werden, die die Therapie assoziierte Mortalitét bei
bereits bestehender GVHD der Leber erhdhen. AnschlieBend soll ein Uberblick iiber
gangige Risikofaktoren fiir die GvHD gegeben werden, im speziellen dann fiir die
GVHD der Leber. Die gefundenen Ergebnisse sollen dann mit der Literatur verglichen
und gewichtet werden, um schlief8lich einen Ausblick auf mogliche neue Forschungsan-

sitze zu diskutieren.
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2. Material und Methode

2.1 Das Patientenkollektiv

Die Grundlage vorliegender Arbeit sind samtliche Patientendaten, die in der Abteilung
Hiamatologie und Internistische Onkologie des Universitdtskrankenhauses Regensburg
eine allogene Stammzelltransplantation erhalten haben und deren vollstindige Ver-
laufsbogen auswertbar waren. Ausgewertet wurden 494 Patienten, beginnend mit dem
ersten Patienten im Jahr 1998 bis zum letzten Patienten im Jahr 2010. Als Stichtag der
Auswertung wurde der 01.01.2011 gewahlt.

Das Patientenkollektiv besteht aus insgesamt 494 Patienten. Davon sind 60,3% (298
Patienten) méinnlich und 39,7% (196 Patienten) weiblich. Das Durchschnittsalter bei der
Transplantation betrégt 46 Jahre, der jlingste Patient war 16 Jahre alt und der élteste
transplantierte Patient war 70 Jahre alt. Die am héufigsten vertretene Erkrankung im
Patientenkollektiv ist die akute myeloische Leukdmie (AML) mit 39,1% (193 Patien-
ten). Gefolgt wird diese vom Non-Hodgkin-Lymphom mit 14% und 69 Patienten, dem
sich die Gruppe der myeloproliverativen Syndrome mit 13,8% (68 Patienten) an-
schliet. Die akute lymphatische Leukédmie (ALL) betrifft 13,2% (65 Patienten) und die
Gruppe der multiplen Myelome macht 9,3% (46 Patienten) aus. Diese Erkrankungen
haben einen prozentualen Anteil von 89,3% am Gesamtkollektiv. Die restlichen Er-
krankungen entfallen auf die myelodysplastischen Syndrome 4,7% (23 Patienten), Ho-
dgkin-Lymphome 2% (10 Patienten), aplastische Anédmien 0,87% (4 Patienten), solide
Tumore 0,4% (2 Patienten) und chronisch lymphatische Leukédmien 14% (14 Patienten)
(siche Abbildung Nr.1). Die Stadienbestimmung der Erkrankungen zeigt, dass 43,9 %
(217 Patienten) sich im weit fortgeschrittenen Stadium befinden. In einem intermedia-
ren Stadium waren 39,5 % (195 Patienten), 16,6 % (82 Patienten) wurden zum friihest-
moglichen Zeitpunkt ihrer Leukédmie transplantiert.

46,6% (230 Patienten) der Patienten haben einen positiven Antikdrper-Nachweis gegen
den Cytomegalievirus. 53,4% (264 Patienten) haben einen negativen Nachweis (siche
Tab. 5). Bei 164 Patienten wurde der TRI-9 Status bestimmt. Von diesem Kollektiv sind
20,7% (34 Patienten) negativ gegeniiber einer Mutation des TRL-9 Rezeptors, wohin-
gegen 53,7% (88 Patienten) heterozygot sind und 25,6% (42 Patienten) homozygote
Anlagentriager bilden.

Die Variabilitdt des NOD-2 Rezeptors wurde bei insgesamt 189 Patienten bestimmt.
Davon war bei 18,5% (35 Patienten) eine Mutation nachweisbar, die im Folgenden ge-

nauer dargestellt werden soll. Bei 81,5% vom Patientenkollektiv konnte keinerlei Muta-
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tion nachgewiesen werden. Von den 35 positiven Patienten entfallen auf die Mutation
des Single Nucleotid Polymorphism 8 (nachfolgend abgekiirzt mit SNP) 18 Patienten;
das ergibt einen prozentualen Anteil am Gesamtkollektiv von 9,5%. Die Mutation im
Bereich des SNP-12 betrifft 3,2 % (6 Patienten). Im Bereich des SNP-13 sind 6,3 % (12
Patienten) mit einer Mutation nachweisbar. Weiter Einzelheiten konnen aus der Tabelle

Nr.1 enthommen werden.

Abbildung Nr.1 Patientendiagnosen

Diagnosen

Diagnose

W AL

Ea

Cmps

B NHL

CJHL

M ryelom

Emps

[ Solider Tumor
Aplastische Anamie
WcLL
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Tabelle 1 : Uberblick iiber die Eigenschaften des Patientenkollektives

Eigenschaften Anzahl in Prozent
Geschlecht:
Miénner 60,3 % (298)
Frauen 39,7% ( 196)
Patientenalter:
Mittelwert 46 Jahre
Altester 70 Jahre
Jungster 16 Jahre
Diagnosen:
AMI1 39,1% (193)
NHL 14% (69)
MPS 13,8% (68)
ALL 13,2% (65)
Myelom 9,3% (46)
MDS 4,7% (23)
CLL 2,8% (14)
Aplastische Andmie 0,8% (4)
Solider Tumor 0,4% (2)
Stadium:
1 16,6 % (82)
2 39,5 % ((195)
3 43,9 % (217)
CMYV Status:
Positiv 46,6% (230 )
Negativ 53,4 % (264)

Patienten NOD Status:

SNP 8 oder 12
SNP 13 oder Kombiniert

Positiv 18,5 % (35)
Negativ 81,5 % (154)
NOD 2 Verteilung:

SNP 8 9,5% (18)
SNP 12 3.2%(6)
SNP 13 6,3 % (12)
Wildtyp 69,7% (106)

17,8% (27)
12,5% (19)
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2.2 Spenderkollektiv und transplantationsabhingige Risikofaktoren

Nachfolgend werden die transplantationsassoziierten Risikofaktoren und das Spender-
kollektiv dargestellt. Das Kollektiv besteht aus 494 Spendern, davon sind 61,9% (306
Patienten) ménnlich und 38,1% (188 Patienten) weiblich. Das Durchschnittsalter der
Spender ist 39 Jahre, der jiingste Spender war 16 Jahre alt und der élteste Spender 83.
42,9% (212 Patienten) des Spenderkollektivs hat einen positiven Cytomegalievirus An-
tikorpertest, 57,1% (282 Patienten) haben ein negatives Ergebnis und somit fehlende
Immunitét gegeniiber dem Cytomegalievirus.

Insgesamt wurden fiir die Bestimmung des TRL-9 Rezeptor Status Material von 160
Spendern untersucht. Homozygote Anlagentrdger wurden in 31,3%, dies entspricht 50
Spendern, gefunden. Heterozygote Triager wurden in 52,5% (84 Patienten) aller Fille
bestimmt und bei 16,3% (26 Patienten) aller Spender konnte keine Mutation festgestellt
werden.

Zur Bestimmung des NOD-2 Rezeptorstatus wurden 188 Spender untersucht. 17% (32
Patienten) zeigten sich hierbei von einer Mutation betroffen, bei 83% (146 Patienten)
der Spender konnte keine Mutation nachgewiesen werden. Auf eine Verdnderung des
SNP-8 entfallen 9,6 % (18 Patienten), 1,6 % (3 Patienten) weisen beim SNP-12 eine
Mutation auf und von einer Mutation des SNP-13 sind 8% (15 Patienten) betroffen.
Betrachtet man die Kombination von Spender- und Patientendaten beziiglich der Muta-
tion des NOD-2 Rezeptors, so ergibt sich das von 154 bestimmten Spendern und Patien-
ten 68,6% einen Wildtypen aufweisen. Mutationen die nur beim Patienten vorkommen
kann man in 14,3% (22 Patienten) finden.

Isoliert nur beim Spender gefundene Mutationen des NOD-2 Rezeptors, betragen 9,7%
(15 Patienten). Kombinierte, also bei Patient und Spender nachgewiesene Mutationen,
betreffen 7,1% (11 Patienten) des untersuchten Kollektivs. Zur Vorbereitung einer allo-
genen Stammzelltransplantation wurden bei 68,6% (339 Patienten) ein Konditionie-
rungsschemata mit herabgesetzter Intensitdt (RIC) verabreicht. Ein Standardschema
wurde bei 31,4 % (155 Patienten) gegeben.

Ein Fremdspender wurde in 60,9% aller Fille (301 Patienten) benutzt, 38,9% (192 Pa-
tienten) sind Geschwisterspenden oder interfamilidre Spenden. In einem Fall kam es zu
einer allogenen Stammzellspende aus Nabelschnurblut. Die eingesetzten Stammzellen
wurden zu 88,5% (437 Patienten) aus dem peripheren Blut (PBSC) mithilfe der Appli-

kation von Medikamenten, unter anderem GCSF, gewonnen. Direkte Knochenmarksas-
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piration wurde in 11,3% (56 Patienten) genutzt, bei einem Patienten diente Nabel-
schnurblut als Stammzellreservoir.

In 41, 1% (203 Patienten/ ménnlich Patient und Spender) und in 18,8% (93 Patienten/
weiblicher Patient und Patient) konnte eine gleichgeschlechtliche Stammzellspende er-
folgen.

Unterschiedliche Geschlechterkombinationen wurden in 20,9% (103 Patienten/ weibli-
cher Patienten und ménnlicher Spender) und in 19,2 % der Fille (95 Patienten/ méinnli-
cher Patient und weiblicher Spender) transplantiert.

Komplette Ubereinstimmung der HLA-Hauptgruppen zwischen Spender und Patient
konnten in 84,2% (416 Patienten) arrangiert werden. Lediglich 15,8% (78 Patienten) der

HLA Gruppen stimmen nicht komplett iiberein und ergeben somit ein Mismatch.

Tabelle 2: Uberblicksdarstellung der Transplantationsrisiken

Eigenschaften Anteil in Prozent und Gesamtzahl
Geschlecht:
Miénnlich 61,9% (306)
Weiblich 38,1% (188)
Spenderalter:
Mittelwert 39 Jahre
Jungster 16 Jahre
Altester 80 Jahre
TRL-9:
Nein 16,3 % (26 )
Heterozygot 52,5% (84)
Homozygot 31,3 % (50)
NOD-2:
Positiv 17 % (32)
Negativ 83 % (146)
NOD-2 SNP Verteilung:
SNP-8 9,6 % (18)
SNP-12 1,6 % (3)
SNP-13 8,0 % (15)
Konditionierungsschema:
Standard 31,4 % (155)
Risikoadaptiert 68,6 %( 339)
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Spendeart:

Nichtverwandt 60,9 % (301 )
Verwandt 38,9 % (192)
Nabelschnurblut 0,2% (1)
Stammzellquelle:

Knochenmark 11,3 % (56)
Peripheres Blutstammzellen 88,5 % (437)
Nabelschnurblut 0,2 % (1)
HLA-Typisierung:

Gleich 84,2 % (416)
Keine komplette Ubereinstimmung 15,8 % (78)

Patient-Spender Geschlechterkombination:

Minnlich/Ménnlich 41,1 % (203)
Weiblich/Weiblich 18,8 % (93 )
Minnlich/Weiblich 19,2 % (95)
Weiblich/Ménnlich 20,9 % (103)

2.3 Auswertungskriterien

Die 494 Patienten wurden nach einem zuvor entwickelten Auswertungsbogen begutach-
tet. Als Bewertungskriterium beziehungsweise als Enddiagose wurden verschiedene
Hepatopathien gewihlt und das Patientenkollektiv anhand dieser festgesetzter Kriterien
bewertet. Als Hepatopathien wurden die Cyclosporin-A—assoziierte Toxizitét, die septi-
sche Hepatopathie, die GVHD der Leber und Veno-Occlusive-Disease gewihlt. Da es
auch Patienten gab, bei denen es zu keinerlei Laborwerterhdhung kam, die auf eine le-

berspezifische Pathologie hindeutete, wurde die Gruppe ,.keine Erhohung* geschaffen.

2.3.1 Die Cyclosporin-A-Toxizitit

Die Cyclosporin-A-assoziierte Hepato-Toxizitit stellt die zweite wichtige Cyclosporin-
A-Toxizitdt, neben der Nephrotoxizitit, dar (Klintman et al, 1981). Sie wurde beschrie-
ben bei Organtransplantationen durch Arbeiten von Starzl (Starzl et al, 1981), Calne
(Calne et al, 1981) und Lorber (Lorber et al, 1987). Definiert wird die Komplikation in
der vorliegenden Arbeit als toxische Leberwerterh6hung, das heilit, es muss ein Biliru-
bin von tliber 2mg/dL, eine Erhdhung der Transaminasen oder der alkalischen Phospha-

tase vorliegen.
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2.3.2 Die septische Hepatopathie der Leber

Die septische Hepatopathie wurde mithilfe der allgemein giiltigen Sepsis- Kriterien de-
finiert die durch Bone im Jahre 1992 (Bone et al, 1992) aufgestellt wurden und im Jahre
2001 durch Mitchel reevaluiert (Mitchel et al, 2001) wurden. Als Kriterien fiir eine sep-
tische Hepatopathie wurden Parameter gewéhlt, die aufgrund der Entziindungsreaktion
auf einen generalisierten entziindlichen Prozess bei gleichzeitiger Leberschidigung
hinweist. In der folgenden Tabelle Nr. 3 sind die genauen Merkmale, die zur Diagnose-

findung verwendet wurden, aufgelistet.

Tabelle 3: Kriterien zur Sepis Diagnosestellung bei Verdacht auf eine Infektion oder

Beweis mit einem anderen der folgenden Merkmale:

Fieber (Korperkerntemperatur iiber 38,3 °C)

Hypothermie ( Korperkerntemperatur unter 36° C)

Herzfrequenz von tiber 90 Schldagen pro Minute

Tachypnoe

Verwirrtheit

Hyperglykdmie ohne Nachweis eines Diabetes
Fliissigkeitsretention

Leukozytose ( >12000 mm®)

Leukopenie ( unter 4000mm?®)

Leukozyten mit mehr als 10% unreifen Neutrophilen im Blutbild
CRP mit > 2 Standartabweichungen iiber dem Normalwert
Procalcitonin mit > 2 Standartabweichungen iiber dem Normalwert
Arterielle Hypotension mit einem Blutdruck < 90 mmHg
Cardialer Index von < 3,5 L/m*

Arterielle Hypoxdmie mit Pa0,/FIO, < 300

Akute Oligurie mit einer Ausscheidung von < 0,5 ml/kgh
Kreatinin Erhéhung von > 0,5 mg/dL

Gerinungsstorung mit INR > 1,5 oder eine PTT > 60 Sekunden
Illeus (fehlende Darmgerdusche)

Thrombozytopenie mit < 100 000/mm’
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Hyperbilirubindmie mit Gesamtbilirubin >4 mg/dL
Hyperlaktdmie mit > 1mmol/L

Verldngerte Rekapilarisationszeit

2.3.3 Die Graft vs. Host Disease der Leber

Die GvHD wurde retrospektiv diagnostiziert und kategorisiert, mithilfe von Kriterien,
die von Glucksberg im Jahre 1974 aufgestellt und von Thomas im Jahre 1975 erweitert
wurden (Glucksberg et al, 1974; Thomas et al, 1975).

Wir entschieden uns mit diesen Einteilungssystem zu arbeiten, da der 1997 entwickelte
IBMTR-Score keine wesentlichen Vorteile (Martin et al, 1998; Martino et al, 1998)
gegeniiber dem System von Glucksberg bietet, und dieser genauer beziiglich des friihen,
bis 100 Tage-Uberlebens ist (Cahn et al, 2005).

Anhand spezifischer Laborwerterh6hungen und morphologischer Kriterien, welche an-
hand der unten angefiigten Tabelle Nr. 4 entnommen werden kdnnen, wurde diese He-
patopathie bewertet und ihre Schwere in Kombination mit anderen GvHD-Entitéten

dargestellt, um eine Gesamthdhe der GvHD zu erhalten.

Tabelle 4 : GvHD-Grading nach Glucksberg und Thomas

Stadium Haut Darm Leber
0 Kein Erythem/Exanthem Diarrhoe< 500ml/Tag | Bilirubin <2mg/dl
aP<550U/L
1 Makulopapuldses Exanthem <25% | Diarrhoe 500-1000 | Bilirubin 2-3 mg/dl
der Korperoberflache ml/Tag oder 3-6 Stiih- | aP > 550 U/L im Se-
le/Tag oder Ubelkeit rum in zwei Proben
2 Makulopapuléses Exanthem 25- | Diarthoe  1000-1500 | Bilirubin 3-6 mg/dl
50% der Korperoberfliche ml/Tag oder Ubelkeit
3 Generalisiertes Exanthem Diarrhoe >1500 | Bilirubin 6-15 mg/dl
ml/Tag
4 Generalisiertes ~ Exanthem  mit | ,,akuter Bauch® mit | Bilirubin >15mg/dl
Blasenbildung oder ohne paralyti-
schen Illeus
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Tabelle 5: Klinische Stadien der akuten GvHD (Thomas)

Grad Haut Leber Darm

0 Keine aGvHD Keine aGvHD Keine aGvHD
1 Stadium 1-2 Keine aGvHD Keine aGvHD
2 Stadium 3 oder Stadium 1 oder Stadium 1

3 e Stadium?2-3 oder Stadium?2-4

4 Stadium 4 oder, Stadium4 | ...

2.3.4 Veno-Occlusive-Disease

Die Veno-Occlusive-Disease wird, mithilfe der von Jones (Jones et al, 1987) und
McDonald (MacDonald et al,1984; McDonald et al, 1993) entwickelten Kriterien, defi-
niert. Diese legen die Veno-Occlusive-Disease als Erkrankung fest, die charakteristisch
vor dem 21. Tag nach allogener SZT auftritt und noch weitere, mindestens jedoch zwei
andere der folgenden Kriterien aufweist: Die Hyperbilirubindmie (>2mg/dL), Aszites,
schmerzhafte Hepatomegalie und eine Gewichtszunahme von mehr als 5%. In der unte-

ren Tabelle sind diese Merkmale kurz zusammengefasst.

Tabelle 6 : VOD Diagnose Kriterien

Auftreten bis Tag 21 mit zwei der folgenden Merkmale:
Hyperbilirubindmie > 2mg/dL

Aszites

Schmerzhafte Hepatomegalie

Gewichtszunahme von > 5%

2.3.5 Andere Erkrankungen

Die Bewertung ,,Andere” umfasst Hepatopathien, die nicht eindeutig den anderen Be-
wertungskriterien zugefiihrt werden konne. Darunter fallen prétransplantationelle Le-
berschiadigungen, reaktive virale Erkrankungen oder Diagnosen, die nicht in die anderen
Bewertungskriterien fallen. ,,Keine Erhohungen® sind gekennzeichnet durch fehlende

Laborwerterhdhungen, die auf eine Hepatopathie hindeuten konnten.
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2.3.6 Die Dokumentation der Erkrankungen

Die Laborwerte, die zur Beurteilung einer Schidigung der Leber ausgewéhlt wurden
sind das CRP, die Alkalische Phosphatase (aP), das Bilirubin, die Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT/ASAT), die Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT/AST) und die
Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT). Sie wurden fortlaufend nach folgendem Schema

vermerkt:

Laborwerterh6hung

Spitzenwert

Tag des Spitzenwertes

Tag an dem der Laborwert unter die pathologische Grenze fillt.

Die Tage sind definiert als Tage nach der allogenen Stammzelltransplantation. Zusétz-
lich wurde am Tag an dem die Hepatopathie in ihrer maximalen Auspridgung auftritt,
die entsprechenden Laborwerte notiert, um somit ein Laborprofil der Hepatopathie zu
erhalten. Morphologische Kriterien, wie ikterisches Hautkolorit, Aszites und Beindde-
me wurden beriicksichtig, um das klinische Bild zu komplettieren. Weitere Daten konn-
ten einer Stammdatei des Instituts entnommen werden, welche freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt wurde. Aus dieser Datei wurden folgende Parameter fiir die Unter-

suchung als wichtig erachtet und in die Arbeit mitaufgenommen:

* Alter der Patienten

* Geschlecht der Patienten

* Diagnose

* Krankheitsstadium

* CMV Status

* NOD-2 Rezeptor Status

* TRL-9 Rezeptor Status

* Alter des Spenders

* Spendergeschlecht

* CMV Spenderstatus

* Spender NOD 2 Rezeptorstatus
* Spender TRL-9 Rezeptorstatus

28



e Stammzellart

¢ Induktionsschema

* Geschlechtskombination
e HLA Status

* Spendeverfahren

2.4 Die Statistische Methodik

Die Tabelle wurde in das Programm SPSS Version 19© der Firma IBM importiert und
die gesamte statistische Auswertung erfolgte mit dieser Softwareversion. Die Hepatopa-
thien, die im Folgenden ausgewertet wurden, sind die Cyclosporin-A-assoziierte Toxizi-
tdat, die GVHD der Leber und die Veno-Occlusive-Disease.

Als erstes erfolgte eine deskriptive Analyse des Patientenkollektives, dem schloss sich
eine Uberlebenszeitanalyse mithilfe der Kaplan-Meier-Methode an. Um mdgliche Zu-
sammenhénge zwischen Risikofaktoren und den Hepatopathien aufzudecken, wurde der
Chi-Quadrat Test nach Pearson verwendet. Des Weiteren wurden die auffalligen Risiko-
faktoren, sprich diejenigen die das Signifikanzniveau unterschritten hatten, mithilfe der
multivariaten Cox-Regressions-Analyse auf ihren Einfluss auf das Auftreten der GvHD
der Leber hin untersucht.

Im letzten Schritt wurde untersucht, welche Risikofaktoren bei einer bereits bestehen-
den GvHD der Leber das Outcome verschlechtern. Die Testung der Faktoren erfolgte
nach dem bereits oben genannten Prinzip. Als Signifikanzniveau wurde fiir alle statisti-

schen Tests o < 0,05 erachtet.
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3. Ergebnisse
3. 1 Hepatopathien nach allogener SZT: Beschreibung

Im folgendem Abschnitt sollen aufgetretene Hepatopathien beziiglich ihrer Haufigkeit,
ihres zeitlichen Auftretens, den begleitenden Laborbefunden und ihres Einflusses auf

das Uberleben beschrieben werden.

3.1.1. Hiufigkeiten der einzelnen Hepatopathien

Im Verlauf kam es in 60,1% (297 Patienten) zu einer Cyclosporin-A-assoziierten Toxi-
zitdt. Damit stellt die Cyclosporin-A assoziierter Toxizitdt den hédufigsten Grund fiir
eine pathologische Leberwerterhohung dar. Die zweithdufigste Hepatopathie ist die
GVHD der Leber, die bei 17% (84 Patienten) auftrat. Septische Hepatopathien waren bei
13,4% (66 Patienten) nachweisbar. Mit 1,6% (8 Patienten) ist die Veno-Occlusive-
Disease vertreten. Zu keinerlei Laborwerterh6hung kam es in 1,8% der Fille (9 Patien-
ten). ,,Andere* Hepatopathien die nicht den anderen Entititen zugeordnet werden kon-
nen, treten mit 6,1% (30 Patienten) auf. Die genaue Unterteilung der ,,anderen* Hepato-

pathien soll Gegenstand des ndchsten Abschnittes sein.

Abbildung 2: Aufteilung der Hepatopathien

Verteilung der Hepatopathien

Bl cvA-Toxizitét (60,1%)
o Septische Hepatopathie
(13,4%)

CJ GVHD der Leber (17%)
B Andere (6,1%)
CJvoD (1,6%)

M keine Erhéhung (1,8%)
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3.1.2. Andere Hepatopathien

Im Laufe der therapeutischen Bemiihungen kam es in 6,1% der Félle (30 Patienten) zu
Hepatopathien, die nicht den hiufigsten Gruppen zugeordnet wurden. Darunter fallen
Erkrankungen wie virale Reaktivierungen, zum Beispiel das Epstein Barr Virus, wel-
ches innerhalb der ,,Anderen” mit 16,7% (5 Patienten) vertreten ist oder ein Auftreten
des Varizella-Zoster Virus in 3,3% (1 Patient) der Fille. Die hdufigste Entitét stellt die
Cytomegalievirus Hepatitis mit 53,5 % (16 Patienten) dar. Die restlichen, weniger héu-

figen Beurteilungen konnen aus der unteren Tabelle entnommen werden.

Tabelle 7: Genauere Aufteilung der ,,Anderen Hepatopathien®

Beurteilung Prozent Anzahl
CMV-Hepatitits 53,3% 16
EBV-Reaktivierung 5,0% 5
Cholezystitis 6,7% 2
Isolierte GGT-erhdhung 6,7% 2
Hepatitis A 3,3% 1
Systemische Aspergillose 3,3% 1
NASH 3,3% 1
VZV-Reaktivierung 3,3% 1
Bek.Leberparenchymschaden 3,3% 1

3.1.3. Genaue Darstellung der Graft versus Host Disease der Leber

Die GvHD der Leber stellt im untersuchten Patientenkollektiv die zweithdufigste He-
patopathie mit 17% (84 Patienten) dar. Die Schwere der GVHD wird in vier Organstadi-
en unterteilt, die zuvor in der Glucksberg Skala festgelegt wurden. Im Stadium 1 befin-
den sich 13,1% (11 Patienten), Stadium zwei betrifft 29,8% (25 Patienten). 31 % (26
Patienten) haben einen Stadium von drei und 26,2% (22 Patienten) haben das hochste

Stadium — vier - erreicht.
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Abbildung 3: Stadien Verteilung der Leber-GvHD

Organstadien der akuten GvHD der Leber

Stadien

Isoliert, das heillt ohne andere Organmanifestation, trat die GVHD der Leber in 38,1%
(32 Patienten) auf. Die Kombination der Leber GvHD mit Darm und Haut gab es bei
32,1% (27 Patienten) innerhalb der GVHD der Leber. Auf die Kombination mit einer

GVvHD der Haut beziehungsweise des Darms entfallen jeweils 13,1% (11 Patienten)
und 16,7% (14 Patienten).

Abbildung 4: Leber-GvHD in Kombination mit anderen GVHD Ausprigungen

Kombination der Leber GvHD mit anderen GvHD Krankheitsbildern

40+

Anzahl

Leber Gvh isoliert Leber+Darm GVvHD  Leber+Darm+Haut GvHD Leber+Haut GvHD
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Betrachtet man die schwere GvHD, das heillt Grad 3 und 4, so zeigt sich das 35,4% (17
Patienten) aller Félle eine isolierte GVHD darstellen. Jeweils 16,67% (8 Patienten) wei-
sen eine Leber GVHD in Kombination mit einer Haut GVHD auf und bei 31,3% (15 Pa-

tienten) wurde eine Kombination aus Leber, Haut und Darm GvHD festgestellt.

Abbildung 5: Die Kombination der Leber-GvHD mit anderen GVHD Entititen

schwere Leber GVHD und Kombinationen

Anzahl

Leber Gvhisoliert Leber+Darm GvHD Leber+Darm+Haut GvHD Leber+Haut GvHD

3.1.4. Zeitpunkt des Auftretens der Hepatopathien

Das zeitliche Verhalten der Hepatopathien wird in Tagen nach der allogenen Stamm-
zelltransplantation angegeben und nach der hochsten Ausprigung, welche anhand der
Laborwerte festgestellt wurde.

Im Mittel trat die Cyclosporin assoziierte Toxizitdt nach 30 Tagen post-allogener SZT
auf, die septischen Hepatopathie nach 27 Tagen. Die GVHD der Leber hat ihr mittleres
Auftreten nach durchschnittlich 50 Tagen. Die Veno-Occlusive-Disease kommt im
Schnitt nach 7 Tagen vor und ,,Andere* Hepatopathien treten im Mittel nach 180 Tagen

auf. Zusétzliche Informationen konnen aus der Tabelle Nr. 8 entnommen werden.

Tabelle 8: Auftreten der Hepatopathien

Beurteilung Mittelwert(d) | Median(d) Minimum(d) | Maximum(d)
CYA -Tox 125 30 1 2696
Septische 104 27 1 800
Hepatopathie

GvHD Leber | 56 50 10 146

Andere 478 180 12 2543

VOD 16 7 2 42

33



3.1.5 Charakteristische Laborwerte bei Hepatopathien
3.1.5.1 Cyclosporin A assoziierte Toxizit:it

Die flihrende Laborwerterhohung ist die GPT mit 55,2% an pathologischen Werten. Sie
hat eine durchschnittliche Héhe von 214 U/L. Die GOT zeigt hierbei eine Erh6hungs-
héufigkeit im Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 38,7% und einer durchschnittli-
chen Hohe von 143 U/L. Die restlichen Laborwerte werden in der unten angefiigten

Tabelle beschrieben.

Tabelle 9: Laborprofil bei Cyclosporin A assoziierter Toxizitat

Laborwert Erhohung keine Erhohung Mittelwert
CRP 26,9% 73,1% 56,6 mg/dl
Alkalische Phospatase | 9,8% 90,2% 513 1U/L
Billirubin 35,7% 64,3% 4,4 mg/dl
GOT 38,7% 61,3% 143 U/1
GPT 55,2% 44.8% 214 U/l
GGT 33% 67% 453 U/

3.1.5.2 Septische Hepatopathie

Bei der septischen Hepatopathie tritt als fiihrender Laborwert die Erhéhung des C-
reaktiven Proteins mit einer Haufigkeit von 95,5% auf. Der dabei ermittelte Durch-
schnittswert betrdgt 176,1mg/L. Das Bilirubin verzeichnet bei 72,7% einen Anstieg und
hat dabei eine durchschnittliche Héhe von 6,1 mg/dL.

Die restlichen erhobenen Laborwerte sind nicht hdufig genug erhoht und werden des-
halb nicht ausfiihrlich besprochen, sondern kénnen aus der unten angefiigten Tabelle

entnommen werden.

Tabelle 10: Laborprofil bei septischer Hepatopathie

Laborwert Erhohung keine Erhohung Mittelwert
CRP 95,5% 4,5% 176 mg/dl
Alkalische Phosphata- | 21,2% 78,8% 608 IU/L
se
Bilirubin 72,7% 27,3% 6,1 mg/dl
GOT 36,4% 63,6% 564 U/l
GPT 40,9% 59,1% 386 U/l
GGT 33,3% 66,7% 1407,9 U/l
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3.1.5.3 Graft versus Host Disease der Leber

Fiihrender Laborwert bei der Graft vs. Host Disease der Leber ist die Erhdhung des Bili-
rubins. In 95,2 % kommt es zu einer pathologischen Erhohung dieses Wertes, der dabei
einen Mittelwert von 12 mg/dL aufweist. Zudem kommt es bei 53,6 % zu einer Erho-
hung des CRP, der Mittelwert dieses Labortwertes betrdgt im Durchschnitt 100 mg/dl.

Das restliche Verteilungsprofil kann aus der unten angefiigten Tabelle entnommen wer-

den.

Tabelle 11: Laborprofil bei Leber GYHD

Laborwert Erhohung keine Erh6hung Mittelwert
CRP 53,6% 46,4% 97 mg/dl
Alkalische Phosphata- | 29,8% 70,2% 631,4 TU/
se
Billirubin 95,2% 4,8% 12 mg/dl
GOT 38,1% 61,9% 444 U/
GPT 44% 56,0% 289 U/l
GGT 33,3% 66,7% 818 U/l

3.1.5.4 VOD

Die Bilirubierhdhung ist bei der Vena Occlusive Disease der flihrende pathologische
Laborwert. Der Wert ist in jedem Fall erhoht. Die restlichen Laborwerte sind nur in ei-

ner geringeren Anzahl erhoht und kdnnen aus der unteren Tabelle entnommen werden.

Tabelle 12: Laborprofil bei VOD

Laborwert Erhohung keine Erhéhung Mittelwert

CRP 25% 75% 196 mg/dl
Alkalische Phosphata- | 12,5% 87,5% 1225 1U/1
se

Bilirubin 100% 0% 5,4 mg/dl
GOT 37,5% 62,5% 119 U/
GPT 37,5% 62,5% 549 U/l
GGT 37,5% 62,5% 930 U/1

3.1.5.5 Andere Hepatopathien

Die Hepatopathien die unter dem Punkt ,,Andere zusammengefasst wurden weisen als
fiihrenden Laborwert Erhohungen der GOT in 46,7% und der GPT in 48,7% auf. Die
Laborkonstellationen der Beurteilung ,,Anderen” sind in der Unteren Tabelle aufge-

fiihrt.
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Tabelle 13: Laborprofil bei ,,Andere*

Laborwert Erhohung keine Erhéhung Mittelwert
CRP 17,9% 82,1% 97,3 mg/dl
Alkalische Phosphata- | 5,1% 94,9% 426 1U/1
se
Bilirubin 20,5% 79,5% 4,4 mg/dl
GOT 46,2% 53,8% 3273 U/l
GPT 48,7% 51,3% 226,6 U/l
GGT 385% 61,5% 525U/l

3.2.1 Prognose der Hepatopathien

Im beobachteten Kollektiv betrdgt die Gesamtmortalitit 52,4% (259 Pat.), bei einer Re-
zidivrate von 29,4% (145 Pat.). Initial versterben 27,1% (134 Pat.) an therapie-
assoziierten Komplikationen. Neben der Gesamt-Uberlebenszeit wurden 1- und 5-
Jahrestiiberleben berechnet. Dabei wurde mit Hilfe des Log Rank Tests auf Unterschiede
beziiglich der angegebenen Beurteilung getestet. Die Ergebnisse haben einen signifikan-
ten P-Wert von P< 0,000. Der Beobachtungszeitraum betrégt durchschnittlich 29 Mona-
te, mit dem kiirzesten Zeitraum von 2 Tagen und einem maximalen von 132 beobachte-
ten Monaten.

Als Status definierende Variable wurde die Therapie assoziierte Mortalitdt (TRM) ge-
wihlt. Insgesamt verstarben 134 Patienten an TRM, die genaue Verteilung der TRM auf

die einzelnen Hepatopathien kann aus Tabelle Nr. 14 entnommen werden.

Tabelle 14: TRM und Uberleben bei auftretenden Hepatopathien im Beobachtungszeitraum

Hepatopathie Anzahl an TRM 1-JU TRM 5-JU TRM
Cyclosporin-A assoziierte Toxizitét 20,5% (61) 72% 52%
Septische Hepatopathie 36,4% (24) 43% 19%

Graft vs. Host Disease der Leber 45,2% (38) 40% 20%
Vena Occlusive Disease 50% (4) 26% 0%

Andere 16,7% (5) 78% 58%
Keine Erhdhung 22.2% (2) 67% 42%

Patienten ohne Hepatopathien sowie Patienten mit CsA assoziierter und anderen He-
patopathien hatten eine vergleichbar niedrige TRM. Sie stieg bei Patienten mit septi-
scher Hepatopathie an und erreichte den hochsten Anteil bei GVHD und VOD. Dies
spiegelte sich auch in den Uberlebenskurven (Abb. 7) wieder.
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Abbildung 6: Overallsurvival der Hepatopathien
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3.2.2 Prognose der isolierten Leber GVHD im Vergleich zur kombinierten Leber

GvHD

Die Leber GVHD wurde unterteilt in isolierte Félle (39,3%) und eine kombinierte

GVHD (60,7%), also Leber und Darm. Auf Grundlage dieser Aufteilung wurden die
Uberlebensraten mithilfe der Kaplan Meier Methode berechnet. Dabei zeigt sich ein 1-
Jahres Uberleben von 59% und ein 5-Jahres Uberleben von 52% fiir die isolierte Leber
GvHD. Die kombinierte Leber GVHD weist im Vergleich dazu ein 1-Jahres Uberleben
von 44% und eine 5-Jahres Uberleben von 26% auf. Die Unterschiede nihern sich
hierbei an das Signifikanzniveau an (P< 0,077). Wird die Schwere der akuten GvHD der
Leber betrachtet, so zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p< 0,045) im 1-
Jahresiiberleben (GvHD-Schweregrad 1+ 2; 0,64 % 1-JU / GvHD-Schweregrad 3+4;
40% 1-JO).
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Abbildung 7: TRM Uberlebensfunktion isolierte vs. komplizierte GYHD
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Abbildung 8: TRM Uberlebensfunktion Leber-GvHD gruppiert
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3. 3 Risikofaktorenanalyse

Im folgenden Abschnitt soll nach Risikofaktoren fiir das Auftreten von Hepatopathien,
speziell von GVHD und VOD gesucht werden. Als hinreichend grof3e Kontrollgruppe
diente die Cyclosporin-A-assoziierte Toxizitét.

3.3.1 Kreuztabellen

3.3.1.1 Cyclosporin-A-Assoziierte Toxizitéit

Im Chi-Quadrat Test ergab sich kein spezifischer Risikofaktor fiir die Cyclosporin A-

assoziierte Toxizitét.

Tabelle 15: Cyclosporin A Toxizitit und Risikofaktoren

Cyclosporin A Toxizitét
Risikofaktoren positiv negativ P
Geschlecht Pat:
M 57,4% 63,3% 0,185
\\% 42,6% 36,7%
Alter Pat:
Uber 46 56,6% 53,5% 0,481
Unter 46 43,4% 46,5%
Stage
1 18,5% 14,7% 0,392
2 40,2% 38,8%
3 41,4% 46,5%
CMV Status 0,728
Pos 45,8% 47,3%
neg 54,2% 52,7%
RTRL 2848
Nein 20,3% 21,1% 0,733
Hetero 56,8% 51,1%
Homo 23% 27,8%
SNP8 Patient:
Ja 5,7% 12,7% 0,102
Nein 94,3% 87,3%
SNP 12 Patient
Ja 3,4% 2,9% 0,843
Nein 96,6% 97,1%
SNP 13 Patient
Ja 6,9% 5,9% 0,766
Nein 93,1% 94,1%
Patient positiv
Ja 16,1% 20,6% 0,428
Nein 93,1% 79,4%
Wt=0 71% 68,7%
1=8 oder 12 15,9% 19,.3% 0,863
2= 13 oder C 13% 12,0%
Spenderalter
Uber 39,5 45,5% 50,2% 0,302
Unter 39,5 54,5% 49.8%
Spendergeschlecht
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M 59,8% 50,2% 0,302
w 40,2% 49,8%
Spender CMV
Positiv 39,8% 46,1% 0,153
Negativ 60,2% 53,9%
Geschlechtsmatching
M/M (Pat/Spender.) 37,3% 44,9%
F/F 20,1% 17,6% 0,397
M/F 20,1% 18,4%
F/M 22,5% 19,2%
Spendeart
Nabelschnurblut 0% 0,4%
Geschwisterspende 37,8% 40% 0,517
URD 62,2% 59,6%
Induktionsschema
RIC 71,1% 66,1% 0,235
Standard 28,9% 33,9%
Stammzellquelle
Nabelschnurblut 0% 0,4%
Knochenmark 12,4% 10,2% 0,466
PBSC 87,6% 89,4%
SNPS8
Ja 7% 11,8% 0,266
Nein 93% 88,2%
SNP 12
Ja 2,3% 1% 0,463
Nein 97,7% 99%
SNP13
Ja 7% 8,8% 0,642
Nein 93% 91,2%
Spender positiv
Ja 14% 19,6% 0,304
Nein 86% 80,4%
Wildtyp=0 71% 67,1% 0,696
Patient=1 15.9% 12,9%
Spender=2 7,2% 1 1,8%
Pat.+Spend.=3 5,8% 8,2%
Spender TRL9 2848
Nein 15,1% 17,2% 0,266
Hetero 45,2% 58,6%
Homo 39,7% 24,1%
Spender+Patient wt 71% 68,7%
Spender o Patient var | 23,2% 22,9% 0,822
Spender+Patient var 5,8% 8,4%

3.3.1.2 Graft vs. Host Disease der Leber

Bei Uberpriifung der Variablen, die als Risikofaktoren in Frage kommen, zeigt sich
beim NOD-2-SNP-8 des Patienten ein hochsignifikantes Ergebnis von P= 0,007. Hier-

bei wird deutlich, dass 21,1% bei einer GVHD der Leber einen positiven Nachweis fiir
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eine Mutation des SNP-8 haben, wihrend dieser Nachweis bei Patienten ohne GvHD
nur bei 6.6% vorlag.

Mit einer Signifikanz von 0,049 zeigt sich auch ein Zusammenhang mit dem applizier-
ten Konditionierungssschema: Patienten mit Standard-Konditionierung haben ein hohe-
res GvHD Risiko.

Ein weiterer Risikofaktor - das Geschlecht des Patienten - ndhert sich mit einem Wert
von P = 0,073 an das Signifikanzniveau an. 69% der Patienten mit einer GvHD der

Leber sind ménnlich, verglichen mit 31% weiblichen Patienten.

Tabelle 16: GvHD-Leber und Risikofaktoren

Leber GVHD
Risikofaktor positiv negativ P
Geschlecht
M 69% 58,5% 0,073
W 31% 41,5%
Alter des Patienten
Uber 46 48,8% 56,3% 0,206
Unter 46 51,2% 43,7%
Stage
1 13,1% 17,3% 0,510
2 38,1% 39%
3 48,8% 42.,9%
CMV Status Patient
Positiv 42,9% 47,3% 0,455
Negativ 57,1% 52,7%
RTRL9 2848
Nein 27,3% 19,1%
Hetero 57,6% 52,7% 0,255
Homo 15,2% 28,2%
SNPS Patient
Ja 21,1% 6,6% 0,007
Nein 78,9% 93,4%
SNP12 Patient
Ja 5,3% 2,6% 0,411
Nein 94,7% 97,4%
SNP13 Patient
Ja 5,3% 6,6% 0,759
Nein 94,7% 93,4%
Pat pos
Ja 28,9% 15,9% 0,064
Nein 71,1% 84,1%
Wt=0 53,3% 73,8%
8 oder 12=1 26,7% 15,6% 0,091
13 oder C=2 20% 10,7%
Geschlecht Spender
M 66,7% 61% 0,328
W 33,3% 39%
Alter Spender
Uber 39,5% 60,7% 72% 0,161
Unter 39,5 39,3% 28%
Spender CMV
Positiv 45,2% 42.4% 0,637

41



Negativ 54,8% 57,6%
Geschlechtsmatching
M/M (Pat/Spend) 50% 39,3%
F/F 14,3% 19,8% 0,271
M/F 19% 19,3%
F/M 16,7% 21,7%
Spendeart
Nabelschnurblut 0% 0,2% 0,858
Geschwisterspende 40,5% 38,5%
Fremdspende 59,5% 61,2%
Induktionsschema
RIC 59,5% 70,5% 0,049
Standard 40,5% 29,5%
Stammzellquelle
Nabelschnurblut 0% 0,2%
Knochenmark 14,3% 10,7% 0,586
PBSC 85,7% 89,9%
Spender TRL9 2848
Nein 18,2% 15,7% 0,621
Hetero 57,6% 51,2%
Homo 24,2% 33,1%
SNP 8
Ja 15,8% 8% 0,621
Nein 84,2% 92%
SNP12
Ja 15,8% 8% 0,145
Nein 84,2% 92%
SNP13
Ja 10,5% 7,3% 0,516
Nein 89,5% 92,7%
Spender positiv
Ja 23,7% 15,3% 0,221
Nein 76,3% 84,7%
Wt=0 51,6% 73,2%
Patient=1 22,6% 12,2% 0,138
Spender=2 16,1% 8,1%
Spender+Patient=3 9,7% 6,5%
Spen-+Pat wt 53,3% 73,8% 0,088
Spend o Pat var 36,7% 19,7%
10% 6,6%
Spend +Pat var

3.3.1.3 Veno-Occlusive-Disease

Die Untersuchung auf Risikofaktoren fiir diese Hepatopathie ergibt eine Annéherung an
das Signifikanzniveau fiir eine Mutation des SNP-8 des Spenders mit einem P < 0,051.

Hier zeigt sich dass 9,1 % der Patienten die eine Veno-Occlusive-Disease haben,
gleichzeitig eine SNP-8 Mutation des Spenders aufweisen. Die restlichen Risikofakto-

ren zeigen keinen signifikanten Zusammenhang.
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Tabelle 17: VOD und Risikofaktoren

VOD
Risikofaktor Positiv negativ P
Geschlecht Patient
M 75% 60,1% 0,392
W 25% 39,9%
Alter Patient
Uber 46 75% 54,7% 0,252
Unter 46 25% 45,3%
Stage
1 12,5% 16,7%
2 37,5% 39,5% 0,924
3 50% 43,8%
CMV Status
Postitv 37,5% 46,7% 0,605
Negativ 62,5% 53,3%
Patient TRL9 2848
Nein 50% 20,4% 0,302
Hetero 0% 54,3%
Homo 50% 25,3%
SNP8
Ja 50% 9,1% 0,050
Nein 50% 90,9%
SNP12
Ja 0% 3,2% 0,797
Nein 100% 96,8%
SNP13
Ja 0% 6,4% 0,711
Nein 100% 93,6%
Patient positiv
Ja 50% 6,4% 0,249
Nein 50% 93,6%
Wt=0 50% 70%
80.12=1 50% 17,3% 0,460
13 0 C=2 0% 12,7%
Geschlecht Spender
M 50% 62,1% 0,483
W 50% 37,9%
Alter Spender
Uber 40 37,5% 48% 0,555
Unter 40 62,5% 52%
Spender CMV
Neg 37,5% 43% 0,755
Pos 62,5% 57%
Geschlechtsmatching
M/M 37,5% 41,2%
F/F 12,5% 18,9% 0,597
M/F 37,5% 18,9%
F/M 12,5% 21%
Spendeart
Nabelschnurblut 0% 0,2% 0,711
Geschwisterspende 25% 39,1%
Fremdspende 75% 60,7%
Induktionsschema
RIC 75% 68,5% 0,695
Standard 25% 31,5%
Stammzellquelle
Nabelschnurblut 0 0,2
Knochemmark 0 11,5% 0,585
PBSC 100% 88,3%
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DTRL9 2848

Nein 50% 15,8% 0,358
Hetero 50% 52,5%

Homo 0% 31,6%

SNP 8 Spender

Ja 50% 9,1% 0,051
Nein 50% 90,9%

SNP 12 Spender

Ja 0% 1,6% 0,856
Nein 100% 98,4%

SNP 13 Spender

Ja 0% 8,1% 0,657
Nein 100% 91,9%

Spender positiv

Ja 50% 16,7% 0,212
Nein 50% 83,3%

0=WT 50% 69,1%

1=Patient 0% 14,5% 0,122
2=Spender 0% 9,9%

3=Spender+Patient 50% 6,6%

Patient+Spender wt 50% 70%

Patient oder Spender | 0% 23,3% 0,058
var

Spender+Patient var 50% 6,7%

3.3.2 Zeitabhingige Cox Regression

Im néchsten Schritt sollen nun die signifikanten Risikofaktoren auf ihren Einfluss be-
ziliglich des zeitlichen Auftretens der GvHD hin untersucht werden und auf eine mogli-
che erhohte Inzidenz an TRM.

Als zeitlicher Parameter wird das Auftreten der GvHD innerhalb eines Jahres gewdhlt,
als Risikofaktoren das Alter der Patienten, das Krankheitsstadium, die Spenderart und
der NOD Status.

Der Faktor positiver SNP-8 bei Patienten zeigt einen signifikanten Trend, der in der
unteren Tabelle dargestellt ist. Dieser Faktor erhoht das Risiko an einer GVHD im Ver-
lauf von einem Jahr zu erkranken auf das 2,4-fache, verglichen mit Patienten, die diesen

Faktor nicht aufweisen (P< 0,030).

Tabelle 18: Cox Regressionsanalyse der Risikofaktoren

Risikofaktor Hazard Signifikanz 95 %Konfidenz
Patientenalter 0,921 0,810 0,469-1,807
Stadium 0,755 0,582 0,277-2,055
Spenderart 0,795 0,494 0,412-1,534
SNP 8 2,446 0,030 1,089-5,493

Aus der angefiigten Abbildung ist ersichtlich, dass eine vorhandene Mutation des SNP-

8 die Rate an GvHD der Leber, im Gegensatz zur fehlenden Mutation erkennbar erhoht.
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Abbildung 9: Darstellung der Erhohten Leber GvHD Inzidenz bei positiven NOD 2
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3.4 Risikofaktoren fiir TRM bei Patienten mit Leber GVHD

In der folgenden Tabelle werden die Ergebnisse der gepriiften Risikofaktoren im Kol-

T T
40 60

Tage nach SZT

lektiv der Patienten mit einer akuten GvHD der Leber dargestellt. Es zeigt sich, dass die

Art der Konditionierung einen signifikanten Zusammenhang ergibt, bei der 71% der

Patienten die mit einer RIC Induktion behandelt wurden, verstarben.

Tabelle 19: Risikofaktoren fiir TRM bei gleichzeitiger Leber-GvHD

TRM

Risikofaktor positiv negativ P-Wert
Geschlecht Patient
M 65.8% 71.7% 0,557
W 34.2% 28,3%
Alter Patient
Uber 46 42,1% 41,3% 0,130
Unter 46 57,9% 58,7%
Stadium
1 13,2% 13%
2 42,1% 34,8% 0,768
3 44,7% 52,2%
CMYV Status
Postitvy 44,7% 45,7% 0,933
Negativ 55,3% 54,3%
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Patient TRL9 2848

Nein 27,8% 26,7%

Hetero 50% 66,7% 0,426
Homo 22,2% 6,7%

SNP8

Ja 22.2% 20% 0,867
Nein 77,8% 80%

SNP12

Ja 0% 10% 0,168
Nein 100% 90%

SNP13

Ja 5,6% 5% 0,939
Nein 94,4% 95%

Patient positiv

Ja 27,8% 30% 0,880
Nein 72,2% 70%

Wt=0 56,5% 50%

80.12=1 25% 28,6% 0,943
130C=2 18,8% 21,4%

Geschlecht Spender

M 57,9% 73,9% 0,121
\\% 42.1% 26,1%

Alter Spender

Uber 40 62,2% 48,9% 0,229
Unter 40 37,8% 51,5%

Spender CMV

Neg 55,3% 54,3% 0,933
Pos 44.7% 45,7%

Geschlechtsmatching

M/M 42,1% 56,5%

F/F 18,4% 10,9% 0,473
M/F 23,7% 15,2%

F/M 15,8% 17,4%

Spendeart

Nabelschnurblut 39,5% 41,3% 0,865
Geschwisterspende 60,5% 58,7%

Fremdspende

Induktionsschema

RIC 71,1% 50% 0,050
Standard 28,9% 50%

Stammzellquelle

Nabelschnurblut

Knochemmark 15,8% 13% 0,720
PBSC 84,2% 87%

DTRLY9 2848

Nein 16,7% 20%

Hetero 61,1% 53,3% 0,904
Homo 22,2% 26,7%

SNP 8 Spender

Ja 16,7% 15% 0,888
Nein 83,3% 85%

SNP 12 Spender

Ja 0 5% 0,336
Nein 100% 95%

SNP 13 Spender

Ja 10% 11,1% 0,911
Nein 90% 88,9%

Spender positiv
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Ja 22.2% 25% 0,841
Nein 77,8% 75%

0=WT 52,9% 50%

1=Patient 17,6% 28,6% 0,887
2=Spender 17,6% 14,3%

3=Spender+Patient 11,8% 7,1%

Neben dem Einfluss auf das Auftreten soll untersucht werden, ob die zuvor erhobenen
Risikofaktoren einen signifikanten Einfluss auf die TRM, bei gleichzeitig vorhandener
GvHD der Leber, haben. Mit Hilfe der Cox-Regression soll ein moglicher signifikanter
Zusammenhang gezeigt werden. Als Risikofaktoren werden das Patientenalter, das
Krankheitsstadium, die Spenderart und die Konditionierung verwendet. Es zeigt sich

keiner der Faktoren als signifikant.

Tabelle 20: TRM Abhédngigkeit von Risikofaktoren bei Leber-GvHD

Faktor Hazard Signifikanz 95%Konfidenzint.
Patientenalter 0,714 0,358 0,349- 1,464
Stadium 0,689 0,503 0,243- 2,001
Spenderart 1,048 0,894 0,530- 2,071
Konditionierung 1,425 0,093 0,942- 2,154

Betrachtet man die vorhergehende Feststellung mithilfe der Kaplan-Meier-Methode, so
féllt auf, dass das mittlere Gesamtiiberleben bei gleichzeitiger GVHD der Leber abhén-
gig ist vom Induktionsschema. Patienten die eine RIC erhalten haben, haben ein 1-
Jahres Uberleben von 37 % verglichen mit der Standartinduktion 71%

(P=10,014). Die Abbildung soll in diesem Zusammenhang den negativen prognostischen
Wert einer RIC im Zusammenhang mit einer GVHD der Leber darstellen. Eine mogli-
che Erkldrung fiir diesen Effekt zwischen Spender und Konditionierung liegt im Alter
der RIC konditionierten Patienten, da diese dlter waren (>46 yo, 68% RIC vs. <46 yo
32%, P<0,000).
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Abbildung 10:1-Jahres Uberleben in Abhingigkeit vom Konditionierungsschema
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4. Diskussion

4.1 Inzidenz und Uberleben bei Hepatopathien

4.1.1 GvHD

In der durchgefiihrten Analyse erkrankten 17% der untersuchten Patienten an einer
GvHD der Leber. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit Ergebnissen von anderen Arbei-
ten (MacMillian et al, 2002; Robin et al, 2009; Lee et al, 2005), wobei die Arbeit von
Gooley mit einer sehr niedrigen Inzidenz von 2% heraussticht (Gooley et al, 2010). Die
vergleichsweise hohe Inzidenz in dlteren Studien konnte in den letzten Jahren gesenkt
werden und steht nun in Ubereinstimmung mit der in der vorliegenden Arbeit (Lee et al,
2005; Robin et al 2009). Dies ist zuriickzufiihren auf die verbesserte peritransplantatio-
nelle Vorbereitung, das verbesserte Management von Toxizitdten und die verbesserte
Immunsupression, wobei jedoch eine Stagnation auf der Hohe von durchschnittlich 20%
festzustellen ist. Neben der gleichbleibenden Inzidenz ist aber die vergleichsweise hohe
Priavalenz der Grad 4 GvHD der Leber auffillig. Dies kann auf das moglicherweise bei
der Leber-GvHD hédufige Versagen der initialen Steroidtherapie zuriickgefiihrt werden
und auf ein Fortschreiten der akuten GvHD. Versagt die Therapie anfangs, so muss von
einer schweren Ausprigung der GvHD der Leber ausgegangen werden, diese bedarf
dann einer komplizierteren Second Line-Therapie (Weisdorf et al, 1990), die wiederum
mit einer erhdhten Mortalitit von 70% verbunden ist. Im beobachteten Kollektiv weist
die akute GvHD der Leber das drittschlechteste Langzeitiiberleben auf. Das 1 Jahres
Uberleben betriigt 51%, das 5-Jahres-Uberleben 37% Somit ist die akute GvHD der
Leber ein wesentlicher limitierender Faktor fiir das friithe Uberleben allogen stammzell-
transplantierter Patienten im Vergleich zu anderen untersuchten Hepatopathien im Kol-
lektiv. Die GVHD hat eine therapie-assoziierte Mortalitit von 45,2%, nur iibertroffen
von der VOD mit 50%. Die hohe initiale Mortalitdt von 45,2% der GvHD der Leber
resultiert aus der profunden Schidigung der Leber in Kombination mit einem Funkti-
onsverlust dieses Organs, was in Symptomen des akuten Leberversagens oder auch des
Multiorganversagens enden kann. In besonderem Mafle sind hierbei Lunge und Niere
betroffen. (Zager et al, 1994; Finke et al 1995; Gruss et al 1995). Es ist gesichert, dass
die Hohe und vor allem die Geschwindigkeit des Anstiegs des Bilirubins, als Marker fiir
eine Leberschidigung, ein prognostisch ungiinstiger Marker fiir das Uberleben darstellt
(Gooley et al, 2005). Leisenring (Leisenring et al, 2006) konnte zeigen, dass der schnel-
le Anstieg des Bilirubins als Aktivititsmarker der akuten GVHD der Leber in Kombina-
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tion mit anderen klinischen Parametern als pridiktiver Faktor fiir das Uberleben dienen
kann. Allgemein kann festgehalten werden, dass die akute GvHD der Leber einen be-
deutenden Faktor fiir die initiale therapieassoziierte und tumorfreie Mortalitét in dem
hier untersuchten Kollektiv, wie auch in anderen Studien darstellt (Robin et al, 2009).
Tritt die Leber GvHD zusammen mit der intestinalen GvHD auf, was bei ca. 10% der
Fall ist, verglichen mit isolierter Leber GVHD von 3% (Jagasia et al, 2012), kommt es
zu einem signifikant schlechteren Uberleben, da der Gesamtgrad der GvHD hoher ist
(Weisdorf et al,1990, Pidala et al, 2013). Man konnte behaupten, dass im Rahmen der
kombinierten akuten GVHD von Leber und Darm die Schidigung des Darmepithels die
Entziindungsreaktion unterhilt und dadurch das Outcome verschlechtert. Dies legt auch
der Vergleich der isolierten Leber GvHD mit der komplexen, also in Kombination mit
der intestinalen GvHD, in den Uberlebenskurven nahe. Die isolierte Leber GVHD zeigt
hierbei ein 5 Jahres Uberleben von 53,8%, im Vergleich zu der kombinierten Form von
47,6% (P< 0,077). Der Unterschied stellt sich hierbei als nicht signifikant dar, konnte
aber auf den postulierten Zusammenhang hindeuten.

Die Leber GvHD ist gekennzeichnet durch eine Cholangitis, eine portalvendse Hepatitis
sowie eine Cholestase (Murai et al, 1999). Bisherige Theorien zur Pathophysiologie
gehen davon aus, dass CD8+ T-Zellen, die liber Chemokine, wie CCRS, in die Leber
migrieren (Wysockie et al 2004; Choi et al, 2007), HLA und minor Antigene auf den
Gallengangsepithelien erkennen. Dies fiihrt zu einer Freisetzung von vorbereiteten Fas-
FasL und CD40-CD40L (Saito et al, 1998), was in einer apoptotischen Schidigung der
Zellen endet (Wasem et al, 2001). Die Assoziation mit SNP8 zeigt das der erste Schritt
im Dreiphasenmodel von Ferrara, die Aktivierung der angeborenen sogenannten ,,innate
immunity®, durch die erhohte Belastung mit bakteriellen PAMPs ebenfalls fiir die
GvHD der Leber angewendet werden kann. Die genaueren Mechanismen werden im

Kapitel 4.3 SNPS als Risikofaktor besprochen.

4.1.2VOD

In der gesamten Beobachtungszeit trat die Veno-Occlusive Disease der Leber mit einer
Haufigkeit von 1,6% auf - im Durchschnitt nach 16 Tagen post-allogener SZT- wobei
jeder zweite Patient verstarb. Betrachtet man Angaben aus der Literatur, so fillt auf,
dass die erhobene Inzidenz im Regensburger Kollektiv niedriger ist als in vergleichba-
ren Untersuchungen (vgl. Carreras et al, 1998; Carreras et al, 2011) und deutlich von

den Ergebnissen der ersten Untersuchungen aus Seattle (McDonald et al, 1984) ab-
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weicht. Die Unterschiede in der Inzidenz kdnnen einerseits durch die unterschiedlichen
Risikofaktoren der Patienten erkldrt werden, das Patientenkollektiv an sich, die unter-
schiedliche Definition der VOD und andererseits durch die Art der Therapie. Patienten
im Seattle-Kollektiv haben eine toxische hochdosierte Chemotherapie im Sinne einer
myeloablativen Konditionierung erhalten. Hingegen wurde diese in unserem Kollektiv
nur in 31,4% aller Fille angewandt. Moglicherweise kann auch die medikamentose
Prophylaxe der VOD als ausschlaggebender Faktor angesehen werden, wobei dies noch
weiterer Untersuchungen bedarf (Hagglund et al, 1997). Die Hohe der Mortalitét ist mit

ca. 50% nicht deutlich abweichend von den Ergebnissen anderer Untersuchungen.

4.1.3 Cyclosporin A assoziierte Toxizitit

Die Cyclosporin-A-assoziierte Toxizitdt der Leber manifestiert sich bei 60,1% der Pati-
enten, durchschnittlich 125 Tage post-allogener SZT mit einer Erhohung der GOT in
55,2% und in einem Bilirubinanstieg bei 35,7%. Die Komplikation weist dabei eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von 73% auf und stellt somit keine Gefihrdung der Patienten
hinsichtlich der Mortalitdt dar. Die Labortwerterhdhungen zeigen eine unspezifische
Leberschidigung mit einer Dominanz der Transaminasen (Hagar et al; 2004), auffallend
ist hingegen, dass die alkalische Phosphatase nur in 9,8% erhdht ist, was allerdings auch
in anderen Arbeiten beobachtet werden konnte (Stone et al, 1987; Thompson et al,
1981; Hagar et al, 2004). Ausgehend von den Laborwerten kann behauptet werden, dass
die Cyclosporin-A-Hepatotoxizitidt eine Funktionsstorung der Gallensekretion (Cho-
lestase) mit nachfolgender oxidativer Schidigung und Apoptose der Hepatozyten ist
(Deters et al, 1997; Chan, Shaffer; 1997; Chanussot et al,1992; Le Thai et al, 1998;
Araujo et al, 2007). Die initiale intrazelluldre Cholestase, deshalb oft ohne entsprechen-
de Billirubin- beziechungsweise AP-Spiegel im Blut, wird durch die kompetitive Hem-
mung von aktiven Gallensalzexkretionspumpen durch Cyclosporin-A ausgeldst (Stieger
et al, 2000; Kostrubsky et al, 2003). Der néchste Schritt ist die oxidative Schidigung der
Hepatozyten Grub et al, 2000; Grub et al; 2000). Die weiteren genaueren intrazelluldren
Mechanismen sind allerdings noch unbekannt (Kaya et al, 2008). Die Therapie besteht
aus der Reduktion der Medikamentendosis (Klintmalm et al,1981; Bennett et al, 1986;
Rush et al, 1991) sowie der Gabe von Ursodesoxycholsdure (Kallinowski et al, 1991;
Caroli-Bosc et al, 2000).
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4.2 Risikofaktorenanalyse

4.2.1 Bekannte GVHD Risikofaktoren

Bereits fest etablierte Risikofaktoren fiir das Auftreten und die Schwere einer GvHD
sind die Stammzellquelle, das Alter des Patienten, die Art der Konditionierung, die Art
der GvHD-Prophylaxe und schlieBlich als wichtigster Faktor, der Grad der HLA Uber-
einstimmung zwischen Patient und Spender. In der vorliegenden Arbeit wurden die
oben genannten Faktoren, mit Ausnahme der GVHD Prophylaxe und der HLA Uberein-
stimung, gepriift. Hinzugefiigt wurden CMV Spender- sowie Patientenimmunstatus,
Stadium der zugrunde liegenden Erkrankung und genetische Polymorphismen, die in
den néchsten Kapiteln genauer besprochen werden. Als signifikant haben sich hierbei
der SNP 8 Patienten Polymorphismus sowie die Konditionierung und das Patientenge-

schlecht erwiesen.

Je hoher der Grad der HLA Ubereinstimmung, desto niedriger die Inzidenz und die
Schwere der akuten GvHD. Bei kompletter Ubereinstimmung und genetischer Identitiit
im Fall der Geschwistersituation betrdgt die Inzidenz einer schweren GvHD, definiert
als Grad 11/ 1V, 20%-30% (Yakoub-Agha et al, 2006; Kernan et al, 1993; Flomenberg
et al, 2004). Festzuhalten ist, dass ein Fremdspender mit HLA-Match ohne genetische
Identitdt immer ein hoheres Risiko an schwerer GvHD und ein schlechteres Ausgangs-
ergebnis mit sich bringt (Kernan et al, 1993; Szydlo et al, 1997), was mit Allel und An-
tigenmismatchen weiter ansteigt. Dies kann aber partiell durch den zusédtzlichen Einsatz
von ATG in der GvHD Prophylaxe kompensiert werden (Finke et al, 2009). Ein Anstieg
der Privalenz der akuten GVHD sowie des Graft vs. Leukdmie Effekts konnte fiir Poly-
morphismen der minor-Histocombability Complex Proteine , so zum Beispiel fiir Y-
Chromosom assoziierte histocombability Gene gefunden werden, dabei handelt es sich
um polymorphe Peptide die HLA assoziiert produziert werden (Simpson et al, 1998;
Spierings et al, 2005; Goulmy, 2006).

Unter der Gruppe der non-MHC Gene versteht man Polymorphismus oder Deletion
eines kompletten Gens im menschliche Genom, was zum Verlust oder zur Veridnderung
des dafiir kodierten Proteins fiihrt. Peptide dieses Proteins werden in Verbindung mit

dem MHC dann als fremd erkannt.
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Bisher werden drei Arten der Stammzellgewinnung genutzt: direkte Aspiration des
Knochenmarks, vorzugsweise aus dem Beckenkamm, Apherese der Stammzellen aus
dem peripheren Blut (PBSC) nach vorheriger Mobilisation durch GCSF und Stammzel-
len aus Nabelschnurblut. PBSC als Stammzellquelle enthdlt mehr T-Lymphozyten als
Knochenmark, erhoht deshalb die Inzidenz einer cGvHD (Cutler et al, 2001) und ver-
langert die Therapiedauer einer chronischen GvHD (Stewart et al, 2004). Im direkten
Vergleich zum Knochenmark als Stammzellquelle zeigt sich eine erhohte Inzidenz der
chronischen GvHD (Champlin et al, 2000; Schrezenmeier et al, 2007), Weiterhin ist die
immunologische wie auch die hdmatologische Rekonstitution schneller und das krank-
heitsfreie Uberleben verlingert (Elmaagacli et al, 2002). Langzeitbeobachtungen erge-
ben einen Vorteil der PBSC gegeniiber dem Knochenmark beziiglich des Rezidivs der
malignen Grunderkrankung. In der Patientengruppe, die eine SZT mit PBSC erhalten
hat, betrug die Rezidivrate 20%, verglichen mit 32% in der Gruppe, die Knochenmark
als Stammzellquelle erhalten haben (Mielcarek et al, 2012). In den letzten 10 Jahren
konnten Nabelschnurblut-Stammzellen in der Behandlung von Hoch-Risiko-Patienten
die keinen HLA passenden Spender haben, erfolgreich etabliert werden (Oran, Shpall,
2012). Ihr Vorteil liegt in der Moglichkeit, diese HLA-Different zu transplantieren, was
im Vergleich zu HLA-Different transplantiertem Knochenmark oder PBSZ zu einer
niedrigeren Rate an schwerer akuter GVHD fiihrt (Davies et al,1996; Davies et al 2001,
Eapen et al, 2010). Im Uberleben sowie fiir die TRM und das Gesamtiiberleben ergibt
sich kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf Nabelschnurblut und Knochenmark
als Stammzellquelle (Rocha et al, 2004).

Die Stammzellquelle (Knochenmark vs. Periphere Stammzellen vs. Nabelschnurblut),
ergab keine Konsequenz fiir die Inzidenz einer akuten GVHD der Leber in unserem Kol-
lektiv. Dieses Ergebnis steht in Konkordanz zu den Ergebnissen von Anasetti, der eben-
falls keinen Unterschied in Bezug auf die Inzidenz einer GvHD feststellen konnte (Ana-
setti et al, 2012). Im Widerspruch dazu steht die Arbeit von Eapen, der feststellte, dass
es bei der Verwendung von PBSC zu einer erhohten Rate an akuter GvHD und zu kei-
nerlei Uberlebensvorteil kommt (Eapen et al, 2007). Anzumerken ist, dass die Arbeit
von Eapen einen Zeitraum von drei Jahren zur Auswertung nutzt, was in einem homo-
generen Pateientenkollektiv miindet, verglichen mit unserer Arbeit, die einen Zeitraum
von 12 Jahren bearbeitet. Bezogen auf die Inzidenz einer akuten GVHD der Leber ergibt
sich kein Nachteil beziehungsweise Vorteil aus den genannten Stammzellquellen. Un-

terschiede konnen sich im Rezidiverhalten und im Uberleben darstellen (Pidala et al,
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2009; Stem Cell Trialists’ Collaborative Group, 2005). Dies wurde aber nicht in unserer
Arbeit untersucht.

Die Kombination von Spender- und Patientengeschlecht im Rahmen der pritransplant -
Vorbereitung miissen, um die Inzidenz der GVHD zu verringern, beachtet werden. Ins-
besondere minnliche Patienten die ihre SZT von einer Frau erhalten - speziell bei Spen-
derinnen nach mehreren Schwangerschaften - haben ein erhohtes Risiko an einer GVHD
zu erkranken (Atkinson et al, 1986; Flowers et al, 1990; Nash et al, 1992; Gratwohl et
al, 2001). Die Reaktion wird durch zytotoxische T-Zellen der Spenderin ausgelost, die
verschiedene Y-miH des Spenders erkennen. Dies wird insbesondere durch vorherige
Schwangerschaften erleichtert, da das fetale Gewebe die T Zellen sensibilisiert (Goulmy
et al, 1977, Perreault et al, 1990; Stern et al, 2008).

Die Untersuchung des Geschlechtes der Patienten ergab einen mdglichen Zusammen-
hang beziiglich des ménnlichen Geschlechtes und der akuten Leber GvHD. Dieser Zu-
sammenhang muss kritisch betrachtet werden. Es ist anzunehmen, dass der Zusammen-
hang nicht komplett auf das Geschlecht des Patienten als Risikofaktor riickfiihrbar ist,
sondern vielmehr auf den geschlechtsassoziierten Lebensstil. Ménnern, insbesondere die
Altersgruppe in der vorliegenden Arbeit, kann unterstellt werden, einen nicht gesund-
heitlich forderlichen Lebensstil zu pflegen. Die Auswirkungen dieser Lebensweise kon-
nen sich in einer Vielzahl von Erkrankungen zeigen, wie dem metabolischen Syndrom,
Hypertonus, Hyperurikdmie und Diabetes Mellitus Typ 2, die nachweislich negativ die
Leberfunktionsleistung beintrachtigen konnen, ohne aber ein klinisch-pathologisches
Korrelat zu liefern. Bobak (Bobak et al, 2009) konnte zeigen dass bayrische Ménner im
Vergleich zu einer israelischen Kohorte eine signifikant erhohte Insulinresistenz auf-
weisen, d.h. die Privalenz eines Diabetes Mellitus Typ 2 hoher ist und man davon aus-
gehen kann, dass andere Erkrankungen wie Adipositas, Hypertonus usw. ebenfalls eine
hohere Inzidenz in diesem ostbayrischen Kollektiv aufweisen. Die Bedeutung dieser
Erkrankungen liegt in ihrem negativen Einfluss auf die Organreserve der Leber, die im
Rahmen einer allogenen SZT stark beansprucht wird. Insbesondere die Non Alkoholic
Fatty liver Disease ist mit Diabetes und Bluthochruck assoziiert, kann durch fehlende
Transaminasenerhohung aber klinisch unauffillig sein (Francazani et al, 2008; Lopez-
Suérez et al, 2011). Als klassische Noxe muss im Rahmen der Leberschidigung auch
der Alkohol genannt werden, dessen exzessive Einnahme mit einer profunden Lebersto-
rung, im Endstadium als Zirrhose, enden kann ( Rehm et al,2010; Gao, Bataller, 2011).

Somit sind prétransplantanionelle Leberschddigungen bei minnlichen Patienten oft
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nicht klinisch auffillig, konnen aber die akute GVHD der Leber begiinstigen und somit
einen moglichen Einfluss des Geschlechtes imitieren.

Ein weiterer nicht signifikanter Faktor ist die Geschlechtskombination, insbesondere
weiblicher Spender auf minnlichen Empfénger. In unserem Kollektiv konnte kein
Nachweis beziiglich eines statistischen Zusammenhanges erbracht werden. Jedoch steht
dies im Widerspruch zu anderen Ergebnissen aus der Literatur. Die Arbeiten von Atkin-
son, Nash, Flowers und Gratewohl zeigen, dass ein weiblicher Spender, kombiniert mit
einem ménnlichen Spender, die Inzidenz der aGvHD erhoht. Ebenso die TRM, aber
diese geht mit einer erhdhten GvL Aktivitdt einher (Gratewohl et al, 2001). Der Unter-
schied in den hier zitierten Arbeiten zu der vorliegenden liegt in der hochselektiven
Auswahl der Patienten und einer Kontrollgruppe, die in der Risikokonstellation homo-
gen war. Dies war bei unserer Arbeit nicht gegeben. Es ist anzunehmen, dass der ausge-
bliebene Effekt der Transplantation eines weiblichen Spenders auf einen ménnlichen
Spender auf der Inhomogenitét des untersuchten Kollektives beruht.

Ferner ist ein erhohtes Alter des Spenders (>40 Jahre) wie auch des Empfingers (>40
Jahre) mit einer erhohten Rate an GvHD verbunden (Weisdorf et al, 1991; Nash et al,
1992). Die Griinde dafiir sind noch nicht komplett gekldrt, neben einer verdanderten
Knochenmarkszellstruktur (Buckner et al, 1984) wird eine Toleranzabnahme des &lteren
Immunsytems und eine verminderte Thymusfunktion bei dlteren Empfangern vermutet,
da vermehrt T-Gedichtniszellen auftreten (Miller, 1996). Auch der CMV Infektionssta-
tus wird als ein Risikofaktor fiir eine akute GvHD angesehen (Appleton, Sviland, 1993;
Hiagglund et al, 1995; Cantoni et al, 2010), obwohl dies umstritten ist (Wang et al,
2008). Die Untersuchung des CMV Status ergab keine Korrelation zum Auftreten der
hepatischen GvHD. Betrachtet man dazu bereits publizierte Arbeiten, so muss man er-
kennen, dass kein Konsens beziiglich des Einflusses des CMV Status bei Empfanger
(Bostrom et al, 1988; Broers et al, 2000, Meijer et al, 2000) als auch bei Spender
herrscht. Da die Studien unterschiedliche Nachweismethoden (Virdmie vs. aktive Er-
krankung vs. Genomnachweis im Blut) (Gratama et al, 1987; Ljungman et al, 2003)
sowie unterschiedliche Schwerpunkte beziiglich Spender/Empfinger legen, ist ein Ver-
gleich schwierig. In unserer Arbeit konnte der Nachweis beim Empfinger sowie auch
beim Spender nicht erbracht werden.

Die Hohe der Intensitdt der Konditionierung kann einen Einfluss auf die Inzidenz der
GVHD haben, da sie gleichbedeutend ist mit der Schwere der Gewebeschddigung, wel-
che wiederum den ersten Schritt in der Pathophysiologie der GVHD darstellt. Die Dauer
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und die Energiehdhe der Bestrahlung haben einen fordernden Effekt auf die Entwick-
lung einer GvHD, sowie die Intensitdt der restlichen myoablativen Konditionierung
(Clift et al, 1990). Die Reduzierung der Intensitit innerhalb des Konditionierungsre-
gimes flihrt zu einer erniedrigten Inzidenz und Hohe der GVHD bei gleichzeitiger Bei-
behaltung des Graft vs. Leukdmie Effektes (Dreger et al, 2003; Miller et al, 2004). Ei-
nen weiteren Effekt gibt es auch hinsichtlich der Prophylaxe. Eine Kombination aus
Tacrolimus und Methotrexat hat sich in mehreren Studien gegeniiber Cyclosporin-A als
iiberlegen erwiesen (siche Prophylaxe). Die sorgfiltige Vermeidung und Reduktion die-
ser Risikofaktoren kann zu einem niedrigeren Auftreten einer akuten Graft vs. Host
Disease fiihren.

Die Konditionierung, verglichen wurden hierbei die risikoadaptierte gegeniiber der
normalen d.h. myeloablativen, stellt keinen préadiktiven Risikofaktor fiir die Entstehung
der Leber GvHD dar. Somit ist die Entstehung einer akuten GvHD der Leber unabhén-
gig von der verwendeten Konditionierung. Dieses Ergebnis steht allerdings im Wider-
spruch zu anderen Studien, in denen eine erhdhte Inzidenz einer akuten GvHD bei
myeloablativer Konditionierung festgestellt werden konnte (Clift et al, 1990;). Die Inzi-
denz der late onset GVHD ist aber im Vergleich gesteigert (Mielcarek et al, 2003). Eine
mogliche Erklarung fiir den scheinbaren Widerspruch liegt in der Tatsache, dass in den
anderen Arbeiten die GVHD nicht getrennt fiir die unterschiedlichen Ausprigungsorte

unterteilt worden ist.

4.2.2 Spezielle Genetische Risikofaktoren
4.2.2.1. NOD2/CARD 15

Ein wichtiger Risikofaktor stellt der Polymorphismus im Gen fiir das Nucleotide-
binding-Oligomerization-domain-containing-protein 2 (NOD-2) bzw. caspase-
recruitment-domain-containing-protein 15 (CARD-15) genannt dar. Entdeckt wurde
dieser genetische Polymorphismus bei der Suche nach einem Risikofaktor fiir das er-
hohte Auftreten chronische entziindlicher Darmerkrankungen, wie Morbus Crohn oder
Colitis Ulcerosa (Hugot et al, 1996; Ogura et al, 2001). In nachfolgenden Studien konn-
te der prognostische Wert dieses Markers validiert werden, insbesondere der SNPs §, 12
und 13 (Hampe et al, 2002). Bei Vorliegen einer heterozygoten Mutation steigt das Er-
krankungsrisiko auf das doppelte an, bei einer homozygoten Mutation erhoht sich das
Risiko sogar auf das vierzigfache (Bonen, Cho, 2003). NOD-2 stellt einen intra-

zytoplasmatischen Rezeptor (Inohara et al, 2002) der Pathogenerkennung dar, der bakte-
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rielle Wandbestandteile, sogenannte Muramyl-Dipeptide (MDP), erkennt (Girardin et
al, 2003) und daraufhin eine Immunantwort initiiert, die aus der Aktivierung des Nu-
clear-Faktor-Kappa-B Weges besteht (Inohara et al, 2003). Infolgedessen wird die Tran-
skription und die Ausschiittung von TH-1 Cytokinen, zusitzlich zur vermehrten Aus-
schiittung epithelial-stimmiger Defensine, erhoht (Voss et al, 2006; Uehara et al, 2007,
Herr, 2007). Der Rezeptor kommt auf Epithelzellen des Gastrointestinals, wie auch im
Epithel des Respirationstraktes (Opitz et al, 2004) auf Monozyten, Macrophagen (Ber-
rebi et al, 2003; Inohara et al, 2002) und ebenso auf Hepatozyten vor (Scott et al, 2010).
Da die Pathophysiologie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, wie auch die
der GvHD, malBigeblich von der Funktion der T-Zellen abhingig ist, aber auch von der
Epithelfunktion, wurde die Rolle der NOD-2 Mutation im Rahmen der SZT untersucht.
2004 wurde durch Holler in einer Studie nachgewiesen, dass es zu einer erhohten Rate
an therapie-assoziierter Mortalitét bei gleichzeitigem Vorliegen einer NOD-2 Mutation
bei Spender und Empfanger kommt (Holler et al, 2004). Dieses Ergebnis konnte 2006
repliziert werden und deutete zudem auf eine Wechselwirkung beziiglich der bakteriel-
len Besiedelung und der préventiven Darmdekontamination hin (Holler et al, 2006).
Nod-2 bendétigt als reaktionsauslosendes Agens die Anwesenheit bakterieller Zellwand-
bestandteile oder viraler ssSRNA. Eine medikamentose Reduzierung der bakteriellen
Besiedelung des Darmes (Beelen et al, 1999) bzw. eine Verdanderung der Bakterienspe-
zies durch kiinstliche Zufithrung von Laktobazillen kann somit eine GvHD abschwi-
chen oder sogar verhindern (Gerbitz et al, 2004). Durch eine routineméfBige Durchfiih-
rung einer Darmdekontamination kann der negative prognostische Effekt einer Nod-2
Mutation aufgehoben werden (Elmaagacli et al, 2006). Eine sorgsam ausgefiihrte T-Zell
Depletion kann ebenfalls den negativen Nod-2 Effekt auf das Uberleben ausgleichen
(Granell et al, 2006). Im Gegensatz dazu fiihrt eine partielle T-Zell Reduzierung im
Spendertransplantat zu einer erhdhten Rate an therapie-assoziierter Mortalitit und zu
erhohtem Auftreten einer schweren GVHD bei Kombination von Nod-2 Polymorphis-
men von Spender und Empfinger (van den Velden, 2009). Betrachtet man Mutationen
in den einzelnen SNPs und deren Zusammenhang beziiglich therapie-assoziierter Morta-
litdit und Langzeitiiberleben bei Fremdspendern, so fillt auf, dass nur ein Zusammen-
hang bei einem SNP 13-Polymorphismus des Spenders bewiesen werden konnte (Holler
et al, 2008). Ein Funktionsverlust des SNP-13 resultiert in einem kompletten Verlust der
Aktivitdt des NOD-2 Rezeptors und fiihrt demzufolge zu einer erniedrigten Funktion,

konkordant zu den Ergebnissen von Brenmoehl (Brenmoehl et al, 2007). Jedoch konnte
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nicht in allen Studien der prognostische Nod-2 Faktor hinreichend bewiesen werden.
Mehrere Arbeiten beziiglich des prognostischen Einflusses erhielten unterschiedlichen
Resultate (Sairafi et al, 2008; Mayor et al, 2007; Gruhn et al, 2009; Ngyen et al, 2010).
Sairafi konnte keinen Zusammenhang zwischen einer Mutation des Nod-2 Rezeptors
und TRM nachweisen. Mayor konnte zeigen, dass eine erhdhte Rate an Tumor-
Wiederkehr mit Nod-2 Mutationen assoziiert ist, was wiederum zu der Hypothese fiihr-
te, dass der Wildtyp Einfluss auf den Graft vs. Leukdmie Effekt habe. Beide Studien
zeigen Ergebnisse, die kontrédr zu den bislang erhobenen Daten sind. Der Grund fiir die-
se Unterschiede liegt in der Unausgewogenheit des untersuchten Patientenkollektives,
der populationsabhéngigen NOD-2 Verteilung und der unterschiedlichen Transplantati-
onsvorbereitung, wie Darmdekontamination, T-Zelldepletion und Verwandtschaftsver-
hiltnis bei Spende (Holler et al, 2008; Mayor et al, 2008). Schlussfolgernd kann be-
hauptet werden, dass der Einfluss auf das Uberleben und Auftreten einer schweren
GvHD bei Nod-2 Mutationen stark von der Transplantationsvorbereitung und Durch-
fiihrung abhingig ist und damit eine starke Interaktion von genetischen und Umweltfak-
toren vorliegt.

Eine ,,loss of function® Mutation von NOD 2 fiihrt im Rahmen der entziindlichen Dar-
merkrankungen iiber verschiedene Mechanismen zu einer erhdhten bakteriellen Kon-
zentration direkt am Darmepithel und zu einer prolongierten Entziindungsreaktion
(Phillpot et al, 2014). Aufgrund der eingeschrinkten phagozytdren Funktion, die zu ei-
ner erhohten Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen (INF-y) fiihrt (Inohara
et al, 2003, Travassos et al, 2010; Lapaquette et al, 2012) sowie der niedrigen a-
Defensin in den Paneth Kornerzellen kommt es zu einer erhohten bakteriellen Belas-
tung (Wehkamp et al, 2005; Kobayashi et al, 2005). Die erhohte Konzentration an INF-
v (Watanabe et al, 2006), IL-1B (Maeda et al, 2005) und die herabgesetzte Konzentrati-
on des anti-inflammatorichen Zytokins IL-10 (Noguchi et al, 2010, Kittamura et al,
2010) fiihrt zu einer erhohten Aktivitdt der CCR6-CCI20 Achse. Diese wiederum be-
giinstigt, durch die fehlende Regulation von IL23, die Anzahl entziindlicher TH17 Zel-
len im Darmepithel (Ahern et al, 2010, Esplugues et al, 2011).

Die nachfolgenden Mechanismen konnten bei der GVHD der Leber eine Rolle spielen:
a) Die verdnderte Rekrutierung von T-Reg-Zellen, dazu passen die histologischen Un-
tersuchungen die darauf hinweisen, dass die Anzahl und die Aktivierung CD4+ und

neutrophiler Zellen im Gewebe bei einer akuten gastrointestinalen GvHD sowie bei
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gleichzeitig vorliegendem NOD-2 Polymorphismus des Empfingers vermindert ist
(Landfried et al, 2010).

b) verdnderte antibakterielle Abwehr, fiihrt zu einer pathologischen Zusammensetzung
der intestinalen bakteriellen Besiedlung (Voss et al, 2005). Ein Polymorphismus im Gen
fiir NOD-2 fiihrt zu erniedrigten a-Defensin Spiegel in den Paneth Zellen (Ogura et al,
2003; Van Limbergen et al, 2007) aber auch zu einer erhdhten TNF-o (Guitiérrez et al,
2013)-Produktion. Dies hat eine verdnderte bakterielle Besiedlung (Traub et al, 2006)
des Darmes, eine verdnderte Inflammation und eine sich konsekutiv erh6hende Permea-
bilitdt des Darmepithels zur Folge (Hiemstra et al, 2012). Die daraus entstehende bakte-
rielle Translokation wird unzureichend bekdmpft durch neutrophile Zellen, deren bak-
terizide und phagozytierende Eigenschaften eingeschrankt (Guitiérrez et al, 2013), und
zudem unzureichend durch niedrige IL-8 Spiegel (van Heel et al, 2005; Van Heel et al,
2006) stimuliert sind. Abschlieend endet diese Kaskade in einer prolongierten Entziin-
dungsreaktion (Garrett et al, 2007).

Die Verdnderung des bakteriellen Microbioms und die herabgesetzte Aktivitdt neutro-
philer Zellen scheinen einen wichtigeren Einfluss auf die inflammatorische Reaktion zu
haben als die verdnderte Reaktion der anderen Zellenlinien (Van Limbergen et al, 2007,

Biswas et al, 2010).

4.2.2.2. Andere hiufige genetische Risikofaktoren

Neben NOD2 gibt es noch zahlreiche Polymorphismen in Entziindungs- und anderen
PPR Genen, die in der vorliegenden Arbeit nicht im Zusammenhang mit der Leber
GvHD untersucht worden sind, jedoch hier kurz dargestellt werden. Die genetischen
Risikofaktoren fiir die GvHD konnen in zwei Gruppen eingeordnet werden: einerseits in
die Gruppe der mHC-Gene und non-MHC Gene, andererseits in die Gruppe der Zyto-
kin- und Immunregulationsgene. Zytokine unterliegen im Verlauf der GVHD einer An-
derung ihrer Konzentration, darauf aufbauend wurden Polymorphismen in den Genen
gesucht und deren Einfluss auf die akute sowie chronische GvHD ausgewertet. Die
wichtigsten Vertreter dieser Genpolymorphismen kodieren Gene fiir TNF, IFNG, 116,
IL10, I110R, 111, L1RA und TGFB (Middleton et al, 1998; Cavet et al, 1999; Socie et al,
2001; Cullup et al, 2001; Rocha et al, 2002; Lin et al, 2003, Cullup et al, 2003; Mullig-
han et al, 2004; Keen et al, 2004; Karabon et al, 2005; Seo et al, 2005; Bogunia-Kubik
et al, 2006, Mehta et al, 2007; Hansen et al, 2009).
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Grundsitzlich wurden diese Zusammenhédnge bei der Entstehung und dem Voranschrei-
ten der Leberzirrhose gefunden sowie bei chronischen Hepatitiden (TNF Polymorphis-
men (Falleti et al, 20120); IL10 bei der chronischen Hepatitis C Infektion (Knapp et al,
2003); IL 1 bei einer Leberzirrhose unter chronischer Hepatits C Infektion (Bahr et al,
2003; Fontanini et al, 2010) und bei der Entstehung des hepatocelluldren Carcinoms (111
und chronische Hepatitis B Infektion (Wang et al, 2003).

Ein weitere Faktor stellt der Polymorphismus im TRL-9 Rezeptor dar, der auf B-Zellen,
NK-Zellen (Parker et al, 2007; Akira, Uematsu, Takeuchi. 2006), als auch auf dem
Epithel der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes (Hopkins, Sriskandan, 2005; Pe-
gu et al, 2008) exprimiert wird. Die Arbeitsgruppen unter Calcaterra und Heimesaat
(Calcaterra et al, 2008, Heimesaat et al, 2010) konnten zeigen, dass TRI-9- negative
SZT Empfinger ein verbessertes Uberleben aufweisen und histologisch einen geringe-
ren Grad an Epithelschdden im Darm haben. Somit kdnnen die epithelialen TRL-9 Re-
zeptoren als bedeutender Faktor fiir die Inzidenz der GvHD eingeschitzt werden.
Zusammenfassend muss man diese Zytokinpolymorphismen und deren Einfluss auf die

Leber GvHD in weiterfithrenden Studien {iberpriifen.

4.3 SNP-8 als signifikanter GVHD Risikofaktor

Die statistische Analyse der Risikofaktoren fiir das Auftreten einer akuten GvHD der
Leber innerhalb eines Jahres zeigte, dass ein Polymorphismus des SNP-8 des Patienten
mit einem 2,4-fach (95% Konfid. 1,0893-5,593/ P< 0,030) erhohtem Risiko einhergeht.
Damit ist der SNP-8 Polymorphismus ein moglicher préidiktiver Risikofaktor fiir die
akute GvHD der Leber.

Ein Polymorphismus im SNP muss die Funktion des NOD-2 Signalweges modulieren
oder reduzieren, da ein kompletter Ausfall des NOD-2 Signalweges bisher nur bei ei-
nem Polymorphismus des SNP-13 beobachtet wird (Brenmoehl et al, 2007). Ein Poly-
morphismus des SNP-8 konnte zu einem sogenannten ,,L.oss of function” mit einem
konsekutiven Versagen der bakteriellen Abwehr und zu einer Erh6hung der Bakterien-
anzahl, beziechungsweise ihrem LPS-Spiegel in der Pfortader des betroffenen Patienten,
sowie einer herabgesetzten intrahepatischen Bakterienabwehr durch einen Ausfall der -
2 Defensine des intrahepatischen Gallengangsepithels fithren (Wehkamp et al, 2004;
Harada et al, 2004).

Zusitzlich kann es zu einer Reduktion von CD4+ T-Zellen (Landfried et al, 2009) und

neutrophiler Zellen ( Gutiérrez et al, 2013) und demzufolge zu einer moglichen abge-
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schwichten Abwehrreaktion auf Bakterien kommen. Hinter einer verminderten T-Zell-
Rekrutierung konnte auch eine verminderte Rekrutierung regulatorischer protektiver T-
Zellen stecken; ob NOD2/CARDI1S5 diese Population beeinflusst, ist Gegenstand aktuel-
ler Untersuchungen (Zanello et al, 2013; Ruan, Chen, 2012; Shaw er al 2009).
Betrachtet man die exponierte Lage der Leber im Gastrointestinaltrakt, wird klar, dass
ein Polymorphismus die Abwehrmdglichkeiten der Leber stark einschrinkt, insbesonde-
re da die Versorgung der Leber hauptsichlich vom portalvendsen Blut erfolgt und die-
ses, im Rahmen einer allogenen SZT, einen hohen MDP (Muramyl Dipeptide)/LPS
Spiegel und eine mogliche Bakteridmie im Zentralvendsensystem sowie zusitzlich eine
systemische LPS Stimulation (Cooke et al, 1998, Inamura et al, 2003) aufweist, die eine
akute GvHD fordern. Man konnte dahingehend argumentieren, dass ein SNP-
Polymorphismus zu einer fritheren und stirkeren Belastung der Leber mit LPS/MDP
filhrt und somit zu einer frithen prolongierten Schadigung der Leber, die in einer
GvHD-Reaktion endet (Yan et al, 2011). Die GvHD Reaktion konnte dabei durch die
Kupfer-Stern Zellen (KC) getragen werden, die im Bereich der Lebersinusiode verteilt
sind (Smedsrod et al, 1994) und dort als erste antigenprisentierende Zellen mit den er-
hohten LPS/MDP Spiegeln in Kontakt kommen (Bilzer et al, 2006) und mit einer Aus-
schiittung von TNF- o und anderer proinflammatorischen Zytokinen reagieren (Luster et
al, 1994) die nachfolgend die Hepatozyten schédigt.

Ein dhnlicher Mechanismus wurde bei der spontan bakteriellen Peritonitis (SBP) bei
Leberzirrhose bereits vor iiber 40 Jahren postuliert. Es wurde vermutet, dass eine
Durchléssigkeit des Darmepithels fiir Bakterien mit einer bakteriellen Translokation in
den portalvendsen Kreislauf einen essentiellen Bestandteil in der Pathogenese der SBP
bei Leberzirrhosen darstellt (Conn, 1964). In den Arbeiten von Appenrodt und Bruns
(Appenrodt et al, 2009, Bruns et al, 2012) konnte eine erhohte Haufigkeit der SBP und
Mortalitit bei Patienten mit NOD-2 Polymorphismen gezeigt werden, die durch erhohte
MDP Spiegel im portalvendsen System ausgelost werden, was in einer Entziindungsre-
aktion mit erh6hten TNF-o und INF-y Spiegeln endet (Body-Malapel et al, 2009).
Eingeleitet und unterhalten, wird dieser Effekt durch eine gleichzeitig vorliegende
GvHD des Darms. Da eine Darm-GvHD mit einem Verlust der Paneth Zellen einher-
geht (Levine et al, 2013) und deren a-Defensin Produktion eingeschrinkt ist (Eriguchi
et alm, 2012), konnte dies in Kombination mit einem NOD-2 Polymorphismus zu einer
zu einer erhohten Permeabilitét fiir bakterielle Wandbestandteile fiihren (Hiemstra et al,

2012). Die Analyse des 1-Jahres-Uberlebens deutet auf einen mdglichen synergistischen
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Effekt beider Erkrankungen hin. Ein weiterer Resultat kdnnte in der verdnderten Stimu-
lierung der Spender T-Lymphozyten liegen. Penack konnte zeigen, dass es bei einem
NOD-2 Polymorphismus des Spenders zu einer Erhohung der Anzahl alloreaktiver
Spender-T-Lymphozyten kommt (Penack et al, 2009). Theoretisch konnte die hepati-
sche GvHD durch eine vermehrte bakterielle Belastung der Leber begiinstigt werden
und die Komplikation kénnte durch eine erhohte Anzahl von alloreaktiven Spender-T-

Lymphozyten unterhalten werden.

4.4. Risikofaktoren fiir die Veno-Occlusive-Disease

Risikofaktoren fiir die VOD wurden in patienteneigene und in transplantations-
assozierte Faktoren unterteilt und ausgewertet. Eine Analyse der Faktoren Geschlecht,
Patientenalter und Art des Transplantates konnte keinen Nachweis einer Signifikanz
erbringen. Das kann vor allem durch das kleine Patientenkollektiv von 8 erkrankten
Patienten begriindet werden. Bereits etablierte Risikofaktoren fiir die VOD sind erhohte
Transaminasen (McDonald et al, 1993; Jones et al, 1987; Ganem et al, 1988), ein nied-
riger Karnofskyindex, abdominelle Radiatio, die Art des Transplantates (Autolog vs.
Allogen SZT) (Carreras et al, 1998; Cesaro et al, 2005), weibliches Geschlecht, erhdhtes
Empfingeralter, fortgeschrittene Erkrankung und eine verminderte pulmonale Diffusi-

onskapazitit (McDonald, 1993; Nevill et al, 1991; Matate-Bello et al 1998). .

4.5 Risikofaktoren fiir Cyclosporin assoziierte Hepatotoxizitit

Die durchgefiihrte Analyse auf Risikofaktoren ergibt eine fehlende Korrelation zwi-
schen den Komplikationen und den gepriiften Faktoren. Auch in der durchgefiihrten
Literaturrecherche ergibt sich kein Anhalt fiir Risikofaktoren. Nur fiir die Nephrotoxizi-
tat gibt es einen Risikofaktor im ABCB1 Gen (Hauser et al, 2004). Untersuchungen von
TRL2 und TRL fiir die Nephrotoxizitdt erbrachten den Hinweis auf ein Zusammenspiel
zwischen der Toxizitdt und dem angeborenem Immunsystem (Lim et al, 2005). Diese
Ergebnisse konnten in Zukunft auf die Hepatotoxizitit angewendet werden, jedoch be-

darf es zuvor einer genauen Kliarung der zugrundeliegenden Pathophysiologie.
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4.6 Konditionierung als Risikofaktoren fiir TRM bei gleichzeitig vorliegender Le-
ber-GvHD

Pradiktive Faktoren fiir das initiale und das Langzeitiiberleben wurden bisher nur fiir die
gesamte GVHD beschrieben., Zu diesen gehoren ein erhohtes Bilirubin (Wingard et al,
1989), Diarrhoe (Arora et al, 2003), HLA-Mismatch, stattgefundene akute GvHD (Ste-
wart et al, 2004) therapierefraktire GvHD (Lee et al, 2002), Thrombozytopenie
(Kuzmina et al, 2012) und der overlap subtyp der chronischen GvHD (Pidala et al,
2012).

In der vorliegenden Arbeit stellt die Konditionierung keinen signifikanten Risikofaktor
fiir die TRM bei GvHD der Leber dar. Allerdings wird das Gesamtiiberleben deutlich
reduziert: Ein 1-Jahres-Uberleben von 37% bei RIC (TRM N=27) im Gegensatz zu
71% bei Standardkonditionierung (TRM N=11). Die Ergebnisse dieser Untersuchung
sind aber vernachldssigbar, da Patienten die eine RIC erhalten, sowieso schon eine er-
hohte Mortalitét aufweisen. Nur Patientengruppen, die nicht mehr tauglich sind bzw.
deren Risiko durch die myeloablative Konditionierung zu versterben zu hoch ist, erhal-
ten eine RIC (Anderson et al, 1996). Demzufolge besteht das RIC Patientenkollektiv
mehrheitlich aus édlteren Patienten mit einer erhdhten Komborbiditit, deren Organreser-
ven nicht mehr ausreichend fiir die myeloablative Konditionierung sind. Es ist wahr-
scheinlich, dass in dieser Patientengruppe auch héufiger eine subklinische Leberschédi-
gung vorliegt und diese die nachfolgende Wahrscheinlichkeit einer Hepatopathie erhoht.
Daraus konnte gefolgert werden, dass die Mortalitdt der GVHD nicht durch die Art der
Konditionierung bedingt ist, sondern durch das Patientenkollektiv das eine RIC erhilt,
und somit ursdchlich ist fiir die signifikante Erh6hung der Mortalitit bei gleichzeitig

vorhandener GvHD der Leber.
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4. 7 Kritische Wertung der Arbeit

Grundsitzlich ist die Aussagekraft der vorliegen Arbeit aufgrund der retrospektiven
Konzeption eingeschrdnkt, da weitere relevante Faktoren wie die genau angewandte
Therapie nicht betrachtet wurden. Die supportive Therapie, wie zum Beispiel die Art
der Immunosupression, Darmdekontamination und Erythrozytentransfusionen wurden
nicht notiert. Insbesondere die Darmdekontamination kann einen modulierenden Effekt
auf die funktionelle Auswirkung des NOD-2 Polymorphismus haben (Holler et al, 2006;
Elmaagacli et al, 2006). Eine genaue Festlegung welche Medikamentenkombination zur
Darmdekontamination genutzt werden, wie auch eine Analyse der Reduktion der Bakte-
rienpopulation im Darm, sind vonndten, um diesen Einfluss im Zusammenhang mit dem
SNP-8 auf die Leber GVHD zu evaluieren. Um die GvHD der Leber besser von anderen
dhnlichen Komplikationen zu trennen, wére eine exakte histologische Diagnose bei je-
dem Patienten wiinschenswert.

Weiterhin sollte der Ferrritinspiegel einer genaueren Betrachtung unterzogen werden, da
dieser das initiale Uberleben der transplantierten Patienten negativ beeinflusst und die
Inzidenz der akuten Leber-GvHD erhoht (Mahindra et al, 2007; Pullarkat et al, 2007;
Allesandrino et al, 2010). Neben der Erhohung der Inzidenz kann ein hoher Ferritin-
spiegel den klinische Grad einer akuten GvHD der Leber erhdhen und somit eine Ver-

schlechterung auslosen (Kamble et al, 2009).

4.8 Zukiinftige Ansitze und Perspektiven

Risikofaktoren konnen dazu genutzt werden, Patienten mit hohem Leber GvHD Risiko
zu identifizieren, und ihnen eine intensivierte Therapie zukommen zu lassen. Fiir die
akute GVHD der Leber scheint der SNP-8-Polymorphismus des Patienten ein Risikofak-
tor zu sein. Es bedarf aber noch weiterer Forschung, um diese Ergebnisse zu validieren
und zu reproduzieren. Ein Ansatz dazu wire eine immunhistologische Aufarbeitung von
Lebergewebe, das durch Biopsien bei gleichzeitiger akuter Leber GvHD gewonnen
werden konnte. Durch den Nachweis einer verdnderten Verteilung der CD 8+ Zellen
und der CD4+ Zellen konnte der negative Einfluss des SNP 8 aufgeklirt werden, ebenso
wire es wichtig, die Rolle der regulatorischen T-Zellen in der Leber zu analysieren.
Neben der Untersuchung der lymphozytiren Infiltrate bedarf es weiterer Untersuchun-
gen hinsichtlich des pathophysiologischen Mechanismus eines SNP-8-Polymorphismus.
So sollte die Aktivitdt des NOD-2 Rezeptors mithilfe der IL-8 Spiegel evaluiert werden.
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Ebenso konnte die Expression von NFkB in der Leber analysiert werden (van Heel et al,
2009).

Zusitzlich gilt es aufgrund der erhobenen Hypothesen, die intestinale bakterielle Be-
siedlung, das sogenannte Microbiom, auf Verdnderungen bei der Leber GVHD zu unter-
suchen. Die Pathogenese der GVHD beruht neben der Schiadigung durch die Induktions-
therapie maf3igeblich auf der Permeabilitétsstorung des Darmes. Durch eine interessante
Studie von Fouts (Fouts et al, 2012) konnte gezeigt werden, dass hohe LPS Spiegel
nicht nur von der Menge der bakteriellen Besiedlung abhéngen, sondern ebenso von der
Anzahl der ans Darmepithel gebundenen Bakterien. Es wiére deshalb auch sinnvoll, ne-
ben dem Stuhlmicrobiom, das epitheliale Microbiom sowie translozierte PAMPs im
zeitverlauf zu untersuchen, um eine mogliche verdnderte Kinetik festzustellen.
Methodisch ist dabei das Problem zu losen, dass weniger die systemischen Spiegel als
die mikrobielle Belastung in der Pfortader von zentralem Interesse ist.

SchlieBlich wire es wichtig, den Beitrag anderer an der Inflammation und der antibakte-
riellen Abwehr beteiligter Protein sowohl funktionell als auch der Einfluss verschiede-
ner anderer Faktoren noch beriicksichtigt werden , wie das IL-10 Promoter Gen (Lin et
al, 2003), das IL-23 (Elmaagacli et al, 2009) und das bactericidal permeability-
increasing protein (BPI) (Wermke et al, 2010).
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6. Zusammenfassung

Seit den 1970 Jahren hat sich die allogene Stammzelltransplantation als Therapie von
Leukédmien und hdmatopoetischen Erkrankungen mit hohem Rezidivrisiko etabliert.
Neben den medikamentdsen Nebenwirkungen ist dabei die schwerwiegendste Kompli-
kation, die akute sowie chronische GvHD. Die akute Form manifestiert sich dabei klas-
sischerweise entweder an der Haut, dem Darm oder der Leber, gekennzeichnet durch
eine Rotung der Haut bis zur Blasenbildung, progredienten, bis hin zu blutigem Durch-
fall sowie durch erhohtes Bilirubin. Klassische Risikofaktoren fiir die akute GVHD sind
HLA-Mismatch von Spender und Empfanger, weiblicher Spender auf ménnlichen Pati-
enten und zunehmend genetische Risikokonstellationen wie zum Beispiel NOD2 Poly-
morphismen. Die Risikofaktoren fiir die Leber GvHD sind allerdings noch nicht be-

kannt, und sollen in der vorliegenden Arbeit gesucht werden.

Insgesamt konnten 494 Patienten mit einem Durchschnittsalter von 46 Jahren, unter-
sucht werden, sie waren am hiufigsten an einer AML, Non-Hodgkin Lymphomen oder
myeloproliferativen Syndrom erkrankt (39,1%/ 14%/ 13,8%) - davon 43,9% im fortge-
schrittenen Krankheitsstadium. Deswegen erhielten sie in der Abteilung Hamatologie
und Internistische Onkologie des Universitdtsklinikums Regensburg zwischen 1998 und
2010 eine allogene Stammzelltransplantation. Die héufigste Hepatopathie war die Cyc-
losporin-A assoziierte Toxizitét, gefolgt von der septischen Hepatopathie, der GvHD
der Leber, der VOD und anderen unspezifischen Leberschddigungen. Die Inzidenz der
Leber GvHD betrégt dabei 17%, mit einem durchschnittlichen Auftreten nach 50 Tagen
post-allogener SZT, und 54,7% sind davon im hochsten Stadium von III und IV. Das
durchschnittliche 1-Jahres-Uberleben betriigt bei GVHD der Leber 40%, die Schwere
GvHD der Leber (3+4) hat 40% 1-JU verglichen mit der niedriggradigen GvHD von
64% 1-JU. Damit weist die Leber GVHD das schlechteste Uberleben aller untersuchten
Hepatopathien auf. Als wichtigster Risikofaktor fiir die GvHD der Leber wurde ein Pa-
tienten Polymorphismus im SNP 8 fiir NOD 2 vermutet und multivariat bestitigt wih-
rend weitere klassische Risikofaktoren nicht oder wie fiir die Standartkonditionierung
nur in der univariaten Anaylse signifikant waren.

Die Beschreibung einer Mutation im SNP8 fiir NOD2 lésst neuartige Hypothesen zur
Pathogenese der Leber-GvHD zu. Eine Verminderung der NOD2 Funktion kdnnte {iber

eine Verminderung der Defensine zu einer vermehrten translokation bakterieller Lia-
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ganden im Darm und damit in die Pfortader fithrend, was mit einer erhdhten und verén-
derten Aktivierung der Immunzellen in der Leber assoziiert sein koénnte. Da
NOD2/CARDI1S5 dariiber hinaus in antigen-priasentierenden Zellen und Makrophagen
exprimiert wird, konnte dariiber hinaus deren Funktion verdndert sein. Denkbar wire als
Folge eine verminderte Rekrutierung protektiver Immunzellen in die Leber.

Insgesamt legt dieser Befund auch fiir die Leber eine starke Interaktion von Mikrobiom,

innater und nachfolgen adaptiver Immunreaktion nahe.
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