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Abkürzungsverzeichnis	
  

	
  
AK Antikörper 

AML Akute myeloische Leukämie 

CFC Colony forming cells 

CML Chronisch myeloische Leukämie 

CR Complete remission 

CSA Ciclosporin A 

EMH Extramedulläre Hämatopoese 

ET Essentielle Thrombozytämie 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

DIPSS Dynamic International Prognostic Scoring System 

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor 

GF Graft failure 

GvHD Graft versus Host Disease 

HSZ Hämatopoetische Stammzellen 

HLA Humane Leukozytenantigene 

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 

JAK 2 Januskinase 2 

KM Knochenmark 

MAC Myeloablative conditioning 

MF Myelofibrose 

MMF Mycophenolatmofetil 

MPN Myeloproliferative Neoplasie 

MTX Methotrexat 

NRM Non relapse mortality 

OPN Osteopontin 

OS Overall survival 

PB Peripheres Blut 

PBSZ Periphere Blutstammzellen 

PBSZT Periphere Blutstammzelltransplantation 

PMF Primäre Myelofibrose 
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PV Polyzytämia Vera 

RIC Reduced intensity conditioning 

SDF-1 stromal cell-derived factor-1 

SZ Stammzellen 

TV Transplantatversagen 

trOPN Thrombin-cleaved Osteopontin 

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 
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1. Einleitung 
 

1.1 Myeloproliferative Neoplasien 
 

Als myeloproliferative Neoplasien (MPN) werden protrahiert verlaufende maligne 

Neoplasien der myeloischen Hämatopoese zusammengefasst. Zu Beginn sind die 

MPN durch langsame Progredienz gekennzeichnet und zeigen typischerweise eine 

ausgeprägte Vermehrung einer oder mehrerer Zellreihen im Knochenmark (KM) mit 

Leuko-, Erythro- und / oder Thrombozytose im peripheren Blut (PB). Je nach 

Erkrankung zeigen alle Formen eine mehr oder weniger starke Tendenz zur Fibrose 

des KM sowie als Ausdruck der extramedullären Blutbildung eine 

Hepatosplenomegalie. Besonders ausgeprägt ist die Fibrosierung bei der primären 

Myelofibrose (PMF). Die PMF wird gemäß der aktuellen WHO-Klassifikation zu einer 

der vier Hauptvertreter der MPN gerechnet. Neben PMF umfasst diese Gruppe die 

essentielle Thombozytämie (ET) und die Polycythemia vera (PV), in deren Verlauf es 

im fortgeschrittenem Stadium zu einer fibrotischen Veränderung des KM kommen 

kann, der sogenannten post-ET Myelofibrose bzw. post-PV-Myelofibrose (sekundäre 

Myelofibrose). Des Weiteren wird die chronisch myeloische Leukämie (CML) als eine 

der häufigeren Erkrankungen zu dieser Gruppe gezählt.1 Im fortgeschrittenem 

Stadium können diese Erkrankungen in eine akute Leukämie übergehen.  

 

1.2 Primäre Myelofibrose  
	
  

1.2.1 Epidemiologie und Ätiologie 
 

Die PMF ist eine Erkrankung des höheren Lebensalters mit einem mittleren 

Erkrankungsalter von 60 Jahren und tritt nur selten bei jüngeren Patienten auf. 20% 

der Erkrankten sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung jedoch jünger als 55 Jahre 

und es sind auch Krankheitsfälle im Kindesalter beschrieben.2 Die Jahresinzidenz 

der PMF variiert je nach Literaturangabe in der Größenordnung von 0,5 – 
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1,5/100.000. Das Geschlechterverhältnis zeigt mit 1,6 : 1 (m : f ) eine leichte 

Bevorzugung des männlichen Geschlechts.3  

Die Ätiologie der MF ist weitgehend unbekannt. Im Jahre 2005 gelang ein großer 

Fortschritt bei der Aufklärung der Pathogenese der MPN mit der Entdeckung einer 

somatischen Mutation im JAK2-Gen. Diese Mutation findet sich bei mehr als 95% 

aller Patienten mit PV und bei rund 60% der Patienten mit PMF und ET.4 Die 

Januskinase 2 (JAK2) ist ein Teil des JAK-STAT-Signalwegs, einem speziellen 

Signalübertragungsmechanismus in einigen vielzelligen Organismen. Er trägt zur 

Regulation der Zellentwicklung, Wachstumskontrolle und Homöostase bei. Der 

Störung dieses Signalwegs wird eine zentrale Rolle bei der Entstehung der MPN 

beigemessen. Zu weiteren typischen, jedoch weniger häufig nachweisbaren 

aktivierenden Mutationen bei MPN gehören erworbene Veränderungen an dem 

Thrombopoietin Rezeptor (MPL) und dem Calreticulin-Gen. 

 

1.2.2 Klinische Befunde und Diagnosekriterien 
 

Die PMF ist charakterisiert durch eine progrediente Fibrosierung des KM, welche bei 

Fortschreiten der Erkrankung zu einer hämatopoetischen Insuffizienz führt. Weiterhin 

können die Patienten aufgrund der extramedullären Hämatopoese (EMH) eine 

ausgeprägte Splenomegalie und Hepatomegalie entwickeln.  

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sind bis zu 21% der Patienten mit PMF 

beschwerdefrei und fallen oftmals im Rahmen von Routineuntersuchungen auf, in 

denen klinische und laborchemische Befunde wie eine Splenomegalie oder 

Veränderungen des Blutbilds den Verdacht auf eine hämatologische Erkrankung 

lenken. Die Symptome im frühen Krankheitsstadium sind häufig uncharakteristisch  

und schwach ausgeprägt. Viele Symptome im Krankheitsverlauf der PMF entstehen 

als Folge des Hyperkatabolismus. Häufigste Beschwerden sind zunehmende 

Müdigkeit, Leistungsschwäche oder Fieber. Die Leistungsminderung ist größtenteils 

auf die zunehmende Anämie zurückzuführen, wird aber auch von nicht-anämischen 

Patienten beklagt.5 

Morphologische Anomalien im PB sind neben einer Linksverschiebung der 

Myelopoese das Vorhandensein von Normoblasten und Myeloblasten sowie 
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atypische Erythrozyten. So findet sich eine Poikilozytose der roten Blutkörperchen 

mit Dakrozyten (Tränentropfenzellen) in einem leukoerythroblastischen Blutbild.6  

Die myeloische Zellreihe zeigt eine sich im Krankheitsverlauf stärker ausbildende 

Linksverschiebung  und im späteren Stadium schließlich ein vermehrtes Auftreten 

von Blasten im PB. Ihr Anteil ist in der Regel geringer als 5%, kann aber besonders 

bei Patienten mit hohen Leukozytenzahlen bis auf 10% zunehmen. Mit 

zunehmenden Anteil an Blasten im PB steigt auch das Risiko eines Übergangs in 

eine akute Leukämie (sekundäre Leukämie).7  

Für die PMF kennzeichnend ist die teils massive Splenomegalie, die 85-100% der 

Erkrankten bereits bei Diagnosestellung zeigen.8 Die Ausdehnung der Milz kann 

hierbei bis in das kleine Becken reichen. Als Hauptursache für die Milzvergrößerung 

gilt vor allem die EMH. Ebenfalls ein häufiges Symptom ist die Hepatomegalie, die 

bei bis zu 70% der Patienten eine direkte Folge der EMH darstellt. 

Gemäß der aktuellen Klassifikation der WHO von 2008 müssen die in Tabelle 1 

beschriebenen Kriterien erfüllt sein, um die Diagnose der PMF stellen zu können. 
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Tab. 1 WHO-Kriterien zur Diagnose der primären Myelofibrose 
Für die Diagnose der PMF müssen alle Haupt- und zwei Nebenkriterien erfüllt sein. 

 

 

1.2.3 Histologische Befunde  
 

Die Entwicklung der KM-Fibrose hat einen sehr variablen Verlauf und ist bisher nicht 

abschließend geklärt. Im frühen Stadium der Erkrankung ist die Fibrose noch sehr 

gering ausgeprägt oder fehlt vollständig. Einzig die erhöhte Anzahl an 

Megakaryozyten lenkt hierbei den Verdacht auf die PMF. Dieses Stadium wird daher 

auch als präfibrotisches Stadium bezeichnet.9  

Die Veränderung der Megakaryopoese spielt eine besondere Rolle hinsichtlich der 

KM-Morphologie. Es wird angenommen, dass durch Megakaryozyten und Monozyten 

vermehrt verschiedene Zytokine gebildet werden und sich diese im unterschiedlichen 

Maße mitogen auf die Fibroblasten und Endothelzellen auswirken10. Hierdurch 

kommt es zu einer gesteigerten Vaskularisation, einer reaktiven Ablagerung von 

 
WHO-Kriterien zur Diagnose der primären Myelofibrose 
 
Hauptkriterien 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nebenkriterien 

 
1. 
 
 
 
2. 
 
 
 
3. 
 
 
 
 
1. 
2. 
3. 
4. 

 
Typische Knochenmarkmorphologie mit atypischen 
Megakaryozyten1 und Myelofibrose oder mit 
granulozytär-megakaryozytärer Hyperproliferation 
 
Die diagnostischen Kriterien für eine andere 
hämatologische Systemerkrankung (insb. PV, ET, 
CML, MDS) sind nicht erfüllt 
 
Nachweis von JAK2-V617F oder einer anderen 
genetischen Aberration. Wenn keine genetische 
Aberration nachweisbar: Kein Hinweis für reaktive 
Knochenmarkfibrose 
 
Leukoerythroblastisches Blutbild 
Erhöhte LDH 
Anämie 
Tastbare Splenomegalie 
 

 
1Kleine bis große Megakaryozyten mit aberranter Kern-Zytoplasma-Relation und 
hyperchromatischen, abnorm gelappten Kernen; Haufenbildung 
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extrazellulärer Matrix und fakultativen Knochenneubildungen (Osteosklerose). Die 

Fibrosierung des KM bei der PMF ist demnach eine sekundäre Reaktion auf eine 

zugrunde liegende Myeloproliferation mit obligater Beteiligung der Megakaryopoese. 

Im fortgeschrittenen Stadium wird die Hämatopoese kontinuierlich von einem dichten 

Netzwerk aus groben kollagenen Faserbündeln verdrängt. Die KM-Diagnostik gelingt 

in Folge oft nur am Stanzpräparat, da bei der Aspiration häufig kein Material 

gewonnen werden kann (sog. Punctio sicca). In der Terminalphase zeigen diese 

Präparate ein nahezu zellfreies KM, das nur noch Kollagenfasern und Fettzellen 

zwischen stark osteosklerotischen Knochenbälkchen beinhaltet.11 

 

1.2.4 Prognosescores 
 

Die PMF ist mit erheblichen Komplikationen verbunden, die schwerwiegende 

Auswirkungen auf die Lebensqualität der Patienten haben und im Verlauf der 

Erkrankung potenziell lebensbedrohlich werden können. Hinzu kommt, dass das 

Durchschnittsalter der Patienten bei Diagnosestellung bei 60 Jahren liegt und 

krankheitsassoziierte Komplikationen durch bereits vorliegende Grunderkrankungen 

verstärkt werden und sich die Prognose dadurch verschlechtern kann.  

Um eine Aussage über den Verlauf der Erkrankung treffen zu können, wurden 

bereits mehrere Prognosescores etabliert und weiterentwickelt. Die gebräuchlichsten 

Prognosescores waren der sogenannte Lille- sowie der Cervantes-Score.12 13 In dem 

Lillescore wurden lediglich der Hb und die Anzahl an Leukozyten als 

Prognosefaktoren berücksichtigt, in den Cervantes-Score gingen das Vorhandensein 

von Allgemeinsymptomen, der Hb, sowie die Blastenzahl im PB ein. Heutzutage 

finden vor allem die Scoring-Systeme IPSS (International Prognostic Scoring 

System) und DIPSS (dynamic IPSS) Verwendung, welche folgende gemeinsame 

Parameter berücksichtigen: 14 

 

• Alter > 65 Jahre 

• B-Symptomatik 

• Hämoglobinwert < 10 g/dl 

• Anzahl an Leukozyten > 25 x 109/L 

• >1% Blasten im peripheren Blut 
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Der IPSS wird bei der Erstdiagnose der PMF angewandt. Die Patienten werden in 

verschiedene Risikogruppen unterteilt, in Abhängigkeit von der Anzahl an 

zutreffenden Punkten (0 Punkte entspricht low, 1 Punkt intermediate-1, 2 Punkte 

intermediate-2 und  ≥ 3 Punkte entspricht der Risikogruppe high). Der DIPSS legt 

eine größere Gewichtung auf die Anämie und es konnte gezeigt werden, dass 

hierdurch eine bessere Risikoabschätzung auch während des gesamten 

Krankheitsverlaufs möglich ist.15 

Die mittleren Überlebenszeiten sind in der Literatur unterschiedlich angegeben. 

Aktuell geht man von Überlebenszeiten von ca. 5 Jahren für Patienten mit 

intermediärem Risiko und weniger als 2 Jahren für die mit hohem Risiko aus, 

wohingegen einige Patienten insbesondere solche mit geringem Risiko länger als 10 

Jahre überleben.14 

 

1.2.5 Therapeutische Möglichkeiten 
 

Patienten mit einem Niedrig-Risiko oder Intermedär-Risiko-1-Profil ohne klinische 

Probleme sollten aufgrund der relativ guten Prognose beobachtet oder in ein 

entsprechendes Studienkonzept aufgenommen werden. Patienten der Risikogruppe 

intermediate-2 oder high, die nicht einer kurativen allogenen SZT zugeführt werden 

können, sollten problemorientiert palliativ oder in einem entsprechenden 

Studienkonzept behandelt werden.16 

Zu den konventionellen, palliativen Therapieoptionen gehören u.a. das Zytostatikum 

Hydroxyurea, das zur Kontrolle einer Hyperproliferation verwendet wird,   

Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin und Androgene, die bei Vorliegen einer 

Anämie eingesetzt werden können sowie pegyliertes Interferon alpha-2a und Imide 

(z.B. Thalidomid). Mit dem oralen JAK1/2-Inhibitor Ruxolitinib steht die erste 

zugelassene, effektive und gut verträgliche medikamentöse Therapie für die 

Behandlung der PMF bzw. der post-PV-/post-ET-MF zur Verfügung.17 Ruxolitinib 

dient insbesondere der Linderung von krankheitsassoziierten Symptomen und kann 

eine Reduzierung der Milzgröße bewirken.  

Gegenwärtig stellt die allogene Stammzelltransplantation (SZT) die einzige kurative 

Therapieoption dar. 
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1.3 Die allogene Stammzelltransplantation 
 

Die Transplantation blutbildender Stammzellen (SZ) nimmt in der heutigen Zeit einen 

festen Platz in der Behandlung hämatologischer Neoplasien ein. Je nach Schwere 

der zugrunde liegenden Erkrankung stellt die allogene SZT die einzige bzw. die 

erfolgversprechendste Therapieform dar mit dem Ziel des Neuaufbaus des 

blutbildenden und immunologischen Systems im Empfängerorganismus. Als 

Hauptindikationen für eine allogene SZT gelten vor allem akute Leukämien, 

myelodysplastische Syndrome, Rezidive von Non-Hodgkin-Lymphomen und 

Hodgkin-Lymphomen, das Multiple Myelom, sowie die MF. Die MF ist eine 

Erkrankung des höheren Lebensalters. Es sind jedoch vor allem ältere Patienten, bei 

denen die Morbidität und Mortalität aufgrund der hohen Toxizität dieser Therapieform 

deutlich erhöht ist. Die allogene SZT sollte daher bevorzugt bei den Patienten 

erwogen werden, deren Risikoprofil nach DIPSS intermediate-2 oder high beträgt 

und deren Allgemeinzustand einem biologischen Alter von unter 60 Jahren 

entspricht. Neben den in den Prognosescores erwähnten Risikofaktoren, werden zur 

Indikationsstellung einer SZT bei MF zudem die Anzahl an peripher zirkulierenden 

Blasten, die Anzahl an Thrombozyten und das Vorliegen von bestimmten 

chromosomalen Aberrationen berücksichtigt.18 19 

Bei den hämatologischen Erkrankungen nimmt hinsichtlich der allogenen SZT die 

akute myeloische Leukämie (AML) eine führende Rolle ein. Standard der initialen 

Behandlung der AML ist zunächst eine konservative Chemotherapie. Diese 

beinhaltet eine Induktionstherapie mit dem Ziel der kompletten Remission (CR) und 

die Postremissionstherapie zur Erhaltung der CR. Unter Berücksichtigung des 

Ansprechens auf die Induktionstherapie  kann im Anschluss an die initiale Therapie 

die Chemotherapie im Sinne einer Erhaltungstherapie (sog. Konsolidierung) 

entweder fortgeführt oder bei ungenügendem Ansprechen bzw. im Rezidiv eine SZT 

erwogen werden. Bei Patienten mit Hochrisikokonstellation, beispielsweise 

Aberrationen am Chromosom 3 oder 7, komplexen Veränderungen oder 

unbalancierten Karyotypen,  besteht häufig bereits in erster Remission die Indikation 

zur SZT. Bei circa 15% aller Patienten mit einer AML bis zum Alter von 60 Jahren 

und bei mehr als 50% der Patienten zwischen 60 bis 65 Jahren ist die 

Induktionschemotherapie wirkungslos („Therapierefraktärität“).20 Somit stellt hier die 

allogene SZT die einzige Option mit kurativem Ansatz dar. Eine allogene SZT sollte 
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auch bei den Patienten mit AML erwogen werden, bei denen nach erreichter CR ein 

Rezidiv auftritt, da sich dauerhafte Remissionen durch rein konventionelle Therapie 

im Rezidiv selten erreichen lassen.21 Die Indikationsstellung zur allogenen SZT bei 

dieser Erkrankung fußt somit auf einer individuellen Risikostratifizierung nach einer 

vielschichtigen Diagnostik bestehend aus Zytogenetik, Molekulargenetik und auf der 

Chemosensibilität der Erkrankung. 

 

1.3.1 Gewinnung hämatopoetischer Stammzellen 
 

Die verwendeten SZ für eine allogene Transplantation stammen entweder von einem 

Familienspender oder von einem Fremdspender. Die Gewinnung von SZ erfolgt 

entweder mittels mechanischer Aspiration aus dem Beckenkamm 

(Knochenmarktransplantation), mittels Stammzellapherese aus dem Blut nach 

Stimulation und Mobilisation aus dem KM durch hämatopoetische 

Wachstumsfaktoren oder auch aus Nabelschnurblut von Neugeborenen. Die 

Verwendung von SZ aus Nabelschnurblut kommt jedoch nur selten zu Anwendung. 

Die Transplantation peripherer Blutstammzellen (PBSZ) wird im Vergleich zur 

Transplantation von hämatopoetischen SZ aus dem KM heutzutage deutlich häufiger 

eingesetzt. Zwar konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz von akuter und 

chronischer GvHD (Graft-versus-Host-Disease) höher ist bei der Verwendung von 

PBSZ, jedoch scheint in bisherigen Untersuchungen ein Trend zur geringerem 

Auftreten von Graft failure und Rezidiven zu bestehen.22 Zudem ist die 

Stammzellgewinnung mittels Apherese aufgrund der fehlenden Invasivität 

angenehmer für den Spender und mit geringeren Kosten verbunden. 

 

1.3.2 Spenderauswahl 
 

Voraussetzung für die Durchführung einer allogenen SZT ist das Vorhandensein 

eines geeigneten Spenders. Das wichtigste Kriterium für die Spendersuche bei 

allogener SZT ist die immunologische Kompatibilität zwischen Spender und 

Empfänger. Durch serologische und molekulare Testung wird eine Übereinstimmung 

der humanen Leukozytenantigene (HLA) angestrebt. Es handelt sich hierbei um 

genetische Merkmale auf der Oberfläche kernhaltiger Zellen, welche für die 
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Differenzierung zwischen körpereigen und körperfremd unabdingbar sind. Die 

genetische Information für die HLA-Antigene wird auf dem kurzen Arm des 

Chromosoms 6 kodiert. Es werden die HLA-Antigene in Klasse I (HLA-A, -B, -C) auf 

allen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten und in Klasse II (HLA-DR, -DP, -DQ) auf 

antigenpräsentierenden Zellen unterteilt. Stimmen die HLA-Antigene bei Typisierung 

mittels genügender Auflösung überein, spricht man von vollständiger Kompatibilität 

(match). Stammen die SZ von nicht-verwandten Spendern und ergibt sich lediglich 

eine partielle Übereinstimmung der untersuchten HLA-Merkmale spricht man von 

unvollständiger Kompatibilität (mismatch). Je nach Anzahl und Lokalisation kommt es 

bei „mismatched“ Transplantierten häufiger zur Abstoßung des Transplantates und 

zum Auftreten einer GvHD und damit einhergehend zu einer erhöhten Mortalität.23   

 

1.3.3 Konditionierung 
 

Der erste Schritt der SZT ist die Konditionierung des Patienten vor der eigentlichen 

Transplantation. Sie besteht aus einer Chemo- bzw. Radio-Chemo-Therapie mit dem 

Ziel der Zytoreduktion und Eradikation des Empfänger-KM. Die Vorbehandlung zur 

allogenen Transplantation umfasst zusätzlich eine starke immunablative 

Komponente um einer Transplantatabstoßung entgegenzuwirken. Die Einführung 

dosisreduzierter Konditionierungsverfahren (RIC) vor der Transplantation basiert auf 

dem Konzept der Elimination maligner Zellen durch einen immunologisch 

vermittelten „Transplantat-gegen-Tumor-Effekt“ im Vergleich zu einer hochdosierten 

myeloablativen Chemotherapie (MAC) bei der klassischen Konditionierung. Hieraus 

resultiert eine niedrigere Rate therapieassoziierter Morbidität und Mortalität, so dass 

dieses Therapieverfahren auch älteren Patienten und Patienten mit 

Begleiterkrankungen angeboten werden kann.24 In mehreren Arbeiten konnte diese 

Überlegenheit der dosisreduzierten Konditionierung (RIC) gegenüber der 

Hochdosischemotherapie (MAC) gezeigt werden.25 26  
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1.3.4 Komplikationen der Stammzelltransplantation 
 

I) Graft versus Host-Disease (GvHD) 

 

Bei der GvHD bzw. Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung handelt es sich um die 

häufigste Komplikation nach allogener SZT und stellt eine der Hauptursachen für die 

transplantationsassoziierte Morbidität und Mortalität dar. Man unterscheidet die akute 

von der chronischen GvHD, je nachdem ob sie vor bzw. nach Tag 100 nach der 

Transplantation auftritt. Ursächlich für die GvHD ist die zytotoxische Aktivität 

immunkompetenter T- Lymphozyten, die mit dem Transplantat (Graft) auf den 

Empfänger (Host) übertragen wurden.  Die aktivierten Lymphozyten richten sich vor 

allem gegen die drei Zielorgane Haut, Darm und Leber. Zur Prophylaxe und Therapie 

der GvHD werden immunsuppressive und antiinflammatorische Medikamente 

eingesetzt, wie z.B. Ciclosporin A (CSA) als Monotherapeutikum oder in Kombination 

mit Methotrexat (MTX) oder Mycophenolatmmofetil (MMF). Weiterhin werden auch 

Antithymozytenglobulin (ATG), Tacrolimus und Everolimus verwendet.27 

 

 

II) Immunsuppression und Infektionen 

 

Nach einer allogenen SZT besteht eine starke Funktionsbeeinträchtigung des 

Immunsystems des Patienten gegenüber Bakterien, Pilzen und Viren, wodurch 

Infektionen rasch einen lebensbedrohlichen Verlauf nehmen können. Die Schwere 

des Immundefekts ist abhängig von einer Vielzahl von Faktoren. So besteht für 

Patienten, die Zellen eines nicht voll HLA-kompatiblen Spenders erhalten haben, 

einer verlängerten immunsuppressiven Therapie unterzogen wurden oder an einer 

chronischen Abstoßungsreaktion leiden, ein erhöhtes Risiko einer Infektion. 

Weiterhin zeigen Patienten, welche T-Zell-depletierte Transplantate zur Reduktion 

des Risiko für eine GvHD erhielten, eine verzögerte Rekonstitution und damit eine 

verlängerte Infektionsgefährdung. Tritt jedoch eine schwere akute oder chronische 

GvHD auf, welche einer umfangreichen Therapie vor allem mit hoch dosierten 

Glukokortikoiden und Immunsuppressiva bedarf, so führt dies wiederum zu einer 

stark verzögerten Immunrekonstitution. 
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III) Graft failure 

 

Transplantatversagen bzw. Graft failure (GF) ist aufgrund der erhöhten Morbidität 

und Mortalität eine gefürchtete Komplikation bei der allogenen SZT. Es wird das 

primäre und das sekundäre GF unterschieden. Bei dem primären GF kommt es zu 

einem unzureichendem Anwachsen der transplantierten Zellen. Die Patienten 

erholen sich daher nicht von ihrer Neutropenie (ANC < 0,5 x 109/L) und eine Re-

Transplantation ist in diesem Fall erforderlich. Davon grenzt sich das sekundäre GF 

in sofern ab, dass es hierbei nach erfolgtem Anwachsen des Transplantats zu einem 

Rückgang der Spenderzellen im Empfängerorganismus kommt. Ursächlich ist hierbei  

die autologe Rekonstitution des KM des Empfängers, wodurch das Transplantat 

verdrängt wird. Es kann aber auch im Verlauf zur KM-Aplasie und folglich zu einer 

Panzytopenie kommen. Die Hauptursache des GF ist die T-Zell vermittelte 

Abstoßungsreaktion.  

Darin spiegelt sich auch ein möglicher Nachteil der dosisreduzierten Konditionierung 

(RIC) gegenüber der myeloablativen Konditionierung wider. So liegt die Zahl der GF 

in einer Übersichtsarbeit zum outcome nach PSZT bei RIC mit 8% durchaus höher 

als bei MAC mit 3%.28 Ein signifikant erhöhtes Risiko für GF besteht weiterhin in der 

HLA-Inkompatibilität von Spender und Empfänger. Dies konnte bereits mehrfach in 

Arbeiten, in denen der Verlauf nach allogener SZT bei verschiedenen 

hämatologischen Erkrankungen untersucht wurde, gezeigt werden.23 28  

 

1.3.5 Engraftment und Graft Failure bei Patienten mit MF  
 

In bisherigen Arbeiten zur MF kam es deutlich häufiger zu einem GF bei 

Transplantationen von nicht verwandten und unvollständig HLA-kompatiblen 

Spendern.29 30 In einer großen Metaanalyse wurde die Auswirkung der 

Inkompatibilität bezüglich des AB0-Blutgruppensystems zwischen Spender und 

Empfänger auf das Gesamtüberlebens nach hämatologischer SZT untersucht. Es 

konnte hierbei jedoch keine Auswirkung nachgewiesen werden.31 Hingegen 

berichten Remberger et al. über einen Zusammenhang zwischen der 

Bluttgruppeninkompatibilität und dem Auftreten eines GF bei unverwandten 

Spendern.32 Für das Engraftment und das GF liegen hierzu über Patienten mit MF in 
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der Literatur bisher keine Daten vor. Ein weiterer wichtiger Faktor scheint die Anzahl 

an transplantierten Zellen zu sein. Es zeigte sich, dass die Inzidenz eines GF mit 

zunehmender Zahl an Transplantierten Zellen abnahm.28 Eine geringe Zellzahl 

erhöht jedoch nicht nur das Risiko der GF, sondern wirkt sich generell negativ auf 

den Verlauf nach der Transplantation aus und korreliert mit einer erhöhten Inzidenz 

von invasiven Pilzinfektionen und weiteren Infektionen, sowie dem Schweregrad der 

GvHD.33  

 

Trotz großer Fortschritte in der Konditionierung und der GVHD-Prophylaxe birgt die 

SZT ein hohes Risiko für die Patienten. Je nach Studie zur allogenen SZT bei 

Patienten mit MF beträgt die Überlebensrate nach 5 Jahren (overall survival, OS) 

zwischen 35-60% und die behandlungsbedingte Mortalität (treatment-related 

mortality, TRM) in etwa 35%. Vor allem bei älteren Patienten ist die Morbidität und 

Mortalität aufgrund der hohen Toxizität deutlich erhöht.  

Einen Überblick über Faktoren, die bisher in der Literatur als mögliche Ursachen 

eines GF oder eines verzögerten Engraftments diskutiert wurden, liefert Tabelle 2. 
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1.4 Hämatopoetische Stammzellen und Stammzellnische 
 

Die lebenslange Regeneration der Hämatopoese nach Transplantation in den 

Empfängerorganismus setzt zwei essentielle Eigenschaften der hämatopoetischen 

Stammzellen (HSZ) voraus: die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und das Potential 

reife Blutzellen aller Linien hervorzubringen und somit das gesamte Blutsystem zu 

regenerieren. Die Identifizierung von Markern der HSZ ist Gegenstand der 

Forschung. Der erste und auch heute am weitesten verbreitete Marker für humane 

hämatopoetische Vorläuferzellen ist das Oberflächenantigen CD34 (Sialomucin 

Antigen), welches in den frühen 90er Jahren von Civin et al. beschrieben wurde.34 

Dieses Oberflächenantigen wird von ca. 1-4% der Zellen im KM und von ca. 0,01-

0,1% der mononukleären Zellen im PB exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass 

sowohl Zellen des KM als auch periphere Blutzellen, welche dieses 

Oberflächenmerkmal tragen, das Potential zu einer vollständigen Rekonstitution der 

Blutbildung nach vorangegangener Chemotherapie haben. HSZ mit der Fähigkeit, 

nach Transplantation in den Empfängerorganismus zu verschiedenen Blutzelllinien 

auszureifen, bilden jedoch weniger als 1% der CD34+ Zellen im KM.35 Da die CD34+ 

Zellen eine sehr heterogene Gruppe mit unterschiedlichem Differenzierungspotenzial 

darstellen, wurden im Laufe der Zeit weitere phänotypische Kriterien entdeckt, 

anhand derer sehr frühe Vorläuferzellen weiter charakterisiert werden konnten. Wie 

gezeigt werden konnte, steht das CD38 Antigen in sehr engem Zusammenhang mit 

dem Differenzierungspotenzial von Zellen. Zellen, die das CD38 Antigen nicht 

exprimieren (ca. 1% der humanen CD34+ KM-Zellen) sind im Gegensatz zu CD38+ 

Zellen zu beträchtlicher Selbsterneuerung fähig.36 Die CD34+CD38- Zellen stellen 

somit unter den CD34+ Zellen eine unreifere Zellpopulation dar. HSZ residieren beim 

Erwachsenen primär im Bereich des Beckenknochens und der großen 

Röhrenknochen. Die Regulation der Hämatopoese im KM findet dort im Bereich der 

hämatopoetischen Stammzellnische statt. Diese Nische wird von Stromazellen und 

extrazellulären Matrixproteinen gebildet, welche die HSZ-Aktivität durch Zell-Zell-

Kontakt, Zell-Stroma-Kontakt und lösliche Wachstumsfaktoren reguliert.37 Neben 

dem von Osteoblasten exprimierten Osteopontin (OPN) sind auch weitere Zytokine 

wie z.B. CXCL 12 (stromal cell-derived factor-1, SDF-1) sowie Adhäsionsmoleküle 

wie das JAM-A und VCAM (vascular cell adhesion molecule 1) an der Regulation der 

Hämatopoese beteiligt.38 
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1.4.1 Homing 
 

Unter Homing versteht man die Eigenschaft von HSZ sich nach der Transplantation 

in den Empfängerorganismus im KM anzusiedeln und dort durch Proliferation und 

Differenzierung die Hämatopoese zu rekonstituieren. 

Der erste Schritt beim Homing ist die Interaktion der zirkulierenden HSZ mit den 

Endothelzellen der Gefäße im KM. Dies wird ermöglicht durch die Expression von 

Adhäsionsmolekülen (Selektine CD62P und CD62E, ICAM-1 sowie VCAM -1 bzw. 

CD106) auf den Endothelzellen. Die HSZ wiederum exprimieren sowohl endotheliale 

Selektine (CD162, CD44) sowie Rezeptoren für VCAM1, wie Integrine α4β1, α4β7 und 

α9β1.39 40 Diese Zell-Zell-Interaktionen ermöglichen es den HSZ fest an das 

Gefäßsystem zu binden, das Endothel zu überwinden und ins KM zu gelangen.  

Das Chemokin CXCL12 (SDF-1) spielt eine entscheidende Rolle bei der 

Rekrutierung  und Verankerung von HSZ im KM. Dieses Zytokin wird in hoher 

Konzentration im KM-Stroma exprimiert und wirkt chemotaktisch auf die HSZ durch 

Bindung an zwei verschiedene Chemokinrezeptoren, CXCR4 und CXCR7. In einem 

Mausmodell konnte der Stellenwert dieser CXCL12/CXCR4-Interaktion eindrücklich 

gezeigt werden. Durch das Blockieren der CXCR4-Rezeptoren auf den HSZ mit 

einem spezifischen Antikörper wurde das Homing in das KM so stark beeinträchtigt, 

dass nur noch ein geringer Teil der transplantierten Zellen in das KM übertreten 

konnte.41 Durch Erhöhung der Zellzahl konnte der Homing-defekt jedoch teilweise 

kompensiert werden. Dies zeigt, dass noch weitere Zytokine an der Adhäsion und 

Migration der HSZ beteiligt sein müssen.  
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Abb. 1 Vereinfachte schematische Darstellung des Homings von HSZ in das KM 
Die zirkulierenden HSZ (hämatopoetische Stammzellen) binden mit ihren spezifischen 
Rezeptoren (α4β1 und CD44) an die Adhäsionsmoleküle (Selektine und das vascular cell 
adhesion molecule-1 VCAM -1) auf den Endothelzellen. Nachdem die HSZ das Endothel 
überwunden haben wirken SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) und OPN (Osteopontin) 
chemotaktisch auf die HSZ und steuern somit die zielgerichtete Migration durch das KM-
Stoma in die Stammzellnische 
 

 

1.4.2 Lodgement und Engraftment  
 

Sobald die zirkulierenden HSZ das Endothel in das KM überwunden haben, 

durchwandern sie innerhalb kurzer Zeit das KM-Stroma und gelangen in ihre Nischen 

(sog. Lodgement). Osteopontin (OPN), ein Knochenmatrixprotein, welches sich vor 

allem im Endost findet und von Osteoblasten und Osteoklasten gebildet wird, übt 

unterschiedliche zelluläre Funktionen aus, wie die Steuerung der Differenzierung, 

Adhäsion, Migration und Apoptose der HSZ. Die unterschiedlichen Funktionen sind 

jedoch abhängig davon, ob das Molekül in voller Länge, oder nach proteolytischer 

Spaltung durch Thrombin, in Fragmenten vorliegt. Grassinger et al konnten zeigen, 

dass hauptsächlich die gespaltene Form von OPN im KM vorhanden ist (Thrombin- 
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cleaved OPN, trOPN). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die spezifische 

Bindung von trOPN über die Integrine α9β1 und α4β1 chemotaktisch auf die HSZ 

wirkt.38 Die Bindung von α9β1 an OPN konnte bereits bei Vorarbeiten zu diesem 

Thema gezeigt werden, der Nachweis der Expression dieses Integrins auf den HSZ 

gelang zu einem späteren Zeitpunkt.42 Ein weiteres Bindungsmolekül, das auf den 

HSZ exprimiert wird und als OPN-Rezeptor fungiert ist CD44. Den Stellenwert von 

OPN beim Lodgement zeigten Versuche mit OPN-knockout Mäusen. Durch das 

Fehlen dieses Moleküls am Endost persistierten nach SZT die Zellen deutlich länger 

im PB und konnten auch nur in wesentlich kleinerer Anzahl in den endostalen 

Nischen wiedergefunden werden.43 In vitro zeigte sich, dass trOPN sich hemmend 

auf die Proliferation und die Differenzierung der HSZ auswirkt. Der genaue 

Mechanismus dieser Wirkung und dessen Stellenwert in vivo ist bisher unklar, es 

unterstreicht jedoch die vielfältige Wirkung dieses Moleküls auf die HSZ.  

Ein ungestörtes Homing und Lodgement sind für das Anwachsen des 

Transplantates, dem sog. Engraftment somit unerlässlich.  
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1.5 Fragestellung 
 

Der einzige kurative Therapieansatz bei MF besteht bisher in der allogenen SZT. Wie 

in der Literatur beschrieben sowie bei den in der Klinik und Poliklinik der Inneren 

Medizin III transplantierten MF Patienten beobachtet wird, kommt es im Vergleich zu 

Patienten mit anderen malignen hämatologischen Erkrankungen (z.B. AML) nach 

einer allogenen SZT bei Patienten mit MF oftmals zu einem verzögerten oder zu 

einem ausbleibendem Anwachsen (Engraftment) der transplantierten Zellen. 

Letzteres wird auch als Transplantatversagen (Graft failure, GF) bezeichnet und geht 

mit einer erhöhten Morbidität und Mortalität einher.  

Diese Arbeit gliedert sich in eine klinisch retrospektive Auswertung sowie in einen 

experimentellen Teil. Im ersten Teil wurden Patienten mit MF und AML, bei denen in 

der Klinik und Poliklinik für Innere Medizin III eine allogene SZT durchgeführt wurde, 

retrospektiv ausgewertet. In dem anschließenden experimentellen Teil wurde 

untersucht, ob dem bei MF Patienten zu beobachteten verzögerten Engraftment und 

GF Veränderungen im Homing der transplantierten Zellen zugrunde gelegt werden 

können.  

In der retrospektiven Datenauswertung sollte der klinisch beobachtete Unterschied 

im Engraftment von MF und AML Patienten nach SZT analysiert werden. Weiterhin 

lag der Fokus auf der statistischen Auswertung von klinisch erhobenen Parametern 

und deren Einfluss auf das Engraftment der HSZ. Hierzu wurden die Daten von je 31 

Patienten mit MF und AML ausgewertet, die im Zeitraum von 2000 bis 2011 in der 

Klinik und Poliklinik der Inneren Medizin III des UKR allogen transplantiert wurden. 

Die Auswahl der Parameter richtete sich hierbei nach in der Literatur diskutierten 

Einflussfaktoren auf das Engraftment. 

Im anschließenden experimentellen Teil sollte untersucht werden, ob die 

beobachteten Unterschiede im Engraftment durch das Homing-Verhalten von HSZ 

erklärt werden können. Es wurden zunächst Verlaufsmessungen von CD34+ Zellen 

im PB nach Transplantation sowohl bei Patienten mit MF als auch bei Patienten mit 

AML durchgeführt. Den Patienten wurde hierbei direkt nach der Transplantation zu 

definierten Zeitpunkten Blut abgenommen und mittels durchflusszytometrischer 
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Analyse die Anzahl an zirkulierenden SZ im PB bestimmt. Der Vergleich der 

Ergebnisse beider Patientengruppen diente der Klärung, ob sich bereits zum frühen 

Zeitpunkt nach der Transplantation ein Unterschied im Homing-Verhalten zeigt, 

welcher auf eine Störung der Interaktion der SZ mit dem KM-Endothel und  -stroma 

hinweist und somit eine Ursache für das verzögerte Engraftment sein kann.  

Mögliche Ursache stellen hierbei Veränderungen der Stammzellnische bei Patienten 

mit MF dar. 

Bereits in Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass bestimmte, von 

Endothel- und Stromazellen im KM exprimierte Proteine wie OPN, ICAM-1, VCAM-1 

und SDF-1, eine zentrale Rolle für die chemotaktische Steuerung des Homings und 

des Lodgements in die Stammzellnische spielen. In den weiterführenden Versuchen 

sollte nun mittels immunhistochemischer Untersuchungen von sowohl fibrosierten 

und gesunden KM-Präparaten geklärt werden, ob die KM-Fibrose bei Patienten mit 

MF einen Einfluss auf die Expression von Homingproteinen hat und somit ein 

Zusammenhang hergestellt werden kann zwischen der Expression dieser Proteine 

und dem verzögertem Engraftment von HSZ nach der Transplantation. 
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2. Methoden 
 

2.1 Retrospektive Auswertung der Patientendaten 
 

2.1.1 Patientenkollektiv und Datenerfassung 
 

In der Klinik und Poliklinik für Innere Medizin III der Universität Regensburg wurde in 

dem Zeitraum von 2000 bis 2011 bei insgesamt 31 Patienten mit PMF bzw. 

sekundärer MF nach PV oder ET eine allogene SZT durchgeführt. Zur retrospektiven 

Analyse wurde dieser Gruppe 31 Patienten mit AML in etwa entsprechendem Alter 

gegenübergestellt, welche  zwischen 2005 und 2011 transplantiert wurden.  

Die Auswahl der untersuchten Parameter erfolgte nach entsprechender 

Literaturrecherche nach den Ergebnissen aus bisherigen Studien, welche sich mit 

den beeinflussenden Faktoren auf das Gesamtüberleben von Patienten mit MF oder 

mit dem Engraftment und GF nach HSZT beschäftigten. Wie bereits in Abschnitt 

1.3.4 beschrieben, konnte ein besonderer Einfluss auf den Verlauf der 

Transplantation und das Risiko für Transplantatversagen für die HLA-Inkompatibilität 

von Spender und Empfänger gezeigt werden. Weitere wichtige Faktoren, welche in 

den verschiedenen Studien unterschiedlich gewichtet wurden sind weiterhin der 

Einsatz der dosisreduzierten Konditionierung (RIC) gegenüber der myeloablativen 

Konditionierung sowie die Inkompatibilität bezüglich des AB0-Blutgruppensystems.23 
32 Sowohl für das Gesamtüberleben der behandelten Patienten, als auch für das 

Engraftment wurden bisher zudem das Alter und das Erkrankungsstadium, sowie die 

Splenektomie vor der SZT und die Anzahl an transplantierten Zellen als 

Einflussfaktoren diskutiert und wurden daher auch an dem Patientenkollektiv dieser 

Arbeit untersucht.28 25 44 
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2.1.2 Definitionen 
 

Um den Verlauf der Transplantationen zu analysieren und Vergleiche zwischen den 

beiden Erkrankungen anstellen zu können, wurden folgende Zeitpunkte definiert: 

Als Tag 0 wurde die Transfusion des Stammzellpräparates festgelegt. Das frühe 

Neutrophilen Engraftment wurde definiert als der erste von drei aufeinander 

folgenden Tagen, an denen die Zahl an Neutrophilen einen Wert von 0,5 x 109/L 

übersteigt. Untersucht wurde hierbei der Zeitraum bis zum Tag 50. Für das späte 

Neutrophilen Engraftment wurde ein Grenzwert von 2 x 109/L Neutrophilen bis zum 

Tag 100 festgelegt. Das frühe und das späte Thrombozyten Engraftment wurde 

definiert als der erste von 7 aufeinander folgenden Tagen, an denen die Zahl der 

Thrombozyten einen Wert von 20 x 109/L bzw. 50 x 109/L übersteigt. Diese 

Grenzwerte sollten ohne Blutersatzpräparate erreicht und gehalten werden. Das GF 

wurde über einen Zeitraum von 12 Monaten nach Transplantation untersucht. Das 

primäre GF ist definiert als persistierende Neutropenie mit einer Anzahl an 

Neutrophilen < 0,5 x 109/L. Das sekundäre GF beschreibt ein Absinken der 

Neutrophilen auf  < 0,5 x 109/L nach einem bereits stattgefundenen Engraftment.  

Für das Staging der akuten GvHD, sowie für die Bestimmung des Gesamtgrades der 

GvHD erfolgte die Einteilung nach Glucksberg.45 Bei der chronischen GvHD wurde 

der Schweregrad nach den Kriterien von Shulman in die limitierte und die extensive 

Variante eingeteilt.46  

 

2.1.3 Statistik 
 

Die Akten der Patienten wurden auf die zu untersuchenden Parameter hin überprüft 

und die einzelnen Daten wurden im Programm MS Office Excel 2011 tabellarisch 

zusammengefasst. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistik-Programm 

SPSS Version 21. Die in der Patientencharakteristik wiedergegebenen Daten sind in 

Anzahl mit Prozent und als Median mit Spannweite der Daten (range) 

wiedergegeben. Die Analyse der Zeit von der Transplantation bis zum Eintreten 

eines Ereignisses wie das Neutrophilen und Thrombozyten Engraftment, die non 

relapse mortality (NRM), sowie das Gesamtüberleben (OS, overall survival) fand 

durch Kaplan-Meier-Schätzungen statt. Die Kurven der dabei untersuchten Merkmale 

wurden mittels Logrank-Test miteinander verglichen. Zensiert wurden die Patienten, 
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die bereits vor Ende des Untersuchungszeitraumes ohne Eintreten eines Ereignisses 

ausgeschieden sind oder das Ereignis zum letzten beobachteten Zeitpunkt noch 

nicht eingetreten war.  

Der angegebene p-Wert beschreibt die Wahrscheinlichkeit mit der das berechnete 

Ereignis eintritt. Für den p-Wert wurde das Signifikanzniveau auf kleiner 0,05 

festgesetzt. Das Konfidenzintervall für die ermittelten Erwartungswerte wurde auf 

95% festgelegt und ist jeweils mit der oberen und unteren Intervallgrenze 

angegeben.  

Das Gesamtüberleben wurde für eine Dauer von 2 Jahren betrachtet und wurde 

gemessen vom Tag der Transplantation bis zum Eintreten des Todes, unabhängig 

von der Ursache. Die NRM ist definiert als die Mortalität eines Patientenkollektivs, 

wobei Rezidive als Todesursache ausgeschlossen sind.  

Die Daten der durchflusszytometrischen Messungen aus der experimentellen 

Analyse wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) 

dargestellt. Zur Bestimmung der statistischen Signifikanz wurde der Student`s t-Test 

angewendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
	
  
	
  
	
  
	
  



	
  
	
  
	
  

27 

2.2 Experimentelle Analyse 
 

2.2.1 Materialien  
 

Zur Durchführung der Experimente im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden 

nachfolgende Geräte, Verbrauchsmaterialien, Zytokine, Chemikalien und 

Reagenzien verwendet. 

 

 
Geräte 

 
 

 
Brutschrank 

 
BBD 6220,  Heraeus instruments, Hanau, Deutschland 

 
FACS-Gerät 

 
FACS-Calibur, Becton&Dickson, St. José, CA, USA 

 
Mikroskop 

 
Zeiss Axioskop 2, Jena, Deutschland 

 
Pipettierhilfen 

 
Eppendorf research, 10/100/1000 µl  
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
 
Pipetboy acu, IBS Integra Biosciences,  
Wallisellen, Schweiz 

 
Sterilbank 

 
Hera Safe, Heraeus instruments, Hanau, Deutschland 

 
Vortexer 

 
IKA MS3 digital, IKA works Inc., Wilmington, NC, USA 

 
Zentrifuge 

 
Megafuge 3.0,  Heraeus instruments, Hanau, 
Deutschland 

   
 

 
Verbrauchsmaterial 

 

 
Falcon 2052 

 
Becton&Dickson, St. José, CA, USA 

 
Falcon 2063 

 
Becton&Dickson, St. José, CA, USA 

 
Falcon 2070 

 
Becton&Dickson, St. José, CA, USA 

 
Falcon 2059 

 
Becton&Dickson, St. José, CA, USA 

 
Falcon 3003 
 

 
Tissue culture dish 3003,  
Becton&Dickson, St. José, CA, USA 

 
Microlance 3 Kanüle 

 
Becton&Dickson, St. José, CA, USA 
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Petrischalen 

 
35 mm, Greine bio-one GmbH,  Frickenhausen, 
Deutschland 

 
Pipetten 

 
Costar Stripette 1/5/10/25/50 ml, serologisch, non-
pyrogenic, Corning Inc., Corning, N.Y., USA 

 
Spritzen 

 
Syringe Plastipak 3ml, Becton&Dickson, St. José, CA, 
USA 

 
Zählkammer 

 
Neubauer improved, Tiefe 0,1 mm 
Marienfeld, Deutschland 

 
Zellkulturplatten 

 
Corning Costar cell culture plates 
Sigma-Aldrich Co., St.Louis, MO, USA 

 
 

 

 
Antikörper 

 

 
CD45-FITC 

 
clone HI30; BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA 

 
CD34-APC 

 
clone 581, Biolegend, San Diego, CA, USA 

 
CD38-PE 

 
clone HIT2, BioLegend, San Diego, CA, USA 

 
anti-SDF-1 

 
Polyclonal,  Santa Cruz  Biotechnology, Dallas, TX, US 

 
anti-VCAM-1 (CD106) 

 
clone E-10, Santa Cruz  Biotechnology, Dallas, TX, US 

 
anti-ICAM-1 (CD54) 

 
clone H4, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, US 

 
anti-Osteopontin  

 
Abcam, Cambridge, UK 

 
isotype anti-mouse 

 
Dako, Glostrup, Denmark 

 
Isotype anti-rabbit 

 
Abcam, Cambridge, UK 

  

 
Reagenzien  

 

 
Bright-DAB 

 
medac GmbH, Wedel, Deutschland 

 
FBS (foetal bovine serum) 

 
PAA laboratories GmbH, Cölbe, Deutschland 

 
Histofine Simple Stain 
MAX PO (M) 

 
Nichirei Biosciences INC, Tokyo, Japan 

 
Human Methylcellulose 

 
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
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2.2.2 Durchflusszytometrische Messungen 
 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) 

können verschiedene Parameter einer Zelle erfasst werden. Neben der Zellgröße 

und der Granularität ermöglicht die Durchflusszytometrie den Nachweis von 

Oberflächenmolekülen nach dem Anfärben mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern. 

Die fluoreszent markierten Zellen werden nach dem Prinzip der hydrodynamischen 

Fokussierung durch die laminare Strömung der Trägerflüssigkeit (Hüllstrom) in die 

Messküvette geleitet, durch deren konische Form beschleunigt und perlenschnurartig 

aufgereiht durch den Laserfokus geführt. Die Größe (Front Side Scatter, FSC) und 

die Granularität (Sideangel Scatter, SSC) der Zellen wird durch das von ihnen 

reflektierte Streulicht gemessen. Im verwendeten Gerät (FACS-Calibur) stehen ein 

Argonlaser und ein Heliumneonlaser zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe zur 

Verfügung. Verwendete Fluorchrommoleküle sind hierbei standardmäßig FITC 

(Fluoreszeinisothiozyanat), PE (Phycoerythrin), PerCP (Peridin Chlorophyll) und APC 

(Allophycocyanin). Die gemessenen Daten können anschließend mit Hilfe des 

Cellquest Programms (B&D) durch Darstellung in Punktdiagrammen (dotplots) und 

Histogrammen analysiert werden. 

 

2.2.2.1 Messung der Clearance von Stammzellen aus dem PB nach Transplantation 
 

Die klinischen Daten zeigten ein verzögertes Engraftment bei Patienten mit MF im 

Vergleich zu Patienten, die aufgrund anderer hämatopoetischen Erkrankung 

transplantiert wurden. Grundvoraussetzungen für das erfolgreiche Engraftment sind 

sowohl die Fähigkeit zum Homing der transplantierten HSZ, als auch das intakte 

Mikromilieu im KM. Um das Homing-Verhalten zu untersuchen, wurden bei jeweils 5 

Patienten mit MF und 5 Patienten mit AML kurz vor der Transplantation sowie zu 

definierten Zeitpunkten nach der Transplantation die Anzahl an CD34+ und 

Complete Media 
 
PBS 

 
Dulbecco´s PBS,  PAA laboratories GmbH, Cölbe, 
Deutschland 
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CD34+CD38- Zellen im PB bestimmt (siehe Abbildung 2).  

Den Patienten wurde jeweils 2,5 ml Blut sowohl kurz vor der Transplantation, als 

auch zu folgenden Zeitpunkten entnommen: + 10 Minuten (min), + 20 min, + 40 min, 

+ 80 min, + 160 min, + 6 Stunden (h) + 22 h, + 3 Tage (d) und in manchen Fällen 

zusätzlich + 5 d. Die Analyse der Zellen wurde im Anschluss mittels 

Durchflusszytometrie und Colony Forming Cell (CFC) Assays durchgeführt.  

 
 
 

 
Abb. 2 Vereinfachte Darstellung des Ablaufs von der Messung der Clearance. 
Nach der allogenen SZT werden zu definierten Zeitpunkten Blutentnahmen durchgeführt und 
die Anzahl der zirkulierenden CD34+ und CD34+CD38- sowie CFC gemessen. 
 

2.2.2.2 Färbung von Oberflächenantigenen für die FACS Analyse 
 

Für die Färbung wurde je 1 ml der zu analysierenden Blutproben mit 9ml NH4Cl-

Lysepuffer vermengt und 5 Minuten inkubiert. Um die Lyse zu stoppen wurde 

anschließend je 15 ml PBS 2%FBS hinzugefügt. Nach einem weiteren Spülgang mit 

PBS 2%FBS wurde der Ansatz zentrifugiert und nach Abkippen der Überstände 

wurde in Zählkammern die jeweilige Zellzahl bestimmt. Im weiteren Verlauf  wurden 

jeweils 1 x 106  Zellen mit den Antikörpern gefärbt. Hierzu wurden die Zellen mit 



	
  
	
  
	
  

31 

jeweils 25 µl einer Lösung mit einer Kombination aus einem CD45-FITC Antikörper 

(AK), einem CD34-APC AK und einem CD38-PE AK für 30 Minuten bei 4°C inkubiert. 

Um das Ausmaß der unspezifischen Antikörperbindung zu detektieren, wurden 

jeweils Negativkontrollen pro Versuchsreihe auch mit der Kombination aus einem 

CD45-FITC AK, einem CD34-APC AK und einem Isotyp-PE AK gefärbt.   

Zur Entfernung von überschüssigen, nicht an Zellepitope gebundener AK wurden die 

Zellen anschließend mit PBS 2%FBS gewaschen, zentrifugiert und in PBS 

resuspendiert. 

 

 

2.2.2.3 Durchflusszytometrische Messung von CD34+ und CD34+CD38- Zellen 
 

Im Anschluss an die Färbung wurden die FACS-Messungen durchgeführt und 

basierend auf den sequenziellen Gatingstrategien nach ISHAGE Richtlinien 

(International Society of Hematotherapy and Graft Engineering)47 wurde die Anzahl 

an CD34 Stammzellen bestimmt. Um die exakte Anzahl an CD34+CD38- Zellen zu 

bestimmen, wurden zusätzlich aus dem gate für diese Zellpopulation die Ereignisse 

aus der Isotypfärbung ausgeschlossen.  

  

2.2.2.4 Korrekturfaktoren der durchflusszytometrisch gemessenen Zellzahlen 
 

Die SZT wurde bei den Patienten mit individuellen Parametern, wie unterschiedlicher 

Anzahl an transfundierten Zellen bei unterschiedlichem Blutvolumen der Patienten 

durchgeführt. Um die gemessenen Zellzahlen vergleichen zu können, wurden die 

Ergebnisse der FACS-Messungen über beide Patientenpopulationen gemittelt und 

für die einzelnen Zeitpunkte der Blutabnahmen neu berechnet.  

Zusätzlich unterschied sich die Dauer von Beginn bis zum Ende der Transfusion der 

SZ von Patient zu Patient. Folglich war der Abstand zwischen Transfusionsbeginn 

und Abnahme der ersten Blutprobe jeweils unterschiedlich und musste berücksichtigt 

werden.  
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Es wurden daher folgende Berechnungen angestellt: 

 

• Das individuelle Blutvolumen (v) wurde für weibliche Patienten nach der 

Formel  𝑣 = 𝐾ö𝑟𝑝𝑒𝑟𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡   𝑘𝑔 ×0.047+ 0.86  und für männliche Patienten 

nach der Formel  𝑣 = 𝐾ö𝑟𝑝𝑒𝑟𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡   𝑘𝑔 ×0.041 + 1.53) berechnet.48 

• Die gemittelte Anzahl der transplantierten Zellen (n) wurde nach der Formel 

𝑛 = ( 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡  𝑑𝑒𝑟  𝑔𝑒𝑝𝑜𝑜𝑙𝑡𝑒𝑛  𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 ÷ 𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙  𝑑𝑒𝑟  𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛  𝑝𝑟𝑜  𝑘𝑔  𝐾𝐺 ) 

berechnet. 

• Das Blutvolumen (bv) 𝑏𝑣 = ( 𝑣 ÷ 𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡  𝑑𝑒𝑠  𝑔𝑒𝑝𝑜𝑜𝑙𝑡𝑒𝑛  𝐵𝑙𝑢𝑡𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛𝑠 ) 

• Die Zeitdauer (t) der Transplantationen wurde nach folgender Formel gemittelt 

  𝑡 = ((𝑇𝑥−𝐷𝑎𝑢𝑒𝑟   𝑀𝑖𝑛𝑢𝑡𝑒𝑛 )÷ (𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡  𝑑𝑒𝑟  𝑔𝑒𝑝𝑜𝑜𝑙𝑡𝑒𝑛  𝑇𝑥−𝐷𝑎𝑢𝑒𝑟) 

 

Die Anzahl der CD34+ bzw. CD34+CD38- Zellen pro ml Blut (𝑐) konnte anschließend 

mit folgender Formel berechnet werden:   𝑐 = 𝑛×𝑏𝑣×𝑡 

 

2.2.3 Colony forming cells (CFC) Assay 
 

Bei den CFC Assays handelt es sich um ein in vitro Zellkulturanalyseverfahren zur 

Charakterisierung des biologischen Potenzials von Stamm- und Progenitorzellen. Es 

wird das Koloniebildungsverhalten, genauer die Proliferation von Vorläuferzellen 

nach Stimulation mit bestimmten Wachstumsfaktoren analysiert. In Abhängigkeit der 

zugesetzten Zytokine bilden sich bestimmte Kolonieformen aus, die dann 

retrospektiv Rückschlüsse auf das Entwicklungspotential der ursprünglich in den 

Versuchsansatz eingebrachten Zellen zulassen. 

CFC Kulturen wurden zu den oben genannten definierten Zeitpunkten aus Proben 

des PB angelegt. Zunächst wurden je 500 µl der zu analysierenden Blutproben mit 5 

ml NH4Cl-Lysepuffer vermengt und 5 Minuten inkubiert. Um die Lyse zu stoppen 

wurde anschließend je 7 ml PBS 2%FBS hinzugefügt. Nach einem weiteren 

Spülgang wurde der Ansatz zentrifugiert und nach Abkippen der Überstände wurde 

auf das Zellpellet 200 µl Resuspension Solution gegeben. Zu diesem Ansatz wurde 

anschließend 2 ml Methylcellulose-Medium gegeben. In diesem Medium wurden die 

Zellen ausplattiert und für 2 Wochen im Brutschrank bei 37°C/ 5% CO2/ 95% 
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Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschließend konnten die gewachsenen Kolonien mittels 

Lichtmikroskopie ausgezählt werden.  

 

2.2.4 Analyse von OPN Rezeptoren auf Stammzellen aus dem PB 
 

Wie bereits veröffentlichte Daten zeigen konnten, besitzt OPN einen bedeutenden 

Stellenwert für das Engraftment und Lodgement der SZ ins KM. Es wurde anhand 

von durchflusszytometrischen Messungen untersucht, inwiefern die transplantierten 

Zellen den OPN Rezeptor exprimieren. 

Die Aliquots der untersuchten CD34+ Zellen stammten aus überschüssigen 

Stammzellpräparaten gesunder Probanden, die für eine allogene SZT vorgesehen 

waren. Die Zellen wurden mittels Leukapherese nach Stimulation mit G-CSF 

gewonnen. Das schriftliche Einverständnis der Spender sowie die Zustimmung der 

Ethikkommission lagen vor.  

Zunächst wurden die mononukleären Zellen mittels Dichte-Gradienten-Zentrifugation 

unter Verwendung von LSM 1077 Lymphocyte Separation Medium isoliert und in 

FBS/ 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) kryokonserviert. Für die folgenden Versuche 

konnten somit jeweils die benötigte Anzahl an Zellen entnommen werden. Für eine 

möglichst schonende Gewinnung der CD34+ Zellen, wurden mit Hilfe der negativen 

Selektion die ungewünschte Zellfraktion aus dem Ansatz entfernt. Hierfür wurden 

diese Zellen zunächst mit Maus-anti-human AK gegen CD3, CD11b, CD14, CD15, 

CD16, CD20 und CD235 inkubiert. In einem zweiten Schritt wurden diese mit 

magnetisch gekoppelten sekundären AK inkubiert und schließlich beim Durchfluss 

durch ein Magnetfeld zurückgehalten. Die aufgefangene Fraktion (lin-) war somit 

nicht durch Interaktion mit den AK potentiell beeinflusst und konnte mittels 

Durchflusszytometrie analysiert werden.  

 

2.2.5 Immunhistochemische Färbungen  
 

Die Färbungen wurden an formalinfixierten und paraffingebetteten KM-Stanzen 

durchgeführt und es wurde hierzu die Anleitung aus  dem Histofine Simple Stain 

MAX PO (M) Protokoll befolgt. Die Stanzen stammten von Patienten mit MF vor 

Konditionierungschemotherapie. Als Vergleichspräparate wurden als nicht 
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pathologisch befundete KM-Stanzen von Patienten verwendet, bei denen im Rahmen 

von Staginguntersuchungen bei Lymphom eine KM-Diagnostik erfolgte.  

Zunächst wurden 3 µm dicke Schnitte der Präparate angefertigt und auf Objektträger 

gezogen. Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte erfolgte die 

Antigendemaskierung durch Erhitzen in 10mM Citratpuffer (pH 6,0) im Wasserbad. 

Zur Reduzierung unerwünschter Hintergrundfärbung in der Immunhistochemie durch 

endogene Peroxidase-Aktivität wurden die Schnitte anschließend in eine 3% H2O2-

Lösung gebracht. Die Färbeantikörper anti-VCAM-1, anti-ICAM-1, anti-SDF-1 und 

anti-OPN wurden jeweils einzeln verwendet und in Kombination mit einem Isotype 

anti-mouse bzw. Isotype anti-rabbit AK in einer Konzentration von 2µg/ml auf die 

Schnitte gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Antigen-Antikörper-Bindung 

wurde am Folgetag mit dem Immuno-peroxidase Polymer MAX-PO und einer darauf 

folgenden Reaktion mit dem Chromogen Bright-DAB sichtbar gemacht.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Retrospektive Auswertung der Patientendaten 
	
  

3.1.1 Patientencharakteristika 
 

Das mediane Alter der Patienten mit MF betrug zum Zeitpunkt der Transplantation 54 

Jahre (36 - 67 Jahre), das der Patienten mit AML 56 Jahre (37 - 68 Jahre).  

Nach dem DIPPS ließen sich die Patienten mit MF in die vier Risikogruppen low/ 

intermediate-1/ intermediate-2 und high einteilen unterteilen, wobei sich eine 

Verteilung von 3/ 3/ 22/ 2 ergab. Bei einem der Patienten konnte trotz ausgiebigen 

Aktenstudiums aufgrund fehlender Parameter keine Einteilung erfolgen. Die 

Entscheidung zur SZT bei Patienten mit Risikoprofil low oder intermediate-1 wurde 

aufgrund von verschiedenen individuellen Risikofaktoren getroffen, welche nicht in 

den damals verwendeten Risikoscores berücksichtigt werden. Hierzu gehörten: 

junges Alter, akute Krankheitsprogression und Vorliegen von Krankheits-

komplikationen wie multiple thrombotische Ereignisse und Ösophagus-

varizenblutungen. Die Milzgröße wurde vor Transplantation mittels Ultraschall 

gemessen und es ergab sich ein Median des Längsdurchmessers von 21 cm (11-40 

cm). Bei 5 der Patienten fand aufgrund von Komplikationen vor der Transplantation 

eine Splenektomie statt. Der Grad der KM-Fibrose der Patienten wurde vor der 

Transplantation anhand von KM-Stanzen bestimmt und nach Bauermeister 

klassifiziert.49 Hierbei ergab sich eine Verteilung der Fibrosegrade wie folgt: Grad 4 

bei 18 (58%) Patienten, Grad 3 bei 6 (19%), Grad 2 bei 4 (13%) und Grad 1 bei 3 

(10%) der Patienten. 

15 der Patienten mit AML wurden primär einer allogenen SZT zugeführt aufgrund 

ungünstiger zyto- und molekulargenetischer Risikofaktoren, die unter anderem 

unbalancierte Karyotypen, ferner Anomalien der Chromosomen 3 oder 7 und 

komplexe Veränderungen mit mindestens 3 chromosomalen Aberrationen 

umfassten. Weitere Gründe für die primäre Transplantation waren der Übergang 

eines myelodysplastischen Syndroms (MDS) in eine AML und das ungenügende 

Ansprechen auf die Induktionschemotherapie mit einem Blastenanteil >5% im KM. 
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Bei den restlichen 16 Patienten wurde die Indikation zur Transplantation aufgrund 

eines Rezidivs der Erkrankung gestellt. 

 

 
Patienten mit Myelofibrose (n=31) 

 

 
Alter in Jahren, Median (range)  

 
54 (36-67) 

Weibl. Geschlecht , no (%) 13 (42) 
  
Erkrankung, no (%)  
 Primäre MF 17 (55) 
 Sekundäre MF 14 (45) 
  
Risikoprofil nach DIPPS, no (%)  
 Low 3 (10) 
 Intermediate-1 3 (10) 
 Intermediate-2 22 (71) 
 high 2 (6) 
 unbekannt 1 (3) 
  
Milzgröße, no (%)  
 Größer als Median von 21 cm 13 (42) 
 Kleiner als Median von 21 cm 13 (42) 
  
   Splenektomiert 5 (16) 
  
Fibrosegrad nach Bauermeister no (%) 
 Grad 1 3 (10) 
 Grad 2 4 (13) 
 Grad 3 6 (16) 
 Grad 4 18 (58) 
  
Anzahl transplantierter  
CD34+ Zellen/kg KG x 106 , Median (range) 

 
5,81 (3,53-8,99) 

                            
Konditionierungsschema, no (%)  
 Myeloablativ (MAC) 4 (13) 
 Reduced intensity (RIC) 27 (87) 
 Antithymoglobulin 29 (94) 
  
HLA-Kompatibilität, no (%)  
 verwandt 8 (26) 
 Matched, nicht verwandt 16 (52) 
 Mismatched, nicht verwandt 7 (22) 
  
Major ABO mismatch, no (%) 11 (35) 
  
GvHD Prophylaxe, no (%)  
 CSA + MTX 18 (58) 
 CSA + MMF 10 (32)   
 CSA  3 (10) 
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Tab. 3 Übersicht über Transplantationscharakteristika der MF und der AML Patienten 
Dargestellt sind die wichtigsten Daten zur Transplantation, ergänzend zu den im Text 
erläuterten Patientencharakteristika.  
 

 

 

 

 

	
  
	
  
	
  
	
  

 
Patienten mit AML (n=31) 

 

 
Alter, Median (range) Jahre 

 
56 (37-68) 

Weibl.Geschlecht , no (%) 16 (52) 
  
Zeitpunkt der allo HSCT, no (%)  
 
 

Primär nach 
Induktionschemotherapie  

15 (48) 

 Rezidiv 16 (52) 
  
Anzahl transplantierter  
CD34+ Zellen/kg KG x 106 

5,98 
(2,71-8,57) 

                           
Konditionierungsschema, no (%)  
 Myeloablativ (MAC) 1 (3) 
 Reduced intensity (RIC) 30 (97) 
 Antithymoglobulin 27 (87) 
  
HLA-Kompatibilität, no (%)  
 verwandt 4 (13) 
 Matched, nicht verwandt 18 (58) 
 Mismatched, nicht verwandt 9 (29) 
   
Major ABO mismatch, no (%) 8 (26) 
  
GvHD Prophylaxe, no (%)  
 CSA + MTX 20 (65) 
 CSA + MMF 10 (32) 
 Everolimus 1 (3) 
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3.1.2 Transplantation  
	
  
Alle Patienten erhielten von ihrem Spender ein Transplantat, welches aus peripheren 

Blutstammzellen (PBSZ) gewonnen wurde. 26 der Patienten mit MF wurden mit 

dosisreduzierter Intensität konditioniert (RIC) und 5 Patienten erhielten eine 

Kombination aus Ganzkörperbestrahlung (8 Gy) und Chemotherapie mit Fludarabin 

und Cyclophosphamid (MAC). Die Patienten mit AML erhielten zum größten Teil eine 

Konditionierung nach dem RIC-Regime, lediglich 1 Patient wurde myeolablativ 

konditioniert. 

Die Spenderauswahl erfolgte nach immungenetischen Analysen der Genorte HLA-­‐A, 

-­‐B, -­‐C, -­‐DRB1 und -­‐DQB1 bei Spender und Patient, wobei für 8 der MF Patienten 

und für 4 der AML Patienten HLA-kompatible Familienspender gefunden werden 

konnten. Weiterhin wurden bei 16 MF Patienten und 18 AML Patienten nicht 

verwandte Spender mit HLA-Kompatibilität in den 10 untersuchten Genloci gefunden. 

7 MF und 9 AML Patienten erhielten Transplantate von nicht verwandten Spendern 

mit partieller Übereinstimmung der untersuchten HLA-Merkmale. 

 
 

3.1.3 Engraftment 
 
Die Ergebnisse der Daten bezüglich des Neutrophilen als auch des Thrombozyten 

Engraftments sind im Folgenden in Form von Kurven nach Kaplan-Meier-

Schätzungen angegeben, wobei die kumulative Inzidenz, d.h. die Wahrscheinlichkeit 

für das Auftreten des Ereignis „Engraftment“ gegenüber der Zeit aufgetragen ist. Die 

Patienten, die bereits vor Ende des Untersuchungszeitraumes ohne Eintreten eines 

Ereignisses ausgeschieden sind, wurden zensiert, d.h. sie wurden in der Berechnung 

der Inzidenz bis zu diesem Zeitpunkt mitberücksichtigt und für die weiteren 

Zeitpunkte ausgeschlossen.  
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3.1.3.1 Neutrophilen Engraftment 
 
Die frühe Regeneration der neutrophilen Granulozyten (ANC > 0,5 x 109/L) bei 

Patienten mit MF wurde im Mittel an Tag 23 (Spanne 11-48 Tage) und bei Patienten 

mit AML an Tag 17 (Spanne 10-23 Tage) erreicht. In Abb. 3A ist die kumulative 

Inzidenz des frühen Engraftments dargestellt, wobei sich ein signifikanter 

Unterschied zwischen den Erkrankungen zeigt (p<0,01). MF Patienten erreichten das 

späte Neutrophilen Engraftment (ANC > 2 x 109/L ) im Durchschnitt an Tag  35 

(Spanne 13-65 Tage) und AML Patienten an Tag 25 (Spanne 12-55 Tage). Die 

kumulative Inzidenz eines verzögerten Engraftments zeigte sich mit 30% bei MF 

Patienten deutlich höher als bei Patienten mit AML (7%) (p<0,01). 

 

 
 
Abb. 3 Kumulative Inzidenz des frühen (A) und späten (B) Neutrophilen Engraftments 
Sowohl das frühe als auch das späte Neutrophilen Engraftment bei MF Patienten zeigen 
einen signifikant verzögerten Verlauf im Vergleich zu AML Patienten (p<0,01) 
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3.1.3.2 Thrombozyten Engraftment 
 
Die durchschnittliche Dauer bis zum Erreichen der Schwelle des frühen 

Thrombozyten Engraftments (Plt > 20 x 109/L) betrug 31 Tage (Spanne 9-92 Tage) 

bei den MF Patienten und 23 Tage (Spanne 11-55 Tage) bei Patienten mit AML. In 

der Kaplan-Meier-Analyse zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Erkrankungen (p=0,09; Abb. 4A). Das späte Thrombozyten Engraftment wurde bei 

den MF im Mittel nach 33 Tagen (Spanne 11-96 Tage) und bei AML Patienten nach 

27 Tagen (Spanne 12-73 Tage) erreicht. Die kumulative Inzidenz eines verzögerten 

späten Thrombozyten Engraftments zeigte sich mit 56% bei MF Patienten deutlich 

höher als bei Patienten mit AML (23%) (p=0,01; Abb. 4B). 

 

 
Abb. 4 Kumulative Inzidenz des frühen (A)  und späten (B) Thrombozyten 
Engraftments  
Das frühe als Thrombozyten Engraftment bei MF Patienten zeigte keinen signifikant 
verzögerten Verlauf im Vergleich zu AML Patienten (p=0,09), hingegen bestand beim späten 
Thrombozyten Engraftment ein signifikanter Unterschied im Verlauf (p=0,01) 
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3.1.3.3 Graft failure 
	
  
Ein GF trat nur bei Patienten mit MF auf. Ein primäres GF ereignete sich bei 2 (6%) 

der MF Patienten, sodass diese an Tag 39 bzw. 106 retransplantiert  werden 

mussten. Bei 5 (16%) der Patienten trat im Verlauf ein sekundäres GF auf. Diesen 

Patienten wurden erneut PBSZ transfundiert (sog. „stemcell boost“). Eine Übersicht 

der Patienten mit GF zeigt die Tabelle 4. 

 
 

Primäres Graft-failure 
  

 
Konditionierung 

 
HLA-

Kompatibilität 

 
AB0-Blutgruppen-

differenz 

 
Milzgröße 

(cm) 
 
Patient # 1 

 
RIC 

 
MNV 

 
ident 

 
> 20 

 
Patient # 2 

 
RIC 

 

 
MMNV 

 
minor mismatch 

 
11 

 
Sekundäres Graft-failure 
 
Patient # 1 

 
MAC 

 
MNV 

 
major mismatch 

 
26 

 
Patient # 2 

 
RIC 

 
MNV 

 
major mismatch 

 
40 

 
Patient # 3 

 
RIC 

 
MV 

 
ident 

 
28 

 
Patient # 4 

 
RIC 

 
MNV 

 
major mismatch 

 
20 

 
Patient # 5 

 
RIC 

 
MV 

 
major mismatch 

 
Splenektomie 

 
Tab. 4 Patientencharakteristik von MF Patienten mit primärem bzw. sekundärem GF 
MAC: myeloablative conditioning, RIC: reduced-intensity conditioning, MV: matched 
verwandt, MNV: matched nicht verwandt, MMNV: mismatched nicht verwandt 
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3.1.4 Analyse von Engraftment beeinflussenden Faktoren 
	
  

3.1.4.1 HLA-Kompatibilität 
	
  
Zunächst wurde der Einfluss der HLA-Kompatibilität zwischen Spender und 

Empfänger auf das Neutrophilen und Thrombozyten Engraftment bei Patienten mit 

MF (Abb.5) und AML (Abb.6) untersucht. 

Bei der Analyse der Auswirkung der HLA-Kompatibilität auf das Neutrophilen 

Engaftment zeigte sich weder für den Zeitpunkt des frühen, noch für den Zeitpunkt 

des späten Engraftments ein signifikanter Unterschied in den untersuchten Gruppen. 

Für das späte Engraftment ist jedoch ein eindeutiger Trend zu schnellerem 

Engraftment bei verwandten HLA-kompatiblen Transplantationen ersichtlich (Abb. 

5B). 

 

	
  
 
Abb. 5 Kumulative Inzidenz des frühen (A) und späten (B) Neutrophilen Engraftments 
in Abhängigkeit von der HLA-Kompatibilität bei Patienten mit MF 
match+nv: HLA-kompatible Transplantation von nicht verwandtem Spender 
mismatch+nv: inkomplette Übereinstimmung der HLA-Merkmale bei nicht verwandtem 
Spender. Es zeigte sich weder für das frühe noch für das späte Engraftment ein signifikanter 
Unterschied im Vergleich der o.g. Gruppen bei Patienten mit MF. Für das späte Engraftment 
ist jedoch ein Trend zu schnellerem Engraftment bei verwandten HLA-kompatiblen 
Transplantationen zu erkennen.  
 
 

A 

!
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Bei den AML Patienten konnte im log-rank Test ein signifikanter Unterschied sowohl 

beim frühen (p<0,01), als auch beim späten (p<0,01) Neutrophilen Engraftment 

festgestellt werden bei Transplantationen von einem verwandten, HLA-kompatiblen 

Spender gegenüber nicht verwandten bzw. nicht vollständig HLA-kompatiblen 

Spendern. 

 

 
Abb. 6 Kumulative Inzidenz des frühen (A) und späten (B) Neutrophilen Engraftments 
in Abhängigkeit von der HLA-Kompatibilität bei Patienten mit AML 
match+nv: HLA-kompatible Transplantation von nicht verwandtem Spender 
mismatch+nv: inkomplette Übereinstimmung der HLA-Merkmale bei nicht verwandtem 
Spender. Es zeigte sich sowohl für das frühe, als auch für das späte Engraftment ein 
signifikanter Unterschied im Vergleich der o.g. Gruppen bei Patienten mit AML (p<0,01). 
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3.1.4.2 Milzgröße 
 

Als weiterer Risikofaktor wurde der Einfluss der Milzgröße auf das Neutrophilen und 

Thrombozyten Engraftment untersucht. 

Sowohl Patienten, die vor der Transplantation splenektomiert wurden, als auch die 

Patientengruppe mit einer Milzgröße die kleiner als der Median war (21cm im 

Durchmesser), zeigten im Vergleich zu den Patienten mit stark vergrößerter Milz 

(>Median) ein signifikant früheres Engraftment (p=0,01 bzw. p=0,03). Für das späte 

Engraftment konnte kein signifikanter Unterschied bezüglich der Milzgröße 

nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch ein Trend zu früherem Engraftment bei 

splenektomierten Patienten im Vergleich zu Patienten mit stark vergrößerter Milz 

(p=0,1). 

 

 
 
Abb.7 Kumulative Inzidenz des frühen (A) und späten (B) Neutrophilen Engraftments 
in Abhängigkeit von der Milzgröße bei Patienten mit MF 
Das frühe Neutrophilen Engraftment zeigte einen signifikant verzögerten Verlauf bei 
Patienten mit stark vergrößerter Milz im vergleich zu splenektomierten Patienten. Das späte 
Neutrophilen Engraftment zeigte keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Milzgröße 
 
 

 

Bei der Analyse des der Auswirkung der Milzgröße auf das frühe Thrombozyten 

Engaftment zeigte sich lediglich ein Trend (p=0,1) im Vergleich sowohl der 

splenektomierten Patienten, als auch der Patienten mit kleinerer Milz zu den 
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Patienten mit stark vergrößerter Milz. Für das späte Thrombozyten Engraftment 

konnte kein Unterschied bezüglich der Milzgröße nachgewiesen werden. Hingegen 

ergab sich ein signifikanter Unterschied in der kumulativen Inzidenz zwischen den 

splenektomierten Patienten und den Patienten mit leicht bzw. stark vergrößerter Milz 

(p=0,03 bzw. p=0,02). 

 

 
Abb. 8 Kumulative Inzidenz des frühen (A)  und späten (B) Thrombozyten 
Engraftments in Abhängigkeit von der Milzgröße bei Patienten mit MF 
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im frühen Thrombozyten Engraftment 
hinsichtlich der Milzgröße, beim späten Thrombozyten Engraftment stellte sich ein 
signifikanter Unterschied zwischen den splenektomierten Patienten und den Patienten mit 
sowohl geringgradiger als auch höhergradiger Splenomegalie heraus (p=0,03 bzw. p=0,02) 
 
	
  
Die Milzgröße im kurzfristigen Verlauf nach der Transplantation wurde bei 19 

Patienten dokumentiert und konnte ausgewertet werden. Der Zeitraum der 

Untersuchung fand in einem Zeitraum von 2-4 Monaten nach Transplantation statt. 

Durchschnittlich zeigte sich eine Größenregredienz von 5,4 cm (Spanne 0,3-13 cm). 

	
  

3.1.4.3 Weitere untersuchte Faktoren 
 

Es wurden weitere Faktoren untersucht wie das Patientenalter, die 

Blutgruppendifferenz zwischen Spender und Empfänger, die Anzahl an 

transfundierten CD34+ Zellen sowie das Auftreten einer GvHD mit der Fragestellung, 
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ob diese Faktoren ein verzögertes oder fehlendes Engraftment bewirken können.  

Bei den MF Patienten wurden zusätzlich der Grad der Fibrose und die Anzahl an 

peripheren Blasten vor Transplantation auf den Zusammenhang mit dem verzögerten 

Engraftment untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab.5 zusammengestellt. Es ergab 

sich für keinen der untersuchten Faktoren eine signifikanter Auswirkung auf das 

frühe oder das späte Engraftment. 

 

  
MF 

 

 
AML 

Frühes 
Engraftment 

Spätes 
Engraftment 

Frühes 
Engraftment 

Spätes 
Engraftment 

 
Patientenalter  
>55 Jahre vs. < 55 
Jahre 

 
0,15 

 
0,69 

 
0,38 

 
0,39 

 
ABO 
Blutgruppendifferenz 
 

 
0,54 

 
0,88 

 
0,63 

 
0,43 

 
Anzahl 
transfundierter Zellen 
<6 x 106 vs. >6 x 106 
pro kg KG 

 
0,08 

 
0,84 

 
0,88 

 
0,45 

 
Knochenmarkfibrose  
(nach Bauermeister) 

 
0,23 

 
0,18 

 
n.a. 

 
n.a. 

 
Anzahl peripherer 
Blasten 
<1% vs.  
1-10% vs. >10% 

 
0,54 

 
0,9 

 
n.d. 

 
n.d. 

 
GvHD 
keine vs. aufgetreten 

 
0,74 

 
0,06 

 
0,22 

 
0,76 

 
GvHD 
Grad I / II vs.         
Grad III / IV 

 
0,37 

 
0,12 

 
0,14 

 
0,41 

 
Tab. 5 Weitere untersuchte Parameter und deren Zusammenhang mit der Dauer des 
Engraftments 
Werte geben die p-Werte an im Vergleich der Gruppen untereinander. (Ermittelt mit dem log-
rank-test) 
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3.1.5 Transfusionsbedarf 
	
  

Das verzögerte Engraftment spiegelt sich auch in dem erhöhten Bedarf an 

Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten wider. Der durchschnittliche Bedarf an 

Transfusionen war sowohl an Tag 28 als auch an Tag 100 bei MF Patienten 

signifikant höher als bei Patienten mit AML (12,2±1,1 und 20,7±2,7 vs. 6,6±0,6 und 

9,1±1.0; p<0,05). Auch zeigte sich ein signifikant höherer Bedarf an 

Thrombozytenkonzentraten bei Patienten mit MF im Verlauf nach der Transplantation 

(11,5±1,3 und 18,8±3,2 vs. 7,7±0,8 und 10.3±1.4; p<0,05) 

 

 
Abb. 9 Anzahl an transfundierten Erythrozyten- (A) bzw. Thrombozytenkonzentraten 
(B) bei Patienten mit MF und AML bis Tag 28 und Tag 100 nach Transplantation 
Angegeben sind Mittelwerte ± SD  
Der durchschnittliche Bedarf an Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten war sowohl 
an Tag 28 als auch an Tag 100 nach Transplantation bei MF Patienten signifikant höher als 
bei Patienten mit AML (p<0,05).  
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3.1.6 Gesamtüberleben und Mortalität 
 

Der Verlauf der Patienten wurde in einem Zeitraum von 24 Monaten nach 

Transplantation ausgewertet und es ergab sich ein 2-Jahres-Gesamtüberleben 

(Overall-survival, OS) von 54% (95% CI, 36-72) bei den Patienten mit MF und 58% 

(95% CI, 41-76) bei Patienten die aufgrund einer AML transplantiert wurden 

(Abb.10).  

Insgesamt sind 14 MF Patienten in den ersten 2 Jahren nach der Transplantation 

verstorben, wobei ein Patient nach primärem GF verstarb, 7 Patienten an 

Infektionen, 1 Patient an diffuser Lungenblutung, 2 Patienten an Organversagen, 2 

Patienten an GvHD und 1 Patient am Rezidiv und Übergang in eine AML. In der 

Gruppe der AML Patienten verstarben insgesamt 13 Patienten im Verlauf der ersten 

zwei Jahre. 6 Patienten verstarben in Folge eines Rezidivs, 3 Patienten an GvHD, 3 

Patienten an Organversagen und 1 Patient an einer Infektion. 

Die NRM nach zwei Jahren betrug bei MF Patienten 42% (95% CI, 18-60) und lag 

bei den AML Patienten bei 23% (95% CI, 7-40). 

 

 
	
  
	
  
	
  

	
  

 
 
 
 
 
 
Abb. 10 Overall survival der 
Patienten mit MF und AML bei einem 
Beobachtungszeitraum von 2 Jahren 
Es zeigte sich kein signifikanter 
Unterschied im Vergleich der o.g. 
Gruppen. 
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3.2 Experimentelle Daten 
	
  

3.2.1 Messung der Clearance von Stammzellen aus dem PB nach Transplantation 
	
  

Es wurden jeweils 5 Patienten mit MF und AML analysiert, welche zuvor mit einem 

auf Fludarabin basierendem RIC-Regime konditioniert wurden. Je 4 Patienten 

erhielten ihr Transplantat von unverwandten, HLA-kompatiblen Spendern. Ein MF 

Patient wurde nicht vollständig kompatibel transplantiert und ein AML Patient erhielt 

das Transplantat von einem HLA-kompatiblen Geschwisterspender. Das mediane 

Alter der Patienten mit MF betrug zum Zeitpunkt der Transplantation 64 Jahre (47-

71, x̅  60 Jahre) und das der Patienten mit AML 48 Jahre (38-61, x̅ 49 Jahre).	
  

	
  

 
MF 

 
Alter 

(Jahre) 

 
Ge- 

schlecht 

 
Gewicht 

(kg) 

 
Dauer 
der Tx 
(min) 

 
Anzahl 

transfundierter 
Zellen x 106/kgKG 

 
Milz-
größe 
(cm) 

 
# 1 

 
71 

 
M 

 
86 

 
47 

 
4,35 

 
19 

 
# 2 

 
48 

 
M 

 
90 

 
10 

 
5,7 

 
23,3 

 
# 3 

 
64 

 
M 

 
80 

 
50 

 
8,03 

 
15 

 
# 4 

 
50 

 
W 

 
60 

 
20 

 
8,02 

 
19 

 
# 5 

 
68 

 
W 

 
60 

 
84 

 
7,6 

 
17 

 
AML 

 

      

 
# 1 

 
38 

 
W 

 
76 

 
40 

 
6,07 

 
11,6 

 
# 2 

 
47 

 
M 

 
74 

 
60 

 
4,32 

 
15,3 

 
# 3 

 
61 

 
M 

 
72 

 
35 

 
7,6 

 
n.a. 

 
# 4 

 
54 

 
W 

 
67 

 
60 

 
4,59 

 
13,5 

 
# 5 

 
43 

 
M 

 
71 

 
47 

 
7,49 

 
9 

	
  
Tab. 6 Übersicht über Transplantationsdaten bezüglich der Messung der Clearance 
von CD34+ und CD34+CD38- Zellen aus dem PB bei Patienten mit MF und AML 
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Um das Homing-Verhalten zu untersuchen, wurden bei den Patienten kurz vor der 

Transplantation sowie zu definierten Zeitpunkten danach die Anzahl an CD34+ und 

CD34+CD38- Zellen im PB bestimmt. 

Abb. 11 zeigt repräsentativ die FACS-Profile eines Patienten über den zeitlichen 

Verlauf.  

 

 
Abb. 11 FACS Profile zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs der CD34+CD38- Zellen im 
PB zu definierten Zeitpunkten nach Transplantation 
Dargestellt sind die Ergebnisse der FACS-Messung in Form von dotplots von vier 
ausgewählten Zeitpunkten der Verlaufsmessung eines Patienten. Deutlich wird hierbei die 
rasche Abnahme der Zahl von im PB zirkulierenden CD34+CD38- Zellen im zeitlichen 
Verlauf. 
 

3.2.1.1 Clearance der CD34+ Zellen aus dem PB 
 

Abb. 12 zeigt die Ergebnisse aller Verlaufsmessungen der CD34+ Zellen. Bereits 

nach 40 min waren mehr als 75% der transplantierten Zellen nicht mehr im PB 

nachweisbar. Es zeigte sich jedoch eine signifikant unterschiedliche Anzahl an Zellen 

zwischen den beiden Erkrankungen zugunsten der AML in der frühen Phase nach 
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der Transplantation. So zirkulierten nach 10, 20 und 40 min 1475±244, 1066±127 

und 456±61 CD34+ Zellen/ml Blut bei Patienten mit AML, bei Patienten mit MF 

hingegen 682±186, 489±162 und 306±81 Zellen zu gleichen Zeitpunkten (p<0,05). 

Nach 6 Stunden konnte kein Unterschied mehr nachgewiesen werden (89±23 

Zellen/ml bzw. 103±35 Zellen/ml, p>0,05) und zu späteren Zeitpunkten kehrte sich 

das Verhältnis um, mit einem Trend zu mehr zirkulierenden Zellen bei Patienten mit 

MF. Nach 22 Stunden konnten noch 27±12 bzw. 11±2 CD34+ Zellen/ml und nach 3-5 

Tagen 24±10 bzw. 10±3 CD34+ Zellen/ml bei den Patienten mit MF bzw. AML 

nachgewiesen werden. 

 

 
 
Abb. 12 Messung der Clearance von CD34+ Zellen aus dem PB nach Transplantation 
Angegeben sind Mittelwerte ± SD, *p<0,05, ns: nicht signifikant 
Dargestellt sind die gemittelten Ergebnisse aller Verlaufsmessungen der Patienten mit MF 
sowie mit AML, aufgetragen gegen die Zeitpunkte der Blutentnahme. 
Es zeigte sich eine signifikant höhere Anzahl an zirkulierenden CD34+ Zellen im PB bei 
Patienten mit AML in der frühen Phase nach der Transplantation. Zu späteren Zeitpunkten 
kehrte sich das Verhältnis um, mit einem Trend zu mehr zirkulierenden Zellen bei Patienten 
mit MF. 
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3.2.1.2 Clearance der CD34+ CD38- Zellen aus dem PB 
 
Um die Frage zu klären, ob sich die gleichen Unterschiede im Homing-Verhalten 

auch bei den unreiferen Vorläuferzellen zeigen, wurde zusätzlich die Anzahl an 

CD34+CD38- Zellen im PB der Patienten gemessen (Abb. 13). Verglichen mit der  

Anzahl der CD34+ Zellen, zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen, lediglich ein Trend zu höheren 

Zellzahlen an früheren Zeitpunkten. Es ließ sich zudem nachweisen, dass nach 10, 

20 und 40 Minuten der Anteil an CD34+CD38- Zellen an der Gesamtanzahl an CD34+ 

Zellen etwa 3,5 fach höher bei Patienten mit MF gegenüber AML Patienten war.  

 

 
 
Abb. 13 Messung der Clearance von CD34+CD38-Zellen aus dem PB nach 
Transplantation 
Angegeben sind Mittelwerte ± SD, ns: nicht signifikant 
Dargestellt sind die gemittelten Ergebnisse aller Verlaufsmessungen der Patienten mit MF, 
sowie der Patienten mit AML, aufgetragen gegen die Zeitpunkte der Blutentnahme. 
Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
Patientengruppen, lediglich ein Trend zu einer höheren Anzahl an zirkulierenden 
CD34+CD38- Zellen zu früheren Zeitpunkten. 
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3.2.2 Colony forming cells (CFC) assay 
 

Da die Anzahl an CD34 und CD38 exprimierenden Zellen nur eine eingeschränkte 

Aussage bezüglich des biologischen Potenzials der SZ zulässt, wurde die Anzahl an 

koloniebildenden Zellen mit Hilfe eines CFC Assays bestimmt. In Abb. 14 sind 

exemplarisch zwei Kolonien der CFC Assays nach zweiwöchiger Inkubation 

abgebildet. Abb. 15 zeigt die Ergebnisse der mikroskopisch ausgezählten und über 

alle Patienten gemittelten Zellkulturen. Wie bereits bei der Auswertung der Clearance 

von CD34+CD38- Zellen, zeigte sich auch hier zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen. Zu späteren Zeitpunkten nach 

der Transplantation zeigt sich jedoch ein Trend zu einer höheren Anzahl an CFC im 

PB von Patienten mit MF. 

 

	
  
Abb. 14 Lichtmikroskopische Bilder von Zellkolonien eines CFC Assays. 
Dargestellt ist ein Beispiel aus der weißen Zellreihe (A: GM-CFU, granulocyte-macrophage 
colony forming unit) und der roten Zellreihe (B: E-BFU, erythroid burst-forming unit) eines 
CFC Assays nach zweiwöchiger Inkubation. 
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Abb. 15 Auszählung von Zellkolonien nach zweiwöchiger Inkubation der CFC Assays 
Dargestellt sind die gemittelten Ergebnisse der Auszählung von Zellkolonien der CFC 
Assays der Patienten mit MF, sowie der Patienten mit AML, aufgetragen gegen die 
Zeitpunkte der Blutentnahme. 
Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
Patientengruppen. 
 
	
  

3.2.3 Analyse von OPN Rezeptoren auf Stammzellen aus dem PB 
 

Das erfolgreiche Homing und Lodgement der transplantierten SZ wird ermöglicht 

durch die Expression bestimmter Adhäsionsmoleküle auf den Endothelzellen sowie 

bestimmter Knochenmatrixproteine, wie unter anderem dem OPN. OPN findet sich 

vor allem im Endost und wird von Osteoblasten und Osteoklasten im KM gebildet. 

Um das OPN wiederum binden zu können, bedarf es der Expression der Integrine 

α9β1, α4β1 (CD49d) und CD44 auf der Oberfläche der HSZ. Das Ergebnis der 

durchflusszytometrischen Messung dieser Oberflächenmoleküle zeigt Abb. 16 

exemplarisch anhand eines Patienten. Insgesamt konnte auf mehr als 99% der 

CD34+ und CD34+CD38- Zellen die Expression von CD44 und CD49d nachgewiesen 

werden. Weiterhin exprimieren 93.6±3% der CD34+ Zellen und 87.5±6% der 

CD34+CD38- Zellen das Integrin α9β1. 
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Abb. 16 Expression von OPN Rezeptoren auf PBSZ 
Dargestellt ist die mittels durchflusszytometrischer Analyse gemessene Expression der OPN 
Rezeptoren α9β1, α4β1 (CD49d) und CD44 auf HSZ eines gesunden Spenders. 
 
 

3.2.4 Immunhistochemische Färbungen  
 

Wie bereits unter Punkt 1.4 beschrieben, bedarf es für ein erfolgreiches Homing 

zunächst der Interaktion der zirkulierenden HSZ mit den Endothelzellen der Gefäße 

im KM. Dies wird ermöglicht durch die Expression von Adhäsionsmolekülen wie 

ICAM-1 und VCAM -1 auf den Endothelzellen, welche an die spezifischen 

Rezeptoren auf den HSZ  binden. Weiterhin müssen für die Rekrutierung  und 

Verankerung der HSZ im KM bestimmte Chemokine wie CXCL12 (SDF-1) und OPN 

von den Zellen im KM-Stroma exprimiert werden.  

Bereits in den Vorversuchen (siehe Punkt 3.2.4) konnte gezeigt werden, dass die für 

das Homing benötigten OPN Rezeptoren auf den HSZ im PB exprimiert werden.  Die 

immunhistochemischen Färbungen sollten nun die Frage klären, ob sich ein 

Unterschied zeigt in der Expression von  ICAM-1, VCAM-1, CXCL12 und OPN im KM 
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von Patienten mit MF im Vergleich zu Patienten mit gesunden KM. Abb. 17 zeigt 

repräsentativ das Ergebnis jeweils einer Färbung an gesundem und an fibrosiertem 

KM. In der semiquantitativen Auswertung der Schnittpräparate unter dem Mikroskop 

konnte kein Unterschied in der Expression von ICAM-1, CXCL12 und OPN zwischen 

den Vergleichsgruppen nachgewiesen werden. Hingegen zeigte sich eine deutlich 

abgeschwächte Färbung von VCAM-1 in den fibrosierten KM Proben von Patienten 

mit MF im Vergleich zu gesundem KM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	
  
	
  
	
  

57 

 
Abb. 17 Knochenmarkbiopsien von Patienten mit fibrosierten und nicht fibrosierten 
KM. Es wurde mit spezifischen Antikörpern gegen SDF-1, OPN, VCAM-1 und ICAM-1 bzw. 
der entsprechenden Isotypkontrolle  gefärbt und im Durchlichtmikroskop analysiert. Nur bei 
den Präparaten die mit anti-VCAM-1 AK gefärbt wurden zeigte sich ein deutlicher 
Unterschied in der Expression zwischen fibrosierten und nicht-fibrosierten KM. 

Fibrosiertes KM Gesundes KM 

Isotype 

ICAM-1 

SDF-1 

OPN 

VCAM-1 



	
  
	
  
	
  

58 

 

4. Diskussion 
 

Die allogene SZT stellt für Patienten mit MF bisher den  einzigen kurativen 

Therapieansatz dar. Bei einem Teil der Patienten kommt es zu einem verzögerten 

Anwachsen (Engraftment) der transplantierten HSZ im KM und in einigen Fällen 

sogar zu einem Versagen des Transplantats (Graft failure), was zu der nicht 

unerheblichen Morbidität und  transplantations-assoziierten Mortalität dieser 

Therapie beiträgt. In der Klinik und Poliklinik der Inneren Medizin III wurde besonders 

bei Patienten mit MF eine Verzögerung des Engraftments und ein vermehrtes GF 

nach Transplantation beobachtet. Durch eine Gegenüberstellung des 

Patientenkollektivs von MF Patienten mit  einer Vergleichsgruppe von Patienten mit 

AML konnte diese klinische Beobachtung im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden. 

So zeigten sich sowohl beim frühen als auch beim späten Neutrophilen Engraftment 

signifikante Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen. Weiterhin konnte bei den 

Thrombozytenzahlen ein Trend zu langsamerer Regeneration und im Verlauf ein 

signifikanter Unterschied beim späten Thrombozyten Engraftment bei Patienten mit 

MF im Vergleich zur AML beobachtet werden. Generell trat ein GF nur bei Patienten 

mit MF auf. Ein primäres GF ereignete sich bei 2 (6%) der MF Patienten und bei 5 

(16%) kam es im Verlauf zu einem sekundären GF. In einer großen Multicenterstudie 

von Olsen et al. wurden die Ergebnisse der SZT verschiedener hämatologischer 

Erkrankungen eingeschlossen, wobei lediglich bei 0,6% der Patienten ein primäres 

GF und bei 5% der Patienten ein sekundäres GF auftrat.28 Hingegen zeigten 

mehrere Arbeiten, welche nur Patientengruppen untersuchten, die aufgrund einer MF 

eine SZT erhielten, eine deutlich häufigere Inzidenz für das Auftreten eines GF von 

>10%.29 30 

Als eine mögliche Ursache wurde bereits mehrfach ein Zusammenhang zwischen 

dem GF und der HLA-Kompatibilität von Spender und Empfänger beschrieben.28,23 In 

den bisherigen Arbeiten wurde der Verlauf nach allogener SZT  bei verschiedenen 

hämatologischen Erkrankungen untersucht, wobei sich jeweils das beste outcome 

bei HLA-kompatiblen Geschwisterspendern zeigte. Bei Transplantationen von nicht 

verwandten Spendern ist das outcome umso schlechter, je größer die Anzahl der 
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Fehlpaarungen bezüglich der Genloci ist. Der jeweilige Einfluss der einzelnen HLA-

Genloci konnte jedoch bisher nicht eindeutig geklärt werden. In einer aktuellen 

prospektiven Multicenter-Studie zur SZT bei MF wurden die Patienten in zwei 

Gruppen unterteilt in Abhängigkeit davon, ob sie mit dem Stammzellspender 

verwandt oder nicht verwandt waren. Primäres GF wurde bei 3% der verwandten und 

bei 24% der nicht-verwandten Patienten beobachtet, sekundäres GF bei 3% bzw. 

12% der Patienten.50 Es zeigte sich jedoch bei den nicht-verwandten 

Transplantationen kein Unterschied zwischen HLA-kompatiblen Spendern und 

unvollständig kompatiblen Spendern. Auch in der Studie von Robin et al. konnte der 

Vorteil der HLA-kompatiblen Geschwisterspende gegenüber der inkompatiblen 

Spende hinsichtlich des Engraftments gezeigt werden.30 Bei dem Patientenkollektiv, 

welches in dieser Arbeit analysiert wurde, konnte lediglich ein Trend zu schnellerem 

Engraftment bei bestehender Verwandtschaft von Spender und Empfänger 

nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied in der Transplantation 

von nicht verwandten Spendern, die HLA-kompatibel oder unvollständig kompatibel 

transplantiert wurde. Eine mögliche Ursache hierfür liegt möglicherweise in der 

Größe der untersuchten Gruppe an Patienten mit MF. Auch wenn bisher der 

Zusammenhang zwischen dem verzögerten Engraftment und GF in Bezug auf die 

HLA-Kompatibilität nicht abschließend geklärt werden konnte, ist in Hinblick auf das 

langfristige outcome nach Transplantation die Übereinstimmung von HLA-Merkmalen 

zwischen Spender und Empfänger von besonderer Bedeutung. So zeigten Kröger et 

al, dass sowohl die kumulative Inzidenz der therapiebedingten Mortalität nach einem 

Jahr signifikant höher war bei Patienten, die mit einem HLA-Mismatch vom 

unverwandten Spender transplantiert wurden, als auch das Gesamtüberleben nach 

HLA-Mismatch-Transplantation geringer ist.25  

 

Für die MF kennzeichnend ist die teils massive Splenomegalie. Die Sequestration 

von PBSZ in der vergrößerten Milz bewirkt möglicherweise ein verzögertes 

Engraftment oder sogar ein GF. Im Rahmen der myeloablativen Konditionierung 

berichtet eine Studie über ein schnelleres Engraftment bei Patienten, die nach 

Splenektomie transplantiert wurden.51 Auch Kröger et al. berichten über die Rolle der 

Splenektomie vor dosisreduzierter Konditionierung von einen Trend zu rascherem 

Engraftment.25 In einer kleineren Studie mit 10 Patienten, wurde die Auswirkung der 
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Splenomegalie auf das Engraftment untersucht. Bei allen Patienten wurde ein 

Engraftment der transplantierten Zellen erreicht, es zeigte sich jedoch bei 5 Patienten 

mit stark vergrößerter Milz ein verzögertes Neutrophilen Engraftment. Weiterhin 

wiesen 2 der 5 Patienten ein verzögertes Thrombozyten Engraftment auf.52 In 

Übereinstimmung dazu zeigte sich bei Analyse der Patienten im Rahmen dieser 

Arbeit ein signifikante Verzögerung des Engraftments bei Patienten mit stark 

vergrößerter Milz gegenüber splenektomierten Patienten bzw. Patienten, deren Milz 

kleiner als der Median waren. Bei der Auswirkung der Milzgröße auf das frühe 

Thrombozyten Engaftment ließ sich lediglich ein Trend zur Verzögerung bei starker 

Milzvergrößerung nachweisen. Interessanterweise wurden keine Unterschiede im 

späten Neutrophilen und Thrombozyten Engraftment bezüglich der Milzgröße 

gefunden, es zeigte sich jedoch ein Trend zu früherem Engraftment bei 

splenektomierten Patienten im Vergleich zu Patienten mit stark vergrößerter Milz. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die deutlich vergrößerte Milz  

negativ auf das Engraftment nach Transplantation auswirkt. 

Der Einfluss der Milz auf die Verteilung der neutrophilen Granulozyten wurde in 

einem Tiermodel mit Ratten mit variierenden Milzgrößen untersucht. Es konnte 

hierbei beobachtet werden, dass ein Teil der Neutrophilen in der Milz gepoolt werden 

und mit zunehmender Splenomegalie der Anteil an zirkulierenden Neutrophilen 

vermehrt in den Milz-Pool verschoben wird. Bei der Untersuchung der Tiere mit 

massiver Splenomegalie befanden sich bis zu 50% der gesamten Neutrophilen in der 

Milz.53 Diese Befunde legen nahe, dass eine mögliche Ursache des verzögerten 

Anstiegs der Neutrophilenzahl nach Transplantation bei Patienten mit MF im Pooling 

von Neutrophilen in der Milz besteht. Eine Splenektomie zur Verbesserung des 

Engraftments stellt jedoch aufgrund der hohen Mortatiltät keine Option dar und sollte 

weiterhin nur bei klinischen Komplikationen in Erwägung gezogen werden. Weiterhin 

ist die Milz ein wichtiges Immunorgan und spielt eine große Rolle in der 

Immunrekonstitution nach Transplantation. Eine mögliche Alternative zur 

Splenektomie zur Verbesserung des Engraftments besteht in der Anwendung der 

JAK-Inhibitoren. In der von Vertovsek und Kollegen durchgeführten Studie zu JAK-

Inhibitoren zeigte, unabhängig vom JAK-2-Mutationsstatus, bei 52% der behandelten 

Patienten eine Verkleinerung der Milz um mehr als 50%.54 Durch den Einsatz dieser 

Medikamente vor der Transplantation ließen sich somit nicht nur die 
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krankheitsbedingt konstitutionellen Symptome der Patienten reduzieren, sondern 

ebenfalls die Engraftmentchancen vor allem für Patienten mit massiver 

Splenomegalie verbessern.  

In der Studie von Olsson et al. wurde als weiterer möglicher Einflussfaktor auf das 

Engraftment die Übereinstimmung bezüglich der AB0-Blutgruppe zwischen Spender 

und Empfänger diskutiert.28 In der univariaten Analyse zeigte sich hier ein 

signifikanter Unterschied zwischen einer Major- und Minor-

Blutgruppeninkompatibilität und blutgruppenkompatiblen Transplantationen. Zuvor 

wurde der gleiche Zusammenhang bereits in anderen Arbeiten untersucht, in denen 

der Einfluss der Blutgruppenkompatibilität auf die Häufigkeit des GF nach 

myeloablativer Konditionierung analysiert wurde.32 55 Stussi et al. fanden jedoch 

keinen Zusammenhang zwischen verzögertem Neurophilen bzw. Thrombozyten 

Engraftment  und der AB0 Blutgruppenkompatibilität. In der Studie von Remberger et 

al. hingegen wurde eine erhöhte Inzidenz des GF bei Transplantationen von nicht 

verwandten Spendern beschrieben, die mit einem AB0-Major-Mismatch transplantiert 

wurden. Es wurde jedoch keine Aussage zu dem Engraftmentverlauf der Patienten 

gemacht. Bei der Analyse des Engraftmentverlaufs der Patienten dieser Arbeit zeigte 

sich weder bei Patienten mit MF noch bei Patienten mit AML ein Zusammenhang von 

verzögertem Engraftment und der Blutgruppenkompatibilität. Einen Hinweis auf den 

Einfluss der Blutgruppenkompatibilität lässt lediglich der hohe Anteil an MF Patienten 

mit einem Major-Mismatch bei den sekundären graft failure (4 von 5 Patienten) zu. 

Dieses Ergebnis muss jedoch aufgrund der geringen Patientenzahlen kritisch 

beurteilt werden. 

Der Grad der Fibrose des KM stellt einen möglichen negativen Einflussfaktor 

hinsichtlich des Engraftments dar. Im Verlauf der Erkrankung wird die Hämatopoese  

immer stärker von einem dichten Netzwerk aus groben kollagenen Faserbündeln 

verdrängt. Es kommt zudem zu einer Verstärkung der Trabekel und einem diffusen 

Knochengeflechtwachstum. So besteht die Möglichkeit, dass die starke Fibrosierung 

eine Veränderung der Stammzellnische bewirkt, in der das Homing und Anwachsen 

der transplantierten Zellen erschwert ist. In der Auswertung der Patientendaten im 

Rahmen dieser Arbeit ließ sich jedoch kein Zusammenhang zwischen dem 

Fibrosegrad und dem Verlauf des Engraftments bei MF Patienten feststellen. In der 

Literatur wurde bereits mehrfach ein rascher Rückgang der KM Fibrose nach 



	
  
	
  
	
  

62 

erfolgreicher Stammzelltransplantation beschrieben.56 25 57 Thiele et al konnten 

zeigen, dass es 6 Monate nach myeloablativer Therapie und anschließender 

Transplantation zur kompletten Regression der Fibrose bei den untersuchten 

Patienten kam. Kröger et al untersuchten ein Patientenkollektiv nach reduziertem 

Konditionierungsschema mit der gleichen Fragestellung. Es wurde hierbei nach der 

SZT eine vollständige oder nahezu vollständige Regression der KM-Fibrose bei 59% 

der Patienten am Tag 100, bei 90% am Tag 180 und 100% am Tag 360 beobachtet. 

Auf das frühe Engraftment scheint die Fibrose somit keinen Einfluss zu haben. Durch 

den zügig verlaufenden Rückgang der Fibrose nach der Transplantation entstehen 

verbesserte physiologische Verhältnisse, die es den hämatopoetischen SZ 

ermöglichen sich zu vermehren und auszudifferenzieren. Dies erklärt, warum die 

SZT auch bei Patienten erfolgreich ist, deren Hämatopoese aufgrund der starken 

Fibrose nahezu vollständig aus dem KM verdrängt wurde.  

Um eine Aussage über den Verlauf der Erkrankung treffen zu können, wurden die 

Scoring-Systeme IPSS und DIPSS etabliert, welche u.a. das Patientenalter und die 

Anzahl der Blasten als wichtige prognostische Parameter berücksichtigen.14 Beide 

Parameter wurden in dieser Arbeit im Hinblick auf das Engraftment der 

transplantierten Zellen untersucht. Es konnte jedoch in dem untersuchten 

Patientenkollektiv kein Zusammenhang zu dem verzögerten Verlauf des Anstiegs der 

Zahl der Neutrophilen oder Thrombozyten hergestellt werden.  

Untersuchungen in Bezug auf die Zahl an transplantierten CD34+ Zahl zeigten, dass 

durch die Transplantation einer höheren Anzahl an Zellen ein positiver Effekt sowohl 

auf das Neutrophilen als auch auf das Thrombozyten Engraftment erzielt werden 

kann.58 Besonders im Hinblick auf die vergrößerte Milz und dem möglichen Pooling 

der transplantierten Zellen bei Patienten mit MF wäre dies ein möglicher 

Ansatzpunkt, das Engraftment zu beschleunigen. Das Patientenkollektiv dieser Arbeit 

wurde hinsichtlich der Anzahl an transplantierten Zellen daher in zwei Gruppen 

unterteilt, wobei die Aufteilung nach größer und kleiner als der Median an 

transplantierten Zellen erfolgte. Es konnte jedoch nur ein Trend zu schnellerem 

frühen Engraftment bei Patienten mit MF festgestellt werden, denen mehr Zellen als 

der Median transplantiert wurden. Möglicherweise ließe sich der Effekt durch weiter 

gesteigerte Zellzahlen erhöhen. Remberger et al. konnten jedoch zeigen, dass bei 

einer sehr großen Zahl an transplantierten Zellen (>11 x 106 /kg) das 
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Gesamtüberleben signifikant abnimmt und die Zahl an Rezidiven zunimmt.58 Es sollte 

daher die Zahl an transplantierten Zellen von 11 x 106 /kg nicht überschritten werden. 

Die akute GvHD ist eine häufige Komplikation der allogenen hämatopoetischen SZT, 

die bereits in der frühen Posttransplantationsphase auftreten kann. Die ersten 

Anzeichen und Symptome einer akuten GvHD treten dabei meist um den Zeitpunkt 

des Neutrophilen Engraftments auf. Die Möglichkeit, dass ein Zusammenhang 

zwischen dem Auftreten einer GvHD, bzw des Schweregrades dieser Erkrankung 

und der Verzögerung des engraftments besteht, wurde im Rahmen dieser Arbeit 

untersucht. Es konnte jedoch kein Zusammenhang festgestellt werden.  

 

In einer prospektiven Studie von Kröger et al betrug bei den Patienten, die nach RIC 

einer allogenen SZT zugeführt wurden, die 1-Jahres NRM 16%. Die NRM der 

untersuchten Kohorte an MF Patienten dieser Arbeit ist vergleichsweise hoch (42% 

nach 2 Jahren), ist jedoch vergleichbar mit den Ergebnissen  (39% nach 2 Jahren) 

aus der Studie von Claudiani et al.59 Aufgrund der relativ kleinen Patientenzahlen 

können keine endgültigen Aussagen über die zugrundeliegenden Ursachen getroffen 

werden. Mögliche Erklärungen sind das hohe Patientenalter und die vermehrte 

Anzahl an Patienten mit hohem Risikoprofil vor der Transplantation (77% der 

Patienten mit DIPSS intermediate-2 oder high). Im Hinblick auf das 

Gesamtüberleben der beiden untersuchten Patientengruppen dieser Arbeit gab es 

keinen signifikanten Unterschied im 2-Jahres- OS (54% und 58%).  

Das verzögerte Engraftment und die schlechtere Rekonstitution der Hämatopoese  

der Patienten mit MF spiegelt sich zudem auch in der Zahl der Blut- und 

Thrombozytentransfusionen wider. Der Bedarf an Blutprodukten bei MF Patienten 

war im Vergleich zu den AML-Patienten signifikant größer. Es besteht somit nicht nur 

ein größeres Risiko für die Mortalität nach der Transplantation, es entstehen zudem 

auch höhere Kosten. 

 

Die Ergebnisse der klinischen Daten zeigen eine signifikante Verzögerung des 

Engraftments bei Patienten mit MF. Es konnte jedoch mit keinem der in Hinblick auf 

das Engraftment untersuchten Faktoren die Verzögerung im Vergleich zu anderen 

hämatologischen Erkrankungen hinreichend erklärt werden. Es kann daher vermutet 

werden, dass die progressive Osteosklerose, Neovaskularisierung und Fibrose des 
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KM eine Dysregulation der Interaktion zwischen den transplantierten SZ und dem 

Mikroenvironment im KM bewirken und somit sowohl das Homing als auch das 

Engraftment der SZ gestört sind.  

In Vorarbeiten wurde im Tiermodell das Homing von HSZ ins KM untersucht und es 

konnte hierbei gezeigt werden, dass bei mehr als 80% der transplantierten SZ 

innerhalb der ersten 5 Stunden nach Transplantation ein erfolgreiches Homing ins 

KM stattgefunden hat.60 Es ist daher anzunehmen, dass die Abnahme der Anzahl an 

peripher zirkulieren SZ als ein Marker für das Homing der Zellen ins KM 

herangezogen werden kann. Um das Homing-Verhalten der transplantierten SZ 

unserer Patienten zu untersuchen, wurde kurz vor der Transplantation sowie zu 

definierten Zeitpunkten danach die Anzahl an CD34+ und CD34+CD38- Zellen im PB 

durchflusszytometrisch gemessen. Mehr als 75% der transplantierten CD34+-Zellen 

waren bereits nach 40 Minuten nicht mehr im PB nachweisbar und die Anzahl an 

zirkulierender CD34+ Zellen nach 22 Stunden befand sich auf dem gleichen Niveau 

wie vor der Transplantation. Ein ähnlicher Ansatz wurde von Donmez et al. 

untersucht. Die Autoren beschrieben, dass die autolog transplantierten CD34+ Zellen 

nach 24 Stunden nicht mehr im PB nachweisbar waren.61 

 

Bei der Auswertung der Ergebnisse der beiden untersuchten Erkrankungen zeigte 

sich eine signifikant niedrigere Anzahl an zirkulierenden CD34+ Zellen bei Patienten 

mit MF im Vergleich zu AML-Patienten in der frühen Phase nach der Transplantation. 

Thiele et al. beschrieben bereits ein vermehrtes Pooling von HSZ in der Milz bei 

Patienten mit PMF.62 Eine mögliche Ursache besteht somit in einem vermehrten 

Pooling der linienspezifisch bereits differenzierteren CD34+ Zellen in der 

vergrößerten Milz. Der Einfluss der Milzgröße auf das Engraftment konnte bereits 

anhand der klinischen Daten gezeigt werden. Es ist daher anzunehmen, dass ein 

Zusammenspiel mehrerer Faktoren besteht, welche zu der erniedrigten Anzahl und 

dem verzögerten Anstieg an Neutrophilen im Verlauf nach der Transplantation bei 

MF-Patienten beitragen: sowohl das  Pooling der CD34+ Zellen direkt nach der 

Transplantation als auch der Neutrophilen im Verlauf  in der vergrößerten Milz. 

Interessanterweise konnte jedoch kein Unterschied in der Anzahl der zirkulierenden 

CD34+CD38- Zellen zu gleichen Zeitpunkten beobachtet werden. Bei den 

CD34+CD38- Zellen handelt es sich um undifferenzierte frühe Progenitorzellen.36 Es 
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scheint demnach keinen Unterschied im Homing-Verhalten der frühen 

Progenitorzellen zwischen den beiden Erkrankungen zu geben. Plett et al kamen in 

ihrer Arbeit über das Homing-Verhalten von HSZ im Mausmodell zu dem Ergebnis, 

dass die frühen undifferenzierten SZ nach Transplantation bevorzugt in das KM 

wandern und sich weniger in der Milz der Tiere finden lassen.63 Es besteht daher die 

Annahme, dass die frühen undifferenzierten SZ auch bei Patienten mit MF bevorzugt 

in das KM, die bereits differenzierteren Zellen jedoch aufgrund ihrer veränderten 

Expression an Oberflächenmolekülen vermehrt in die Milz wandern. Kerre et al 

untersuchten das Engraftment-Verhalten von humanen HSZ in NOD/SCID Mäusen 

und konnten zeigen, dass sowohl ein Homing der CD34+CD38+ als auch der 

CD34+CD38- Zellen in das KM und in die Milz stattfindet.64 Interessanterweise 

überlebten nach 3 Tagen lediglich die Zellen, die in das KM der Tiere eingewandert 

waren. Weiterhin zeigten die Zellen im KM ein unterschiedliches Verhalten bezüglich 

der Zellexpansion. So begannen sich die CD34+CD38+ Zellen bereits nach 3 Tagen 

zu vermehren, die Anzahl der CD34+CD38- Zellen jedoch zeigte keine Veränderung 

in der ersten Woche und eine starke Zunahme der Zellzahl wurde erst ab der dritten 

Woche nach Transplantation beobachtet. Möglicherweise besteht bei Patienten mit 

MF eine vergleichbare Ursache des verzögerten Engraftments, indem die bereits 

differenzierten SZ, welche für die frühe Regeneration der Hämatopoese notwendig 

sind, in der vergrößerten Milz gepoolt werden und in dessen Mikromilieu die weitere 

Proliferation der Zellen gestört ist. Die undifferenzierteren CD34+CD38- Zellen, die in 

das KM wandern und für die späte Regeneration nötig sind, benötigen hingegen 

einen längeren Zeitraum, um proliferieren und ausdifferenzieren zu können.  

Die Anzahl an CD34 und CD38 exprimierenden Zellen lässt nur eine geringe 

Aussage über das Entwicklungspotential der SZ zu, weshalb zusätzlich aus den 

entnommenen Proben die Anzahl an koloniebildenden Zellen mit Hilfe eines CFC 

Assays bestimmt wurde. Wie bereits bei der Auswertung der Clearance von 

CD34+CD38- Zellen gesehen wurde, konnte auch hier zu keinem Zeitpunkt ein 

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen gemessen werden. 

Zu späteren Zeitpunkten nach der Transplantation zeigte sich jedoch ein Trend zu 

einer größeren Anzahl an CFC im PB von Patienten mit MF. Die Tatsache, dass zu 

späten Zeitpunkten in der Verlaufsmessung sowohl ein erhöhter Anteil an CD34+ als 

auch der CFC Zellen im PB bei Patienten mit MF nachweisbar war, deutet 
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möglicherweise zusätzlich auf eine milzunabhängige Ursache des verzögerten 

Engraftments hin. Eine wesentliche Voraussetzung für das Engraftment ist zunächst 

ein erfolgreiches Homing der HSZ in das KM des Empfängers. Das Homing der HSZ 

wird gesteuert über die Interaktion mit chemotaktischen Proteinen, aber auch über 

die Interaktion von Adhäsionsmolekülen mit deren Rezeptoren auf den HSZ. Die 

Ausschüttung von hämatopoetischen, angiopoetischen und fibrogenen 

Wachstumsfaktoren führt im Laufe der Erkrankung zu einem Umbau durch 

Osteosklerose, Neoangiogenese und vor allem zur Fibrosierung.65 Eine mögliche 

Ursache eines Homing- und Engraftmentdefekts liegt somit in der veränderten 

Struktur des Mikroenvironments im KM. Eine entscheidende Rolle bei der 

Rekrutierung  und Verankerung von HSZ im KM spielt das Chemokin CXCL12 

(stromal cell-derived factor SDF-1).66 Cho et al. konnten nachweisen, dass im KM 

von Patienten mit MF eine erhöhte proteolytischen Aktivität vorliegt und es somit zu 

einer Degradierung von CXCL12 kommt.67 Weiterhin findet sich  eine vermehrte 

Expression von CXCL12 in der Milz bei Patienten mit MF.68 69 Es kann daher 

spekuliert werden, dass - bedingt durch die erhöhte proteolytische Aktivität im KM 

der Patienten - eine Unterbrechung der CXCL12/CXCR4 Achse vorliegt, welche  ein 

reduzierten Homing der HSZ in das KM bewirkt und statt dessen durch eine 

verstärkte chemotaktische Wirkung durch CXCL12 ein Homing in die Milz stattfindet. 

Migliaccio et al hingegen fanden sowohl bei immunhistochemischen Untersuchung 

von KM Proben von Gata1 low Mäusen, einem Tiermodel mit vergleichbarem Verlauf 

der Fibrose wie bei der MF, als auch bei KM Proben von Patienten mit MF einen 

deutlich erhöhte CXCL12 Expression im KM. Die Untersuchung der KM Proben im 

Rahmen dieser Arbeit erbrachte keinen Hinweis auf einen Unterschied in der 

Expression von CXCL12 im Vergleich zu gesundem KM. Migliaccio et al konnten 

ferner zeigen, dass lediglich die Menge an CXCL12 im KM, aber nicht die Expression 

im KM bei Gata1 low Mäusen erhöht ist und postulierten daher, dass es vor allem zu 

einer gesteigerten Aufnahme in der erhöhten Anzahl von mutierten Megakaryozyten 

kommt. Wie bereits beschrieben ist CXCL12 sehr empfindlich gegenüber dem Abbau 

durch Proteasen und möglicherweise werden sowohl das intakte Protein als auch 

seine Spaltprodukte in der Immunfärbung detektiert. Somit ist es möglich, dass es 

sich bei der starken Anfärbung von CXCL12 die in dem KM bei den Gata1low 

Mäusen und MF Patienten beobachtet wurden, um das proteolytisch gespaltene 
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CXCL12 handelt. Zusammenfassend besteht die Möglichkeit, dass trotz der 

ausgeprägten CXCL12-Immunfärbung im KM des Tiermodells und die normwertige 

Färbung im Rahmen dieser Arbeit des KM der MF Patienten, zum Einen die 

vermehrte Aufnahme von funktionellem CXCL12 durch die hohe Anzahl von 

mutierten Megakaryozyten und zum Anderen die inaktiven Abbauprodukte von 

CXCL12 in der extrazelluläre Matrix gemessen wurden. 

Neben CXCL12 wurde von Grassinger et al mit OPN ein weiteres von Osteoblasten 

sezerniertes Protein beschrieben, welches ebenfalls hoch chemotaktisch auf murine 

und humane HSZ wirkt. Das Glykoprotein OPN wird von Thrombin innerhalb der 

endostalen KM-Nische gespalten und bindet dann spezifisch über eine Integrin-

Bindungsstelle an α4β1 und α9β1 auf den HSZ.38 Voraussetzung für das erfolgreiche 

Homing ist somit, dass diese OPN-Rezeptoren auf G-CSF mobilisierten HSZ im PB 

exprimiert werden. In den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass sowohl α4β1 und α9β1, sowie CD44 auf G-CSF mobilisierten SZ stark 

exprimiert werden. Der Vergleich der immunhistochemischen Färbungen konnte 

keine Veränderung in der Menge des exprimierten OPN im fibrosiertem KM im 

Vergleich zu nicht fibrosiertem KM nachweisen. Es wäre daher anzunehmen, dass 

sich Änderungen der KM Nischen bei der Fibrose nicht auf die Expression von OPN 

auswirken. Andererseits könnte auch wie bei CXCL12, die vermehrte Protease-

Aktivität zu einer Spaltung von OPN führen und lediglich die inaktiven Fragmente des 

proteolytisch gespaltenen OPN in der immunhistochemischen Färbung gemessen 

werden.  

Der erste Schritt beim Homing ist die Adhäsion der zirkulierenden HSZ an die 

Endothelzellen der Gefäße im KM. Einen maßgeblichen Anteil an dieser Zell-Zell-

Interaktion kommt den von den Endothelzellen exprimierten Adhäsionsmoleküle 

VCAM-1 und ICAM-1 zu.40 70 Bei der zunächst durchgeführten Untersuchung der 

Expression von ICAM-1 im KM von MF Patienten im Vergleich zu gesundem KM 

konnte kein Unterschied in der Expression nachgewiesen  werden. Hingegen zeigten 

die immunhistochemischen Untersuchungen von VCAM-1 einen deutlichen Verlust  

dieses Adhäsionsmoleküls in den KM Proben von MF Patienten im Vergleich zu nicht 

fibrosierten KM.  Hinsichtlich des Stellenwertes von VCAM-1 beim Homing der HSZ 

konnten Simmons et al zeigen, dass es durch eine zytokinvermittelte Zunahme der 

Expression von VCAM-1 im KM zu einer deutlichen Zunahme der Bindung von 
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Progenitorzellen an die Stromazellen im KM kommt. Weiterhin konnte dieser Effekt 

durch die Blockierung der Integrine auf den CD34+ Zellen, welche spezifisch an 

VCAM-1 binden, aufgehoben werden.70 In einer Studie zur Mobilisierung von HSZ 

aus dem KM durch G-CSF konnte zudem gezeigt werden, dass im Zuge der 

Mobilisierung VCAM-1 durch Metalloproteasen gespalten wird. Es wurde daher 

postuliert, dass ein wesentlicher Schritt zur Mobilisierung von HSZ die proteolytische 

Spaltung von VCAM-1 an den Osteoblasten im KM ist.71 In diesem Zusammenhang 

wiesen Xu et al. neben der erhöhten Anzahl an CD34+ Zellen im PB von Patienten 

mit MF auch deutlich erhöhte Plasmaspiegel an Metalloproteasen und gelöstem 

VCAM-1 nach. Weiterhin korrelierte die Anzahl an zirkulierenden CD34+ Zellen mit 

der Menge des gemessenen VCAM-1 im PB. Es kann daher davon ausgegangen 

werden, dass die Zunahme an Proteasen im KM der Patienten mit MF zu einer 

vermehrten Mobilisierung von CD34 Zellen führt. Zusammenfassend kann 

festgestellt werden, dass die verringerte Expression von VCAM-1 bzw. dessen 

Inaktivierung im KM mit ursächlich für den Homing-Defekt bei Patienten mit MF ist. 

 

Das verzögerte Engraftment und das damit einhergehende Risiko für ein GF bei 

Patienten mit MF führt nicht nur zu einem erhöhten Risiko therapieassoziierter 

Mortalität, sondern verursacht zudem auch höhere Kosten für Blutprodukte und 

Antibiotika. Es sollten daher vermehrt Ansätze verfolgt werden, welche zu einer 

Beschleunigung der Rekonstitution der Hämatopoese dieser Patienten beitragen. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass sowohl durch eine Reduktion 

der Milzgröße sowie einer Verringerung der proteolytischen Aktivität im KM ein 

verbessertes Homing von HSZ erreicht werden könnte.  

Bisher ist Ruxolitinib der einzige kommerziell verfügbare JAK-2-Inhibitor, welcher für 

die Therapie der MF zugelassen ist. Dieses Medikament führt nachweislich zu einer 

deutlichen Reduktion der Milzgröße, unabhängig von dem JAK2-Status des 

Patienten. In neueren Studien konnte zudem ein deutlicher Rückgang der Fibrose 

unter der Therapie nachgewiesen werden.72 In wieweit sich das Mikroenvironment 

des KM im Hinblick auf die Zytokinspiegel und Proteaseaktivität unter der Therapie 

verändert, ist bisher noch unklar. In dem Kollektiv an MF Patienten, welche dieser 

Arbeit zugrunde liegt, wurde Ruxolitinib nicht vor der SZT eingesetzt, da sich das 

Medikament zum Zeitpunkt der Transplantationen (2000-2011) noch in der 
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Entwicklungs- und Zulassungsphase befand (Zulassung 2012). Erste Ergebnisse für 

Patienten die vor der SZT mit Ruxolitinib behandelt wurden, zeigen eine signifikante 

Reduktion der Milzgröße sowie der durch Zytokine induzierten klinische Symptome.17 

Über die Dauer bis zum Engraftment wurde in dieser Studie keine Angabe gemacht. 

Es trat jedoch bei einem der Patienten ein GF auf (7%), verglichen mit 6% der 

Patienten in dieser Arbeit. Es wurden jedoch nur insgesamt 14 Patienten in dieser 

Studie betrachtet, sodass der Wert von 7% an Patienten mit einem GF kritisch zu 

betrachten ist. Um eine valide Aussage treffen zu können, bedarf es daher weiteren 

Untersuchungen mit höheren Patientenzahlen. Weiterhin sollte untersucht werden, 

ob sich durch die medikamentöse Reduktion der Zytokinspiegel im KM der Patienten 

ein positiver Effekt auf das Engraftment bei den betroffenen Patienten erzielen ließe.  
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Zusammenfassung  
 

Die allogene Stammzelltransplantation (SZT) ist ein etabliertes Verfahren zur 

Behandlung von malignen und nicht-malignen Erkrankungen der Hämatopoese und 

stellt für Patienten mit Myelofibrose (MF) bisher den einzigen kurativen 

Therapieansatz dar. Wie in der Literatur beschrieben sowie bei den in der Klinik und 

Poliklinik der Inneren Medizin III transplantierten MF Patienten beobachtet wird, 

kommt es im Vergleich zu Patienten mit anderen malignen hämatologischen 

Erkrankungen nach einer allogenen SZT bei Patienten mit MF oftmals zu einem 

verzögerten oder einem ausbleibendem Anwachsen (Engraftment) der 

transplantierten Zellen. Letzteres wird auch als Transplantatversagen (Graft failure, 

GF) bezeichnet und geht mit einer erhöhten Morbidität und Mortalität einher. Im 

Rahmen dieser Arbeit konnte in der retrospektiven Datenauswertung durch eine 

Gegenüberstellung des Patientenkollektivs von MF Patienten mit einer 

Vergleichsgruppe von Patienten mit AML diese klinische Beobachtung bestätigt 

werden. Weiterhin lag der Fokus auf der statistischen Auswertung von klinisch 

erhobenen Parametern und deren Einfluss auf das Engraftment der 

hämatopoetischen Stammzellen (HSZ), wobei sich die Auswahl der untersuchten 

Parameter nach in der Literatur diskutierten Einflussfaktoren auf das outcome nach 

SZT richtete. Lediglich für die Milzgröße konnte in dieser Arbeit ein signifikanter 

Einfluss auf das Engraftment gezeigt werden. Ob ein Zusammenhang zwischen dem 

verzögerten Engraftment und GF in Bezug auf die HLA-Kompatibilität zwischen 

Spender und Empfänger besteht, konnte nicht abschließend geklärt werden. Es 

zeigte sich lediglich ein Trend zu schnellerem Engraftment bei den Patienten, welche 

ihr Transplantat von einem HLA-kompatiblen Geschwisterspender erhielten. Eine 

mögliche Ursache hierfür liegt in der geringen Größe der untersuchten Gruppe an 

Patienten mit MF.  

Da durch keinen der untersuchten Faktoren die Verzögerung im Engraftment im 

Vergleich zu anderen hämatologischen Erkrankungen hinreichend erklärt werden 

konnte, bestand die Vermutung, dass die progressive Osteosklerose, 

Neovaskularisierung und Fibrose des Knochenmarks (KM) eine Dysregulation der 

Interaktion zwischen den transplantierten HSZ und dem Mikroenvironment im KM 
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bewirken und somit sowohl das Homing als auch das Engraftment der HSZ gestört 

sind. 

Um das Homing-Verhalten von HSZ zu untersuchen, wurden Verlaufsmessungen 

von CD 34+ und CD34+CD38- Zellen sowie von CFC im peripheren Blut (PB) nach 

Transplantation sowohl bei Patienten mit MF als auch bei Patienten mit AML 

durchgeführt. Den Patienten wurde direkt nach der Transplantation zu definierten 

Zeitpunkten Blut abgenommen und mittels durchflusszytometrischer Analyse die 

Anzahl an zirkulierenden HSZ im PB bestimmt. Es zeigte sich hierbei eine signifikant 

niedrigere Anzahl an zirkulierenden CD34+ Zellen bei Patienten mit MF im Vergleich 

zu AML Patienten in der frühen Phase nach der Transplantation. Eine mögliche 

Ursache besteht in einem vermehrten Pooling der linienspezifisch bereits 

differenzierteren CD34+ Zellen in der vergrößerten Milz. Interessanterweise konnte 

jedoch kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der zirkulierenden CD34+CD38- 

Zellen und CFC zu gleichen Zeitpunkten beobachtet werden. Es scheint demnach 

keinen Unterschied im Homing-Verhalten der frühen Progenitorzellen zwischen den 

beiden Erkrankungen zu geben.  

Zur Untersuchung von milzunabhängigen Ursachen des verzögerten Engraftments  

wurden zudem immunhistochemische Untersuchungen von KM Proben von 

Patienten mit MF sowie von nicht fibrotischem KM durchgeführt. Bereits in 

Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass bestimmte Proteine wie OPN, 

ICAM-1, VCAM-1 und SDF-1, die von Endothel- und Stromazellen im KM exprimiert 

werden, eine zentrale Rolle in der chemotaktische Steuerung des Homings und des 

Lodgements in die Stammzellnische einnehmen. Für die Adhäsionsproteine OPN, 

ICAM-1 und SDF-1 konnte kein Nachweis einer Änderung der Expression in den KM 

Proben von MF Patienten im Vergleich zu nicht fibrosiertem KM gezeigt werden, 

hingegen konnte ein deutlicher Verlust von VCAM-1 in den KM Proben der MF 

Patienten nachgewiesen werden. Es kann vermutet werden, dass dieser Verlust 

durch die Zunahme an Proteasen im fibrosierten KM der Patienten mit MF verursacht 

wird. 

 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das verzögerte 

Engraftment bei Patienten mit MF durch ein Zusammenspiel vieler Faktoren 

verursacht wird. Hierbei führend ist die teils massive Splenomegalie, die nach der 
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Transplantation zu einem Pooling der CD34+ Zellen führt und daher eine 

Verzögerung des Engraftments bewirkt. Weiterhin bedingt das veränderte 

Mikromilieu im fibrosierten KM eine vermehrte proteolytische Spaltung von VCAM-1, 

was möglicherweise eine Beeinträchtigung des Homings der HSZ in das KM 

verursacht. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass sowohl durch 

eine Reduktion der Milzgröße sowie einer Verringerung der proteolytischen Aktivität 

im KM ein verbessertes Homing von HSZ erreicht werden könnte. Ein möglicher 

medikamentöser Ansatz ist hierbei der Einsatz von JAK2 Inhibitoren, welche 

nachweislich zu einer deutlichen Reduktion der Milzgröße führen und bei denen in 

neueren Studien ein deutlicher Rückgang der Fibrose unter der Therapie 

nachgewiesen werden konnte. Möglicherweise führt der Rückgang der Fibrose auch 

zu einer Normalisierung der Zytokinspiegel im KM und somit zu besseren 

Voraussetzungen für ein erfolgreiches Engraftment. 
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