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1 Einleitung

1.1  Allogene Stammzelltransplantation

Fir eine Vielzahl von hamatologischen und nicht hamatologischen Erkrankungen ist
die allogene Stammezelltransplantation (SZT) ein etablierter Therapieansatz und
oftmals die einzige Méglichkeit fiir eine vollstandige Heilung. ’

Laut Bericht der European Society of Blood and Marrow Transplantation (EBMT)
wurden im Jahr 2014 16.946 allogene Stammzelltransplantationen gemeldet. Die
haufigsten Indikationen waren Leukamien, lymphatische Neoplasien sowie solide

Tumoren.?

1957 beschrieben Edward Donnall Thomas und Joseph Ferrebee den ersten
Versuch einer allogenen Knochenmarkstransplantation beim Menschen. Sechs
Patienten erhielten nach Bestrahlung und Chemotherapie intravends Knochenmark
von Spendern. Nur zwei der Patienten hatten ein zeitweiliges Engraftment, keiner der
Patienten Uberlebte ldnger als 100 Tage.** Und trotzdem hielt Thomas an diesem
radikal neuen Ansatz der Krebstherapie fest. Da wenig bekannt war Uber
Histokompatibilitat wurde nicht versucht Spender und Empfanger sorgfaltig
aufeinander abzustimmen. Erst Anfang der sechziger Jahre kam die erfolgreiche
Idee des Matchings auf, sodass Thomas mit Kollegen schliellich begann eine
rudimentare Typisierung der Histokompatibilitdt am Hund zu entwickeln. Bei den
meisten Hunden, die nach ausreichender Bestrahlung Grafts mit gematchten-
Leukozyten-Antigenen von Wurfgeschwistern sowie eine kurze Phase der
Immunsuppression erhielten, konnte ein Langzeitiberleben verzeichnet werden.*
Etwa zur gleichen Zeit, Mitte der 60er Jahre, wurden die ersten Methoden zur human
leukocyte antigen-Bestimmung entwickelt. Dies bedeutete den Durchbruch fur die
heutige SZT.*

Voraussetzung fur eine erfolgreiche Transplantation ist das Finden eines
kompatiblen Spenders mit Ubereinstimmenden HLA-Merkmalen. Die humanen
Leukozyten-Antigene sind richtungweisend fur eine Absto3ung oder ein erfolgreiches
Anwachsen eines Transplantats. AuRerdem sind sie entscheidend fur die Graft-

versus-Host-Disease (GvHD) sowie die Graft-versus-Leukemia Reaktion."
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Der Haupthistokompatibilitatskomplex (,major histocompatibility complex“, MHC) wird
beim Menschen als Humanes Leukozyten Antigen-System (HLA-System) bezeichnet
und setzt sich aus einer Vielzahl von Genen zusammen.’

HLA-Antigene sind in der Lage zwischen korpereigenen und korperfremden
Strukturen zu unterscheiden. Es gibt zwei Klassen von HLA-Molekilen: Die
Peptidbindungsstelle der Klasse I-Antigene bindet hauptsachlich endogen
synthetisierte Peptide wie Auto-Antigene oder virale Proteine, wahrend die Klasse II-
Antigene exogene Peptide binden. HLA-Klasse | Antigene befinden sich an der
Oberflache kernhaltiger Zellen und auf Thrombozyten, das Vorkommen der HLA-
Klasse |l Antigene ist weitestgehend auf B-Lymphozyten, Makrophagen und
Dendritische Zellen beschrankt.®”’

HLA-Klasse | Molekiile mit gebundenem Peptid werden von CD8"-zytotoxischen T-
Zellen erkannt, beladene HLA-Klasse Il Molekiile werden von CD4"-T-Helferzellen
erkannt.”

Jeder Mensch besitzt zwei - ein mutterliches und ein vaterliches HLA-Merkmal - pro
Genort. Dem HLA-System liegt ein auRergewdhnlicher Polymorphismus zu Grunde.
Dessen biologischer Sinn lasst sich wie folgt erklaren: Liegen viele verschiedenen
MHC Phanotypen vor, so ist die Spezies als Ganzes gesehen gegen samtliche
Erreger gewappnet, denn mit grof3er Wahrscheinlichkeit besitzt ein Individuum der
Population die Fahigkeit das Peptid binden und somit das Antigen des
Krankheitserregers dem Immunsystem prasentieren zu kénnen.®

FUr die Transplantationsmedizin birgt der Polymorphismus des HLA-Systems eine
grol3e Herausforderung. Unter Berucksichtigung der molekularbiologisch bisher
erfassbaren Allele sind theoretisch 16.763.573.736.000 Genotypen denkbar. Im
Median kann nach etwa 20 Tagen ein geeigneter Spender gefunden werden." Bei
der Suche nach einem Stammzellspender muss die serologische Bestimmung der
HLA-Klasse I- und Il- Merkmale des Patienten erfolgen.” In Deutschland bedarf es
mindestens der molekularbiologischen Ubereinstimmung der HLA-A und —B-Allele
sowie der HLA-DRB1 und —DQB1-Allele von Spender und Empfanger."

Das Stammzelltransplantat kann aus drei verschiedenen Quellen gewonnen werden:
aus Knochenmark, aus dem peripheren Blut nach Stimulation mit hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren und aus Nabelschnurblut.”

Laut Center for International Blood and Marrow Transplant Research Database

wurden von 2002 bis 2006 bei allogenen SZT von Patienten alter als 20 Jahre bei
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74% peripheres Blut, bei 24% Knochenmark und bei 2% Nabelschnurblut als

Stammzellquelle genutzt.®

Die Einfuhrung der peripheren Blutstammzelltransplantation (PBSZT) 1986 hat die
Knochenmarkstransplantation (KMT) bei allogenen Stammzelltransplantationen zu
etwa 75% ersetzt.?

Der indirekte Beweis fur die Migration von Stammzellen ins periphere Blut zeigte sich
1951 in so genannten ,shielding experiments®; bei Experimenten an Mausen konnte
gezeigt werden, dass nach eigentlich todlicher Ganzkorperbestrahlung Stammzellen
aus dem mit Bleischildern abgeschirmten hamatopoetischen Gewebe der Milz wieder
ins periphere Blut abgegeben wurden und schlieRlich das zerstorte Knochenmark
wieder aufgebaut werden konnte.®>'® Experimentell stellte Goodmann 1962 die
periphere Blutstammzelltransplantation in der Maus dar."

Doch klinisch realisierbar wurde die PBSZT erst mit der Entdeckung von granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF). G-CSF - ursprunglich eingesetzt bei
Neutropenien unter Chemotherapie - ist in der Lage den Pool an zirkulierenden
hamatopoetischen Stammzellen anzureichern, indem es CD347/38" hamatopoetische
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut mobilisiert.'?

Bis in die Mitte der neunziger Jahre wurde die allogene PBSZT trotzdem nicht als
ernsthafte Alternative durchgeflhrt, da man annahm, dass das periphere Blut als
Stammzellquelle mit 10-fach hoherem Anteil an T-Zellen ein erhdhtes Risiko einer
schweren GvHD barg. AuRerdem zdgerte man, gesunde Spender mit G-CSF zur
Stammzellmobilisation zu behandeln, weil man das Auslosen einer malignen
hamatologischen Erkrankung befiirchtete.®

Die ersten klinischen Studien von erfolgreichen allogenen PBSZT zeigten 1995, dass
Befurchtungen eine schwere GvHD auszul6sen nicht bestatigt werden konnten, die
Inzidenz der akuten GvHD (aGvHD) glich der von Patienten nach KMT. Ebenso
konnte kein unvertretbares Risiko fur mit hamatopoetischen Wachstumsfaktoren
behandelte Spender gefunden werden.®'>"® Allerdings geht die PBSZT mit einer

leicht erhéhten Rate an chronischer GvHD einher. '8
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1.2 Akute GvHD

Die akute graft-versus-host disease (GvHD) ist eine akute nach allogener
Stammzelltransplantation auftretende Reaktion des Spenderimmunsystems (,graft®)
gegen das Gewebe des Empfangers (,host). Da bei der allogenen
Stammzelltransplantation die blutbildenden Zellen und mit ihnen auch die Immunitat
des Spenders ubertragen wird, besteht trotz bzw. nach Absetzen der
immunsuppressiven Therapie die Gefahr einer GvHD, indem die Immunzellen des
Spenders das Gewebe des Empfangers als immunologisch fremd erkennen. Die
akute GvHD betrifft die Organsysteme Haut, Darm und Leber. Fast alle Zielorgane
sowohl der akuten als auch der chronischen GvHD stellen epitheliale Barrieren dar.
Histologisch liegt bei der akuten GvHD eine apoptotische Schadigung eben dieser
Epithelzellen, namlich von Keratinozyten, Darm- sowie Gallengangsepithel vor,
begleitet von einer Infiltration durch Lymphozyten und inflammatorischen Zellen."
Typischerweise treten die Symptome der aGvHD bis Tag 100 nach
Stammzelltransplantation auf, nach dosisreduzierter Konditionierung und nach Gabe
von Spenderlymphozyten aber auch spater (,late-onset acute GvHD"). Meist fallen
Beginn der aGvHD und Engraftment des Transplantats zeitlich zusammen." 8%
Etwa 35%-50% der allogen Tansplantierten entwickeln eine aGvHD.'® Der Grad der
akuten GvHD wird anhand der Schwere der einzelnen Organmanifestation sowie der
Kombination der betroffenen Organe ermittelt. Die Haut ist am haufigsten und meist
auch als erstes Organ von der aGvHD betroffen, dies manifestiert sich mit
makulopapuldsen Ausschldgen bis hin zu Hautabldsungen mit Blasenbildung." 82!
Eine aGvHD, die sich gegen den Darm bzw. Gastrointestinaltrakt des Empfangers
richtet, zeigt sich typischerweise in groRvolumigen Diarrhoen. Ist die Leber Zielorgan
der aGvHD, so liegen erhohte Bilirubinwerte vor. Schwierig stellt sich haufig eine
Abgrenzung zu anderen mdglichen Differentialdiagnosen der aGvHD wie
beispielsweise medikamentos-toxische Schadigungen  (Arzneimittelinduziertes
Exanthem, medikamenteninduzierte Cholestase) oder viralen Erkrankungen
(Diarrhéen durch Enteroviren) dar, weshalb neben der klinischen Diagnose eine
histologische Klarung anhand eines Biopsats nétig sein kann."'®

Organstadien sowie Gesamt-Grad der akuten GvHD werden nach Glucksberg

festgelegt.?
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Tabelle 1: Organstadien der aGvHD nach Glucksberg

Stadium | Haut Darm Leber

0 Kein Exanthem Diarrh6en <0,5I Bilirubin <2mg/dl

1 Exanthem bis 25% der Diarrhéen 0,5-1,01 Bilirubin 2-3mg/dl
Korperoberflache

2 Exanthem 25-50% Diarrhéen 1-1,5I Bilirubin 3-6mg/dl
Generalisiertes Exanthem Diarrh6en >1,5I Bilirubin 6-15mg/dl

4 Hautablésungen mit Zusatzlich Koliken, Bilirubin >15mg/dI
Blasenbildung lleus und Blutungen

Tabelle 2: Gesamtgrad der aGvHD nach Glucksberg

Grad Haut Darm Leber
I (leicht) 1-2 0 0

Il (magig) 1-3 1 1

lll (schwer) 2-3 2-3 2-3

IV (lebensbedrohlich) | 2-4 2-4 2-4

Eine GvHD resultiert aus der Aktivierung von Donor-T-Lymphozyten. Der
pathophysiologische Vorgang der aGvHD kann in drei Phasen eingeteilt werden. In
Phase | kommt es durch die Konditionierung des Patienten zur Schadigungen am
Gewebe des Empfangers. Dadurch werden samtliche proinflammatorische Zytokine
wie IL-6,-1 und TNFalpha ausgeschittet, sodass die antigenprasentierenden Zellen
(APC) des Empfangers aktiviert werden. Dies fuhrt zu Phase Il, denn die APC
aktivieren nun die Donor-T-Lymphozyten. In der dritten Phase wird durch die T-
Zellen die Produktion weiterer gewebeschadigender Mediatoren wie zytotoxische T-
Lymphozyten, TNFalpha etc. vorangetrieben. TNFalpha, hauptsachlich von
Monozyten und Makrophagen produziert, ist ein wichtiger Akteur in der
Pathophysiologie der GvHD: Der TNFalpha Rezeptor induziert die Apoptose des
Zielgewebes; Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile, B- sowie T-Zellen werden
dadurch aktiviert, ebenso wie die Produktion inflammatorischer Zytokine weiter
vorangetrieben wird. Daneben erfolgt eine direkte zytotoxsiche Epithelschadigung
durch CD8"-Zellen und ihre zytotoxische Effektormolekile Granzym und

Perforin." 182’
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Da die Donor-T-Zellen Haupteffektorzellen einer GvHD sind, werden Methoden der
T-Zell-Depletion genutzt, um die Last der T-Zellen im Transplantat zu verringern.
Dies geschieht als GvHD-Prophylaxe seit Anfang der achtziger Jahre mit Hilfe von
Anti-Thymocyten-Globulin (ATG) durch in-vivo T-Zell Depletion. ATG wird vor allem
dann zur Prophylaxe eingesetzt, wenn durch die Verwendung nicht-HLA-identer
Fremdspender eine erhohte Gefahr der GvHD beflrchtet wird. Eine Reduktion der
Inzidenz von GvHD kann dadurch erreicht werden, auf der anderen Seite kommt es
vermehrt zu AbstoBungsreaktionen des Transplantats und zur Verminderung des
Graft-versus-Leukemia Effekts, der ebenfalls T-Zell vermittelt ist.??

Schwere und Ausmald der aGvHD sind von unterschiedlichen Faktoren abhangig.
Dazu gehoren Abweichungen im Histokompatibilitdt zwischen Spender und
Empfanger, T-Zell Dosis, Art der Konditionierung und Immunsuppresion.
Hauptursache der Aktivierung des Immunsystems bei der GvHD sind Unterschiede
im  Histokompatibilitatskomplex von Donor und Empfanger. Aber auch
Chemotherapie und Bestrahlung tragen zu dieser Aktivierung bei, indem sie durch
die Schadigung des Darmepithels dazu fuhren, dass der Organismus mit
mikrobiellen Produkten konfrontiert wird, die sich in der Regel im Inneren des
Darmlumens befinden. Faktoren wie erhdhtes Alter sowohl des Empfangers als auch
des Spenders, sowie unterschiedliches Geschlecht erhdhen ebenfalls das Risiko
einer GvHD. 8212425

Zur Therapie der aGvHD ist eine zusatzliche immunsuppressive Therapie zur
ohnehin bereits bestehenden Immunsuppression indiziert. Zur Primartherapie wird
Prednisolon eingesetzt, welches antiinflammatorisch und hemmend auf die
Zytokinproduktion wirkt sowie zur Apoptose in Lymphozyten fuahrt. Zur
Zweitlinientherapie kommen weitere Immunsuppressiva wie Mycophenolatmofetil
sowie polyklonale und monoklonale Antikdrper zum Einsatz."

Wichtig zu beachten ist, dass die GvHD an sich in nur etwa 10-20% der GvHD-Falle
die Todesursache nach allogener Stammzelltransplantation darstellt. Vielmehr fuhrt
die GvHD zusammen mit der therapiebedingten Immunschwache zu potenziell
lebensbedrohlichen, schweren viralen und mykotischen Infektionen. So bedeutet
eine Verscharfung der immunsuppressiven Therapie gleichzeitig auch immer eine
Erhdhung des Risikos fur schwerwiegende Infektionen durch Verstarkung der
Immundefizienz. Entsprechend ist eine antivirale und mykotische prophylaktische

Abdeckung unerlasslicher Bestanteil der GvHD-Therapie.”
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1.3 Chronische GvHD

Als Langzeitkomplikation nach allogener Stammzelltransplantation ist die chronische
GvHD zu nennen. Sie ist die Hauptursache fur Nonrelapse Mortalitat von Patienten
zwei Jahre nach SZT.?® Von Patienten, die 100 Tage nach SZT leben, entwickeln bis
zu 60% der Patienten, die HLA-identes Knochenmark von Geschwistern bekamen,
und 70% der Patienten, die eine alternative Knochenmarkspende erhielten, eine
cGVHD. %28

Die Unterscheidung zwischen akuter und chronischer GvHD kann nicht alleine
anhand der Zeitspanne nach SZT gemacht werden, denn eine akute GvHD kann sich
ohne die pathognomonischen Charakteristika der chronischen GvHD nach Tag 100
nach SZT manifestieren, so wie eine chronische GvHD auch vor Tag 100 nach SZT
auftreten kann. Die mediane Zeit, nach der es zur Diagnose der cGvHD kommt,
betragt 4,5 Monate bei HLA-identer Geschwister-Transplantation und 4 Monate bei
Transplantation Nicht-Verwandter.?°?®

Klinisch  manifestiert sich die c¢GvHD hauptsachlich mit Dermatitis,
Keratokonjunktivitis, Mukositis, Sicca-Symptomatik und Leberfunktionsstérungen. Bei
schwerer Erkrankung konnen sich Malabsorption, 6sophageale und vaginale
Strikturen sowie pulmonale Schadigungen zeigen.?*°

Die chronische GvHD kann sich aus einer akuten GvHD entwickeln, entweder im
direkten Ubergang (progressive) oder nach einem krankheitsfreiem Intervall
(quiescent), aber auch eine Entstehung der cGvHD de novo ist mdglich. Als
Risikofaktoren fur das Auftreten einer cGvHD gelten neben der akuten GvHD, das
Patientenalter sowie der Einsatz von Blutstammzellen als Stammzellquelle anstelle
von Knochenmark. Hohes Alter bei Erhalt der Stammzellen und eine bereits

durchgemachte aGvHD sind die groRten Risikofaktoren.?!2%-"

1.4 GvHD und das Mikrobiom

Das angeborenen Immunsystems (innate immunity) ist an der Pathophysiologie der
Graft-versus-Host Erkrankung nach allogener Stammzelltransplantation mafgeblich

beteiligt. Der erste Schritt ist dabei die Auseinandersetzung der Immunabwehr mit
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der bakteriellen Flora: Physiologischerweise besteht hier eine tolerante Situation
gegenuber den kommensalen Bakterien, die aber bei vielen Erkrankungen, so auch
nach allogener SZT, gestort ist und dann durch die Triggerung massiver
Entzindungsreaktionen abgeldst wird.

Haut, Leber und Darm, die Zielorgane der aGvHD, sind alle gegenuber
Mikroorganismen exponiert; sei es durch Epidermis, Darmschleimhaut oder die
portalvendse Blutzirkulation.®'

Unter normalen Bedingungen halt das intestinale Epithel eine intakte Barriere
aufrecht und verhindert so das Eindringen von Bakterien. AuRerdem produzieren die
Paneth-Zellen des Darms verschiedene antimikrobielle Proteine, beispielsweise
alpha-Defensine, die Pathogene abtoten konnen. Diese intakte Barrierefunktion wird
jedoch durch Ganzkoérperbestrahlung (TBI) und Chemotherapie, im Rahmen der
Konditionierung vor allogener SZT empfindlich getroffen und geschwacht.
Darmbakterien und bakterielle Bestandteile (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs) dringen so ins Gewebe ein.*?

Es konnte gezeigt werden, dass Entzindungsreaktionen des erworbenen
Immunsystems wie die aGvHD durch die Interaktion zwischen den Mikrobiom-
assoziierten molekularen Mustern, den sogenannten PAMPs, und PRRs (pathogen
recognition receptors) beeinflusst werden. PAMPs sind charakteristisch fur
pathogene Erreger wie Bakterien, Viren und Pilze und werden durch PRRs wie NOD-
like Rezeptoren (NLR) und Toll-like Rezeptoren (TLR) erkannt.** NLRs sind
Bestandteil zahlreicher Signalkaskaden, die an der Ausschuttung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-13 sowie an der Zellapoptose beteiligt sind.
Entscheidend fur den Anstol} der Entzindungsreaktion im Rahmen einer aGvHD ist
die Aktivierung von PRRs durch mikrobielle Produkte (PAMPs), die durch die
intestinale Flora produziert werden. Die Stimulation der PRRs fuhrt zur Transkription
von inflammatorischen Genen und Produktion von Zytokinen, sodass eine
Entzindungsreaktion, Leukozytenmigration, Prasentation von Host-Antigenen und

schlieBlich eine ,Antihost-Reaktion* der Donor-T-Zellen folgt.*’
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Abbildung 1: ,,Schematic of the role of microbiota in graft-verus-host disease in the gut“ aus Chen, Y.,
Zhao, Y., Cheng, Q., Wu, D. & Liu, H. The Role of Intestinal Microbiota in Acute Graft-versus-Host Disease. J.
Immunol. Res. 2015, 145859 (2015)

Die Darmflora ist ein komplexes System, das eine wichtige Rolle in der
Immunabwehr spielt. Studien zeigen, dass Abweichungen der Darmflora mit
verschiedensten entzundlichen Erkrankungen verknlpft sind, auch die akute GvHD
gehort dazu.323+%

Das intestinale mikrobielle Milieu wird aktiv durch die Paneth-Zellen reguliert, indem
diese antimikrobielle Peptide, hauptsachlich alpha-Defensine, produzieren.32’38
Eriguchi et al. konnten 2012 am Mausmodell zeigen, dass sich die GvHD gegen
Paneth-Zellen richtet. So zeigt sich eine deutliche Reduktion der Expression von
antimikrobiellen Peptiden, was zu einem Verlust der Vielfalt der intestinalen,
mikrobiellen Flora fiihrt.® Es findet ein Shift von Kommensalen hin zu uberwiegend
gram-negativen Bakterien statt, die Infektionen und Sepsis verursachen kénnen.*®
Jenq et al. befasste sich 2012 mit dem Einfluss von Entzindungsprozessen auf die
intestinale, mikrobielle Flora nach allogener Knochenmarkstransplantation. Sie
stellten dar, dass Mause, die keine GvHD nach Knochenmarkstransplantation
erlitten, kaum Veranderungen in der Vielfalt der intestinalen Flora aufwiesen, bei

Mausen mit GvHD prasentierte sich jedoch ein dramatischer Verlust der bakteriellen
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Vielfalt wahrend der ersten zwei Wochen nach Knochenmarkstransplantation.39
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch beim Menschen; Patienten mit GvHD wiesen
ein Verlust der Breite der mikrobiellen Flora auf. Des Weiteren fand man eine
Zunahme an Milchsaurebakterien (Lactobacillales) und einen Verlust von Clostridien.
Patienten, die erst spater eine GvHD entwickelten, zeigten aber schon fruh nach
KMT ein verandertes Mikrobiom. So schlussfolgert Jenq et al., dass eine frihe

Veranderung der mikrobiellen Flora das Risiko fur eine spatere GvHD erhoht.®

1.5 Humanes R-Defensin 2

Das humane R-Defensin 2 gehort zur Familie der R-Defensine, eine Gruppe kleiner
(4-6 kDa), kationischer Peptide.***! Als antimikrobielle Pepitide sind R-Defensine
Bestandteil des angeborenen Immunsystems. Die Produktion von hBD2 erfolgt im
Gegensatz zur Produktion von hBD1 nicht konstitutiv sondern als Reaktion auf
Mikroben und Entziindungen.***3

Humanes [3-Defensin 2 wird von Epithelzellen der Haut, des Gastrointestinaltrakts,
des Urogenitaltrakts und des Bronchialsystems produziert.*'*?

Duits et al. stellte 2002 dar, dass hBD2 von Alveolarmakrophagen sowie von aus
Monozyten differenzierten Makrophagen gebildet wird. Auch die Annahme, dass
Monozyten als Vorlaufer der Alveolarmakrophagen Produktionsort des hBD2 sind,
konnte von Duits et al bestatigt werden.* In der Haut sind die Keratinozyten der
Epidermis der Hauptproduktionsort von hBD2.** Dort wird es von den Keratinozyten
und Epithelzellen als Antwort auf proinflammatorische Stimuli wie IL-1, TNFa und
Lipopolysaccharide (LPS) gebildet.*®> Als Produktionsorte des hBD2 sind also
zusammenfassend Epithelzellen, Monozyten und Makrophagen zu nennen.
R-Defensine sind - ahnlich wie auch die Defensine der anderen Klassen - in der
Lage mit den Zellwanden mikrobieller Organismen zu interagieren und diese zu
schadigen. So konnen potenzielle pathogene Erreger wie gram-postive und gram-
negative Bakterien, bekapselte Viren und Pilze abgetotet werden.*® Die
Zytokinsekretion von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wird
durch hBD2 induziert. So ist es in der Lage die Ausschuttung von IL-6, IL-8 und IL-10
zu fordern. Aullerdem wird IL-13 durch hBD2 hochreguliert, sodass eine weitere
hBD2-Expression in den Epithelzellen stattfindet.*® Des Weiteren induziert hBD2 die
Aktivierung und Degranulation von Mastzellen, wodurch Histamin und Prostaglandin

D, freigesetzt werden.*?
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hBD2 wirkt aulRerdem chemotaktisch auf unreife Dendritische Zellen, T-
Gedachtniszellen und TNFa markierte/aktivierte neutrophile Granulozyten. Dies
geschieht hauptsachlich Giber den CC-chemokine receptor 6(CCRB).4%4748
R-Defensine sind also nicht nur Teil der angeborenen Immunreaktion, sondern
stellen durch ihre Interaktion mit Dendritischen Zellen, T-Zellen und Neutrophilen
eine wichtige Verbindung zwischen angeborenem- und erworbenem Immunsystem
dar. So sind sie in der Lage, Komponenten des erworbenen Immunsystems bei
Infektionen und Entziindungen zu mobilisieren und zu verstarken.** '

Die Produktion von hBD2 wird durch das NOD2 Protein (Nucleotide-binding
oligomerization domain protein) induziert.*' Das NOD2 Protein ist ein Bestandteil des
angeborenen Immunsystems, indem es als PRR fungiert und insbesondere
bakterielle Muramyl-Dipeptide erkennt.*’ NOD2 wird hauptsichlich in APC wie
Monozyten/Makrophagen produziert,*’? jedoch auch in spezialisierten intestinalen
Epithelzellen wie den Paneth-Zellen sowie in anderen Epithelzellen.*'*°>® Es besteht
eine starke Assoziation zwischen Mutationen von SNPs des NOD2/CARD15 Gens

und schwerer GvHD, GvHD des Darms und TRM nach allogener SZT.>*
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Tabelle 3: Ubersicht R-Defensine

Aktivitat von R-Defensinen (hBD 1-3)

* antimikrobiell
* Degranulation von Mastzellen, Induktion von Histamin und
Prostaglandin D, Produktion 42
* Chemotaktische Wirkung auf
— unreife dendritische Zellen *?
— T-Gedéchtniszellen *?
= TNFa markierte Neutrophile *’
+ hBD2 induziert Zytokine “¢ 4
= [L-6,-8,-10,-11

Produktions-/Induktionsorte von hBD2

« Monozyten **
+ Makrophagen **
+ Keratinozyten *°

* Epithelzellen der Haut und Schleimhaute *2,

Alveolarzellen/Alveolarmakrophagen **

hBD2 wird induziert durch proinflammatorische Stimuli

o 1%
o IL-17 "% und IL-22 4156
« TNFa®

* Lipopolysaccharide (LPS) **
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Beteiligung des angeborenen Immunsystems,
insbesondere des humanen R-Defensin 2, an der Pathophysiologie der Graft-versus-
Host Erkrankung nach allogener Stammzelltransplantation.

Die Immunabwehr muss sich mit der bakteriellen Flora auseinandersetzten:
Physiologischerweise besteht hier eine tolerante Situation gegenlber den
kommensalen Bakterien, die aber bei vielen Erkrankungen gestort ist und dadurch
massive Entzindungsreaktionen ausgeldst werden. Auch bei der GvHD gibt es
Hinweise, dass das Mikrobiom und eine dysregulierte Immunregulation gegen dieses
einen ersten Schritt in der Pathophysiologie darstellt und diese gestorte
antibakterielle Immunantwort ein hoheres Risiko fur eine schwere GvHD birgt.

Ein moglicher Mechanismus, der zu mehr Inflammation beitragen konnte, ist eine
veranderte Produktion antibakterieller Peptide, so genannter Defensine, die im
Epithel und von Entzindungszellen produziert werden und eine wichtige erste
Abwehrreihe darstellen. Bereits erste Mausexperimente weisen auf eine
Verminderung der Defensine bei GvHD-Tieren hin.*

Ziel dieser Arbeit ist es, die bisher wenig bekannte Bedeutung des humanen [-
Defensin 2 in der allogenen Stammzelltransplantation zu untersuchen. Dabei sollen
die Fragen welchen Einfluss Konditionierung, Vortherapie und Grunderkrankung auf
die Defensinwerte haben sowie die Frage nach der Assoziation zwischen hBD2-
Werten und Komplikationen wie Infektionen, akute GvHD, chronische GvHD und

behandlungs-assoziierte Mortalitat beantwortet werden.
2 Patienten und Methoden

In der vorliegenden Studie wurden 66 Patienten untersucht, bei denen im Zeitraum
von Marz 2008 bis Marz 2010 eine allogene Stammzelltransplantation im
Universitatsklinikum Regensburg in der Abteilung fur Hamatologie und internistische
Onkologie durchgefuhrt wurde. Drei Patienten wurden retransplantiert, sodass die
Studie 69 Falle umfasst.

Im Vorfeld wurde bei den Patienten das im Serum zirkulierende humane R-Defensin
2 mittels ELISA, beginnend vor der Konditionierung bis Tag 360 nach

Stammzelltransplantation, gemessen. Alle R-Defensinwerte sind in pg/ml angegeben.
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Folgende klinische und laborchemische Daten wurden retrospektiv aus

standardisierten Verlaufsbogen erhoben:

* Patientenstammdaten (Alter bei Transplantation, Geschlecht)
* Grunderkrankung
* Datum der Stammzelltransplantation

* Art der Konditionierung

* ATG Dosis

» Steroiddosis
* CRP

e LDH

* ANC (absolute neutrophile count)

« TRM

* Gesamtgrad und Organstadium der akuten GvHD

* Gesamtgrad und Organstadium der chronischen GvHD

* Blutkultur positive, dokumentierte Infektion

Die Gradeinteilung der akuten GvHD erfolgte nach den Kriterien von Glucksberg.??
Es wurden die jeweiligen Zeitraume von d-10 (vor Konditionierung) und d360 nach
Transplantation untersucht. Dabei wurden Zeitspannen zu normierten Tagen

(dNorm) zusammengefasst:

* dNorm -10: vor Konditionierung

* dNorm 0: Tag der Stammzelltransplantation
* dNorm 7: umfasst die Tage 5-7

* dNorm 14: umfasst die Tage 12-16

* dNorm 21: umfasst die Tage 20-25

* dNorm 28: umfasst die Tage 27-30

* dNorm 44: umfasst die Tage 40-50

* dNorm 85: umfasst die Tage 69-100

* dNorm 180: umfasst die Tage 155-212

* dNorm 360: umfasst die Tage 260-473
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Es wurde fur jeden Fall der Maximalwert der R-Defensine in den Zeitraumen dNorm
7-21, dNorm 28-85 und dNorm 180-360 ermittelt.

2.1 Patientenkollektiv

Tabelle 4: Patientencharakteristika

Beobachtungszeitraum: Marz 2008 bis Marz 2010

Fallzahl 69
Geschlecht
Mannlich 39 (56,5%)
Weiblich 30 (43,5%)
Alter bei Transplantation 17 - 66 Jahre (Mittel: 47,15 Jahre)
Grunderkrankung
Akute Leukamie 38 (55,1%)
Chronische Leukamie 3 (4,3%)
Maligne Lymphome 21 (30,4%)
MDS 5(7,2%)
MPS 2 (2,9%)
TRM
Ja 18 (26,1%)
Nein 51 (73,9%)
Konditionierung
RIC 53 (76,8%)
Standard 16 (23,2%)
ATG Gabe
Ja 46 (66,7%)
nein 23 (33,3%)
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2.2 Vorgehen der statistischen Auswertung

Die gesammelten Daten wurden in das Statistikprogramm SPSS 20 ubertragen und
damit statistisch ausgewertet.

Die Mittelwertunterschiede bei Gruppenvergleichen wurden mittels t-Test bzw. Mann-
Whitney-Test fur unverbundene Stichproben berechnet.

Als Signifikanzniveau wurde a=0,05 festgelegt.

Es wurden Verlaufskurven der R-Defensinwerte von dNorm -10 bis dNorm 360

erstellt.

Die Daten wurden nach den Kriterien TRM, ATG Gabe, blutkulturpositive,
dokumentierte Infektion und Art der Konditionierung in Gruppen aufgeteilt und die

Mittelwerte der R-Defensinwerte jedes normierten Tages mittels t-Test verglichen.

Weiterhin wurde die ATG- Dosisabhangigkeit der R-Defensinwerte untersucht. Dafur
wurden die Gruppen ,keine ATG Gabe®, ,< 30mg/kg®, ,> 30mg/kg”“ gebildet und die

R-Defensinwerte der Gruppen durch den Mann-Whitney-Test verglichen.

Die R-Defensinwerte wurden im Hinblick auf CRP, LDH, absolute Neutrophilenzahl
(ANC) und die bestehenden Grunderkrankungen der Patienten mit Hilfe des Mann-
Whitney-Tests untersucht. Die Korrelation von CRP und R-Defensin 2 wurde fur den
Tag 0 errechnet.

Weiter wurden die Werte des R-Defensin 2 im Bezug auf die akute und chronische
GvHD nach Stammzelltransplantation betrachtet.

Dazu wurde zunachst fur jeden Fall der maximal erreichte Grad der aGvHD ermittelt
und so die Gruppen Maximalgrad 0/I, Maximalgrad Il, Maximalgrad Ill/IV gebildet.
Die R-Defensinwerte von dNorm 14-85 der einzelnen Gruppen wurden untereinander
mittels Mann-Whitney-Test verglichen.

Aulerdem wurden die R-Defensinwerte an den Tagen dNorm 14-85 hinsichtlich der
Organbeteiligung der akuten GvHD untersucht. Gruppen wurden nach den Kriterien
nach Glucksberg?®® gebildet.

Ahnlich wurde mit der chronischen GvHD verfahren. Hier wurde als MaR des

maximal erreichten Grades der chronischen GvHD die Behandlungsbedurftigkeit der
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Patienten mit cGvHD herangezogen, sodass die Gruppen keine/milde cGvHD
(=keine Behandlungsbedurftigkeit) und moderate/severe cGvHD
(=Behandlungsbedurftigkeit) gebildet wurden. Nun wurden die Maxima der [-
Defensinwerte im Zeitraum dNorm 180-360 der zwei Gruppen mit dem Mann-

Whitney-Test verglichen.

Im Anschluss wurde die Art der TRM in folgende Gruppen unterschieden: GvHD,
Infektion ohne GvHD, Lungenbeteiligung und andere Ursachen (toxisch, etc.). Die
Maximalwerte des R-Defensin 2 im Zeitraum d28-85 wurden dann im Bezug auf die

unterschiedlichen Arten der TRM mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests verglichen.

Abschlieliend wurden die R-Defensinwerte zu Beginn einer akuten GvHD bzw. einer
akuten GvHD der Haut bei Patienten mit bzw. ohne TRM betrachtet. Es erfolgte eine
Varianzanalyse (ANOVA) der 3-Defensin 2- Werte zwischen den Gruppen TRM

jJa/nein.

3 Ergebnisse

3.1 Verlaufskurven der R-Defensin 2- Werte

In Abbildung 2 sind die R-Defensin 2-Mittelwerte, die beginnend vor der
Konditionierung (dNorm-10) bis Tag 360 nach Stammzelltransplantation (dNorm 360)
gemessen wurden, fur jeden der normierten Tage dargestellt.

In den weiteren graphischen Darstellungen (Abbildungen 3 bis 5) wird der Verlauf der
R-Defensinwerte an den einzelnen normierten Tagen im Bezug auf die
Charakteristika TRM ja/nein, Art der erfolgten Konditionierung sowie ATG-Gabe
Jja/nein gezeigt. Bei der Art der Konditionierung wurde zwischen den Gruppen RIC
(dosisreduzierte Konditionierung) und Standard unterschieden. Patienten, die eine
Ganzkorperbestrahlung (TBI) mit einer Dosis von acht oder mehr Gray im Rahmen
der Konditionierung erhalten haben, wurden in die Gruppe Standard aufgenommen.
Patienten der Gruppe RIC, die also eine dosisreduzierte Konditionierung erhalten
haben, wurden hauptsachlich mit FBM (N=24), Fludarabin plus Treosulfan (N=11)
oder FLAMSA-RIC £TBI bis 4Gray (N=9) auf die allogene Stammzelltransplantation

vorbereitet. Eine Ubersicht Giber die angewandten Konditionierungen gibt Tabelle 5.
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Abbildung 2: Verlaufskurve der B-Defensin 2- Werte
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Abbildung 3: Verlaufskurve der B-Defensin 2-Werte und TRM Gabe
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Tabelle 5: Ubersicht Konditionierung

Standard
12 Gray TBI + Cyclophosphamid
12 Gray TBI + Etoposid (VP16)
8 Gray TBI + Fludarabin/F-ara
8 Gray TBI + Fludarabin + Cyclophosphamid
8 Gray TBI + Fludarabin + Melphalan
Gesamt

RIC

FBM
FLAMSA RIC
FLAMSA-RIC +Cyclophosphamid + 4Gray TBI
FLAMSA-RIC + Busulfan
Fludarabin + Treosulfan
Fludarabin + Cyclophosphamid + 2Gray TBI
Fludarabin + Treosulfan + CyA/MTX

Gesamt

N=4
N=2
N=3
N=6
N=1
N=16

N=24

N=13
N=2
N=1
N=53
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Abbildung 5: Verlaufskurve der B-Defensin 2-Werte und ATG Gabe
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3.2 Einfluss von TRM, Konditionierung, Infektionen und ATG Gabe auf die B-
Defensin 2-Werte

Die erhobenen Daten wurden in Gruppen anhand der Charakteristika Treatment-
related mortality (TRM) ja/nein, Konditionierung RIC/Standard, blutkulturpositive,
dokumentierte Infektion ja/nein, ATG-Gabe ja/nein eingeteilt, sodass anschlie3end
Mittelwertunterschiede der B-Defensin 2-Werte an den einzelnen normierten Tage
(dNorm) mittels t-Test errechnet werden konnten.

Der Unterschied der hBD2-Mittelwerte zwischen den Gruppen TRM ja/nein ist an d28
signifikant mit P=0,032 (Tabelle 6).

Ein signifikanter Unterschied (P=0,003) der hBD2-Werte zwischen den Gruppen ATG

Ja’nein ist an dO erkennbar (Tabelle 9).

Tabelle 6: B-Defensinwerte bei TRM ja/nein

dNorm R-Defensin 2 Mittelwerte Signifikanz
bei TRM (p-Wert)

ja N=15 1119,813

-10 0,618
nein N=45 1403,693
ja N=14 3776,279

0 0,677
nein N=47 3058,932
ja N=16 679,744

7 0,873
nein N=49 730,173
ja N=16 628,394

14 0,154
nein N=48 380,966
ja N=13 566,785

21 0,442
nein N=46 399,435
ja N=15 935,360

28 0,032
nein N=39 249,821
ja N=12 732,725

44 0,359
nein N=33 503,282
ja N=11 1681,873

85 0,253
nein N=45 523,047
ja N=7 1467,129

180 0,157
nein N=43 696,819
ja N=5 1079,560

360 0,530
nein N=42 1678,400
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Tabelle 7: RB-Defensinwerte bei Konditionierung RIC/Standard

R-Defensin 2 Mittelwerte Signifikanz
dNorm
bei Konditionierung (p-Wert)

RIC N=46 1469,352

-10 0,314
Standard | N=14 883,800
RIC N=49 3222,208

0 0,997
Standard | N=12 3229,125
RIC N=50 669,160

7 0,512
Standard | N=15 879,760
RIC N=48 364,943

14 0,088
Standard | N=16 676,463
RIC N=45 468,682

21 0,521
Standard | N=14 332,250
RIC N=41 433,298

28 0,895
Standard | N=13 462,169
RIC N=30 497,980

44 0,395
Standard | N=15 697,440
RIC N=42 758,031

85 0,950
Standard | N=14 728,600
RIC N=38 872,732

180 0,325
Standard | N=12 589,108
RIC N=37 1768,646

360 0,313
Standard | N=10 1045,070
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Tabelle 8: R-Defensinwerte bei Blutkultur positiver, dokumentierter Infektion ja/nein

R-Defensin 2 Mittelwerte

Signifikanz
dNorm bei blutkulturpositiver,
(p-Wert)
dokumentierter Infektion

ja N=11 509,636

7 0,575
nein N=52 711,238
ja N=8 500,963

14 0,625
nein N=54 410,540
ja N=8 891,175

21 0,291
nein N=49 336,382
ja N=10 328,810

28 0,603
nein N=42 454,048
ja N=13 441,008

44 0,443
nein N=31 630,748
ja N=15 1234,440

85 0,371
nein N=40 571,915
ja N=11 536,836

180 0,277
nein N=35 835,966
ja N=5 566,880

360 0,216
nein N=42 1739,433
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Tabelle 9: B-Defensinwerte bei ATG Gabe ja/nein

R-Defensin 2 Mittelwerte Signifikanz
dNorm
bei ATG Gabe (p-Wert)

ja N=40 4387,64

0 0,003
nein N=21 1006,29
ja N=43 670,67

7 0,639
nein N=22 803.76
ja N=42 428,15

14 0,762
nein N=22 467,28
ja N=39 388,21

21 0,490
nein N=20 517,20
ja N=37 484,43

28 0,402
nein N=17 351,89
ja N=27 331,17

44 0,028
nein N=18 856,09
ja N=38 788,96

85 0,800
nein N=18 681,77
ja N=35 939,24

180 0,438
nein N=15 688,65
ja N=31 1445,91

360 0,446
nein N=16 1912,54

3.3 ATG-Dosisabhangigkeit des B-Defensin 2

Nachdem ein signifikanter Unterschied der [3-Defensin Werte der Gruppen ATG
Jja/nein an dO festgestellt wurde (Tabelle 9), wurde die ATG-Dosisabhangigkeit auf
hBD2 an Tag 0 betrachtet.

An Tag 0 liegen insgesamt 61 R-Defensinwerte vor. Es wurden die Gruppen keine
ATG Gabe (N=23), =30mg/kg (N=21) und >30mg/kg (N=16) gebildet. AuRerdem liegt
eine kleine Gruppe (N=1) vor, die den monoklonalen Antikorper Campath erhalten
hat. Die unterschiedlichen Dosisgruppen wurden dann mittels Mann-Whitney U-Test
verglichen. Der Unterschied zwischen den Gruppen ohne ATG Gabe und denen mit

<30mg/kg sowie >30mg/kg ist signifikant (Tabelle 11).
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Tabelle 10: Haufigkeitstabelle ATG Dosis und R-Defensinwerte

R-Defensin 2-Werte an d0
95%-
Konfidenzintervall fiir
ATG Dosis| N |Mittelwert Stan_dard- Standardfehler den Mittelwert Minimum |Maximum
abweichung
Unter- | &) ergrenze
grenze 9
Keic’;‘:b‘:TG 23 | 940,76 | 121136 252,59 416,93 | 146460 92,6 4007,0
<30mg/kg| 21 | 4861,32 7698,28 1679,90 1357,10 | 8365,54 254,9 24146,0
>30mg/kg| 16 | 4499,46 5449,55 1360,14 1600,40 | 7398,53 106,2 19923,0
Andere
(Campath) 1 (921,10) - - - - (921,1) (921,1)
Gesamt | 61 | 3223,57 5581,34 714,62 1794,12 | 4653,02 92,6 24146,0

5000,04

4000,04

3000,07]

2000,09

Mittelwert R-Defensin 2

1000,049

0=

keine ATG Gabe </=30mg/kg >30mg/kg andere
ATG Dosis

Abbildung 6: ATG-Dosisabhingigkeit des B-Defensin 2 (d0)
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Tabelle 11: ATG-Dosisabhangigkeit der B-Defensin 2-Werte an d0, Mann-Whitney-U

ATG Gabe Mann-Whitney-U Test
fiir B-Defensinwerte an d0
keine ATG Gabe U=111,00
< 30mg/kg Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,002
keine ATG Gabe U=80,00
> 30mg/kg Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,003
< 30mglkg U=150,00
> 30mg/kg Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,581

3.4 CRP an Tag 0 bei Patienten mit bzw. ohne ATG-Gabe
Vergleicht man an Tag 0 die CRP-Mittelwerte (in mg/l) der Patienten, die ATG

erhalten haben mit denen, die keines erhalten haben, so zeigt sich, dass bei

Patienten mit ATG-Gabe an Tag 0 im Mittel signifikant hohere CRP-Werte vorliegen.

Tabelle 12: CRP an Tag 0 bei ATG ja/nein

CRP Mittelwerte Signifikanz
dNorm
bei ATG Gabe (p-Wert)
ja N=41 46,95
0 0,008
nein N=19 14,50
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Abbildung 7: CRP an Tag 0 bei ATG ja/nein, CRP-Mittelwert bei ATG ja: 46,95, SD 49,27, CRP-Mittelwert
bei ATG nein: 14,50, SD 20,74, P= 0,008

3.5 Korrelation von CRP und B-Defensin 2 an Tag 0

Die Korrelation von CRP und B-Defensin 2 wurde fur den Tag 0 errechnet. Ein
zweiseitiger Signifikanztest wurde hierbei durchgefuhrt. Es besteht eine mittlere
positive Beziehung zwischen Hohe der CRP- und Defensinwerte. Die Koeffizienten

sind bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner als 0,1% hochst signifikant.
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Abbildung 8: Streudiagramm B-Defensinwerte und CRP an Tag 0
Tabelle 13: Korrelation CRP und B-Defensin 2 an Tag 0
CRP RDefensin2
Korrelation nach Pearson 1 444"
CRP Signifikanz (2-seitig) ,000
N 60 59
Korrelation nach Pearson 444" 1
RDefensin2  Signifikanz (2-seitig) ,000
N 59 61

**. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.
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3.6 CRP, LDH, ANC und R-Defensin 2

Betrachtet man die R-Defensinwerte an den Tagen, an denen die Patienten erhdhte
CRP Werte von 210mg/l bzw. 250mg/l aufweisen, so fallt auf, dass auch erhohte 13-
Defensinspiegel vorliegen. Bei CRP-Werten <10mg/l liegt im Mittel ein B-
Defensinwert von m=820,49 vor, bei Patienten mit CRP =50mg/l wurden -
Defensinwerte von m=2286,89 gemessen. Wie Tabelle 15 zu entnehmen ist, ist im
Mann-Whitney-U Test der Unterschied zwischen den Gruppen CRP <10/=210mg/I
bzw. <560/250mg/l signifikant.

Ahnlich verhalt es sich bei Patienten mit erndhten LDH Werten. Bei LDH Werte = 500
U/l liegen 3-Defensinwerte von m=1482,67 (Median=677,90) vor. Bei LDH-Werten
<500 U/l betragt der R-Defensinmittelwert m=1169,00 (Median=358,45). Der
Unterschied beider Gruppen ist in der statistischen Testung mit p=0,029 signifikant
(Tabelle 17).

In Tabelle 18 werden R-Defensinwerte bezuglich der nach Stammzelltransplantation
ermittelten absoluten Neutrophilenzahl (ANC) dargestellt. Haben Patienten einen
ANC von = 500 erreicht, so liegen R-Defensinwerte von m=878,96 vor. Bei ANC
<500 sind die R-Defensinwerte im Mittel hoher (m=1331,66). Der Unterschied der
Gruppen ANC </z 500 ist im Mann-Whitney-U Test nicht signifikant(p=0,060).

Tabelle 14: Deskriptive Statistik B-Defensin 2 und CRP

R-Defensin 2-Werte d-10-360

95%-Konfidenzintervall fiir
Standard- Standard-
CRP N | Mittelwert den Mittelwert Min. Max.
abweichung fehler

Untergrenze | Obergrenze

<10mg/l | 369 820,49 2566,7439 | 133,6193 557,735 1083,241 26,1 44105,0
210mg/l | 245 | 1716,09 | 5105,8032 | 326,1978 1073,563 2358,608 45,0 | 60877,5

Gesamt | 614 | 1177,85 | 3811,0852 | 153,8029 875,807 1479,896 26,1 60877,5

<50mg/l | 549 | 1011,52 | 3539,8988 | 151,0792 714,750 1308,280 26,1 60877,5
250mg/l | 75 2286,89 | 5115,6373 | 590,6914 1109,914 3463,871 62,9 | 24146,0

Gesamt | 624 | 1164,81 | 3781,9248 | 151,3982 867,493 1462,118 26,1 60877,5
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Tabelle 15: CRP und B-Defensin 2, Mann-Whitney-U

CRP Mann-Whitney-U Test
U=39592,50
<10mgll Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
210mg/l 0=0,009
U=17211,50
<50mgil Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
250mg/l

p=0,021

Tabelle 16: Deskriptive Statistik B-Defensin-2 und LDH

R-Defensin 2-Werte d-10 bis 360

95%-Konfidenzintervall fiir
Standard- Standard- i
LDHUN | N | Mittelwert den Mittelwert Min. | Max.
abweichung fehler
Untergrenze | Obergrenze
<500 566 1169,00 3741,3504 157,2607 860,114 1477,888 26,1 60877,5
2500 33 1482,67 3457,9250 601,9475 256,543 2708,797 67,6 | 20185,0
Gesamt | 599 1186,28 3724,2767 152,1698 887,430 1485,134 26,1 60877,5

Tabelle 17: LDH und B-Defensin 2, Mann-Whitney-U

LDH Mann-Whitney-U Test
U=7228,00
<so0 Uil Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
2500 U/I

p=0,029
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Tabelle 18: Deskriptive Statistik B-Defensin-2 und ANC

R-Defensin 2-Werte d-10-360
95%-Konfidenzintervall fiir
Standard- | Standard-
ANC N | Mittelwert den Mittelwert Min. | Max.
abweichung fehler
Untergrenze | Obergrenze
ANC
<500 225 1331,66 3266,3450 217,7563 902,543 1760,769 36,2 | 24146,0
ANC 2500 | 381 878,96 3328,2851 170,5132 543,693 1214,228 26,1 | 60877,5
Gesamt 606 1047,04 3309,9627 134,4580 782,979 1311,102 26,1 | 60877,5

Tabelle 19: ANC und R-Defensin 2, Mann-Whitney-U

ANC Mann-Whitney-U Test
U=38941,50
<500 Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
2500
p=0,060

3.7 Grunderkrankungen und B-Defensin 2

Die B-Defensin 2-Werte wurden im Bezug auf die bestehende Grunderkrankung der
Patienten untersucht. Hierzu wurden die Werte an Tag -10 (vor Konditionierung)
betrachtet.

Es wurden die Gruppen Akute Leukamie (N=32), Chronische Leukamie bzw. CML
(N=3), Maligne Lymphome (N=20), MDS (N=3) und MPS (N=2) gebildet.

Der Vergleich der [3-Defensinwerte der einzelnen Gruppen erfolgte mittels Mann-
Whitney U-Test (Tabelle 21). Allerdings lie3 sich kein signifikanter Unterschied

bezuglich des R-Defensinwerts zwischen den Gruppen feststellen
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Tabelle 20: Deskriptive Statistik B-Defensin 2-Werte an d-10 und Grunderkrankungen

R-Defensin 2-Werte an d-10

95%-

Konfidenzintervall
Standard- | Standard-
Grunderkrankungen| N | Mittelwert fiir den Mittelwert Min. | Max.

abweichung fehler
Unter- Ober-
grenze grenze
Akute Leukamie 32 1244,37 1998,6867 353,32 523,77 1964,98 45,4 199420
Chronische
3 1458,83 1910,9888 1103,31 -3288,33 | 6205,99 166,8 | 3654,0
Leukamie
Maligne
20 1499,62 1942,8831 434,44 590,32 2408,91 127,6 | 7889,3
Lymphome
MDS 3 1460,97 1624,3034 937,79 -2574,03 | 5495,96 393,8 | 3330,3
MPS 2 695,90 830,2848 587,10 -6763,91 8155,71 108,8 | 1283,0
Gesamt 60 1332,72 1889,0548 243,88 844,73 1820,72 45,4 19942,0
1500,04
~N
k]
2 1000,07
&
[
(a]
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Akute Leukamie Chronische Maligne Myeloproliferative
Leukamie Lymphome Erkrankungen
Grunderkrankung

Abbildung 9: Grunderkrankungen und R-Defensin 2 an d-10 (vor Konditionierung)
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Tabelle 21: Grunderkrankungen und B-Defensin 2-Werte an d-10 (vor Konditionierung), Mann-Whitney-U

Grunderkrankung Mann-Whitney-U Test
fiir B-Defensinwerte an d-10
Akute Leukidmie U=47,00
Chronische Leukimie Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,953
Akute Leukidmie U=280,00
Maligne Lymphome Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,452
Akute Leukidmie U=37,00
MDS Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,517
Akute Leukidmie U=27,00
MPS Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,714
Chronische Leukidmie U=29,00
Maligne Lymphome Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,927

3.8 R-Defensin 2 und Maximalgrad der akuten GvHD im Zeitraum d14-85

FUr jeden der 69 Falle wurde der maximal erreichte Grad der akuten GvHD im
Zeitraum dNorm 14-85 ermittelt und die Gruppen Maximalgrad 0/ (N=49),
Maximalgrad Il (N=13), Maximalgrad Ill/IV (N=7) gebildet.

Nun wurden die R-Defensinwerte der Gruppen untereinander mit Hilfe des Mann-
Whitney-Test verglichen. Der Unterschied der Gruppen Maximalgrad 0/l und IlI/IV ist
mit p=0,017 signifikant (Tabelle 24).



Ergebnisse 36

Tabelle 22: Maximalgrad der aGvHD

Maximalgrad der
Haufigkeit Prozent
aGvHD
Grad 0/1 49 71.0
Grad Il 13 18,8
Grad llI/IvV 7 10,1
Gesamt 69 100,0

Tabelle 23: Deskriptive Statistik B-Defensin 2-Werte von d14-85

R-Defensin 2-Werte von d14-85
95%-Konfidenzintervall
Maximal- Standard- | Standard- fiir den Mittelwert
grad N | Mittelwert Min. Max.

der aGvHD abweichung | fehler Unter- Ober-

grenze grenze
Grad 0/1 195 454,60 617,1993 44,1986 367,426 541,769 30,8 4004,5
Grad Il 50 519,40 696,9376 98,5619 321,329 717,463 26,1 3583,0
Grad lll/lV | 33 929,66 1891,1576 | 329,2083 259,082 1600,233 52,7 10772,5
Gesamt 278 522,64 888,1882 53,2700 417,778 627,509 26,1 10772,5

Tabelle 24: Maximalgrad der aGvHD und R-Defensin 2 im Zeitraum d14-85, Mann-Whitney-U

Mann-Whitney-U Test
Maximalgrad der aGvHD
fiir B-Defensinwerte d14-85
U=4553,00
%rfddolil Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
a p=0,471
U=2378,00
GGrrZC:I(I)IIIIV Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
a p=0,017
U=653,00
G?':?IIIIIIV Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
a p=0,1107
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Abbildung 10: Erreichter Maximalgrad der aGvHD im Zeitraum d14-85
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3.9 R-Defensin 2 und aGvHD der Haut, Leber, Darm im Zeitraum d14-85

Die Einteilung der Organstadien der akuten GvHD erfolgte anhand der Kriterien nach
Glucksberg.??

Im Folgenden wurden die R-Defensin 2-Werte von dNorm 14 bis 85 fur die
Organmanifestationen Haut, Leber und Darm untersucht. Fir Leber und Darm
wurden die B-Defensinwerte der Gruppen ja/nein verglichen (Tabelle 28 und 29). Die
aGvHD der Haut wurde weiter in die Organstadien 0-4 unterteilt und die B-
Defensinwerte der Gruppen untereinander verglichen (Tabelle 26). Die Unterschiede
der -Defensin 2-Werte zwischen den Gruppen Kein Exanthem und Generalisiertes
Exanthem sind hoch signifikant (p=0,000). Ebenso die Unterschiede zwischen den
Gruppen Exanthem bis 25% der KOF und Generalisiertes Exanthem (p=0,002) sowie
Exanthem 25-50% der KOF und Generalisiertes Exanthem (p=0,008).

Tabelle 25: Deskriptive Statistik der R-Defesnin 2-Werte von d14-85 bei aGvHD der Haut

R-Defensin 2-Werte von d14-85

95%-Konfidenzintervall

Standard- | Standard- fiir den Mittelwert

aGvHD Haut N Mittelwert . Min. Max.
abweichung fehler Unter- Ober-
grenze grenze

kein Exanthem 226 443,12 588,180 39,125 366,020 520,218 26,1 4004,5

Exanthem bis 25%
der 28 532,29 755,436 142,764 239,366 825,220 40,2 3583,0

Koérperoberflache

Exanthem 25-50% | 15 665,22 871,523 225,026 182,590 1147,856 | 137,7 | 3280,0

generalisiertes | o | 599505 | 3849.902 | 1571,716 | -1045208 | 7035241 | 722,9 | 10772.,5
Exanthem

Gesamt 275 519,99 888,670 53,590 414,489 625,493 26,1 | 10772,5
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Tabelle 26: akute GvHD der Haut und R-Defensin 2 im Zeitraum d14-85, Mann-Whitney-U

aGvHD Haut

Mann-Whitney-U Test

fiir B-Defensinwerte d14-85

keine GvHD Haut
GvHD Haut

U=4504,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,041

Kein Exanthem
Generalisiertes Exanthem

u=91
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,000

Kein Exanthem
Exanthem bis 25% d. KOF

U=3054,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,764

Kein Exanthem
Exanthem 25-50% der KOF

U=1359,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,199

Exanthem bis 25% d. KOF
Generalisiertes Exanthem

U=15,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,002

Exanthem 25-50% der KOF
Generalisiertes Exanthem

U=11,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,008

Exanthem bis 25% d. KOF
Exanthem 25-50% der KOF

U=182,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,476




Ergebnisse 40

1000,0
800,01
o~
-
w
o
L -
% 600,0
o]
2
—
-
v
2
@ 400,04
-
=
200,01
0

nein ja

aGvHD der Haut (d14-85)

Abbildung 11: akute GvHD der Haut und B-Defensin 2 im Zeitraum d14-85
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Tabelle 27: Deskriptive Statistik B-Defensin 2-Werte und aGvHD Darm und Leber im Zeitraum d14-85

R-Defensin 2-Werte von d14-85
95%-Konfidenzintervall fiir
Standard- Standard-
N Mittelwert den Mittelwert Min. Max.
abweichung fehler
Untergrenze | Obergrenze
Darm
ja 5 925,10 1331,87 595,6287 -728,630 2578,830 137,7 3280,0
nein 270 512,49 880,33 53,5753 407,009 617,969 26,1 10772,5
Gesamt | 275 519,99 888,70 53,5906 414,489 625,493 26,1 10772,5
Leber
ja 4 434,25 256,96 128,4803 25,368 843,132 154,9 663,3
nein 271 521,26 894,79 54,3544 414,244 628,269 26,1 10772,5
Gesamt | 275 519,99 888,70 53,5906 414,489 625,493 26,1 10772,5

Tabelle 28: R-Defensin 2-Werte und aGvHD des Darms im Zeitraum d14-85, Mann-Whitney-U

Mann-Whitney-U Test
aGvHD Darm
fiir B-Defensinwerte d14-85
i U=537,00
] . Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
nein p=0,434

Tabelle 29: R-Defensin 2-Werte und aGvHD der Leber im Zeitraum d14-85, Mann-Whitney-U

Mann-Whitney-U Test
fir R-Defensinwerte d14-85

aGvHD Leber

U=434,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
p=0,494

ja
nein
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3.10 Maximalwerte der B-Defensine im Zeitraum d180-360 und Maximalgrad

der chronischen GvHD

Die Maximalwerte des R-Defensin 2 im Zeitraum d180-360 wurden im Hinblick auf
die chronische GvHD untersucht. Dazu wurden die Gruppen keine/milde cGvHD
(=kein Behandlungsbedurftigkeit) und moderate/severe cGvHD
(=Behandlungsbedurftigkeit) gebildet. Die Patienten mit behandlungsbedurftiger
cGvHD wiesen hohere R-Defensinwerte (m=2606,68) als Patienten mit nicht-
behandlungsbedurftiger cGvHD auf (m=1446,12). Der Mann-Whitney-U Test zeigt
einen signifikanten Unterschied der Gruppen mit p=0,032 (Tabelle 31).

Tabelle 30: Deskriptive Statistik der B-Defensin 2-Maxima d180-360 und Maximalgrad cGvHD

Maxima der R-Defensin 2-Werte von d180-360

behandlungs- 95%-Konfidenzintervall fiir
bediirftige Standard- | Standard-
cGvHD N Mittelwert den Mittelwert Min. Max.
(Maximalgrad) abweichung fehler

Untergrenze | Obergrenze

ja (modearte,
22 | 2606,68 2760,59 588,56 1382,70 3830,66 | 118,60 | 10910,70

severe)
nein
30 | 1446,12 1738,07 317,33 797,10 2095,11 167,20 | 7825,00
(keine,mild)
Gesamt 52 | 1937,12 2278,37 315,95 1302,82 2571,42 | 118,60 | 10910,70

Tabelle 31: Maxima der B-Defensin 2-Werte und Maximalgrad der cGvHD im Zeitraum d180-360, Mann-
Whitney-U

behandlungsbediirftige cGvHD Mann-Whitney-U Test
(Maximalgrad) fiir B-Defensinwerte d14-85

U=214,00
ja (moderate, severe) . S L
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):

nein (keine, mild) p=0,032
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3.11 R-Defensin 2-Werte und TRM

In 18 der 69 betrachteten Falle trat eine Treatment related mortality auf.

Die Arten der TRM wurden noch weiter unterschieden, dartber gibt Tabelle 32 einen
Uberblick.

Die Maximalwerte des R-Defensin 2 im Zeitraum d28-85 wurden im Bezug auf TRM
Jja’/nein sowie auf die unterschiedlichen Arten der TRM untersucht. Signifikant ist der
Unterschied zwischen den Gruppen mit und ohne TRM (P=0,009). Die Patienten mit
TRM hatten im Mittel einen hoheren R-Defensinmittelwert (m=7589,96) als die
Patienten ohne TRM (m=624,62). Die an einer GvHD verstorbenen Patienten weisen
einen hoheren R-Defensinmittelwert (m=15979,11) auf als Patienten mit einer TRM

anderer Genese.

Tabelle 32: Deskriptive Statistik der Maximalwerte B-Defensin 2 und Art der TRM von d28-85

Maxima der B-Defensin 2-Werte im Zeitraum d28-85

95%-Konfidenzintervall

Standard- Standard- fiir den Mittelwert

TRM N | Mittelwert Min. Max.
abweichung fehler
Unter-
Obergrenze
grenze
keine TRM 51 624,62 642,49 89,97 443,91 805,32 30,80 3330,50

TRM (gesamt) | 16 7589,96 17819,83 445496 | -1905,56 | 17085,47 | 137,70 | 60877,50

Lungen-

1 922,00 - - - - 922,00 922,00
beteiligung
GvHD 7 15979,11 25431,67 9612,27 | -7541,25 | 39499,48 | 211,40 | 60877,50

Infektion ohne

GVHD 5 1315,74 1093,09 488,84 -41,50 2672,98 230,70 | 2959,00
\4

andere
3 694,93 785,71 453,63 -1256,88 | 2646,75 137,70 | 1593,60
(toxisch, etc.)
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Tabelle 33: Maximalwert des B-Defensin 2 im Zeitraum d28-85 und Art der TRM, Mann-Whitney-U

TRM Mann-Whitney-U Test
fur R-Defensinwerte d28-85

Keine TRM U=238,00
Asymptotische Signifikanz (2-seitig):
TRM p=0,009
GvHD U=13,0

Infektion ohne GVHD Asymptotische Signifikanz (2-seitig):

p=0,465
GvHD U=5,0
andere (toxisch, etc.) Afymptotlsche Signifikanz (2-seitig):
p=0,210
Infektion ohne GvHD u=4,0
andere (toxisch, etc.) Q:grggt?otlsche Signifikanz (2-seitig):

3.12 R-Defensin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD und akute GvHD der
Haut bei TRM ja/nein

Es wurden die R-Defensinwerte zu Beginn einer akuten GvHD bei Patienten mit bzw.
ohne TRM ermittelt. Die Patienten mit TRM hatten im Mittel hohere R-Defensin 2-
Werte zu Beginn der aGvHD (m=1015,32) als Patienten ohne TRM (m=489,51).
Zwischen diesen Gruppen ist die Varianzanalyse mit p=0,049 signifikant. Weiter
wurden die 3-Defensinwerte zu Beginn einer akuten GvHD der Haut untersucht. Die
Patienten mit TRM hatten zu Beginn der aGvHD der Haut 3-Defensinwerte von m=
826,77, Patienten ohne TRM von m= 485,99. Die Ergebnisse der Varianzanalyse

gestaltete sich hier nicht signifikant.
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Tabelle 34: Deskriptive Statistik der B-Defensin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD bei TRM ja/nein

R-Defensin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD
95%-
Konfidenzintervall fiir
. Standard- den Mittelwert .. .
TRM N Mittelwert abweichung Standardfehler Minimum |Maximum
Unter- Obergrenze
grenze
Nein 26 489,51 476,7216 93,4928 296,954 682,058 35,1 1986,3
Ja 11 1015,32 | 1105,9451 333,4550 272,334 | 1758,302 84,7 3597,0
Gesamt| 37 645,83 746,2841 122,6883 397,005 894,652 35,1 3597,0

Tabelle 35: Einfaktorielle ANOVA, R-Defensin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD bei TRM ja/nein

Mittel der L
Quadratsumme df F Signifikanz
Quadrate
Zwischen den Gruppen | 2137105,575 1 2137105,575 4,176 ,049
Innerhalb der Gruppen | 17912732,358 35 511792,353
Gesamt 20049837,933 36

Tabelle 36: Deskriptive Statistik der B-Defensin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD der Haut bei TRM
jalnein

R-Defensin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD der Haut

95%-
Konfidenzintervall fiir
TRM N |Mittelwert| Standard- | o gardfehler | 96N Mittelwert Minimum |Maximum
abweichung
Unter- | o ergrenze
grenze 9
Nein 25 485,99 | 483,9296 96,7859 286,238 | 685,750 35,1 1986,3
Ja 9 826,77 | 746,9415 248,9805 | 252,617 | 1400,917 84,7 2239,0
Gesamt| 34 576,20 | 573,4327 98,3480 376,108 | 776,289 35,1 2239,0
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Tabelle 37: Einfaktorielle ANOVA, R-Defesnin 2-Werte zu Beginn einer akuten GvHD der Haut bei TRM
jalnein

Mittel der L
Quadratsumme df F Signifikanz
Quadrate
Zwischen den Gruppen | 768480,951 1 768480,951 2,439 ,128
Innerhalb der Gruppen 10083881,9 32 315121,309
Gesamt 10852362,8 33

4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die bisher wenig bekannte Bedeutung des humanen [-
Defensin 2 in der allogenen Stammzelltransplantation zu untersuchen. Dabei sollen
die Fragen, welchen Einfluss Konditionierung, Vortherapie und Grunderkrankung auf
die Defensinwerte haben sowie die Frage nach der Assoziation zwischen hBD2-
Werten und Komplikationen wie Infektionen, akute GvHD, chronische GvHD und
behandlungs-assoziierte Mortalitat naher betrachtet werden. Unsere Ergebnisse
werden im Folgenden mit Daten aus der Literatur verglichen und diskutiert. Bisher
gibt es aber nur wenige Autoren, die sich mit hBD2 nach Stammzelltransplantation

beschaftigen.

4.1 Verlaufskurven des R-Defensin 2

In den Verlaufskurven der R-Defensin-2 Werte, die beginnend vor der
Konditionierung bis Tag 360 nach Stammzelltransplantation gemessen wurden
(Abbildung 2), zeigt sich ein deutlicher Peak des hBD2 an Tag 0, also dem Tag der
SZT. Die hBD2-Werte fallen wieder ab, steigen dann aber ab Tag 28 wieder an, um
an Tag 360 nach SZT wieder etwa beim Ausgangsniveau von Tag -10, vor der
Konditionierung, zu liegen.

Auffallig ist, dass bei Patienten, welche kein Antithymozyten-Globulin (ATG)
erhielten, an Tag 0 kein Anstieg des hBD2 zu verzeichnen ist, stattdessen liegen die
Werte bei diesen Patienten am Tag der SZT etwa so hoch wie vor der
Konditionierung (Abbildung 5). Der Unterschied der 3-Defensin Werte zwischen den
Gruppen ATG ja/nein ist an Tag 0 signifikant mit P=0,003 (Tabelle 9).
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Im Folgenden sollen mogliche Ursachen der erhdhten R-Defensinwerte durch ATG
diskutiert werden.

ATG wird als polyklonaler Antikorper zur in vivo T-Zell Depletion wahrend der
Konditionierung eingesetzt, um so das Risiko der GvHD zu minimieren. SchlieRlich
sind die T-Lymphozyten des Spenders Haupteffektorzellen einer GvHD, sodass man
sich bemuht durch eine Reduktion der T-Zell Last im Transplantat das Risiko einer
GVHD zu verringern."?*%"%8 Krgger et al. beobachteten eine erhdhte Hauttoxizitat bei
Patienten, die ATG erhielten (48% in der ATG-Gruppe vs. 22% , p=0,009), was
unmittelbar mit einem ATG-induzierten Erythem, welches sich aber innerhalb einer
Woche nach Beendigung der ATG-Gabe vollstandig zuruckbilde, zusammen
hange.” Eine hBD2 Erhdhung bei entziindlichen Verdnderungen der Haut ist bereits
in der Literatur gut bekannt, °*®° was im Folgenden noch néher diskutiert wird.

Der signifikante Unterschied der R-Defensinwerte zwischen den Gruppen ATG
Jja/nein an Tag 0 Iasst sich jedoch vor allem damit erklaren, dass ATG ein Cytokine
release Syndrome (CRS) durch Makrophagenaktivierung auslost. Beim Cytokine
release Syndrome kommt es zunachst zu einem Anstieg von TNF alpha und im
Folgendem zu einer vermehrten Ausschattung von IFNy, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8 und
IL-10.5"%® Durch TNF alpha und IL-1 wird die Produktion von hBD2 induziert, womit
die signifikant hoheren hBD2-Werte bei Patienten nach ATG-Gabe an Tag 0 zu
erklaren sind.*®

Ebenso wird durch IL-6 die Expression des Akut-Phase-Proteins CRP vermehrt
angeregt.®* Vergleicht man an Tag 0 die CRP-Mittelwerte der Patienten, die ATG
erhalten haben mit denen, die keines erhalten haben, so zeigt sich, dass bei
Patienten mit ATG-Gabe an Tag 0 im Mittel signifikant hohere CRP-Werte vorliegen.
R-Defensin 2 wiederum induzierte eine weitere Ausschattung von IL-6. In dieser
Arbeit wurde ebenfalls die Korrelation von CRP und [3-Defensin 2 fur den Tag 0
errechnet, wo sich eine mittlere positive Beziehung zwischen Hohe der CRP- und
Defensinwerte zeigt.

Nachdem ein signifikanter Unterschied der R-Defensinwerte der Gruppen ATG
Jja/nein an dO festgestellt wurde (Tabelle 9), wurde die ATG-Dosisabhangigkeit auf
das R-Defensin 2 an Tag 0 betrachtet. Eine ATG-Dosisabhangigkeit lasst sich
anhand unserer statistischen Berechnungen nicht erkennen. Es ist jedoch
anzunehmen, dass die Induktion von hBD2 durch ATG so stark ist, dass sie bei

Dosen von <30mg/kg schon maximal ist.
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4.2 R-Defensin 2 und GvHD

In der Haut sind die Keratinozyten der Epidermis der Hauptproduktionsort von hBD2.
% Dort wird das hBD2 von den Keratinozyten und Epithelzellen als Antwort auf
proinflammatorische Stimuli wie IL-1, TNFa und Lipopolysaccharide (LPS) gebildet.*®
Keratinozyten spielen eine wesentliche Rolle in der angeboren Immunabwehr: Sie
funktionieren nicht nur als Barriere, sondern sind auch in der Lage, Pathogene zu
erkennen und als Antwort auf diese antimikrobielle Peptide und inflammatorische
Zytokine zu produzieren.*>%°

In dieser Arbeit wurden die R-Defensin 2-Werte von Tag 14 bis 85 fur die aGVHD der
Haut anhand der Organstadien 0-4 nach Glucksberg® verglichen. Hier zeigten sich
beim generalisierten Exanthem signifikant hohere (P=0,000) [3-Defensinwerte als bei
Patienten ohne Exanthem. Ebenso verhielten sich die Unterschiede zwischen den
Gruppen Exanthem bis 25% der KOF und Generalisiertes Exanthem (P=0,002)
sowie Exanthem 25-50% der KOF und Generalisiertes Exanthem (P=0,008). Hohe R-
Defensin 2-Level im Serum sind bei inflammatorischen Prozessen der Haut bereits in
der Literatur beschrieben. Kanda et al. untersuchten hBD2 und Zytokine im Serum
bei Patienten mit Atopischer Dermatitis und zeigten, dass Serumlevel von hBD2 bei
an Atopischer Dermatitis Erkrankten hoher lagen als bei Nicht-Erkrankten.*® Kanda et
al. schlussfolgerten, dass das humane [3-Defensin 2 im Serum mdglicherweise ein

.5 Waihrend die humanen B-

Biomarker fur Entzindungen der Haut darstell
Defensinklassen 1 und 3 kontinuierlich in der gesunden Haut gebildet werden, wird
das hBD2 in der ,normalen“ gesunden Haut nicht exprimiert, in der Haut von
Psoriasis-Erkrankten hingegen vermehrt.>*®>% Jansen et al. konnten zeigen, dass im
Epithel produziertes hBD2 auch im Serum nachweisbar ist, da es die Basalmembran
passieren und in die Blutbahn gelangen kann, sodass es im Serum mittels ELISA
gemessen werden kann.®® Jansen et al. demonstrierten, dass bei Patienten, die an
Psoriasis leiden, hohe hBD2 Spiegel im Serum vorliegen, die Werte waren um das
400-fache erhoht bei schwer erkrankten Patienten.®®

Da es auch bei der aGVHD zu einer Schadigung der Haut durch apoptotische
Epithelzellschadigung mit einwandernden Lymphozyten und inflammatorischen
Zellen kommt,"'®2" Jassen sich die erhdhten hBD2-Werte im Serum bei Patienten mit
generalisiertem Exanthem bei aGvHD gut erklaren und decken sich mit unseren

Beobachtungen.
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In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein signifikanter Unterschied der [3-Defensin 2-
Werte (P=0,017) zwischen den Gruppen der Patienten mit Maximalgrad 0/1 und I1l/1V
der aGvHD. Das hBD2 zeigte sich bei den Patienten mit Maximalgrad ll/IV héher als
bei Patienten mit Maximalgrad 0/I der aGvHD. Oder anders ausgedruckt; je schwerer
die maximale Auspragung der aGvHD, desto hoher lagen im Mittel die 3-Defensin-2
Werte im Serum (siehe Tabellen 23, 24).

Ahnlich verhalt es sich bei Patienten mit chronischer GvHD. Die Patienten mit
behandlungsbedurftiger cGvHD wiesen signifikant hohere [R-Defensinwerte
(m=2606,68) als Patienten mit nicht-behandlungsbedurftiger cGvHD auf (m=1446,12)
(siehe Tabelle 31).

Bei einer aGvHD kommt es zu einer massiven Zytokinproduktion, es werden
samtliche proinflammatorische Zytokine wie IL-6,-1 und TNFalpha ausgeschittet.
Durch diese proinflammatorischen Stimuli wird vermehrt hBD2 freigesetzt.*?

Ein mdglicher Mechanismus, der zu mehr Inflammation im Rahmen der GvHD
beitragen konnte, ist eine veranderte Produktion antibakterieller Peptide, der
Defensine, die im Epithel und von Entzindungszellen produziert werden und eine
wichtige erste Abwehrreihe darstellen.

Der Einfluss des Mikrobioms auf die GvHD ist bekanntermaRen signifikant.>® Studien
zeigen eine enge Beziehung zwischen Zusammensetzung des intestinalen

Mikrobioms und Schwere der aGvHD 32383967

% und

Die intestinale Flora - das Mikrobiom - wird neben der Ernahrung
antibiotischen Therapien % durch entziindliche Prozesse im Gastrointestinaltrakt
beeinflusst.>** Da auch die GvHD des Darms eine Entziindung des
Gastrointestinaltrakts darstellt, liegt es nahe, dass auch hier eine Veranderung des
Mikrobioms zu beobachten ist.

Die Inflammation des Darms durch eine aGvHD geht einher mit Veranderungen in
der Zusammensetzung des intestinalen Mikrobioms.*”**° Es konnte gezeigt
werden, dass nach der Transplantation ein Shift der Darmflora hin zu Enterokokken
stattfindet, vor allem bei Patienten, die im Verlauf eine GvHD des Darms entwickelt
haben oder bereits unter einer aGvHD des Darms litten.*” Méglicherweise beeinflusst
ein friher Shift des Mikrobioms sowie ein Verlust der Vielfalt des Mikrobioms nach
allogener SZT Entzindungsreaktionen des Gl-Trakts.*

Die Ergebnisse erster Mausexperimente weisen auf eine Verminderung der

Defensine bei GvHD-Tieren hin.®® Ein Verlust von alpha-Defensinen wurde bei
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Mausen festgestellt, die eine GvHD des Gl-Trakts entwickelten.®® Eriguchi et al.
konnten feststellen, dass eine Schadigung von Paneth-Zellen durch GvHD zu einer
deutlichen Reduktion von alpha-Defensinen im Dunndarm fuhrt. Paneth-Zellen
stellen eine naturliche Immunabwehr des Organismus dar, indem sie antimikrobielle
Peptide im Dunndarmepithel, wo sie am Grund der Krypten zu finden sind,
sezernieren.” Werden Paneth-Zellen zur Zielscheibe der GvHD, kommt es durch die
beeintrachtigte Produktion von antimikrobiellen Peptiden, den Defensinen, zu einem
Verlust in der Vielfalt der Darmflora. Es findet ein Shift von Kommensalen hin zu
Uberwiegend gram-negativen Bakterien wie E.coli statt, die haufig Infektionen und
Sepsis verursachen.® Die Produktion von hBD2 wird durch das NOD2 Protein
(Nucleotide-binding oligomerization domain protein) induziert, welches unter
anderem in Paneth-Zellen produziert wird.*!*°->3

=73 \werden

Wahrend alpha-Defensine vor allem in Paneth-Zellen produziert werden,
R-Defensine ubiquitir, so auch im Colonepithel, produziert.*'#244™ |n der Literatur ist
bereits bekannt, dass alpha-Defensine als Konsequenz der Schadigung der Paneth-

d,%®7  wahrend aktuelle

Zellen im Rahmen der GvHD erniedrigt sin
Forschungsarbeiten des Labors fur experimentelle allogene KMT der Uniklinik
Regensburg zeigen, dass R-Defensine hingegen bei GvHD deutlich erhoht sind.”
Auch die Daten dieser Arbeit zeigen einen Anstieg des hBD2 bei einer aGvHD und
signifikant hohere hBD2-Werte bei Patienten mit einem Maximalgrad der aGvHD von
[1I/IV im Vergleich zu Patienten, die maximal an einer aGvHD Grad 0/I litten. Dies
konnte damit zu erklaren sein, dass durch das vermehrte Auftreten von gram-
negativen Bakterien auch vermehrt Lipopolysaccharide (LPS) -als Bestandteil der
aulleren Membran der gram-negativen Bakterien- in die Blutbahn gelangen, wodurch
es zur Sekretion von TNF-alpha und IL-1 kommt, welche einerseits die GvHD weiter
befeuern und andererseits die Produktion von hBD2 anregen. Ein fataler Feedback-
Mechanismus entsteht so durch Dysbiose und GvHD.%7"-8°

Neben der Gesamt-GvHD wurde in unserer Arbeit auch das humane R-Defensin 2 im
Zusammenhang mit der aGvHD des Darms im Zeitraum d14-85 untersucht. Dafur
wurden die R-Defensinwerte der Gruppen aGvHD des Darms ja/nein verglichen
(siehe Tabelle 27 und 28). Der Mittelwert der R-Defensin 2 Werte lag bei den
Patienten mit aGvHD des Darms (m=925,10) hoher als bei Patienten ohne aGvHD
des Darms (m=512,49). Wir konnten allerdings keinen signifikanten Unterschied

zwischen R-Defensin-2 Werten bei Patienten mit bzw. ohne aGvHD des Darms
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zeigen. Jedoch ist zu bemerken, dass lediglich funf R-Defensinwerte (m=925,10,
SD=1331,8) bei aGvHD des Darms zwischen d14-85 vorlagen, wohingegen 270 [3-
Defensinwerte aus der Gruppe, die keine aGvHD des Darms hatten (m=512,49,
SD=880,33), zwischen d14-85 in die Berechnungen eingingen. In weiterfuhrenden
Arbeiten ware es interessant nicht nur ein Vergleich zwischen einer aGvHD des
Darms ja/nein bezuglich der R-Defensinwerte zu untersuchen, sondern Vergleiche
zwischen einzelnen Gruppen je nach Schwere der akuten GvHD des Darms

durchzufihren.

Wie bereits dargelegt zeigten unsere Daten einen Anstieg des hBD2 bei einer
aGvHD. Auch bei anderen entzindlichen Erkrankungen sind bereits erhohte hBD2-
Werte beschrieben. %' Wir konnten erhdhte R-Defensinwerte bei Patienten mit
aGvHD des Darms beobachten und auch in der Literatur sind erhohte Spiegel bei
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen (CED) beschrieben. Bei Kindern mit
CED konnten Zilbauer et al. ebenfalls eine Induktion der Produktion der 3-Defensine
2 und 3 im entzindeten terminalen lleum und Colon ascendens sehen. Ebenso
zeigte er eine starke Korrelation von hBD2 und 3 und den proinflammatorischen
Zytokinen IL-8 und TNF-alpha.®® Kiibler et al. fanden eine Zunahme von hBD2 im
Colonepithel bei Patienten mit aktivem Morbus Crohn, insbesondere bei Patienten
der ,high inflammation group*.*

Bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes liegt ein erhdhter Serumlevel
an humanem R-Defensin 2 und den human neutrophil peptides (HNPs) vor, was mit

der Hautbeteiligung bei SLE zusammenhéngen kénnte.?
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43 CRP undLDH

Die Beobachtung, dass eine Erhdhung des hBD2 bei entzindlichen Prozessen
vorliegt, wird unterstrichen durch unsere Untersuchungen bezuglich C-reaktivem
Protein (CRP) und hBD2.

CRP ist erhoht bei inflammatorischen Prozessen und gilt als unspezifischer
Entziindungsmarker.®*®® Da es ein Akute-Phase-Protein ist, steigt die
Blutkonzentration des CRP im Rahmen entzindlicher Erkrankungen an.’*® In der
vorliegenden Arbeit wurden die hBD2-Werte an den Tagen, an denen die Patienten
erhohte CRP Werte aufwiesen (CRP 210mg/lI bzw. 250mg/l) untersucht. Bei CRP-
Werten <10mg/I liegen die hBD2-Werte im Mittel bei 820,49pg/ml. Hoher liegen die
hBD2-Werte bei Patienten mit CRP 250mg/l (m=2286,89) Der Unterschied zwischen
den Gruppen CRP <10/210mg/l bzw. <50/250mg/| ist signifikant (P= 0,009 bzw-
P=0,021).

Ahnlich verhalt es sich bei Patienten mit erhohten LDH Werten. LDH steigt an bei
erhohtem Zellumsatz des Organismus, also bei einer vermehrten Schadigung von
Zellen. Bei LDH Werte = 500 U/l liegen im Mittel hohere R-Defensinwerte als bei
LDH-Werten <500 U/l vor. Der Unterschied beider Gruppen ist im statistischen Test
signifikant (P=0,029)

4.4 R-Defensin 2 und TRM

Wir konnten in unserer Arbeit beobachten, dass die Patienten mit TRM im Mittel
signifikant hoheren R-Defensinwerte aufwiesen als die Patienten ohne TRM
(m=7589,96 vs. m=624,62 P=0,009). Insbesondere bei an GvHD verstorbenen
Patienten konnten hohere R-Defensinmittelwerte gemessen werden als bei Patienten
mit TRM anderer Genese. Interessant ware es deshalb, in Zukunft die B-
Defensinwerte bei Beginn der GvHD im Hinblick auf die Prognose der GvHD zu

beurteilen.

4.5 Nicht signifikante Ergebnisse

Die hBD2-Werte wurden im Hinblick auf bestehende blutkulturpositive, dokumentierte
Infektion betrachten, zwischen den Gruppen (ja/nein) zeigte sich kein signifikanter

Unterschied. Da ansonsten in dieser Arbeit ein Zusammenhang von erhohtem hBD2
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und inflammatorischen Prozessen (aGvHD) gezeigt werden konnte und auch —wie
bereits oben beschrieben- ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen CRP
<10/210mg/l bzw. >50/250mg/I besteht (P= 0,009 bzw- P=0,021), deutet dies drauf
hin, dass die zytokin— und damit GvHD bedingte Induktion von CRP und R-Defensin

starker als die rein durch bakterielle Toxine getriggerte Induktion ist.

In der vorliegenden Arbeit fand sich kein signifikantes Ergebnis hinsichtlich der
hBD2-Werte und der bestehenden Grunderkrankung.

Ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse fanden sich in der vorliegenden Arbeit
hinsichtlich hBD2 und aGvHD der Leber.

Die hBD2-Werte wurden im Hinblick auf die nach Stammzelltransplantation
ermittelten absoluten Neutrophilenzahl (ANC) betrachtet. Bei Patienten mit ANC von
= 500 liegen R-Defensinwerte von m=878,96 vor, bei ANC <500 sind die -
Defensinwerte im Mittel hoher (m=1331,66). Der Unterschied der Gruppen ANC </z
500 zeigte sich im Mann-Whitney-U Test nicht signifikant(p=0,060).

Hinsichtlich hBD2 und Konditionierungsschema (RIC vs. Standard) zeigten sich

ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse.

5 Zusammenfassung

Ziel unserer Studie war es, die bisher wenig bekannte Bedeutung des humanen [3-
Defensin 2 in der allogenen Stammzelltransplantation zu untersuchen. Dabei sollen
die Fragen, welchen Einfluss Konditionierung und Grunderkrankung auf die
Defensinwerte haben sowie die Frage nach der Assoziation zwischen hBD2-Werten
und Komplikationen wie Infektionen, akute GvHD, chronische GvHD und TRM
beantwortet werden. Hierzu wurden 66 Patienten untersucht, bei denen im Zeitraum
von Marz 2008 bis Marz 2010 eine allogene Stammzelltransplantation im
Universitatsklinikum Regensburg in der Abteilung fur Hamatologie und internistische
Onkologie durchgefuhrt wurde. Drei Patienten wurden retransplantiert, sodass die
Studie 69 Falle umfasst.

Im Vorfeld wurde bei den Patienten das im Serum zirkulierende humane R-Defensin
2 mittels ELISA, beginnend vor der Konditionierung bis Tag 360 nach

Stammzelltransplantation, gemessen.
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Als antimikrobielle Pepitide sind R-Defensine Bestandteil des angeborenen
Immunsystems. Die Immunabwehr muss sich mit der bakteriellen Flora
auseinandersetzten: Physiologischerweise besteht hier eine tolerante Situation
gegenuber den kommensalen Bakterien, die aber bei Erkrankungen gestort und
dadurch eine massiver Entzindungsreaktionen ausgeldst werden kann. Auch bei der
GvHD gibt es Hinweise, dass das Mikrobiom und eine dysregulierte Immunreaktion
gegen dieses einen ersten Schritt in der Pathophysiologie darstellen und diese
gestorte antibakterielle Immunantwort ein hoheres Risiko fur eine schwere GvHD
birgt. In Mausexperimenten gibt es Hinweise auf eine Verminderung der alpha-
Defensine bei GvHD-Tieren.® In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass die R-
Defensin-2 Werte im Serum im Mittel hoher lagen, je schwerer die maximale
Auspragung der aGvHD war. So konnte ein signifikanter Unterschied der hBD2-
Werte (P=0,017) zwischen den Gruppen der Patienten mit Maximalgrad 0/1 und I1l/1V
der aGvHD gezeigt werden.

Eine signifikante Erhohung des hBD2 konnten wir besonders feststellen bei aGVHD
der Haut (Exanthem bis 25% der KOF und Generalisiertes Exanthem P=0,002,
Exanthem 25-50% der KOF und Generalisiertes Exanthem P=0,008).

Bei an GvHD verstorbenen Patienten stellten wir signifikant hohere hBD2-Werte als
bei Patienten mit TRM anderer Genese fest. In 18 der 69 betrachteten Falle trat eine
Treatment related mortality auf. Insgesamt zeigt sich, dass Patienten mit TRM im
Untersuchten Zeitraum von Tag 28 bis Tag 85 im Vergleich zu Patienten ohne TRM
signifikant hohere [-Defensinmittelwerte aufwiesen (P=0,009). Die signifikant
hoheren Werte bei TRM lassen sich insbesondere durch die erhohten B-
Defensinwerte bei Patienten mit aGvHD erklaren, welche eine der Genesen der TRM
darstellt.

Kein signifikantes Ergebnis bzw. Unterschied fand sich jedoch hinsichtlich hBD2 und
aGvHD des Darms und der Leber.

Bei den Patienten mit aGvHD des Darms lagen die hBD2-Mittelwerte hoher
(m=925,10) als bei Patienten ohne aGvHD des Darms (m=512,49). Auch wenn sich
kein signifikanter Unterschied zeigt, so lasst sich dennoch ein Trend abbilden, dass
bei Beteiligung des Darms ein Anstieg der 3-Defensinspiegel im Serum vorliegt.

Eine Erhohung des hBD2 bei Inflammation, wie sie auch bei der GvHD besteht, ist

bereits in der Literatur bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen beschrieben.®*8183
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Auch wir konnten zeigen, dass bei Patienten mit erhdhten CRP-Werten ebenfalls
erhohte hBD2-Werte gemessen werden konnten.

In den Verlaufskurven der R-Defensin-2 Werte, die beginnend vor der
Konditionierung bis Tag 360 nach Stammzelltransplantation gemessen wurden, zeigt
sich insgesamt ein deutlicher Peak des hBD2 an Tag 0. Bei Patienten, welche jedoch
kein Antithymozyten-Globulin (ATG) im Rahmen der Konditionierung erhielten, zeigte
sich an Tag O kein Anstieg des hBD2, stattdessen liegen die Werte bei diesen
Patienten am Tag der SZT etwa so hoch wie vor der Konditionierung. Der
Unterschied der hBD2-Werte an Tag 0 ist zwischen den Gruppen ATG ja/nein
signifikant (P=0,003). Dies lasst sich damit erklaren, dass davon auszugehen ist,
dass ATG ein Cytokine release Syndrome (CRS) durch Makrophagenaktivierung
auslost. Durch das Cytokine release Syndrome wird TNF alpha und schlie3lich IFNy,
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 und IL-10 ausgeschiitett.®’®* Es kommt durch TNF alpha und
IL-1 zur Induktion der Produktion von hBD2, sodass signifikant hdhere hBD2-Werte
bei Patienten nach ATG-Gabe an Tag 0 zu messen sind. Ebenfalls liegen bei
Patienten, die ATG erhielten, an Tag 0 im Mittel signifikant hdhere CRP-Werte vor.
Hier greift wieder der oben genannte Mechanismus; zum einen wird durch IL-6 die
Expression des Akut-Phase-Proteins CRP vermehrt angeregt, zum anderen induziert
das durch die Zytokinproduktion vermehrt expremierte R-Defensin-2 wiederum eine
weitere  Ausschittung von IL-6, sodass es zum CRP-Anstieg kommt.
Zusammenfassend konnten wir in dieser Analyse eine eindeutige Assoziation der
sytemischen HBD2 Freisetzung mit inflammatorischen Komplikationen der allogenen
Stammzelltransplantation (GvHD und Zytokin Release-Syndrom unter ATG)
nachweisen. Durch eine nachfolgende prospektive Studie der HBD2 Serumwerte
konnte und sollte abgesichert werden, ob sich HBD2 als evtl auch prognostischer

Biomarker bei Patienten mit allogener Stammzelltransplantation eignet.
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7 Anhang

71 Abkurzungsverzeichnis

AGVHD ... akute Graft versus Host Disease
AN C e absolute neutrophile count
AP C e —————— antigenprésentierende Zellen
AT G e —————————— Antithymozytenglobulin
(OO o O CC-chemokine receptor 6
CED o Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
CGVHD ..o chronische Graft verus Host Disease
Y A e Cyclosporin A
o Tag
(0 )L o PSPPI normierter Tag
EBMT ..o European Society of Blood and Marrow Transplantation
ELISA . o Enzyme-linked Immunosorbent Assay
2] (o PPN et cetera
FBIM e Fludarabi, BCNU, Melphalan
FLAMSA L. (FL)udarabine, (A)ra-C, (AMSA)crine
G-CSF . granulocyte colony stimulating factor
] Gastrointestinal
GVHD . Graft versus Host Disease
NBD .. humanes [-Defensin
HL A e Human leukocyte antigen
L e — e e e e e e e e e e e e e e e e e eeannnnnnn s Interleukin
S = S EERUPPRRRR Kilodalton
S Knochenmarkstransplantation
2 R Kérperoberflache
LD H. e ————— Laktat Dehydrogenase
B SR Lipopolysaccharide
IMDS . myelodysplastisches Syndrom
MHC . e major histocompatibility complex
MPS myeloproliferatives Syndrom
1 5, Methotrexat
I SR NOD-like Rezeptor

NOD ..o Nucleotide-binding oligomerization domain protein
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PAMP ..o pathogen-associated molecular pattern
PBMC ......... Peripheral Blood Mononuclear Cell/mononukleére Zellen des peripheren
Blutes
PBSZT . periphere Blutstammzelltransplantation
PRR e pathogen recognition receptor
RIC .. et reduced-intensity conditioning
S Systemischer Lupus erythematodes
SN e Single Nucleotide Polymorphism
A U Stammzelltransplantation
TBI e, total body irradiation/Ganzkérperbestrahlung
T R ettt e e e e e e e e e e e e enearnnnnn Toll-like Rezeptor
TN ettt e e e e e e e e e e e e e eeeneaee Tumonekrosefaktor
TRM e Treatment Related Mortality
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