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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem ist ein  komplexes Zusammenspiel vieler
Abwehrmechanismen, das dazu beitragt den Koérper vor potenziellen Schaden durch
krankheitserregende Stoffe zu schiitzen. Einteilen ldsst sich das Immunsystem in das
angeborene und in das adaptive Immunsystem. [1]. Das angeborene Immunsystem erkennt
korperfremde Strukturen und reagiert sofort, wenn auch unspezifisch auf Krankheitserreger
[1]. Kommt der Koérper in Kontakt mit einem Krankheitserreger braucht das erworbene
Immunsystem Tage, um reagieren zu kdnnen, macht das dafiir zielgerichteter und folglich

wirksamer [1].

Die zellularen Bestandteile des Immunsystems kommen urspriinglich aus dem Knochenmark.
Nach dem Austritt aus dem Knochenmark findet man sie im Gewebe, Blut oder lymphatischen
System. Die Zellen des Immunsystems haben zusammen mit allen zellularen Bestandteilen des
Blutes gemeinsame Vorldauferzellen im Knochenmark. Die allen Zellen gemeinsame, erste
Vorlauferzelle ist die sogenannte hamatopoetische Stammzelle (HSC). Aus ihr entwickeln sich

die anderen Zellen im Rahmen der sogenannten Hamatopoese [1].
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1.1.1 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive oder auch erworbene Immunsystem zeichnet sich durch eine enorme Variabilitat
an Rezeptoren aus. Erreicht wird das durch eine Verschlisselung der Rezeptoren in
Gensegmenten und die damit verbundene somatische Rekombination [3]. Uber diesen
einzigartigen Rekombinationsprozess, der Schneiden, Spleifen und Verdandern der variablen
Genregionen beinhaltet, entsteht diese Rezeptoren-Vielfalt [4]. Das adaptive Immunsystem
erreicht eine genaue ,,Passform” der Rezeptoren und gebildeten Proteine. Dariiber hinaus hat
das erworbene Immunsystem im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem eine
Gedachtnis-Funktion. Das adaptive Immunsystem ist daneben verantwortlich fiir weniger
winschenswerte Reaktionen des Korpers, wie Autoimmunerkrankungen, Allergien oder
AbstofRungsreaktionen, bei denen sich die Immunantwort gegen nicht-pathogene Antigene
richtet [3]. Wichtige Zellpopulationen des adaptiven Immunsystems sind die B- und die T-
Lymphozyten. Werden einem Lymphozyten zusatzlich costimulierende Faktoren prasentiert

wird er aktiviert und kann proliferieren und anschlieRend Effektor-Funktionen wahrnehmen

[1].

B-Lymphozyten sind verantwortlich fiir die sogenannte humoral vermittelte Immunantwort.
Sie differenzieren nach Aktivierung u.a. zu Immunglobulin-produzierenden Plasmazellen. Die
Immunglobuline (Ig), auch Antikdrper genannt, werden bei dem spezifischen Antigen-Kontakt
sekretiert. Die Zellen besitzen die Fahigkeit tiber den Antikdrper an das Antigen zu binden und
wirken damit Uber mehrere Mechanismen dem Krankheitserreger entgegen. Zum einen
neutralisieren sie ihn, indem sie dessen Bindungsstellen oder aktiven Zentren blockieren und
das Komplement-System aktivieren. Zum anderen wird der Erreger durch ihre Bindung
markiert und ermoglicht damit Makrophagen und Monozyten den Erreger zu erkennen und
zu eliminieren [5]. Darliber hinaus gehoéren aktivierte B-Lymphozyten zu den
Antigenprasentierenden Zellen (APC), weil sie entgegen den ruhenden B-Zellen CD80/86 (CD
cluster of differentiation) als costimulierende Faktoren produzieren kénnen [5]. Die B-
Lymphozyten besitzen im reifen Zustand einen B-Zell-Rezeptor (BCR). Dieser Rezeptor besteht
aus einer Antigen-bindenden Untereinheit, dem membrangebundenen Ig und einer Signal-
gebenden Untereinheit. Ein Immunglobulin besteht aus 2 schweren und 2 leichten Ketten und
kann neben der gebundenen Form auch in I6slicher Form im Korper existieren. Das Ig setzt
sich aus einer konstanten Region und einer variablen Region (die auch das Antigen bindet)

zusammen. Die Aminosduren-Reihenfolge der konstanten Region teilt die BCR in 5 Klassen:
3



IgG, IgA, IgM, IgD und IgE ein. Jede Klasse hat dabei unterschiedliche Funktionen und ein

Klassenwechsel ist im Laufe der B-Zell-Reifung in eine Richtung moglich [5, 6].

Die T-Lymphozyten sind verantwortlich fur die zellvermittelte Immunantwort. Sie besitzen
einen Komplex aus dem CD3-Antigen und einem CD4 oder einem CD8-Antigen. Nur wenn ein
Antigen auf einem MHC-Komplex (MHC major histocompatibility complex,
Hauptgewebevertraglichkeitskomplex) prasentiert wird, ist die T-Zelle in der Lage das Antigen
zu erkennen. Dabei benétigen CD4+T-Zellen einen MHC-1l und die CD8+T-Zellen einen MHC-I-
Komplex [7]. CD4+T-Zellen werden auch T-Helferzellen genannt und aktivieren u.a. auch
andere Zellen, vor allem B-Zellen. CD8+T-Zellen werden auch zytotoxische T-Zellen genannt
und eliminieren intrazellulare Erreger, indem sie zum einen Makrophagen aktivieren und zum
anderen virus-infizierte Zellen attackieren [1, 4]. Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt meist
Uber die Kombination aus einem Antigen und einer aktivierten DC (dendritische Zelle) als

Costimulus [1].

1.2 Lymphopoese
Die allen Zellen gemeinsame Vorlauferzelle, die HSC ist pluripotent, das heil3t sie hat noch die
Fahigkeit sich in die verschiedenen Zelllinien zu differenzieren [8]. Die HSC kann durch

folgende Oberflachenmarker charakterisiert werden:

Quelle Ichiietal. | Payne et Payne et Doulatov | Chaoetal. | Pang et al.

[9] Crooks Crooks etal. [12] | [13] [14]
(10] [11]

HSC Lin- Lin- Lin- Lin-
CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+
CD38- CD38- CD38- CD38- CD38- CD38-
CD45RA- c-kiten CD45RA- | CD45RA- | CD45RA-
CD90+ CD90+ CD90+ CD90+
CD49f+ CD49f+
FlIt3+

Tabelle 1: Die Antikorperklassifikation der HSC




Der Reifungsprozess ist sehr wirkungsvoll, so bringt er beim Erwachsenen in jeder Stunde circa
eine Milliarde rote Blutkorperchen und 100 Millionen weif3e Blutkdrperchen hervor [15]. Die
HSC ist entscheidend fiir eine lebenslange Blutproduktion und ist definiert “durch ihre
Fahigkeit zur dauerhaften Selbsterneuerung oder Erzeugung von Tochter-Stammzellen
wahrend sie einen Beitrag zum Pool von sich differenzierenden Zellen beitragt.”S.1 [12]. Um
ihrer Aufgabe nachkommen zu konnen, bendétigt sie eine besondere Umgebung, eine
sogenannte ,Nische/Mikro-Umwelt”, die raumlich und zeitlich koordinierte Signale

gewahrleistet, um die Stammzelle zu unterstiitzen [15].

Die erste Zelle, die sich aus der HSC entwickelt ist die multipotente Vorlduferzelle (MPP). Sie
hat noch die Fahigkeit sich in Zellen der myeloischen Zellreihe sowie der lymphatischen
Zellreihe zu differenzieren, besitzt allerdings kein Selbsterneuerungspotential mehr. Folgende

Antikorper werden zur Charakterisierung in der Literatur verwendet:

Quelle Ichii et al. [9] Doulatov et al. [12] Chao et al. [13]
MPP Lin- Lin- Lin-
CD34+ CD34+ CD34+
CD38- CD38- CD38-
CD90- CD90- CD90-
CD45RA- CD45RA- CD45RA-
CDA49f- CDA49f-
Flt3+

Tabelle 2: Die Antikorperklassifikation der MPP

In unserer Auswertung war urspringlich in den ersten Auswertungen fir die HSC CD38-
CD34+CD45RA-CD90+ und die MPP CD38-CD34+CD45RA-CD90- angedacht, nach Umstellung
auf ein neues Panel, wurde der Antikorper CD90 ersetzt, so dass keine Unterscheidung mehr
zwischen HSC und MPP gemacht werden konnte und die beiden Populationen mit
(CD45+)CD38-CD34+CD45RA-CD7- definiert wurden bzw. (CD45+)CD38-CD34+CD45RA-CD7-
CD22-. Dain den ersten erhobenen Messungen CD45 noch nicht vorhanden war, sind nicht in
allen Proben die HSC+MPP CDA45 positiv, weshalb dieser Marker in Klammern steht. In der
vorliegenden Arbeit ist die Definition damit fir HSC+MPP (CD45+)CD38-CD34+CD45RA-CD7-
CD22-.



Ab der nachsten Reifungsstufe besitzen die Zellen nicht mehr die Moglichkeit sich in
verschiedene Linien weiter zu differenzieren. Aus der MPP entwickelt sich in Richtung der
lymphatischen Zelllinie die sogenannte gemeinsame lymphatische Vorlaufer-Zelle (common
lymphoid progenitor (CLP)). Diese Vorlauferzelle hat nur noch das Potential sich in
lymphatische Zellen zu entwickeln. Verglichen mit den Forschungserkenntnissen bei der Maus
ist die menschliche Hdmatopoese und Immunologie sehr viel weniger genau und gut erforscht.
Grinde sind dafiir unter anderem die technischen und logistischen Herausforderungen beim
Menschen, sowie bei Forschungsversuchen der ethischen Dimension gerecht zu werden [11].
Die CLP-Zellen wurden in der Maus als Zellen definiert, die noch alle lymphatischen
Differenzierungsmoglichkeiten haben, sich also zu T- oder B-Lymphozyten sowie Natlrliche
Killerzellen (NK) entwickeln kénnen, nicht jedoch zu Zellen der myeloischen Zellreihe [16].
1995 beschrieb Galy et al. eine Zellpopulation im menschlichen Knochenmark, die den
Kriterien der CLP entsprachen. Diese Zelle wurde mit folgendem Phanotyp charakterisiert:
CD34+CD38+lin-CD10+ [17]. Demgegeniiber wurde im menschlichen Nabelschnurblut auch
eine multilymphoide Vorlauferzelle entdeckt, die CD34+CD38-CD7+ ist (Hao et al., 2001;
Hoebeke et al., 2007). Im Knochenmark sind allerdings alle potentiellen CLP CD38+, so dass
Payne et al. den Phanotyp der CLP als CD34+Lin-CD7+CD10+ definierte, was unterstreicht,

dass der Phanotyp aktuell noch kontrovers diskutiert wird [11].

Ein Review von Blom und Spits [18] kommt zu dem Schluss, dass es 2 verschiedene
Zellpopulationen gibt, die CLP Eigenschaften haben. Eine Population hat den Phanotyp
CD34+lin-CD45RA+CD7+, die sich vor allem, aber nicht ausschlieflich in T-Lymphozyten
weiterentwickeln kann, wahrend die zweite Population aus CD34+lin-CD45RA+CD10+IL7R o+
Zellen besteht, die vor allem in die B-Zellrichtung weiter differenzieren. Es scheint von diesen
beiden Zellpopulationen noch eine Vorlduferzelle zu geben, die der Definition der CLP am
ehesten entsprechen wiirde. Auch Uber diesen Phanotyp gibt es unterschiedliche Meinungen.
Konsens besteht dariiber, dass die Population CD34+CD45RA+ exprimiert. Ob bereits CD10+

und/oder CD7+ exprimiert wird, ist Gegenstand der Kontroverse.



CD34*CD45RA™

(CD7+CD10%)
3 CDS4*C D45RA-
CD34+*CD45RA*
CDS4“CD45 RA*CD123*

YN /\\

DIIRIPIR

Abbildung 2: Entwicklung der CLP und GMP nach Blom et al.

Quelle | Blom Le Bien et al. [19] Payne et Payne et Crooks [11]
et Crooks
Spits [10]
(18]

CLP CD34+ | CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+

CD38+ CD38+ (CD38+)
CD45R | CD45RA+ CD45RA+ Lin- Lin-
A+
CD7+ CD7+ CD7+ CD7+

CD7+ CD10+ CD10+ CD10+ CD10+
und/o
der Entwicklung | Entwicklung | Nabel- Knochen- | Nabel-
CD10+ |inT/NK/DC | inB-Zellen | schnurblut | Mark schnurblut

Tabelle 3: Die Antikorperklassifikation der CLP




Quelle | Ichii et al. | Chicha etal. | Chaoetal. | Doulatov et al. [12]
(9] [20] [13]
CLP CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+ CD34+
CD38+ CD38+ CD38+ CD38- CD38+
Lin- Lin-
CD7+ CD7+ CD7+ oder
CD10+ und/oder CD10+ CD10+ CD10+
CD10+ In B/NK B/T/NK B/T
Tabelle 4: Die Antikorperklassifikation der CLP Teil 2
In der vorliegenden Arbeit wurde CLP wie folgt definiert: CLP (CD45+)

CD38+CD34+CD45RA+CD22-CD7+.

1.2.1 B-Zellen

Die B-Zellen reifen in ihrer Entwicklung im Knochenmark [4]. Als naive B-Zellen verlassen sie
das Knochenmark und kénnen dann mit Hilfe eines Antigens und einer aktivierten T-
Helferzelle aktiviert werden, um sich weiter zu B-Effektorzellen, B-Memoryzellen und

Plasmazellen zu entwickeln [1].

1.2.1.1 Reifung der B-Zellen im Knochenmark

Wie in der Maus reifen die B-Zellen beim Menschen zunachst im Knochenmark, wobei die
Charakterisierung der Reifungsstufen der B-Zellen beim Menschen bisher noch nicht in dem

Male detailliert wie im murinen System erfolgte [11].

Die B-Zellentwicklung erfolgt in 2 groRen Phasen, die an verschiedenen Orten stattfinden. In
der ersten Phase entwickeln sich aus der HSC die naiven, reifen B-Lymphozyten, wobei dieser
Prozess hauptsachlich im Knochenmark und der Milz stattfindet. In der zweiten Phase reifen
sie dann zu Memory-B-Zellen heran. Das geschieht in sekundaren lymphatischen Organen
(den Lymphknoten und den Mukosa-assoziierten lymphatischen Organen: MALT), sowie im

Knochenmark und in der Milz [21].



Auch die B-Lymphopoese ist auf eine Nische angewiesen, eine Umgebung im Knochenmark,

die sie mit verschiedenen Faktoren in der Reifung unterstiitzt [22].

Die B-Lymphopoese im Knochenmark ermdoglicht die Reifung von der CLP zur immaturen B-
Zelle inklusive der Entwicklung eines funktionsfahigen BCR, durch stufenweise Rekombination
der Gene des Ig [1]. Der BCR besteht aus einer schweren IgH und einer leichten IgL Kette. Vor
dem Eintreten in die spezifische B-Zell-Linie, liegen beiden Ketten-Loci in der Keimbahn, das
Rearrangement und die nachfolgende Expression auf der Zelloberflaiche erfolgt aber
ausschlieRlich in B-Zellen [1]. Die Differenzierung von der CLP zur ersten B-Linien-spezifischen
Zelle, der Pro-B-Zelle geschieht durch Aktivierung von Rekombinase-Enzymen (u.a. RAG-1 und
RAG-2) und der terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (tdt), die zu einem D-zu-J und V-
zu-DJ-Rearrangement im Locus der schweren Kette fihren [9]. Hauptverantwortlich sind die
Transkriptionsfaktoren E2A und EBF, die dabei nicht nur die Enzyme, sondern auch den
Transkriptionsfaktor Pax-5 induzieren. Pax-5 aktiviert u.a. die Expression von CD19, dem
Corezeptor des B-Zell-Rezeptors [1]. Manche Autoren benutzen als Zwischenstadium
zusatzlich die ,early” B-Zelle, die dem Zeitpunkt der ersten Umlagerung entspricht und
definieren die Zelle erst ab der zweiten Umlagerung als Pro-B-Zelle. Im Gegensatz zum
murinen Modell ist im humane Bereich fiir die Umlagerungen Interleukin-7 (Il Interleukin)

nicht notig [9, 18, 23].

Nach diesen Umlagerungen im Stadium der Pro-B-Zelle sollte die Zelle eine vollstandige
schwere p-Kette aufweisen, um in das nachste Reifungsstadium eintreten zu kénnen. Um zu
Uberprifen, ob das zutrifft, produziert die Pro-B-Zelle eine sogenannte Ersatz-Leichtkette [24].
2 Ersatz-Leichtketten kdnnen sich zusammen mit 2 schweren Ketten zu einem sogenannten
Pra-B-Rezeptor zusammenlagern und signalisieren der Pro-B-Zelle damit, dass die Umlagerung
erfolgreich war und die Zelle in das nachste Reifungsstadium, das der Pre-B-I-Zelle (ibergehen
kann [1]. Sobald Pax-5 exprimiert wird und somit auch CD19 exprimiert wird, handelt es sich

Perez-Andres et al. zufolge um eine Pre-B- I-Zellen [21].

Im nachsten Stadium, dem Stadium der Pre-B-ll Zellen liegt die p-Ketten intrazelluldr und nicht
mehr auf der Oberflache als Pre-B-Rezeptor. Nach vorheriger positiver Selektion mit dem Pre-
BCR erfolgt die Induktion zur Rekombination der leichten Kette, fiir die es nur zu V-J-

Verknipfungen kommt, weil dort kein D-Segment vorhanden ist [1, 21].



Um eine immature B-Zelle handelt es sich, sobald sowohl VDJ der schweren Kette als auch VJ,
der leichten Kette erfolgreich umgelagert wurden und damit ein vollstéandiger BCR, in diesem

Fall aus IgM auf der Oberflache der Zelle exprimiert wird [21].

Die Zellen durchlaufen anschlieBend einen negativen Selektionsprozess, bei dem alle Zellen
eliminiert werden, die eine zu hohe Affinitdt gegen korpereigene Strukturen aufweisen.
Durchlaufen sie diesen Prozess erfolgreich, reifen sie Uber den Reifungsschritt einer
transitionellen B-Zelle zu reifen naiven B-Zellen heran, die dann das Knochenmark verlassen

[21].

Die erfolgten Umlagerungen in den Immunglobulin-Gensegmenten ermdglichen ein B-Zell-

Repertoire, das in der Lage ist mehr als 5*10'3 verschiedene Antigene zu erkennen [25].
In der Literatur herrscht keine einheitliche Antikorperklassifikation.

Die nachfolgenden Tabelle verdeutlicht die differente Charakterisierung der Vorlauferzellen

B-Zellen in der Literatur im humanen Bereich:

Quelle Frihe B | Pro B Zelle Pre-B-1 Zelle Pre-B-ll-Zelle
Zelle

Blom et Spits CD34+ | CD34+ Im Text | inder CD34-

[18] CD19- | CD19+ Tabelle CD19+
CD10+ | CD10+ CD34+ | CD34- CD10+

CD19+ CD19+
CD10+ CD10+

LeBien et al. CD34+ | CD34+ CD34- CD34-
[19] CD19- | CD19+ CD19+ CD19+
CD10+ | CD10+ CD10+ CD10+
7R+ II7R+CD24+ CD24+ CD24+
Ghia et al. [24] CD34+ CD34+ CD34-
CD19- CD19+ CD19+
CD10- CD10+ CD10+
Ichii et al. [9] CD34-
CD38+

10



CD19+
CD10+
CD20+/"w
Van Lochem et CD34+ CD34+ CD34-
al [26] CD19- CD19+ CD19+
CD22+ CD10+ CD10d4m
TdT+ CD22+ CD22+
TdT+CD459m CD20+CD45+
Galy et al. [17] Most of pro b
cells lack CD19
- 19-
Perez-Andres CD34+ CD34+
etal. [21] CD38+ CD3ghieh
CD19- CD19+
CD22+ CD10Mieh
CD45dim CD79a+

Tabelle 5: Die Antikorperklassifikation der Friihen B-Zelle, der Pro-B-Zelle, der Pre-B-I-Zelle und Pre-B-II-Zelle

Fiir manche Autoren folgen nach der CLP Zelle die weiteren Stufen Pro-B-Zelle, Pre-B-I-Zelle
und Pre-B-II-Zelle. Andere Autoren setzten zwischen die Stufe der CLP und der Pro-B-Zelle
noch eine friihe B-Zelle [10, 18]. In Zusammenschau der verschiedenen Quellen l3sst sich
zusammenfassen, dass die B-Zelllinie in ihrer Entwicklung zundchst CD34+ ist und beim
Ubergang zur Pro-B-Zellen CD19 hochreguliert, bevor sie dann CD34 verliert.
Zusammengefasst durchlaufen B-Zellen folgende Reifungsstadien: CD34+CD19-, dann
CD34+CD19+ und schliefllich CD34-CD19+. Fiir die vorliegende Arbeit wurden folgende
Definitionen verwendet: Pro-B-Zelle ((CD45) CD22+ CD19+ CD34+ CD10+ IgM- %LM) und Pre-
B-I- und Pre-B-II-B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM- %LM); (LM: Lymphozyten

und Monozyten; %LM: Anteil bezogen auf die Lymphozyten und Monozyten ).
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1.2.1.2 Reifung aufierhalb des Knochenmarks
Naive B-Zellen, die einen vollfunktionsfahigen BCR haben, also IgM+ sind und einen maturen
Phanotyp (CD19+CD27-CD10-) aufweisen, verlassen das Knochenmark tber die Blutgefalle

und bewegen sich im peripheren Blut zwischen den sekundaren lymphatischen Organen.

Es verlassen aber beim Menschen auch bereits immature B-Zellen das Knochenmark. Fiir den
Fall, dass den ausgetretenen Zellen in den nachsten Tagen kein Antigen prasentiert wird
sterben sie ab. Wird ihnen in Lymphknoten, der Milz oder MALT ein Antigen prasentiert,
beginnt ihre Aktivierung und sie entwickeln sich mit Hilfe follikuldarer T-Helferzellen zu
Memory (CD19+CD27+CD21+) oder Pre-Effektor-Zellen (Plasmablasten CD19+CD27+CD38++)
[21].

In diesem Schritt bewegen sie sich mehrmals zwischen den hellen und dunklen Zonen eines
Keimzentrums, um zu proliferieren und eine moglichst hohe Affinitat zu dem prasentierten
Antigen zu erreichen. Die Plasmablasten kdnnen anschlieBend im Knochenmark oder MALT zu

Plasmazellen ausreifen [21].

Es gibt noch eine weitere Reifungsstufe der B-Zellen: die transitionellen B-Zellen. Sie sind ein
Zwischenstadium zwischen immaturen und maturen naiven B-Zellen, sofern die B-Zellen das
Knochenmark bereits als immature B-Zellen verlassen. Sie sind im humanen Bereich noch
nicht vollstandig phanotypisiert [27]. Es gibt beim Menschen wohl auch transitionelle B-Zellen,
allerdings gibt es bisher unterschiedliche Vermutungen, ob 2 oder 3 solcher transitionellen
Subpopulationen beim Menschen existieren [28-32]. In der Maus miissen die Zellen in der
Milz zu maturen B-Zellen heranreifen. Beim Menschen scheint die Ausreifung nicht nur in der
Milz stattzufinden, denn auch splenektomierte Patienten weisen eine normale Anzahl an

maturen naiven B-Zellen auf, wenn auch nicht an Memory-B-Zellen [28, 30].
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Die Phanotypisierung der immaturen Zelle ist in der Literatur ist recht einheitlich:

LeBien et | Ghiaetal. | Ichiietal. | Van Perez- Blom et
al. [19] [24] [9] Lochem et | Andres et Spits [18]
al. [26] al. [21]
Immature CD34-
B-Zelle CD22+ CD22+ CD22+
CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+
CD10+ CD10+ CD10+ CD10+ CD10+
IgM+ IgM+ IgM+ IgM+
lgD- IgD'ow lgD-
CD20+ CD20+ CD20+ CD20+
CD45hieh CD45+
CD21+ CD21+
CD24+ CD5+
CD40+ CD53+

Tabelle 6: Die Antikorperklassifikation der immaturen B-Zelle

Mogliche Charakterisierungen der transitionellen Zellen, wenn man von 2 Stadien ausgeht:

Quelle Transitional T1 Transitional T2
Sims et al. [30] | CD24hi CD24h
Tlund T2 oder | CD21lo CD21N
alternativ 3 CD23lo CD23M
Typen IgMPigh lgMhieh
IgD'ow |gDhien
Vossenkamper | CD20+ CD20+
etal. [32] CD27- CD27-
CD10+ CD10+
CD21'ow CD21high

Tabelle 7: Die Antikorperklassifikation der transitionellen B-Zellen
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In der Arbeit wurde im peripheren Blut CD19+CD21-CD10+CD38++ fiir die immature B-Zelle

verwendet.

Im Knochenmark wurde mit

Klassifikation fiir die immaturen und transitionellen B-Zellen verwendet.

(CD45+)CD22+CD34-CD19+CD10+IgM+ die

1.2.2 Zusammenfassung der in der vorliegenden Arbeit verwendete Definitionen

der B-Zellen und ihrer Vorlauferzellen

Pro-B Pre-B-l und immature +
HSC+MPP CLP Zelle Pre-B-ll transitionelle
B-Zellen B-Zellen
(CD45+) (CD45+) (CD45+) (CD45+) (CD45+)
CD38- CD38+
CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34-
CD22- CD22- CD22+ CD22+ CD22+
CD19+ CD19+ CD19+
CD45RA- CD45RA+ CD10+ CD10+ CD10+
CcD7- CD7+ IgM- IgM- lgM+

Tabelle 8: Zusammenfassung in der Arbeit verwendete Definitionen im Knochenmark

nicht-
naive und Kassenge | '25%¢M€ | imma cp21- | Igmcp21-
. Memory wechselte Plasma
transitonelle B.Zell wechselte M ture Memory Memory
B-Zellen -cetlen Memory emory B-Zellen blasten B-Zellen B-Zellen
B-Zellen
B-Zellen
CD19+ CD15+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+
CD27- CD27+ CD27+ CD27+ CD27all CD27+
CD21+ CD21+ CD21+ CD21+ CD21- CD21- CD21- CD21-
CD38++  |CD38++  [CD38°"  |cD38""
CD10+ CD10- CD10- CD10-
IgM+ IgM- IgM+
IgD+ IgD- IgD+

Tabelle 9: Zusammenfassung in der Arbeit verwendete Definitionen im peripheren Blut
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1.2.3 T-Zellen

T-Zellen entwickeln sich wie die B-Zellen aus der HSC. Auch bei ihnen erfolgt die Reifung lGiber
den MPP und die CLP. Ab dieser Stufe entwickeln sich die T-Zellen in einer spezifischen Linie
weiter. Im Gegensatz zu den B-Zellen missen die T-Vorldaufer das Knochenmark als Early-T-
Zell-Precursor verlassen, um im Thymus weiter zu reifen. Sie besitzen zu diesem Zeitpunkt
noch keine T-Zellrezeptor und exprimieren weder CD4 noch CD8. Im Thymus proliferieren sie,
entwickeln den T-Zellrezeptor und exprimieren kurzzeitig CD4 und CD8. Die Zellen, die auf den
epithelialen Zellen der Thymusrinde einen MHC | oder MHC Il Komplex erkennen (iberleben,
die anderen werden apoptotisch. Erkennt eine Zelle einen MHC | Komplex wird die Synthese
des CD4-Antigens eingestellt und das CD8-Antigen bleibt bestehen. Erkennt eine Zelle
hingegen einen MHC Il Komplex geschieht das Gegenteil. Bevor die Zellen den Thymus
verlassen kdonnen, durchlaufen sie einen Prozess der negativen Selektion, bei der diejenigen
Zellen apoptotisch werden, die eine zu hohe Affinitat flr korpereigene Antigene haben [1, 4,

33].

Wie bereits oben erwahnt kann man die T-Zellen allgemein in 2 groRe Subklasse einteilen: in
die CD4+, auch T-Helferzellen genannt und CD8+(zytotoxische) T-Zellen. Allen T-Zellen ist

gemeinsam, dass sie CD3 positiv sind [34].

Beide Gruppen lassen sich mit weiteren Markern unterteilen. So sind die Zellen naiv, wenn sie
CCR7+CD45RA+ sind (also z.B. naive T-Helferzellen bzw. naive CD4-T-Zellen:
CD3+CD4+CCR7+CD45RA+). Es handelt sich um zentrale Memory T-Zellen, wenn sie CCR7
positiv sind, aber nicht CD45RA exprimieren (also CCR7+CD45RA-), um periphere Effektor-
Memory-T-Zellen, wenn sie CCR7-CD45RA- sind. Terminale differenzierte Effektor T-Zellen
exprimieren kein CCR7 aber wieder CD45RA+ [34]. CD38 und HLA-DR (HLA: humane
Leukozytenantigen-System, Histokompatibilitdtsantigen) sind darlber hinaus Marker fiir eine

Aktivierung [34].

Eine Unterform der CD4+ T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen, auf die im nachsten

Abschnitt eingegangen wird [34].
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1.2.4 Regulatorische T-Zellen

Die CD4+T-Zellen kann man in T-Effektorzellen und regulatorische T-Zellen (Tregs) unterteilen.
Dabei besteht die Aufgabe der Tregs darin eine potenziell schadigende Wirkung der T-Zellen
zu unterdriicken. Die aktuell benutzen Treg-Marker wie z.B. TLA-4, CD25 und CD127 zur
Isotyp-Einteilung sind eigentlich Aktivierungsmarker der T-Zellen und meist nicht Treg-
spezifisch [35]. Ein Hauptvertreter der regulatorischen T-Zellen sind die natiirlichen Tregs, die
CD4 und FoxP3 positiv sind und im Thymus heranreifen. Bei naiven (CD45RA+) Tregs handelt
es sich um natdrliche Tregs sind, wahrend bei Memory Tregs eine Differenzierung induzierter
versus natlrlicher Tregs auf der Basis von Oberflachenmarkern nicht sicher moglich ist [36].
lhre Aufgabe ist eine periphere Toleranz im Korper zu ermoglichen. Dabei kdnnen sie
Immunantworten verhindern oder beenden und sorgen damit fir eine Regulation, die einen

anhaltenden Zustand der peripheren Toleranz gewahrleistet.

Pathophysiologisch gelingt ihnen das iber 3 Mechanismen. Als erste Regulationsmoglichkeit
kdnnen sie andere T-Zellen beeinflussen und dabei die Proliferation oder die
Zytokinausschittung von Effektor-T-Zellen verhindern. Ein zweiter Mechanismus zielt auf
Veranderungen der DC ab. Die regulatorischen T-Zellen kdnnen verhindern, dass die DC
bestimmte Antigene prasentieren. Sie kdnnen die DC aber auch dahingehend beeinflussen,
verstarkt schiitzende Faktoren auszuschitten. Als dritten Angriffspunkt kénnen die Tregs tGber
die Sekretion bestimme Molekiile wie IL-10 TGF-B, die unterdriickend auf das Immunsystem

wirken, agieren [37].

1.3 Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation

Als hdamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) wird die Transplantation von
blutbildenden (hdamatopoetischen) Stammzellen eines Spenders in einen Empfanger
verstanden. Bei einer autologen HSZT handelt es sich dabei bei Spender und Empfanger um
dieselbe Person, bei einer allogenen HSZT hingegen um 2 verschiedene Personen. Der

folgende Abschnitt beschaftigt sich mit der allogenen HSZT.

Die allogene HSZT stellt eine kurative Therapieoption fiir eine Vielzahl von verschiedenen

Krankheiten dar. Dabei ist die HSZT fiir die Mehrzahl der vom Knochenmark ausgehenden

16



Krebsarten, onkologischen Malignitdaten, metabolischen oder immunologischen Stérungen die

Therapie der Wahl und dabei oft die einzige kurative Option.

Um eine HSZT durchfihren zu kénnen wird der Patient zundchst bestrahlt oder/und erhilt
eine Chemotherapie, um sein eigenes Immunsystem und die Himatopoese zu zerstoren. Als
nachstes werden HSC eines HLA-kompatiblen Spenders transplantiert, die im Korper des
Patienten die Himatopoese ersetzen und das Immunsystem dort neu aufbauen [38]. Die
Auswahl des Spenders erfolgt hauptsachlich auf der Basis der HLA-Antigene, da eine moglichst
vollstindige Ubereinstimmung eine wichtige Voraussetzung fiir den Transplantationserfolg ist

[39].

Die Divergenz zwischen Spender- und Empfangerimmunsystem kann nach Transplantation in
Host-versus-Graft-Richtung zu einer AbstoBung des Transplantates und in Graft-versus-Host-
Richtung zu einer , Graft-versus-host-Erkrankung” (Graft-versus-Host Disease; GvHD) fiihren
[40]. Ein wiinschenswerter Effekt der Divergenz ist der , Graft-versus-Leukdamie-Effekt”- (GvL-
Effekt), eine Fahigkeit des neuen, vom Spender abstammenden Immunsystems verbliebene
maligne Zellen zu beseitigen [39]. Dieser Effekt ist umso ausgepragter, je unterschiedlicher die
HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfinger ist. Die Maximierung dieses Effektes
wird jedoch durch die 2 vorausgehenden Effekte (der GvHD und AbstoRung des Transplantats)

limitiert, deren Risiken ebenfalls bei steigendem HLA-Mismatch zunehmen.

1.4 GvHD

Die GvHD, ist eine immunologisch vermittelte AbstoRungsreaktion des Spenders gegen
Gewebe des Empfangers und stellt die Hauptkomplikation der HSZT dar. Die Tatsache, dass
die GvHD mit einer signifikant erhohten Mortalitat assoziiert ist, begrenzt den Einsatz der

allogenen HSZT.

1966 formulierte Billingham 3 Voraussetzungen, die erfillt sein missen, die zur Entstehung
einer GvHD erfiillt sein missen. Erstens muss das Transplantat immunologisch-kompetente
Zellen enthalten. Zweitens muss der Empfanger Antigene im Gewebe aufweisen, die im
Spender nicht vorkommen. Drittens darf der Empfanger nicht in der Lage sein eine wirksame

Antwort zu bilden, die die transplantierten Zellen eliminieren wiirde.
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Heute weil man, dass es sich bei den immunologisch-kompetenten Zellen um T-Zellen
handelt. Eine GvHD kann folglich auftreten, wenn Spender-T-Zellen im Transplantat enthalten

sind, wie das z.B. bei Blutprodukten, Knochenmark, aber auch soliden Organen der Fall ist [41].

Die T-Lymphozyten antworten im Rahmen einer GvHD auf genetisch definierte Proteine, die
sich auf den Zellen des Empfiangers befinden und die im Rahmen eines genetischen
Polymorphismus Struktur-Differenzen zwischen dem Empfanger und Spender aufweisen. Die
wichtigste Rolle spielen dabei die HLA. HLA-Proteine der Klasse | (HLA A, B, C) werden nahezu
auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. HLA-Proteine der Klasse Il (DR, DQ und DP) werden
auf den APC, B-Zellen aber auch Epithelzellen in einer proinflammatorischen Umgebung
exprimiert [41]. Das Auftreten der GvHD hangt direkt vom HLA-Mismatch ab. Deshalb wird

eine groRtmogliche Ubereinstimmung der HLA-Antigene angestrebt [41].

Die GvHD wurde zundchst nach ihrem Auftreten in 2 Formen unterteilt. Die akute Form
(aGvHD), die in den ersten Monaten nach der Transplantation und in eine chronische Form
(cGVvHD: chronische GvHD), die in der Regel erst nach Ablauf von 3 Monaten auftritt. Beide
Verlaufsformen werden auf der Basis klinischer Symptome und Laborparameter sowie
histologischer Bilder differenziert [42]. Die aktuell giiltige Einteilung des National Institutes of
Health unterteilt die aGvHD in eine klassische aGvHD (Auftreten bis Tag 100) und eine
sogenannte ,late-onset” aGvHD (nach 100 Tagen). Die cGvHD wird in eine klassische
Verlaufsform und das Overlap-Syndrom mit Anteilen einer akuten und chronischen GvHD

unterteilt [43].

1.4.1 Akute GvHD

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung betrifft die aGvHD bei 81% aller Pateinten die Haut, bei
54% den Gastrointestinaltrakt und seltenerer die Leber [41]. An der Haut manifestiert sich die
aGvHD mit einem makulopapulésen Exanthem und an der Leber mit einer cholestatischen
Hyperbilirubindmie. Symptome einer gastrointestinalen GvHD sind Ubelkeit, Anorexie,

wassrige oder auch hamorrhagische Diarrho, lleus sowie starke abdominelle Schmerzen.

Bei der Betrachtung der Pathophysiologie ist die aGvHD letztlich als physiologische Aktivierung
der T-Zellen des Spenders in Reaktion auf fremde Antigene des Empfangers zu beurteilen. Eine

weitere wichtige Rolle spielen entziindliche Reaktionen von Empfangergeweben, im Rahmen
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der Chemotherapie vor Transplantation oder Infektionen, sowie eine Dysbiose von

intestinalen Bakterien was zu einer Aktivierung von APC fiihrt [41].

Das Alter des Empfangers, die zugrundeliegende Erkrankung, der HLA-Mismatch, der Einsatz
einer Ganzkdrperbestrahlung und eine weibliche Spenderin fir einen mannlichen Empfanger

gelten als Risikofaktoren fiir eine GvHD [44].

Die aGvHD lauft in 3 Phasen ab. Die Merkmale der ersten Phase resultieren aus der
Konditionierung, die vor der Transplantation durchgefiihrt wurde. Im Rahmen dieser
Konditionierung findet eine intensive Chemotherapie (gegebenenfalls in Kombination mit
einer Ganzkorperbestrahlung) statt. Zusatzlich zu der zugrundeliegenden Krankheit werden
dabei Gewebe des Empfangers zerstort, was zu einer Ausschittung proinflammatorische
Zytokine fuhrt. Als Resultat kommt es zu einer erh6hten Expression von Adhasionsmolekiilen,
costimulierenden Faktoren und HLA-Antigenen, was die Immunantwort verstarkt und Gber
APC die Aktivierung von alloreaktiven T-Lymphozyten des Spenders bewirkt. Zellen, die
ausgeldst durch die Ganzkorperbestrahlung in Apoptose gehen fihren dariiber hinaus zu
einem Epithelschaden, der mikrobiellen Produkten wie LPS (Lipopolysaccharide) den Eintritt

ermoglicht und die Aktivierung von APC noch verstarkt [45].

In der zweiten Phase folgen die Aktivierung und Expansion der T-Lymphozyten. In dieser Phase
spielen vor allem die APC des Empfangers eine wichtige Rolle, die den T-Lymphozyten fremde
Major- oder Minor-Histokompabilitatsantigene prasentieren. Hauptvertreter der APC sind die
DC, die selbst durch proinflammatorische Zytokine, mikrobielle Produkte und nekrotische

Zellen aktiviert wurden [45].

Die dritte Phase wird auch als efferente Phase bezeichnet, in der es zur immunologisch
vermittelten Schadigung von Gewebe kommt. Die Antwort enthalt dabei eine zelluldre, sowie
eine Zytokin-vermittelte Komponente. Fiir die zelluldre Reaktion sind die zytotoxischen T-
Lymphozyten und die NK verantwortlich. Ihr Schadigungspotential vermitteln sie iber den
Fas/FaslLigand oder eine Ausschittung von Perforinen und Granzymen [45]. Der Fas-Ligand
der toxischen T-Zelle bindet Fas(CD95) auf der Zielzelle neben der Bindung liber den T-Zell-
Rezeptorkomplex (CD3+TCR- MHC1) und gibt dabei ein Signal zur Apoptose. Die andere
Signalmoglichkeit der zytotoxischen T-Zelle ist die Ausschiittung von Mediatoren bestehend

aus Granula, Perforinen und toxischen Enzymen (Granzymen), welche die Zielzelle zerstoren.
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NK-Zellen schiitten ebenfalls Granzyme aus, wenn eine Zielzelle keinen MHC | Rezeptor hat,
der den inhibierenden Rezeptor der NK aktivieren kann und dadurch eine Antwort verhindert,
bzw., wenn die aktivierenden Liganden auf der Zielzelle hochreguliert wurden [46]. Der Weg
Uber die Ausschiittung von Perforin und Granzym scheint sehr entscheidend bei der kutanen
und gastrointestinalen aGvHD zu sein. Der Mechanismus Gber Fas/FasLigand hingegen scheint
vor allem bei der hepatischen GvHD und der Schadigung lymphatischer Organe (Thymus, Milz)

sowie der Haut von Bedeutung zu sein [45].

Bei der Zytokin-vermittelten Komponente spielen nach derzeitigem Wissen,
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), 1I-1, und Stickstoffmonoxid (NO) eine wichtige Rolle [45]. TNF-
o, von aktivierten Makrophagen und Monozyten sekretiert, aktiviert APC und verstarkt die
Antigenprasentation. Ein zweiter Effekt von TNF-a ist die Induktion von proinflammatorischen
Zytokinen, die dann Effektorzellen an den Ort des Geschehens rekrutieren. Als dritten Effekt

des TNF-a schadigt er das Gewebe direkt [47].
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Abbildung 3: Die Pathogenese der aGvHD [48]
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Das haufigste zur Prophylaxe einer aGvHD verwendete Medikamente ist Cyclosporin, (ein
Calcineurin-Inhibitor), wobei es trotz des Einsatzes von Cyclosporin bei bis zu 60% der
transplantierten Patienten zu einer aGvHD kommt [47]. Ergdnzend wird Methotrexat (MTX)
eingesetzt, das in der Kombination wirksamer ist, als in einer Monotherapie [49]. Eine, wenn
auch nicht zugelassene, Alternative zu Cyclosporin ist Tacrolimus, welches ebenfalls ein
Calcineurin-Inhibitor ist. In Kombination mit MTX konnte gezeigt werden, dass es das
Auftreten einer aGvHD vermindert, die Gesamt-Uberlebensrate jedoch unveridndert bleibt
[50]. Darliber hinaus werden auch weitere Immunsuppressiva (Sirolimus, Mycophenolat-
Mofetil (MMF)) eingesetzt. Eine weitere Moglichkeit der Prophylaxe ist eine T-Zell-Depletion,
wahlweise in-vivo oder ex-vivo, die das Auftreten einer aGvHD reduziert, die jedoch mit einem
erhohten Risiko fiir lebensbedrohliche Infektionen oder Rezidive der Grunderkrankung

einhergeht [51].

Die Standardtherapie der aGvHD ist nach wie vor eine Hochdosis-Steroidgabe [52]. In Studien
zeigte sich allerdings kein Uberlebensvorteil fiir die Stadien 1 und 2 der aGvHD mit einer
Hochdosissteroidtherapie (Prednisolon 2mg/kg/d) im Vergleich zu einer niedrig-dosierten
(Prednisolon 1mg/kg/d) Steroidtherapie [53]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden,
dass eine Dosiseskalation der Steroide Giber 2mg/kg/d mehr Infektionskomplikationen und
einen langeren Krankenhausaufenthalt verursachte ohne das Gesamtansprechen zu

beeinflussen [54].

Allgemein kann man die aGvHD nach dem Organbefall und Schwere des Befalls in 4
Schweregrade einteilen, wobei ab einem Gesamtschweregrad 2 eine Indikation zu

systemischen Immunsuppression besteht [51].

Aufgrund einer Ansprechrate der initialen Therapie mit Steroiden von unter 50% der Patienten
im Stadium 2-4 ist bei der Halfte der Patienten eine Zweitlinien-Therapie nétig [47]. Bei
Steroid-refraktaren Patienten gibt es zahlreiche Therapieoptionen, wobei keine davon einen
hohen Evidenzgrad besitzt, so dass die Therapie hauptsachlich auf Basis der lokalen
Erfahrungen und dem Nebenwirkungsspektrum ausgewahlt wird. Folgende Therapieoptionen
stehen zur Verfigung: MMF, Ruxolitinib, Extrakorporale Photopherese, Pentostatin,
Etanercept, Infliximab, Sirolimus und Everolimus, Antithymozytenglobulin (ATG),
mesenchymale Stammzellen, Alemtuzumab, und anti-IL-2-Antikorper. Eine Limitation

erfahren sie alle durch die Gefahr einer zum Teil lebensbedrohlichen Infektion [51]. Als
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Ansatze flr Therapien der Zukunft erfolgen derzeit Versuche u.a. mit Tregs, sowie eine

Modulation von DC [51].

1.4.2 Chronische GvHD

Die Inzidenz der cGvHD schwankt je nach Studie zwischen 25 und 80% [42]. Die Einteilung der
Schwere der cGvHD basiert auf der Zahl und der Schwere des Befalls betroffener Organe nach
internationalen Konsensus-Kriterien [42]. Die Einteilung ist entscheidend fiir die Prognose. So
weisen Patienten mit maligner Grunderkrankung mit milder cGvHD einen Uberlebensvorteil
gegenliber Patienten ohne GvHD auf, da die cGvHD auch einen als positiv zu bewertenden
GvL-Effekt aufweist. Patienten mit moderater cGvHD haben eine Prognose, die etwa der von
Patienten ohne cGvHD entspricht. Patienten mit schwerer cGvHD weisen jedoch ein kiirzeres

Uberleben auf [55].

Um die Definition einer milden cGvHD zu erfiillen miissen 1-2 Organsysteme betroffen, die
Auspragung darf dabei nur leicht und die Lunge nicht mit betroffen sein. Bei einer moderaten
cGvHD sind mehr als 2 Organe mild bis moderat betroffen, die Lunge dabei jedoch maximal
mild. Eine schwere cGvHD liegt bei mehr als 2 schwer betroffenen Organsysteme vor, die

Lunge muss dabei zumindest moderat betroffen sein [43].

Der Pathomechanismus ist nicht so gut charakterisiert wie bei der aGvHD. Diskutiert wird, dass
sowohl alloreaktive als auch autoreaktive T-Zellen eine Rolle spielen, aber auch Host-reaktiven
B-Zellen eine wichtige Rolle zukommt [56—59] . Das Erscheinungsbild der cGvHD kann dem
einer Autoimmunkrankheit entsprechen. Die cGvHD hat sehr unterschiedliche klinische
Erscheinungsformen, und kann neben der Haut, Leber und Darm auch weitere Organe wie die
Lunge, Schleimhaute und Faszien betreffen. Prinzipiell ist die cGvHD Ausdruck einer gestorten

zentralen und peripheren Toleranz [55].

Die cGVvHD ist potenziell lebensbedrohlich und Patienten mit einem Hochrisikoprofil (niedrige
Thrombozyten bei Diagnose der cGvHD und einem direkten Ubergang aus einer aGvHD),
haben ein signifikant erhohtes Mortalitatsrisiko, das mit einem deutlich reduzierten 5-Jahres-
Uberleben von 40% einhergeht. Die cGvHD lasst sich mit 4 Hauptmerkmalen charakterisieren:
Dysregulation des Immunsystems, Immunschwache, geschadigte Organfunktion und

vermindertes Uberleben [42].
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Einzelne Bestandteile, die bei der Erkrankung eine Rolle spielen sind u.a. Tregs, die protektiv
einer cGvHD entgegenwirken. Erhohte Serumspiegel von TNF-a und Interferon-y kdnnen das
Auftreten einer cGvHD voraussagen. Die absolute Zahl zirkulierender B-Lymphozyten ist bei
einem Teil der Patienten erhoht und haufig konnen auch Autoantikdrper bei cGvHD
nachgewiesen werden, was erklart, warum Therapie-refraktdre Patienten bis zu 70% auf

Rituximab, einen B-Zell-Antikdrper ansprechen [42].

Weiterhin war bei Patienten mit aktiver cGvHD eine verminderte Frequenz von transitionellen,
klassen-gewechselten B-Zellen nachweisbar und IgM+ Memory Zellen waren bei Patienten mit
aktiver cGvHD nicht vorhanden (Hilgendorf et al. 2012). Patienten mit Bronchiolitis obliterans
syndrome (BOS), einer typischen Manifestation der cGvHD hatten besonders hohe Werte der
CD19+CD21'*" B-Zellen und hohe BAFF-Spiegel (BAFF: B cell activating factor) im Vergleich zu
Patienten ohne cGvHD [60]. Glauzy et al. konnten in ihren Studien bestatigen, dass der BAFF-
Spiegel bei Patienten mit cGvHD erhoht ist. Die daraus von ihnen berechnete Ratio aus BAFF-
Spiegel im Verhaltnis zu CD19+ B-Zellen war bei Patienten mit cGvHD ebenfalls erhéht. Zudem

entdeckten sie eine Korrelation dieser Ratio mit einer erhohten B-Zell-Proliferation [61].

Als Therapiestandard gilt wie bei cGvHD eine Steroidgabe, ggf. kombiniert mit einem
Calcineurin-Inhibitor. Eine ausschliellich topische Therapie stellt bei milder cGvHD eine
Alternative dar. Aufgrund eines langsamen Ansprechens ist es erforderlich die Therapie Gber
langere Zeit durchzufihren. Erfolgt eine Verschlechterung der Symptome in den ersten 4
Wochen oder keine Verbesserung innerhalb von 8- 12 Wochen ist eine Zweitlinien-Therapie

indiziert [62].

Als Zweitlinien-Therapie stehen bisher nur Ergebnisse aus Studien in Phase 2 oder
retrospektiver Art zur Verfligung. Steroide, mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) -
Inhibitoren (Sirolimus, Everolimus), Ruxolitinib, Rituximab, MMF, MTX, Ibrutinib und
extrakorporale Photopherese sind einsetzbare Moglichkeiten. Allgemein sollten nicht mehr als
3 Medikamente kombiniert werden und nach Symptomkontrolle eine Reduktion der
Immunsuppression erfolgen, um die schadlichen Folgen der Langzeitbehandlung zu begrenzen
(Wolff et al. 2011). Dariiber hinaus stellen unterstiitzende Therapien wie Infektionsprophylaxe,
Impfungen, Hormongabe, das Vorbeugen von Osteoporose oder psychologische

Unterstitzung eine wichtige Erganzung dar [62].
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Unterschieden wird auch der Beginn der cGvHD in Beziehung zu einer vorherigen aGvHD. Die
quiescent onset cGvHD beschreibt das Auftreten einer cGvHD nach erfolgreicher Therapie

einer aGvHD wahrend die de novo cGvHD ohne vorherige aGvHD auftritt.

1.5 Immunrekonstitution

Wie bereits erwahnt werden vor einer HSZT groRe Teile der zellularen und humoralen
Immunitat durch die Konditionierung zerstort. Infolgedessen muss das Immunsystem nach
einer Stammzelltransplantation wieder neu aufgebaut werden. Diese Rekonstitution lduft
unterschiedlich schnell ab, wobei die verschiedenen Komponenten des Immunsystems
unterschiedlich schnell regenerieren. Die Grafik von Bosch et al. fasst den Verlauf der

Rekonstitution fur die einzelnen Bereiche zusammen:
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Abbildung 4: Verlauf der Rekonstitution

Allgemein hdngt die Rekonstitution von Faktoren ab, die man in die 3 grofRen Bereiche vor,
wadhrend bzw. nach der Transplantation einteilen kann. Zu den Faktoren vor der
Transplantation zahlen z.B. das Alter des Empfangers, die zugrundeliegende Erkrankung oder

auch die initiale Chemotherapie und/ oder Bestrahlung. Relevante Faktoren wahrend der
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Transplantation sind u.a. die HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfinger, die
Konditionierung und auch die Stammzellquelle. Die GvHD-Prophylaxe und -Therapie nehmen
neben antibiotischen Therapien, Infusionen mit Spenderlymphozyten ebenfalls Einfluss auf die

Regeneration [63].

Das angeborene Immunsystem, also die NK, Monozyten und DC regenerieren am schnellsten

und normalisieren sich innerhalb weniger Wochen [63].

B-Lymphozyten sind in den ersten 2 Monaten im Blut kaum nachweisbar und brauchen
Monate bis Jahre, um wieder Normwerte zu erreichen [64]. Vor allem ihre Funktion, gemessen
an ihrer Antikérper-Produktion bendtigt bis zu einer Normalisierung bis zu 2 Jahre [65]. Dabei
ist das Auftreten einer aGvHD und cGvHD der wichtigste Risikofaktor fiir eine verminderte B-
Zell-Zahl [66].

Die Rekonstitution lauft wie in der normalen Ontogenie ab. D.h. als erstes regenerieren naive
B-Zellen, die dann mit Verzogerung zu Memory-Zellen oder Plasmazellen differenzieren. Das
gilt sowohl fiir Erwachsene als auch fiir Kinder [63, 67].

Neben der Produktion von B-Zellen durch das Knochenmark kénnen auch mature B-Zellen
Uber eine homoostatische Vermehrung zur Regeneration der B-Zellen beitragen, jedoch in sehr
geringem Male [68].

Im Bereich des T-Zell-Kompartiments spielt dagegen die periphere Expansion reifer T-Zellen
eine grolRere Rolle. So zeigt sich eine Dominanz der Memory- und Effektor-T-Zellen, die sich

aus den reifen T-Zellen entwickeln [63].

Der Effekt des Mangels an naiven T-Zellen wird bei dlteren Patienten, deren Thymus nicht mehr
so funktionsfahig ist noch verstarkt [63]. Die weitere Erholung der T-Zellen erfolgt neben der
Expansion und Differenzierung von reifen Spender-T-Zellen tiber eine de-novo Entwicklung aus
dem Knochenmark und Thymus [64, 69]. Abgesehen vom erhohten Alter spielen fiir einen
funktionierenden Thymus und damit funktionierenden Thymus-abhangigen Reifungsweg die
zytotoxische Therapie vor der Transplantation und die Schadigung des Thymus im Rahmen

einer aGvHD nach Transplantation eine Rolle [70].

Bei aktiver cGvHD ist die Anzahl der B-Vorlduferzellen und reifen B-Lymphozyten reduziert,

was mit einer erhohten Infektionsrate einhergeht [71-75]. Corre et al. konnten im
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Zusammenhang mit einer cGvHD vor allem eine verminderte Anzahl an Memory-B-Zellen
nachweisen [76].

Sanchez-Garcia et al. weisen eine unspezifische Hemmung der B-Vorlauferzellen nach, die bei
aGvHD Grad lI-1V und bei extensiver cGvHD stark ausgepragt ist [77]. In einem Mausmodell
konnten Shono et al. demonstrieren, dass die aGvHD Uber eine CD4+T-Zellen vermittelte
Zerstorung der Nische incl. der Osteoblasten das Knochenmark schadigt und dies zu einer
reduzierten Himatopoese und verspateten Immunrekonstitution inklusive der Produktion von
B-Zellen flhrt [78]. Aus einer Osteoblasten-Zerstorung resultierte in Versuchen eine
verminderte B-Zell-Zahl, was die dariber hinaus verzogerte B-Lymphozyten-Zahl nach aGvHD

erklaren wiirde [79, 80].

1.6 Zielsetzung

Die aGvHD und cGvHD nach akuter GvHD ist mit einer verminderten Anzahl an B-Lymphozyten
assoziiert. Im peripheren Blut sind fast ausschlieRlich reife naive und Memory B-Zellen
nachweisbar, so dass eine Aussage Uber die Ursache der reduzierten B-Zell-Zahlen nur durch
eine Kombination der Analyse von peripheren Blut und Knochenmark méglich ist, da die B-
Zell-Produktion und ihre Ausreifung primar im Knochenmark stattfinden. Aus diesem Grund
wurde im Verlauf nach Transplantation zu 3 Zeitpunkten (1, 3 und 6 Monate nach
Transplantation) die Immunrekonstitution im Knochenmark und peripheren Blut mit den im

nachsten Abschnitt folgenden Fragestellungen gemessen und analysiert.

Generell kann ein Problem der Himatopoese im Knochenmark verschiedene Ursachen haben.
Erstens kann sie aus einem Reifungsarrest von B-Vorlauferzellen resultieren, zweitens kann
die Knochenmarkregeneration durch eine immunsuppressive Therapie oder Infektion
supprimiert werden. Drittens kann die Dysplasie einer Zellreihe, viertens ein erhdhter Umsatz
der hamatopoetischen Zellen bei depletierten peripheren Zellen oder flinftens eine

unkontrollierte Expansion neoplastischer Blutzellen zugrunde liegen [26].

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Untersuchung der B-Zell-Rekonstitution nach

allogener Blutstammzelltransplantation mit dem Ziel

1. der Identifikation des mit der aGvHD assoziierten Differenzierungsstopps der B-Zell-

Vorlaufer im Knochenmark
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2. der vergleichenden Analyse der B-Zell-Regeneration bei Abwesenheit einer GvHD im
Vergleich zur primaren cGvHD (de novo cGvHD) und sekunddren cGvHD (quiescent onset

cGVvHD) sowie Patienten mit alleiniger aGvHD

3. der Analyse der B-Zell-Regeneration als Biomarker der cGvHD.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien, Reagenzien

Hersteller

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in den
Blutabnahme-Rohrchen

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

MACSQuant Running Buffer

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

MACS Bleach Solution

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

MACSQuant Storage Solution

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

MACSQuant Calibration Beads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Fixierungs- und Permeabilisierungskit

eBioscience, San Diego, USA

Permeabilisierungspuffer (10x)

eBioscience, San Diego, USA

Fotales Kalberserum (FCS)

PAA, Pasching, Osterreich

PBS (Phosphate buffered saline)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Aqua

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Rattenserum

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

EDTA-Dinatriumsalz (0,1mM)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Salzsdure (HCL)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 10: Chemikalien und Reagenzien

2.1.2 Antikorper fiir die FACS-Analyse

Spezifitat Isotyp Klon Herkunft Konjugat Hersteller
CD3 1gG1, K UCHT1 Maus Horizon BD, Heidelberg,
V450 Deutschland
CD4 1gG1, K SK3 Maus PerCP BD, Heidelberg,
RPA-T4 Horizon Deutschland
V450
CD7 IgG1, K eBiol24- Maus APCeFluor | eBioscience,
1D1 780 Frankfurt,
Deutschland
CcD10 IgG1 SN5c¢ Maus FITC eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland
CD19 IgG1, K HIB19 Maus PerCP- BD, Heidelberg,
Cy5.5 Deutschland
CD21 1gG1, K B-ly4 Maus PE BD, Heidelberg,
IgG1, K B-ly4 APC Deutschland
CD22 1gG1, K HIB22 Maus PE BD, Heidelberg,
Deutschland
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CD27 IgG1, M-T271 Maus Horizon BD, Heidelberg,
V450 Deutschland
CD34 IgG1, K 4H11 Maus eFluor450 | eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland
CD38 1gG1, HIT2 Maus PECy7 BD, Heidelberg,
1gG1, K FITC Deutschland
CD45 1gG1, K HI30 Maus APC BD, Heidelberg,
PECy7 Deutschland
CD45RA 1gG2b, k L48HI100 Maus PECy7 BD, Heidelberg,
Deutschland
IgD 1gG2a, Kk IAG-2 Maus PE BD, Heidelberg,
Deutschland
IgM 1gG1, K MHM-88 Maus APC-Cy7 BioLegend, San
Diego,
USA
CCR7 18G2a 150503 Maus FITC R&D, Minneapolis,
USA
FoxP3 1gG2a, K PCH101 Ratte PE eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland
Tabelle 11: Antikorper fiir die FACS-Analyse
2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller

5 ml FACS Roéhrchen unsteril

Falcon/BD, Franklin Lakes, NJ USA

Stripetten (5ml, 10ml, 25ml, 50ml)

Corning/Costar, NY, USA

50 ml Falcon Tube

Falcon, Corning Science, Mexico

Zellsieb 70 pm

Falcon, Corning, NY, USA

Tabelle 12: Verbrauchsmaterialien

2.1.4 Gerate

Gerate

Hersteller

DurchfluRzytometer MACS Quant

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Sterilbank Biohazard Clean Air

Telstar Laboratory Equipment, Woerden,

Niederlande

Tischzentrifuge

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland

Tabelle 13: Geréte
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2.1.5 Puffer und Losungen

FACS-Puffer PBS
2% FCS
ACK-Puffer (6x) 0,155 M NH4CL
0,1 M KHCO3

0,1 mM EDTA-Dinatriumsalz
pH 7,3, ad 500m| Aqua bidest, 0,2 um steril
filtriert

Tabelle 14: Puffer und Losungen

2.2 Methoden

2.2.1 Durchflusszytometrische Messungen

2.2.1.1 Messungen mit dem Durchfluf3zytometer

Die Durchflusszytometrie ermoglicht sowohl eine quantitative als auch eine qualitative
Messung von Zellen. Qualitativ werden dabei physikalische und molekulare Eigenschaften der
Zelle erfasst. Die Zellen werden hydrodynamisch transportiert und dann optisch vermessen.
Dafliir miissen die Zellen in einer Suspension vorliegen, die mit Hilfe eines sogenannten
Hillstroms so stark verdiinnt wird, dass die Zellen einzeln hintereinander an der Lichtquelle
vorbeigefiihrt werden. Am Messpunkt trifft die Zelle auf monochromatisches Licht, das sie je
nach ihren Eigenschaften unterschiedlich stark streut. Das gestreute Licht wird mittels eines
Photomultipliers detektiert und in elektrische Signale Ubersetzt. Das Vorwartsstreulicht
(forward scatter, FSC) ist dabei ein Mal fir die GroRe der Zelle. Das im 90° dazu gestreute
Licht, das Seitwartsstreulicht (side scatter, SCC), das durch komplexe Mehrfachstreuung der
intrazellularen Kompartimente entsteht, ist ein MaR fir die Granularitat und Binnenstruktur
der Zelle. Weiterhin kdnnen Antigene einer Zelle mittels einer Antikorperfarbung erfasst
werden. Dazu werden Antikorper-konjugierte Fluoressenzfarbstoffe, die nach entsprechender
Farbung an den zugehorigen Antigenen der Zelle binden, eingesetzt. Je nach Farbstoff wird
dieser bei der Messung von einem bestimmten Laser des Durchflusszytometers angeregt und
emittiert Licht, das dann mittels eines Detektors erfasst wird und somit die Aussage
ermoglicht, ob eine bestimmte Zelle ein bestimmtes Antigen besitzt [81]. Als
DurchfluRzytometer diente der MACSQuant® (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland).
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2.2.1.2 Auswertungen
Die Quantifizierung der Lichtsignale und die multiparametrische Messung jeder Zelle wurden
in einem Datenspeicher festgehalten und dann getrennt von der Messung ausgewertet [81].

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe des Programms FlowJo® (FlowlJo LLC, Ashland, USA).

2.2.1.3 Antikérperfidrbungen
Oberflachenfarbung fiir FACS Analyse

1. Als erster Schritt der Oberflachenfarbung wurden bei Blut als Ausgangsmaterial 5-7 ml
davon mit 25-35ml ACK LysePuffer lysiert. Lag Knochenmark als Ausgangssubstanz vor,
wurden davon 3 ml durch 70 um-Filter filtriert und anschliefend in 12ml ACK-Lésung
lysiert. Die Lyse erfolgte dabei jeweils fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

2. Als zweiter Schritt wurde die Losung mit 1300 Umdrehungen pro Minuten fir 10
Minuten bei 4°C abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.

3. Im dritten Schritt wurde die Probe erneut in 25-35ml (flir Blut als Ausgangssubstanz)
bzw. 12ml (bei Knochenmark zu Beginn) ACK-Lésung 5 Minuten lang bei
Raumtemperatur lysiert.

4. Im vierten Schritt wurde die Losung mit 25ml PBS aufgefiillt und dann erneut mit 1300
Umdrehungen pro Minute, fiir 10 Minuten bei 4°C, abzentrifugiert.

5. Im flinften Schritt wurde die Zellsuspension mit 10 ml PBS gewaschen, erneut
abzentrifugiert und in FACS-Waschpuffer resuspendiert.

6. Im sechsten Schritt wurden von dieser Zellsuspension je 100ul (mind. 1x1076 Zellen)
in ein FACS-R6hrchen gegeben und die Antikorper fir das jeweilige Rohrchen
hinzugefligt. Dabei wurde die aus Vorversuchen ermittelte bzw. vom Hersteller
angegebene Antikérpermenge verwendet.

7. Im siebten Schritt erfolgte die Farbung der Zellen (30 Minuten im Dunkeln bei 4°C).

8. Im achten Schritt wurden die Losungen mit 2ml FACS-Waschpuffer bei 1600
Umdrehungen pro Minute, 10 Minuten lang bei 4°C, abzentrifugiert.

9. Im neunten Schritt wurden sie in 200-400 pl FACS-Waschpuffer, je nach GroRe des
Zellpellets, resuspendiert. Die Losung mit Blut als Ausgangssubstanz konnte so direkt
gemessen werden. Die Knochenmarksproben wurden direkt vor der Messung noch

einmal mit einem 70 um Filter gefiltert und anschliefend gemessen.
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Oberflachenfarbung kombiniert mit einer Intrazellularfarbung

1. Erfolgte eine Oberflachen- und eine Intrazelluldarfarbung fir ein Réhrchen wurden
erstens die Oberflachenantikorper direkt in 400ul Blut bzw. 300 ul Knochenmark fiir
20 Minuten bei 4°C gefarbt.

2. AnschlieBend wurde diese Losung mit 2ml FACS-Puffer gewaschen und bei 1400
Umdrehungen pro Minute 7 Minuten lang bei 4°C abzentrifugiert.

3. Im nachsten Schritt wurden die Zellen mit 1ml FixPerm Buffer fir 30 Minuten bei 4°C
fixiert.

4. Folgend wurden die Zellen zweimal mit je 2ml Permeabilization Puffer gewaschen und
bei 1400 Umdrehungen pro Minute, 5 Minuten lang, abzentrifugiert und mit 100ul
Permeabilization Puffer resuspendiert.

5. Weiterhin wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit 2ul Rattenserum, fir 15
Minuten bei 4°C, geblockt.

6. Danach wurde der intrazelluldre Antikdrper mit konjugiertem Farbstoff zu der
Zellsuspension hinzugegeben und konnte in einer Inkubationszeit von 30 Minuten
farben.

7. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml Permeabilization Puffer gewaschen, bei 1400
Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert, genau abgesaugt und anschliefRend in ca.
300 pl FACS-Puffer resuspendiert. Die Proben mit Blut als Ausgangssubstanz standen
direkt zur Messung bereit. Die Proben mit Knochenmark wurden direkt vor dem

Messen durch einen 70 um Filter gefiltert.

2.2.2 Statistik

Die Ergebnisse wurden in den Tabellen jeweils mit ihrem Mittelwert (MW) und Median (ME)
angegeben. Fir die Ermittlung der Signifikanz wurde zunachst mit Hilfe des Kolmogorov-
Smirnov-Tests gepriift, ob eine Normalverteilung der Werte vorlag. Im Falle einer
Normalverteilung wurde der Student’s t-Test mit SPSS durchgefiihrt und die MW der
verschiedenen Gruppen verglichen. Lag keine Normalverteilung vor, wurden stattdessen die
ME mit Hilfe des U-Tests nach Mann & Whitney auf signifikante Unterschiede geprift. Ein

Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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2.2.3 Gatingstrategie

2.2.3.1 Gatingstrategie Peripheres Blut

Populationen fir die Auswertung:

B-Zellen CD19+ %LM
naive und transitionelle B-Zellen CD19+ CD21+ CD27- %LM
Memory B-Zellen CD19+ CD21+ CD27+ %LM

nicht-klassengewechselte Memory B-Zellen

CD19+ CD21+ CD27+ IgM+ IgD+ %LM

klassengewechselte Memory B-Zellen

CD19+ CD21+ CD27+ IgM- IgD- %LM

immature B-Zellen

CD19+ CD21- CD38++ CD10+ CD27all %LM

Plasmablasten

CD19+ CD21- CD38++ CD10- CD27+ %LM

CD21- Memory B-Zellen

CD19+ CD21- CD38"°" CD10- %LM

CD21- IgM Memory B-Zellen

CD19+ CD21- CD38"°" CD10- IgM+ IgD+ %LM

Tabelle 15: Populationen im peripheren Blut
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Abbildung 5: Gatingstrategie B-Zellen im peripheren Blut

Bei den Werten handelt es sich um Relativwerte, die sich immer auf die im ersten Schritt
ausgewahlte Lymphozyten und Monozyten, die somit 100% entsprechen, beziehen (%LM

bedeutet: Anteil bezogen auf die Lymphozyten und Monozyten (LM)).

2.2.3.2 Gatingstrategie Knochenmark

2.2.3.2.1 Gatingstrategie Knochenmark Oberfldchliche Férbung

Populationen fiir die Auswertung:

HSC und MPP (CD45+) CD22- CD34+ CD38- CDA5RA- CD7- %LM
CLP (CDA5+) CD22- CD34+ CD38+ CD45RA+ CD7+ %LM
Pro-B-Zelle (CD45) CD22+ CD19+ CD34+ CD10+ IgM- %LM
Pre-B-I- und Pre-B-II-B-Zellen (CD45) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM- %LM
immature und transitionelle B-Zellen (CD45+) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM+ %LM

Tabelle 16: Populationen im oberflachlich gefarbten Knochenmark

Fiir die ersten Monate der Messung wurde noch kein CD45 in dem Panel der ersten beiden
Populationen eingesetzt. In den neueren Messungen konnte mit einem Zwischenschritt beim
Gaten auf CD45 noch einige zuséatzliche nicht benétigte Zellen eliminiert werden (diese
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betrugen in der Regel unter 5%). In der finalen Analyse wurden die Subpopulationen dennoch

auf das urspriingliche LM-Gate bezogen, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu

gewahrleisten. Fur kunftige Studien kénnte man das CD45 Gate als 100% der LM verwenden,

um genauere Ergebnisse zu erzielen.

HSC, MPP und CLP:
250K o 250K 105,
200K 200K H -
< =z 41
8!50!(7 8159}(7 ﬁ
2 ; St
§IIUCIK— 814 L%WCIDK— g
107
S0K SOK -
0w
TR e o 0 e i o e g T
Im ersten Schritt werden . Auswahl der CD45
. Es erfolgt ein L . N .
die Lymphozyten und . . positiven Zellen. Dieser Im néachsten Schritt
. Zwischenschritt, um A i
Monozyten im . Zwischenschritt erfolgt werden
. Dubletten auszuschlieBen A .
Vorwartsscatter FSC-A & in der Ansicht nur in den neueren die CD22- Lymphozyten
der Granularitat SSC-A Messungen, zuvor kein ausgewahlt.
n FSC-A gegen FSC-H. A
ausgewahlt. CD45 im Panel.
10510.082 4.81 w540 0] . 43.56 3.56
3 - T 7 5 7 cLp
1:10‘—_ %10‘— °"§1u4-
s 3 & ]
] S S
8 QTN 02
“ 5 5
s © o
%02 HSC $ 102
& & &
MPP
ngno'lS\ T T gl|52 3 o . 5|1I4
10? 10° o 1 10° 10* 10° i o2 [i 10t 10°

10° 1
B1-A: CD38 FITC-A

o
B4-A: CD45RA PE-CvT-A

1 1
B4-A: CD45RA PE-CvT-A

Die CD22- Zellen werden mit
CD34 und CD38 weiter
aufgeteilt.

Von den CD22-CD34+CD38-
Zellen werden hier noch die
CD7- und CD45RA- ausgewahlt
(> HSC+MPP)

Von den CD22-CD34+CD38+
Zellen werden die CD7+
ausgewadhlt -> CLP

Abbildung 6: Auswertungsstrategie der HSC, MPP und CLP.
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Auswertung immature und transitionelle B-Zellen, Pro B-Zellen, sowie Pre-B-I- und Pre-B-II-
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Abbildung 7: Auswertungsstrategie der immaturen und transitionellen B-Zellen, der Pro B-Zellen, sowie der Pre-B-I- und

Pre-B-II-B-Zellen.
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2.2.3.2.2 Gatingstrategie Knochenmark Intrazelluldre Fdrbung

Populationen fir die Auswertung:

T-Zellen

CD3+ %LM

naive CD4-T-Zellen

CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7+ %CD3+ CD4+

zentrale Memory CD4-T-Zellen

CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7+ %CD3+ CD4+

terminale Effektor CD4-T-Zellen

CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7- %CD3+ CD4+

periphere Effektor CD4-T-Zellen

CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7- %CD3+ CD4+

FoxP3-T-Zellen

CD3+ CD4+ FoxP3+ %CD3+ CD4+

CD45RA FoxP3-T-Zellen

CD3+ CD4+ FoxP3+ CD4A5RA+ %CD3+ CD4+

CD45RA FoxP3-T-Zellen

CD3+ CD4+ FoxP3+ CD45RA+ %CD3+ CD4+ FoxP3+

CD25niedrige FoxP3-T-Zellen

CD3+ CD4+ FoxP3+ CD25% %CD3+ CD4+

CD25++ FoxP3-T-Zellen

CD3+ CD4+ FoxP3+ CD25++ %CD3+ CD4+

Tabelle 17: Populationen der intrazellularen Farbung

Bei den Werten handelt es sich um Relativwerte. Die Populationen beziehen sich meist auf die

CD4+ T-Zellen (CD3+CD4+), somit ist das obere Gate in Schritt 4 die Ausgangspopulation und

damit 100%. (%CD3CD4 bedeutet: Anteil bezogen auf die CD4+ T-Zellen). Zu Beginn beziehen

sich die CD4+-T-Zellen auf das Gate der CD3+Zellen. (%CD3). Die Population der CD45RA

FoxP3-T-Zellen wird zudem einmal auf die FoxP3-T-Zellen bezogen. In diesem Fall entspricht

100% den FoxP3-T-Zellen (%CD3+CD4+FoxP3 bedeutet: Anteil von den FoxP3-T-Zellen T-

Zellen).
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Abbildung 8: Auswertestrategie der T-Zellen in der intrazelluldren Farbung im Knochenmark

2.2.4 Darstellung im Ergebnisteil
Im Ergebnisteil wurden Relativwerte einer Zellpopulation zwischen verschiedenen
Patientengruppen miteinander verglichen. In den zum Uberblick der Ergebnisse dargestellten

Schaubildern handelt es sich stets um die Medianwerte.

2.2.5 Patienteneinteilung
Die Patienten wurden nach klinischen Merkmalen in verschiedene Gruppen eingeteilt und
miteinander verglichen. Ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen

wurden diese im Text beschrieben.

2.2.6 Patienteneigenschaften

Uber den Beobachtungszeitraum wurden 96 Patienten fiir die Studienteilnahme rekrutiert.
Von diesen 96 Patienten mussten 18 Patienten aus der Analyse ausgeschlossen werden. Von
diesen 18 Patienten hatten 3 ein frithes Rezidiv, 1 Patient bekam Interferon auf Grund einer
Infektion und einer gleichzeitigen Epstein-Bar-Virus (EBV) -Reaktivierung, 3 Patienten
entwickelten eine isolierte EBV-Reaktivierung, 2 Patienten wurden haplo-identisch
transplantiert, 3 Patienten entwickelten ein Rezidiv einer chronisch lymphatischen Leukdmie
(CLL) , 1 Patient entwickelte eine atypische aGvHD, 1 Patient hatte eine unklare Hepatitis, 1
Patient hatte eine sekundare AbstoflRungsreaktion mit Transplantat-Verlust, 2 Patienten

hatten ein schlechtes Engraftment und von einem Patienten lag lediglich eine Blutprobe vor.
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Patienten mit unklarer GvHD dhnlicher Symptomatik ohne diagnostische Kriterien einer GvHD
wurden ausgeschlossen, da sie keiner der o.g. Gruppen zugeordnet werden konnten.
Patienten mit EBV-Reaktivierung bzw. PTLD (Lymphoproliferative Erkrankung nach
Transplantation) wurden ausgeschlossen, da eine EBV-Reaktivierung die T- und B-Zell-

Regeneration nachhaltig beeinflusst.
Nach dem Ausschluss verblieben fiir die Auswertung 78 Patienten.

An Tag 28 lagen Proben von 51 Patienten vor. Fir diese Patienten konnte der Einfluss der
aGvHD untersucht werden. Fiir die Analyse, ob es zu diesem Zeitpunkt schon eine Assoziation
zu der spater auftretenden cGvHD gibt, konnten nur 41 Patienten in die Analyse
eingeschlossen werden. Fir 10 Patienten war diese Analyse eines pradiktiven Effektes
beziiglich einer cGvHD nicht moglich, da sie innerhalb der ersten 3 Monate verstarben (n=6),

einen Transplantverlust erlitten (n=2) oder ein Rezidiv entwickelten (n=2).

An Tag 90 lagen Proben von 47 Patienten vor, fiir die ein Einfluss der aGvHD untersucht
werden konnte. Fiur 43 dieser Patienten konnte suffizient beurteilt werden, ob sie eine cGvHD
entwickeln wirden. Fir die anderen 4 war eine Beurteilung nicht moglich, weil sie innerhalb
der ersten 100 Tage verstarben (n=3) oder ein Transplantatverlust entwickelten (n=1). Es
erfolgte daher fiir die verbleibenden 43 Patienten eine Analyse zum Einfluss der cGvHD

erfolgte.

An Tag 180 lagen Proben von 48 Patienten vor, fiir die der Einfluss der aGvHD analysiert
wurde. Fir 3 Patienten war es nicht sicher beurteilbar, ob sie eine cGvHD entwickelten
(fehlende diagnostische Symptome bzw. unspezifische Symptome, die eine cGvHD weder
ausschlieBen noch bestétigen), so dass in die Analyse an Tag 180 fiir den Einfluss der cGvHD

45 Patienten eingeschlossen wurden.

In den 2 nachfolgenden Tabellen sind die klinischen Eigenschaften aller 78 Patienten
aufgelistet. In Tabelle 20 finden sich die Informationen zu den Subgruppen unterteilt in:
Patienten ohne aGvHD, Patienten mit einer aGvHD Grad 1 und Patienten mit einer aGvHD
Grad 2 - 4. In der Tabelle 21 sind dann die klinischen Eigenschaften der Patienten aufgelistet,
unterteilt in folgende Gruppen: Patienten ohne GvHD, mit de novo cGvHD, mit quiescent
onset cGvHD, mit nur aGvHD Grad 1 oder nur aGvHD Grad 2 - 4. Von den insgesamt 78

Patienten konnte fiir 12 Patienten aus den o.g. Griinden (da sie friihzeitig verstarben (n=6),
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ein Rezidiv entwickelten (n=2), eine AbstoRBungsreaktion hatten (n=2) oder aus fehlenden
diagnostischen Symptomen (n=3)) nicht beurteilt werden, ob sie eine cGvHD entwickelt

hatten, so dass sie in dieser zweiten Tabelle nicht mit aufgelistet sind.

keine aGVHD aGVHD
aGVHD Grad 1 Grad 2-4
Anzahl 43 7 28
Durchschnittsalter Empfinger 51,74 51,57 55,29
Durchschnittsalter Spender 37,65 32,43 38,86
Geschlecht
weiblich 13 3 15
mannlich 30 4 13
Diagnose
akute Leukdamie 19 4 19
MPS (CML, OMF, CMML) 3 0 0
malignes Lymphom 16 3 6
AA 1 0 0
MDS (inkl RAEB) 4 0 3
Krankheitsrisiko
niedrig (CR, CP, nicht maligne) 13 1 9
mittel (1.PR, 2.CR, AP) 12 2 13
hoch (kein Ansprechen, 2.PR, >2.CR) 18 4 6
Konditionsregime
myeloablativ 6 0 1
reduzierte Intensitat 37 7 27
Beziehung zum Spender
vewandt 15 1 7
nicht verwandt 28 6 21
HLA -Kompartibilitdit
HLA-identisch 36 6 22
HLA-Diskrepanz 7 1 6
Stammazellquelle
Knochenmark 7 0 2
Peripheres Blut 36 7 26
Immunsuppression nach HSZT
(CyA oder FK) + MTX 35 6 18
(CyA oder FK) + MMF 5 1 8
anderes 3 0 2
ATG als Teil der Immunsuppresion?
ja 29 5 22
nein 14 2 6

Tabelle 18: klinische Daten der Patienten bei Einteilung nach Kriterium aGvHD




keine de novo quiescent |nur nur
GVHD cGVHD onset aGVHD aGVHD
cGVHD Grad 2-4 |Grad 1l

Anzahl 21 16 15 11 3
Durchschnittsalter Empféinger 50,67 53,00 51,87 55,27 53,67
Durchschnittsalter Spender 37,52 38,63 37,80 38,27 29,33
Geschlecht
weiblich 3 8 9 6 1
mannlich 18 8 6 5 2
Diagnose
akute Leukamie 10 6 10 6 2
MPS (CML, OMF, CMML) 3 7 0 0 0
malignes Lymphom 8 2 4 3 1
AA 0 1 0 0 0
MDS (inkl RAEB) 0 0 1 2 0
Krankheitsrisiko
niedrig (CR, CP, nicht maligne) 6 5 5 4 0
mittel (1.PR, 2.CR, AP) 7 4 6 6 1
hoch (kein Ansprechen, 2.PR, >2.CR) 8 7 4 1 2
Konditionsregime
myeloablativ 4 2 1 0 0
reduzierte Intensitat 17 14 14 11 3
Beziehung zum Spender
vewandt 5 6 5 2 0
nicht verwandt 16 10 10 9 3
HLA -Kompartibilitéit
HLA-identisch 19 15 14 8 2
HLA-Diskrepanz 2 1 1 3 1
Stammzellquelle
Knochenmark 1 2 1 1 0
Peripheres Blut 20 14 14 10 3
Immunsuppression nach HSZT
(CyA oder FK) + MTX 18 14 12 6 3
(CyA oder FK) + MMF 2 2 1 4 0
anderes 1 0 2 1 0
ATG als Teil der Immunsuppresion?
ja 18 9 9 9 3
nein 3 7 6 2 0

Tabelle 19: klinische Daten der Patienten bei Einteilung nach Kriterium cGvHD
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse werden im nachfolgenden zunachst fir jeden einzelnen Zeitpunkt dargestellt.
Dabei wurde fiir jeden einzelnen Untersuchungszeitpunkt der Einfluss der aGvHD und cGvHD
analysiert. In den Tabellen sind jeweils die MW, die Anzahl der untersuchten Patienten und

die Medianwerte fir alle untersuchten Populationen abgebildet.

Im Anschluss an die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungszeitpunkte gibt es unter 3.4 noch
eine graphische Zusammenfassung der einzelnen Populationen und deren Entwicklung im

zeitlichen Verlauf anhand ihrer ME.
Bei den dargestellten Schaubildern handelt es sich jeweils um die ME.

Alle angegeben Werte (MW und ME) sind Relativwerte und beziehen sich auf entweder auf
die LM (%LM), auf die T-Zellen (%CD3), auf die CD4+ T-Zellen (%CD3CD4) oder auf die FoxP3-
T-Zellen (%CD3CD4FoxP3); (% bedeutet: bezieht sich auf die nachfolgende Population).

3.1 Auswertungen an Tag 28

An Tag 28 lagen von insgesamt 53 Patienten auswertbare Proben vor. Bei 3 Patienten lag

lediglich eine Blutprobe vor (nicht erfolgte Knochenmarkpunktion bzw. Punctio sicca).

Bei mess- und auswertungstechnischen Problemen wurde zeitweise auf die Oberflachlichen -
Farbung und Messung des Knochenmarks verzichtet, was die geringere Fallzahl dort erklart.

(Bei 6 Patienten lagen keine auswertbaren Messergebnisse vor.)

In der T-Zellanalyse waren die Subanalysen der CD4+ T-Zellen zum Teil aufgrund einer zu
geringen Zellzahl im Knochenmark nicht méglich, so dass hier teilweise weniger Patienten

(n=4) zur Auswertung zur Verfligung standen.

3.1.1 Einfluss der aGvHD an Tag 28
In einer ersten Analyse wurde der Einfluss der aGvHD auf die Zell-Populationen Uberprift.
Dabei wurde unterschieden, ob die Patienten bis zum Tag 35 eine aGvHD entwickelt hatten

oder nicht. Falls eine aGvHD im genannten Zeitraum auftrat, erfolgte noch eine weitere
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Unterscheidung, ob es sich lediglich um eine aGvHD Grad 1 gehandelt hatte oder um eine
aGvHD Grad 2 - 4. Die Unterscheidung erfolgte, da bei einer aGvHD in der Regel keine
histologische Sicherung erfolgte und haufig unspezifische Hautsymptome bestanden. In
diesen 3 Gruppen wurden die Populationen im Blut und Knochenmark in den nachfolgenden

2 Kapiteln verglichen.

3.1.1.1 Einfluss der aGvHD an Tag 28 im peripheren Blut
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Abbildung 9: Einfluss der aGvHD an Tag 28 im peripheren Blut; ME in Prozent bezogen auf die LM
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CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ CD19+ |CD19+ (CD19+ [CD19+ CD19+
CD21+ |[CD21+ |CD21+ |CD21+ |cD21- |[CD21- |cD21- CD21-
CD27- [CD27+ |CD27+ |CD27+ |CD27aie |CD27+ [CD27+ CD27+
IgM+ 1gM- IgM+
gD+ 1gD- gD+
CD38++ |[CD38++ [cD38™Y  [cD38"™
CD10+ [CcD10- |cCD10- CD10-
%M |%LM %M |%LM %M |%LM %M |%LM %LM
keine Mittelwert 0,203 0,094] 0,034 0,007 0021 0010, 0,016 0,033 0,012
E‘g\fgg N 33 33 33 33 33 33 33 33 33
SD 0,283 0,173 0,039 0,009 0,030 0,023 0,033 0,036 0,020
Median 0,130 0,038] 0,022 0,004 0,013 0,003 0,004 0,023 0,007
aGVHD Mittelwert 0,224 0,042 0,012 0,002 0,005 0,005 0,077 0,037 0,012
Grad 1
N
bro o8 3 3 3 3 3 3 3 3 3
SD 0,176 0,051 0,009 0,003 0,004 0,003 0,068 0,028 0,012
Median 0,300 0,024] 0,010 0,002|] 0,005 0,005 0,100 0,053 0,014
aGVHD Mittelwert 0,285 0,133 0,049 0,009 0032 0004 0,021 0,049 0,020
ggagzé"‘ N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
SD 0,433 0,236 0,104 0,022| 0,075 0,004 0,059 0,075 0,036
Median 0,110 0,044 0,018 0,003 0,009 0,002] 0,002 0,009 0,003

Tabelle 20: Einfluss der aGvHD an Tag 28 im peripheren Blut; ME und MW in Prozent bezogen auf die LM

An Tag 28 wurden im peripheren Blut Proben von 33 Patienten ohne aGvHD, 3 Proben von

Patienten mit aGvHD Grad 1 und 15 Proben von Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 untersucht.

Dabei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Patientengruppen. Die Patienten mit aGvHD Grad 1 hatten einen hoheren Relativwert der
CD19+ B-Zellen, sowie der Plasmablasten und CD21" Memory-B-Zellen bezogen auf die LM-

Population.
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3.1.1.2 Einfluss der aGvHD an Tag 28 im Knochenmark
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Abbildung 10: Einfluss der aGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die B-Vorlauferzellen; ME in Prozent bezogen auf die LM
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(cD45+) |(cp4as+) |(cpas+)|(cDas+)|(cDas5+)
cp22- |cp22-  |cp22+ |cD22+ |cD22+
cD34+ |cDp34+ |cD34+ |cD34- |cD34-
cp3s- |cp3s+ |cp19+ |cDi9+ [cDio+
CD45RA- |cDasrA+|cD10+ |cD10+ |cD10+

CD7- CD7+ 1gM- IgM- IgM+
%LM %LM %LM %LM %LM
keine Mittelwert 0,027 0,013| 0,744 1,133 0,037
aGVHD N 26 26 28 28 28
bis d28
SD 0,026 0,015 1659 2165 0,084
Median 0,018 0,009 0,059 0336 0,016
aGVHD Mittelwert 0,031 0,015 0,115 0,293 0,009
Grad 1 N 2 2 2 2 2
bis d28
sb 0,033 0,018 0,161 0,18/ 0,003
Median 0,031 0,015 0,215 0,293 0,009
aGVHD Mittelwert 0,022 0,011 1,128 1,204 0,021
Grad 2-4 N 13 13 12 12 12
bis d28
sb 0,020 0,015 3,474 3541 0,054
Median 0,016 0,006 0,013 0,006/ 0,003

Tabelle 21: Einfluss der aGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die
LM

Fir die Auswertung lagen 43 auswertbare Messungen vor, davon hatten 28 Patienten keine

aGvHD, 2 Patienten eine aGvHD Grad 1 und 13 Patienten eine aGvHD Grad 2 - 4.
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Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Patienten, die bis zum Tag 28 bereits
eine aGvHD Grad 2 - 4 entwickelt hatten und Patienten ohne aGvHD. Fir die Population der
HSC und MPP ((CD45+)CD22-CD34+CD38-CD45RA-CD7- %LM) war der MW der Patienten mit
aGvHD Grad 2 - 4 (MW 0,022 mit p=0,00513) signifikant niedriger als bei Patienten ohne
aGvHD (MW 0,027).

Der Medianwert der Pre-B-I- und Pre-B-II-B-Zellen ((CD45+)CD22+CD19+CD34-CD10+IgM-
%LM) war signifikant niedriger bei Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,006) verglichen mit
Patienten ohne aGvHD (ME 0,336 mit p=0,003).

Fir die Gruppe der immaturen und transitionellen B-Zellen ((CD45+)CD22+CD19+CD34-
CD10+IgM+ %LM) war der Medianwert der Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,003)
signifikant vermindert im Vergleich zu Patienten ohne aGvHD (ME 0,016 mit p=0,045).
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Abbildung 11: Einfluss der aGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+
CD4+ |CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ |CD4+ CD4+ CD4+ CD4+
FoxP3+|FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+
CD45RA+| CD45RA- |CD45RA+| CD45RA- CD45RA+|CD45RA+ CD25++
CCR7+ |CCR7+ |CCR7- CCR7- CD25low
%CD3

%CD3 %CD3 %CD3 %CD3 | %CD3 | %CD3 Cb4 %CD3 | %CD3
%CD3 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 FoxP3 CD4 CD4
keine Mittelwert 27,723 12,950 22,068 2,272 62,685] 21,346 2,896 9,607 60,071 3,912

ES\QHZZ N 30 28 28 28 28 30 30 31 28 28
SD 22928] 16763 15738 2765 28130 20421] 9,123 14032] 33262 3586
Median 20,800 3315 20316 1,445 71,315 14,150 0645 3769] 76400 2876
aGWHD Mittelwert | 16,319] 4657 25177] o667 69583 27,280 1.412] 4089 43987 3547
Gradl N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
bis d28
SD 4195 4365 19169 o0835] 22,708 18205 1,895 3442 36492] 4379
Median 18300 4410 14220 0231] 79,900 21,800 0507 4100 51,200 1,140
aGVHD Mittelwert | 20007] 7.682] 13359] 0540 78331| 18965 0,339] 3960 50489 6,172
;’:‘gzz; N 16 14 14 14 14 16 16 16 16 16
SD 20,881 17256] 8987 o548 22381 15981 0349 e6887] 38604 7004
Median 23561] o665 11266 0318 870250 17.926] 00265 1546] 68650 3415

Tabelle 22: Einfluss der aGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
Fir die T-Zell-Analyse im Knochenmark lagen Proben von 30 Patienten ohne aGvHD vor, 3

Proben von Patienten mit aGvHD Grad 1 und 16 Proben von Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4.

Fiir Analysen der Subpopulationen war gelegentlich die Anzahl der Events zu gering, so dass

keine weitere Analyse stattfand und auch hier die Fallzahl geringer wurde.

In der Betrachtung des Einflusses der aGvHD auf die T-Zellen im Knochenmark ergaben sich
einige signifikante Unterschiede zwischen den Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 bis Tag 28 und

den Patienten ohne aGvHD bis dahin.

So war der Medianwert der terminalen Effektor CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7-
%CD3+ CD4+) fur die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,318) signifikant niedriger als fiir
Patienten ohne aGvHD (ME 1,445 mit p=0,002).

Der Medianwert der peripheren Effektor CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7- %CD3+
CD4+) war signifikant hoher fir Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 87,250) gegeniiber den

Patienten ohne aGvHD (ME 71,315 mit p=0,030).
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Der Medianwert flr die CD45RA FoxP3-T-Zellen (CD3+ CD4+ FoxP3+ CD45RA+ %CD3+ CD4+)
war signifikant vermindert fiir Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,265) gegenliber Patienten
ohne aGvHD (ME 0,645 mit p=0,024). Auch bezogen auf die CD3CD4FoxP3 positiven Zellen
war diese Population (CD3+ CD4+ FoxP3+ CD45RA+ %CD3+ CD4+ FoxP3+) signifikant
vermindert bei Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 1,546) gegenliber Patienten ohne aGvHD
(ME 3,769 mit p=0,043).

3.1.2 Einfluss der cGvHD an Tag 28

In den nachfolgenden 2 Kapiteln wurden die Analysen einer moglichen Assoziation einer
spateren cGvHD an Tag 28 auf die einzelnen Populationen untersucht. Die Patienten wurden
dazu in folgende Gruppen eingeteilt: keine GvHD, de novo cGvHD, quiescent onset cGvHD,

nur aGvHD Grad 1 und nur aGvHD Grad 2 - 4.

3.1.2.1 Einfluss der cGvHD an Tag 28 im peripheren Blut
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Abbildung 12: Einfluss der cGvHD an Tag 28 im peripheren Blut; ME in Prozent bezogen auf die LM
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CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ CD19+
CD21+ |CD21+ |CD21+ |CD21+ |CD21- |CD21- |[CD21- CD21-
CD27- CD27+ |CD27+ |CD27+ |CD27alle]CD27+ |CD27+ CD27+
lgM+ IgM- IgM+
1gD+ IgD- IgD+
CD38++ |cD38++ [CcD38°"  |cD38""
CD10+ |CD10- |CD10- CD10-
%LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM
keine GVHD  Mittelwert 0,204 0,095 0,043 0,007 0,030 0,006 0,015 0,032 0,011
N 13 13 13 13 13 13 13 13 13
SD 0,229 0,143| 0,052] o0,008] 0,045 0,008 0,025 0,034 0,016
Median 0,130 0,038 0,027] 0,005 0,017] 0,003 0,005 0,026 0,007
de novo Mittelwert 0,293 0,140 0,033 0,009 0,018 0,019 0,027 0,052 0,022
CGVHD N 11 11 11 11 11 11 11 11 11
SD 0,413 0,255 0,026] 0,011} 0,013] 0,039 0,051 0,045 0,027
Median 0,180 0,032 0,026] 0,004 0,015 0,003 0,004 0,037 0,011
quiescent Mittelwert 0,357 0,184 o0,080] 0,017 0,051 0,006 0,023 0,043 0,019
onset cGVHD N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
SD 0,515 0,298] 0,140 0,029 0,102 0,004 0,045 0,069 0,037
Median 0,235 0,083] 0,027] 0,005] 0,014] o0,006] 0,003 0,016 0,006
nuraGVHD  Mittelwert 0,186 0,049] 0,021] 0,004 00100 0,003 0,035 0,046 0,020
Grad 2-4 N 7 7 7 7 7 7 7 7 7
SD 0,288 0,058 0,014] o0,003] o0,007] 0,004 0,086 0,084 0,037
Median 0,110 0,028 0,022] 0,003] o0,009] 0,003 0,001 0,008 0,003
nuraGVHD  Mittelwert 0,200 0,039] 0,015] 0,004 o0,008] 0,006] 0,050 0,033 0,008
Grad 1 N 2 2 2 2 2 2 2 2 2
SD 0,141 0,021] 0,007] o0,003] 0,004 0,002 0,070 0,030 0,008
Median 0,200 0,039] 0,015] 0,004] o0,008] 0,006] 0,050 0,033 0,008

Tabelle 23: Einfluss der cGvHD an Tag 28 im peripheren Blut; ME und MW in Prozent bezogen auf die LM

Im peripheren Blut lagen wie oben erwahnt Proben von 53 Patienten vor. Fir eine mogliche
Assoziation der cGvHD konnten jedoch nur 41 davon analysiert werden, da fiir die anderen 12
Patienten nicht beurteilt werden konnte, ob sie eine cGvHD entwickelt hatten, beispielsweise
weil sie zuvor verstarben. In der Analyse fiir die Assoziation der cGvHD lagen keine
signifikanten Unterschiede am Tag 28 vor. Es zeigten sich weniger CD19+ B-Zellen fir die
Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,110) bezogen auf die LM im Vergleich zu den anderen
Gruppen (keine aGvHD ME 0,130; de novo cGvHD ME 0,180; quiescent onset cGvHD ME 0,235;
aGvHD Grad 1 ME 0,200). Fiir die naiven und transitionellen B-Zellen (CD19+ CD21+ CD27-
%LM) zeigten sich hohere Relativwerte fir die Patienten mit quiescent onset cGvHD (ME

0,083) im Vergleich zu den anderen Patientengruppen (keine aGvHD ME 0,038; de novo
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cGvHD ME 0,032; nur aGvHD Grad 2 - 4 ME 0,028; aGvHD Grad 1 ME 0,039). Fir die

Zellpopulation der Plasmablasten (CD19+ CD21- CD38++ CD10- CD27+ %LM) lagen die

Relativwerte der Patienten mit nur aGvHD Grad 1 (ME 0,050) hoher als in den anderen

Gruppen (keine aGvHD ME 0,003; de novo cGvHD ME 0,004; quiescent onset cGvHD ME 0,003;

aGvHD Grad 2 - 4 ME 0,001). Die CD21- Memory B-Zellen (CD19+ CD21- CD38low CD10- %LM)

zeigten verminderte Werte fiir die Patientengruppen der Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME

0,003), sowie die Patienten mit quiescent onset cGvHD (ME 0,006; keine aGvHD ME 0,007; de

novo cGvHD ME 0,011; aGvHD Grad 1 ME 0,008).

3.1.2.2 Einfluss der cGvHD an Tag 28 im Knochenmark

B-Vorlduferzellen

0,6000

0,5000

0,4000

0,3000

ME in Prozent

0,2000

0,1000

0,0000

(CD45+) CD22- (CD45+) CD22- (CD45) CD22+ (CD45) CD22+ (CD45+) CD22+

(CD19-) CD34+ (CD19-) CD34+ CD19+ CD34+ CD19+ CD34- CD19+ CD34-

CD38- CD45RA- CD38+ CD45RA+ CD10+ IgM- %LM CD10+ IgM- %LM CD10+ IgM+ %LM
CD7- %LM CD7+ %LM

B keine GvHD M de novo cGvHD M quiescent onset cGvHD M nur a GvHD Grad 2-4 Enur a GvHD Grad 1

Abbildung 13: Einfluss der cGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die Vorlduferzellen; ME in Prozent bezogen auf die LM
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(CD45+) |(cD45+) |(CD45+)|(CD45+)|(CD45+)
CD22- CD22- CD22+ |CD22+ |CD22+
CD34+ CD34+ CD34+ |CD34- |CD34-
CD38- CD38+ CD19+ |CD19+ |CD19+
CD45RA- |CD45RA+|CD10+ |CD10+ |CD10+
CcD7- CD7+ IgM- IgM- IgM+
%LM %LM %LM %LM %LM
keine GVHD  Mittelwert 0,030 0,014 0,715 0,398 0,023
N 11 11 12 12 12
Sb 0,025 0,018 1,245 0,398 0,024
Median 0,020 0,009 0,084 0,301 0,015
de novo Mittelwert 0,025 0,014 0,451] 1,889 0,068
CGVHD N 9 9 9 9 9
Sb 0,015 0,011 0,905] 3,072 0,145
Median 0,025 0,009 0,048] 0,497 0,012
quiescent Mittelwert 0,033 0,011 1,281 1,141 0,016
onset cGVHD N 6 6 6 6 6
Sb 0,042 0,016| 3,207] 2,683 0,033
Median 0,012 0,006 0,013 0,010/ 0,004
nuraGVHD  Mittelwert 0,025 0,016 1,681 1,807] 0,030
Grad 2-4 N 7 7 8 8 8
Sb 0,020 0,018 4,232 4,297 0,065
Median 0,018 0,009 0,007 0,022 0,004
nuraGVHD  Mittelwert 0,054 0,027 0,228] 0,376 0,011
Grad 1 N 1 1 1 1 1
SD
Median 0,054 0,027 0,228 0,376 0,011

Tabelle 24: Einfluss der cGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die

LM

Auch fur die Vorlaufer-Zellen im Knochenmark lagen in der Analyse flir eine mogliche

Assoziation der cGvHD keine signifikanten Unterschiede an Tag 28 vor. Es zeigten sich jedoch

durchgehend verminderte Werte fir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4, sowie Patienten mit

quiescent onset cGvHD im Vergleich zu den anderen Patientengruppen.
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Abbildung 14: Einfluss der cGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+
CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+
FoxP3+|FoxP3+ JFoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+
CD45RA+|CD45RA- | CD45RA+| CD45RA- CD45RA+|CD45RA+ CD25IOW CD25++
CCR7+ CCR7+ CCR7- CCR7-
%CD3
%CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 CD4 %CD3 %CD3
CDh4 CcDh4 CDh4 CDh4 CDh4 CcDh4 FoxP3 CDh4 CDh4
keine Mittelwert| 24253 7482 22,629 2,435 67,449 25521 5002 11,652| 58902] 4,150
GVHD N 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
SD 20,343 11,819 19,506 3,845 28,492| 19,725 14,109] 18639 30688 4,231
Median | 20,800 1,565 19,670 1,155 76,957| 25,055 0,650 2,520 63,800] 3,040
denovo  Mitelwert| 35651 22,306] 23,194 2,814 51,670 20,795 2212 10,954| 73588] 4,747
CGVHD N 9 7 7 7 7 9 9 10 7 7
SD 24,405 19,767| 12,705 1,046 25086| 26,642 3,199 13,249| 31,273 3,883
Median | 32200 22,885 22,580 2,370 38,170| 11,300 1,062 7437 83,200 4,140
quiescent Mitelwert| 28737 11,256 17,107 0,912 70,803| 15,732 0,541 6,854 70,323| 3,065
onset N 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
cGVHD
SD 21,294 22196 14,514 1,226] 29.162| 10519 0,425 9,658 30,473| 2799
Median | 19,156 3,000 14,220 0,255 83,700| 12,366 0,507 3,285 76,400 2,010
nur Mittelwert| 32 509 7,640 15,763 0,669 75,837| 22,354 0,306 2,377 42,024| 7346
aGVHD 9 7 7 7 7 9 9 9 9 9
Grad 2-4
SD 25,408 12,007 8,767 0,796| 18,130| 18,995 0,286 2,796 40,408| 8878
Median | 23,022 0,770| 16,050 0,380 83,100| 20,700 0,290 1,388 28,800 3,280
nur Mittelwert| 24,937 2,205 7,723 0,849 89,202| 26,219 1,802 3,906 27,296] 1,306
aGVHD 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Grad 1
SD 9,387 3,118 8,877 1,105 13,155| 30,379 2,529 5120 33,664| 0234
Median | 24,937 2,205 7,723 0,849 89,202| 26,219 1,802 3,006 27,206| 1,306

Tabelle 25: Einfluss der cGvHD an Tag 28 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
In der Analyse des Einflusses der cGvHD auf die T-Zellen im Knochenmark zeigten sich

signifikante Unterschiede zu den Werten der Patienten mit de novo cGvHD.

So lag der MW der terminalen Effektor CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7- %CD3+
CD4+) fir die Patienten mit de novo cGvHD (MW 2,814) signifikant hoher sowohl gegentiiber
Patienten mit quiescent onset cGvHD (MW 0,912 mit p=0,049), als auch gegeniber Patienten
mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (MW 0,669 mit p=0,019).

Der Medianwert flr die CD45RA FoxP3-T-Zellen (CD3+ CD4+ FoxP3+ CD45RA+ %CD3+ CD4+)
war signifikant vermindert fur Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,290) im Vergleich zu

Patienten mit de novo cGvHD (ME 1,062 mit p=0,031). Auch bezogen auf die CD3CD4FoxP3
53



positiven Zellen war diese Population (CD3+ CD4+ FoxP3+ CD45RA+ %CD3+ CD4+ FoxP3+)
signifikant vermindert fiir die die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 1,388) im Vergleich zu
den Patienten mit de novo cGvHD (ME 7,437 mit p=0,028).

3.2 Auswertungen an Tag 90
An Tag 90 lagen von insgesamt 47 Patienten auswertbare Proben vor. Bei 5 Patienten lag

lediglich eine Blutprobe vor (nicht erfolgte Knochenmarkspunktion).

3.2.1 Einfluss der aGvHD an Tag 90

In einer ersten Analyse wurde der Einfluss der aGvHD auf die Zell-Populationen Uberprift.
Dabei wurde unterschieden, ob die Patienten bis zum Tag 97 eine aGvHD entwickelt hatten
oder nicht. Falls sie eine aGvHD entwickelt hatten wurde noch unterschieden, ob es sich
lediglich um eine aGvHD Grad 1 gehandelt hatte oder um eine aGvHD Grad 2 - 4. In diesen 3
Gruppen wurden die Populationen im Blut und Knochenmark in den nachfolgenden 2 Kapiteln

verglichen.
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3.2.1.1 Einfluss der aGvHD an Tag 90 im peripheren Blut
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Abbildung 15: Einfluss der aGvHD an Tag 90 im peripheren Blut; ME in Prozent bezogen auf die LM
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CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ |[CD19+ |CD19%+ CD19+
CD21+ |CD21+ |CD21+ |CD21+ |CD21- |CD21- |CD21- CD21-
CD27- |CD27+ |CD27+ |CD27+ |CD27alle|CD27+ |CD27+ CD27+
IgM+ IgM- IgM+
IgD+ IgD- gD+
CD38++ |cD38++|cD38°Y  |cD3g™"
CD10+ |CD10- |CD10- CD10-
%LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM
keine Mittelwert 3,767] 1,657 0,123 0,028 0076/ 0,226 0,062 1,082 0,763
EG\;';?) N 25 25 25 25 25 25 25 25 25
IS
sSD 7,286] 2,472 0,138 0,035 0090 0501 0,101 4,077 2,955
Median 1,450 0,700 0,068 0,015 0,028/ 0,024] 0,025 0,180 0,088
aGVWHD  Mittelwert 0,760 0,585 0,072 0,025 0042 0,000 0,009 0,076 0,042
Gradl '\ 2 2 2 2 2 2 2 2 2
bis d90
SD 0,212 0,177 0,034 0021 0012 0,000 0,002 0,005 0,016
Median 0,760 0,585] 0,072 0,025 0042 0,000 0,009 0,076 0,042
aGVWHD  Mittelwert 2,239 1,710 0,215 0,044 0056 0,021 0,025 0,314 0,201
Grad2-4 |y 20 20 20 20 20 20 20 20 20
bis d90
SD 5242 4,763] o0,68] 0,099 0092 0,045 0,049 0,705 0,634
Median 0,370 0,290] 0,049 0,011 0020/ 0,002 0,003 0,063 0,023

Tabelle 26: Einfluss der aGvHD an Tag 90 im peripheren Blut, ME und MW in Prozent bezogen auf die LM

Fiir die B-Zellen im peripheren Blut waren die Werte in der Regel am hochsten bei Patienten

ohne aGvHD, gefolgt von Patienten mit aGvHD Grad 1 und schlieRlich von Patienten mit

aGvHD Grad 2 - 4.

Fir die Population der immaturen B-Zellen (CD19+CD21-CD38++CD10+CD27all) war dieser

Unterschied signifikant hoher fir Patienten ohne aGvHD (ME 0,024), sowohl im Vergleich zu

Patienten mit aGvHD Grad 1 (ME 0,000 mit p=0,011), als auch im Vergleich zu Patienten mit

aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,002 mit p=0,004).
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3.2.1.2 Einfluss der aGvHD an Tag 90 im Knochenmark
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Abbildung 16: Einfluss der aGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME in Prozent bezogen auf die LM
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(CD45+) |(CD45+) |(CDA45+)](CD45+)|(CD45+)
CD22- CD22- CD22+ |CD22+ |CD22+
CD34+ CD34+ CD34+ |CD34- |CD34-
CD38- CD38+ CD19+ |CD19+ |CD19+
CD45RA- |CD45RA+|CD10+ |CD10+ |CD10+
CD7- CD7+ 1gM- 1gM- 1IgM+

%L M %LM % LM % LM %LM

keine Mittelwert 0,021 0,014 0,699 3,432 0,861
aGVHD 23 23 24 24 24
bis d90

SD 0,016 0,012 1,420l 5,380 1,661

Median 0,020 0,010 0,153 0,943 0,144
aGVHD Mittelwert 0,021 0,014 0,008 0,001 0,004
Grad 1 N 2 > 1 1 1
bis d90

SD 0,017 0,012

Median 0,021 0,014] 0,008 0,001 0,004
aGVHD Mittelwert 0,042 0,014 0,008 0,054 0,005
Grad2-4 N 15 15 14 14 14
bis d90

SD 0,057 0,012 0,009 0,137 0,005

Median 0,019 0,009 0,005 0,003 0,003

Tabelle 27: Einfluss der aGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die Vorlduferzellen, ME und MW in Prozent bezogen auf die
LM
Im Knochenmark lagen an Tag 90 fiir die ersten Vorlauferzellen, die Populationen der HSC und

MPP, sowie der CLP dhnliche Werte flir Patienten mit oder ohne aGvHD bis Tag 90 vor.

Fir die nachste Reifungsstufe, die Population der Pro-B-Zelle ((CD45) CD22+ CD19+ CD34+
CD10+ IgM- %LM) lagen die Werte bei Patienten mit aGvHD deutlich niedriger. Fir die
Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,005) waren die Medianwerte signifikant vermindert im
Vergleich zu Patienten ohne aGvHD (ME 0,153 mit p<0,000); (aGvHD Grad 1 ME 0,008).

Die anschlieBende Ubergruppe der Pre-B-I- und Pre-B-1I-B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34-
CD10+ IgM- %LM) zeigte ebenfalls deutlich verminderte Medianwerte fiir Patienten mit
aGvHD. Die Werte der Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,003) waren signifikant
vermindert im Vergleich zu Patienten ohne aGvHD (ME 0,943 mit p=0,000); (aGvHD Grad 1
ME 0,001).
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Auch in der nachfolgend gemessenen Reifungsstufe, der Population aus immaturen und
transitionellen B-Zellen ((CD45+) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM+ %LM) waren die
Medianwerte der Patienten mit aGvHD vermindert. Fur die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4
(ME 0,003) waren die Medianwerte signifikant vermindert im Vergleich zu Patienten ohne

aGvHD (ME 0,144 mit p=0,000); (aGvHD Grad 1 ME 0,004).

T-Zellen
100
90
80
= 70
c
2 60
g
a 50
£
o 40
2 30
20 I
10 I
0 — II - .- -. -
,))X b‘X b‘X vx VX b‘X b‘x ,bX b‘X b&x
RO AR AR AR AR AN AR R A
RS e ¥ FF S F & P
(@) olo olo ole olo olo ole X(J $0\0 ole
,))X /\X ,\X /\ /\ ,))X X f), XX
¥ & F & W
. Q& <
¥ ¥ ¥ S > <
SO 0 2 S & g & &£
C Q ”)X O+ Q”) &
o X X s Q & o 3 X
S & & @ &R xS &
oK S 50 W& &
X
% © @ C S &v ox <
Q
o C
o%
B keine aGvHD bis Tag 90 B aGvHD Grad 1 bis Tag 90 aGvHD Grad2-4 bis Tag 90

Abbildung 17: Einfluss der aGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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CD3+ |CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ |CD3+ CD3+ CD3+ CD3+
CD4+ |CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ |CD4+ CD4+ CD4+ CD4+
FoxP3+|FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+
CDA45RA+|CD45RA- |CDA5RA+| CD45RA- CD45RA+|CD45RA+| CD25low|CD25++
CCR7+ |CCR7+ CCR7- CCR7-
%CD3
%CD3 | %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 | %CD3 | %CD3 CDh4 %CD3 | %CD3
CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 FoxP3 CD4 CD4
keine Mittelwert | 26,758] 11,400 12,272 8,857| 67,470 8,532 2,052 13,787 71919 2,429
EE\QZ(D) N 25 24 24 24 24 24 25 25 24 24
sD 19,904] 17,601 11,052 22,033] 30,791 5,606 5311 22469| 35712] 2,002
Median 19,600 1,325 8,819 1,670 75530 7,287 0,190 2,981 89500 2,285
aGWHD  Mittelwert | 25501 32,665 10,812 2,530 54,213] 3,859 0,242 6,356] 48,065 2,006
Grad1l N 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
bis d90
sD 20,649] 45,997 6,013 1,166] 52,859] 0,087 0,277 7,329] 66,094 1,281
Median 25,501 32,665 10,812 2,530 54,213] 3,859 0,242 6,356] 48,065 2,006
aGWHD  Mittelwert | 20,424 8,341 8,946 1,745 80,820 12,904 0,323 3,232 70622| 4,897
E’:‘g 92(;4 N 15 14 14 14 14 15 15 15 15 15
sD 17,424 18,984 7,112 1,529] 24,718 8,157 0,437 3,587| 35,295 7,027
Median 15,071 0,456 8,415 0,896 89,440 10,400 0,100 1,375] 88,000 1,430

Tabelle 28: Einfluss der aGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen

(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)

Fir die Analyse der T-Zellen lagen an Tag 90 keine signifikanten Unterschiede vor.

3.2.2 Einfluss der cGvHD an Tag 90

Von den 47 an Tag 90 vorliegenden Proben konnten 4 Proben fiir den Einfluss der cGvHD nicht

mit ausgewertet werden, weil 3 Patienten verstarben und 1 Patient einen Transplantverlust

entwickelte, bevor beurteilt werden konnte, ob diese Patienten eine cGvHD entwickelt hatten.
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3.2.2.1 Einfluss der cGvHD an Tag 90 im peripheren Blut
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Abbildung 18: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im peripheren Blut auf die CD19+ und CD19+CD27- B-Zellen; ME in Prozent

bezogen auf die LM
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Abbildung 19: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im peripheren Blut auf die CD19+CD27+ B-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die

LM
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CD19+ |CD19+ CD19+ |CD19+ |CD19+ |CD19+ CD19+ |CD19+ CD19+
CD21+ CD21+ |CD21+ |CD21+ |CD21- CD21- |CD21- CD21-
CD27- CD27+ |CD27+ |CD27+ |CD27alle |CD27+ |CD27+ CD27+
IgM+ 1gM- 1IgM+
1gD+ 1gD- IgD+
CD38++ |cD38++|cD38°" |cD3g°"
CD10+ CD10- |CD10- CD10-
%LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM
keine Mittelwert 4,517 1,848 0,127 0,027 0,083 0,170 0,048 1,453 1,019
GVHD N 17 17 17 17 17 17 17 17 17
SD 8721 2869] 0138 0033 0093 0430] 0070 4,943 3,584
Median 0900 0420 0068 0009 0050 0021] 0,014 0,180 0,088
de novo Mittelwert 1323 0696 0102 0028] 0058 0111 0001 0,252 0,189
CGVHD N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
SD 0,835 0,534 0,152 0,043 0,091 0,179 0,149 0,340 0,294
Median 1505 0705 0030 o0014] 0018 0022 0045 0,116 0,046
quiescent  Mittelwert 0920 0320 0097] 0020 o066 0003 0026 0437 0,345
onset N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
cGVHD
SD 1245 0279 0088 o0019] 0068 0006 0052 0,946 0,890
Median 0485 0210 0074] 0014] 0044 o0001] 0008 0,101 0,036
nuraGVHD  Mittelwert 1,846 1533 0109 o0081] 0017 0034 0012 0,111 0,070
Grad2-4 [N 7 7 7 7 7 7 7 7 7
SD 2053 2557 0183 0162 0019 0063 0021 0,167 0,115
Median 0,330] 0260 0050 0008 0010 0002 0003 0,009 0,003
nuraGVHD  Mittelwert 0610 0460 0048 0010 0033 0000 0010 0,079 0,053
Grad 1 N 1 1 1 1 1 1 1 1 1
)
Median 0610 0460 0048 0010 0033 0000 0010 0,079 0,053

Tabelle 29: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im peripheren Blut; ME und MW in Prozent bezogen auf die LM

Fiir die Einflussnahme der cGvHD an Tag 90 zeigte die Analyse aus dem peripheren Blut die
hochsten Werte fir die Gruppe der Patienten mit de novo cGvHD bei den naiven und
transitionellen B-Zellen (CD19+CD27-CD21+). Es lagen fir diese Population aber keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor (keine GvHD ME 0,420; de novo cGvHD
ME 0,705; quiescent onset cGvHD ME 0,210; nur aGvHD Grad 2 - 4 ME 0,260; nur aGvHD Grad
1 ME 0,460).

In den Subpopulationen der CD27+ B-Zellen (also CD19+CD27+ und Subgruppen) zeigten die

Gruppen mit aGvHD niedrigere Werte.

Die Medianwerte der Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 zeigten fir die CD21-Memory B-Zellen
(CD19+ CD21- CD38low CD10- %LM) (ME 0,009; keine GvHD ME 0,180; de novo cGvHD ME
0,116; quiescent onset cGvHD ME 0,101; aGvHD Grad 1 ME 0,079) und die CD21" IgM Memory
B-Zellen (CD19+ CD21- CD38low CD10- IgM+ IgD+ %LM) (ME 0,003; keine GvHD ME 0,088; de
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novo cGvHD ME 0,046; quiescent onset cGvHD ME 0,036; aGvHD Grad 1 ME 0,053) sehr viel
niedrigere Werte als in den anderen Gruppen, der Unterschied war aber zu keiner der anderen

Gruppen signifikant.

Fir die Population der immaturen B-Zellen (CD19+ CD21- CD38++ CD10+ CD27all %LM) zeigte
die Gruppen mit aGvHD deutlich niedrigere Werte. Signifikant war dieser Unterschied
zwischen der Gruppe der Patienten mit de novo cGvHD (ME 0,022) und Patienten der Gruppe
quiescent onset cGvHD (0,001 mit p=0,001) (keine GvHD ME 0,021; aGvHD Grad 2 - 4 ME
0,002; aGvHD Grad 1 ME 0,000).

3.2.2.2 Einfluss der cGvHD an Tag 90 im Knochenmark

B-Vorlauferzellen

3,5

2,5

N

ME in Prozent
=
w

0,5
1| -I

O R — — R —
(CD45+) CD22- (CD45+) CD22- (CD45) CD22+ (CD45) CD22+ (CD45+) CD22+
(CD19-) CD34+ (CD19-) CD34+  CD19+ CD34+ CD10+CD19+ CD34- CD10+ CD19+ CD34- CD10+

CD38- CD45RA- CD7- CD38+ CD45RA+ IgM- %LM IgM- %LM IgM+ %LM
%LM CD7+ %LM

M keine GvHD M de novo cGvHD M quiescent onset cGvHD M nur a GvHD Grad 2-4 M nur a GvHD Grad 1

Abbildung 20: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME in Prozent bezogen auf die LM
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(CD45+) |(CD45+) |(CDA45+)|(CD45+)|(CDA45+)
CD22- CD22- CD22+ |CD22+ |CD22+
CD34+ CD34+ CD34+ |CD34- |CD34-
CD38- CD38+ CD19+ |CD19+ |CD19+
CD45RA- |CD45RA+|CD10+ |CD10+ |CD10+
CD7- CD7+ 1gM- IgM- 1gM+

%LM %LM %LM %LM %LM

keine Mittelwert 0,021 0,016] 0,833] 3,221] 0,907
GVHD N 17 17 17 17 17
SD 0,017 0,013| 1,664| 6,069 1,956
Median 0,020 0,012| o0,078] 0,768 0,070
de novo Mittelwert 0,019 0,006] 0,328] 3413 0645
CGVHD N 6 6 7 7 7
SD 0,012 0,005 o0,440| 3,807 0,660
Median 0,018 0,005 0,100 3,140 0,510
quiescent  Mittelwert 0,045 0,018] 0,008 0,089 0,006
onset N 9 9 8 8 8
cGVHD
SD 0,051 0,013| o0,010] 0,278 0,005
Median 0,035 0,019 0,005 0,002 0,006
nur aGVHD  Mittelwert 0,014 0,013| 0,007 0,008 0,002
Grad 2-4 N 5 5 4 4 4
SD 0,009 0,008] 0,009 0,009 0,002
Median 0,013 0,015 0,004 0,005 0,002
nuraGVHD Mittelwert 0,009 0,005 0,008] 0,001 0,004
Grad 1 N 1 1 1 1 1
SD
Median 0,009 0,005 0,008 0,001 0,004

Tabelle 30: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die
LM

Fir die erste Population, die HSC und MPP ((CD45+) CD22- CD34+ CD38- CD45RA- CD7- %LM)
lagen zwischen den verschiedenen Gruppen keine signifikanten Unterschiede vor (keine GvHD
ME 0,021; de novo cGvHD ME 0,018; quiescent onset cGvHD ME 0,035; aGvHD Grad 2 - 4 ME
0,013; aGvHD Grad 1 ME 0,009).

Fir die Population der CLP ((CD45+) CD22- CD34+ CD38+ CD45RA+ CD7+ %LM) lagen die
Werte fiir Patienten mit de novo cGvHD niedriger bei Patienten ohne GvHD. Da in beiden
Gruppen eine Normalverteilung vorliegt wurden sie mit ihren MW verglichen, wobei der MW
der Patienten ohne GvHD (MW 0,016) signifikant hoher war als bei Patienten mit de novo
cGvHD (MW 0,006 mit p=0,017).
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Fir die nachste Reifungsstufe, die Population der Pro-B-Zelle ((CD45) CD22+ CD19+ CD34+
CD10+ IgM- %LM) war der Medianwert der Patienten mit de novo cGvHD (ME 0,100) am
hochsten, gefolgt vom Medianwert der Patienten ohne GvHD (ME 0,078), dann von Patienten
mit quiescent cGvHD (ME 0,005) und schliefRlich den Patienten mit nur aGvHD (Grad 2 - 4 ME
0,004; Grad 1 ME 0,008). Signifikant war dieser Unterschied zwischen den Patienten mit de
novo cGvHD und den Patienten mit quiescent cGvHD (mit p=0,029). Signifikant hoher war der
Medianwert der Patienten ohne GvHD sowohl gegeniiber Patienten mit quiescent cGvHD (mit

p=0,005), als auch gegeniiber Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (mit p=0,024).

Bei der anschlieRenden Ubergruppe der Pre-B-I- und Pre-B-lI-B-Zellen (CD22+CD34-
CD19+CD10+IgM-) war der Medianwert am hochsten fiir Patienten mit de novo cGvHD (ME
3,140), gefolgt von Patienten ohne GvHD (ME 0,768), dann von Patienten mit nur aGvHD Grad
2 - 4 (ME 0,005), dann von Patienten mit quiescent cGvHD (ME 0,002) und schlieBlich von
Patienten mit nur aGvHD Grad 1 (ME 0,001). Signifikant hoher war der Medianwert der
Patienten mit de novo cGvHD sowohl gegeniliber Patienten mit quiescent onset cGvHD (mit
p=0,021), als auch gegeniber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (mit p=0,042). Der
Medianwert der Patienten ohne GvHD war signifikant hoher sowohl gegeniiber Patienten mit
quiescent onset cGvHD (mit p=0,003), als auch gegeniber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 -

4 (mit p=0,018).

In der nachfolgend gemessenen Stufe, der Population aus immaturen und transitionellen B-
Zellen ((CD45+) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM+ %LM) war der Medianwert der Patienten
mit de novo cGvHD (ME 0,510) am hdchsten, gefolgt von Patienten ohne GvHD (ME 0,070),
dann von Patienten mit quiescent cGvHD (ME 0,006) und schlieBlich den Patienten mit nur
aGvHD (Grad 1 ME 0,004; Grad 2 ME 0,002). Signifikant hoher war der MW der Patienten mit
de novo cGvHD gegeniiber den Patienten mit quiescent onset cGvHD (mit p=0,043). Der
Medianwert der Patienten mit de novo cGvHD war signifikant hoher als der Medianwert der
Patienten mit aGvHD Grad 2 — 4 (mit p=0,012). Der Medianwert der Patienten ohne GvHD war
signifikant hoher sowohl gegeniliber Patienten mit quiescent onset cGvHD (mit p=0,023), als

auch gegeniber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (mit p=0,024).
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Abbildung 21: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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CD3+ |CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ |CD3+ CD3+ CD3+ CD3+

CD4+ |CDA4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ |CD4+ CD4+ CD4+ CD4+

FoxP3+|FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+
CDA45RA+ CD45RA- | CD4A5RA+| CD45RA- CD45RA+|CD45RA+|CD25low | CD25++
CCR7+ |CCR7+ |CCR7- CCR7-
%CD3
%CD3 | %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 | %CD3 | %CD3 Cb4 %CD3 | %CD3
CD4 CD4 CD4 CDh4 CD4 CD4 FoxP3 CD4 CDh4

keine Mittelwert | 25,587 7,688 9,786 11,628/ 70,895| 9,429 1,238] 13,921 74852 2265
GWD N 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
SD 20,264 14,437 9,522| 25861 31,313 6,237 2,769] 25983 33,052 2,083

Median | 14900 0100 7.340] 1380 85000 8060 ©0126] 1,583] 89,300 1,510
denovo  Mittelwert | 26384 18004] 16657 2026 63307 o9015] 3785 13237 61,737] 3220
CGVHD N 8 7 7 7 7 7 8 8 7 7
SD 20,104| 23514 12730 1738| 31,533 7.856] 8610 13948 42,045] 1903
Median | 10472] 5420 16437] 1350 73140 7510 0320 7.975] 89,500 3,107
quiescent Mittelwert | 24530 18081 12582] 2493 ee702] 9115 0392 5101 71281 3433

onset N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
cGVHD

SD 20831 27,160 6304 1484| 31314 4778] 0464 4408] 36591 3,732

Median | 18000 1219 14,202] 2680 82000 7145 0319 5081 88950 2,320
nur Mitelwert | 14013]  0074] 1,894] 0363 97,600] 15754] 0049 1044| 48336] 9,964
aGVHD 4 3 3 3 3 4 4 4 4 4
Grad 2-4

SD 10,718 0065 1,171 0351 1569| 11818 0057 1779| 51,797| 11,787

Median 11,736 0,097 1,860 0,388 97,290| 15,153 0,048 0,243| 47,644| 7,706
nur Mmitelwert | 10,900] 0,141] 6,560] 1705] 91,500] 3920 0046] 1,173] 94800 1,100
26\3"'? N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ra sD

Median 10,900 0,141 6,560 1,705 91,590 3,920 0,046 1,173 94,800] 1,100

Tabelle 31: Einfluss der cGvHD an Tag 90 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)

Bei der Analyse der T-Zellen in Bezug auf die cGvHD gab es nur zwischen der Gruppe der
Patienten mit quiescent onset cGvHD und den Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 signifikante

Unterschiede.

Signifikant hoher war der Medianwert der Patienten mit quiescent onset cGvHD (ME 1,219)
im Vergleich zu Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,097 mit p=0,028) fiir die Population
der naiven CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7+ %CD3+ CD4+). Das galt auch fur die
Population der zentralen Memory CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7+ %CD3+ CD4+)
(quiescent onset cGvHD ME 14,102; nur aGvHD Grad 2 - 4 ME 1,860 mit p=0,049) , sowie fir
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die Population der terminalen Effektor CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7- %CD3+
CD4+) (quiescent onset cGvHD ME 2,680; nur aGvHD Grad 2 - 4 ME 0,388 mit p=0,049).

Der Medianwert der peripheren Effektor CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7- %CD3+
CD4+) war hingegen signifikant héher fir die Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (ME 97,290)
im Vergleich zu den Patienten mit quiescent onset cGvHD (ME 82,090 mit p=0,007).

3.3 Auswertungen an Tag 180

3.3.1 Einfluss der aGvHD an Tag 180
An Tag 180 lagen von insgesamt 48 Patienten auswertbare Proben vor. Bei 3 Patienten lag

lediglich eine Blutprobe vor (nicht erfolgte Knochenmarksmessung).

3.3.1.1 Einfluss der aGvHD an Tag 180 im peripheren Blut

3,5000
3,0000
2,5000

2,0000
1,5000
1,0000
0,5000 . B

0,0000
CD19+ %LM CD19+CD21+CD27- %LM

ME in Prozent

M keine aGvHD bis Tag 180 maGvHD Grad 1 bis Tag 180

aGvHD Grad2-4 bis Tag 180

Abbildung 22: Einfluss der aGvHD an Tag 180 auf die CD19+ und CD19+CD27- B-Zellen im peripheren Blut; ME in Prozent

bezogen auf die LM
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Abbildung 23: Einfluss der aGvHD an Tag 180 auf die CD19+CD27+ B-Zellen im peripheren Blut; ME in Prozent
bezogen auf die LM
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CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ CD19+ |CD19+ CD19+ CD19+
CD21+ CD21+ CD21+ CD21+ CD21- CD21- CD21- CD21-
CD27- CD27+ CD27+ CD27+ CD27alle |CD27+ CD27+ CD27+
IgM+ IgM- IgM+
1gD+ IgD- IgD+
CD38++ |cD3s++ |cD38°" |cD3g""
CD10+ |CD10- CD10- CD10-
%LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM %LM
keine Mittelwert 4,529 3,382 0,174 0,051 0,088 0,287 0,114 0,466 0,228
aGVHD 26 26 26 25 25 26, 26 26 25
bis d180
SD 4,781 4,095 0,159 0,057 0,093 0,510 0,188 0,423 0,248
Median 2,870 2,015 0,150 0,036 0,075 0,110| 0,030 0,370 0,200
aGVHD Mittelwert 0,877 0,405 0,087 0,021 0,056 0,010 0,027 0,312 0,187
Gradl 5 5 5 5 5 5 5 5 5
bis d180
SD 0,618 0,348 0,052 0,023] 0,047 0,012 0,029 0,210 0,150
Median 0,850 0,400 0,084 0,016 0,046 0,007 0,025 0,290 0,210
aGVHD  Mittelwert 1,695 1,143 0,137 0,048| 0,066 0,010| 0,022 0,343 0,284
Grad2-4 |y 17 17 17 17 17 17 17 17 16
bis d180
SD 3,971 3,595 0,222 0,134 0,103 0,016 0,035 0,603 0,565
Median 0,230 0,075 0,022 0,004 0,018 0,002 0,005 0,068 0,054

Tabelle 32: Einfluss der aGvHD an Tag 180 im peripheren Blut; ME und MW in Prozent bezogen auf die LM



Im peripheren Blut gab es an Tag 180 in der Priifung des Einflusses der aGvHD signifikant
niedrigere Werte fir die Patienten die bis dahin eine aGvHD Grad 2 - 4 entwickelt hatten im

Vergleich zu den Patienten ohne aGvHD.

Der Medianwert der B-Zellen (CD19+ %LM) war fiir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME
0,230) signifikant vermindert im Vergleich zu Patienten ohne aGvHD (ME 2,870 mit p=0,011);
(aGvHD Grad 1 ME 0,850).

Der Medianwert der naiven und transitionellen B-Zellen (CD19+ CD21+ CD27- %LM) war
signifikant niedriger fir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,075) im Vergleich zu
Patienten ohne aGvHD (ME 2,015 mit p=0,009); (aGvHD Grad 1 ME 0,400).

Der Medianwert der immaturen B-Zellen (CD19+ CD21- CD38++ CD10+ CD27all %LM) war
signifikant niedriger fir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,002) im Vergleich zu
Patienten ohne aGvHD (ME 0,110 mit p=0,003); (aGvHD Grad 1 ME 0,007).

Auch der Medianwert der Plasmablasten (CD19+ CD21- CD38++ CD10- CD27+ %LM) war
signifikant niedriger fir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,005) verglichen mit
Patienten ohne aGvHD (ME 0,030 mit p=0,044); (aGvHD Grad 1 ME 0,025).

70



3.3.1.2 Einfluss der aGvHD an Tag 180 im Knochenmark
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(CD19-) CD34+  (CD19-)CD34+  CD19+ CD34+ CD19+ CD34- CD19+ CD34-
CD38- CD45RA-  CD38+ CD45RA+ CD10+IgM- %LM CD10+IgM- %LM CD10+ IgM+ %LM

CD7- %LM CD7+ %LM

B keine aGvHD bis Tag 180 B aGvHD Grad 1 bis Tag 180 M aGvHD Grad2-4 bis Tag 180

Abbildung 24: Einfluss der aGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME in Prozent bezogen auf die LM
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(CD45+) |(CD45+) |[(CD45+) |(CD45+) |(CD45+)

cD22- |cp22-  |cp22+  |cp22+  |cD22+
CD34+ |cD34+ |cD34+ |cD3a- |cD34-
cD38- |cD3s+ |cpi9+ |cp19+  |cDio+
CD45RA- |CD45RA+ [cD10+ |cD1o+ |cDio+
CD7- CD7+ IgM- IgM- IgM+

%LM %LM %LM %LM %LM

keine Mittelwert 0,031 0,026 0,452 2,488 0,538
aGVHD 'y 21 21 23 23 22
bis d180

SD 0,036 0,069 0,740 3,481 0,847

Median 0,021 0,009 0,158 1,152 0,155
aGVHD  Mittelwert 0,028 0,012 0,010 0,335 0,029
Grad 1 N 5 5 4 4 4
bis d180

SD 0,021 0,006 0,005 0,503 0,049

Median 0,023 0,013 0,008 0,132 0,004
aGVHD  Mittelwert 0,026 0,011 0,019 0,012 0,004
Grad 2-4 N 12 12 12 12 12
bis d180

SD 0,023 0,010 0,024 0,011 0,004

Median 0,014 0,006 0,011 0,010 0,003

Tabelle 33: Einfluss der aGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die Vorlduferzellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die

LM

Bei der Analyse des Einflusses der aGvHD auf die Vorlauferzellen zeigten sich geringere Werte

flr Patienten mit aGvHD Grad 2 — 4.
Fiir die HSC, MPP und CLP war dieser Unterschied nicht signifikant.

Fir die Pro-B-Zelle ((CD45) CD22+ CD19+ CD34+ CD10+ IgM- %LM) lag der Medianwert
signifikant niedriger fir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,011) im Vergleich zu den
Patienten ohne aGvHD (ME 0,158 mit p<0,000); (aGvHD Grad 1 ME 0,008).

Der Medianwert der Pre-B-I- und Pre-B-II-B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM-
%LM) war ebenfalls signifikant geringer fiir die Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,010) im
Vergleich zu den Patienten ohne aGvHD (ME 1,152 mit p<0,000); (aGvHD Grad 1 ME 0,132).

Fiir die immaturen und transitionellen B-Zellen ((CD45+) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM+
%LM) war der Medianwert der Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,003) signifikant
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vermindert verglichen mit Patienten ohne aGvHD (ME 0,155 mit p<0,000); (aGvHD Grad 1 ME

0,004).
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M keine aGvHD bis Tag 180 W aGvHD Grad 1 bis Tag 180 ® aGvHD Grad2-4 bis Tag 180

Abbildung 25: Einfluss der aGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen

(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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a s g0 58 g o 3N | aN | anNn]as]| an
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CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+

CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+

FoxP3+ |FoxP3+ [FoxP3+ |FoxP3+ [FoxP3+
CD45RA+ |CD45RA- |CD45RA+ |CD45RA- CD45RA+ |CD45RA+ | CD25low |CD25++
CCR7+ |CCR7+ |CCR7- CCR7-
%CD3
%CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 CD4 %CD3 %CD3
CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 FoxP3 CD4 CD4

keine Mittelwert 26,391 9574| 15,192 5711 69,568] 12,995 0,802 7,175| 65,784 3,387
ZE\;Hl';O N 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26
SD 18117| 13535 10487 14773| 24245] 9044 1756| 16930 35785 3,783
Median 18800 1286 14003 1897] 79140 10914 o0195| 1422 84400 1860
aGWHD  Mittelwert | 20311] 15588] 12730] 1051 70639] 5739 o0s00] 11006] 74480 1463
Gradl 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
bis d180
SD 13834| 27758]  o9876| 1054] 32780 2533]  1043| 21458 41186 1,704
Median 19300 2440 8410 o0776] 88930 5220 o0086] 1555 93200 0,710
aGVHD  Mittelwert | 20725| 10,824| 10926]  2356] 75.804] 11217  o0420]  3.823] 75006] 1784
E‘irsagfég N 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
SD 14573  17766] 9017 1387| 25044] 8374 0424] 4157 3118 1512
Median 17800 0835 7237 2785| se406] 7960 o0205| 2180 8sa4s0] 1550

Tabelle 34: Einfluss der aGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die
CD3+Zellen (%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)

Fiir den Einfluss der aGvHD auf die T-Zellen im Knochenmark an Tag 180 lag nur ein signifikant
niedriger Medianwert fir die FoxP3-T-Zellen (CD3+ CD4+ FoxP3+ %CD3+ CD4+) fur die
Patienten mit aGvHD Grad 1 (ME 5,220) im Vergleich zu den Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4

(ME 7,960 mit p=0,044) vor. Ansonsten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

3.3.2 Einfluss der cGvHD an Tag 180

Es wurden 2 Patienten fiir die Analyse einer moglichen Assoziation der cGvHD an Tag 180
ausgeschlossen, 1 Patient, weil er verstarb, ohne dass sicher zu beurteilen war, ob er noch
eine cGvHD entwickelt hiatte und 1 Patient entwickelte ein Rezidiv, so dass auch hier nicht

beurteilt werden konnte, ob der Patient eine cGvHD entwickelt hatte.
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3.3.2.1 Einfluss der cGvHD an Tag 180 im peripheren Blut
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CD19+ %LM CD19+CD21+CD27- %LM

ME in Prozent

M keine GvHD M de novo cGvHD M quiescent onset cGvHD M nur a GvHD Grad 2-4 ® nur a GvHD Grad 1

Abbildung 26: Einfluss der cGvHD an Tag 180 auf die CD19+ und CD19+CD27- B-Zellen im peripheren Blut; ME in Prozent

bezogen auf die LM
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M keine GvHD M de novo cGvHD M quiescent onset cGvHD M nur a GvHD Grad 2-4 M nur a GvHD Grad 1

Abbildung 27: Einfluss der cGvHD an Tag 180 auf die CD19+CD27+ B-Zellen im peripheren Blut; ME in Prozent bezogen auf

die LM
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cp19+ |cpio+ |[cpi9+ [cD19+ |cp1i9+ |cpio+ |cpio+  [cD19+ CD19+
cD21+ |cp21+ |[cD21+ |cD21+ |cD21- |cD21-  |cD21- CD21-
CD27- CD27+ CD27+ CD27+ CD27alle |CD27+ CD27+ CD27+
IgM+ IgM- IgM+
gD+ 1gD- gD+
CD38++ |cD38++ [cD38°"  [cD3g®
cD10+ |cp10-  |cDi1o- CD10-
%LM %LM %LM %LM %LM %M |%LM %LM %LM
keine Mittelwert 5,207 3,832 0,192 0,042 o110 o0404] 0130 0,533 0,234
GWD 16 16 16 15 15 16 16 16 15
SD s562| 4856 0148 0039] o0089| o0608] 0176 0,440 0,241
Median 2,565 1,635 0,160 0,036 0,080 0,215 0,066 0,455 0,210
denovo  Mittelwert 3305 24903 0142 0065 0052 0106 0,004 0,373 0,231
CGVHD 'y 9 9 9 9 9 9 9 9 9
SD 3288] 2600 0189 0082 0097 0223 0225 0,413 0,284
Median 3050 2020 0068 0035 0023] o0002] 0018 0,350 0,200
quiescent Mittelwert 0804 0274 0065 0018] 0038 o0011] 0031 0,394 0,319
onset N 9 9 9 9 9 9 9 9 9
cGVHD
SD 1,052 0,341 0073| 0023 0046 0016 0040 0,726 0,677
Median 0,230 0,039 0,020 0,001 0,014 0,004 0,009 0,140 0,080
nur Mittelwert 2321 1,852 0203 0078 0001 0008 0010 0,200 0,131
aGVHD 9 9 9 9 9 9 9 9 8
Grad 2-4
SD 5308 4942 0290 o182 0134 o0015] 0017 0,263 0,176
Median 0130 0075 0022 0004 0018 0002 0003 0,016 0,045
nur Mittelwert 0915 o405 0104 0010 0078 0015] 0018 0,345 0,200
aGVHD |y 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Grad 1
SD 0,559 0403 0052 ooo8| 0045 0019 0011 0,219 0,199
Median 0915 o405 0104 0010 0078 o0015] 0018 0,345 0,200

Tabelle 35: Einfluss der cGvHD an Tag 180 im peripheren Blut; ME und MW in Prozent bezogen auf die LM

Bei dem Einfluss der cGvHD an Tag 180 zeigten sich im peripheren Blut deutlich reduzierte B-
Zellen fir die Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 und quiescent onset cGvHD im Vergleich zu

den Patienten ohne GvHD oder de novo cGvHD.

Fir die B-Zellen (CD19+ %LM) lag der Medianwert fiir die Patienten mit de novo cGvHD (ME
3,050) am hochsten, gefolgt von den Patienten ohne GvHD (ME 2,565), dann von den
Patienten mit nur aGvHD Grad 1 (ME 0,915), dann von den Patienten mit quiescent onset
cGVvHD (ME 0,230) und schlieRlich von den Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,130).
Signifikant verschieden war dieser Unterschied zwischen den Patienten ohne GvHD sowohl
gegeniber Patienten mit quiescent onset cGvHD (mit p=0,017), als auch gegeniber Patienten
mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (mit p=0,037).
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Fiir die naiven und transitionellen B-Zellen (CD19+ CD21+ CD27- %LM) war der Medianwert
bei Patienten mit quiescent onset cGvHD (ME 0,039) signifikant niedriger gegenliber Patienten
ohne GvHD (ME 1,635 mit p=0,010); (de novo cGvHD ME 2,020; aGvHD Grad 1 ME 0,405;
aGvHD Grad 2 - 4 0,075).

Fir die Population der immaturen B-Zellen (CD19+ CD21- CD38++ CD10+ CD27all %LM) lag der
Medianwert am hdchsten fir die Patienten ohne GvHD (ME 0,215), gefolgt von den Patienten
mit nur aGvHD Grad 1 (ME 0,015), quiescent onset cGvHD (ME 0,004) und mit dem gleichen
Wert von de novo cGvHD (ME 0,002) und nur aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,002). Signifikant war
dieser Unterschied zwischen den Patienten ohne GvHD sowohl gegeniliber Patienten mit
quiescent onset cGvHD (mit p=0,001), gegenliber Patienten mit de novo cGvHD (mit p=0,043),

sowie gegenlber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (mit p=0,002).

Fir die Population der Plasmablasten (CD19+ CD21- CD38++ CD10- CD27+ %LM) war der
Medianwert der Patienten ohne GvHD (ME 0,066) signifikant hoher gegeniiber Patienten mit
nur aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,003 mit p=0,017); (de novo cGvHD ME 0,018; quiescent onset
cGvHD ME 0,009; aGvHD Grad 1 ME 0,018).

3.3.2.2 Einfluss der cGvHD an Tag 180 im Knochenmark

B-Vorlauferzellen
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(CD19-) CD34+ (CD19-) CD34+  CD19+ CD34+ CD10+CD19+ CD34- CD10+ CD19+ CD34- CD10+
CD38- CD45RA-  CD38+ CDA5RA+ IgM- %LM IgM- %LM IgM+ %LM
CD7- %LM CD7+ %LM

M keine GvHD M de novo cGvHD quiescent onset cGvHD M nur a GvHD Grad 2-4 M nur a GvHD Grad 1

Abbildung 28: Einfluss der cGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die Vorlduferzellen; ME in Prozent bezogen auf die LM
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(CD45+) |(CD45+) |(CD45+) |(CD45+) |(CD45+)
CD22- CD22- CD22+ CD22+ CD22+
CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34-
CD38- CD38+ CD19+ CD19+ CD19+
CD45RA- |CD45RA+ [CD10+ CD10+ CD10+
CD7- CD7+ IgM- IgM- IgM+
%LM %LM %LM %LM %LM
keine Mittelwert 0,032 0,033 0,432 2,412 0,498
GVHD N 15 15 16 16 16
SD 0,042 0,081 0,528 2,334 0,694
Median 0,014 0,009 0,167 1,207 0,155
denovo  Mittelwert 0,029 0,009 0,576 3,100 0,688
cGVHD N 5 5 6 6 5
SD 0,021 0,007 1,230 5,941 1,387
Median 0,023 0,008 0,075 0,848 0,003
quiescent Mittelwert 0,035 0,012 0,008 0,050 0,005
onset N 7 7 6 6 6
cGVHD
SD 0,027 0,007 0,007 0,090 0,005
Median 0,026 0,013 0,006 0,010 0,004
nur Mittelwert 0,018 0,011 0,025 0,013 0,003
aGVHD 7 7 7 7 7
Grad 2-4
SD 0,018 0,012 0,029 0,014 0,002
Median 0,009 0,006 0,011 0,010 0,003
nur Mittelwert 0,018 0,007 0,007 0,538 0,053
aGWHD N 2 2 2 2 2
Grad 1
SD 0,008 0,004 0,001 0,758 0,069
Median 0,018 0,007 0,007 0,538 0,053

Tabelle 36: Einfluss der cGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die Vorlauferzellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die
LM
Fiir den Einfluss der cGvHD auf die Vorlauferzellen im Knochenmark lagen zwischen den

Gruppen fir die Populationen der HSC, MPP und CLP keine signifikanten Unterschiede vor.

Fir die Population der Pro B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34+ CD10+ IgM- %LM) lag der
Medianwert fiir Patienten ohne GvHD am hochsten (ME 0,167), gefolgt von den Patienten mit
de novo cGvHD (ME 0,075), den Patienten mit aGvHD Grad 1 (ME 0,007), den Patienten mit
aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,011) und schlieBlich von den Patienten mit quiescent onset cGvHD
(ME 0,006). Signifikant hoher war dabei der Medianwert der Patienten ohne GvHD sowohl
gegenlber den Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (mit p=0,001), als auch gegeniber

Patienten mit quiescent cGvHD (mit p<0,000).
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Fir die Pre-B-I- und Pre-B-1I-B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM- %LM) war der
Medianwert der Patienten ohne GvHD (ME 1,207) sowohl gegeniiber Patienten mit quiescent
onset cGvHD (ME 0,010 mit p<0,000), als auch gegeniiber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4
(ME 0,010 mit p<0,000) signifikant erhéht (de novo cGvHD ME 0,848; aGvHD Grad 1 ME
0,538).

Fiir die Population der immaturen und transitionellen B-Zellen ((CD45+) CD22+ CD19+ CD34-
CD10+ IgM+ %LM) war der Medianwert der Patienten ohne GvHD (ME 0,155) signifikant hoher
sowohl gegeniiber Patienten mit quiescent onset cGvHD (ME 0,004 mit p<0,000), als auch
gegeniber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (ME 0,003 mit p<0,000); (de novo GvHD ME
0,003; aGvHD Grad 1 ME 0,53).
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Abbildung 29: Einfluss der cGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME in Prozent bezogen auf die CD3+Zellen
(%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+ CD3+
CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+

FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+ |FoxP3+
CD45RAHCD45RA-|CD45RAHCD45RA- CD45RAH CDA45RAH CD25IOW CD25++
CCR7+ |CCR7+ |CCR7- CCR7-
%CD3
%CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 %CD3 CDh4 %CD3 %CD3

CD4 CD4 CD4 CD4 CD4 FoxP3 CD4 CD4

keine Mittelwert| 21,625 4,978 14,283 8,045 72,709 13,567 0,755 7,117 79,698 2,887

GWHD N 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
SD 13113]  7467] 11,930 18643 23987 10848 2058] 20415 22638 3593
Median 17,000 1,001] 9510 1899 81505 10050 0195 1422 87350 1635
de novo Mittelwert| 30,273| 14,666 15,510 1,808 68,111 11,822 0,646 5,793 38,915 4,591
CGWHD N 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
SD 20,679 17,342 7615| 1202 23415] 5700 1,043 9475 42372 4168
Median 21300 2,045 14690 1860 71300] 11520] 0085 o807 6061 2778
quiescent Mittelwert] 23,105] 20,230 17.831] 1,749 e0,185] 10,150] o0.669] 10,055 66555 1911
onset 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
cGVHD
SD 18,144| 26,605 8742 1583 30251 7742 o0817] 16,748] 395539 1,677
Median 19200 7660 18866] 1305 64570 7005 o0305| 3038 85900 1645
nur mittelwert| 10606] 8,277] 7520] 2666] 81534 10475 o0413] 3708] 76,787 1829
aGVHD 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Grad 2-4
SD 12350| 13.424] 6648 1240 20476 9,141 o0428] 3667] 31575 1647
Median 19,150 0,287 6,145 3120 90581 7960 0355 2,180 88450 1670
nur mitelwert| 15300] 0,711] e6085] 1.075] 92165 7740 o0066] 1,000] 91,600 0,700
aGVHD 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Grad 1
SD 5657 o865 3288 0422 4575] 3125 0028 0773 3111] 0,014
Median 15300 o0711] 6085 1075| 92165 7,740 o0066] 1,000 91,600 0,700

Tabelle 37: Einfluss der cGvHD an Tag 180 im Knochenmark auf die T-Zellen; ME und MW in Prozent bezogen auf die
CD3+Zellen (%CD3) bzw. auf die CD3+CD4+ Zellen (%CD3CD4) bzw. auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)

Bei den T-Zellen im Knochenmark fanden sich signifikante Unterschiede fir die Population der
zentralen Memory CD4-T-Zellen (CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7+ %CD3+ CD4+). Dort war der MW
der Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 (MW 7,529) signifikant niedriger sowohl gegeniiber
Patienten mit de novo cGvHD (MW 15,510 mit p=0,037), als auch gegeniiber Patienten mit
quiescent onset cGvHD (MW 17,831 mit p=0,019); (keine GvHD MW 14,283; aGvHD Grad 1
MW 6,085).

Fiir die Population der CD25'°% FoxP3-T-Zellen (CD3+ CD4+ FoxP3+ CD25'°" %CD3+ CD4+) war
der Medianwert der Patienten mit de novo cGvHD (ME 6,061) signifikant niedriger, sowohl

gegeniber Patienten ohne GvHD (ME 87,350 mit p=0,005), gegenliber Patienten mit aGvHD
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Grad 2 - 4 (ME 88,450 mit p=0,027), als auch gegeniiber Patienten mit nur aGvHD Grad 1 (ME
91,600 mit p=0,036); (quiescent onset cGvHD ME 85,900).

Fir die Population der CD25++ FoxP3-T-Zellen (CD3+ CD4+ FoxP3+ CD25++ %CD3+ CD4+) war
der Medianwert der Patienten mit de novo cGvHD (ME 2,778) signifikant hoher verglichen mit
dem Medianwert der Patienten mit nur aGvHD Grad 1 (ME 0,700 mit p=0,036); (keine GvHD
ME 1,635; quiescent onset cGvHD ME 1,645; aGvHD Grad 2 - 4 ME 1,670).
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3.4 Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse

Im nachfolgenden Teil sind die Medianwerte im Verlauf aller 3 Untersuchungszeitpunkte fiir

die einzelnen untersuchten Populationen graphisch dargestellt. Dabei beinhaltet die linke

Spalte die Assoziation der aGvHD durch Gegenliberstellung der Patienten ohne aGvHD bis zum

Untersuchungszeitpunkt gegeniiber den Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4 bis zu diesem

Zeitpunkt. Die rechte Spalte soll eine mogliche cGvHD Assoziation darstellen. Hierflir wurden

Patienten ohne GvHD, Patienten mit nur aGvHD Grad 2 — 4, Patienten mit de novo cGvHD,

sowie Patienten mit quiescent onset cGvHD verglichen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit

wurde in beiden Spalten auf die Gruppe der Patienten mit ausschlielicher aGvHD Grad 1

verzichtet.

3.4.1 Vorlauferzellen im Knochenmark
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Abbildung 30: Vorlduferzellen im Knochenmark; ME in Prozent bezogen auf die LM
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3.4.2 B-Zellen im peripheren Blut
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Plasmablasten
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Abbildung 31: B-Zellen im peripheren Blut; ME in Prozent bezogen auf die LM
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3.4.3 T-Zellen im Knochenmark
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Abbildung 32: T-Zellen im Knochenmark; ME in Prozent bezogen auf die CD3+CD4+ Zellen bzw. einmalig auf die die CD3+Zellen

(%CD3) und einmalig auf die CD3+CD4+FoxP3 Zellen (%CD3CD4FoxP3)
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In der vorliegenden Studie zur B-Zell-Rekonstitution wurde erstmals das Knochenmark von
Menschen nach allogener HSZT in Kombination mit peripherem Blut untersucht. Insgesamt
lagen der Untersuchung Material von 96 Patienten zugrunde. Es konnte gezeigt werden, dass
es beim Auftreten einer aGvHD zu einem Reifungsarrest der B-Zell-Rekonstitution auf Hohe
der Pro-B-Zellen im Knochenmark kommt. Dieser wirkte sich verzégert auch in das periphere
Blut aus. Ein Einfluss der cGvHD auf die B-Zell-Rekonstitution konnte hingegen nicht
beobachtet werden. Es zeigten sich Hinweise auf eine mogliche Korrelation der de novo

cGvHD bezogen auf die T-Zellen.

4.2 Diskussion der Methoden
Es erfolgte eine Definition der Subpopulationen anhand verschiedener Antikérper. Blut und

Knochenmark von Patienten wurden mittels FACS-Analyse untersucht und anschlieffend in
Abhdngigkeit einer Normalverteilung mittels des Student’s T-Test oder des Mann-Whitney-U-

Test analysiert.

Der Festlegung der Definition der Subpopulationen lagen diverse Voruntersuchungen
zugrunde. [9-14, 18-21, 24, 26, 30, 32] Bei einigen Populationen wird bisher in der Literatur
eine uneinheitliche Charakterisierung der humanen Vorlauferzellen beschrieben. Fir die
vorliegende Arbeit wurden die in der Einleitung beschriebenen Definitionen verwendet. Diese
konnen allerdings zu Missverstandnissen beim Vergleich verschiedener Studien fihren. In
Bezug auf die Definition der einzelnen Populationen scheint es fir die Zukunft sinnvoll, eine
standardisierte einheitliche Antikorpercharakterisierung der einzelnen Zellpopulationen zur

erarbeiten, die von allen Forschungsgruppen verwendet wird.

Die vorliegende Studie untersuchte die B-Zell-Rekonstitution beim Menschen und unterliegt
aus diesem Grund diversen Limitationen. Im Gegensatz zum murinen Versuchsmodell stand
nicht das Experiment, sondern der Mensch im Vordergrund. Die behandelnden Arzte
versuchten bei jedem Patienten durch individuelle Therapieversuche die Uberlebensrate zu
steigern. Damit einhergehend gab es unterschiedliche Medikation bei den Patienten, welche

die Immunrekonstitution und damit die Messergebnisse beeinflussten. Ein insbesondere fir
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die vorliegende Studie wichtiges Medikament war dabei Rituximab. Die Verwendung dieses
Medikamentes flihrte zur Depletion CD-20-positiver B-Zell-Subpopulationen, weswegen eine
Aussage Uber die stattfindende B-Zell-Rekonstitution nicht mehr moglich war. Die Patienten
wurden deshalb ab dem Zeitpunkt der Rituximab-Gabe von der Studie ausgeschlossen. Fir
eine korrelationsfreie Analyse ware es fir zukiinftige Studien wichtig eine groRere
Probandenzahl zu generieren, zum Beispiel durch einen Zusammenschluss zwischen
mehreren Kliniken, um so verschieden medikament6ds therapierte Patienten mit

ausreichender Fallzahl vergleichen zu kénnen.

Die Verwendung der FACS-Analyse zeigt selbst Limitationen. [82] In der vorliegenden Studie
zeigte sich bei der Verwendung von Knochenmark in der FACS-Analyse gelegentlich ein
Artefakt wahrend den Messungen, welcher am ehestens durch eine Autofluoreszenz von
Knochenmark-Populationen bedingt war und die Auswertung behinderte. Unter Verwendung
eines initialen Gatings von CD45 konnte der Artefakt eliminiert werden. Das Problem
manifestierte sich allerdings erst wahrend der bereits laufenden Studie. In den bereits
erfolgten Messungen konnte der Artefakt teilweise durch Backgating-Strategien eliminiert
werden, was jedoch potentiell Relativwerte bezogen auf die LM- Population beeinflusste. Fiir
zukiunftige Studien sollte nach dem LM-Gate daher immer ein Gating auf CD45 erfolgen und

dies als Ausgangswert der LM betrachtet werden.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Diskussion der Ergebnisse an Tag 28: Einfluss aGvHD

4.3.1.1 im peripheren Blut (aGvHD d28)

An Tag 28 zeigten sich in den untersuchten Blutproben der Patienten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen von Patienten, die eine aGvHD entwickelt hatten und

Patienten ohne aGvHD.

Untersuchte murine Blutproben von anderen Forschungsgruppen konnten zu diesem
Zeitpunkt bereits einen deutlichen Unterschied der B-Zell-Rekonstitution zwischen Mausen

mit aGvHD und solchen ohne zeigen [83].
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Die humane Rekonstitution des adaptiven Immunsystems dauert wie in einigen Publikationen
beschrieben Monate bis Jahre und damit deutlich langer als im murinen Modell [63, 67]. Das
erklart, wieso bei Auftreten einer aGvHD zu einem friihen Zeitpunkt im murinen Modell

bereits deutliche Unterschiede zu sehen sind, beim Menschen aber nicht.

4.3.1.2 im Knochenmark auf die B-Vorléuferzellen (aGvHD d28)
Im Knochenmark konnten in murinen Modellen eine deutlich reduzierte Anzahl an B-

Vorlauferzellen fur Mause mit aGvHD detektiert werden [83].
Viele bisherige humane Untersuchungen der Immunrekonstitution nach allogener
Knochenmarkstransplantation beschreiben vor allem Messungen aus dem peripheren Blut

[67].

Im humanen Knochenmark konnten im Rahmen dieser Studie bereits zu einem friihen
Zeitpunkt nach HSZT, also an Tag 28 einige signifikante Unterschiede der Vorlauferzellen
zwischen Patienten mit aGvHD und ohne aGvHD detektiert werden, wenn auch nicht fir alle

Reifungsstufen.

So zeigten sich die friihesten Reifungsstufen, die der HSC und MPP signifikant vermindert bei

Patienten mit aGvHD.

Die Zwischenstufen der CLP und Pro B-Zellen zeigten zwar verminderte Medianwerte fir
Patienten, die bis zu diesem Zeitpunkt eine aGvHD entwickelt hatte, jedoch waren diese
verminderten Werte nicht signifikant. In anderen Studien konnte fiir die Pro-B-Zellen (in den
Studien als CD19+CD10+CD34+ definiert) bereits signifikant verminderte Werte im

Knochenmark fir Patienten mit aGvHD detektieren [77, 84, 85].

Fir die spateren Reifungsstufen der Pre B-l und ll-B-Zellen, sowie der immaturen und
transitionellen B-Zellen zeigten sich signifikant geringe Werte fir Patienten mit aGvHD. Dieser
Effekt wurde bereits fir die Zellpopulation der CD19+CD10+CD34- Zellen (was in dieser Arbeit
der Per-B-I und II-B-Zellen, sowie den immaturen und transitionellen B-Zellen entspricht) von

anderen Autoren am Tag 30, aber auch am Tag 60 gezeigt [86].

Auch in einer anderen Studie wurden fir die CD19 positiven B-Zellen, also B-Vorlauferzellen
ab Reifungsstufe der Pro-B-Zelle (CD45CD19+) signifikant niedrigere Werte fir Patienten mit
aGvHD Grad2-4 im Vergleich zu Patienten mit aGvHD Grad 1 gezeigt [66].
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4.3.1.3 im Knochenmark auf die T-Zellen (aGvHD d28)
Signifikant niedrigere Werten lagen fiir die Populationen der terminalen Effektor CD4-T-

Zellen, sowie der CD45RA FoxP3-T-Zellen bei Patienten mit aGvHD vor. Ein erhohter Wert fur
die regulatorischen T-Zellen kénnte die vorbestehende These eines protektiven Effekts auf die

Knochenmarksnische fur Patienten ohne aGvHD unterstreichen [87—-89].

Signifikant hohere Werten waren bei der Population der peripheren Effektor CD4-T-Zellen fir

Patienten mit aGvHD zu beobachten.

4.3.2 Diskussion der Ergebnisse an Tag 28: Einfluss cGvHD

4.3.2.1 im peripheren Blut (cGvHD d28)

Im Blut zeigten sich in der vorliegenden Studie am Tag 28 fiir die B-Zellen im Blut keine
Abweichungen zu Kontroll-Gruppen fir Patienten, die im Verlauf noch eine cGvHD entwickeln
wirden. B-Zellen sind im peripheren Blut zu diesem Zeitpunkt vor allem direkt vom Spender
(aus dem Transplantat) zu detektieren, daher istim humanen Bereich noch kein direkter Effekt

der GvHD zu erwarten [63].

4.3.2.2 im Knochenmark auf die B-Vorléuferzellen (cGvHD d28)
Am Tag 28 konnte in der vorliegenden Studie kein signifikanter Unterschied von Patienten mit

cGvHD gegentber ihrer Kontrollgruppe detektiert werden (also nur aGvHD versus (vs)

quiescent onset cGvHD bzw. keine GvHD vs de novo cGvHD).

Es zeigten sich geringere Werte der B-Zell-Vorldufer fiir Patienten mit quiescent onset cGvHD
oder nur aGvHD gegeniiber den anderen beiden Gruppen (also keine GvHD und de novo
cGVvHD), was vermutlich auf den Effekt der aGvHD zuriickzufiihren ist. Signifikant war dieser
Unterschied nicht mehr, wenn die Patienten in die 4 Subgruppen aufgeteilt sind, vermutlich

bei zu geringer Zahl an Patienten in der jeweiligen Gruppe.

Von anderen Autoren wurde ebenfalls bereits am Tag 30 Knochenmark auf die Dichte an B-
Zellen untersucht. Fedoriw et al. detektierten signifikant niedrigere B-Vorldauferzellen im
Knochenmark fir Patienten die im Verlauf eine cGvHD entwickelten [71]. Diese
Untersuchungen scheinen auf den ersten Blick im Widerspruch zu den vorliegenden
Studienergebnissen zu stehen. Betrachtet man die Patienteneinteilung von Fedoriw et al.

genauer, ist jedoch beschrieben, dass alle Patienten in der cGvHD-Gruppe zu dem Zeitpunkt
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bereits eine aGvHD hatten bzw. anschlieRend entwickelten. Die Ergebnisse waren daher auch
mit einer aGvHD-Assoziation vereinbar, die auch in den vorliegenden Untersuchungen

entdeckt wurde und nicht zwangslaufig auf eine Assoziation der cGvHD zurtickzufiihren.

4.3.2.3 im Knochenmark auf die T-Zellen (cGvHD d28)
Es zeigten sich signifikant erhohte Werte fir Patienten mit de novo GvHD gegeniiber Patienten

mit aGvHD bzw. quiescent onset cGvHD fiir die Population der terminalen Effektor CD4-T-

Zellen.

Signifikant hoher waren auch die Werte flir CD45RA FoxP3-T-Zellen bei Patienten mit de novo
cGvHD gegeniiber Patienten mit aGvHD Grad 2 - 4. Eine mogliche Erklarung hierfiir kénnte der

vorbeschriebene protektive Effekt der Tregs auf die Knochenmark-Nische sein [89].

4.3.3 Diskussion der Ergebnisse an Tag 90: Einfluss aGvHD
4.3.3.1 im peripheren Blut (aGvHD d90)
Am Tag 90 waren die Werte der B-Zellen im peripheren Blut fiir die Patienten ohne aGvHD im

Vergleich zu Patienten mit aGvHD erhoht.

Signifikant war dieser Unterschied fir die Untergruppe der immaturen B-Zellen (sowohl

gegenliber aGvHD Grad 1 als auch gegeniiber aGvHD Grad 2 - 4).

Das bereits am Tag 28 sichtbare Reifungsproblem der B-Vorlauferzellen im Knochenmark bei
aGvHD schien sich zu diesem Zeitpunkt auch auf die B-Zell-Regeneration im peripheren Blut
auszuwirken. Eine Korrelation zwischen dem Prozentsatz an CD19+ B-Vorlduferzellen im
Knochenmark am Tag 80 und der Anzahl an B-Zellen im peripheren Blut konnten Storek et al.

bereits 2001 zeigen [66].

In der Dissertation von Xiao Xi Oey 2018 wurden die untersuchten Patienten in eine Gruppe
mit frihem B-Zell-Rekonstitutionsbeginns (zwischen Tag 60 und 90) und einen spaten Beginn
eingeteilt. Diese Einteilung erfolgte anhand des Anstiegs an transitionellen B-Zellen. Es zeigte
sich dort eine Korrelation zwischen einer verzdgerten B-Zell-Rekonstitution und einer

vorausgehenden aGvHD, was im Einklang mit unseren Untersuchungen steht [90].
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4.3.3.2 im Knochenmark auf die B-Vorlduferzellen (aGvHD d90)
Im Knochenmark lagen am Tag 90 fiir die friihen Vorlauferzellen, die Populationen der HSC,

MPP und CLP dhnliche Werte fiir Patienten mit oder ohne aGvHD am Tag 90 vor.

Ab der nachsten Reifungsstufe waren die Werte der Patienten nach aGvHD signifikant
verringert im Vergleich zu Patienten ohne aGvHD, also fiir die Stufen der Pro-B-Zelle, Pre-B-I-
und Pre-B-lI-B-Zellen und der immaturen und transitionellen B-Zellen. Xiao Xi Oey konnte
ebenfalls verminderte Werte fiir die CD19+ B-Vorlauferzellen im Knochenmark zeigen [90].
Storek et al. zeigten 2001 verminderte CD19+ Vorlauferzellen im Knochenmark fiir Patienten

mit aGvHD Grad 2 - 4 im Vergleich zu Patienten mit aGvHD Grad 1 [66].

Sanchez-Garcia et al. konnten 2006 fir die Zellpopulationen CD19+CD10+CD34+ (entspricht
der von uns verwendeten Definition von Pro-B-Zellen) bzw. CD19+CD10+CD34 — (entspricht
Pre-B-I-, Pre-B-II-B-Zellen sowie immaturen und transitionellen B-Zellen) am Tag 30 und 60 im
Knochenmark verminderte Werte fiir Patienten mit aGvHD zeigen. Am Tag 90 waren die
Werte fir diese Populationen weiterhin vermindert , wenn auch nicht signifikant [86]. Am Tag
90 lag in dieser Studie lediglich Knochenmark von insgesamt 21 Patienten vor, wodurch

eventuell die fehlende Signifikanz zu erklaren ware.
Eine verzogerte B-Zell-Rekonstitution bei aGvHD konnten auch Mensen et al. bestatigen [89].

Die von uns beschriebenen signifikant verminderten B-Vorlauferzellen im Knochenmark bei
vorausgegangener aGvHD bestdtigen entsprechend die bisher in diesem Bereich

veroffentlichten Studien.

4.3.3.3 im Knochenmark auf die T-Zellen (aGvHD d90)
Generell konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass bei der aGvHD CD8+ T-Zellen

Empfanger-Gewebe angreifen und es zu einer Zerstorung der Osteoblasten kommt. Dadurch
werden APC aktiviert und es kommt zu einer inflammatorischen Kaskade (,,Zytokinsturm®) [89,

91]. Durch diese Ablaufe kommt es bei aGvHD zu einer verzogerten B-Zell-Rekonstitution [89].

In unserer Studie wurden die CD4+ T-Zellen im Knochenmark untersucht. Einen Einfluss der

aGvHD zeigte sich dort nicht.
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4.3.4 Diskussion der Ergebnisse an Tag 90: Einfluss cGvHD

4.3.4.1 im peripheren Blut (cGvHD d90)

Am Tag 90 zeigten sich fir die CD27- B-Zellen, also fiir die naiven und transitionellen B-Zellen
keine signifikanten Unterschiede, aber jeweils die hochsten Werte fiir Patienten mit de novo

cGvHD.

In den Subpopulationen der CD27+ B-Zellen (also Memory-B-Zellen incl. Subgruppen) zeigten
die Gruppen mit aGvHD niedrigere Werte gegeniiber den anderen Gruppen, jedoch meist

nicht signifikant.

Signifikant niedrigere Werte zeigten sich fir die Patienten mit quiescent onset cGvHD im

Vergleich zu Patienten mit de novo cGvHD dagegen bei immaturen B-Zellen.

Greinix et al. zeigten 2008 an Tag 100 einen erhdhten prozentualen Anteil an CD19+CD21'°%
B-Zellen im peripheren Blut bei den Patienten, die im Verlauf eine cGvHD entwickeln [92]. Die
vorliegenden Messungen stehen dazu in scheinbarem Widerspruch. So zeigte sich bei uns fir
die CD21- Memory B-Zellen, sowie die CD21- IgM Memory B-Zellen an Tag 90 im peripheren
Blut die hochsten Werte fir Patienten ohne GvHD. In der Studie von Greinix et al. konnte bei
fehlendem Einsatz von CD10 und CD38 nicht zwischen immaturen und CD21- Memory B-Zellen
unterschieden werden. Betrachtet man unsere Daten in Zusammenhang mit der Studie von
Greinix et al., kénnte es sich bei der beobachteten Erhéhung von CD19+CD21'°% B-Zellen, um
die Population der CD21- Memory B-Zellen handeln. In unserer Studie zeigte sich fir diese
Population erhohte Werte flir Patienten mit quiescent onset cGvHD im Vergleich zu ihrer
Kontrollgruppe, also Patienten mit nur aGvHD, auch wenn dieser Unterschied nicht signifikant

war[93].

4.3.4.2 im Knochenmark auf die B-Vorlduferzellen (cGvHD d90)
Im Knochenmark zeigten sich fiir die HSC und MPP keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Gruppen.

Fir die CLP zeigten sich signifikant niedrigere Werte bei Patienten mit de novo cGvHD im

Vergleich zu Patienten ohne GvHD.

Fiir die Pro B-Zellen lagen die Werte in absteigende Reihenfolge: de novo cGvHD, keine GvHD,
quiescent cGvHD, nur aGvHD. Signifikant war dieser Unterschied fiir die Patienten mit de novo

GvHD gegeniiber Patienten mit quiescent onset cGvHD. Signifikant hoher waren dariber
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hinaus die Werte fiir Patienten ohne GvHD sowohl gegeniiber Patienten mit quiescent onset

cGvHD, sowie gegeniiber Patienten mit nur aGvHD.

Fiir die Pre-Bl- und Pre-Bll-B-Zellen lagen die Werte in absteigender Reihenfolge: de novo
cGvHD, keine GvHD, nur aGvHD, quiescent cGvHD. Signifikant hoher waren dabei die Werte
der Patienten mit de novo cGvHD gegentiber Patienten mit quiescent onset cGvHD, sowie nur
aGvHD Grad 2 - 4. Signifikant hoher waren auch die Werte der Patienten ohne GvHD

gegenlber Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 oder quiescent onset cGvHD.

Flr die immaturen und transitionellen B-Zellen stiegen die Werte folgendermal3en ab: de novo
cGVvHD, keine GvHD, quiescent cGvHD, nur aGvHD. Signifikant hoher waren die Werte der de
novo cGvHD gegeniiber Patienten mit quiescent onset cGvHD. Signifikant héher waren auch
die Werte ohne GvHD sowohl gegeniiber Patienten mit quiescent onset cGvHD als auch

gegenliber Patienten mit nur aGvHD.

In murinen Studien konnte gezeigt werden, dass auch hier bei GvHD die B-Vorlauferzellen im
KM vermindert sind, hier ab Reifungsstufe der CLP [78, 94]. Es besteht aber kein Konsens
darin, ob dies Folge der aGvHD ist [78] oder an der sich bereits entwickelnden cGvHD liegt
[94]. Gemeinsamkeiten bestehen in der Annahme, dass durch eine T-Zellinfiltration
Osteoblasten beeintrachtigt werden, die wichtig fiir das Funktionieren und die Reifung der B-

Zellen in der Knochenmarknische sind [78, 94, 95].

Michonneau et al. konnten bei HLA-identischen Transplantationen zeigen, dass erhéhte Werte
fir Pro-B-Zellen (CD34+CD19+) mit einem verminderten Auftreten von aGvHD Grad 2-4
assoziiert sind. Dabei war ein niedriges Verhaltnis von CD3+ Zellen/Pro B-Zellen mit einem
geringeren Risiko verbunden [96]. Wie in der vorliegenden Studie, konnte auch dort keine

Assoziation zwischen der cGvHD und B-Vorlduferzellen detektiert werden.

Eine Untersuchung mit Einteilung in die 4 von uns gewahlten Patientengruppen erfolgte dabei
in keiner bisher veroffentlichten Studien. Die vorliegende Studie kann besser als
vorausgegangene Studien zwischen Effekten der aGvHD und denen der cGvHD unterscheiden,
da Patienten mit nur aGvHD mit Patienten mit quiescent onset cGvHD vergleichen werden
konnten, sowie Patienten ohne GvHD mit Patienten mit de novo GvHD. Bei dieser Betrachtung
fiel am Tag 90 im Knochenmark ein bislang unbekannter Aspekt der de novo cGvHD auf. So

hatten diese Patienten den geringsten Anteil an CLP. Dieser Unterschied war signifikant zu
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Patienten ohne GvHD. Fir die weiteren Reifungsstufen lagen die Werte am Tag 90 fir die
Patienten mit de novo cGvHD am hochsten, auch wenn dieser Unterschied nicht signifikant im
Vergleich zu Patienten ohne GvHD war. Es scheinen sich also bei Patienten mit de novo cGvHD
mehr CLP in die B-Zell-Richtung zu entwickeln, moglicherweise als eine Art GberschieBende
Reaktion auf das im peripheren Blut deutlich reduzierte B-Zell-Kompartiment. Eventuell
sorgen bei cGvHD linger erhdhte BAFF-Spiegel nicht nur zu einem Uberleben autoreaktiver B-

Zellen, sondern auch zu einer insgesamt erhohten Bildung.

4.3.4.3 im Knochenmark auf die T-Zellen (cGvHD d90)
Im Mausmodell wurde beschrieben, dass bei cGvHD CD4+ T-Zellen des Spenders notwendig

sind, um B-Zellen des Spenders zu aktivieren, die zu Germinal Center B-Zellen werden und
dann AK produzieren, die das Gewebe schadigen [56]. Am Tag 60 konnte in einem murinen
Modell nachgewiesen werden, dass B-Zellen zur Induktion einer cGvHD mit

klassengewechselten AK bendtigten werden [97].

Bei der Analyse der T-Zellen in Bezug auf die cGvHD gab es nur zwischen der Gruppe der
Patienten mit quiescent onset cGvHD und den Patienten mit ausschlieBlicher aGvHD Grad 2 -
4 signifikante Unterschiede. So zeigten sich signifikant hohere Werte fiir Patienten mit
quiescent onset cGvHD bei naiven CD4-T-Zellen, zentralen Memory CD4-T-Zellen und
terminalen Effektor CD4-T-Zellen. Beiden Patientengruppen hatten vorausgehend eine
aGvHD. Es lag aber ein Unterschied beziglich der Entwicklung einer cGvHD vor. Dies kdnnte
die These aus dem murinen Modell bestatigen, wonach die cGvHD mit einem erhéhten Wert
an T-Helferzellen einhergeht. Das vorliegende Ergebnis bestatigt damit den von Greinix und al
detektierten erhéhten prozentualen Wert an und CD4+CD45RA+CD31+ T-Zellen bei Patienten
am Tag 100, die eine neue cGvHD entwickeln, zumindest fiir Patienten mit vorausgegangener
aGvHD, also fir Patienten mit quiescent onset cGvHD im Vergleich zu Patienten mit

ausschlieRlicher aGvHD [93].

Bei Patienten mit quiescent onset cGvHD kénnten erhohte aktivierte CD4+ T-Zellen verstarkt
B-Zellen aktivieren. Die T-Zellen werden wahrscheinlich durch residuelle Empfanger APC oder
auch APC des Spenders aktiviert und aktivieren Spender-B-Zellen, die Host-reaktive Antikérper

produzieren kdnnen.

Im Gegensatz dazu zeigten sich signifikant hhere Werte fir die Patienten mit ausschlieRlicher

aGvHD Grad 2 - 4 fiir die Population der peripheren Effektor CD4-T-Zellen im Vergleich zu den
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Patienten mit quiescent onset cGvHD, wobei zu beachten ist, dass der Prozess der Induktion
von Host-reaktiven B-Zellen in den Lymphknoten stattfindet und moglicherweise die

Abwesenheit dieser Reaktion im peripheren Blut hohere Zahlen von CD4+ T-Zellen bedingt.

4.3.5 Diskussion der Ergebnisse an Tag 180: Einfluss aGvHD

4.3.5.1 im peripheren Blut (aGvHD d180)

Auch am Tag 180 lieR sich eine deutliche Reduktion der B-Zellen im peripheren Blut bei
Patienten nach aGvHD beobachten. Dieser Unterschied war signifikant fir die CD19+ B-Zellen,

die naiven und transitionellen B-Zellen, die immature B-Zellen und die Plasmablasten.

Bereits Storek et al. konnten zeigen, dass verminderte B-Vorlauferzellen im Knochenmark an
Tag 80 zu einer verminderten B-Zellzahl im peripheren Blut im Verlauf (1 Jahr nach

Transplantation) fiihrten [66].

4.3.5.2 im Knochenmark auf die B-Vorlduferzellen (aGvHD d180)
Es zeigten sich fir alle B-Vorlauferzellen niedrigere Werte fiir Patienten nach aGvHD Grad 2 -

4.
Nicht signifikant niedriger waren diese Werte fiir HSC und MPP, sowie CLP.

Fir alle weiteren Reifungsstufen, also die der Pro-B-Zelle, Pre-B-I- und Pre-B-ll-B-Zellen,
immaturen und transitionellen B-Zellen waren die Werte bei Patienten nach aGvHD signifikant

vermindert.

Das bestatigt die von Shono et al. geduBerte Vermutung, dass die Knochenmark-Nische ein

Ziel der aGvHD ist und es nach aGvHD zu einer Stérung der Himatopoese kommt [78].

4.3.5.3 im Knochenmark auf die T-Zellen (aGvHD d180)
An Tag 180 zeigten sich fur die T-Zellen keine Unterschiede zwischen Patienten, die zuvor eine

aGvHD hatten und Patienten ohne aGvHD. Da an Tag 90 bei den untersuchten Populationen
der T-Zellen keine Unterschiede zwischen den Gruppen detektiert wurden, war das an Tag 180
nicht Uberraschend, lag die aGvHD zu diesem Zeitpunkt bei den meisten Patienten schon

einige Monate zurick.
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4.3.6 Diskussion der Ergebnisse an Tag 180: Einfluss cGVvHD

4.3.6.1 im peripheren Blut (cGvHD d180)

In den letzten Jahren zeigte sich eine Zunahme der cGvHD [85]. Die cGvHD bleibt weiterhin
nur unzureichend erforscht und wirft weiter Fragen auf. In vielen Studien konnte gezeigt
werden, dass die B-Zell-Rekonstitution beim Menschen circa 1-2 Jahre, insbesondere bei den
Memory B-Zellen (CD27+) aber bis zu 5 Jahre andauern kann. Naive B-Zellen hingegen
scheinen schneller zu regenerieren [98].

In unserer Studie zeigten sich am Tag 180 im peripheren Blut deutlich weniger B-Zellen bei
Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4 und quiescent onset cGvHD im Vergleich zu den Patienten

ohne GvHD oder de novo cGvHD.

Signifikant niedrigere Werte zeigten sich bei den B-Zellen (CD19+) fiir Patienten mit quiescent

onset cGvHD oder aGvHD Grad 2 - 4 im Vergleich zu Patienten ohne GvHD.

Bei den naiven und transitionellen B-Zellen waren die Werte bei Patienten ohne GvHD
signifikant hoéher als bei Patienten mit quiescent onset cGvHD. In einigen anderen Studien
wurde bei Patienten mit cGvHD erhthte BAFF/B-Zell Quotienten detektiert werden. BAFF
fuhrt bei immaturen B-Zellen aber auch Plasmablasten zu einer Proliferation. Das kann darauf
hindeuten, dass erhéhte BAFF Spiegel bei cGvHD zu einer héheren Zahl von naiven B-Zellen

fuhren [84].

Fir die immaturen Zellen zeigten sich signifikant erhhte Werte fiir die Patienten ohne GvHD
gegenliber den anderen 3 Gruppen, das heilkt hier war auch ein Unterschied zu den Patienten

mit de novo GvHD zu sehen.

Fiir die Gruppe der Plasmablasten waren die Werte fiir Patienten ohne GvHD signifikant héher

im Vergleich zu Patienten mit nur aGvHD Grad 2 - 4.

In anderen Studien wurde ca. 1 Jahr nach HSZT bei Patienten mit aktiver cGvHD erhdhte
Frequenzen an immature/transitionellen CD19+CD21'°% B-Zellen detektiert [92, 99]. Wie
bereits in der Diskussion von Tag 90 stecken hinter den CD19+ CD21" B-Zellen verschiedene
Zellpopulationen, die in unserer Studie mittels CD10 und CD38 weiter aufgeteilt werden
konnten. Signifikant erhéhte Werte lagen in den einzelnen Populationen nicht vor fir
Patienten mit cGvHD. Es konnte sich jedoch bei der in anderen Studien beobachteten

Erhdhung von CD19+CD21'°¥ B-Zellen um die Population der CD21- Memory B-Zellen handeln.
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Fiir diese Population zeigten sich in unserer Studie auch am Tag 180 dort fir Patienten mit
quiescent onset cGvHD im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe, also den Patienten mit nur

aGvHD erhohte Werte, auch wenn diese nicht signifikant waren.

4.3.6.2 im Knochenmark auf die B-Vorlduferzellen (cGvHD d180)
Fiir die B-Vorlauferzellen im Knochenmark zeigten sich in unserer Studie keine signifikanten

Unterschiede fiir die HSC und MPP, sowie die CLP.

Signifikant niedrigere Werte zeigten Patienten mit aGvHD 2-4 oder quiescent onset cGvHD im

Vergleich zu Patienten ohne GvHD fiir die Population der Pro B-Zellen.

Sanchez et al. zeigten bei Patienten mit cGvHD signifikant niedrigere Werte der
CD19+CD10+CD34+ Zellen, was unserer Definition von Pro-B-Zellen entspricht, fiir Patienten
mit cGvHD 7 und 9 Monate nach HSZT, wobei keine Trennung zwischen einem de novo versus
quiescent onset erfolgte. [86]. Ob der von Sanchez beschriebene Effekt tatsachlich der cGvHD
zuordenbar ist, bleibt damit sehr fraglich, da zur Beurteilung des reinen cGvHD Effektes
Patienten ohne GvHD gegeniiber Patienten mit de novo cGvHD betrachten werden mussten,
sowie Patienten mit quiescent onset cGvHD gegentiber Patienten mit einer isolierten akuten

GVHD [86].

Signifikant niedrigere Werte zeigten auch Pre-B-I- und Pre-B-ll-B-Zellen von Patienten mit

aGvHD 2-4 oder quiescent onset cGvHD im Vergleich zu Patienten ohne GvHD.

Auch bei den immaturen und transitionellen B-Zellen zeigten sich auch signifikant niedrigere
Werte bei Patienten mit aGvHD 2-4 oder quiescent onset cGvHD im Vergleich zu Patienten

ohne GvHD.

Auch hier zeigten Sanchez et al. signifikant niedrigere Werte fiir CD19+CD10+CD34- Zellen
(was unseren Pre-B-I- und Pre-B-II-B-Zellen, sowie den immaturen und transitionellen B-Zellen
zusammengenommen entspricht) 7 bzw. 9 Monate nach HSZT bei Patienten mit cGvHD. Aber
auch hier bleibt durch die Gruppeneinteilung fraglich, ob es sich wirklich um einen Effekt der

cGvHD handelt [86].
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4.3.6.3 im Knochenmark auf die T-Zellen (cGvHD d180)
Signifikante Unterschiede lagen fiir die Population der zentralen Memory CD4-Zellen vor. Dort

zeigten sich signifikant verminderte Werte fiir Patienten mit aGvHD, sowohl gegeniber

Patienten mit de novo cGvHD als auch gegeniiber Patienten mit quiescent onset cGvHD.

Patienten mit de novo cGvHD zeigten im Vergleich zu den anderen 3 Gruppen niedrigere

Werte fir die Population der CD25niedrige FoxP3-T-Zellen.

T-Helferzellen induzieren eine Weiterentwicklung und Differenzierung der B-Zellen. In
murinen Modellen fir cGvHD oder BOS konnten erhohte Frequenzen an T-Helferzellen-
gezeigt werden, wodurch naive B-Zellen sich weiterentwickeln und AK produzieren kénnen
[87, 100]. Allerdings wurden auch B-Zell-unabhangige Effektormechanismen der cGvHD
beobachtet, wobei zirkulierende T-Helferzellen cTH CD4+CD45RA- eine wichtige Rolle spielen
[87]. Die signifikant hoheren Werte der Memory CD4-Zellen (CD3+CD4+CD45RA-CCR7+) fiir
Patienten mit de novo oder quiescent onset cGvHD bestatigen diese These. Bestatigt werden

diese Ergebnisse auch durch eine Studie von Forcade et al. [101].

Eine Theorie zur Entstehung der cGvHD ist, dass mature Spender T-Zelle Giber Empfanger APC
aktiviert werden danach Host-reaktiv sind. Eine andere aktuelle Theorie zur Entstehung der
cGvHD vermutet, dass mature Spender B-Zellen, die Host-reaktiv sind autoreaktive Host-

reaktive T-Zellen als APC aktivieren [87].

Tregs scheinen einen protektiven Effekt auf die Osteoblasten zu haben, die die Knochenmark-
Nische fir die B-Vorldauferzellen bilden [87]. Signifikante Unterschiede fiir regulatorische T-
Zellen zeigten sich aber nicht fir Patienten mit cGvHD gegeniiber ihren jeweiligen

Kontrollgruppen.

4.3.7 Diskussion der Ergebnisse tagesunabhangig: Einfluss aGvHD
In der Literatur gibt es viele Untersuchungen (iber die Himatopoese nach HSZT und die

veranderten Reifungsprozesse bei akuter oder cGvHD [95, 102].

An der aGvHD sind vor allem Host-reaktive Spender- T-Zellen, die proinflammatorische

Zytokine freisetzen und direkt Gewebe schadigen beteiligt [102].
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Im murinen Modell konnte in vorigen Studien gezeigt werden, dass es nach einer aGvHD zu
einem Reifungsarrest der B-Zell-Regeneration nach HSZT kommt [83]. Ein solcher
Reifungsarrest im Knochenmark konnte in der vorliegenden Studie im humanen Knochenmark

gezeigt werden.

Bereits am Tag 28 bestanden Unterschiede zwischen den Patienten, die bis dahin schon eine
aGvHD entwickelten im Vergleich zu den Patienten ohne aGvHD. Am Tag 28 waren die
Medianwerte ab der Reifungsstufe der Pre -B-Zellen vermindert bei Patienten mit aGvHD, also
die hier gemessene Population der Pre-B-I- und Pre-B-II-B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34-
CD10+ IgM- %LM), sowie der immaturen und transitionellen B-Zellen ((CD45+) CD22+ CD19+
CD34- CD10+ IgM+ %LM).

Am Tag 90 und Tag 180 waren die Werte ab der Reifungsstufe der Pro-B-Zelle, also den
Populationen der Pro-B-Zelle ((CD45) CD22+ CD19+ CD34+ CD10+ IgM- %LM), der Pre-B-I- und
Pre-B-II-B-Zellen ((CD45) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM- %LM), sowie der immaturen und
transitionellen B-Zellen ((CD45+) CD22+ CD19+ CD34- CD10+ IgM+ %LM), beim Auftreten
einer aGvHD signifikant vermindert, wobei die Signifikanz dabei mit p<0,000 stets hdchst

signifikant war.

Damit findet der Reifungsarrest bereits auf der Reifungsstufe der ersten Vorldaufer-Zelle statt,
die nur noch das Potential hat sich in B-Lymphozyten zu entwickeln, der Pro-B-Zelle. Die
Reifungsstufe zuvor, die der CLP, die noch das Potential in sich hat sich in alle lymphatischen

Zellen zu entwickeln, ist davon noch nicht betroffen.

Ursachlich fiir die Beeintrachtigung der Hamatopoese konnte eine Stoérung in der

Knochenmark-Nische sein, die auch fiir die B-Zell-Entwicklung wichtig ist [22].

Nach Abklingen der aGvHD scheint die Himatopoese aufzuholen, wobei auch erhéhte BAFF-

Werte zur beschleunigten B-Zell-Regeneration beitragen kénnten [103].

Es wird diskutiert, dass die erhohten BAFF-Level potentiell zu einem Versagen der
physiologischen negativen Selektion fiihren und konsekutiv das Uberleben allo- und

autoreaktiver B-Zellen begiinstigen [102, 104, 105].

In der vorliegenden Arbeit konnte ein deutlich reduzierter Anteil an B-Vorlauferzellen bei
Patienten nach aGvHD im Knochenmark gezeigt werden.
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Der Reifungsarrest nach aGvHD der B-Zell-Rekonstitution fihrt konsekutiv zu einem
verminderter B-Zell Anteil im peripheren Blut, wie man in der vorliegenden Arbeit sehen
konnte. Dieser verminderte Anteil an B-Zellen im peripheren Blut nach aGvHD konnte auch

von anderen Autoren gezeigt werden [106].

Ausgenommen war in der vorliegenden Arbeit das Memory-Kompartiment, das zunachst

wahrscheinlich durch die direkte Ubertragung vom Spender entsteht.

Am Tag 180 ist dieser Effekt nicht mehr eindeutig nachweisbar, wobei sowohl die sich
erholende Knochenmarkproduktion als auch eine periphere Expansion zur Regeneration

beitragen [104].

4.3.8 Diskussion der Ergebnisse tagesunabhdngig: Einfluss cGvHD
Wahrend die aGvHD bereits relativ gut untersucht ist, sind Daten zum Immundefekt bei cGvHD

relativ limitiert [87, 95, 102]. Die cGvHD wird durch die CD34-Zelldosis, die Transplantatquelle,
das Patienten- und Spenderalter beeinflusst [66]. Einige Autoren konnten Parallelen zu
»Autoimmun-Syndromen“ zeigen. So scheint bei der cGvHD eine T-Zell-Komponente mit B-
Zell-Stimulation vorzuliegen. Es kommt dabei zu einer Auto-AK Produktion und einer
systemischen Fibrose [91]. Es wird aber auch eine Thymusdysfunktion mit einer verminderten
Anzahl an Tregs und einer erhohten Anzahl autoreaktiver CD4-Zellen beobachtet, die eine
Host-reaktive B-Zell-Antwort generieren, wodurch Schaden durch Fibrose und chronische

Entziindung entstehen [91].

Unterstiitzt wird die Beobachtung von Parallelen zu , Autoimmun-Syndromen” durch die
Tatsache, dass bei Patienten mit cGvHD eine inadaquate B-Zell-Rekonstitution, sowie
persistierende hohe BAFF Level mit Expansion aktivierter CD27+ B Zellen aufweisen [105, 107].
Bei Patienten ohne cGvHD ist der BAFF Spiegel zwar wahrend der Rekonstitution ebenfalls
erhoht, aber die BAFF/B-Zell Ratio ist nach 20 Monaten im Gegensatz zu Patienten mit cGvHD
bereits normalisiert [107]. Generell zeigt sich nach HSZT ein hoherer BAFF-Spiegel, der sich

aber bei Patienten ohne cGvHD friher normalisiert [103].

Erhohte BAFF-Spiegel konnten bei vielen Autoimmunerkrankungen gezeigt werden [108-
111]. Im physiologischen Ablauf verlassen auch autoreaktive B-Zellen das Knochenmark,

werden dann aber oft eliminiert. Bei vielen Autoimmunerkrankungen fithren hohe BAFF-
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Spiegel jedoch dazu, dass viele potentiell autoimmune Zellen lGberleben. Bei Patienten mit
cGvHD liegen weniger BAFF-Rezeptoren vor und damit erhéhte BAFF-Spiegel, da weniger BAFF
eliminiert wird [87, 103]. Das fiihrt zu einer geringeren peripheren Toleranz und damit zu einer
erhohten Antwort auf Antigene liber den B-Zell-Rezeptor, was mit einer schlechten Erholung
des naiven B-Zell-Kompartiments und erhéhtem B-Zell-Uberleben einhergeht [99, 105, 112].
Bei Patienten, die keine cGvHD entwickeln scheint es wichtig zu sein, dass supranormale
Anzahl von naiven und transitionellen B-Zellen vorliegen, die BAFF genligend neutralisieren
konnen [87]. In unseren Untersuchungen konnte die These, dass eine erhohte Anzahl von
naiven und transitionellen B-Zellen vorliegen muss, um keine cGvHD zu entwickeln, nicht
bestatigt werden. So lagen im peripheren Blut an Tag 90 und 180 ahnliche Relativwerte fiir
Patienten mit de novo cGvHD und ohne GvHD vor, sowie niedrigere, aber ebenfalls dhnliche

Werte fir Patienten mit nur aGvHD und quiescent onset cGvHD.

Zusammenfassend beobachteten Li et al., dass im murinen Modell bei Patienten mit cGvHD
eine gestorte B-Zell-Rekonstitution aufgrund einer gestorten B-Zell-Vorlaufer-Nische
stattfindet. Im murinen Modell kommt es dadurch zu einer verringerten Anzahl an CLPs, Pro
B, Pre B und immaturen B-Zellen [107] . In unseren Untersuchungen steht diese These
zumindest fir die Patienten mit quiescent onset cGvHD im Einklang. So zeigt sich eine Storung
der B-Zell-Rekonstitution aufgrund einer vorausgegangenen aGvHD. Hinweis auf einen
Einfluss der cGvHD auf die B-Zell-Rekonstitution Idsst sich in unseren Studien im humanen

Bereich nicht zeigen.

Bei den Patienten mit cGvHD kdnnte es bei erhohten BAFF-Spiegeln zu einem BAFF-
abhangigen Entwicklungsweg kommen, bei dem Pre-Germinal Center B-Zellen
(lgD+CD38highCD27+) und Plasmablasten (IgD low CD38high CD27+) ansteigen [107]. Es
scheint dabei bei den CD27+ Zellen einen BCR unabhdngigen Weg der Antikérper-Produktion
zu geben [87]. In unseren Untersuchungen zeigten sich am Tag 90 hohere Werte der
Plasmablasten fiir Patienten mit de novo cGvHD, auch wenn das nicht signifikant war. Es
konnte jedoch auf einen BAFF-abhangigen Entwicklungsweg bei Patienten mit de novo GvHD

hindeuten, da Plasmablasten BAFF reaktiv sind.

Nimmt man die oben aufgestellte Hypothese an, dass veranderte Bedingungen in der B-Zell-

Rekonstitution, erhéhte BAFF-Spiegel und damit ein erhéhtes Uberleben von allo- und
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autoreaktiven B-Zellen zum Entstehen einer cGvHD beitragen, so ist es wichtig sicherzugehen,

dass nicht nur einen verspateten Effekt der aGvHD betrachtet wird.

Um zu priifen, ob ein solcher Effekt bei Patienten mit quiescent onset cGvHD vorliegt ist eine
Uberpriifung dieser Patientengruppe gegeniiber Patienten mit nur aGvHD nétig. Dabei zeigte
sich in der vorliegenden Arbeit, dass es im Bereich der B-Zell-Rekonstitution keine relevanten
Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen gibt. Es zeigten sich hohere Werte fiir die
HSC+MPP und CLP bei Patienten mit quiescent onset cGvHD, sowie signifikant hdhere Werte
fiir die untersuchten Subpopulationen der CD4-T-Zellen im Knochenmark. Moéglicherweise
scheint es also einen T-Zell-vermittelte Ursache fiir das Auftreten einer quiescent onset cGvHD
zu geben. Fir ein hdheres Vorliegen an allo- und autoreaktiven B-Zellen gibt es in der
vorliegenden Arbeit bei gleichbleibenden Anteilen an B-Vorlauferzellen keinen Hinweis. Fur
den Effekt der cGvHD ware daher eine weiterfliihrende Analyse der T-Zellen von Interesse,

auch von den hier nicht untersuchten CD8-T-Zellen.

Um zu priifen, ob ein erhéhtes Uberleben von allo- und autoreaktiven B-Zellen zum Entstehen
einer de novo cGvHD beitragt, kann man die Patienten mit de novo cGvHD mit Patienten ohne
GvHD vergleichen. Dabei zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ein hoherer Anteil an B-
Vorlauferzellen ab Reifungsstufe der Pre-B-I- und Pre-B-lI-B-Zellen am Tag 90. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Eine Ausweitung der Personenzahl konnte diesen
Effekt in weiterflihrenden Studien moglichweise bestatigen und priifen, ob dabei erhohte
BAFF-Werte in der Gruppe der Patienten vorliegen, die eine de novo cGvHD entwickeln
werden. Trifft das zu, waren sowohl BAFF-Spiegel als auch erhdhte Populationen der Pre-B-I-
und Pre-B-1I-B-Zellen, sowie nachfolgender Reifungsstufen am Tag 90 ein moglicher Biomarker

fur das Auftreten einer de novo cGvHD.
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5 Zusammenfassung

Die HSZT ist oft die einzig kurative Therapieoption bei hamatologischen Erkrankungen. Sie hat
dabei aber ein hohes Mortalitatsrisiko. Ein Faktor dafiir ist das erhohte Risiko an Infektionen

zu versterben bei fehlender Immunkompetenz.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die aGvHD einen signifikanten Effekt
auf die B-Zell-Rekonstitution hat. So kommt es nach dem Auftreten einer aGvHD zu einem
Reifungsarrest auf Hohe der Pro-B-Zellen im Knochenmark, der sich verzogert bis ins periphere

Blut auswirkt und folglich zu niedrigeren B-Zellen bei Patienten nach aGvHD fiihrt.

In der Analyse der B-Zellen und ihrer Vorlauferzellen konnten kaum signifikante Unterschiede
zwischen Patienten ohne GvHD und Patienten mit de novo cGvHD gezeigt werden. Auch
zwischen Patienten mit nur aGvHD und quiescent onset cGvHD lagen fiir diese Zellen kaum
signifikante Unterschiede vor. Die cGvHD scheint sich daher kaum auf die B-Zell-
Rekonstitution auszuwirken. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

resultierten daher vor allem aus dem Effekt der aGvHD.

Wahrend bei der de novo cGvHD offensichtlich die Produktion von B-Zellen nicht
beeintrachtigt ist, konnten Verdanderungen im Memory-B-Zell-Kkompartiment mit dem
Auftreten von CD21- Memory B-Zellen im peripheren Blut wiederholt mit der cGvHD assoziiert

werden, wobei es sich dabei um einen Knochenmark-unabhéngigen Prozess handelt.
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