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1. Einleitung

1.1. Hamatopoetische Stammzellentransplantation (HSZT)

Seit den 1950er Jahren wird die HSZT als eine erfolgreiche Therapie bei Patienten mit hdma-
tologischen, onkologischen, erblichen und immunologischen Erkrankungen eingesetzt. Unter
einer HSZT versteht man eine Ubertragung von himatopoetischen Stammzellen eines Spen-
ders an einen Empfianger. Man unterscheidet Stammzellen aus dem Knochenmark, aus dem
peripheren Blut und aus dem Nabelschnurblut. Heutzutage werden hauptsédchlich Stammzel-
len aus dem peripheren Blut verwendet (Gratwohl et al., 2002; Juric et al., 2016). Es wird eine
autologe, allogene und syngene HSZT unterschieden. Bei einer autologen HSZT sind Spender
und Empféanger dieselbe Person, wohingegen bei einer allogenen HSZT der Spender und der
Empfanger unterschiedliche Personen sind. Eine HSZT syngener Stammzellen bezeichnet die
Transplantation von Stammzellen eines genetisch identischen Zwillings. Da nur 30% der Pa-
tienten einen geeigneten Spender im Verwandtenkreis oder einen identischen Zwillingsspen-
der haben und daher auf einen Fremdspender angewiesen sind, ist die allogene HSZT von
einem nicht verwandtem Spender die am hiufigsten angewendete Form der HSZT. Bei der
allogenen HSZT kann im Gegensatz zu einer autologen und syngenen HSZT eine sogenannte
Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD) auftreten, die zur Schidigung gesunder Gewebe des
Patienten fiihrt. Zusédtzlich wird bei der allogenen HSZT ein Graft-versus-Leukdmie Effekt
(GvL) beobachtet. Dabei greifen die transplantierten Blutzellen des Spenders (Graft) die Leu-
kamiezellen des Empfangers an. Dieser Effekt ist gewiinscht, da trotz vorangegangener Kon-
ditionierungstherapie im Korper verbliebene Leukdmie- und Tumorzellen hierdurch vernich-
tet werden konnen. Der GvL-Effekt ist verantwortlich fiir das seltenere Wiederauftreten der
Krankheit nach allogener HSZT im Vergleich zur autologen HSZT. Man versucht diesen Ef-
fekt besser zu steuern, indem man einige Zeit nach einer HSZT bei Rezidiven weitere Spen-
der-Lymphozyten verabreicht. Dadurch kann es zu einer GvHD kommen, welche zumeist
kontrollierbarer ist und milder ausfdllt (Holler & Eissner, 2005). Die Hochdosis-
Chemotherapie als Konditionierungsmafinahme vor einer HSZT kann daher auch niedriger
dosiert werden, um toxische Folgen zu verringern. Dies kann auch fiir die Therapie von alte-
ren Patienten und multimorbiden Patienten sinnvoll sein (Imad, Tabbara, Zimmerman,

Morgan, & Nahleh, 2002).
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Abb. 1. Ambivalente Rolle der Spender-T-Zellen nach allogener HSZT. Zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL) des Spenders erkennen sowohl Leukdmiezellen/Tumorzellen als auch
gesunde hdmatopoetische Zellen des Empfingers aufgrund von Minorantigen-Spezifitditen als

fremd. Dies fiihrt sowohl zum gewiinschten GvL-Effekt als auch zu einer unerwiinschten
GvHD (Appelbaum, 2003).

1.1.1. Spenderauswahl

Um eine langfristig erfolgreiche HSZT zu gewéhrleisten, miissen zuvor die Humanen-
Leukozyten-Antigen-Merkmale (HLA) des Empfangers und des Spenders untersucht werden.
Hierbei handelt es sich um vererbbare Gewebemerkmale, die mdglichst zwischen Spender
und Empfinger ilibereinstimmen sollten, um mogliche Komplikationen wie eine GvHD zu
verhindern. (Holler & Eissner, 2005; Imad et al., 2002). HLA beschreibt eine polymorphe
Proteinfamilie, die sich von Individuum zu Individuum unterscheidet. Es kommt in den Plas-
mamembranen aller kernhaltigen Zellen vor (daher nicht in Erythrozyten) und
stellt die immunologische Selbsterkennung eines Individuums dar. Die Tolerierung (Histo-
kompatibilitit) bzw. die Abstoung eines Transplantats wird durch die Funktionsweise dieses
HLA-Systems bestimmt. Es gibt fiir jeden der Genorte multiple Allele, welche fiir Membran-
proteine codieren. Die Konsequenz dieser Funktion ist, dass der Organismus
einerseits vor eindringenden unerwiinschten Fremdzellen geschiitzt wird, andererseits aber

auch allogene Transplantate abgestoBen werden. Vermittler dieser antigenspezifischen



Reaktion sind Lymphozyten, die in B-Lymphozyten und T-Lymphozyten unterteilt werden.
Bezogen auf eine allogene HSZT konnen T-Zellen die vom HLA-System prasentierten Anti-
gene des Empféangers als fremd erkennen. Nach Aktivierung spezifischer T-Zell-Rezeptoren
kommt es zur Zerstorung der Empfiangerzelle. Umgekehrt kann es durch Aktivierung der
Empfanger T-Zelle auch zur Zerstdrung der Spenderzelle kommen und daher zu einer Absto-
Bung des Transplantats. Zusammengefasst wéren ideale Stammzellenspender HLA-identische
Geschwister (,,matched sibling donor). Da es aber aufgrund von Kleinfamilien immer
schwieriger wird einen verwandten und somit ideal passenden Spender zu finden, ist der
GroBteil der Patienten auf Fremdspender angewiesen. Nach den geltenden Auswahlkriterien
ist es aber heute bereits moglich fiir 80% der Patienten einen geeigneten HLA-

gewebevertraglichen Fremdspender zu finden (,,matched unrelated donor*) (Cobelan, 2006).

1.1.2. Konditionierungstherapie vor HSZT

Um eine erfolgreiche HSZT zu gewéhrleisten, ist es notwendig zuvor eine Konditionierungs-
therapie mittels einer hochdosierten Chemotherapie oder einer kombinierten Radio-
Chemotherapie durchzufiihren, um das Immunsystem des Empfingers soweit zu schwéchen,
dass eine TransplantatabstoBung unwahrscheinlicher wird. Eine zusitzliche Antikorpergabe
fiihrt zu einer zusdtzlichen Schwichung des Empfingerimmunsystems. Des Weiteren wird
von einer erleichterten Besiedlung und Einnistung der Spenderstammzellen ausgegangen,
damit sich ein neues blutbildendes System entwickeln kann (Bacigalupo et al., 2009). Reife
Immunzellen des Spenders werden ebenfalls iibertragen, um einen gewissen Schutz gegen
Viren und Pilze zu erzielen. Verbliebene Tumorzellen werden hierdurch im Idealfall ebenfalls
abgetotet (GvL-Effekt) (Imad et al., 2002). 2009 hat man sich auf 3 Konditionierungs-
Definitionen geeinigt (Bacigalupo et al., 2009). Folgende Vorgehensweisen werden unter-
schieden und sind nach ihrer Intensitit eingeteilt:

1) Myeloablative Konditionierung (MA): Es handelt sich hierbei meist um alkylierende Sub-
stanzen, die in Kombination mit einer Ganzkdrperbestrahlung die Blutbildung und das Im-
munsystem des Empfangers irreversibel zerstoren.

2) Nicht myeloablative Konditionierung (NMA): Diese Art der Konditionierung verursacht

nur eine geringe Hamatotoxizitdt und erlaubt eine autologe Regeneration, falls es zu einer



Abstoflung des Transplantates kommt. Die extrahdmatopoetische Toxizitdt dieser Konditio-
nierung ist minimal.

3) Intensitétsreduzierte Konditionierung (RIC): Hierbei versteht man eine Intensititsreduktion
der Chemo-bzw. Strahlentherapie um mindestens 30%. Hierbei ist aufgrund der prolongierten
Panzytopenie bei einer AbstoBung nicht mit einer autologen Regeneration zu rechnen.

Tabb.1. zeigt die von vielen Transplantationszentren weltweit verwendeten Konditionie-

rungsverfahren fiir eine allogene HSZT.

Tabb.1. Konditionierungsmafsnahmen

Intensitat Substanz Bemerkung

Myeloablativ CY/TBI Panzytopenie
Stammzellensupport notwendig
Erhebliche nicht himatologische Toxizitét

BU/CY
nicht myeloablativ FLU/TBI 2 Gy Minimale Zytopenie
Kein Stammzellensupport notwendig
TLI/ATG

Low dose TBI

Intensitatsreduziert FLU/MEL tempordre Panzytopenie
Reduzierte extrahdmatologische Toxizitét
FLU/BU
FLU/CY

Abkiirzungen: CY-Cyclophosphamid, TBI-Total Body Irradiation, BU-Busulfan, FLU-
Fludarabin, TLI-Total Lymphoid Irradiation, ATG-Anti Thymocyte-Globulin, MEL-
Melphalan

Welche Intensitdt zur Anwendung kommt, wird aufgrund der Komorbiditét, des Alters, des
Remissionsstatus vor HSZT, des Rezidivrisikos und des bei den verschiedenen Krankheiten

unterschiedlich stark ausgeprigten GvL-Effektes entschieden. (Giralt et al., 2009).



1.1.3. Komplikationen

Leider bringt eine HSZT mit vorhergehender Konditionierungstherapie diverse Komplikatio-
nen mit sich. Im Vordergrund stehen immunologische AbstoBungsreaktionen, die einerseits
im Sinne eines Transplantatversagens (Graft-failure) vom Empfangerorganismus ausgehen
konnen, d.h. die Hdmatopoese durch die transplantierten Blutstammzellen wird verhindert,
wesentlich hdufiger aber auch durch das Transplantat selbst. Dabei kommt es zur einer T-
Lymphozyten-Reaktion mit Oberfldchenproteinen im Rahmen einer GvHD. Zusitzlich
kommt es hédufig zu infektiologischen Komplikationen bedingt durch die vorhergehende Kon-
ditionierungstherapie und Immunsuppression mit einem konsekutiv erhdhten Infektionsrisiko
wiéhrend der Panzytopenie. Vier Faktoren bestimmen im wesentlichen Toxizitdt und Ausmal}
der Komplikationen:

Grunderkrankung, Art der Konditionierungstherapie (MA, NMA, RIC), Dauer und Auspra-
gung der Knochenmarksinsuffizienz (vor allem von Leukozytopenie, Thrombozytopenie und
Immundefizienz), Ursprung der transplantierten hamatopoetischen Stammzellen und mogli-
ches Auftreten von einer GvHD. Abhéngig von der Toxizitdt der Konditionierungstherapie
entwickeln viele Patienten eine starke Mukositis, insbesondere nach einer MA Konditionie-
rung mit gleichzeitiger Gabe von Methotrexat als GvHD-Prophylaxe. Die Schleimhautbarrie-
re wird temporér zerstort und es steigt dadurch das Infektionsrisiko. Durch das Einschwem-
men bakterieller Toxine in das Blut erhoht sich das Risiko einer schweren GvHD durch In-
duktion einer massiven Zytokinausschiittung (Hill & Ferrara, 2000). In der friihen Phase nach
einer HSZT treten gehduft Virusinfektionen vor allem durch Herpes-simplex und Varizella
Zoster Viren auf. Die Héiufigkeit liegt bei fehlender Prophylaxe bei 70%. Daher ist eine Pro-
phylaxe mit Aciclovir obligat. Ab Tag 50 nach allogener HSZT besteht die Gefahr einer Re-
aktivierung einer latenten Zytomegalie-Virus-Infektion (CMV). Das Risiko wird vor allem
durch eine Kombination eines CMV-negativen Spenders mit einem CMV-positiven Empfén-
ger erhoht. Nicht zu vernachldssigen sind Infektionen mit respiratorischen Viren wie z.B.
Respiratory-Syncytial-Virus (RSV), Influenza-, Parainfluenza-, Adeno- und Rhinovirus. Ein

weiteres Problem stellt die GvHD dar.



1.2. Graft- versus Host Disease (GvHD)

Die akute und chronische GvHD ist eine der bedeutendsten Komplikationen nach einer HSZT
und gilt als Hauptursache fiir die Morbiditdt und Mortalitdt nach allogener HSZT (Vogelsang
& Pavletic, 2009). Wie der Name GvHD schon verdeutlicht, kommt es zu einer ,, Transplantat
gegen Wirt Reaktion®. Immunkompetente T-Lymphozyten des Spenders reagieren mit Anti-
genstrukturen des immunsupprimierten, histoinkompatiblen Emfangers (J. L. Ferrara & H. J.
Deeg, 1991). Die HLA-Inkompatibilitdt der Spender - Lymphozyten bestimmt die Inzidenz
und den Schweregrad der GvHD. Das Risiko einer GvHD ist daher am geringsten, wenn es
einen HLA-identischen Familienspender gibt (Wahrscheinlichkeit bei 30-40%). Dabei spielen
nicht nur HLA-Antigene eine Rolle, sondern auch Polymorphismen anderer Antigene (Minor-
Histokompatibilitdts-Antigene), welche eine GvHD auslosen konnen. Durch eine prophylakti-
sche Immunsuppression kann ein Auftreten einer GvHD reduziert werden (Saliba et al.,

2007). Die wesentlichen Risikofaktoren fiir das Entstehen einer GVHD sind:

- Histoinkompatibilitdt zwischen Spender und Empfianger. Davon abhingig sind auch

Inzidenz, Beginn und Schweregrad einer GvHD.

- Hohes Lebensalter beim Spender (>37 Jahre) und Empfanger (>42 Jahre) (Weisdorf et
al., 1991; Yakoup-Agha et al., 2006)

- Geschlecht des Spenders und Empfangers; das Risiko einer moglichen GvHD verdop-
pelt sich, wenn es sich um eine weibliche Spenderin und einen ménnlichen Empfénger
handelt. Man vermutet Y-Chromosom-assoziierte Minor-Antigene als Urheber. Das
Risiko nimmt weiter zu durch vorhergehende Schwangerschaften der Spenderin; es

kommt zur sogenannten Alloimmunisierung (Nash et al., 1992).

- Das Stadium der Erkrankung wihrend einer HSZT und die Art der Diagnose, sowie

die vorangegangene Konditionierung (Saliba et al., 2007)

Die GvHD kann je nach klinischer Manifestation in akut oder chronisch eingeteilt werden.
Lange ging man davon aus, dass sich innerhalb der ersten 100 Tage nach allogener HSZT
eine akute GvHD und ab Tag 100 oder spéter sich eine chronische GVHD (cGvHD) entwi-
ckelt (Michallet et al., 2005). Heutzutage wird auch nach Tag 100 von einer akuten GvHD



gesprochen, welche dann als late acute GVHD bezeichnet wird (z.B. nach Abschluss der Im-
munsuppression oder Spender-Lymphozyten-Gabe) wenn klinische Kriterien fiir eine akute
GvHD sprechen. Der Ubergang einer akuten zu einer cGvHD kann zeitlich flieBend erfolgen
(Filipovich et al., 2005). Eine cGvHD kann unabhingig vom Zeitpunkt nach HSZT auftreten

und wird ebenfalls durch klinische Kriterien definiert.

1.2.1. Pathogenese der akuten GvHD

Billingham hat in seinen ,,Harvey Lectures* 3 immunologische Voraussetzungen fiir das Ent-

stehen einer GVHD formuliert (Billingham, 1966):
- Das Transplantat muss immunkompetente Zellen des Spenders enthalten.

- Der Empfanger muss im Spendergewebe nicht vorhandene Antigene (Histokompati-
biltdtsantigene) exprimieren, um eine immunologische Abwehrreaktion des Transplan-

tats gegen den Empfanger auszulosen.

- Der Empfianger muss immunsupprimiert sein, damit er nicht in der Lage ist, eine

effektive, gegen die Zellen des Transplantates gerichtete Immunantwort aufzubauen.

Wie bereits oben erwihnt, haben T-Lymphozyten die tragende Rolle bei der Entstehung einer

akuten GvHD. Die dazugehorigen Mechanismen werden in einem 3 Phasen-Modell erklart:

(I) Recipient conditioning
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Abb. 2. Pathophysiologie der akuten GvHD (Hill & Ferrara, 2000).



Phase 1: Den Beginn stellt die Konditionierungsphase dar, in der das Empfingergewebe
durch eine vorangegangene Chemotherapie und/oder Strahlentherapie geschidigt und akti-
viert wird wodurch vermehrt TNF-a und proinflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6, IL-12)
freigesetzt werden (Ferrara, Cooke, & Teshima, 2003; Holler et al., 1997). Diese wiederum
aktivieren die Antigen-prdsentierenden-Zellen (APCs) des Emptfingers, welche wiederum
Spender-T-Lymphozyten iiber IL-12 aktivieren konnen. Zusétzlich entstehen durch die Schi-
digung der intestinalen Mukosa und der Haut Eintrittspforten fiir Bakterien und deren Be-
standteile wie insbesondere Lipopolysaccharide (LPS), die wiederum die Sezernierung von
TNF-a und Interleukinen (IL-1, IL-12) bewirken. Die Rolle der TNF-a Freisetzung ist mitent-
scheidend bei der Entstehung einer GvHD. Holler et al. zeigten, dass bei Patienten mit einem
plotzlichen, abnormen Anstieg der TNF-a-Produktion, eine schwere akute GvHD mit nur
30%iger Uberlebenschance die Folge war. Eine deutlich hohere Uberlebensrate hatten dieje-
nigen, deren TNF-a-Produktion im Normbereich war oder erst zu einem spéteren Zeitpunkt

anstieg (Holler et al., 1995).

Phase 2: Es folgt die Aktivierungsphase, in der es zu einer T-Zell-Aktivierung der Spender-
T-Lymphozyten mittels APCs des Empfangers und proinflammatorischen Zytokinen kommt.
Eine Proliferation und Differenzierung der T-Lymphozyten zu Effektorzellen (CD4+ Helfer-
zellen und CD8* zytotoxische Zellen) ist die Folge, wobei diese Aktivierung durch Produkti-
on von TNF-a, INF-y und IL-2 erfolgt und auch als Th1-Zytokinmuster bezeichnet wird (Fer-
rara et al., 2003)

Phase 3: Hier spricht man von der Effektorphase, in der es zu einer Gewebeschiddigung des
Empfangers kommt. Makrophagen, natiirliche Killerzellen (NK) und Zytokine wie TNF-a
stehen hier im Vordergrund (Zytokin-induzierte Apoptose) (Ferrara, 2000). Genauer betrach-
tet aktivieren proinflammatorische Zytokine (TNF-a, IL-1, IL-2) zytotoxische T-Zellen
(CTLs) und NK, die mit Thren zytotoxischen Eigenschaften das Empfangergewebe schiadigen.
An der lokalen Gewebeschddigung sind vor allem unspezifische Effektorzellen wie die Mak-
rophagen und die von ihnen sezernierten inflammatorischen Zytokine beteiligt. Eine massive
Freisetzung von Zytokinen und LPS fordert die Entziindungsreaktion und Schiadigung der
GvHD-Zielorgane wie den Gastrointestinaltrakt (Hill & Ferrara, 2000). Betroffen kann so-
wohl der obere als auch der untere Gastrointestinaltrakt sein. Typische klinische Symptome

sind wissrige Diarrhoen mit schmerzhaften abdominellen Kriampfen. Es kommt zu starkem
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Fliissigkeits- und Gewichtsverlust. Bei Befall des oberen Gastrointestinalstraktes zeigen sich
Anorexie, Verdauungsstorungen und Gewichtsverlust. Histologisch wichtig fiir eine sichere
Diagnose sind die Anzahl der Apoptosen, Kryptenabszesse und der Epithelverlust (Akpeg et
al., 2003; J.L. Ferrara & H.J. Deeg, 1991). Weitere Manifestationsorgane sind die Haut und

die Leber, wo es zu Apotosen der Keratinozyten und Gallengangsepithelien kommt.

1.2.2. Pathogenese der chronischen GVHD (¢GvHD)

Bei der Pathogenese der cGvHD sind T-Lymphozyten ebenfalls ein entscheidender Faktor.
Spender-T-Lymphozyten proliferieren in Antwort auf die differenten HLA-Antigene und Mi-
nor-Histokompatibilitdtsantigene (mHAs) des Empfangers, bei gleichzeitig fehlender Pragung
der heranreifenden T-Lymphozyten im Thymus, der durch die vorhergehende Konditionie-
rung und eventuell aufgetretene akute GVHD geschéidigt wurde. Es folgt eine T-Zell gerichte-
te Zytolyse gegen das Zielgewebe des Empfingers mit gleichzeitiger Produktion von Zytoki-
nen (Lee, 2005). Mittels tierexperimentellen Studien wurde zu Beginn angenommen, dass bei
einer cGVHD im Unterschied zur akuten GvHD ein Th2-Zytokinmuster (IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13) vorliegt (Shlomchik et al.,2007). Aufgrund von aktuellen Daten sowohl aus Maus-
als auch Humanstudien, geht man derzeit von einer Beteiligung von Th1/Th17-T-Zellen aus
(Chen et al., 2007, Dander et al., 2009, van der Waart et al., 2012). Zusitzlich zur direkten
Schiadigung kommt es durch Zytokine (TGF-) zu einer Fibroblastenaktivierung und dadurch
zu einer verstarkten Bildung von Kollagen. Dieser Mechanismus spielt vor allem bei der ora-
len cGVHD eine wichtige Rolle. Man nimmt an, dass bei der cGvHD eine assozierte Anikor-
perantwort gegen mHAs stattfindet und daher auch eine relevante B-Zell-Beteiligung vor al-

lem bei der Pathogenese der cGvHD vorkommt (Miklos et al., 2005).

1.2.3. Einteilung der cGvHD

Die cGvHD entwickelt sich meist nach dem Tag 100 infolge einer allogenen HSZT, manch-
mal aber auch erst nach Jahren. Betroffen sind ca. 30%-50% aller allogen Transplantierten
(Arai & Vogelsang, 2000; J.L. Ferrara & H.J. Deeg, 1991). Genauer betrachtet handelt es sich

um eine Multi-Organ-Erkrankung, die sich direkt aus einer vorbestehenden akuten GvHD
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entwickeln kann (progressive Form), sich nach einem erkrankungsfreien Intervall nach akuter
GvHD manifestiert (quiescent Form) oder sich ohne vorherige akute GvHD (de novo Form)
entwickelt. Die progressive Form hat die schlechteste und die sogenannte de novo Form die
beste Prognose (Jagasia et al., 2015; Sullivan et al., 1981). Klinische Merkmale bestimmen,
ob eine GvHD als akut oder chronisch eingeteilt wird (Jagasia et al., 2015). Der Schweregrad
einer cGvHD wird nach den NIH-Konsensus-Kriterien aus dem Jahr 2005 sowie der Nachfol-

gekonferenz 2014 beurteilt:

Tabb.2. NIH-Konsensus-Kriterien (Filipovich et al., 2005)

Gesamt-Schweregrad mild moderat schwer
Zahl der betroffenen Or- 1-2 >2 >2
gane
Schweregrad der Organ- mild mild-moderat schwer
manifestation (auBer Lunge) Lunge: nur mild Lunge: moderat-
schwer

Bei einer cGVvHD sind extrakutane Manifestationen feststellbar: v.a die Leber, der Gastroin-
testinaltrakt, Lunge, Augen, Faszien und der neuromuskuldre Apparat sind hiervon betroffen.
Besonders wichtig ist die assoziierte Immundefizienz, die zu einer verstirkten Anfélligkeit
gegeniiber opportunistischer Krankheitserreger und dadurch hdufig zum Tod fiihrt (Meyers,
1986). Wie bei der akuten GvHD sind auch bei der cGvHD die Haut und Schleimhdute zu
80% betroffen. Wenn die Mundschleimhaut mitbetroffen ist, spricht man von einer oralen

c¢GvHD (Filipovich et al., 2005).
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1.3. Orale cGvHD

Bis zu 80% der Patienten mit cGvHD entwickeln eine orale cGvHD. Somit ist sie eine der

haufigsten klinischen Manifestationen einer cGvHD (Baird et al.,2006, Schubert et al. 2008).

Man beobachtet eine Beteiligung der unterschiedlichsten Bereiche in der Kopf/Halsregion,

wie Verdnderungen an der Mundschleimhaut, Verdnderungen an den Lippen, der Muskulatur,

den Speicheldriisen und an der Gesichtshaut. Am hiufigsten sind allerdings die Mund-

schleimhiute und die kleinen und groflen Speicheldriisen betroffen. Die Symptome der oralen

cGvHD, welche meist proportional zum Schweregrad, der Lokalisation und dem Ausmal

sind, werden in der Tabelle (Tabb.3.) dargestellt (Vogelsang & Pavletic, 2009).

Tabb.3. Klinische Anzeichen und Symptome einer oralen GvHD (Vogelsang & Pavletic,

2009)

cGvHD der Mundschleimhaut

c¢GvHD der Speicheldriisen

Klinische Symptome Klinische Symptome
Anzeichen Anzeichen
Retikulationen  Verstérkte Sensibilitit gegeniiber Spei- Dicker, viskoser Spei- Xerostomie

sen/Getrinken
Erythem

- Stark gewiirzte /scharfe Speisen
Ulzerationen

- Fruchtséure (v.a. Zitrusfriichte)
Glossitis

- Alkoholische Getrinke alkoholhaltige
Mucozelen Mundspiilungen salzige Speisen

- Harte knusprige Speisen
- Warme Speisen/Getrinke

Verstirkte Sensibilitét gegeniiber Zahnpas-
ta mit Minzgeschmack

Verinderter Geschmackssinn
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chel
Speichelmangel
Atrophische Mucosa

Karies (interden-
tal/cervical)

Orale Candidiasis
Erhohter Trinkbedarf

Zungenschnalzen

Verstirkte Sensibilitit gegeniiber
Speisen/Getrinken

Erschwertes Sprechen, Kauen
und Schlucken

Verinderter Geschmackssinn



1.3.1. cGVHD der Mundschleimhaut

Am héaufigsten sind die Wangenschleimhéute, die Lippenschleimhiute und die Zunge betrof-
fen. Der weiche Gaumen und der Oropharynx sind eher selten und der Osophagus fast nie
mitbetroffen. Es zeigen sich klinisch weiBliche retikuldre Zeichnungen (das sogenannte
Wickham-Phidnomen wie beim oralen Lichen planus), Erytheme, Leukoplakien, Ulzerationen
und Atrophien der Mukosa bis hin zu Vernarbungen (Treister et al., 2008; Vogelsang &
Pavletic, 2009), wobei Retikulationen und Erytheme vorherrschen oder sich eine Kombinati-
on aus Retikulationen, Erythem und Ulzera zeigt (Chan et al., 1998). Klinisch auffallend sind
die Fibrose-bedingte eingeschrinkte Mundoffnung, der verdnderte Geschmackssinn und die
verstarkte Sensibilitdt gegentiber scharfen und stark gewiirzten Speisen. Deswegen ist es den
Patienten oft nicht mehr moglich sich adédquat zu erndhren, was zu einem zunehmenden Ge-
wichtsverlust fiihrt. Oft zu beobachten sind Sekundéirinfektionen mit Candida albicans, dem
Herpes simplex-Virus und dem Cytomegalie-Virus (CMV) hervorgerufen durch eine haufig
verminderte Speichelproduktion und der konstanten Immunsuppression (Shulman et al.,
2006). Histopathologisch typisch fiir eine cGvHD der Mundschleimhaut sind Hyperkeratosen,
Epithelverluste und Atrophien, submukoses Lymphozyteninfiltrate, Basalzell-Apotosen und
Degenerationen. Das Entziindungsinfiltrat enthdlt CD4* und CD8* T-Lymphozyten, CD68*
Makrophagen und Langerhans-Zellen (Mattsson et al., 1992; Soares et al., 2005).

1.3.2. ¢cGvHD der kleinen und grof3en Speicheldriisen

Der Speichel hat eine sehr wichtige Funktion beim Erhalt einer gesunden Mundschleimhaut
und der Verdauung. Immunologisch spielt er eine entscheidende Rolle bei der Vorbeugung
von Infektionen. Bei einer cGvHD der Speicheldriisen ist die Quantitdt und Qualitit des Spei-
chels kompromittiert; zumeist zeigt sich ein sehr dicker und eher viskoser Speichel. Es domi-
niert eine Hyposalivation, die eine trockene und rissige Mundschleimhaut, Karies (vor allem
interdental und cervical) und eine mogliche opportunistische Candidainfektion hervorruft
(Alborghetti et al., 2005). Wenn man die Qualitdt des Speichels bei einer cGvHD der Spei-
cheldriisen ndher betrachtet, féllt auf, dass Natrium, Magnesium, der epidermale Wachstums-

faktor (epidermal growth factor EGF), Korper-Gesamteiweill, Albumin, IgG in verminderter
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Konzentration und eine erhohte Konzentration an IgA nachgewiesen werden kann (Imanguli
et al., 2007; R. M. Nagler & Nagler, 2004a; Sale et al., 1981; Soares et al., 2005). Weitere
durch die Xerostomie hervorgerufene klinische Symptome sind Probleme beim Sprechen
(Zungenschnalzen), erschwertes Kauen, verstirkte Empfindsamkeit gegeniiber heiflen, kalten,
stark gewiirzten und scharfen Speisen und Getrénken. Die stindige Mundtrockenheit zwingt
viele Patienten auch nachts zu trinken und verdndert den Geschmackssinn nachhaltig (Couriel
et al., 2006). Kleine oberflachliche Mukozelen, gefiillte Bldschen unter 0,5 cm Gréf3e, sind
meist am weichen Gaumen, seltener an den Wangeninnenseiten, der Zunge und der Lippen
zu finden (Campana et al., 2006). Diese Entziindungen der kleinen Speicheldriisen werden
meist durch Vernarbungen des Speicheldriisenganges hervorgerufen. Oft werden diese wéh-
rend des Essens bemerkt, wenn die Speichelproduktion im Gange ist, aber dieser durch den
verlegten Gang nicht abflieBen kann. Histopathologisch zeigt sich ein Lymphozyteninfiltrat
mit vorwiegend CD8* T-Zellen und einigen wenigen B-Zellen mit Zytokin-Dysregulation (R.
M. Nagler & Nagler, 2004a). Das Ausmal} der zelluldiren und molekularen Verdnderungen
steht eng im Zusammenhang mit dem klinischen Grad der Hyposalivation und diese wiede-

rum korreliert mit dem Grad der oralen cGvHD (R. M. Nagler & Nagler, 2004b).

1.3.3. Sklerosierende cGvHD

Diese Form der GvHD ist eher selten und zu einem spiteren Zeitpunkt im Laufe einer cGvHD
zu beobachten. Sie betrifft die oralen und perioralen Bindegewebs-Strukturen. Die betroffe-
nen Patienten leiden unter erheblichen Einschrinkungen beim Sprechen, Essen und der
Mundhygiene (Couriel et al., 2006). Hauptursachen dafiir sind die auftretende orofaziale Skle-
rose, Fibrosen und schmerzhafte Myospasmen, die eine eingeschrinkte Mund6ffnung und
eine verminderte Mobilitdt der Zunge verursachen (Meier et al., 2011). Unabhéngig von einer
zusdtzlichen moglichen Beteiligung der Speicheldriisen sind Patienten mit einer sklerosieren-
den cGvHD aufgrund von mangelnder oder nicht ausreichender Mundhygiene stark gefdhrdet,

Karies und Parodontalerkrankungen zu entwickeln (Vogelsang & Pavletic, 2009).
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Tabb.4. Indirekte orale Auswirkungen einer cGvHD (Meier et al.,2011)

Betroffenes Gewebe Auswirkungen Ursache
Zdhne Karies Xerostomie
c¢GVvHD der Speicheldrii-
sen
Parodontium Attachmentverlust c¢GvHD der Mund-
schleimhaut
Kieferknochen Osteonekrose Bisphosphonate
Mundschleimhaut Candidiasis Xerostomie
c¢GVvHD der Speicheldrii-
sen
Speicheldriisen Maligne Transformation Chronische Entziindung
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1.3.4. Diagnose der oralen cGvHD

Das National Institute of Health (NIH) hat Kriterien zur Diagnose einer GvHD erstellt. Die
Einteilung erfolgt nach diagnostischen und charakteristischen Gesichtspunkten mittels eines 4
Punkte-Systems (keine, milde, moderate und schwere) in Kombination mit oralen Anzeichen
und funktionellen Einschrinkungen und wird auch ,,NIH global score* genannt (Filipovich et
al., 2005), wobei die Schwere durch das Ausmal3 der Beeintrachtigung definiert wird, die je-
doch nicht immer mit den objektiven Verdnderungen korreliert. Bassim et al. beschreibt einen
NIH Oral Mucosal Score (NIH OMS), bei dem mittels einer Skala die 4 haufigsten klinisch
sichtbaren Anzeichen einer oralen cGvHD bewertet werden. Diese sind Erythem, lichenoide
Liasionen, Ulzerationen und Mukozelen. Fiir jede klinische Manifestion gibt es eine Bewer-
tung; so konnen der Schweregrad von Erythem, lichenoiden Léisionen und Mukozelen von 0-3
und die Ulzerationen von 0-6 bewertet werden. Es ergibt sich eine Summenskala von 0-15

(Bassim et al., 2014).

Tabb.5. Der NIH Oral Mucosal Score bewertet die 4 hdufigsten klinischen Verdnderungen
der Mundschleimhaut bei einer oralen cGvHD. Der Schweregrad von Erythem, lichenoide

Ldsionen und Mukozelen werden von 0-3 und die Ulzerationen von 0-6 bewertet (Bassim et
al,2014.).

Mouth Mucosal | No evidence Mild Moderate Severe
Houth change of cGVHD
g Erythema | None 0 Mid erythema of Moderale (225%) of 2 Severe erythema 3
‘ moderate erythema Severe (225%)
Hard Paiate o feisie (<25%) (<25%)
o Lichenoid | None | ) Hyperkeratotic Hyperkeratotic 2 | Hyperkeratotic changes | 3
Phay changes(<25%) changes(25-50%) (>50%)
9 Ulcers None 0 None Ukcers involving (<20%) 3 Severe ulcerations )
(>20%)
Mucoceles* | None 0 1-5 mucoceles 6-10 scattered 2 Over 10 mucoceles 3
mucoceies
“Mucoceles scored for lower Total score for all
labial and soft palate only mucosal changes
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Abb.3. Beispiele fiir klinische Zeichen einer milden oralen cGvHD (Grad 1).
A) mildes Erythem der Wangenschleimhaut, B) milde Ulzeration am Zungenrand.

Abb.4. Beispiele fiir klinische Zeichen einer moderaten oralen cGvHD (Grad 2).

A) Ulzeration umgeben von mdfigem Erythem, B) lichenoide Hyperkeratose der Wangenin-
nenseite, C) erhebliches Erythem der Lippenschleimhaut und am Zungenrand, D) kleine blds-
chenhafte Mukozelen am Ubergang vom harten zum weichen Gaumen.
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Abb.5. Beispiele fiir klinische Zeichen einer schweren oralen cGvHD (Grad 3).

A) Ulzeration mit pseudomembrandsen Fibrin Exsudat umgeben von schwerem Erythem, B)
Ulzeration des Zungenrandepithels, C) periorale Sklerose mit eingeschrinkter Mundoffnung,
D) Atrophie der befestigten Gingiva mit Attachmentverlust.

Klinische Zeichen wie lichenoide Bereiche, hyperkeratotische Plaques und peri-/orale Sklero-
sen (eingeschrinkte Mundoffnung und Mikrostomie) reichen fiir die Diagnosestellung einer
oralen cGVHD aus. Anzeichen wie Xerostomie, Mukozelen, Atrophien der Schleimhéiute,
Ulzerationen und Pseudomembranen wiederum konnen alleine keine Diagnose sichern und
werden daher von der NIH lediglich als charakteristisch oder kennzeichnend eingeteilt
(Vogelsang & Pavletic, 2009). Eine weitere Moglichkeit einer Einteilung ist der subjektiv
vom Patienten bestimmte ,,Oral Symptome Score of Pain, Sensitivity and Dryness nach Lee.
Dabei ist es dem Patienten moglich nach individuellem Befinden jeweils eine Bewertung von
0-10 abzugeben (Lee et al., 2002). Wenn bereits eine cGVvHD in anderen Organen, wie der
Leber oder dem Gastrointestinaltrakt besteht, ist es nicht zwingend notwendig eine Biopsie
durchzufiihren. Besteht allerdings der Verdacht auf eine orale cGvHD ohne diagnostische
Zeichen (isolierte Trockenheit, Erythem oder Ulzera), ist eine Gewebeprobe ratsam, um eine

GvHD zu sichern oder auszuschlieBen. Eine orale cGvHD der Mundschleimhaut ist histolo-
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gisch gekennzeichnet durch Apoptosen, Dyskeratosen der Epithelzellen und lichenoide Ent-
zlindungsinfiltrate unter der Basalmembran. Die Immunhistochemischen Parameter betreffend
fallt auf, dass CD8* T-Zellen und CD68* Zellen dominieren. Bei der oralen cGvHD der Spei-
cheldriisen, beobachtet man eine leichte Dominanz an CD8* T-Zellen gegeniiber CD4+ T-

Zellen (Meier et al., 2011)

1.3.5. Therapie der oralen cGvHD

Grundsitzlich ist einschrinkend festzuhalten, dass bei der Therapie einer oralen cGvHD nicht
die Heilung im Vordergrund steht, sondern eine Verbesserung der klinischen Symptomatik.
Zu beachten ist, dass eine Therapie immer individuell angepasst sein muss, um mogliche Ne-
benwirkungen oder eine Verschlechterung der Symptome zu verhindern oder weitgehend zu
minimieren. Ein wichtiger Punkt ist die Mundhygiene, die bei Patienten mit oraler cGVHD
aufgrund der Schmerzsymptomatik oft vernachlissigt wird oder kaum durchfiihrbar ist. Bei-
spielsweise fiihrt eine (peri-)orale Sklerose in manchen Fillen zu einer derart eingeschriankten
Mundo6ffnung, dass dadurch die suffiziente Reinigung vor allem der Molaren unmdoglich wird.
Hyposalivation und mukosale Ulzerationen verursachen aulerdem eine erhohte Empfindlich-
keit gegeniiber Zahnpastainhaltsstoffen und Mundspiillosungen. Daher ist es im Akutstadium
sinnvoll Mundspiilldsungen ohne Alkohol (Menthol), eine milde fluoridierte Kinderzahnpas-
ta, eine Zahnbiirste mit weichen Borsten und bei Bedarf eine Spiilung mit Lidocain 2% zu
empfehlen, um die Mundhohle kurzzeitig zu betduben und zumindest ein wenig Mundpflege
zu ermdglichen (Couriel et al., 2006; Vogelsang & Pavletic, 2009). Zur Préavention einer ora-
len cGvHD und zur Kariespriavention ist es besonders wichtig, dass vor einer geplanten HSZT
alle Kariespradilektionstellen und Infektionsquellen (Wurzelreste, apikale Wurzelentziindun-
gen, deutlich parodontal geschidigte Zihne) entfernt werden. Zusétzlich sollte ein entspre-
chend geschulter Zahnarzt alle 6 Monate ein Recall durchfiihren, wobei Sekunddrmalignome
der Mundschleimhaut auszuschlieen sind und halbjéhrlich eine Professionelle Zahnreinigung
(PZR) erfolgen soll. Bei der Therapie einer oralen cGvHD unterscheidet man zwischen einer
systemischen und einer topischen Therapieform. Der Unterschied hierbei ist, dass die syste-
mische Therapieform vor allem bei cGvHD-Patienten mit Multi-Organ-Beteiligung und die
topische Therapie bei oral begrenzter cGvHD zur Anwendung kommt, wobei auch ein zusitz-

licher topischer Einsatz von Immunsuppressiva zur systemischen Immunsuppression sinnvoll
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ist. Die wichtigsten Medikamente der topischen Therapie einer oralen cGvHD lassen sich wie

folgt einteilen:

Budesonid

Ist ein synthetisches Glucocorticoid und wirkt am Ort seiner Zufuhr oder Freisetzung.
Es hat eine niedrige Bioverfiigbarkeit. Daher gibt es bei einem akzidentiellen Gelan-
gen in die Blutbahn (z.B. durch Verschlucken) aufgrund des starken Abbaus bei der
ersten Leber-Passage nur sehr geringe Nebenwirkungen. Héaufig wird es als Spray oder
Tropfen appliziert und ist generell leicht anzuwenden. Bei Inhalation kann es vor al-
lem am Gaumen zu einer opportunistischen Candidainfektionen kommen, was eine
Candidaprophylaxe unabdingbar macht. Die empfohlene Dosis liegt hier bei 3mg ge-
16st in 5-10ml NaCl 3-4mal téglich (Elad, Or, Garfunkel, & Shapira, 2003; Sari et al.,
2007).

Dexamethason

Dieses kiinstliche Glucocorticoid wirkt entziindungshemmend und dédmpfend auf das
Immunsystem und zdhlt zu den langwirksamen Glucocorticoiden. Zur Therapie der
oralen cGVHD empfiehlt man 0,5mg/5ml Mundspiilung 4-mal tdglich in Kombination
mit einer entsprechenden Candidaprophylaxe (Kley & Kaiser, 2002).

Weitere topische Steroide zur Behandlung nicht superinfizierter Entziindungen der
Mundschleimhaut sind: das mittelpotente Steroid Triamcinolon-Acetonid (Volon A
Haftsalbe 0,1%), Fluocinolon-Acetonid 0,1%, ein hoherpotentes Steroid und hochpo-
tente Steroide wie Clobetasol-Proprionat 0,05% (Carbone et al., 2009 ). Dazu gehoren
Prednisolon, Triamcinolon, Clobetasol-Proprionat, Bethamethason-Diproprionat und
Fluocinonid. Diese Steroide gibt es in unterschiedlichster Darreichungsform: Gele,
Salben, Puder oder Cremes. Es wird empfohlen, diese 1-2mal téglich auf die betroffe-
nen Stellen aufzutragen (Institute, 2009). Langer andauernde Therapien mit hochpo-
tenten lokalwirksamen Steroiden konnen allerdings zur Toleranzbildung und Atrophie
fiihren und somit den Therapieerfolg mallgeblich beeinflussen. Eine Mdglichkeit dem
entgegenzuwirken ist, initial ein hochwirksames Steroid wie Clobetasol zu verordnen
und zur Erhaltungstherapie ein niedrigerpotentes Steroid wie Triamcinolon einzuset-

zen (Eisen, Carrozzo, Bagan, & Thongprasom, 2005).
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Cyclosporin

Weit verbreitet ist die Anwendung von Cyclosporin, einem Calcineurin-Inhibitor. Fiir
die lokale Anwendung ist es als Mundspiilung (50- 1.500 mg/Tag) oder als Haftsalbe
(26-48mg/Tag) verfiigbar. Nachteilig sind allerdings die moglichen Nebenwirkungen
wie ein potentielles Langzeitrisiko fiir Malignome der Mundschleimhaut, die den Ein-
satz von Cyclosporin nur in niedrigen Dosen fiir kurze Zeit als topische Therapiemdg-

lichkeit indiziert (Voute, Schulten, Langendijk, Nieboer, & van der Waal, 1994).

Tacrolimus

Dieses Arzneimittel z&hlt zur Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren und hat eine immun-
suppressive Wirkung. Es ist etwa 100 mal potenter als Cyclosporin (Lopez-Jornet,
Camacho-Alonso, & Salazar-Sanchez, 2010). Fiir die topische Anwendung ist es vor
allem als Salbe verfiigbar, wobei aufgrund des feuchten Milieus in der Mundhohle die
Anwendung hier deutlich erschwert ist. Besonders geeignet ist die Anwendung vor al-
lem bei Beteiligung der Lippen, da eine Hochdosistherapie mit Glucocorticoiden in
diesem Falle eine Atrophie der Lippen verursachen kann (Treister, Duncan, Cutler, &
Lehmann, 2012). Die iibliche Konzentration in einer Mundspiilung betrdgt zwischen
0,03-0,1%. Leichte Nebenwirkungen wie Brennen der Mundschleimhaut werden be-
schrieben. Zu beachten ist generell bei langerer Tacrolimus-Anwendung die mogliche
Begilinstigung eines Sekunddrmalignoms (Hodgson, Sahni, Kaliakatsou, Buchanan, &

Porter, 2003)

Topische Photochemotherapie (PUVA)

Eine Photochemotherapie beinhaltet eine Behandlung mit einer Kombination aus ei-
ner photosensibilisierenden Substanz (meist 8-Methoxypsoralen in Tablettenform oder
Losung) mit UVA-Bestrahlung. Es wird die ldnger wellige UV A-Strahlung gewdhlt,
da diese tiber eine grofere Eindringtiefe verfiigt und nur dadurch eine Interaktion mit
dem Photosensibilisator entsteht (Meier et al., 2011). Die PUVA stellt eine wichtige
Behandlungsoption bei refraktirer oraler cGvHD dar. Die Ansprechrate betrdgt 60-
70%, allerdings kann eine Phototoxiziét auftreten und dadurch ein Langzeitrisiko fiir

kutane Malignome bestehen (Wolff et al., 2011).
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- Pilocarpin und Glandosane
Bei einer oraler cGvHD mit Beteiligung der Speicheldriisen und dadurch hervorgeru-
fener Hyposalivation wird Pilocarpin- Hydrochlorid (z.B. Salagen®, Novartis Pharma
GmbH, Niirnberg) 5-10mg 3-4 mal taglich eingesetzt (Porter, Scully, & Hegarty,
2004). Neben der systemischen Gabe kann es auch als Gel topisch verwendet werden.
Es steigert als Parasympatomimetikum die Speichelsekretion und reduziert dadurch
Beschwerden wie Mundtrockenheit (Xerostomie) und Kariesanfélligkeit (R. M. Nagler
& Nagler, 2004b). Als klassisches Speichelersatzmittel kommt wie bei der postradio-
genen Mundtrockenheit z.B. Glandosane zum Einsatz. Mit Wasser als Basissubstanz

und dem Wirkstoff Carmellose wirkt es Mundtrockenheit entgegen (Hahnel, 2012).

1.4. Histologischer Aufbau der Mund- und Darmschleimhaut

Die Schleimhaut (Tunica mucosa) im Allgemeinen stellt eine Art Schutzschicht dar und klei-
det die inneren Hohlorgane aus. Physiologisch dient sie der mechanischen Abgrenzung einer
Organoberfldache, der Sekretion, der Resorption und der Infektionsabwehr mittels Sezernie-
rung von Immunglobulinen (vor allem IgA). Sie besitzt keine echte Hornschicht, ist haarlos
und zeigt einen dreischichtigen Aufbau: Eine Epithelschicht (Lamina epithelialis mucosae),
eine Bindegewebsschicht (Lamina propria mucosae) und eine epitheliale Muskelschicht (La-
mina muscularis mucosae) (Liillmann-Rauch, 2003) Die Epithelschicht zeigt im Bereich des
Gastrointestinaltrakts regionale Unterschiede und kann einschichtig oder mehrschichtig auf-
gebaut sein, eine oberfldchliche Verhornung zeigen und eine Oberflachenvergroflerung mit-
tels Mikrovilli beinhalten (Kiihnel, 2014) Die Mundhohle stellt den Eingang in den Verdau-
ungstrakt dar und wird von der Mundschleimhaut (Tunica mucosa oris) ausgekleidet. Die
Mundschleimhaut kann aufgrund funktioneller und struktureller Unterschiede in 3 Bereiche
aufgeteilt werden: Den groBten Anteil der Mundschleimhaut stellt die auskleidende Mund-
schleimhaut dar. Sie besteht aus nicht verhorntem Plattenepithel und kleidet die Zungenunter-
seite, den Mundboden, den weichen Gaumen, den Mundvorhof und die Alveolarfortsitze aus.
Die mastikatorische Mundschleimhaut besteht aus verhorntem Plattenepithel und befindet
sich am harten Gaumen und im Bereich der Gingiva. Man unterscheidet ein Stratum basale

(Basalzellschicht mit Zellregeneration), Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und ein Stra-
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tum corneum (Hornschicht). Teilweise wird eine zusitzliche Kornerzellschicht (Stratum gra-
nulosum) beschrieben, die zwischen dem Stratum spinosum und dem Stratum corneum zu
finden ist. Die Mundschleimhaut besteht oberflichlich aus unverhorntem mehrschichtigem
Plattenepithel, das an den Lippen in ein verhorntes mehrschichtiges Plattenepithel iibergeht.
In Bereichen starker mechanischer Beanspruchung wie dem harten Gaumen, dem Zahnfleisch
und dem Zungenriicken ist teilweise auch verhorntes Epithel zu finden. Es sind Melanozyten,
Langerhans-Zellen, Merkelzellen sowie kleine Lymphozyten physiologisch vorhanden. Au-
Berdem enthélt das humane Mundschleimhautepithel seromukdse Driisen wie die Glandulae
labiales, Glandulae buccales, Glandulae sublinguales, und Glandulae palatinae (Bork,

Burgdorf, & Hoede, 2008).

Abb.6. Schematische Darstellung der einzelnen Schichten der mastikatorischen Mund-
schleimhaut. 1. Stratum basale, 2. Stratum spinosum, 3. Stratum granulosum, 4. Stratum cor-
neum (Liillmann-Rauch, 2003).

Der Gastrointestinaltrakt (GI) beinhaltet den GroBteil des Verdauungsapparates und reicht
vom Osophagus bis zum Anus. Der Wandaufbau setzt sich von innen nach auBlen aus folgen-
den Schichten zusammen: Tunica mucosa, unterteilt in die Lamina epithelialis (zeigt aufgrund
verschiedener Funktionen im GI einen unterschiedlichen Aufbau), die Lamina propria (be-

steht aus zell-und blutgefdfreichem retikuldrem Bindegewebe und wichtigen Immunzellen
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wie z.B. Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen, und Plasmazellen) und dieLamina mus-
cularis mucosae (besteht aus glatter Muskulatur). Des Weiteren folgt die Tela submucosa
(enthélt lockeres Bindegewebe mit dem Plexus submucosus und Blut,-Lymphgefidl3e), die
Tunica muscularis (unterteilt in Ring — und Langsmuskelschicht) und die Tunica serosa (mit
Subserosa bei Organen, die von Peritoneum bedeckt sind sowie die Adventitia, wenn Organe
extraperitoneal oder retroperitoneal liegen). Wie bereits erwéhnt gibt es im Aufbau der Muko-
sa regionale Unterschiede: Der Osophagus besteht aus mehrschichtigem unverhorntem Plat-
tenepithel und sowohl quergestreifter als auch glatter Muskulatur im Unterschied zum restli-
chen GI-Trakt, der von einem einschichtigen hochprismatischen Epithel ausgekleidet wird
sowie der Lamina muscularis, welche aus glatter Muskulatur besteht. Die Besonderheit des
Wandaufbaus im Diinndarm sind die Kerckring-Falten, die Darmzotten und die Lieberkiihn-
Krypten. Im Dickdarm fehlen die Darmzotten, jedoch finden sich sehr viele dicht nebenei-

nanderstehende tiefe Krypten (Holtmann & Bobkowski, 2009).

Meissner-Plexus

/ Tunica adventitia

duBere Langsmuskelschicht

innere Ringmuskelschicht

Tela submucosa

Lamina muscularis mucosae
Lamina propria

Lamina epithelialis

Glandulae Auerbach-
oesophageales Plexus

Abb. 7. Schematische Darstellung des typischen Wandaufbaus des Verdauungstrakts anhand
des Osophagus: Tunica mucosa (unterteilt in Laminia epithelialis, Lamina propria, Lamina
muscularis mucosa), Tela submucosa, Tunica muscularis, Tunica adventitia (Ulfig, 2003)
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1.5. Speichel

Der Speichel ist ein immunologisch aktives Sekret der groBen und kleinen Speicheldriisen.
Taglich produziert der Mensch physiologisch ein Speichelvolumen von 500-1500 ml. Ca.
90% der Speichelsekretion iibernehmen die groflen Speichdriisen (Glandula parotis, Glandula
submandibularis und Glandula sublingualis), 10% sezernieren die kleinen Speicheldriisen, die
sich in der Mundschleimhaut verteilt befinden. Wenn man seine Zusammensetzung betrach-
tet, siecht man eine komplex zusammengesetzte Fliissigkeit mit 99 % Wasser und einer Viel-
zahl an organischen und anorganischen Verbindungen. Zu den physiologischen Bestandteilen
zahlen Proteine wie Mucine (MG1, MG2), Laktoferrin, Peroxidasen, sIgA, Amylasen (Ptya-
lin), Carboanhydrasen, Prolin-reiche Proteine (PRPs), Histatine, Cystatine, Statherine,
Lysozyme und kleinmolekulare Bestandteile wie Elektrolyte, Ammoniak, Harnsdure und
Harnstoff. Seine Funktionen sind vielféltig und fiir das tigliche Leben essentiell: Befeuchtung
der Mundhohle, Vorverdauung des Speisebreis, Abwehr pathogener Keime, Kontrolle der
resistenten Mundflora, Plaquekontrolle, Neutralisation, Pufferung von S&uren und Schutz,

Remineralisation der Zahnsubstanz und Reparatur der Mundschleimhaut (Hahnel, 2009).

1.5.1. sekretorisches IgA (sIgA)

Ein besonders wichtiger Bestandteil des Speichels ist das sIgA, das als Antikérper auf
Schleimhéuten zu finden ist und vor allem im Speichel, Tranenfliissigkeit, Urin, Muttermilch,
Schweill und intestinalen Sekreten nachweil3bar ist (Underdown & Mestecky, 1994). Es bildet
eine wesentliche Schutzbarriere an den Eintrittspforten des Organismus gegeniiber Krank-
heitserregern (Islam et al., 1994), wird von den Plasmazellen der Schleimhéute gebildet und
von den exokrinen Driisen sezerniert. Es liegt im Gegensatz zum IgA (Monomer) als Dimer
vor, das ihm die nétige Stabilitit gibt (Underdown & Mestecky, 1994). Die Konzentration im
Speichel kann als Alter und Geschlecht unabhédngiger Durchschnittswert angegeben werden
und betrdagt 10mg/dl (Hennig, 1994). Ein wichtiger Faktor, der die sIgA-Konzentration be-
stimmt ist der Speichelfluss, der wiederum von vielen Komponenten wie Verdauung, Stress,
Medikamenten und Begleiterkrankungen beeinflusst wird. Die sIgA Sekretionsrate (pg/min)
setzt sich aus dem Produkt der absoluten sekretorischen IgA-Konzentration (pg/ml) und der

absoluten SpeichelflieBrate (ml/min) zusammen. Bei einer oralen cGvHD mit Speicheldrii-
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senbeteiligung stellte Izutsu et al. eine verminderte oder sogar fehlende Konzentration von
slgA und eine verminderte SpeichelflieBrate fest. Diese verminderten sIgA Werte tragen zu
einem hdufigen Auftreten sinubronchialer Infektionen bei Patienten mit cGvHD bei (Izutsu et
al., 1983). Die Verdanderung der Speichelqualitit zeigte sich anhand erhohter Konzentrationen
an Natrium, Albumin und IgG. Die protektive Funktion des Speichel wird bei Beteiligung der
Speicheldriisen reduziert und folglich kommt es zu hdaufigem Auftreten einer oraler Mukositis

sowie Karies (R. M. Nagler, Hadar, Lieba, & Nagler, 2000).

1.6. Regulatorische T-Zellen (Tregs) und FoxP3 (Forkhead-Box-Protein P3)
bei einer GVHD

Tregs sind eine Untergruppe von CD4* T-Zellen und kommen bei Wirbeltieren mit einem
adaptiven Immunsystem vor. Sie unterdriicken die Aktivierung des Immunsystems und regu-
lieren dessen Selbsttoleranz. Dadurch haben sie im gesunden Organismus eine wichtige Rolle
bei der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen (Fontenot & Rudensky, 2005). Man un-

terscheidet 2 Hauptgruppen von CD4* regulatorischen T-Zellen:

- regulatorische T-Zellen (Tregs) werden aufgrund einer Co-Expression von CD4*,
CD25* und FoxP3* als CD4*/CD25*/FoxP3* Tregs zusammengefasst (Hori, Nomura,

& Sakaguchi, 2003) und setzen sich aus natiirlichen und induzierten Tregs zusammen.

- induzierte oder adaptive Tregs (1Tregs) werden in den peripheren lymphoiden Organen
in Gegenwart von TGF-f gebildet (Cobbold et al., 2004) wihrend natiirliche Tregs
primdr bereits bei der Bildung im Thymus FoxP3 exprimieren und somit bereits als
naive T-Zellen FoxP3 exprimieren, wihrend induzierte Tregs immer einen Gedacht-

nis-Phénotyp aufweisen.

Tregs werden heute mithilfe des Transkriptionsfaktors FoxP3, ein Mitglied der Forkhead-
Box-Proteine, nachgewiesen. Er bindet an die DNA und stimuliert dadurch Proteine, die in
den Tregs vom Immunsystem gebraucht werden. Daher ist er essentiell fiir die Entstehung
und Funktion von Tregs (Feuerer, Hill, Mathis, & Benoist, 2009; Fontenot & Rudensky,

2005). Tregs spielen eine sehr wichtige Rolle bei epithelialen Entziindungsreaktionen. Sie
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produzieren unter anderem entziindungshemmende Zytokine wie IL-10 und TGF-fB. Dieser
stimuliert wiederum die Produktion von IgA und hemmt die Proliferations- und Effektorfunk-
tionen von T-Zellen und die Aktivierung von Makrophagen (Vignali, Collison, & Workman,
2008). In Bezug auf die GvHD scheint es, als ob Tregs zu einer Verbesserung des Krank-
heitsbildes der Patienten beitragen. Li et al. zeigte einen Zusammenhang zwischen verminder-
ter Konzentration an CD4*CD25* Tregs und einem erhdhten Schweregrad bei einer akuten
und einer cGvHD (Li et al., 2010). Der Grund dafiir konnte ein vollstindiges Fehlen der Ge-
genregulation durch das FoxP3*/CD8* T-Zell Verhiltnis sein (Rieger et al., 2006) Eine der
ersten klinischen Studien am Menschen berichtete iiber einen Transfer ex-vivo expandierter
CD4+*CD25*CD127 Tregs nach HSZT bei HLA-identischen Geschwistern. Es kam zu einer
erhéhten Konzentration von Tregs und einer Abnahme der Konzentration entziindlicher Zyto-
kine im peripheren Blut (Trzonkowski et al., 2009). Matsuoka et al. entdeckten eine von
Tregs auf die cGvHD bezogene Wirkung. Sie verabreichten Patienten mit cGvHD tdglich
niedrig dosiertes IL-2. Dies induzierte eine selektive Expansion von funktionellen Tregs,
wodurch eine Verbesserung der cGvHD, eine Wiederherstellung der CD4* T-Zellen-
Homoostase und der Immuntoleranz resultierte. IL-2 kdnnte daher eine neue mdgliche Thera-
pieform der cGvHD nach HSZT sein, um die Immunbalance wiederherzustellen (Matsuoka et
al., 2013). Von Robb et al. wurde eine CD8*FoxP3*Treg-Population entdeckt, die GvHD un-
terdriickte und die Mortalitdt nach HSZT im Mausmodell abschwiéchte (Robb et al., 2012).
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1.7. Th-17 Zellen und Interleukin-17 (IL-17) bei einer GVHD

Thi Th17
(Toet) (RORyt)
P 1117, 21,
IFN-r & \ , g 1122
Naive
cpa
Th2 Treg
(GATA3) (FoxP3)
114, ILS, TGF B, IL-10

13

Abb.8. Differenzierung naiver CD4* T-Zellen in verschiedene Phdnotypen (Normanton &
Marti, 2013).

Th-17 Zellen sind eine spezielle Form von T- Helferzellen. Sie spielen eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, der Entstehung von chronischen Entziindun-
gen und werden auch in Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen erwihnt. Die wichtigs-
te physiologische Funktion die im Zusammenhang mit chronischen Entziindungen steht ist die
Unterdriickung der Bildung von Thl-Zellen. Dadurch wird die Bekdmpfung von intrazellulé-
ren Krankheitserregern verhindert, was die Chronifizierung von Entziindungen begiinstigt
(van der Waart, van der Velden, Blijlevens, & Dolstra, 2014). Sie sezernieren eine Reihe von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-17, IL-21, IL-22, TNF-o. und Granulozyten- Mo-
nozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) (Resende et al., 2014). Das namensgeben-
de IL-17 wird hauptsédchlich sezerniert und als proinflammatorisches Zytokin bezeichnet. Thm
werden zahlreiche immunregulatorische Funktionen zugeschrieben, wobei die wichtigste Rol-
le die Beteiligung an der Entstehung und Vermittlung von proinflammatorischen Reaktionen

und Autoimmunerkrankungen ist. Des Weiteren wirkt es auf Binde- und Knochengewebe, in
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dem es die Bildung von Osteoklasten aktiviert und die Synthese von Proteoglykanen hemmt
(van der Waart et al., 2014). Liu et al. konnte zu Beginn einer GVHD erhohte Frequenzen von
CD4* T-Zellen nachweisen, was auch die erhohte Zahl an Th17-Zellen erkldrt (Lui et al.,
2013). Die Entstehung von Th17-Zellen aus naiven T-Zellen erfolgt {iber die Ausschiittung
von IL-18, IL-6, IL-23 und TGF-B durch verschiedene Immunzellen (z.B. myeloide dentriti-
sche Zellen (DC), plasmazytoide DC und nicht immunantigenpriasentierende Zellen). Diese
Zytokine sind bei Patienten nach einer allogenen HSZT stark erhoht. Th17-Zellen produzieren
auch IL-21, dieses wiederum trdgt zur Bildung von IL-17 bei (Dander et al., 2009).

o ¢ IL17

IL1B, IL6, TGFg ~ T/Tct7

IL23

e

Abb.9. Differenzierung von naiven T-Zellen in Thl7-Zellen. DC, dendritische Zellen, Tn, nai-
ve T-Zellen, Th/Tcl7, T-Helferzellen/zytotoxische T-Zellen (van der Waart et al., 2014).

DC

Tn

Ein weiteres Sekretionsprodukt von Th17-Zellen ist das Zytokin IL-22. Es spielt bei Entziin-
dungen eine paradoxe Rolle, da es sowohl eine schiitzende als auch eine entziindliche Wir-
kung hat. Zum Beispiel schiitzt es einerseits intestinale Stammzellen vor immunvermittelter
Schiadigung wihrend einer GvHD-Erkrankung (Hamash et al., 2012), andererseits ist es auch
bei der Pathogenese verschiedener entziindlicher Erkrankungen (z.B. rheumatoider Arthritis)
beteiligt (Geboes et al., 2009). Courturier et al. beobachteten bei Studien an Méusen, dass es
bei einer Injektion von IL-22 zu einem Anstieg von Tregs kommt und dadurch zu einer Bes-
serung der GvHD. Die Produktion von IL-17 wurde dadurch nicht beeinflusst (Courturier et
al., 2013).
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1.8. Macrosialin (CD68) bei einer GYHD

CD68 ist ein Oberflachenprotein, welches hauptsdchlich von Monozyten und Makrophagen
exprimiert wird. Traditionell wird CD68 als zytochemischer Marker zur Immunférbung von
Monozyten / Makrophagen bei der histochemischen Analysen von entziindeten Geweben,
Tumorgeweben und anderen immunhistopathologischen Anwendungen genutzt (Greaves &
Gordon, 2002). CD68 allein oder in Kombination mit anderen Zellmarkern zeigte einen guten
pradiktiven Wert als prognostischer Marker fiir das Uberleben bei Tumorpatienten. Es wird
als tumor-assoziierter diagnostischer und prognostischer Marker bzw. zur Identifizierung von
Neoplasmen mit Makrophagen-Abstammung verwendet und kann auch von Tumorzellen aus
anderen Abstammungslinien exprimiert werden. CD68* Makrophagen werden als tumorasso-
ziierte Makrophagen (TAMs) bezeichnet. TAMs erwerben immunsuppressive Eigenschaften
und hemmen die zytotoxische Aktivitdt von CD8* T-Zellen in Tumoren (Shabo & Svanvik,
2011). CD68* kann in Makrophagen, die auf Entziindungsreize reagieren, signifikant hochre-
guliert werden und es ist in der Lage modifiziertes LDL, Phosphatidylserin und apoptotische
Zellen zu binden (Ramprasad et al.,1996). Des Weiteren hat es strukturelle Ahnlichkeiten mit
Lysosomen-assoziierten Membranproteinen (LAMPs) und gehort zur LAMP-Familie der
Glykoprotein (Holness et al., 1993). Die Funktion von CD68 bei Entziindungen und Karzino-
genese ist trotz seiner routineméfBigen Verwendung als immunochemischer Marker fiir Mak-
rophagen und andere mononukledre Phagozyten nur unzureichend untersucht. Die Expression
von CD68 bleibt ein wichtiges Instrument fiir die Beurteilung des Tumorgrades, der Maligni-
tat, des Fortschreitens und des metastasierten Potenzials eines Tumors. Der Beitrag von CD68
zur Immunitit muss noch untersucht werden. Es scheint, dass CD68 keine zentrale Rolle bei

der Regulierung angeborener und adaptiver Immunantworten spielt (Christiakov et al., 2017).
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2. Fragestellung und Zielsetzung

Die ¢cGVHD der Mundschleimhaut und des Gastrointestinaltrakts ist eine schwere, die Le-
bensqualitit stark beeinflussende Komplikation nach allogener HSZT. Die cGvHD wirkt sich
auf die Speichelzusammensetzung und den Speichelfluss aus. Das sIgA stellt einen wichtigen
Bestandteil des Speichels und gastrointestinaler Sekrete dar und wirkt als Schutzbarriere auf
den Schleimhiuten. In dieser Arbeit wird untersucht, welchen Einfluss die ¢cGvHD auf die
Konzentration des sIgA im Speichel nach einer allogenen HSZT hat und ob eine Korrelation
mit dem Schweregrad einer oralen cGvHD besteht. Des Weiteren wird der Zusammenhang
zwischen ausgewéhlten Biomarkern in der Mundschleimhaut bzw. in der Darmschleimhaut
und dem Schweregrad einer oralen und/oder intestinalen GvHD untersucht, um herauszufin-
den, ob diese Biomarker als frithes Diagnosemerkmal einer GvHD fungieren konnen und
folglich eine Prophylaxe bzw. eine zeitige TherapiemaBBnahme ermoglichen, um schwere Ver-

laufsformen zu verhindern.

Im Einzelnen stellten sich folgende Fragen:

1. Wie verhilt sich die Konzentration des sIgA im Speichel im Verlauf nach einer allogenen

HSZT?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Konzentration des sIgA im Speichel nach HSZT

und dem Schweregrad einer oralen cGvHD?
3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Konzentration ausgewéhlter Biomarker in der

Mundschleimhaut bzw. in der Darmschleimhaut und dem Schweregrad einer oralen

und/oder intestinalen GvHD?
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3. Patienten und Methodik

3.1. Patientenkollektiv

Aus der Klinik fiir Innere Medizin III des Klinikums der Universitdt Regensburg wurden 49
Patienten rekrutiert, die sich aufgrund hdmatologischer Vorerkrankungen im Zeitraum von 3
Jahren einer allogenen HSZT unterzogen hatten und als Folge eine GvHD entwickelten. Als
Transplantationsparameter wurden das Datum der HSZT, Patientenalter zum Zeitpunkt der
HSZT, der Spendertyp (Familienspender/Fremdspender) und das Geschlecht der transplan-
tierten Patienten dokumentiert. 22 Patienten hatten einen HLA- identischen Familienspender,
27 Patienten einen HLA-kompatiblen Fremdspender. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt
der HSZT lag zwischen 19 und 68 Jahren. 36 Patienten waren ménnlich (73%) und 13 Patien-
ten weiblich (27%).

3.2. Klinische Parameter

In Bezug auf die klinischen Charakteristika wurden folgende Parameter dokumentiert: Das
Biopsiedatum, das Erstauftreten einer oralen cGvHD nach HSZT (in Tagen), die klinische
und histologische Auspriagung der aufgetretenen cGvHD und die nachfolgende Therapiemal-
nahme. Des Weiteren wurden die SpeichelflieBrate, das Speichelvolumen vor und nach
HSZT, die Konzentration an sIgA vor HSZT und die des sIgA im Speichel nach HSZT sowie
die immunhistochemischen Parameter (oral/intestinal) bestimmt und dokumentiert. Die Diag-
nosestellung der oralen cGvHD erfolgte nach dem NIH Oral Mucosal Score (NIH-OMS)
(Bassim et al., 2014), in dem der Schweregrad und die klinisch sichtbaren Anzeichen beriick-
sichtigt wurden. Als GvHD-Prophylaxe und GvHD-Therapie wurden hauptséchlich Glucocor-
ticoide, Calcineurin-Inhibitoren und Mycophenolat Mofetil (MMF) separat oder in Kombina-

tion gegeben. Es erfolgte eine topische und/oder systemische Therapie.
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Tabb.6. Patientencharakteristika

Beobachtungszeitraum: 12/2001- 04/2014

Patientenanzahl 49
Geschlecht
Mainnlich 36
Weiblich 13
Alter 19 bis 68 (Mittel 43,5 Jahre)
Diagnose Anzahl
ALL 3
AML 23
MDS 2
Mb. Hodgkin 3
T-NHL 3
CML 2
Fanconi Andmie 1
Plasmozytom 2
Multiples Myelom 4
OMF 2
B-CLL 2
B-NHL 1
B-ALL 1
Spender
Familienspender 22
Fremdspender 27
Orale cGVvHD

Grad 1 (mild) 24
Grad 2 (moderat) 17
Grad 3 (schwer) 4
Keine orale cGvHD 4
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3.3. Biopsie der Mundschleimhaut und SpeichelflieBrate

Um die Diagnose cGvHD histologisch zu sichern, wurde bei allen 49 Patienten in der Polikli-
nik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Uniklinikums Regensburg eine Gewebepro-
be (Inzisionsbiopsie) aus der betroffenen Wangenschleimhaut entnommen. Dies erfolgte unter
ortlicher Betdubung der Wangenschleimhaut mittels Infiltrationsanésthesie und spindelformi-
ger Schnittfiihrung intercalar mit einem Minimaldurchmesser von Smm. Fiir den Wundver-
schluss wurde nicht resorbierbares Nahtmaterial der Starke 4-0 verwendet. Die Nédhte wurden
nach vollstindiger Wundheilung frithestens nach 7 und spitestens nach 10 Tagen entfernt.
Unmittelbar vor der Gewebsentnahme wurde die SpeichelflieBrate bei allen 49 Patienten mit-
tels Sialometrie bestimmt. Die Patienten wurden angewiesen eine Stunde vor diesem Test
alles zu unterlassen, was Einfluss auf die Speichelsekretion hat, also nichts essen, trinken,
nicht rauchen, nicht Kaugummi kauen und keine MundhygienemalBBnahmen zu betreiben. Fiir
die Bestimmung der stimulierten SpeichelflieBrate sollte der Patient im aufrechten Sitz den
Kopf leicht nach vorne beugen. Die Patienten bekamen Paraffin-Kautabletten um den Spei-
chelfluss anzuregen. Bei einer Frequenz von einer Kaubewegung pro Sekunde sollte der Spei-
chel fiir 5 min gesammelt werden. Die produzierte Speichelmenge wurde in einen Messbecher
abgegeben und es wurde die Speichelmenge anhand eines kalibrierten Gefdlles abgemessen.
Aufgrund von individuellen Schwankungen (z.B. abhéngig von Hydratationszustand) bei der
Speichelsekretion ist ein gesichertes Vorliegen einer Hyposalivation schwierig festzumachen.
Basierend auf Studien ist eine Hyposalivation definiert durch eine unstimulierte Speichelflie3-
rate von weniger als 0,1 ml/min und eine stimulierten SpeichelflieBrate von weniger als 0,5-

0,7 ml/min (Dawes, 2004; Sreebny, 2000).
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3.4. Bestimmung des sIgA

Es erfolgte die Bestimmung des sIgA mittels Laser- Nephelometrie. Dieses Verfahren ermog-
licht eine sichere und schnelle Bestimmung von Immunglobulinen mittels Messung der relati-
ven Lichtbrechung einer konstanten Lichtquelle, wenn diese auf Fliissigkeitspartikel trifft.
Diese Partikel stellen das sIgA dar, die Losung den Speichel. Vor der Messung erfolgte eine
Vibration der Kiivetten, um die Losungen durchzumischen und anschlieBend die Lichtbre-
chung zu messen. Diese wird in Bezug auf eine Standardkurve gemessen, wobei die Brechung
der Lichtquelle proportional zum Gehalt an sIgA-Partikeln ist. 80% der im Speichel sezernier-
ten Immunglobuline gehdren der Klasse A an. Trotz individueller Variabilitdt hat sich als
Normwert an sIgA 8-12mg/dl durchgesetzt (Murphy, 2018). Es wurde bei 49 Patienten die
Konzentration an sIgA vor HSZT und die Konzentration an sIgA im Speichel nach HSZT

bestimmt und dokumentiert.

3.5. Biomarkerbestimmung fiir die Mundschleimhaut und den Gastrointes-

tinalstrakt

Die Biopsieentnahme erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik bei Verdacht auf eine akute
GvHD im Darm mittels Koloskopie und im Mund mittels Inzisionsbiopsie der betroffenen
Mundschleimhaut von ausgebildeten Arzten des Universititsklinikums Regensburg. Die ent-
nommenen Gewebeproben wurden am Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Re-
gensburg gelagert, 24 Stunden lang in 4% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. An-
schlieBend wurden Schnitte mit einer Dicke von 2-4 um hergestellt und mittels Himatoxylin

(Hadmalaun) und Eosin gefarbt.
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3.5.1. Immunhistochemie und Immunofluoreszenz

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode um mittels Antigen-Antikérper-Erkennung

spezifische Antigene in Geweben oder Zellen zu lokalisieren. Die Antikorper wurden mit dem

Ventana Benchmark und Ultra View Kit am Institut fiir Pathologie des Universitédtsklinikums

Regensburg gefarbt. Der Ventana Ultra View Kit ist ein indirektes, biotinfreies System zum

Nachweis von Maus-IgG und Maus-IgM mit primédren Kaninchenantikérpern. Das Kit dient

zur Identifizierung von Zellen durch IHC in Formalin-fixierten, paraffineingebetteten und

gefrorenen Geweben. Folgende Antikorper wurden mittels Ventana Ultra View geférbt:

Tabb.7.
CD4 (Sp35) Fa. Ventana Best.Nr. 790-4423 Pur
Vorbehandlung CCl1
CD8 (Sp57) Fa. Ventana Best.Nr. 790-4460 1:2
Vorbehandlung CCl1
CD68 (PG-M1) Fa. Dako Best.Nr. M0876 1:200
Vorbehandlung CCl1
FoxP3 Fa eBioscience Best.Nr. 14-4777-80 1:75
Vorbehandlung CCl1
MIB 1 (Mibl) Fa. Dako Best.Nr. M7240 1:100
Vorbehandlung CCl1

IL-17 wurde manuell mittels indirekter Immunhistochemie PAP (Peroxidase-Anti-Peroxidase

Technik) gefarbt. Die Gegenfarbung erfolgte mittels Himalaun:

Tabb. 8.
IL-17 Fa. RD Systems Best.Nr. AF-317-NA 1:25

Vorbehandlung MW
Sek. Antikorper: Fa. Sigma Best.Nr. A4174-1 1:50

Anti-Goat HRP konju-
giert
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Bei allen Biomarkern wurden der Gesamtwert der positiven Zellen ausgewertet. IL-17 wurde
separat fiir Stromazellen und intraepitheliale Zellen bestimmt, wobei nur die intrapithelialen
Zellen in die Auswertung miteinbezogen wurden. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ
auf einer Skala von 0-3. Diese Skala entspricht iibersetzt 0 = keine positiven Zellen, 0,5 =
einzelne wenige positive Zellen, 1 = geringe positive Zellen, 2 = miBig positive Zellen, 3 =

deutlich vermehrte positive Zellen.

Abb. 10. Immunhistochemische Darstellung der CD4* T-Zellen in der Mundschleimhaut. CD4*
T-Zellen im Epithel und im subepithelialen Stroma durch DAB (braun) dargestellt, Gegenfdir-
bung durch Hdmatoxylin (schwach blau) zur Darstellung der negativen Zellen im Gewebe. A)
Semiquantitativer Score 0,5 B) Semiquantitativer Score 1 C) Semiquantitativer Score 2 D)
Semiquantitativer Score 3. Die Bilder wurden in 200facher Vergrofserung aufgenommen.
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Abb.11. Immunhistochemische Darstellung der FoxP3* Zellen in der Mundschleimhaut.
FoxP3* Zellen im Epithel und im subepithelialen Stroma durch DAB (braun) dargestellt, Ge-
genfirbung durch Hdamatoxylin (schwach blau) zur Darstellung der negativen Zellen im Ge-
webe. A) Semiquantitativer Score 0,5 B) Semiquantitativer Score 1 C) Semiquantitativer
Score 2 D) Semiquantitativer Score 3. Die Bilder wurden in 200facher Vergrofserung aufge-
nommen.

3.6. Statistische Verfahren

Es wurden 49 Patientendatensétze in die Untersuchung aufgenommen. Die Daten wurden aus
dem SAP des Uniklinikums Regensburg gesammelt und mit Microsoft Excel 2013 weiterver-
arbeitet. Die gesammelten Daten wurden per Hand in eine erstellte SPSS-Tabelle iibertragen
und mittels IBM SPSS 24 ausgewertet und analysiert. Bei fehlenden Werten wurden einzelne
Tests mit listenweisem Fallausschluss durchgefiihrt. Das heiit fehlende Werte wurden nicht
in die jeweilige Berechnung aufgenommen . Die Hypothesentests wurden mittels T-Test fiir
verbundene Stichproben und Univariate Varianzanalyse (ANOVA) auf einem Signifikanzni-
veau von 0<.05 durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels der entsprechenden Verfahren

(Shapiro-Wilk Test) auf Normalverteilung getestet. Der Shapiro-Wilk Test wurde fiir alle
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erhobenen Biomarker nicht signifikant, womit die Normalverteilung nicht angenommen wer-
den kann. Deshalb wurden bei allen statistischen Verfahren zusétzlich jeweils entsprechende
nicht parametrische Tests berechnet (Mann-Whitney-U / Kolmogorow-Smirnov). Auf einem
Signifikanzniveau a <.05 flihrte keiner der nicht parametrischen Tests zu einer anderen Tes-
tentscheidung als das korrespondierende parametrische Verfahren. Daher werden im Folgen-

den ausschlieBlich die Ergebnisse der linearen parametrischen Testverfahren berichtet.
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4. Ergebnisse

Diese Arbeit stellt eine retrospektive Analyse von 49 Patienten dar, die im Zeitraum von 3
Jahren am Klinikum der Universitit Regensburg eine allogene HSZT erhalten haben und als
Folge an einer oralen und/oder intestinalen GvHD erkrankten. Das Erstauftreten der oralen
c¢GvHD manifestierte sich bei 37 von 45 Patienten nach dem Tag 100 post transplantationem,
bei 4 Patienten bereits innerhalb von 100 Tagen nach HSZT und bei 4 Patienten wurde der
Tag des erstmaligen Auftretens nicht dokumentiert. Von 49 Patienten hatten 24 eine milde
Ausprigung, 17 eine moderate und 4 Patienten litten an einer schweren oralen cGvHD der
Mundschleimhaut. Vier Patienten entwickelten keine orale cGvHD. Bei Betrachtung der kli-
nischen Manifestationen zeigte sich, dass der Grofteil der Patienten an Ulzerationen und
lichenoiden Lésionen litten. Genauer betrachtet und statistisch ausgewertet wurden die Kon-
zentrationen des sIgAs im Speichel im zeitlichen Zusammenhang zur HSZT und die Anzahl

ausgewahlter Biomarker im Vergleich zum Schweregrad einer GVHD.

4.1. Fragestellung 1: Wie verhilt sich die Konzentration des sIgA im Spei-

chel im Verlauf nach einer allogenen HSZT.

Es wurde bei 49 Patienten die Konzentration des sIgAs sowohl vor HSZT, als auch nach
HSZT dokumentiert (Konzentrationen in pg/ml). Mittels T-Test bei verbundenen Stichproben
wurden die Mittelwerte der Konzentration des sIgAs vor HSZT (n = 22, M = 810,46, SD =
896,10) und die Konzentration des sIgAs nach HSZT (n = 22, M = 600, 30, SD = 821,48)
miteinander verglichen und untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen
und dem Zeitpunkt der HSZT besteht. 27 Félle konnten nicht beriicksichtigt werden, da sie in
mindestens einer der beiden Variablen einen fehlenden Wert aufwiesen. Mittels T-Test bei
gepaarten Stichproben konnte hinsichtlich der Konzentrationen des sIgA im Speichel im Ver-
gleich vor allogener HSZT versus nach allogener HSZT kein signifikanter Unterschied ge-
funden werden. In der Grafik lésst sich allerdings eine tendenziell verminderte Konzentration

an slgA im Speichel nach HSZT erkennen.
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Abb. 12. Verhdltnis der Konzentration an sIgA in ug/ml vor und nach HSZT.

Tabb.9. Vergleich der Konzentration von slgA im Speichel vor und nach HSZT in ug/ml.

n Mittelwert Std.-Abweichung p-Wert
vor HSZT 22 810,46 896,10
nach HSZT 22 600,30 821,48 213
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Abb.13. Verhdltnis der Konzentrationen an slgA im Speichel der Patienten vor und nach
HSZT (in ug/mi).

4.2. Fragestellung 2: Besteht ein Zusammenhang zwischen der Konzentra-
tion des sIgAs im Speichel nach HSZT und dem Schweregrad der oralen
cGvHD.

Insgesamt konnten 29 Fille von 49 Patienten beriicksichtigt werden, da die iibrigen 20 Patien-
ten aufgrund von fehlenden Werten ausgeschlossen werden mussten. Der Zusammenhang
zwischen der Konzentration des sIgA im Speichel nach HSZT und dem Schweregrad der ora-
len cGvHD wurde mittels einfaktorieller ANOVA untersucht. Es wurden die Konzentrationen
an sIgA im Speichel nach HSZT von Patienten mit einer oralen cGvHD Grad 1 und mit einer
oralen GVHD Grad 2-3 verglichen. Das Ergebnis war gerade noch nicht statistisch signifikant
(p = .083). Allerdings zeigte sich, dass Patienten, welche an einer milden oralen cGvHD
(Grad 1) erkrankten (n=16) im Mittel eine hohere Konzentration an sIgA im Speichel (M =
831,40 pg/ml) hatten, als jene Patienten, die an einer moderaten oder schweren oralen cGvHD
(Grad 2-3) (n=13) litten (M = 336,25 pg/ml). Es kann vermutet werden, dass der Schweregrad

einer oralen cGvHD und die Konzentration von sIgA im Speichel nach HSZT assoziiert sind.
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Abb. 14. Verhdltnis der Konzentration von sIgA nach HSZT in Bezug auf den Schweregrad
einer oralen cGvHD.

Tabb.10. Konzentration von sIgA (ug/ml) im Speichel nach HSZT im Verhdltnis zum Schwe-
regrad einer oralen cGvHD (Grad 1-3).

n Mittelwert Std.-Abweichung p-Wert
Grad 1 16 831,40, 901,69 083
Grad 2-3 13 336,25 455,56 '

4.3. Fragestellung 3: Besteht ein Zusammenhang zwischen der Anzahl aus-
gewihlter Biomarker und dem Schweregrad einer oralen bzw. intestinalen

GvHD.

Es wurden zusétzlich zu den 49 Patienten, welche eine orale cGvHD entwickelten, 41 Patien-
ten miteinbezogen. Von denen erkrankten ca. die Hélfte (21 Patienten) an einer intestinalen

GvHD. Es wurde der Zusammenhang zwischen der Dichte der ausgewdhlten Biomarker und
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den Schweregraden sowohl bei einer oralen als auch bei einer intestinalen GvHD untersucht.
Dazu wurden Patienten ohne GvHD und Patienten die eine GVHD Grad 1 oder Grad 2-3 ent-
wickelten beriicksichtigt. Dieser Vergleich wurde separat sowohl fiir die Mundschleimhaut,
als auch fiir die Darmschleimhaut vollzogen und mittels Nichtparametrischer Tests (Kruskal-
Wallis Test, Mann-Whitney Test) berechnet. In Bezug auf den Schweregrad wurden aufgrund
der geringen Fallzahl Patienten mit GVHD Grad 2 und Grad 3 zusammengefasst. In den Ver-
gleich miteinbezogen wurden die Biomarker CD4, CD8, CD68, MIB, FoxP3 und IL-17. Alle
positiven Zellen wurden im Zeiss Axioscope 40- Mikroskop analysiert und semiquantitativ

auf einer Skala von 0-3 angegeben.

4.3.1. Vergleich der Infiltration von CD4* T-Zellen bei Patienten mit und

ohne oraler cGvHD.

Die Anzahl von CD4* T-Zellen zwischen Patienten die keine orale cGVHD (n=1) entwickel-
ten und denen die an einer orale cGVHD Grad 1 (n=19) erkrankten wurden verglichen. Eine
hohere Anzahl an CD4* T-Zellen konnte bei einem Nichtauftreten einer oralen cGvHD nach-
gewiesen werden. Mit dem Auftreten einer oralen cGvHD Grad 1 sank die Anzahl an CD4*
T-Zellen in der Mundschleimhaut. Der Vergleich zeigte statistisch kein signifikant differentes
Ergebnis. Patienten mit einer oralen cGvHD Grad 2-3 zeigten eine leicht erhhte Anzahl an
CD4*T-Zellen im Vergleich zu Patienten mit einer oralen cGvHD Grad 1. Sowohl der Ver-
gleich keine orale cGvHD (n=1) versus eine orale cGvHD Grad 2-3 (n=17) als auch der Ver-
gleich innerhalb der Schweregrade (orale cGvHD Grad 1 versus Grad 2-3) konnten keine sig-

nifikanten Ergebnisse zeigen.
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Tabb.11. Vergleich der Dichte an CD4* T-Zellen zwischen den einzelnen Schweregraden
bei einer oralen cGvHD

CD4
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD Grad 1 1 19 3,00 1,00 0,71 p=.110
Keine GVHD Grad 2-3 1 17 3,00 1,00 0,79 p=.109
Grad 1 Grad2-3 19 17 1,00 1,00 0,71 0,79 p=.423

Abb. 15. Immunhistochemische Darstellung der CD4* T-Zellen in der Mundschleimhaut
A) Semiquantitativer Score 1 ,B) Semiquantitativer Score 3. Die Bilder wurden in 200facher
Vergrofserung aufgenommen.

4.3.2. Vergleich der Infiltration von CD4* T-Zellen bei Patienten mit und

ohne intestinale GvHD.

Patienten, bei denen eine intestinale GvHD Grad 1 (n=6) diagnostiziert wurde, zeigten im
Vergleich zu Patienten ohne intestinale GVHD (n=20) eine leicht erhohte Dichte an CD4* T-
Zellen. Bei einer Verschlechterung der intestinalen GvHD (Grad 2-3, n=14) konnte im Ver-
gleich zu Patienten mit einer intestinalen GVHD Grad 1 eine geringere Infiltration von CD4*
T-Zellen beobachtet werden. Patienten ohne intestinale GVHD verglichen mit denen, die eine

intestinale GvHD Grad 2-3 entwickelten zeigten eine anndhernd gleich hohe Dichte
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an CD4* T-Zellen. Alle Vergleiche an CD4* T-Zell-Infiltrate innerhalb der Schweregrade

zeigten allerdings keine signifikanten Unterschiede.

Tabb.12. Vergleich der Dichte an CD4* T-Zellen zwischen den einzelnen Schweregraden bei
einer intestinalen GvHD

CD4
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GvHD Grad 1 20 6 1,50 2,00 0,77 1,37 p=.534
Keine GvHD Grad2-3 20 14 1,50 1,00 0,77 0,55 p =.464
Grad 1 Grad 2-3 6 14 2,00 1,00 1,37 0,55 p=.385
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Abb.16. Verhdltnis Biomarker CD4 und Schweregrad orale und intestinale GvHD.
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4.3.3. Vergleich der Infiltration von CD8* T-Zellen bei Patienten mit und

ohne oraler cGvHD.

Generell konnte beobachtet werden, dass Patienten ohne orale cGvHD (n=1) eine hoéhere
Dichte an CD8* T-Zellen aufwiesen, als jene Patienten mit einer oralen cGvHD Grad 1
(n=18). bzw. Grad 2-3 (n=16). Genauer betrachtet zeigte nur der Vergleich der Anzahl an
CD8* T-Zellen zwischen keiner oraler cGvhD und einer oralen cGvHD Grad 1 einen margi-
nal signifikanten Unterschied. Alle anderen Vergleiche (keine orale cGvHD versus Grad 1
bzw. orale cGVvHD Grad 1 versus orale cGVHD Grad 2-3) zeigten keinen statistisch signifi-

kanten Zusammenhang.

Tabb.13. Vergleich der Dichte an CD8* T-Zellen zwischen den einzelnen Schweregraden
bei einer oralen cGvHD.

CD8

Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test

Keine GvHD Grad 1 1 18 1,50 0,50 0,44 p=.091
Keine GvHD  Grad 2-3 1 16 1,50 0,50 0,58 p=.201

Grad 1 Grad 2-3 18 16 0,50 0,50 0,44 0,58 p=.620
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Abb.17. Immunhistochemische Darstellung der CD8* T-Zellen in der Mundschleimhaut
A) Semiquantitativer Score 1 ,B) Semiquantitativer Score 3. Die Bilder wurden in 200facher
Vergrofserung aufgenommen.
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4.3.4. Vergleich der Infiltration von CD8* T-Zellen bei Patienten mit und

ohne intestinaler GvHD.

Es konnte gezeigt werden, dass im Gastrointestinaltrakt eine hohere Anzahl an CD8* T-Zellen
vorhanden waren als in der Mundschleimhaut. Bei Patienten ohne intestinale GVHD Erkran-
kung (n=20) verglichen mit Patienten, die eine intestinale GVHD Grad 2-3 (n=14) entwickel-
ten, wurde eine anndhernd gleich hohe Dichte an CD8* T-Zellen beobachtet. Im Gegensatz
dazu konnte bei Patienten mit einer intestinalen GvHD Grad 1 (n=6) im Vergleich zu Patien-
ten ohne eine intestinale GVHD bzw. bei solchen mit intestinaler GVHD Grad 2-3 ein héherer
Anteil von CD8*T-Zellen festgestellt werden. Die Vergleiche zeigten allerdings keine statis-

tisch signifikanten Unterschiede.

Tabb.14. Vergleich der Dichte an CD8* T-Zellen zwischen den einzelnen Schweregraden
bei einer intestinalen GvHD.

CD8
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD  Grad 1 20 6 1,00 1,50 0,64 1,11 p=.424
Keine GVHD  Grad 2-3 20 14 1,00 1,00 0,64 0,49 p=.852
Grad 1 Grad 2-3 6 14 1,50 1,00 1,11 0,49 p=.409
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Abb.18. Verhdltnis Biomarker CD8 zum Schweregrad einer oralen/intestinalen GvHD.

4.3.5. Vergleich der Infiltration von CD68*-Zellen und Ki-67*-Zellen bei Pa-

tienten mit und ohne oraler cGvHD.

Wie im Folgenden (Abb.21.) gezeigt, ist die Anzahl an CD68* Makrophagen in der Mund-
schleimhaut zum Zeitpunkt der Bestimmung niedriger als im Gastrointestinaltrakt. In Bezug
auf eine orale cGVHD konnte gezeigt werden, dass Patienten sowohl mit einer oralen cGvHD
Grad 1 (n=19) als auch einer oralen cGvHD Grad 2-3 (n=17) eine anndhernd gleiche Dichte
an CD68* Makrophagen aufwiesen. Im Vergleich zu Patienten ohne eine oral cGvHD Erkran-
kung (n=1) konnte eine verminderte Infiltration an CD68* Makrophagen beobachtet werden.
Die Vergleiche beziiglich der Infiltration an CD68* Makrophagen bei Patienten ohne orale
c¢GvHD und solchen mit einer oralen GVHD Grad 1 oder einer oralen cGvHD Grad 2-3 zeig-
ten marginal signifikante Unterschiede. Vergleiche innerhalb der Schweregrade (Grad 1 ver-

sus Grad 2-3) waren statistisch nicht signifikant.
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Tabb.15. Vergleich der Dichte an CD68 zwischen den einzelnen Schweregraden bei einer
oralen cGvHD.

CD68
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD  Grad 1 1 19 3,00 0,50 0,60 p=.087
Keine GVHD  Grad 2-3 1 17 3,00 1,00 0,75 p=.093
Grad 1 Grad 2-3 19 17 0,50 1,00 0,60 0,75 p=.946
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Abb.19. Immunhistochemische Darstellung der CD68* Zellen in der Mundschleimhaut
A) Semiquantitativer Score 0,5 ,B) Semiquantitativer Score 3. Die Bilder wurden in 200facher
Vergrofserung aufgenommen.

MIB bezeichnet den Klon des Antikorpers Ki-67. Dieses Protein tritt in allen Phasen der Zell-
teilung auf, wodurch es einen Hinweis auf schnell proliferierendes Gewebe gibt. In der
Mundschleimhaut war auffillig, dass mit dem Auftreten einer oralen cGvHD die Dichte an
proliferationsaktiven Zellen stark sank und mit dem Schweregrad anndhernd gleich blieb.
Sowohl der Vergleich zwischen Patienten ohne orale cGvHD (n=1) mit denen einer oralen
cGVvHD (Grad 1, n=19 und Grad 2-3, n=16) als auch der Vergleich innerhalb der Schweregra-

de zeigte keine signifikanten Ergebnisse.
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Tabb.16. Vergleich der Dichte an proliferationsaktiven Zellen zwischen den einzelnen Schwe-
regraden bei einer oralen GvHD.

MIB
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD  Grad 1 1 19 2,00 1,00 0,39 p=.840
Keine GVHD  Grad 2-3 1 16 2,00 1,00 0,44 p=.860
Grad 1 Grad 2-3 19 16 1,00 1,00 0,39 0,44 p=.986
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Abb.20. Immunhistochemische Darstellung der Ki-67* Zellen in der Mundschleimhaut
A) Semiquantitativer Score 0,5, B) Semiquantitativer Score 2. Die Bilder wurden in
200facher Vergrofierung aufgenommen.

4.3.6. Vergleich der Infiltration von CD68*-Zellen und Ki-67*-Zellen bei Pa-

tienten mit und ohne intestinaler GvHD.

Intestinal stieg die Anzahl an CD68*-Zellen bei einer intestinalen GvHD an und sank mit stei-
gendem Schweregrad leicht ab. Patienten mit einer intestinalen GvHD Erkrankung Grad 2-3
(n=14) hatten 1m Vergleich zu Patienten, die keine intestinale GVHD (n=20) entwickelt hat-
ten, eine signifikant hohere Infiltration an CD68* Makrophagen. Bei einer intestinalen GVHD
Grad 1 im Vergleich zu Patienten ohne intestinale GVHD kam es zu einer marginal signifikan-
ten Erhohung an CD68* Makrophagen. Innerhalb der Schweregrade (Vergleich Grad 1 versus
Grad 2-3) konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Tabb.17. Vergleich der Dichte an CD68 zwischen den einzelnen Schweregraden bei einer
intestinalen GvHD.

CD68
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GvHD  Grad 1 20 6 1,50 2,25 0,47 0.92 p=-.104
Keine GvHD  Grad 2-3 20 14 1,50 2,00 0,47 0,50 p=.017
Grad 1 Grad 2-3 6 14 2,25 2,00 0,92 0,50 p=.451
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Abb.21. Verhdltnis Biomarker CD68 zum Schweregrad einer oralen/intestinalen GvHD.

Die Proliferationsrate stieg mit Auftreten einer intestinalen GVHD an. Allerdings nahm diese
mit dem Schweregrad wieder leicht ab. Sowohl der Vergleich der Proliferationsrate bei Pati-
enten ohne intestinaler GvHD mit denen, welche eine intestinale GVHD Grad 1 bzw. Grad 2-3
entwickelten, als auch der Vergleich innerhalb der Schweregrade ergaben im Bezug auf Ki-

67*-Zellen keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Tabb.18. Vergleich der Dichte an proliferationsaktiven Zellen zwischen den einzelnen Schwe-
regraden bei einer intestinalen GvHD.

MIB
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD  Grad 1 20 5 1,75 2,00 0,80 1,24 p=.556
Keine GVHD  Grad 2-3 20 14 1,75 1,75 0,80 0,55 p=.843
Grad 1 Grad 2-3 5 14 2,00 1,75 1,24 0,55 p=.508
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Abb.22. Verhdltnis proliferationsaktiver Zellen zum Schweregrad einer oralen/intestinalen
GvHD.
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4.3.7. Vergleich der Infiltration von FoxP3*-Zellen bei Patienten mit und

ohne oraler cGvHD.

Zum Zeitpunkt der Bestimmung zeigte sich vor allem bei Patienten ohne GvHD (n=1) in der
Mundschleimhaut ein erhohter Wert an FoxP3*-Zellen im Vergleich zu jenen, bei denen eine
orale cGVHD Grad 1 (n=19) bzw. eine orale cGVHD Grad 2-3 (n=17) diagnostiziert wurde.
Der Vergleich keine orale cGvHD versus orale cGvHD Grad 1 zeigte einen marginal signifi-
kanten Unterschied. Keine orale cGvhD verglichen mit einer oralen cGvHD Grad 2-3 zeigte
kein signifikantes Ergebnis. Bei einem Auftreten einer oralen cGvHD Grad 2-3 erhéhte sich
im Vergleich zu einer oralen cGvHD Grad 1 die Dichte an FoxP3*-Zellen leicht. Diese Be-

obachtung zeigte allerdings kein signifikantes Ergebnis.

Tabb.19. Vergleich der Dichte an FoxP3 zwischen den einzelnen Schweregraden bei einer
oralen cGvHD.

FoxP3
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD Grad 1 1 19 2,50 0,50 0,59 p=.082
Keine GVHD  Grad 2-3 1 17 2,50 1,00 0,72 p=.137
Grad 1 Grad 2-3 19 17 0,50 1,00 0,59 0,72 p=.243
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Abb.23. Immunhistochemische Darstellung der FoxP3*Zellen in der Mundschleimhaut
A) Semiquantitativer Score 0,5 ,B) Semiquantitativer Score 2. Die Bilder wurden in 200facher
Vergrofserung aufgenommen.

4.3.8. Vergleich der Infiltration von FoxP3*-Zellen bei Patienten mit und

ohne intestinaler GvHD.

Das Diagramm in Abbildung 24 verdeutlicht, dass im Gastrointestinaltrakt die Infiltration an
FoxP3*-Zellen generell niedriger war als in der Mundschleimhaut. Intestinal stieg die Dichte
an FoxP3*-Zellen bei Patienten mit intestinaler GvHD Grad 1 an und verringerte sich bei Pa-
tienten mit intestinaler GVHD Grad 2-3. Der Anstieg an FoxP3 infiltrierenden Zellen bei Pati-
enten mit intestinaler GvHD Grad 1 (n=6) im Vergleich zu Patienten, die keine intestinale
GvHD entwickelten (n=1) war marginal signifikant. Innerhalb der Schweregrade (Grad 1 ver-
sus Grad 2-3) zeigte der Vergleich der Dichte an FoxP3*-Zellen auch einen marginal signifi-
kanten Unterschied. Wenn man Patienten ohne intestinale GvHD (n=1) mit Patienten, die eine
intestinale GVHD Grad 2-3 (n=14) entwickelten vergleicht, war auffillig, dass eine annihernd
gleiche Dichte an FoxP3*-Zellen zu beobachten war. Der statistische Vergleich (keine GVHD

versus Grad 2-3) war allerdings nicht signifikant.
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Tabb.20.Vergleich der Dichte an FoxP3 zwischen den einzelnen Schweregraden bei einer
intestinalen GvHD.

FoxP3
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GvHD Grad 1 20 6 0,00 0,50 0,38 0.81 p=.081
Keine GvHD  Grad 2-3 20 14 0,00 0,00 0,38 0,38 p=.930
Grad 1 Grad 2-3 6 14 0,50 0,00 0,81 0,38 p=.092
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Abb.24. Verhdltnis der Dichte an Tregs zum Schweregrad einer oralen und intestinalen
GvHD mittels Nachweis von Biomarker FoxP3.
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4.3.9. Vergleich der Infiltration von IL-17* Zellen bei Patienten mit und oh-

ne oraler cGvHD.

Wenn man die Dichte an IL-17* Zellen in Abbildung 26 betrachtet, wird ersichtlich, dass die
Dichte an IL-17* Zellen in der Mundschleimhaut deutlich niedriger war als in der intestinalen
Schleimhaut. Beim Auftreten einer oralen cGvHD Grad 1 erhohte sich oral die Anzahl an IL-
17+ Zellen leicht und stieg mit dem Schweregrad (orale GvHD Grad 2-3) kontinuierlich an.
Das Verhiltnis der Dichte an IL-17* Zellen bei Patienten ohne orale cGvHD und Patienten
mit einer oralen cGvHD Grad 1 zeigte keinen signifikanten Unterschied. Es konnte auch kein
signifikanter Zusammenhang im Bezug auf den Vergleich zwischen der Dichte an IL-17* Zel-
len bei Patienten ohne orale cGvHD und Patienten mit oraler cGVHD Grad 2-3 bzw. zwischen

den Schweregraden (Grad 1 versus Grad 2-3) festgestellt werden.

Tabb.21. Vergleich der Dichte an IL-17* Zellen zwischen den einzelnen Schweregraden bei
einer oralen GvHD.

IL17
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD  Grad 1 1 17 0,00 0,00 0,12 p=.808
Keine GVHD  Grad 2-3 1 16 0,00 0,00 0,27 p=.716
Grad 1 Grad 2-3 17 16 0,00 0,00 0,12 0,27 p=.493
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Abb.25. Immunhistochemische Darstellung der intraepithelialen IL-17* Zellen in der Mund-
schleimhaut A) Semiquantitativer Score 0,5, B) Semiquantitativer Score 1. Die Bilder wurden
in 200facher Vergrofserung aufgenommen.

4.3.10. Vergleich der Infiltration von IL-17* Zellen bei Patienten mit und

ohne intestinaler GvHD.

Das Verhiltnis von IL-17* Zellen zum Schweregrad im Gastrointestinaltrakt zeigte einen
starken, aber nicht signifikanten Abfall mit dem Auftreten einer intestinalen GvHD Grad 1
und einen leichten nicht signifikanten Wiederanstieg mit steigendem Schweregrad (Grad 2-3).
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Infiltration von IL-17* Zellen und

dem Schweregrad einer intestinalen GvHD beobachtet werden.

Tabb.22. Vergleich der Dichte an IL-17* Zellen zwischen den einzelnen Schweregraden bei
einer intestinalen GvHD.

IL17
Vergleich n Median Std.-Abweichung Mann-
Whitney-Test
Keine GVHD  Grad 1 19 6 0,50 0,00 0,40 0,26 p=.107
Keine GVHD  Grad 2-3 19 14 0,50 0,50 0,40 0,31 p=.597
Grad 1 Grad 2-3 6 14 0,00 0,50 0,26 0,31 p=.193
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Abb.26. Anteil IL-17* Zellen in Abhdngigkeit vom Schweregrad einer oralen und intestinalen
GvHD.

AbschlieBend muss einschrinkend gesagt werden, dass aufgrund der geringen Fallzahl das
Signifikanzniveau in Bezug auf den Vergleich zwischen der Anzahl ausgewéhlten Biomarker
und dem Schweregrad einer intestinalen oder oralen GvHD héufig trotz bestehender Unter-

schiede nicht erreicht werden konnte.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die wenig bekannte Rolle von sIgA und diversen ausgewéhlten Bi-
omarkern in Bezug auf das Entstehen einer oralen cGvHD zu untersuchen. Dabei sollte die
Frage, wie sich die Konzentration von sIgA im Verlauf nach einer HSZT verhilt, ndher be-
trachtet werden. Des Weiteren stellte sich die Frage nach einem mdoglichen Zusammenhang
zwischen der Konzentration von sIgA im Speichel nach HSZT und dem Schweregrad einer
oralen cGvHD sowie die Anzahl ausgewihlter Biomarker in Bezug auf den Schweregrad ei-
ner oralen und/oder intestinalen GvHD. Im Folgenden werden die gefundenen Ergebnisse mit
Daten aus der Literatur verglichen. Bisher gibt es allerdings nur wenige Arbeitsgruppen, die
sich mit der Konzentration von sIgA im Speichel nach HSZT und mit Biomarkern in Biopsien

von Patienten mit oraler bzw. intestinaler GVHD beschéftigten.

5.1. Die Relation zwischen der Konzentration von sIgA im Speichel vor und

nach HSZT.

Betrachtet man die Konzentrationen von sIgA im Speichel vor und nach HSZT in Abbildung
12, wird ersichtlich, dass sich eine tendenziell verminderte Konzentration an sIgA nach HSZT
erkennen ldsst. Dies wire auch klinisch erklédrbar, da der Speichelfluss vor HSZT im Gegen-
satz zum Zustand nach HSZT noch nicht beeintridchtigt war und daher die sIgA Konzentratio-
nen normal waren. Es konnte allerdings mittels T-Test bei gepaarten Stichproben hinsichtlich
der Konzentrationen von sIgA im Speichel kein signifikanter Unterschied in Bezug auf den
Zeitpunkt der HSZT gezeigt werden. Die vorhergehende Konditionierungstherapie scheint bei
unseren Patienten keinen wesentlichen Einfluss auf die sIgA Konzentration gehabt zu haben.
Dies konnte daran liegen, dass in der vorliegenden Cohorte keine Patienten mit nicht-
myeloablativer Konditionierung untersucht wurden, so dass davon auszugehen ist, dass der
Austausch des Empfiangerimmunsystems gegen das des Spenders bei den Patienten unabhén-
gig von der Konditionierung in einem vergleichbaren Zeitrahmen erfolgte und die Konditio-
nierung auch bei Dosis-reduzierter Konditionierung eine Reduktion von sIgA bewirkte. I-
manguli et. al. untersuchten Speichelproteinverdnderungen vor und nach allogener HSZT. Es
wurde deutlich, dass eine allogene HSZT ldngerfristige Verdnderungen im Speichelprotein

mit sich bringt, die fiir die angeborene Immunantwort von Bedeutung ist. Genauer untersucht

61



und mittels ELISA nach Herstellerangaben bestimmt wurden Lactoferrin, Sekretorischer Leu

kozyten Protease Inhibitor (SLPI), sIgA und f2-Mikroglobulin. In Bezug auf die Konditionie-
rungstherapie und den Konzentrationen von sIgA im Speichel konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen myeloablativen und nicht myeloablativen Konditionierungsregimen
beobachtet werden. Hinsichtlich des Zeitpunktes der HSZT kam es 1 Monat nach HSZT im
Vergleich zu vor HSZT zu einem signifikanten Abfall der sIgA Konzentration im Speichel.
Allerdings kam es zu einem Wiederanstieg der sIgA Konzentrationen im Speichel 6 Monate
nach HSZT Die Werte waren denen vor HSZT &hnlich und zeigten eine Riickkehr zu norma-
len sIgA Konzentrationen im Vergleich zu dem Niveau vor HSZT. Diese Daten legen nahe,
dass sIgA im Speichel relativ rasch regeneriert und damit die Voraussetzung fiir eine Auf-
rechterhaltung der Homoostase in der Mundhdhle schafft. So wird beispielsweise ein Zusam-
menhang zwischen erniedrigten sIgA Konzentrationen im Speichel nach HSZT und einer er-
hohten Schleimhautpermeabilitdt vermutet (Imanguli et al., 2007). Ein wichtiger Grund fiir
erniedrigte sIgA Spiegel nach HSZT im Speichel konnte eine massive Schiadigung der Spei-
cheldriisen sein. Dies wurde bereits intensiv von Izutsu et al. erforscht. Nach allogener HSZT
wurden Biopsien von 12 Patienten mit schwerer cGVHD entnommen und mit Biopsien von 10
gesunden Patienten, die nach allogener HSZT bzw. syngener HSZT keine cGvHD entwickelt
haben, verglichen. Es konnte beobachtet werden, dass eine Beteiligung der Speicheldriisen bei
cGVvHD mit erniedrigten oder sogar fehlenden Konzentrationen an sIgA, anorganischen Phos-
phat, verminderter SpeichelflieBrate und erhohten Konzentrationen von Natrium, Albumin
und IgG einherging. Ein Mangel an sIgA im Speichel wird auerdem mit einem vermehrten
Auftreten sinubronchialer Infektionen wihrend einer cGvHD in Verbindung gebracht. Im
Gegensatz dazu zeigten Patienten ohne cGvHD normale sIgA Spiegel und Elektrolytzusam-

mensetzung im Speichel (Izutsu et al., 1983).
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5.2. Die Relation der sIgA Konzentration im Speichel nach HSZT und dem

Schweregrad einer oralen cGvHD.

Wir haben die Konzentrationen von sIgA im Speichel nach HSZT mit dem Auftreten einer
oralen cGvHD beziiglich des Schweregrades in Verbindung gesetzt. Es konnte bei Patienten
mit oraler cGVHD Grad 2-3 eine Tendenz zu niedrigeren sIgA-Konzentrationen im Speichel
nach HSZT im Vergleich zu Patienten mit oraler cGvHD Grad 1 beobachtet werden. Wir
konnten klinisch einen gewissen Zusammenhang feststellen, allerdings konnte das Signifi-
kanzniveau nicht erreicht werden. Ein Grund dafiir konnte die geringe Fallzahl sein (n=29)
bzw. die geringe Anzahl an Patienten mit oraler cGVHD Grad 2-3 (n=13). Bereits Izutsu et al.
beschrieben 1983 bei einer extensiven oralen cGvHD eine stark verminderte Konzentration
an sIgA im Speichel. Des Weiteren wurden eine verminderte Konzentration an Albumin und
erhohte IgG Konzentrationen im Speichel beobachtet. Diese erhdhten Konzentrationen waren
reversibel mit einem verminderten Auftreten einer Entziindung (Izutsu et al., 1983). Im Ge-
gensatz dazu konnten Larsen et al. feststellen, dass bei Patienten mit OLP die Konzentration
an slgA im Speichel hoher war im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (Larsen et al.,
2017) Beziiglich Speicheldriisenbeteiligung bei einer oralen cGvHD beschéftigten sich Nagler
et al. sehr intensiv und beschrieben eine Schidigung sowohl der kleinen als auch der groflen
Speicheldriisen. Diese intensive Beteiligung und der daraus resultierende verminderte Spei-
chelfluss spiegelten die Schwere einer GvHD-Erkrankung wider (R. M. Nagler & Nagler,
2004a). Bereits 2003 stellten Nagler et al. fest, dass bei einer cGvHD die Speicheldriisenbetei-
ligung friih auftritt und schwerwiegende Folgen wie z.B. eine rasche Abnahme des Speichel-
flusses fiir den Patienten hat. Eine Erholung im 1. Jahr nach HSZT konnte bei Patienten mit

GvHD nicht verzeichnet werden (A. Nagler et al., 2003).
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5.3. Zusammenhang zwischen der Anzahl ausgewihlter Biomarker und

dem Schweregrad einer oralen bzw. intestinalen GvHD.

Um eine frithzeitige Therapie und eine Prophylaxe zu ermdglichen, wird das Thema Bio-
markerbestimmung im Rahmen der GvHD-Forschung immer wichtiger. Biomarker sind cha-
rakteristische biologische Merkmale, die objektiv gemessen werden und auf einen gesunden
biologischen oder krankhaften Prozess im Koérper hinweisen konnen. In unserer Studie wur-
den die Biomarker CD4, CDS8, CD68, MIB, FoxP3 und IL-17 genauer betrachtet. Es wurde
der Zusammenhang zwischen der Dichte dieser ausgewdéhlten Biomarker und den Schwere-
graden sowohl bei einer oralen als auch bei einer intestinalen GvHD untersucht. Dazu wurden
Patienten ohne GvHD und Patienten die eine orale bzw. intestinale GVHD Grad 1 oder Grad
2-3 entwickelten beriicksichtigt und miteinander verglichen. Diese Vergleiche wurden separat

sowohl fiir die Mundschleimhaut, als auch fiir die Darmschleimhaut vollzogen.

5.3.1. Infiltration von CD4* T-Zellen und CDS8* T-Zellen bei Patienten mit

und ohne einer oralen bzw. intestinalen GvHD.

In unserer Studie konnten sowohl beim Vergleich der Dichte an CD4* T-Zellen bei Patienten
ohne eine orale cGvHD mit Patienten, die eine orale cGvHD entwickelten (Grad 1 bzw. Grad
2-3) als auch beim Vergleich innerhalb der Schweregrade (Grad 1 versus Grad 2-3) keine
signifikanten Ergebnisse gezeigt werden. Bei Patienten mit intestinaler GVHD Grad 1 wurde
im Vergleich zu Patienten ohne intestinale GvHD eine hohere Dichte an CD4+ T-Zellen nach-
gewiesen, wiahrend bei einer intestinalen GvHD Grad 2-3 eine verringerte Dichte an CD4* T-
Zellen bestand. Alle Vergleiche zeigten im Bezug auf die Dichte der CD4* T-Zellen innerhalb
der Schweregrade keine signifikanten Unterschiede. Wenn man die Ergebnisse graphisch be-
trachtet fiel auf, dass sich die Anzahl an CD4* T-Zellen in der Mundschleimhaut im Vergleich
zur Darmschleimhaut gegensétzlich verhielt. So zeigten Patienten ohne orale cGvHD eine
stark erhohte Anzahl an CD4* T-Zellen im Vergleich zu Patienten mit cGvHD. CD4* T-
Zellen verkorpern unter anderem das zelluldre Immunsystem und spielen bei der Regulation
der humoralen Immunitit eine wichtige Rolle. Man kann vermuten, dass diejenigen Patienten,

die keine orale cGVHD entwickelten, erhhte Werte an CD4* T-Zellen aufgrund einer besse-

64



ren humoralen Immunantwort aufwiesen. Auf der anderen Seite wurde die Expansion von
CD4* T-Zellen im peripheren Blut als wichtiger Biomarker im Rahmen einer GVHD belegt
(Schultz et al.,2006). Patienten mit intestinaler GVHD bekamen neben der medikamentdsen
GvHD-Prophylaxe eine systemische Therapie mit hoch dosiertem Kortison. Diese Medikation
konnte auch die Regeneration der CD4*- und CD8* T-Zellen stark beeintrdchtigt haben. Beim
Vergleich der Infiltration von CD8* T-Zellen bei Patienten mit und ohne oraler GvHD zeigte
nur der Vergleich der Anzahl an CD8* T-Zellen zwischen keiner oraler cGvHD und einer
oralen cGvHD Grad 1 einen marginal signifikanten Unterschied. Im Gastrointestinaltrakt
zeigten die Vergleiche dagegen keine statistisch signifikanten Zusammenhinge. Es konnte
lediglich gezeigt werden, dass im Gastrointestinaltrakt eine hohere Anzahl an CD8* T-Zellen
vorhanden war als in der Mundschleimhaut. CD4* T-Zellen und CD8* T-Zellen spielen eine
essentielle Rolle bei einer GVHD, weil sie einen essentiellen Bestandteil der erworbenen Im-
munitit reprasentieren. Bereits 1992 verglichen Mattson et al. Biopsien der Mundschleimhaut
von Patienten mit oraler cGVHD nach einer HSZT und denen von Patienten mit Oralen Li-
chen Planus (OLP) und einer Kontrollgruppe von gesunden Patienten sowie Biopsien von
Patienten vor einer HSZT. Das Verhiltnis von CD4* zu CD8* T-Zellen in allen Gruppen vari-
ierte zwischen 4:1 vor HSZT und 6:1 nach HSZT mit bereits entwickelter oraler cGvHD. Bei
Patienten mit OLP zeigte sich ein Verhéltnis von 5:1. Auflerdem zeigten die Biopsien der
Patienten mit cGvHD eine Korrelation zwischen Infiltration von zytotoxischen T-Zellen und
dem Schweregrad der GVHD (Mattsson et al., 1992). Dies steht im Einklang mit unseren Un-
tersuchungen. Einen anderen Vergleich in Bezug auf CD4* und CD8* T-Zellen zog Hiroki et
al. Er setzte aufgrund des &dhnlichen Krankheitsbildes das Sjogren-Syndrom der oralen
cGvHD gegeniiber. Es konnten beim Sjogren-Syndrom vermehrt CD4* T-Lymphozyten beo-
bachtet werden. Dies ldsst sich u.a. durch die Beteiligung des B-Zell-Systems mit dem Nach-
weis von Autoantikorpern erkldren. Bei der oralen cGvHD waren dagegen CD8* T-Zellen
vorherrschend (Hiroki et al., 1996) wobei darauf hingewiesen werden muss, dass bei der ora-
len cGvHD zwei unterschiedliche Organsysteme (Speicheldriisen und Schleimhaut) betroffen
sein konnen, die eine unterschiedliche Pathophysiologie aufweisen konnen. Briiggen et al.
untersuchten 2014 in einer Studie mit 65 Patienten, die sich einer HSZT unterzogen hatten,
die unterschiedlichen T-Zellmuster, welche akute und chronische Formen einer GvHD der
Haut charakterisieren. Bei einer akuten GvHD der Haut kam es zu einem Anstieg von CD3*
T-Zellen, der sich sowohl auf die CD4*- als auch auf die CD8* Subpopulation auswirkte, je-

doch nicht auf T-Zellen vom regulatorischen Phanotyp und auf NK T-Zellen. Jedoch waren
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bei einer lichenoiden cGvHD der Haut CD8* T-Zellen vorherrschend. Bei einer sklerosieren-
den cGvHD der Haut wurden sowohl CD4+ als auch CD8* T-Zellen und eine erhebliche An-
zahl an Mastzellen beobachtet (Briiggen et al.,2014). Die Untersuchungen von Pidala et al.
betonten, dass eine diagnostizierte cGvHD mit einer Verdnderung der Immunzellpopulationen
verbunden ist. Unter anderem kommt es zur einer erhdhten Anzahl an CD3* T-Zellen (Sowohl
CD4*-als auch CD8* T-Zellen) (Pidala, Sarwal, Roedder, & Lee, 2014). Diese Aussage unter-
stiitzt unsere Untersuchungen. Li et al. kamen zu dem Ergebnis, dass es in Bezug auf die
Dichte an CD4* T-Zellen zwischen Patienten mit einer cGvHD und Patienten ohne ein

c¢GvHD keinen Unterschied gibt (Li et al.,2010).

5.3.2. Infiltration von CD68* Makrophagen und Ki-67*-Zellen bei Patienten

mit und ohne einer oralen bzw. intestinalen GvHD.

Bereits in der Routine-Histologie ist eine Beteiligung von Makrophagen an den entziindlichen
Infiltraten einer GvHD feststellbar. Deshalb wurden die oralen und gastrointestinalen Biop-
sien mit Antikorpern gegen den Makrophagen-Monozyten Marker CD68 immunhistologisch
untersucht. Der Nachweis von CD68 im Gewebe beschreibt die Anzahl von Monozyten, Mak-
rophagen und dendritischen Zellen. Thre Aufgabe ist die Zerstorung korperfremder Struktur
mittels Phagozytose und die Aktivierung der erworbenen Immunabwehr mittels Antigenpra-
sentation (Greaves & Gordon, 2002). Wie in der Abbildung 21 ersichtlich, beinhalteten die
Biopsien sowohl bei einer gastrointestinalen als auch einer oralen cGvHD jeweils reichlich
CD68* Makrophagen, was durch die zu beobachtende Gewebeschiddigung im Rahmen einer
GvHD leicht erklérbar ist. Aus Abbildung 21 geht weiterhin hervor, dass insgesamt intestinal
mehr Monozyten und Makrophagen nachgewiesen werden konnten als in der Mundschleim-
haut. In Bezug auf eine orale cGvHD konnte gezeigt werden, dass Patienten ohne eine orale
cGvHD im Vergleich zu Patienten, die an einer oralen cGvHD Grad 1 bzw. Grad 2-3 litten
eine deutlich hoher Dichte an CD68* Makrophagen zeigten. Dies steht im Widerspruch zu der
Assoziation mit Entziindungen. Dieser Wert kommt vermutlich dadurch zu Stande, dass nur
ein Patient ohne orale GVHD in den Vergleich miteinbezogen wurde und sich dadurch kein
verniinftiger Vergleich ziehen lédsst. Intestinal hingegen zeigten Patienten ohne intestinale
cGVvHD eine signifikant geringere Dichte an CD68* Makrophagen im Vergleich zu Patienten
mit einer oralen cGvHD Grad 2-3. Sato et al. zeigten eine hohere Dichte an CD68* Makro
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phagen bei Patienten mit einer cGvHD bzw. OLP als bei einer gesunden Kontrollgruppe (Sato
et al., 2006). Da bei einer GVHD Grad 2-3 die durch Entziindungen zu beobachtende Gewe-
beschadigung hoher ist als bei Patienten ohne eine GvHD ist dieser Unterschied in der Anzahl
an Makrophagen leicht erkldrbar. Der immunhistologische Nachweis von CD68* Makropha-
gen kdnnte daher eine Bedeutung fiir die Differentialdiagnostik der GVHD besitzen. Ahnliche
Ergebnisse konnten wir in Bezug auf das Proliferations-assoziierte Antigen Ki-67 beobachten.
Ki-67 tritt in allen Phasen der Zellteilung auf und zeigt schnell proliferierendes Gewebe an.
Wihrend einer GVHD des Gastrointestinaltraktes konnte im Vergleich zur Mundschleimhaut
eine erhohte Zellproliferation beobachtet werden, was durch Regenerationsvorgédnge zu erkla-
ren ist. Im Bezug auf den Schweregrad konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt wer-
den. Imanguli et al. hingegen beschrieben in einer Studie eine erhohte Proliferation von T-
Zellen bei Patienten mit schwerer oraler cGvHD mittels Nachweis von Ki-67 (Imanguli et al.,

2009).

5.3.3. Infiltration von FoxP3*-Zellen bei Patienten mit und ohne einer ora-

len bzw. intestinalen GvHD.

Der Transkriptionsfaktor FoxP3 charakterisiert Tregs. Wéhrend einer GVHD kommt es zu
einer unkontrollierten T-Zell vermittelten Entziindungsreaktion, die u.a. durch einen Mangel
von FoxP3* regulatorischen T- Zellen erkldrbar sein konnte. Wir konnten beobachten, dass es
sowohl bei Patienten ohne orale cGvHD zum Zeitpunkt der Biopsie als auch bei Patienten, die
eine orale cGvHD entwickelt haben im Vergleich zu einer intestinalen GvHD hoheren Kon-
zentrationen an FoxP3* T-Zellen nachweisbar waren, was wahrscheinlich durch die spezielle
Physiologie der Mundschleimhaut zu erkldren ist. Allerdings waren sowohl die Vergleiche
zwischen Patienten mit und ohne GvHD oral als auch intestinal statistisch nicht signifikant.
Auffillig war, dass Patienten ohne orale cGvHD eine stark erhohte Dichte an FoxP3* T-
Zellen der Mundschleimhaut zeigten. Dies deutet auf ein physiologisches immunregulatori-
sches Geschehen in der Mundschleimhaut nach HSZT hin. Die Infiltration von Tregs bei Pati-
enten mit histologischen und klinischen Anzeichen einer GVHD der Darmschleimhaut stieg
zunéchst an und fiel mit steigendem Schweregrad. Der Anstieg an FoxP3 infiltrierenden Zel-
len bei Patienten mit intestinaler GVHD Grad 1 im Vergleich zu Patienten, die keine intestina-

le GVHD entwickelten war marginal signifikant. Ratajcak et. al berichtete, dass die Dichte an
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FoxP3*-Zellen wihrend einer GVHD anstieg was im Einklang mit unserer Beobachtung in
Bezug auf die GvHD der Darmschleimhaut steht (Ratajczak et al., 2010). Es kann angenom-
men werden, dass der Anstieg von FoxP3*-Zellen ein gegenregulierender Mechanismus von
T-Zellen darstellt, um eine Entziindung wihrend einer GvHD zu unterdriicken. Der Abfall
von FoxP3+*-Zellen bei schwerer intestinaler GVHD konnte durch die intensive Immunsupp-
ression bedingt sein, die bei schwerer intestinaler GVHD eingesetzt wird. Im Gegensatz dazu
wird die orale cGvHD deutlich weniger intensiv behandelt. Auch muss bei der Interpretation
der Daten beachtet werden, dass die gastrointestinale GVHD eher friih nach HSZT auftritt,
wihrend die orale cGvHD in der Regel frithestens 3 Monaten nach HSZT beginnt. Zu Beden-
ken ist, dass Patienten mit einer gastrointestinalen GvHD in der Regel mit einer Kombination
aus Cylosporin A und Prednisolon behandelt werden. Cyclosporin verhindert spezifisch und
reversibel die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen, die Synthese und Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-2), sowie die T-Zell vermittelte Aktivierung von B-
Zellen und deren Antikorperproduktion. AuBlerdem werden die Aktivierung und Proliferation
von CD8* T-Zellen blockiert. Vor allem die Suppression von IL-2, welches ein essentieller
Wachstumsfaktor fiir Tregs ist, konnte eine Erkldrung fiir die im Diagramm ersichtliche ver-
minderte Infiltration von Tregs bei Patienten nach HSZT auch ohne Auftreten einer GvHD
sein. Dagegen erhalten deutlich weniger Patienten mit oraler cGvHD Cyclosporin. Diese Be-
funde liefern einen indirekten Hinweis, dass die Unterdriickung des Immunsystems mittels
Immunsuppressiva eine supprimierende Wirkung auf die regulatorischen FoxP3+*-Zellen bei
GvHD Patienten haben konnte. Des Weiteren weisen neuere Daten darauf hin, dass eine An-
tibiose zur Bekdmpfung oder Prophylaxe von bakteriellen Infektionen eine GvHD eher for-
dert (Holler et al., 2014). Da in unserer Studie die Antibiotikagabe der Patienten mit GVHD
nicht beriicksichtigt wurde, kann dieser Effekt nicht in unsere Interpretation miteinbezogen
werden. Imanguli et. al. haben die Haufigkeit und die Funktion von FoxP3*-Zellen im Blut
und Gewebe von Patienten mit cGVHD verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass die
Gesamtanzahl von FoxP3* Zellen mit zunehmender T-Zell-Infiltration ansteigt. Eine weitere
wichtige Erkenntnis war, dass die Anzahl an FoxP3*-Zellen in der Mundschleimhaut bei ora-
ler cGVHD im Vergleich zu Patienten mit cGvHD ohne orale Beteiligung stark erhoht war
(Imanguli et al., 2014). Mittels Mausmodellen konnte man feststellen, dass Treg-Zellen eine
wichtige Rolle bei der Pravention von cGvHD spielen und dass ein Transfer von frisch iso-
lierten oder ex vivo expandierten CD4*CD25* T-Zellen eine GvHD verhindern konnte
(Hoffmann, Ermann, Edinger, Fathman, & Strober, 2002; Taylor , Lees, & Blazar, 2002). Bei
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Menschen war es allerdings schwierig, eine direkte Korrelation zwischen Zahlen und Funkti-
on von Tregs und dem GvHD Schweregrad herzustellen. Manche Studien zeigten, dass Pati-
enten mit GVHD eine deutlich erhhte Anzahl an Tregs hatten (Young, DuTemple, Phillips, &
Zhang, 2003), andere hingegen berichteten von verminderten Konzentrationen an Tregs bei
einer GVHD (Clark et al., 2004). Eine CD4* Effektor T-Zellaktivierung ist mit einer reaktiven
Expansion von FoxP3*-Zellen assoziiert und konnte ein Grund fiir die erhdhten Treg-Werte
sein (Meignin et al., 2005). Weitere detaillierte Studien sind nétig, um die genaue Rolle von
FoxP3* Tregs bei einer cGvHD zu untersuchen. Man sollte auch bedenken, dass das Enzym
Indolamin -2,3- Dioxygenase (IDO) eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Tregs spielt.
IDO wirkt als Katalysator bei der Umwandlung von der essentiellen Aminosdure Tryptophan
zu Kynurenin. Kynurenin ist ein Agonist fiir den Aryl Hydrocarbon Rezeptor (AHR), der
wiederum zur Entstehung von Tregs erforderlich ist (Baban et al., 2009) Eine genaue Unter-
suchung und ein Vergleich der Konzentrationen des regulatorischen Enzyms IDO wéhrend

einer intestinalen und einer oralen cGvHD bedarf weiterer Untersuchungen.

5.3.4. Infiltration von IL-17* Zellen bei Patienten mit und ohne einer oralen

bzw. intestinalen GvHD.

Eine weitere wichtige Funktion im Rahmen einer GvHD erfiillen die Th17-Zellen. Besonders
das proinflammatorische Zytokin IL-17, ein Sekretionsprodukt der Th17-Zellen, ist in den
letzten Jahren im Rahmen einer GvHD in den Vordergrund geriickt. Mehrere Studien be-
schreiben die entziindliche Wirkung von IL-17 wihrend einer GvHD im Mausmodell
(Henden & Hill, 2015; Kappel et al., 2009). In unseren Untersuchungen beobachteten wir eine
von einer GVHD unabhingig hohere Konzentration an IL-17* Zellen im Darmepithel im Ver-
gleich zur Mundschleimhaut. Anders als erwartet kam es im Gastrointestinaltrakt beim Auf-
treten einer intestinalen GvHD zu einem starken, aber nicht signifikanten Abfall der Dichte an
IL-17* Zellen und zu einem Wiederanstieg der Dichte mit steigendem Schweregrad. Es ist
bekannt, dass eine verringerte Dichte an IL-17* Zellen zu einer héheren transplantationsbe-
dingten Mortalitdt fiihrt (Ghimire, 2017). In der Mundschleimhaut stiegen IL-17* Zellen mit
steigendem Schweregrad kontinuierlich an, allerdings konnten keine signifikanten Zusam-

menhédnge beschrieben werden. Zu Bedenken ist, dass es auch zu einer IL-17-Produktion
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durch Nicht-T-Zellpopulationen kommen kann. Es wurde eine neue Art von Immunzellen
identifiziert. Diese Zellen werden als innate lymphoide Zellen (ILCs) bezeichnet und haben
eine zentrale Bedeutung beim Erhalt der epithelialen Integritdt und der Gewebeimmunitét
(Hazenberg & Spits, 2014). Sie produzieren dhnliche Zytokine und Transkriptionsfaktoren
(u.a. IL-17) und spiegeln dadurch die Helfer T-Zell-Funktion wieder. Man vermutet, dass
ILCs durch die Produktion von T-Zell-verwandter Zytokine die angeborene Immunantwort
ergdnzen, um bei frilhen Infektionen die Abwehr zu verstirken (Walker, Barlow, &
McKenzie, 2013). Im Dickdarmepithel wurde bereits versucht IL-17* Zellen besser zu charak-
terisieren. Es wurden Proben auf IL-17+* CD4* Zellen mittels Doppelfarbung untersucht. An-
ders als erwartet, waren alle im Dickdarm identifizierten IL-17* Zellen CD4 negativ. Dies
wird als erster klinischer Nachweis gesehen, dass IL-17* Zellen im Dickdarm von Nicht-T-
Zellen produziert werden und moglicherweise angeborenen Ursprungs sind (Ghimire, 2017).
Um die Rolle des angeborenen IL-17 bei einer GvHD zu verstehen, ist es notwendig seine
Heterogenitit zu verstehen. Interessant wire in Bezug auf eine orale cGvHD, inwieweit die
IL-17* Zellen CD4 positiv oder CD4 negativ sind und die Produktion von IL-17 in der Mund-
schleimhaut durch T-Zellen oder andere IL-17 exprimierende Zellpopulationen erfolgt. Es ist
bekannt, dass Patienten mit einer cGvHD an einer die Lebensqualitit einschrinkender Fibrose
leiden. Alexander et al. beobachteten eine durch eine erhohte Dichte von IL-17* Zellen und
einer M-CSF1-abhiangigen Akkumulation von Makrophagen entstehende Fibrose in Haut und
Lunge. Eine Hemmung der Th17-Differenzierung und von M-CSF1 konnte fiir die Pravention
und Behandlung von cGVHD von hoher Relevanz sein (Alexander et al., 2014). Die Hem-
mung von terminalen Zytokinen, die an der Fibrose beteiligt sind, wie TGF-£ und IL-13, stel-
len zusitzliche Ziele dar; Die TGF-£-Inhibition ist jedoch problematisch, da sie eine wichtige

Rolle bei der Treg-Hamostase spielt (Banovic et al., 2005).

Nur wenige Studien haben versucht, den Einfluss der Behandlung mit Immunsuppressiva auf
die beobachteten Biomarker zwischen ¢cGvHD und nicht cGvHD zu untersuchen, da Patienten
mit cGvHD héufig mit mehreren Immunsuppressiva behandelt wurden, wéhrend Patienten
ohne cGvHD oft nicht medikamentds behandelt wurden. Des Weiteren wurden Biomarker
ohne Beriicksichtigung des Auftretens der cGvHD und dem Zeitpunkt der Biopsie nach HSZT
untersucht bzw. ohne Vergleich zu Kontrollgruppen nach HSZT analysiert. Die Zeit von der

HSZT bis zur Biopsie, das Intervall zwischen Probenentnahme und Auftreten einer cGvHD,
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sowie der Grad und die Art der Immunsuppression und kleine limitierte Patientengruppen

wirken sich auf die Ergebnisse aus.

In unsere Untersuchungen konnten zu wenig Patienten mit einbezogen werden. Insbesondere
der Vergleich eines einzelnen Patienten ohne orale GVHD (n=1) mit einer Gruppe von bei-
spielsweise 19 Patienten mit einer oralen GVHD Grad 1 (n=19) ist statistisch gesehen nicht
sinnvoll und wirkt sich auf die Ergebnisse aus. Sinnvoll wire gegebenenfalls auch eine ge-
sunde Kontrollgruppe in den Vergleich mit einzubeziehen, um statistisch sinnvolle Ergebnisse

zeigen zu konnen.
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6. Zusammenfassung

Die GvHD gilt trotz groBer Fortschritte als Hauptkomplikation nach einer HSZT. Es kommt
zu einer ,,Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion® bei der immunkompetente Lymphozyten des
Spenders mit Antigenstrukturen des immunsupprimierten, histoinkompatiblen Empfangers
reagieren. 80% der Patienten mit cGvHD entwickeln eine orale cGvHD, womit die orale
cGVHD einer der héufigsten klinischen Manifestation der cGvHD darstellt. Unterschiedliche
Bereiche in der Kopf-Hals-Region konnen betroffen sein, besonders hédufig allerdings die
Mundschleimhaut und die kleinen und groB3en Speicheldriisen. Folglich spielen die Zusam-
mensetzung des Speichels sowie der durch die Toxizitdt der HSZT verminderte Speichelfluss
eine grole Rolle beim Krankheitsverlauf einer oralen cGvHD. Eine grofle Bedeutung wird
dem sIgA zugeschrieben, das als sekretorischer Antikorper eine Schutzfunktion auf Schleim-
hiuten, sowohl auf der Mundschleimhaut als auch auf der intestinalen Schleimhaut, gegen-
iiber Krankheitserregern einnimmt. Zielsetzung dieser Arbeit war es unter anderem, die Rolle
des slgA in Bezug auf den Zeitpunkt der HSZT und in Bezug auf den Schweregrad einer ora-
len cGvHD néher zu untersuchen. Es wurden von 49 Patienten (36 minnlich, 13 weiblich,
Durchschnittsalter 43,5 Jahre), die sich im Zeitraum von 3 Jahren am Universitdtsklinikum
Regensburg aufgrund einer hdmatologischen Grunderkrankung einer HSZT unterziehen
mussten, Biopsien der Mundschleimhaut und Speichelproben entnommen und die Konzentra-
tionen von sIgA im Speichel bestimmt. Die Konzentrationen von sIgA im Speichel wurden
zudem in zeitlichen Zusammenhang zur HSZT gesetzt. In unserer Studie konnte man eine
tendenziell verminderte Konzentration an sIgA im Speichel nach HSZT erkennen. Statistisch
gesehen konnte kein signifikanter Unterschied der Konzentrationen an sIgA im Speichel bei
dem Vergleich vor und nach HSZT beobachtet werden. Der Vergleich der Konzentration des
slgA im Speichel nach HSZT in Korrelation zum Auftreten einer oralen cGvHD zeigte, dass
bei Patienten mit oraler cGvHD Grad 2-3 eine Tendenz zu niedrigeren sIgA-Konzentrationen
im Speichel nach HSZT im Vergleich zu Patienten mit oraler cGvHD Grad 1 erkennbar wa-
ren, wobei das Signifikanzniveau bei kleiner Stichprobe knapp verfehlt wurde. Des Weiteren
wurde die Dichte ausgewéhlter immunhistochemischer Biomarker wihrend einer gastrointes-
tinalen und oralen GvHD in Bezug auf den Schweregrad untersucht. Dazu wurden Patienten
ohne GvHD und Patienten, die eine GvHD Grad 1 oder Grad 2-3 entwickelten berticksichtigt.
Dieser Vergleich wurde separat sowohl fiir die Mundschleimhaut, als auch fiir die Darm-

schleimhaut vollzogen. In der Mundschleimhaut war aufféllig, dass bei Patienten ohne orale
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cGVvHD eine hohere Anzahl an CD4* T-Zellen im Vergleich zu Patienten mit einer oralen
cGVvHD Grad 1 bzw. Grad 2-3 zu beobachten war. Man kann vermuten, dass diejenigen Pati-
enten, die keine orale cGvHD entwickelt haben, erhohte Werte an CD4* T-Zellen aufgrund
einer besseren humoralen Immunantwort aufwiesen. Mit dem Auftreten einer oralen cGvHD
Grad 1 sank die Anzahl an CD4* T-Zellen in der Mundschleimhaut. Patienten mit einer oralen
c¢GvHD Grad 2-3 zeigten hingegen eine leicht erh6hte Anzahl an CD4* T-Zellen im Vergleich
zu Patienten mit einer oralen cGvHD Grad 1. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei
der oralen GVHD CD4* T-Zellen beteiligt sind. Zu beachten ist dabei die eingeschrénkte Be-
urteilbarkeit auf Grund der kleinen Stichprobe, v.a bei der Variablen keine GVHD (n=1). Gra-
phisch betrachtet fiel auf, dass sich die Anzahl an CD4* T-Zellen in der Mundschleimhaut im
Vergleich zur Darmschleimhaut gegensétzlich verhielt. So zeigten Patienten mit intestinaler
GvHD Grad 1 im Vergleich zu Patienten ohne intestinale GVHD bzw. mit intestinaler GVHD
Grad 2-3 eine hohere Dichte an CD4* T-Zellen. Alle Vergleiche der CD4* T-Zell-Infiltrate
zeigten allerdings sowohl oral als auch intestinal zwischen den einzelnen Schweregraden kei-

ne signifikanten Unterschiede.

Im Vergleich dazu dominierten CD8* T-Zellen im Gastrointestinaltrakt. Es konnte bei Patien-
ten mit einer intestinalen GvHD Grad 1 im Vergleich zu Patienten ohne eine intestinale
GVvHD bzw. bei solchen mit intestinaler GvHD Grad 2-3 ein héherer Anteil von CD8* T-
Zellen festgestellt werden. Dieser Vergleich erreichte allerdings nicht das Signifikanzniveau.
Genauer betrachtet zeigte in der Mundschleimhaut nur der Vergleich der Anzahl an CD8* T-
Zellen zwischen einer oraler cGVHD Grad 1 und keiner oralen cGvHD bei sehr kleiner Stich-
probe einen marginal signifikanten Unterschied. CD4+*T-Zellen und CD8* T-Zellen spielen
eine essentielle Rolle bei einer GVHD, weil sie einen wichtigen Teil der adaptiven Immunitét
repriasentieren. Zu bedenken ist, dass Patienten mit intestinaler GvHD neben der medikamen-
tosen GvHD-Prophylaxe eine systemische Therapie mit hoch dosiertem Kortison bekommen
haben. Diese Medikation konnte auch die Regeneration der CD4* und CD8* T-Zellen stark

beeintrachtigt haben.

CD68* Makrophagen waren sowohl in den gastrointestinalen als auch in oralen Infiltraten zu
finden, was durch die aufgrund von Entziindungen zu beobachtende Gewebeschddigung leicht
erklarbar ist. Insgesamt konnten intestinal mehr Monozyten und Makrophagen nachgewiesen

werden als in der Mundschleimhaut. AuBBerdem zeigten Patienten ohne intestinale GVHD eine
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signifikant geringere Dichte an CD68* Makrophagen im Vergleich zu Patienten mit einer in-
testinalen GVHD Grad 2-3. In Bezug auf eine orale cGvHD konnte graphisch gezeigt werden,
dass Patienten ohne eine orale cGvHD auf Grund der kleinen Stichprobe im Vergleich zu Pa-
tienten, die an einer oralen cGvHD Grad 1 bzw. Grad 2-3 litten eine deutlich héher Dichte an
CD68* Makrophagen zeigten. Die Vergleiche waren statistisch jedoch nur marginal signifi-

kant.

Ahnliche Ergebnisse konnten wir in Bezug auf das Proliferation-assoziierte Antigen Ki-67
beobachten. Wihrend einer GVHD des Gastrointestinaltraktes war die Zellproliferation im
Vergleich zur Mundschleimhaut erhoht, was durch Regenerationsvorgénge zu erkldren ist. In
der Mundschleimhaut hingegen war auffillig, dass mit dem Auftreten einer oralen cGvHD die
Dichte an proliferationsaktiven Zellen stark sank und mit steigendem Schweregrad anndhernd
gleich blieb. Hingegen stieg die Proliferationsrate mit Auftreten einer intestinalen GVHD an
und nahm mit dem Schweregrad wieder leicht ab. Alle Vergleiche sowohl im Bezug auf eine

orale bzw. intestinale GVHD zeigten keine signifikanten Differenzen.

Die Dichte an FoxP3* T-Zellen war sowohl bei Patienten ohne orale cGvHD als auch bei Pa-
tienten, die eine orale cGvVHD entwickelt haben im Vergleich zu einer gastrointestinalen
GvHD hoher. Dies ist wahrscheinlich durch die spezielle Physiologie der Mundschleimhaut
zu erkldren. Allerdings waren sowohl die Vergleiche zwischen den einzelnen Gruppen (mit
und ohne GvHD) oral als auch intestinal statistisch nicht signifikant. Aufféllig war, dass be-
sonders Patienten ohne orale cGVHD eine stark erhohte Dichte von FoxP3*-exprimierenden
T-Zellen zeigten. Es kann angenommen werden, dass FoxP3*regulatorische T-Zellen eine
Rolle bei der Protektion gegeniiber der cGvHD vermitteln, dieser Effekt jedoch nicht voll-
standig vor einer oralen cGvHD schiitzt. Die Infiltration von FoxP3* regulatorische T-Zellen
bei Patienten mit einer intestinalen GvHD stieg zunédchst an und fiel mit steigendem Schwe-
regrad. Es kann angenommen werden, dass der Anstieg von FoxP3* T-Zellen ein gegenregu-
lierender Mechanismus von T-Zellen darstellt, um eine Entziindung wihrend einer GvHD zu
unterdriicken. Der Abfall von FoxP3* T-Zellen bei schwerer intestinaler GVHD konnte durch
die intensive Immunsuppression bedingt sein, die bei schwerer intestinaler GVHD eingesetzt
wird. Im Gegensatz dazu wird die orale cGvHD deutlich weniger intensiv behandelt. Zu Be-
denken ist, dass Patienten mit einer gastrointestinalen GvHD in der Regel mit einer Kombina-

tion aus Cyclosporin A und Prednisolon behandelt werden. Cyclosporin verhindert spezifisch
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und reversibel die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen, die Synthese und Freisetzung

von proinflammatorischen Zytokinen (z.B IL-2), sowie die T-Zell vermittelte Aktivierung von
B-Zellen und deren Antikérperproduktion. Vor allem die Suppression von IL-2, welches ein
essentieller Wachstumsfaktor fiir Tregs ist, konnte eine Erkldrung fiir die im Diagramm er-
sichtliche verminderte Infiltration von Tregs bei Patienten nach HSZT auch ohne Auftreten
einer GVHD sein. Dagegen erhalten deutlich weniger Patienten mit oraler cGvHD Cyclospo-
rin. Ergidnzend wiren eine detailliertere Untersuchung im Verlauf und ein Vergleich der Ex-
pression des regulatorischen Enzym IDO wihrend einer intestinalen GVHD und einer oralen
cGvHD in Bezug auf den Schweregrad sinnvoll. Dies konnte einen neuen bisher nicht be-

kannten regulatorischen Regelkreis reprasentieren.

Wir beobachteten eine von einer GvHD unabhingig héhere Konzentration an IL-17+ Zellen
im Darmepithel im Vergleich zur Mundschleimhaut. Anders als erwartet kam es im Gastroin-
testinaltrakt beim Auftreten einer intestinalen GVHD zu einem starken, aber nicht signifikan-
ten Abfall der Dichte an IL-17* Zellen und zu einem Wiederanstieg der Dichte mit steigen-
dem Schweregrad. In der Mundschleimhaut stieg dagegen die Dichte der IL-17* exprimieren-
den Zellen mit dem Schweregrad kontinuierlich an. Allerdings wurde bei den Vergleichen das
Signifikanzniveau nicht erreicht. Die kiirzlich erfolgte Identifizierung von angeborenen (inna-
te) lymphoiden Zellen (ILCs) und ihre Rolle bei der Produktion von IL-17 zeigt, dass sich das

Kompartiment von IL-17* Zellen nicht allein auf T-Zellen beschrénkt.

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen auf mehreren Ebenen, dass eine GvHD als
eine Dysbalance zwischen der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und der Suppression
regulatorischer Populationen wie z.B. Tregs gesehen werden kann. Eine zentrale Bedeutung
fiir die Verbesserung der GvHD-Prophylaxe und Therapie scheint die Wiederherstellung der
Immunregulation zu sein. Aufgrund der Komplexitdt des Immunsystems und der Reaktionen,
die im Zusammenhang mit GvHD ausgelost werden, gestaltet sich die Identifizierung einzel-
ner und spezifischer Biomarker schwierig. Daher ist es wichtig, bei Studien zu Biomarkern
die klinische Interpretation der GvHD zu beriicksichtigen, um die Datensammlung zu verein-

fachen und einer genauere Interpretation der Ergebnisse zu ermoglichen.
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