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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Pathogenese und Einteilung der GvHD

1.1.1 Inzidenz

Die allogene Stammzelltransplantation (allo-HSCT) umfasst ein potentiell kuratives
Therapiekonzept zur Behandlung erworbener oder genetisch bedingter, benigner und
maligner Stérungen der Hamatopoese. (1) Pro Jahr werden weltweit mehr als 50.000
Stammzelltransplantationen durchgefuhrt. (2) Laut der European Society for Blood and
Marrow Transplantation (EBMT) ist die haufigste Indikation in Europa die akute
myeloische Leukdmie (AML), gefolgt von der akuten lymphoblastischen Leuk&mie
(ALL). (3) Trotz diverser Fortschritte ist die allo-HSCT noch immer mit einer hohen
Morbiditdt und Mortalitat verbunden. Als Hauptursache daftr gilt neben dem hohen
Infektionsrisiko die  Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD), eine gegen das
Empfangergewebe gerichtete zytotoxische Reaktion der gespendeten Immunzellen.
(1,4) Bedingt durch die groRe Anzahl an Einflussfaktoren schwanken die Angaben zur
Inzidenz der GvHD nach einer allo-HSCT stark. Laut dem Handbuch der EBMT
entwickelt sich bei schatzungsweise 40% aller stammzelltransplantierten Patienten eine
akute GVHD (aGvHD), maligeblich beeinflusst durch die Art des Spenders und die
Wahl der GvHD-Prophylaxe. Die chronische GvHD (cGvHD) tritt mit steigender

Tendenz bei ungeféahr 50% der Patienten innerhalb eines Jahres nach allo-HSCT auf.

(1)

1.1.2 Differenzierung zwischen akuter und chronischer Form

Die klassische Einteilung in aGvHD und cGvHD orientiert sich lediglich am zeitlichen
Verlauf: Als Grenze zwischen den beiden Formen gilt eine Zeitdauer von unter oder
uber 100 Tagen bis zur Krankheitsmanifestation nach der allo-HSCT. (1,5) Mittlerweile
spielt jedoch die Einteilung anhand der klinischen Symptomatik eine immer wichtigere
Rolle. Nach den National Institutes of Health (NIH)-Konsensus-Kriterien aus dem Jahr
2005 wird die aGvHD eingeteilt in die klassische aGvHD, die innerhalb von 100 Tagen
nach allo-HSCT auftritt und die persistierende, rekurrierende oder spate aGvHD, welche
sich nach Tag 100 und oft im Rahmen einer Reduzierung der Immunsuppression
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entwickelt. (5) Zusétzlich gibt es die Bezeichnung ,,hyperakute GvHD* fiir eine
Manifestation innerhalb von 14 Tagen nach der allo-HSCT. (6,7) Bei der cGvHD
werden die klassische cGvHD und das ,,overlap syndrome® mit dem gleichzeitigen
Auftreten von Merkmalen der cGvHD und aGvHD unterschieden. (5)

1.1.3 Abgrenzung zum GvL-Effekt

Waéhrend urspringlich angenommen wurde, dass die der allo-HSCT vorausgehende
Konditionierung zur Elimination der malignen Zellen fuhrt, wird der ausschlaggebende
zytotoxische Effekt mittlerweile den Spender-T-Zellen zugeschrieben. Dies bezeichnet
man als Graft-versus-Leukamie (GvL)-Effekt. (1,8,9) Idealerweise wirde nach einer
Stammzelltransplantation ein ausgepragter GvL-Effekt auftreten, welcher alle malignen
Zellen  zerstort, wahrend gleichzeitig keine  Schadigung des gesunden
Empfangergewebes durch eine GvHD auftritt. Somit ist die GvHD als potentiell
lebensbedrohliche Komplikation vom erwiinschten GvL-Effekt abzugrenzen. Allerdings
beruhen beide Reaktionen zum Teil auf den gleichen immunologischen Prozessen. (9,
10) Andererseits gibt es auch Untersuchungen, welche zeigen, dass die Auspragung des
GvL-Effektes auch von der Form der malignen Grunderkrankung abhangt und nicht
immer im Zusammenhang mit dem Schweregrad der GvHD steht. (11) Aus
therapeutischer Sicht wére eine Unterdriickung der GVHD mit gleichzeitigem Erhalt des
GvL-Effekts winschenswert. Voraussetzung dafir sind sensible diagnostische

Verfahren zur frihen Erfassung der entsprechenden Reaktionen.

1.1.4 Grundlagen der Pathogenese

Bilingham formulierte 1966 drei Voraussetzungen fir das Entstehen einer GvHD:
immunologisch kompetente Spenderzellen, von den Antigenen des Spenders
abweichende Antigene des Empfangergewebes und die Unfahigkeit des
Empféangerorganismus, die Spenderzellen zu eliminieren. (12) Diverse Organe, darunter
auch das hamatopoetische System selbst, konnen betroffen sein. (1,4,5) Die
Pathogenese der aGvHD beruht auf drei grundlegenden Schritten. (4) Zuné&chst erfolgt
eine Antigenprasentation unter der Beteiligung von Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und dendritischen Zellen. (13-15) Die Antigenprasentation fihrt im
zweiten Schritt zusammen mit der Ausschuittung proinflammatorischer Zytokine zu

einer Proliferation, Differenzierung und Migration der Spender-T-Lymphozyten. Im
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letzten Schritt erfolgt die Gewebeschédigung durch zytotoxische T-Lymphozyten via
Perforin und Granzym oder die Expression des Fas-Liganden sowie durch reaktive
Sauerstoffspezies der neutrophilen Granulozyten. (4,16,17) Als Effektorzellen gelten in
erster Linie die T-Lymphozyten des Spenders, da die Inzidenz und Schwere der GvHD
nach T-Zell-Depletion erheblich abnimmt. (18) In Anbetracht der Tatsache, dass die
Oberflachenmolekiile des Empfangergewebes kdrperfremde Strukturen fur die Spender-
T-Lymphozyten darstellen, ist deren zytotoxische Reaktion als physiologisch zu
bewerten. (4) Allerdings spielen auch andere Immunzellen wie die regulatorischen T-
Zellen eine wichtige Rolle. (4,19) Daneben tragt die schnelle und gesteigerte
Freisetzung von Zytokinen in der Effektorphase mafgeblich zur Enzindungsreaktion
bei. (4)

1.1.5 Risikofaktoren der GvHD

Ein hohes Risiko fir die Entwicklung einer GvHD stellen Abweichungen der major
histocompatibility complex (MHC)-Molekiile zwischen Spender und Empféanger dar,
deren Analyse die Grundlage fir die Auswahl des Spenders stellt. Unterschieden
werden jeweils drei Antigenstrukturen der Klasse I, HLA-A, -B und -C, und der Klasse
I, HLA-DQ, -DR und -DP, als Genprodukte des HLA-Locus. (20) In der Ublichen
genotypisch HLA-kompatiblen Situation wird die zytotoxische Reaktion im Rahmen
einer GvHD jedoch (ber die Erkennung von Minor-Histokompatibilitatsantigenen
(miHA) im Gewebe des Empfangers induziert, welche bei der Spenderauswahl nicht
bertcksichtigt werden. (4,21,22) Neben dem Patientenalter und dem Stadium der
Grunderkrankung stellt zudem die Art der Konditionierung einen Risikofaktor dar.
Durch die Konditionierung erzeugte Schleimhautschédden im gastrointestinalen Trakt
(GIT) vor der allo-HSCT erhdhen beispielsweise das Risiko fiir die Translokation von
luminalen Antigenen. Deswegen bietet sich die Wahl einer Konditionierung mit
reduzierter Intensitat in Abhangigkeit des Krankheitsstatus als eine klinische Strategie
zur Vermeidung der GvHD an. (4,8)
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1.2 Klinik und Histopathologie der intestinalen GvHD

1.2.1 Klinische Manifestation und Grading der intestinalen GvHD

In einer retrospektiven Analyse von Martin et al. zeigte sich bei Erstmanifestation der
aGVvHD in 54 % der Félle eine Beteiligung des GIT. (23) Die GvHD kann sowohl den
oberen als auch den unteren GIT betreffen. (1,24) Der obere GIT umfasst in diesem Fall
Osophagus und Magen, wiahrend der untere GIT den Diinn- und Dickdarm umfasst.
Eine Beteiligung des unteren GIT ruft Symptome wie Diarrhoe, krampfartige
Schmerzen und Hamatochezie bei fortgeschrittener Schadigung der Schleimhaut hervor.
(1,4,25,26) Die durch eine GvHD hervorgerufene Diarrhoe ist sekretorisch und dauert
auch bei Nahrungskarenz und in der Nacht an. (1,27) Eine Manifestation der GVHD im
unteren GIT wird am haufigsten mit der therapieassoziierten Mortalitat (TRM) nach
einer allo-HSCT in Zusammenhang gebracht. (28) Charakteristische Symptome einer
GVvHD des oberen GIT sind Anorexie, Dyspepsie, Nahrungsmittelunvertraglichkeiten
und Erbrechen. Es konnte beobachtet werden, dass sich eine GvHD vom oberen GIT bei
erfolgloser Therapie in den unteren GIT ausbreiten kann. Eine Lebensbedrohung
besteht durch den Verlust von Flissigkeit, die Entwicklung einer Malabsorption mit
ausgepragtem Gewichtsverlust und die Translokation intestinaler Bakterien mit
nachfolgender Sepsis. (27,29)

Das klinische Grading kann unter anderem nach Glucksberg erfolgen. (30) Das System
basiert im ersten Schritt auf der getrennten Beurteilung von Haut, Leber und GIT. Die
Stadien der einzelnen Organe werden in Form einer Gesamteinstufung
zusammengefasst. Unterschieden werden vier Schweregrade, bezeichnet mit | bis IV.
(25,31,32) Als Einteilungskriterium der GvHD im GIT wird das Volumen und die
Frequenz der Diarrhoe herangezogen. (28) Ein Kritikpunkt des Systems betrifft die
fehlende eindeutige prognostische Aussagekraft des Gesamtgrades durch die
Gleichgewichtung der Organsysteme. Beispielsweise fuhrt sowohl eine isolierte GVHD
Grad IV der Haut als auch des Darmes zu einer Grad-IV-GvHD in der
Gesamtbeurteilung, obwohl im ersten Fall mit einer besseren Prognose zu rechnen ist.
(31) Durch die Verwendung einheitlicher Kriterien nach dem Mount Sinai Acute GVHD
International Consortium (MAGIC) wird eine Standardisierung des Stagings angestrebt,
um die Durchfuhrung von multizentrischen Studien zu erleichtern. Geméal den

Empfehlungen des MAGIC sollte zusétzlich ein Konfidenz-Level angegeben werden.
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Dafur werden Faktoren wie die histopathologische Diagnostik und mdgliche
Differentialdiagnosen bericksichtigt. Basierend darauf wird das Konfidenz-Level der
GvHD-Diagnose als ,negativ, ,moglich®, ,wahrscheinlich“ oder ,bestitigt”

angegeben. (28)

1.2.2 Histopathologische Merkmale und Gradeinteilung nach Lerner

Die Entnahme einer Gewebeprobe im Rahmen einer Osophagogastroduodenoskopie,
Koloskopie oder Rektoskopie dient zur Sicherung der Diagnose bei Verdacht auf eine
GvHD mit Beteiligung des GIT. (33) Eine Rektum-Biopsie gilt als besonders sensitiv
und spezifisch und hat den héchsten positiv und negativ pradikativen Wert. (24) Die
histologische Einstufung sollte anhand der am schwersten betroffenen Areale erfolgen.
Beurteilt werden die fir eine GvHD typischen Verdnderungen wie die Anzahl der
Apoptosen, Kryptendestruktion und Kryptenverlust, Epitheldenudierungen, aber auch
die im Rahmen anderer Erkrankungen auftretenden Veranderungen wie
Entziindungszeichen, Kryptenabszesse und Pseudomembranen. Wichtig ist der
Ausschluss von Differentialdiagnosen, darunter eine schwere Infektion mit dem
Cytomegalievirus oder Schleimhautschdden durch die begleitende Medikation.
(34,35,36) In vielen Zentren werden zur Einteilung die Lerner-Grade von 1 bis 4
verwendet. (37) Oft wird zuséatzlich der Grad O fur Proben ohne Merkmale einer GvHD
vergeben. (35) Bei Grad 1 nach Lerner liegen apoptotische und dilatierte Krypten vor,
bei Grad 2 zeigt sich eine diffuse Destruktion der Krypten. Eine fokale Denudation der
Mukosa gilt als Kriterium fir Grad 3, wéhrend eine diffuse Denudation Grad 4
kennzeichnet. (35,37) Als weitere Hinweise auf einen hoheren Schweregrad nennen
Lerner et al. Odeme in Mukosa und Submukosa, abgeflachte Zotten, atypische und
nekrotische Epithelzellen, mononukledre Zellinfiltrate sowie eine mykotische oder
bakterielle Infektion der Schleimhaut. (37) Andere histopathologische Grading-
Systeme, beispielsweise nach Sale oder nach Melson, basieren ebenfalls auf einer
Einteilung in vier Schweregrade. Allerdings weichen die Einteilungskriterien
voneinander ab. So fokussiert sich beispielsweise das System nach Melson allein auf
das Ausmal? des Kryptenverlusts. (35,38) Die Einteilung nach Lerner gilt als vorteilhaft,
da eine gute Korrelation mit der klinischen Situation des Patienten besteht und die
Kriterien die Merkmale einer aktiven, mit Steroidtherapie behandelbaren Erkrankung

umfassen. Des Weiteren besteht eine Assoziation mit der Gesamtuberlebenszeit und der
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TRM. (35) Shulman et al. empfehlen im Rahmen der NIH-Konsensus-Kriterien, dass
jedes Grading-System zur abschlieenden Beurteilung der GvHD die Bilanz aus
klinischer Symptomatik, endoskopischen Befunden, Ergebnissen weiterer bildgebenden

Verfahren und histopathologischer Diagnostik berlicksichtigen sollte. (34)

1.3 Notwendigkeit diagnostischer und prognostischer
Biomarker

1.3.1 MAGIC Algorithmus

Die Nutzung spezifischer Biomarker fur die GvHD-Diagnostik als weniger invasive
Alternative im Vergleich zu einer Biopsie und als Ergdnzung der geldufigen
Histopathologie steht aktuell im Fokus der Forschung. Ein friihes Erkennen der GvHD
ist aufgrund der Mdglichkeit eines schwerwiegenden Verlaufs entscheidend flr die
Prognose der Patienten. Gleichzeitig liefern Biomarker Hinweise auf die Pathogenese
der GvHD und kénnen somit zum Grundverstandnis der Erkrankung beitragen.

Fur die Vorhersage einer GVHD mit hohem Letalitatsrisiko und zur Abschatzung der
TRM wurde ein Diagnostik-Algorithmus auf der Basis der serologischen Bestimmung
zweier Biomarker am siebten Tag nach der Stammzelltransplantation erstellt: der
MAGIC Algorithmus. Bei den Markern handelt es sich um Regenerating islet-derived
protein (REG)-3-0, ein antimikrobielles Peptid der Paneth-Kornerzellen, und
Suppression of Tumorigenicity 2 (ST2). (39) Das REG-3-a ist ein Indikator flr die
Schéadigung der Paneth-Kornerzellen und steht Uber die antibakterielle Wirkung im
Zusammenhang mit dem intestinalen Mikrobiom. (36,40) Die REG-3-a-Spiegel steigen
bei Zerstorung der Paneth-Kdérnerzellen im Rahmen einer GvHD an. Gleichzeitig tragt
das REG-3-0 zum Schutz des Kryptenepithels bei, indem die Apoptose der Zellen
verhindert wird, und hilft somit bei der Einddmmung einer aGvHD. (41) Die MAGIC
Biomarker konnten bereits erfolgreich eingesetzt werden, um beispielsweise das Risiko

einer TRM bei Patienten mit einer steroidresistenten aGVHD vorherzusagen. (42)

1.3.2 Einfluss und Bestimmung der intestinalen Dysbiose

Neben dem MAGIC Algorithmus ist das 3-Indoxylsulfat (3-I1S) ein weiterer

vielversprechender Marker fiir die GvHD-Diagnostik im GIT, welcher Riickschliisse auf
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die Zusammensetzung des Mikrobioms erlaubt. (43) 3-IS entsteht aus der Aminosédure
L-Tryptophan, welche (ber die Nahrung aufgenommen wird. Tryptophanase-
exprimierende Bakterien verstoffwechseln diese zundchst zu Indol, welches Uber die
Darmschleimhaut aufgenommen wird. In der Leber erfolgt daraufhin die enzymatische
Umwandlung in Indoxyl und schlief3lich in 3-1S, welches tber den Urin ausgeschieden
wird. Bei Patienten mit niedrigen 3-1S-Konzentrationen im Urin zwischen Tag 0 und 10
nach erfolgter allo-HSCT konnte ein Zusammenhang mit einem signifikant héheren
Mortalitatsrisiko innerhalb der ersten zwolf Monate nach der allo-HSCT gezeigt
werden. (43) Hohe 3-1S-Konzentrationen im Urin sind dagegen mit der Besiedlung von
als protektiv geltenden Bakterien assoziiert. (43,44) Neben den erwéhnten Biomarkern
REG-3-a. und 3-IS weisen diverse Studien darauf hin, dass die Zusammensetzung des
Mikrobioms im GIT die Pathogenese der GVHD und die Prognose nach der allo-HSCT
beeinflusst. (45) Diese Erkenntnis ist besonders relevant, da die Patienten im Rahmen
einer allo-HSCT zusétzlichen Risikofaktoren wie Konditionierung, Antibiose und
immunsuppressiver Therapie ausgesetzt sind, welche das Mikrobiom negativ
beeinflussen kdnnen. Beispielsweise zeigte sich sowohl im Mausmodell als auch bei
Patienten ein Diversitatsverlust. (46,47) Untersuchungen weisen darauf hin, dass der
Diversitéatsverlust des Mikrobioms eine unabhangige Prognose fir die Mortalitat nach
der allo-HSCT liefert: Eingeteilt in Gruppen mit niedriger, mittlerer und hoher
Diversitiat des Mikrobioms ergaben sich flr Patienten nach 3 Jahren entsprechende
Uberlebensraten von 36%, 60% und 67%. (48) Gleichzeitig bedeuten die genannten
Erkenntnisse, dass das Mikrobiom ein potentielles Therapieziel darstellt. Beispielsweise
gibt es Hinweise darauf, dass prophylaktische oder therapeutische
Stuhltransplantationen nach der allo-HSCT Vorteile fur die Patienten mit sich bringen
konnten. (49) Der endgultige Nachweis Klinischer Vorteile steht in diesem Bereich
jedoch noch aus. (50) Vollstandigkeitshalber sei erwahnt, dass auch Pilze, Viren,
Archden und Eukaryonten den GIT kolonisieren und als potentielle Risikofaktoren

neben den Bakterien beachtet werden sollten. (45)
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1.4 Bedeutung der IgA-exprimierenden Zellen

1.4.1 StOrung der intestinalen Barrierefunktion

Als bedeutendes Bindeglied zwischen Mikrobiom und GvHD gilt eine gestorte
intestinale Barrierefunktion. Diese dufRert sich h&ufig in Form einer Bakteriamie nach
der allo-HSCT. (51,52) Die physiologische Barriere des GIT setzt sich zusammen aus
der Epithelschicht der Tunica mucosa, einer komplexen luminalen Schleimschicht auf
dem Epithel und den intestinalen Immunzellen. Zu den Immunzellen zahlen unter
anderem die antikorperproduzierenden Lymphozyten aus der B-Zell-Reihe. Die
Barrierefunktion hat keine vollstandige Abschirmung als Ziel. Vielmehr stehen die
intestinalen Immunzellen stdndig in Kontakt mit den Antigenen aus dem Darmlumen..
Beispiele dafiir sind die Fortsatze von dendritischen Zellen, welche durch das Epithel
reichen, und der gezielte Transport von luminalen Antigenen durch das Epithel zu den
Immunzellen mit Hilfe der Mikrofalten-Zellen. (53-55) Eine Besonderheit stellt die
Konzentration der immunologisch aktiven Strukturen in den als Peyer-Plaques
bezeichneten lymphoepithelialen Verbanden des lleums dar. Daneben finden sich
vergleichsweise diffus verteilte Ansammlungen von Immunzellen in der Mukosa im
gesamten Dlnn- und Dickdarm. Zusammengefasst spricht man vom ,,gut-associated
lymphoid tissue“ (GALT) als Unterform des ,,mucosa-associated lymphoid tissue*
(MALT). (53,54)

1.4.2 Humorale Immunantwort

Die humorale Immunantwort, insbesondere das Immunglobulin A (IgA), ist ein
wichtiger Bestandteil der intestinalen Barrierefunktion. Immunglobuline (Ig) sind
antigenbindende Glykoproteine der B-Lymphozyten. (56) Sie werden als Antikdrper
frei sezerniert oder dienen als membrangebundene B-Zell-Rezeptoren. (54) Allgemeine
Funktionen der Antikorper im Rahmen der Abwehr von Pathogenen umfassen
Opsonierung, Neutralisierung, Komplementaktivierung,  antikdrpervermittelte
Zytotoxizitdt und Mastzellaktivierung. (53) Antikorper sind Y-formig aufgebaut und
bestehen aus zwei schweren (H-Ketten) und zwei leichten Ketten (L-Ketten), welche
uber eine Gelenkregion miteinander verbunden sind. Diese Ketten bestehen wiederum
aus Domadnen. Konstante Doménen bestimmen die Antikorperklasse: Unterschieden

werden IgG, IgD, IgM, IgA und IgE. (54,56) Demgegeniiber bilden die variablen
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Doménen den antigenbindenen Teil. Durch Enzymspaltung kann der Antikorper in
Fragmente zerteilt werden: ,,fragment crystallisable” (Fc-Fragment) und ,,fragment
antigen binding™ (Fab-Fragment). (54) Das Fc-Fragment wird von den konstanten
Doménen der schweren Ketten gebildet und dient als Bindungsstelle fir andere
Immunzellen. Das Fab-Fragment wird aus je zwei konstanten und zwei variablen Teilen
der schweren und leichten Ketten gebildet. Wie in Abbildung (Abb.) 1 am Beispiel des
IgG gezeigt, liegen pro Antikorper zwei Fab-Fragmente vor. (56) Durch die grolie
Variabilitat der antigenerkennenden Region entsteht eine grofle Antikorpervielfalt.
(53,54)

Antigen-Bindungsstellen

N 27

variable
Region /
leichte Kette | - H | Papaln _______________________ ]
Pepsin N
schwere Kette — Fc

Abbildung 1: Aufbau der Immunglobuline (l1g). Erklarung anhand des Schemas eines Immunglobulin
G (lgG)-Molekils. Die variablen Regionen der leichten und der schweren Kette bilden die
Antigenbindungsstellen. Fab: fragment antigen binding; Fc: fragment crystallisable. (Nachdruck mit
Genehmigung der Springer Nature Customer Service Centre GmbH: Mulisch 2014 — Verfahren der
Immunlokalisation, S. 5) (56)

1.4.3 Ursprung der intestinalen antikorperproduzierenden Zellen

Es wird geschitzt, dass sich rund 80% aller IgA-exprimierenden Zellen (IgA™ Zellen)
im GIT befinden und dort pro Tag etwa 40 — 60 mg IgA pro kg Korpergewicht
produzieren. (57-59) Damit Ubertrifft die IgA-Produktion mengenmaéRig die Produktion
der anderen Ig-Typen. (59) Die IgA* Zellen entstammen der B-Zellreihe. Im Zuge ihrer
Entwicklung exprimieren B-Zellen zunéchst IgM und IgD und gelten ab diesem
Zeitpunkt als reif. (60) Reife B-Zellen konnen wiederum in drei groBe Subgruppen

unterteilt werden: follikuldre B-Zellen, B-Zellen in der Marginalzone der Milz und B1-
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Zellen im Bereich von Peritoneum und Pleura. Den groRten Anteil machen die
follikularen B-Zellen aus. (61-63) Der Prozess der Differenzierung zu IgA™ Zellen ist
komplex und unterliegt mehreren Einflussfaktoren. Insbesondere wird diskutiert,
welchen Einfluss die T-Zellen auf die Produktion und Funktion des IgA im GALT
nehmen. Man spricht in diesem Zusammenhang von einer T-Zell-abh&ngigen und einer
T-Zell-unabh&ngigen Antikorperbildung. (63,64) Eine spezifische Reaktion scheint nur
mit T-Zell-Hilfe moglich zu sein, da diese eine Voraussetzung fiir eine starke Affinitat
der Antikorper ist. (64) Entscheidend dabei ist der Prozess der somatischen
Hypermutation (SHM), welchen die B-Zellen nach Antigenkontakt in den Keimzentren
der Lymphfollikel durchlaufen. Bei der SHM werden zuféallige Mutationen in die
Antikdrpergene eingefugt, welche in einigen Féllen zu einer erhéhten Affinitat fuhren.
Die entsprechenden Zellen werden selektiert, sodass am Ende die Zellen (berleben,
deren Antikorper das Antigen am besten binden konnen. (60) Die Bildung von
Keimzentren und der Ablauf der SHM kann jedoch auch ohne T-Zell-Einfluss
stattfinden. (65,66) Die T-Zell-abhéngige Differenzierung der B-Zellen beruht auf zwei
wesentlichen Schritten. (63) Die Induktion der naiven B-Zellen findet vornehmlich im
GALT statt. (67) Zunéchst entsteht aus der naiven B-Zelle durch Antigenkontakt ein
Lymphoblast, welcher proliferiert, gegebenenfalls die Antikorperklasse wechselt und
sich schlieBlich in einen kurzlebigen Plasmoblasten differenziert, welcher bereits
Antikorper produziert. (63) Diese erste Phase wird als extrafollikuldare Antwort
bezeichnet. (68) Dabei findet wenig SHM statt, sodass die Antikorperaffinitat als
konstant und eher moderat eingeschatzt wird. (63) Die Mitwirkung der T-Zellen scheint
fir den Klassenwechsel als VVoraussetzung fir die Produktion von IgA nicht unbedingt
erforderlich zu sein. Im Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass der
Klassenwechsel zu IgA im GALT sowohl T-Zell-abhangig als auch T-Zell-unabhéngig
erfolgen kann. (69) Im zweiten Schritt formen die aktivierten Zellen unter dem Einfluss
von follikuldren T-Helferzellen ein Keimzentrum im Lymphfollikel. Aus dem
Keimzentrum gehen schlielllich langlebige ausdifferenzierte Plasmazellen sowie
Gedé&chtniszellen hervor. Die Plasmazellen sind auf die Sekretion von Antikorpern,
darunter IgA, spezialisiert, wéhrend die Gedachtniszellen dazu fahig sind, nach
erneutem Antigenkontakt schnell zu proliferieren und Antikorper zu produzieren. Ein

Klassenwechsel findet in diesen Stadien nicht mehr statt. (63)
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1.4.4 Rezirkulation der IgA-exprimierenden Zellen

Eine wichtige Erkenntnis ist, dass die aktivierten B-Lymphozyten nicht ortsgebunden
sind, sondern nach Antigenkontakt 0ber die intestinalen Lymphknoten und den
Blutkreislauf rezirkulieren. Die Expression des Chemokinrezeptors C-C motif receptor
10 (CCR10) und speziell des Integrins a4p7 als Adhasionsmolekiil auf IgA"™ Zellen im
Blut gesunder Probanden weist darauf hin, dass diese Zellen urspriinglich durch eine
Immunreaktion in der Darmschleimhaut induziert wurden. (70) Darauf basiert die
Vermutung, dass die IgA" Zellen in den Schleimhauten und die IgA* Zellen im Serum
urspriinglich vom gleichen B-Zell-Klon abstammen. (71) Die Lymphozyten gelangen
nach der Zirkulation im Blut nicht zwangsweise zu dem Ort der initialen Aktivierung,
sondern konnen auch auf andere Schleimhdute verteilt werden. (54,55) Darlber hinaus
kdnnen die Zellen in Organsysteme einwandern, welche primar nicht mit dem MALT in
Verbindung stehen. (64) Vom Darm ausgehend werden Achsen zum Knochenmark, zur
Niere und zum ZNS beschrieben. (71, 72, 73)

1.4.5 Aufbau und Transzytose des sekretorischen IgA

Auf molekularer Ebene lassen sich bezuglich des Aufbaus des IgA drei Formen
unterscheiden: Monomere, Dimere und das sekretorische IgA (sIgA). Letzteres liegt als
Dimer in Kombination mit der sekretorischen Komponente (SC) vor. Das monomere
IgA findet sich dagegen im Serum. (53,54) Fur die Entstehung der slgA-Molekile
bindet das von den intestinalen IgA” Zellen produzierte dimere IgA CD71 —
beziehungsweise Transferrinrezeptor-abhangig — an die basolaterale Zellmembran der
Epithelzellen und wird via Endozytose zusammen mit dem Rezeptor von diesen
aufgenommen. (53,64,74) Die Menge des sIgA im Lumen wir somit auch durch die
Expression des IgA-Rezeptors beeinflusst. (64) Nach der Transzytose erfolgt die
Proteolyse des Rezeptors, welcher die SC-Kette liefert. Die glykosylierte SC-Kette
schiitzt den IgA-Komplex vor der Proteolyse im Darmlumen. (75,76) Das Mikrobiom
kann die IgA-Antwort auf mehreren Wegen induzieren, beispielsweise iber Liganden
der Toll-Like-Rezeptoren und mikrobielle Metaboliten wie die kurzkettige Fettsdure
Acetat. (77,78)
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1.4.6 Funktionen des sekretorischen IgA

Die besondere Fahigkeit des sIgA besteht darin, die Abwehrfunktion des Epithels zu
unterstiitzen und gleichzeitig die intestinale Homdostase aufrecht zu erhalten: Die IgA-
Antwort muss zum einen das Eindringen von Pathogenen verhindern und zum anderen
eine Kolonisierung der Schleimhaut mit kommensalen Bakterien im Sinne einer
Eubiose ermdglichen. (64) Das Eindringen von Pathogenen wird durch verschiedene
Mechanismen verhindert. Das sIgA bindet Antigene im Darmlumen sowohl kanonisch
mit dem Fab-Fragment als auch nicht-kanonisch mit anderen Teilen des Antikorpers.
(79) Im Sinne der ,,cross-species reactivity* besitzt ein monoklonales sIgA-Molekdl die
Fahigkeit zur gleichzeitigen Bindung mehrerer bakterieller Antigene, welche von
unterschiedlichen Taxa stammen. (80) Als ,bacterial clumping“ wird das
Zusammenketten der Mikroben zur Verhinderung einer Invasion bezeichnet. (64) In
Abb. 2 werden die Mdglichkeiten zur Bindung des sIgA an verschiedene Spezies der
bakteriellen Darmflora dargestellt. VVon sIgA bedeckte Bakterien konnen anhand dieser
Umhillung sogar differenziert werden. (81) Untersuchungen mit dem Transfer von
selektierten Bakterien deuten darauf hin, dass die mit IgA bedeckten Bakterien
potentiell gefahrlicher sind. (82) Die Funktionen des sIgA héngen dartber hinaus mit
der ausgeprégten Glykosylierung des Molekils zusammen. Die Glykosylierung des
slgA tragt zur nicht-kanonischen Bindung bei und bietet das Potential fur die
kompetitive Bindung bakterieller Adhésine unabhéngig von Fab-Fragmenten. (64) Des
Weiteren stellen die glykosylierten Abschnitte des sIgA eine mdogliche Kohlenhydrat-
und damit Nahrungsquelle fur die Mikroben dar. (83)
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Abbildung 2: Interaktionen des sekretorischen Immunglobulin A (slgA) mit dem Mikrobiom. Die
Interaktionen erfolgen Uber kanonische Fab-abhéngige und nicht-kanonische Glykan-abhéngige
Bindungen. a Schematische Darstellung des humanen IgA. Eine kanonische Bindung entsteht mittels der
gestrichelt gezeichneten Fab-Fragmente. Nicht-kanonische Interaktionen werden Uber Glykane vermittelt.
O-Glykane (griin) befinden sich in der Gelenkregion. N-Glykane (orange) befinden sich im Bereich der
Fc-Abschnitte und der J-Kette. b Kanonische und nicht-kanonische Interaktionen gewdhrleisten die
Bindung an die Mikroben. Oben wird schematisch die Bindung des sIgA an eine Spezies mit Hilfe des
Fab-Fragments demonstriert. In diesem Fall bindet der Antikérper hochspezifisch an eine bestimmte
Spezies. Mittig gezeigt wird das “cross-species binding”, die Bindung des gleichen Antikdrpers an zwei
verschiedene Spezies, welches auf der gleichen Epitop-Expression durch beide Spezies beruht. Unten
wird dargestellt, wie das “cross-species binding” daruiber hinaus durch eine Kombination aus kanonischen
und nicht-kanonischen Bindestellen entstehen kann. (Ubersetzung aus dem Englischen und Nachdruck
mit Genehmigung durch O. Pabst, Uniklinik RWTH Aachen: Pabst et al. 2020 — IgA and the intestinal
microbiota: the importance of being specific , S. 17) (64)
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1.4.7 Zielsetzung der Arbeit

Wahrend der Verlauf des IgA-Serumspiegels nach einer allo-HSCT bereits untersucht
wurde, gibt es keine aktuellen Daten zur Verteilung und Regeneration der ortsstandigen
IgA" Zellen im GIT. (84) Es gibt lediglich eine Untersuchung der intestinalen
Plasmazellen von 55 stammzelltransplantierten Patienten aus dem Jahre 1981:
Beschorner et al. zeigten, dass die Dichte der IgA™ Zellen und die Gesamtzahl aller
Plasmazellen nach dem Engraftment reduziert waren, wahrend bei Patienten ohne
erfolgreiches Engraftment vergleichsweise viele dieser Zellen nachweisbar waren. Beim
Auftreten einer GvHD war die Anzahl der IgA- und IgM-exprimierenden Plasmazellen
wiederum stark erniedrigt. (85) Zum jetzigen Zeitpunkt ist offen, welche Rolle die
intestinalen IgA+ Zellen im Zuge der Pathogenese der GvHD spielen und wie sich eine
allo-HSCT im Detail auf diese Zellen auswirkt. Fur die vorliegende Arbeit wurden
deswegen intestinale Gewebeproben stammzelltransplantierter Patienten retrospektiv
analysiert. Im Fokus stand dabei die Frage nach einem Zusammenhang mit dem
histopathologisch diagnostizierten GvHD-Schweregrad sowie mit der Uberlebenszeit.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

Die verwendeten Geréte, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen

(Tab.) 1-3 aufgelistet.

Produkt

Hersteller

HistoStar™ AusgieRstation

Shandon Pathcentre Gewebeprozessor
(Fixierautomat)
HM 430 Schlittenmikrotom

HM 340E Elektronisches Rotationsmikrotom
CTM6 Glaseindeckautomat

Automatischer Farbe- und
Glaseindeckautomat Tissue-Tek® Prisma &
Tissue-Tek® Glas™ g2d

Pannoramic 250 (Scanner fur Objekttrager)

Desert - Probentrockner

VENTANA E-Bar™ Il Printing System
VENTANA BenchMark ULTRA Féarbesystem
MEDION® 29,5 CM/11,6* Multimode
Notebook E2228T

ASUS Bildschirm VN247H 23.6%, 1920x1080,
Full HD 1080P, Pixel Pitch: 0.2715 mm

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE
ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE
ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, DE

3DHISTECH, Budapest, HU

MICROS Produktions- & Handelsges.m.b.H.;
St. Veit/Glan, AT

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
MEDION AG, Essen, DE

ASUSTeK COMPUTER INC., Taipei, TW

Tabelle 1: Gerate
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Produkt

Hersteller

Formalinlésung 4%

PREP Kit 55

OptiView DAB ICH Detection Kit

Antibody Diluent

Reaction Buffer Concentrate (10x)

EZ Prep Concentrate (10x)

ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA

CC1)

ULTRA LCS (Predilute)

Bluing Reagent

Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA, Code-Nr.
A 0262

SG Planung, Holzkirchen, DE

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Dako Denmark A/S, Glostrup, DK

Tabelle 2: Reagenzien

Produkt

Hersteller

Gewebe-Einbettkassetten
SuperFrost Plus™ Adhasionsobjekttrager

Einbettschalchen

Mikroskopische Deckgléaser, Starke 1 (0,13 —
0,16 mm), 24 x 50 mm
Spiimittel

KABE LABORTECHNIK GmbH, Nimbrecht-
Elsenroth, DE

Thermo Fisher Scientific™ GmbH, Schwerte,
DE

Engelbrecht GmbH, Edermiinde, DE

R. Langenbrick GmbH Labor- und
Medizintechnik, Emmedingen, DE

August Wencke OHG, Bremen-Lesum, DE

Tabelle 3: Verbrauchsmaterial
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2.2 Patientenkollektiv und Probenauswahl

Fur die Analyse wurden initial 436 intestinale Gewebeproben in Form von Biopsien und
Resektaten von insgesamt 146 Patienten des Universitatsklinikums Regensburg, bei
denen im Zeitraum zwischen dem 23.04.2008 und dem 06.11.2019 eine allo-HSCT
durchgefuhrt wurde, ausgewahlt. Die Patienten hatten im Vorfeld der Analyse fur
Studienzwecke zugestimmt. Bei der Arbeit handelte es sich um einen Beitrag zur
Untersuchung von intestinalen Gewebeproben zur Erforschung der GvHD im Rahmen
des Sonderforschungsbereichs Transregio 221 GvHGVL (Bewilligung 09/059). Genaue
Zahlengaben zum Patientenkollektiv zeigt Tab. 4. Festgehalten wurden Geschlecht,
Alter, Diagnose, Krankheitsstadium zum Diagnosezeitpunkt, Transplantationszeitpunkt,

Kompatibilitdt mit dem Spender und Quelle der Stammzellen.

Die Auswahl der Proben erfolgte unter arztlicher Supervision (Dr. med. Katrin Hippe)
aus dem im Institut der Pathologie eingelagerten und in Paraffin eingebetteten Gewebe.
Von einigen Patienten lagen zusétzlich Gewebeproben vor, welche bereits vor der allo-
HSCT gewonnen worden waren. Diese wurden als Kontrollproben verwendet. Es
entfielen fiinf Proben aufgrund neoplastischer Gewebeveranderungen oder ungeeigneter
Lokalisation mit Anteilen von Magenschleimhaut. Neun weitere Proben wurden als
,hicht auswertbar” gekennzeichnet, da die auswertbare Flache das festgelegte
MindestmaR von 0,3 mm? nicht erreichte. Bei den vier Resektat-Proben zeigte sich ein
abweichendes Farbeverhalten. Deswegen flossen auch diese Proben nicht mit in die
Auswertung ein. Somit verblieben am Ende 418 Biopsie-Gewebeproben fir die

Analyse, darunter 40 (9,6%) vor der allo-HSCT entnommene Kontrollproben.

In die Analyse wurden Proben aus unterschiedlichen Abschnitten des Dinn- und
Dickdarms, darunter Duodenum, lleum, Caecum, Colon und Rektum, miteinbezogen.
Die Préparate stammten zu 28,5% aus dem Duodenum und zu 9,1% aus dem lleum. Die
restlichen 62,4% verteilten sich auf Caecum, Colon und Rektum. Urspriinglich erfolgte
eine Einteilung der Proben nach dem jeweiligen Entnahmeort in Duodenum, lleum,
linken Dickdarmabschnitt und rechten Dickdarmabschnitt. Als Grenze fir die letzten
beiden Kategorien diente die Flexura coli sinistra. Linker und rechter
Dickdarmabschnitt wurden jedoch im Nachhinein zur Entitdt ,,Dickdarm®
zusammengefasst, da bei elf Gewebeproben retrospektiv der genaue Entnahmeort im

Colon nicht mehr nachvollzogen werden konnte.
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Des Weiteren wurde bei jedem untersuchten Praparat der zum Biospie-Zeitpunkt
vorliegende histopathologische und Kklinische GvHD-Status retrospektiv aus den

entsprechenden Befunden tGibernommen.

In einigen Fallen konnten zusétzlich die Werte von 3-1S und REG-3-a nachbestimmt
werden. Voraussetzung dafiir war, dass konservierte Blut- und Urinproben aus dem
Zeitraum von einer Woche vor oder nach der Biopsie-Entnahme vorlagen. Die Werte
fur das REG-3-a wurden mittels ELISA Realtime Analyse ermittelt. Zur Bestimmung
des 3-1S in den Urinproben wurde Hochdruck-Flussigchromatographie, gekoppelt an

ein Tandem-Massenspektrometer, eingesetzt.
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Charakteristikum Wert
Patientenanzahl 146
Méannlich, n (%) 86 (58,9)
Alter zum Zeitpunkt der 1. Transplantation, Median (IQR) 56,6 (46,6-62,6)
Patienten mit > 1 Transplantation, n (%) 17 (11,6)
Grunderkrankungen (gruppiert), n (%)
Akute myeloische Leukamie 73 (50,0)
Non-Hodgkin-Lymphom 28 (19,1)
Myelodysplastisches Syndrom 16 (12,0)
Myeloproliveratives Syndrom 16 (11,0)
Akute lymphoblastische Leukamie 7 (4,8)
Benigne Grunderkrankung 4 2,7)
Hodgkin-Lymphom 2 (1,4)
Spender (1. Transplantation), n (%)
Fremdspender 102 (69,9)
Geschwisterspender 33 (22,6)
Haploident 11 (7,5)
Konditionierung (1. Transplantation), n (%)
Reduzierte Intensitat 127 (87,0)
Standard 19 (13,0)
Stammzellquelle (1. Transplantation), n (%)
Peripheres Blut 122 (83,6)
Knochenmark 24 (16,4)

Tabelle 4: Charakteristika des untersuchten Patientenkollektivs
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2.3 Fixation und Vorbereitung der Proben

Alle Gewebeproben der Patienten wurden zunéchst in einer gepufferten, vierprozentigen

Formalinlésung fixiert und daraufhin in Paraffinwachs eingebettet. Dazu erfolgte die

Entwasserung der Proben in einer aufsteigenden alkoholischen Reihe und eine

Reinigung in Xylol. In Tab. 5 werden die grundlegenden Schritte der Paraffineinbettung

dargestellt. Nach der Kiihlung wurden von den Paraffinblocken drei Mikrometer dicke

Schnitte mit einem Mikrotom angefertigt. Diese wurden anschlielend auf einen

Objekttréager aufgezogen und nach der Trocknung entparaffiniert und routinemafig wie

in Tab. 6 beschrieben in einem Farbe- und Glaseindeckautomaten mit Hamatoxylin und
Eosin (HE) angefarbt. (86) Die mittels HE angefarbten Schnitte dienten als Referenz.

Schritt Reagenz Dauer Temperatur
1. Entwésserung 50% Ethanol 1h 37°C
70% Ethanol 1h 37°C
96% Ethanol 1h 37°C
96% Ethanol 1h 37°C
100% Ethanol 2x1h 37°C
2. Clearing 100% Xylol 2x1h 37°C
3. Infiltration Paraffin 4 x 45 min 60°C

Tabelle 5: Grundprinzip der Entwdasserung und Paraffineinbettung in einem Einkammer-

Einbettautomaten (86)

Schritt Reagenz/Vorgang | Dauer
1. Rehydrierung Xylol 2 X 2 min
Isopropanol 100% 1,5 min
Isopropanol 96% 1,5 min
Isopropanol 70% 1,5 min
Waschen 1,75 min
2. Féarbung Héamalaun 5,25 min
0,22% HCL-Alkohol 1,75 min
Waschen 3 min
Eosin 3,5 min
Waschen 1,75 min
3. Entwasserung Isopropanol 70% 1,5 min
Isopropanol 96% 1,5 min
Isopropanol 100% 1,5 min
Xylol 2,5 min

Tabelle 6:

Zusammenfassung des

HE-Protokolls fiir Paraffinschnitte

Farbeautomaten. HE: Hdmatoxylin und Eosin.

des

eingesetzten
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2.4 Grundlagen der Immunhistochemie

2.4.1 Antigen-Antikorper-Reaktion

Die Basis der Immunhistochemie (IHC) bildet die Antigen-Antikoérper-Reaktion. (86,
87) Die Darstellung der IgA™ Zellen erfolgte mittels der IHC-Farbung des IgA-
Molekiils. Nach der Vorbereitung der Proben erfolgte im ersten Schritt die
Bindungsreaktion eines Primarantikorpers an das IgA-Molekil. Als Priméarantikorper
wurde ein polyklonaler Antikorper aus der Ig-Fraktion eines gereinigten Kaninchen-
Antiserums eingesetzt, der sich gegen die a-Kette des humanen IgA richtet. (88) Dieser
Primérantikorper wurde im zweiten Schritt durch eine Mischung aus
Sekundarantikorpern lokalisiert. Dafir dienten haptenmarkierte Antikorper der Ziege,
welche spezifisch Maus- und Kaninchen-Primérantikdrper nachweisen kdnnen. Im
dritten Schritt wurden die gebundenen Sekundarantikdrper-Molekile durch
enzymmarkierte Tertidrantikorper gebunden. (89) Im letzten Schritt flhrte eine
Enzymfallungsreaktion zur gewinschten Farbung, exemplarisch dargestellt in Abb. 3.
Bei dem Enzym des eingesetzten Tertidrantikdrpers handelte es sich um die
Meerrettichperoxidase, ein in der Biochemie sehr haufig genutztes Reporterenzym. Als
Reduktionsmittel diente das chromogene Substrat 3,3’-Diaminobenzidin (DAB),
welches im Gegenzug zu seinem braunen Endprodukt oxidiert wurde. Um die optische
Dichte des polymerisierten DAB zu erhéhen, wurde Kupfer eingesetzt. (87) Der
eingesetzte Primarantikérper wurde urspringlich fir die Unterstitzung der
Klassifikation von B-Zell-Neoplasien entwickelt. (88) Jedoch eignet sich der Antikorper
auch zur ldentifizierung der IgA* Zellen im GIT. Um eine gute Qualitit der Farbung zu
gewadhrleisten, erfolgte im Vorfeld die Austestung des Primdrantikorpers. Hierzu
wurden in  Vorversuchen  Antikorperverdinnung, Temperatur, Puffer zur
Antigendemaskierung und Inkubationszeiten variiert. Die Ergebnisse dienten zur
Erstellung des Férbeprotokolls (vgl. Tab. 7). Zum Vergleich dienten ein Tissue-
Microarray und das Gewebe einer Tonsille als Positivkontrolle. Beurteilung und
Auswahl der Bedingungen fur den Antikorper erfolgten durch Dr. med. Katrin Hippe.
Ausgewahlt wurde die Antikorper-Verdinnung 1:2000.
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2.4.2 Automatisiertes Farbesystem

Der Férbeprozess erfolgte Barcode-gekoppelt in einem automatisierten Farbesystem
(VENTANA BenchMark ULTRA Farbesystem, vgl. Tab. 1). Eine Zusammenfassung
des Féarbeprotokolls zeigt Tab. 7. Die Proben wurden zundchst entparaffiniert und
rehydriert, da das hydrophobe und alkoholunlésliche Paraffin sonst die Féarbereaktion
verhindern wirde. (86) Durch die vorausgehende Formalinfixierung bestand die Gefahr
einer Antigenmaskierung, da anbindende Formaldehydmolekiile das Epitop verdndern
kdnnen und so der Zugang des Primarantikdrpers zu seinem Epitop erschwert wird. (87)
Zur Antigendemaskierung erfolgte eine Hitzebehandlung sowie der Einsatz eines
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-basierten Puffers. Dieser wurde fur 16
Minuten bei 95°C inkubiert. Es folgte die Hemmung der endogenen Peroxidase durch
den Einsatz eines Vor-Primarperoxidase-Hemmers. Als Nachstes wurde der
Primarantikdrpers in der Verdunnung 1:2000 hinzugefiuigt. Die Inkubationszeit betrug
vier Minuten. Daraufhin wurden Sekundar- und Tertidrantikbrper zur Detektion
zugegeben. Zum Abschluss erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Zwischen den
einzelnen Schritten wurden wiederholt Waschschritte mit einem Reaktionspuffer
durchgefuhrt. Durch den Einsatz des bereits erwahnten DAB wiesen die 1gA-Molekiile

nach Abschluss des Farbeprozesses die in Abb. 3 gezeigte braune Farbung auf.

Schritt

Mixer

Erhohung der Objekttrager-Temperatur flr Entparaffinierung

Mehrmaliges Spilen mit EZ Prep und Auftragen von Coverslip

4-minitige Inkubation des Cell Conditioner Nr. 1 bei 95°C

Temperatureinstellung auf 36°C und Spulen mit Reaktionspuffer

4-minitige Inkubation des Peroxidase-Inhibitors

4-minitige Inkubation des PREP KIT 124

8-mindtige Inkubation des HQ Universal Linker

© 0N O WINIE

8-mindutige Inkubation des HRP MULTIMER

10. Zugabe von H,0,, DAB und LCS

11. 4-minutige Inkubation des OV COPPER

12. Gegenfarbung mit COUNTERSTAIN 1

13. Zugabe des BLUING REAGENT

Tabelle 7: Zusammenfassung des Farbeprotokolls fur das VENTANA BenchMark ULTRA
Farbesystem
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Abbildung 3: Immunhistochemischer Nachweis des Immunglobulin A (IgA). Darstellung IgA-
exprimierender Zellen (Braunfarbung, Beispiele mit Pfeilmarkierung) zwischen den Krypten des Colons.
Biopsiegewebe aus dem Colon sigmoideum eines stammzelltransplantierten Patienten; Gegenfarbung mit
Hamatoxylin; VergroRerung 400-fach.

2.5 Auswertung der digitalisierten Schnitte

Die geféarbten Schnittpréparate wurden mit Hilfe eines Scanners fir Mikroskop-
Objekttrager (Pannoramic 250, vgl. Tab. 1) digitalisiert und in einer Datenbank
(,,CaseCenter von 3DHISTECH) gespeichert. Eine dazugehdrige Anwendung
(,,CaseViewer von 3DHISTECH) erlaubte Ansicht, Bearbeitung und Auswertung der
Proben. Die Datensicherheit wurde durch Pseudonymisierung, geschitzte Server mit
eigener Firewall und passwortgesicherte, eingeschrankte Zugriffsrechte gewahrleistet.
Die Auswertung erfolgte verblindet. Flr die vorliegende Arbeit wurden die Zellen in
der Tunica mucosa mit Ausschluss der Lamina muscularis mucosae ausgezéhlt. Durch
die digitale Auswertung konnten die entsprechenden Areale der Schnittpraparate
markiert und ausgemessen werden. Exemplarisch wird in den Abb. 4 und 5 die
verwendete digitale Flachenmarkierung durch Umrandung der digitalen Auswertung der
sonst Ublichen Methode mit Hauptgesichtsfeldern gegeniibergestellt. Die
Ausschlusskriterien der zu untersuchenden Bereiche umfassten Detritus, ausgedehnte
Nekrosen, verminderte Qualitdt durch Falten und Risse sowie Areale mit verminderter
Farbequalitit. Pro Gewebeprobe wurde mindestens eine Flache von 0,3 mm?
ausgewertet. Im Durchschnitt wurde eine Flache von rund 1,7 mm? analysiert. In den
markierten Arealen erfolgte die Auszédhlung der IgA* Zellen. Dabei wurden folgende
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Kriterien festgelegt: Eine Zelle zdhlte als IgA*, wenn eine mindestens mittelstarke
Braunfarbung vorlag, ein Zellkern sichtbar und die Zellgrenzen erkennbar waren.
Anhand ihrer Morphologie wurden Makrophagen und Endothel-Zellen ausgeschlossen,
welche gelegentlich eine schwache Braunfarbung aufwiesen. Im Anschluss wurden die

Zellzahlen mit den Kklinischen Daten zusammengefuhrt.
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Abbildung 4: Digitale manuelle Fl&chenmarkierung. Der Objekttrager wurde daflir eingescannt. Die
Markierung kann an Form und Struktur der Gewebeprobe angepasst werden. Biopsie-Gewebe aus dem
Colon 30cm ab ano eines stammzelltransplantierten Patienten; Immunhistochemischer Nachweis des
Immunglobulin A (IgA) und Gegenfarbung mit Hamatoxylin; VergrofRerung 100-fach.

100 pm

Abbildung 5: Digitale Darstellung von Hauptgesichtsfeldern. Der Objekttrager wurde dafiir
eingescannt. Die Felder konnen der auswertbaren Flache im Vergleich zur manuellen Markierung nicht
genau angepasst werden. Biopsie-Gewebe aus dem Colon 30cm ab ano eines stammzelltransplantierten
Patienten; Immunhistochemischer Nachweis des Immunglobulin A (IgA) und Gegenfarbung mit
Hamatoxylin; VergroRerung 100-fach.
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2.6  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS (IBM SPSS Statistics 25). Da keine
Normalverteilung der Daten gegeben war, wurden der Kruskal-Wallis-Test und der
Dunn-Bonferroni-Test sowie der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient eingesetzt.
Die Uberlebensanalyse erfolgte univariat mittels Kaplan-Meier-Methode und Log-
Rank-Test. Von einigen Patienten lagen mehrere Gewebeproben vor. Fir die
Uberlebensanalysen wurde in diesem Fall pro Patient eine stellvertretende Probe
ausgewahlt. Dabei wurde bei Patienten mit einer GvHD die Probe der Biopsie beim
erstmaligen Auftreten der Erkrankung verwendet. Bei Patienten ohne GvHD wurde die
Probe der ersten Biopsie-Entnahme nach der allo-HSCT ausgewéhlt. Unter der
Bedingung der Vollstandigkeit des jeweiligen Datensatzes konnten am Ende die Proben
von 130 Patienten in die Uberlebensanalysen miteinbezogen werden. Die
Uberlebenszeitanalysen beruhten auf dem Vergleich von zwei Gruppen. Als
Einteilungskriterium diente eine Anzahl der IgA* Zellen pro mm? zum Biopsie-
Zeitpunkt oberhalb oder unterhalb der ermittelten medianen Zelldichte nach der allo-
HSCT. Die Uberlebenszeit wurde ab dem Datum der allo-HSCT berechnet. Die
Ergebnisse zur TRM und zur rezidivassoziierten Mortalitdit (RRM) wurden
abschlieBend in einer multivariaten Cox-Regression Uberprift. Die Werte des
Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten dienten zur Analyse der Korrelation
zwischen der Anzahl der IgA™ Zellen und den gemessenen 3-1S-Werten im Urin sowie
den REG-3-a-Werten im Serum.
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3 Resultate

3.1 IgA" Zellen vor und nach der Stammzelltransplantation

Die histopathologisch ermittelten Werte zur Anzahl der IgA”™ Zellen in den
Gewebeproben, welche nach der allo-HSCT entnommen worden waren (N = 378),
wurden zundchst deskriptiv analysiert (vgl. Tab. 8 und Abb. 6). Eine Normalverteilung
konnte nach dem Test von Kolmogorov und Smirnov abgelehnt werden (p < 0,001). Die
vor der allo-HSCT gewonnenen Proben (N = 40) wurden separat analysiert. Im
Vergleich war die mediane Zelldichte in den Proben vor der allo-HSCT tendenziell

hoher, allerdings unterschied sich die Verteilung im Mann-Whitney-U-Test nicht

signifikant (p = 0,447).

IgA” Zellen [Variable/mm?] vor allo-HSCT

Fallzahl 40
Median 103,3
Minimum 0,0
Maximum 745,9
Interquartilbereich 1445
IgA" Zellen [Variable/mmz?] nach allo-HSCT

Fallzahl 378
Median 82,8
Minimum 0,0
Maximum 585
Interquartilbereich 123,5

Tabelle 8: Vergleich der Zelldichte vor und nach der allogenen Stammezelltransplantation (allo-
HSCT). Histopathologisch ermittelte Werte zur Anzahl Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA”
Zellen) in intestinalen Gewebeproben vor (N = 40) und nach (N = 378) der allo-HSCT.
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Abbildung 6: Vergleich der Zelldichte vor und nach der allogenen Stammzelltransplantation (allo-
HSCT). Histopathologisch ermittelte Werte zur Anzahl Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA”
Zellen) in intestinalen Gewebeproben vor (N = 40) und nach (N = 378) der allo-HSCT. Die statistische
Analyse wurde unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests durchgefihrt. Die Verteilung der
Zelldichte unterschied sich nicht signifikant.

3.2 Zelldichte in verschiedenen Darmabschnitten

Gruppiert nach den verschiedenen Darmabschnitten zeigte sich keine Normalverteilung
der Zelldichte nach Kolmogorov und Smirnov (p < 0,001) in den Proben, welche nach
der allo-HSCT entnommen worden waren. Ohne Berticksichtigung des GvHD-Status
war die mediane Zelldichte in den Proben aus dem lleum mit 47,3 Zellen pro mm2 am
niedrigsten (vgl. Tab. 9 und Abb. 7). Im Dickdarm zeigte sich eine mediane Zelldichte
von 79,8 Zellen pro mm2. Am hdchsten war die Dichte der IgA* Zellen im Duodenum
mit 123,2 Zellen pro mm?2 Die Unterschiede beziiglich der Zellzahlen in den
unterschiedlichen  Darmabschnitten  présentierten  sich  signifikant:  In  der
Gegentiberstellung ergab sich p = 0,013 fir lleum und Dickdarm, p < 0,001 fur lleum

und Duodenum und p = 0,005 fiir Dickdarm und Duodenum.
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Darmabschnitt und IgA” Zellen [Variable/mm?] nach allo-HSCT
Duodenum Fallzahl 108
Median 123,2
Minimum 0,0
Maximum 551,4
Interquartilbereich 159,6
Ileum Fallzahl 30
Median 47,3
Minimum 0,0
Maximum 175,1
Interquartilbereich 63,4
Dickdarm Fallzahl 240
Median 79,8
Minimum 0,0
Maximum 584,5
Interquartilbereich 112,4

Tabelle 9: Vergleich der Zelldichte in verschiedenen Darmabschnitten. Histopathologisch ermittelte
Werte zur Anzahl Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA™ Zellen) in intestinalen Gewebeproben

nach der allo-HSCT (N = 378).
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Biopsate nach allo-HSCT aus verschiedenen Abschnitten des GIT

Abbildung 7: Vergleich der Zelldichte in verschiedenen Darmabschnitten. Histopathologisch
ermittelte Werte zur Anzahl Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in intestinalen
Gewebeproben nach der allo-HSCT (N = 378). Die Kategorie ,,Dickdarm“ umfasst Proben aus dem
Caecum, dem Colon ascendens, transversum, descendens und sigmoideum sowie aus dem Rektum. Die
statistische Analyse wurde unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests flr nicht-normalverteilte Daten
durchgefiihrt, gefolgt von dem Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test. Signifikanzen sind angegeben mit * = p <
0,05; **=p < 0,01 und *** =p <0,001.
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3.3 Zusammenhang zum GvHD-Schweregrad nach Lerner

Von 365 Proben lagen genaue Angaben zum histopathologischen GvHD-Status vor. Die
Daten zur Zelldichte zeigten gruppiert nach den Lerner-Graden von 1 bis 4 und der
Definition von Grad 0 als ,,Keine GVHD* wie in Tabelle 10 und Abbildung 8 aufgefiihrt
keine Normalverteilung im Kolmogorov-Smirnov-Test (p < 0,001). Es erfolgte im
zweiten Schritt eine Bildung von Subgruppen (vgl. Tab. 11 und Abb. 9). Die Einteilung
erfolgte in die Kategorien ,,Keine GVHD* (Grad 0), ,,Geringe GVHD* (Grad 1 und 2)
und ,,Ausgeprigte GVHD* (Grad 3 und 4).

Lerner-Grad und IgA” Zellen [Variable/mm?] nach allo-HSCT

Grad 0 Fallzahl 156
Median 100,7
Minimum 0,0
Maximum 551,4
Interquartilbereich 135,5

Grad 1 Fallzahl 113
Median 81,0
Minimum 0,00
Maximum 490,1
Interquartilbereich 118,0

Grad 2 Fallzahl 42
Median 79,0
Minimum 0,0
Maximum 523,7
Interquartilbereich 117,6

Grad 3 Fallzahl 43
Median 38,0
Minimum 0,0
Maximum 584,5
Interquartilbereich 100,1

Grad 4 Fallzahl 11
Median 7,1
Minimum 0,0
Maximum 234,2
Interquartilbereich 78,5

Tabelle 10: Gegenuberstellung der Lerner-Grade. Deskriptive Statistik der ermittelten Werte zur
Anzahl Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach der
allogenen Stammzelltransplantation (allo-HSCT), gruppiert nach den Lerner-Graden von 1 bis 4 der
Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) und der Definition von Grad 0 als ,,Keine GVHD*.



3 Resultate 31

Gruppierte Lerner-Grade und IgA” Zellen [Variable/mm?] nach allo-HSCT

Keine GvHD (Grad 0) Fallzahl 156
Median 100,7
Minimum 0,0
Maximum 551,4
Interquartilbereich 135,5

Geringe GVHD (Lerner-Grade 1 und 2) Fallzahl 155
Median 81,0
Minimum 0,0
Maximum 523,7
Interquartilbereich 119,4

IAusgepragte GvHD (Lerner-Grade 3 und 4) |Fallzahl 54
Median 351
Minimum 0,00
Maximum 584,5
Interquartilbereich 96,0

Tabelle 11: Vergleich der Zelldichte nach Subgruppen-Bildung anhand der Lerner-Gradeinteilung.
Deskriptive Statistik der ermittelten Werte zur Anzahl Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA*
Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach der allogenen Stammzelltransplantation (allo-HSCT) mit
Subgruppen-Bildung anhand der Lerner-Schweregradeinteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung
(GvHD).

Als Nullhypothese wurde formuliert, dass es keine Unterschiede bezuglich der
Zelldichte zwischen den Schweregraden gibt. Im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Schweregraden mit H = 23,588 und p < 0,001.
Der anschlieBend durchgefiihrten  Dunn-Bonferroni-Test ergab  signifikante
Unterschiede fur den paarweisen Vergleich von Grad 0 und Grad 3 (p = 0,001) sowie
von Grad 0 und Grad 4 (p = 0,018).

Ein vergleichbares Ergebnis zeigte sich bei Verwendung der Subgruppen ,,Keine
GVHD* (Grad 0), ,,Geringe GvHD* (Grad 1 und 2) und ,,Ausgepragte GvHD* (Grad 3
und 4): Nach dem Kruskal-Wallis-Test unterschieden sich die Gruppen mit H = 22,501
als Gruppierungsvariable und p < 0,001 . Die Gegenlberstellung der einzelnen Gruppen
im Dunn-Bonferroni-Test ergab folgende Werte: Ein signifikanter Unterschied der
Zelldichte zeigte sich zwischen den Gruppen ,,Keine GVHD* und ,,Ausgeprigte GVHD*
(p < 0,001). Ebenfalls signifikant war der Vergleich der Zellzahlen zwischen den
Gruppen ,,Geringe GVHD* und ,,Ausgeprigte GVHD* (p = 0,003). Demgegeniiber
unterschieden sich die Gruppen ,,Keine GVHD* und ,,Geringe GVHD* nicht signifikant
(p = 0,156).
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Abbildung 8: Gegenuiberstellung der Lerner-Grade. Immunglobulin-A-exprimierende Zellen (IgA*
Zellen) in intestinalen Gewebeproben, gruppiert nach den Lerner-Graden von 1 bis 4 der Graft-versus-
Host-Erkrankung (GvHD) und der Definition von Grad 0 als , Keine GVHD*. Die statistische Analyse
wurde unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests flr nicht-normalverteilte Daten durchgefihrt, gefolgt
vom Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test. Signifikanzen sind angegeben mit * = p < 0,05 und ** = p < 0,01.
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Abbildung 9: Vergleich nach Subgruppenbildung anhand der Lerner-Gradeinteilung.
Immunglobulin-A-exprimierende Zellen (IgA™ Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach Subgruppen-
Bildung anhand der Lerner-Einteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD). Die statistische
Analyse wurde unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests fur nicht-normalverteilte Daten durchgefhrt,
gefolgt vom Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test. Signifikanzen sind angegeben mit ** = p < 0,01 und *** =
p <0,001.
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Beim Vergleich der Ergebnisse mit der Zelldichte in den vor der allo-HSCT
entnommenen Proben (N = 40) zeigte sich nur eine geringe Abweichung, wenn die
Patienten zum Biopsie-Zeitpunkt nicht von einer GVHD betroffen waren (N = 156): Die
mediane Zelldichte betrug rund 103,3 Zellen pro mm? vor der allo-HSCT und rund
100,7 Zellen pro mm? bei negativem GvHD-Status nach der allo-HSCT. Auch in Bezug
auf eine gering ausgepragte GvHD (N = 155) bestand im paarweisen Vergleich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Zellzahlen. Demgegeniber war die mediane
Zelldichte im Falle einer ausgepragten GvHD (N = 54) gegeniber den vor der allo-
HSCT bestehenden Werten deutlich erniedrigt (p = 0,009).
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Histopathologische Einteilung nach GVHD-Schweregrad im Vergleich zu Biopsien vor allo-HSCT

Abbildung 10: Vergleich mit den vor der Stammzelltransplantation gewonnenen Referenzproben.
Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA™ Zellen) in intestinalen Gewebeproben vor und
nach der allogenen Stammzelltransplantation (allo-HSCT) mit Subgruppen-Bildung anhand der Lerner-
Einteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD). Die statistische Analyse wurde unter Anwendung
des Kruskal-Wallis-Tests flr nicht-normalverteilte Daten durchgefiihrt, gefolgt von dem Post-hoc Dunn-
Bonferroni-Test. Die Signifikanzen sind angegeben mit ** = p < 0,01.

Unter der Verwendung der Subgruppen wurden die Werte flr die unterschiedlichen
Darmabschnitte anschlieBend getrennt beurteilt (vgl. Abb. 11). Im Duodenum zeigte
sich nach dem Kruskal-Wallis-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den
Subgruppen mit H = 2,277 und p = 0,320, wahrend die Nullhypothese im lleum (H =
7,536 und p =0,023) und im Dickdarm (H = 10,059 und p = 0,007) abgelehnt werden

konnte.
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Abbildung 11: Vergleich der Darmabschnitte nach Subgruppenbildung anhand der Lerner-
Gradeinteilung. Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) und Graft-versus-
Host-Erkrankung (GvHD) in Duodenum, lleum und Dickdarm. Die statistische Analyse wurde unter
Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests fiir nicht-normalverteilte Daten durchgefiihrt, gefolgt von dem
Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test. Signifikanzen sind angegeben mit * = p < 0,05 und ** = p < 0,01.
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Die Korrelation zwischen dem Lerner-Grad als ordinale Variable und der Konzentration
der IgA-produzierenden Zellen als intervallskalierte Variable wurde zusatzlich mit dem
Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten Uberprift. Ohne  Unterscheidung
zwischen den verschiedenen Darmabschnitten zeigte sich eine signifikante schwache
Korrelation, N = 365, Spearmans p = - 0,231, p < 0,001. Gruppiert nach den
Darmabschnitten ergaben sich folgende Ergebnisse: keine signifikante Korrelation mit
N = 105, Spearmans p =- 0,130, p = 0,185 fur Biopsien aus dem Duodenum, eine
signifikante moderate Korrelation mit N = 29, Spearmans p = - 0,513, p = 0,004 fur
Biopsien aus dem Illeum und eine signifikante schwache Korrelation mit N = 231,

Spearmans p = - 0,180, p = 0,006 fiir Biopsien aus dem Dickdarm.
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3.4  Bezug zum klinischen GvHD-Schweregrad

Zu 355 Proben konnte retrospektiv der klinische GvHD-Status zum Biopsie-Zeitpunkt
bestimmt werden. Im Kolmogorov-Smirnov-Test zeigte sich keine Normalverteilung
der Daten. In der deskriptiven Statistik fiel eine sehr geringe mediane Zelldichte der
IgA” Zellen bei Schweregrad 4 auf (vgl. Tab. 12 und Abb. 12). Vergleichbar mit der
Zusammenfassung der Lerner-Grade wurden zuséatzlich die Subgruppen ,,Klinisch keine
GVHD* (Grad 0), ,,Milde GVHD* (Grad 1 und 2) und ,,Schwere GVHD* (Grad 3 und 4)
gebildet (vgl. Tab 13 und Abb. 13).

Klinischer GvHD-Schweregrad und IgA™ Zellen [Variable/mm?]

Grad 0 Fallzahl 133
Median 115,4
Minimum 0,0
Maximum 485,2
Interquartilbereich 135,8

Grad 1 Fallzahl 122
Median 71,9
Minimum 0,0
Maximum 551,4
Interquartilbereich 124,2

Grad 2 Fallzahl 68
Median 65,4
Minimum 0,0
Maximum 584,5
Interquartilbereich 98,8

Grad 3 Fallzahl 25
Median 79,5
Minimum 0,00
Maximum 382,7
Interquartilbereich 129,6

Grad 4 Fallzahl 7
Median 11,4
Minimum 1,9
Maximum 1447
Interquartilbereich 55,6

Tabelle 12: Gegeniberstellung der klinischen Schweregrade. Vergleich der Dichte Immunglobulin-A-
exprimierender Zellen (IgA" Zellen) in intestinalen Gewebeproben von stammzelltransplantierten
Patentien in Bezug auf die klinische Beurteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD).
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Klinischer GvHD-Schweregrad (gruppiert) und IgA” Zellen [Variable/mm?]
Klinisch keine GvHD (Grad 0) Fallzahl 133
Median 115,4
Minimum 0,00
Maximum 485,2
Interquartilbereich 135,8
Milde GvVHD (Grad 1 und 2) Fallzahl 190
Median 70,6
Minimum 0,0
Maximum 584,5
Interquartilbereich 113,0
Schwere GvHD (Grad 3 und 4) Fallzahl 32
Median 64,6
Minimum 0,0
Maximum 382,7
Interquartilbereich 121,6

Tabelle 13: Vergleich nach Subgruppenbildung anhand der Klinischen Gradeinteilung. Vergleich
der Dichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in intestinalen Gewebeproben von
stammzelltransplantierten Patentien in Bezug auf die klinische Beurteilung der Graft-versus-Host-
Erkrankung (GvHD) mit Subgruppen-Bildung.

Als Nullhypothese wurde formuliert, dass es keine Unterschiede beziiglich der
Zelldichte gibt. Die Nullhypothese konnte mit H = 18,160 und p = 0,001 im Kruskal-
Wallis-Test abgelehnt werden. Nach dem Dunn-Bonferroni-Test zeigten sich
signifikante Unterschiede der Dichte zwischen den Graden 0 und 4 (p = 0,035) und den
Graden O und 2 (p = 0,012).

Fiir die Subgruppen ,,Klinisch keine GVHD* (Grad 0), ,,Leichte GVHD* (Grad 1 und 2)
und ,,Schwere GVHD* (Grad 3 und 4) konnte die Nullhypothese im Kruskal-Wallis-
Test mit H = 13,536 und p = 0,001 ebenfalls abgelehnt werden. Im paarweisen
Vergleich unterschied sich die Zellkonzentration zwischen den Gruppen ,,Klinisch keine
GVHD* und ,,Schwere GVHD* (p = 0,012) sowie zwischen den Gruppen ,,Klinisch
keine GVHD* und ,,Milde GVHD* (p = 0,005) signifikant, wéhrend kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen ,,Milde GVHD* und ,,Schwere GVHD* festgestellt

werden konnte.
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Abbildung 12: Gegenuberstellung der klinischen Schweregrade. Vergleich der Dichte
Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA™ Zellen) in intestinalen Gewebeproben in Bezug auf die
klinische Beurteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD). Die statistische Analyse wurde unter
Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests fiir nicht-normalverteilte Daten durchgefiihrt, gefolgt von dem
Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test. Signifikanzen sind angegeben mit * = p < 0,05.
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Abbildung 13: Vergleich nach Subgruppenbildung anhand der klinischen Gradeinteilung.
Vergleich der Dichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in intestinalen
Gewebeproben in Bezug auf die klinische Beurteilung der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) mit
Subgruppen-Bildung. Die statistische Analyse wurde unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests fiir
nicht-normalverteilte Daten durchgefiihrt, gefolgt von dem Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test.
Signifikanzen sind angegeben mit * = p < 0,05 und ** = p < 0,01.
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Wie bei den Lerner-Graden erfolgte eine weitere Analyse mit der Gruppierung der
Daten anhand des Darmabschnitts. Signifikante Unterschiede zwischen den Subgruppen
zeigten sich im Dickdarm mit H = 13,171 und p = 0,001. Dagegen unterschieden sich
die Zelldichten in Bezug auf die Schweregrade im Duodenum (H = 1,732 und p =
0,421) und im lleum (H = 1,770 und p = 0,413) nicht signifikant.

Die Korrelation zwischen dem klinischen GvHD-Grad als ordinale Variable und der
Zelldichte als intervallskalierte Variable wurde wie bei der histopathologischen
Schweregradeinteilung mit dem Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten
getestet. Ohne Unterscheidung zwischen den verschiedenen Darmabschnitten zeigte
sich eine signifikante schwache Korrelation, N = 355, Spearmans p = - 0,210, p < 0,001.
Aufgeteilt nach Darmabschnitten zeigten sich keine signifikante Korrelation im
Duodenum mit N = 102, p = - 0,032 und p = 0,749 und keine signifikante Korrelation
im lleum mit N = 29, Spearmans p = - 0,149 und p = 0,441. Im Dickdarm zeigte sich
eine signifikante schwache Korrelation mit N = 224, Spearmans p = - 0,235 und p <
0,001.

3.5 Regeneration der IgA" Zellen

Zur Untersuchung der Regeneration der IgA" Zellen erfolgte eine Einteilung der Daten
nach dem Entnahmezeitpunkt der Biopsie. Es wurden drei Zeitgruppen untersucht:
Diese umfassten die Zeitrdume Tag 0 bis 30, Tag 31 bis 180 und tber 180 Tage nach
der allo-HSCT (vgl. Tab. 14 und Abb. 14). Es zeigte sich eine hohere mediane
Zelldichte in den Proben aus dem Zeitraum vor Tag 30 nach der allo-HSCT im
Vergleich zum Entnahmezeitraum zwischen Tag 30 und 180, entsprechend einer
medianen Zelldichte von 86,8 Zellen pro mm?2 gegentiber einer Konzentration von 67,5
Zellen pro mm2. In den Proben aus dem Zeitraum nach Tag 180 war wiederum eine
hohere mediane Konzentration von 126,4 Zellen pro mm? nachweisbar (vgl. Tab. 14).
Als Nullhypothese wurde angenommen, dass sich die Zelldichte in den genannten
Zeitrdumen nach der allo-HSCT nicht signifikant verandert. Die Nullhypothese konnte
im Kruskal-Wallis-Test mit H = 14,163 und p = ,001 abgelehnt werden. Paarweise
gegenubergestellt unterschied sich die Zelldichte zwischen dem Zeitraum von Tag 31
bis 180 und dem Zeitraum tber 180 im anschlie3end durchgefiihrten Dunn-Bonferroni-
Test signifikant mit p = 0,001 (vgl. Abb. 14).
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IgA” Zellen [Variable/mm?] im zeitlichen Verlauf nach der allo-HSCT

Tag O bis 30 Fallzahl 136
Median 86,8
Minimum 0,0
Maximum 584,5
Interquartilbereich 118,5

Tag 31 bis 180 Fallzahl 152
Median 67,5
Minimum 0,0
Maximum 392,3
Interquartilbereich 104,1

>180 Tage Fallzahl 90
Median 126,4
Minimum 0,0
Maximum 523,7
Interquartilbereich 190,1

Tabelle 14: Zelldichte im zeitlichen Verlauf. Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA*

Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach der allogenen Stammzelltransplantation (allo-HSCT).
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Abbildung 14: Zelldichte im zeitlichen Verlauf. Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen
(IgA* Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach der allogenen Stammzelltransplantation (allo-HSCT).
Die statistische Analyse wurde unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests fiir nicht-normalverteilte
Daten durchgefiihrt, gefolgt von dem Post-hoc Dunn-Bonferroni-Test. Signifikanz ist angegeben mit

**=p<0,01.
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3.6  Uberlebenszeitanalyse

3.6.1 Therapie- und rezidivassoziierte Mortalitét

Fur die Uberlebensanalysen wurde die Kaplan-Meier-Methode verwendet. Es erfolgte
die Bildung von zwei Gruppen anhand der Zelldichte in der Gewebeprobe des
jeweiligen Patienten: Das Kriterium flr die Einteilung war eine Zelldichte oberhalb
oder unterhalb der medianen Zelldichte der Proben aller Patienten nach der allo-HSCT.
Der ermittelte Median (82,8 Zellen/mm?2) wurde daftr auf den Wert 83,0 Zellen/mm?
aufgerundet. Als Nullhypothese wurde formuliert, dass die Hohe der Zelldichte die
Prognose nicht beeinflusst. Als Ereignisse wurden die TRM (vgl. Tab. 15 und Abb. 15)
und die RRM (vgl. Tab. 16 und Abb. 16) betrachtet. Bei der Analyse der RRM kann die
Nullhypothese mit p = 0,012 abgelehnt werden. Somit konnte ein signifikant hoheres
Risiko fiir eine RRM bei einer erhohten medianen Zelldichte beobachtet werden. Bei
der TRM zeigte sich ein umgekehrter Trend: Das Risiko flr die TRM war bei einer
reduzierten Zelldichte erhoht. Jedoch unterschieden sich die Gruppen in diesem Fall

nach dem Log-Rang-Test nicht signifikant (p = 0,099).

In einem weiteren Schritt wurde die Analyse nach dem Ausprédgungsgrad der GvHD
geschichtet. Unterschieden wurde zwischen zwei Gruppen: einer GvHD zwischen Grad
0 bis 1 und einer GvHD zwischen Grad 2 bis 4 nach Lerner. Bezogen auf die
histopathologische Diagnose zeigte der Log-Rang-Test fir die TRM mit p = 0,290 einen
noch geringeren und nicht signifikanten Unterschied.. Fir die RRM zeigte die
Schichtung nach der histologischen GvHD-Diagnose weiterhin einen signifikanten
Unterschied mit p = 0,015.
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TRM und IgA” Zellen [Variable/mm?] in intestinalen Biopsien nach allo-HSCT
IgA” Zellen pro mmz2 < Median Fallzahl 68
IAnzahl Ereignisse 23
Zensiert 45
Mittelwert-Schatzer 2221,0
IgA” Zellen pro mm?2 > Median Fallzahl 62
IAnzahl Ereignisse 13
Zensiert 49
Mittelwert-Schéatzer 2170,5
Gesamt Fallzahl 130
)Anzahl Ereignisse 36
Zensiert 94
Mittelwert-Schatzer 2361,378

Tabelle 15: Therapieassoziierte Mortalitdit (TRM). Die Analyse erfolgte mittels Kaplan-Meier-
Schatzer in Bezug auf die Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in
intestinalen Gewebeproben nach allogener Stammzelltransplantation (allo-HSCT) unterhalb oder

oberhalb der medianen Konzentration.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurven zur therapieassoziierten Mortalitdt. Die Analyse erfolgte
mittels Kaplan-Meier-Schétzer in Bezug auf die Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen
(IgA* Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach allogener Stammzelltransplantation (allo-HSCT)

unterhalb oder oberhalb der medianen Konzentration.
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RRM und IgA+ Zellen [Variable/mm?] in intestinalen Biopsien nach allo-HSCT
IgA+ Zellen pro mmz2 < Median Fallzahl 68
/Anzahl Ereignisse 5
Zensiert 63
Mittelwert-Schatzer 3475,1
IgA+ Zellen pro mm?2 > Median Fallzahl 62
/Anzahl Ereignisse 17
Zensiert 45
Mittelwert-Schéatzer 1860,8
Gesamt Fallzahl 130
)Anzahl Ereignisse 22
Zensiert 108
Mittelwert-Schétzer 2514,3

Tabelle 16: Rezidivassoziierte Mortalitat (RRM). Die Analyse erfolgte mittels Kaplan-Meier-Schétzer
in Bezug auf die Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in intestinalen
Gewebeproben nach allogener Stammzelltransplantation (allo-HSCT) unterhalb oder oberhalb der
medianen Konzentration.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurven zur rezidivassoziierten Mortalitat. Die Analyse erfolgte mittels
Kaplan-Meier-Schitzer in Bezug auf die Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA*
Zellen) in intestinalen Gewebeproben nach allogener Stammzelltransplantation (allo-HSCT) unterhalb
oder oberhalb der medianen Konzentration.
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3.6.2 Cox-Regression

Zur Beurteilung des Einflusses anderer Variablen wurde die Methode der Cox-
Regression eingesetzt. Die GvHD-Diagnose bezieht sich wie beim Kaplan-Meier-
Schétzer auf die Gruppen Lerner Grad 0 bis 1 und Lerner Grad 2 bis 4. Die Hazard-Rate
von 3,426 zeigte, dass das erhdhte Risiko fur die RRM bei einer Zelldichte tber dem
Median unabhé&ngig von Alter, Art des Spenders, fortgeschrittenem Stadium der
Grunderkrankung und GvHD-Schweregrad ist (vgl. Tab. 17).

Cox-Regression zur TRM Signifikanz Exp(B) 95%-
Konfidenz-
intervall far
Exp(B)

IgA+ Zellkonzentration > Median ,198 0,634 0,317 - 1,268

Altersgruppe 50+ bei Transplantation ,056 2,267 0,979 - 5,251

Genotypisch identischer Spender ,519

Nicht-verwandter Spender ,484 1,359 0,575-3,211

Haploidenter Spender ,255 1,977 0,612 - 6,382

GvHD-Diagnose Grad 2 bis 4 ,003 2,800 1,433 -5,472

Fortgeschrittenes Stadium 3 der Grunderkrankung ,192 1,598 0,790 - 3,230

Cox-Regression zur RRM Signifikanz Exp(B) 95%-
Konfidenz-
intervall far
Exp(B)

IgA+ Zellkonzentration > Median ,018 3,426 1,233 - 9,520

Altersgruppe 50+ bei Transplantation ,125 2,235 0,800 — 6,244

Genotypisch identischer Spender ,482

Nicht-verwandter Spender 227 2,021 0,646 — 6,325

Haploidenter Spender ,985 0,000 0,000

GvHD-Diagnose Grad 2 bis 4 ,668 0,763 0,222 - 2,623

Fortgeschrittenes Stadium 3 der Grunderkrankung ,038 2,524 1,051 - 6,058

Tabelle 17: Cox-Regression. Therapieassoziierte (TRM) und rezidivassoziierte (RRM) Mortalitat in
Abhéngigkeit von der medianen Zelldichte Immunglobulin-A-exprimierender Zellen (IgA* Zellen) in
intestinalen Gewebeproben stammzelltransplantierter Patienten. Eine Zelldichte uber dem Median zeigte
unabhéngig von Alter, Art des Spenders, fortgeschrittenem Stadium der Grunderkrankung und
Schweregrad der Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) ein erhéhtes Risiko fiir die RRM an.
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3.7 Kaorrelation mit REG-3-a und 3-1S

Die Werte zur Zelldichte der IgA™ Zellen wurden zusitzlich mit der Hohe der
Biomarker REG-3-a und 3-IS korreliert, wenn entsprechende Messwerte im Zeitraum
von sieben Tagen vor oder nach der Gewebeentnahme vorlagen. Die Zelldichte
korrelierte moderat negativ mit der REG-3-a-Konzentration im Serum, mit N = 75,
Spearmans p = - 0,412 und p <0,001. In Bezug auf die Hohe der 3-1S-Werte im Urin
konnte keine signifikante Korrelation beobachtet werden, mit N = 90, Spearmans p =
0,046 und p = 0,668.
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4  Diskussion

4.1  Zusammenhang zum Schweregrad der GvHD

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die Zelldichte intestinaler IgA*
Zellen durch eine allo-HSCT und die daraus resultierenden Komplikationen auf
vielféltige Weise beeinflusst wird. Fir das untersuchte Patientenkollektiv konnte ein
Zusammenhang mit dem Kklinisch sowie insbesondere mit dem histopathologisch
diagnostizierten Schweregrad der GVHD gezeigt werden. Beobachtet wurde der Trend,
dass die Zelldichte mit zunehmender Schwere der histopathologisch diagnostizierten
GVvHD kontinuierlich sank. Dies deckt sich mit den eingangs vorgestellten Ergebnissen
von Beschorner et al., welche ebenfalls eine verminderte Anzahl intestinaler IgA- und
auch IgM-produzierender Plasmazellen in Gewebeproben stammzelltransplantierter
Patienten beim Auftreten einer GvHD feststellten. (85). Im Hinblick auf die klinische
Schweregradeinteilung zeigte sich ein vergleichbarer Trend, wenn auch nicht so
ausgepragt wie bei der Betrachtung der histopathologischen Schweregradeinteilung.
Somit zeigten die Ergebnisse gleichzeitig, dass die klinische und histopathologische
Gradeinteilung des GvHD-Status fur das untersuchten Patientenkollektiv nicht

durchweg deckungsgleich waren.

Da das intestinale sIgA wie bereits eingangs erwahnt einen wichtigen Beitrag zur
Erhaltung der intestinalen Barrierefunktion leistet, konnte eine gestorte IgA-Produktion
das vermehrte Eindringen von pathogenen Antigenstrukturen erleichtern, welche
wiederum die Entstehung einer GVHD beglnstigen. (64) Andererseits richtet sich die
zytotoxische Reaktion im Rahmen einer GvHD gegen die Immunzellen des Empféangers
und damit auch gegen die IgA™ Zellen. (1,4). Bei einer Manifestation im GIT kommt es
zudem zur Schadigung der Mukosa bis hin zum Epithelverlust, so dass dadurch
wahrscheinlich auch die IgA* Zellen und die rezeptorvermittelte Transzytose des IgA in
das Darmlumen beeintrachtigt werden. (34,53,54) Eine inverse Beziehung zwischen der
Zellanzahl und dem steigenden Schweregrad der GvHD konnte dartiber hinaus bereits
fir die Paneth-Kdrnerzellen im Duodenum gezeigt werden, welche Uber die Produktion
von antimikrobiellen Peptiden wie dem Reg-3-a ebenfalls an der Steuerung der
intestinalen Homoostase beteiligt sind. (36) Dazu passt auch die beobachtete negative

Korrelation zwischen den IgA™ Zellen und der REG-3- o-Konzentration im Serum.
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Es stellt sich die Frage, ob die beobachteten Trends auf die ortsstdndigen, in der
intestinalen Mukosa lokalisierten IgA* Zellen beschréankt ist oder ob das Auftreten einer
GvHD die IgA-Produktion im gesamten Korper beeintrachtigt. Da das Auftreten einer
GvHD die Immunrekonstitution beeintrachtigen kann, liegt es nahe, dass durch die
verminderte Anzahl der B-Lymphozyten auch weniger IgA gebildet werden kann. (84)
Dazu passen Ergebnisse aus einer Studie mit Blutuntersuchungen, in deren Rahmen
niedrigere IgA-Serumpiegel bei Patienten mit einer cGVHD im Vergleich zu Patienten
ohne GvHD an Tag 180 nach der Transplantation gemessen wurden. (90) Zudem
zeigten Speicheluntersuchungen bei Patienten mit Befall der Speicheldriisen im Rahmen
einer ausgepragten cGvHD eine reduzierte Menge oder das volistandige Fehlen des
slgA. (91)

4.2  Unterschiede der Zelldichte in verschiedenen
Darmabschnitten

Der Abfall der Zelldichte der IgA™ Zellen mit ansteigendem Schweregrad der GVHD
konnte auch nach der Gruppierung der Gewebeproben anhand des Entnahmeortes im
GIT beobachtet werden. Diese Beobachtung wurde zudem durch den schwach bis
moderat negativen Spear’manschen Rangkorrelationskoeffizienten als Hinweis auf eine
inverse Beziehung zwischen steigendem GvHD-Grad und Hohe der Zellzahl gestitzt.
Der beschriebene Trend konnte sowohl im Duodenum als auch im Illeum und im
Dickdarm beobachtet werden, jedoch wurde das Signifikanzniveau nicht in jedem
Darmabschnitt erreicht. Die Mehrzahl der Proben stammte aus dem Dickdarm (N =
240). Im Dickdarm waren die Unterschiede sowohl in Bezug auf die klinische als auch
auf die histopathologische Gradeinteilung der GvHD signifikant. Im Duodenum waren
die Unterschiede dagegen schwécher ausgeprdgt. Die Beobachtung der deutlicher
ausgepragten Abweichungen der medianen Zelldichte zwischen den GvHD-Graden im
Dickdarm konnte sich darlber erklaren, dass der Dickdarm vergleichsweise dicht
bakteriell besiedelt ist und deswegen die IgA-gestitzte intestinale Homdostase und die
Interaktion mit dem Mikrobiom besonders wichtig ist. Mittlerweile ist jedoch bekannt,
dass auch der Diunndarm ein spezifisches Mikrobiom, wenn auch mit geringerer
Diversitat im Vergleich zum Dickdarm, aufweist. (92) Eine Auffalligkeit im Zuge der
Analyse war die im Vergleich mit den anderen Darmabschnitten deutlich niedrigere

mediane Zelldichte in den Proben aus dem lleum. Lerner et al. wiesen in ihrer Arbeit
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zur Gradeinteilung der GvHD bereits darauf hin, dass die Lasionen in den von ihnen
untersuchten Proben im Ileum besonders ausgepragt waren. (37) Des Weiteren
untersuchten Yip et al. in einer kleinen Kohorte die Sensitivitat der histopathologischen
Diagnose in Bezug auf die klinische Diagnose einer schweren GvHD. Sie kamen zu
dem Ergebnis, dass sich eine klinische Grad 4-GvHD am zuverlassigsten mit der
histopathologischen Untersuchung einer Probe aus dem terminalen lleum identifizieren
lie. (93) Die genannten Untersuchungen weisen darauf hin, dass sich eine GVHD im
lleum besonders deutlich manifestiert. Allerdings zeigte sich die relativ niedrige
Zelldichte der IgA+ Zellen im lleum sowohl in den Proben von Patienten mit einer
GvHD-Diagnose als auch bei Patienten ohne GvHD nach der allo-HSCT. Somit I&sst
sich die niedrige Zelldichte in diesem Fall nicht dadurch erklaren, dass vor allem bei
Patienten mit einer schweren GvHD Biopsien aus dem lleum enthommen wurden. Das
Ileum zeichnet sich gegentiber den anderen Darmabschnitten zudem dadurch aus, dass
die immunologisch aktiven Strukturen in Form der Peyer-Plaques angeordnet sind. (53)
Dieser besondere Aufbau des lleums mit einer hohen Konzentration immunologisch
aktiver Strukturen konnte zusammen mit der erhohten Vulnerabilitdat dieses
Darmabschnittes gegeniiber der GvHD als Erklarung fur die Abweichungen der
Zelldichte herangezogen werden.

4.3  Verzogerte Regeneration der IgA* Zellen

Neben dem Auftreten einer GvHD und dem Entnahmeort beeinflusste auch die
Zeitdauer zwischen der allo-HSCT und der Gewebeentnahme die Anzahl der IgA*
Zellen. Als Ergebnis ergab sich, dass die Zelldichte unabhéngig vom GvHD-Status bis
Tag 180 zuné&chst abfiel. Danach zeigten sich wieder hthere Werte. Die Einteilung der
Proben in Zeitgruppen orientierte sich an den Werten fir das Engraftment. Eine gangige
Einteilung der Immunrekonstitution nach einer allo-HSCT umfasst das
,Preengraftment von Tag O bis 30, das ,,Early Postengraftment™ von Tag 30 bis 100
und das ,Late Postengraftment” nach Tag 100. (94) Die einzelnen Phasen zeigen
unterschiedliche Charakteristika im Hinblick auf die immunologische Abwehrfahigkeit.
So ist die Phase bis Tag 30 nach Pereira et al. durch eine Neutropenie, die damit
verbundene Anfalligkeit gegentiber bakteriellen Infektionen und ein erhohtes
Mukositis-Risiko gekennzeichnet. Fir den Zeitraum zwischen Tag 30 und Tag 100 wird
eine B- und T-Zelldysfunktion beschrieben. Die Phase ab Tag 100 wird zusatzlich zur
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Zelldysfunktion durch eine gestorte humorale Immunantwort charakterisiert. In der Zeit
nach dem Engraftment treten entsprechend vermehrt virale Infektionen auf. (94) Die
Werte zur Anzahl der IgA™ Zellen spiegeln moglicherweise die Elimination der
Empfanger-Plasmazellen nach derallo-HSCT wieder, welche anschlieRend nach dem
Engraftment um Tag 30 nach der allo-HSCT schrittweise durch Spender-Plasmazellen
ersetzt werden. In der Literatur liegen bisher in erster Linie Untersuchungen zu
Zellzahlen und Antikorperspiegeln nach der allo-HSCT im Blut vor: Fujimaki et al.
beobachteten in diesem Zusammenhang, dass sich die IgM- und IgG-Spiegel bis Tag
100 normalisierten. Demgegeniber lagen die IgA-Serumspiegel selbst an Tag 180 noch
unter dem Normwert. (90) In einer Studie von de Silva et al. war die Anzahl der B-
Zellen im Blut direkt nach allo-HSCT am niedrigsten und stieg dann kontinuierlich an,
bis sie nach neun bis zw6lf Monaten wieder im Normalbereich lag. In dieser Zeit wurde
der physiologische Prozentsatz an B-Zellen wieder erreicht und erholte sich somit
schneller als die totale Zellzahl. In der selben Untersuchung lag der IgA-Spiegel bis
zum letzten Follow-Up nach zwolf Monaten unter dem Normwert. Hohere IgA-Spiegel
wurden zu Beginn und drei Monate nach der allo-HSCT bei Patienten mit Infektionen
der Schleimhdute gemessen. (84) Niedrige IgA-Spiegel an Tag 180 nach allo-HSCT
korrelierten dagegen mit einer erhdhten Infektionsrate. Die IgA-Spiegel an Tag 180
korrelierten mit der gemessenen Anzahl an B-Zellen zu diesem Zeitpunkt. (95) Die
genannten Untersuchungen zeigen, dass die Erholung der B-Zellen und der 1gA-Spiegel
im Blut einen vergleichsweise langen Zeitraum von tber 100 Tagen in Anspruch
nimmt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass dies auch fir die
intestinalen 1gA* Zellen gilt. Im Unterschied zu den im Blutkreislauf zirkulierenden B-
Zellen ist deren Anzahl jedoch nicht direkt nach der allo-HSCT am niedrigsten.
Maglicherweise sind die ortstandigen IgA* Zellen des Empfangers zunachst nicht
unmittelbar von den Folgen der allo-HSCT betroffen und werden erst spéter durch

Spender-Zellen eliminiert und ersetzt.
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4.4  Prognostische Aussagekraft

Die Uberlebensanalysen lieferten Hinweise darauf, dass eine hohe Anzahl der IgA*
Zellen in Bezug auf die mediane Zelldichte nach einer allo-HSCT mit einer erniedrigten
TRM und auf der anderen Seite mit einer erhdhten RRM assoziiert ist. Bezlglich der
TRM kann die Reduktion der IgA™ Zellen am ehesten als Ausdruck der Schwere der
GVHD betrachtet werden, welche wiederum mit der TRM assoziiert ist. Zudem konnte
das erhohte Risiko fur die TRM bei einer erniedrigten Zelldichte iber den Verlust der
protektiven Funktionen des IgA bei Infektionserkrankungen erklart werden. (96)
Beziiglich der RRM stellt sich die Frage, welche Verbindung zwischen den IgA™ Zellen
und einem Rezidiv bestehen konnte. In der Cox-Regression blieb der signifikante
Einfluss einer hohen Anzahl intestinaler 1gA™ Zellen auch unter Einbeziehung des
histopathologischen GvHD-Schweregrades, des Stadiums der Grunderkrankung zum
Transplantationszeitpunkt und des Patientenalters weiterhin bestehen. Wie eingangs
erwéhnt wird ein Rezidiv im Idealfall durch den GvL-Effekt verhindert. Deswegen kann
die Hypothese aufgestellt werden, dass eine hohe Anzahl der im GIT lokalisierten IgA*
Zellen darauf hinweist, dass die Alloreaktion und damit auch der GvL-Effekt weniger
stark ausgepragt sind, da in diesem Fall die Elimination der intestinalen IgA* Zellen des
Empfangers verlangsamt abldauft. Zur weiteren Erklarung kann man die Ergebnisse aus
Untersuchungen zum Chimérismus nach allo-HSCT und zu dessen prognostischer
Aussagekraft hinsichtlich eines Rezidivs heranziehen. Nach allo-HSCT sind zur
Rezidivfriherkennung zwei Methoden bekannt, die Chiméarismusanalyse und die
Analyse der minimalen Resterkrankung (MRD). Die MRD-Analyse hat den Nachweis
maligner Zellen zum Ziel, wahrend die Chimé&rismusanalyse Aufschluss (ber das
Engraftment geben kann. (97,98) Ein vollstdndiger Chimarismus tritt auf, wenn bei
einem Patienten nach allo-HSCT die gesamten Zellen des hdmatopoetischen Systems
vom Spender stammen. Direkt nach der Transplantation liegt in der Regel ein
gemischter Chiméarismus vor. Das bedeutet, dass die blutbildenden Zellen zum Teil vom
Spender und zum Teil vom Empfanger abstammen. (98) Abhangig vom Erfolg des
Engraftments zeigen sich im Verlauf unterschiedliche Auspragungsstufen des
Chimarismus. (98,99) Ein gemischter Chimdrismus wird mit einem hoheren
Rezidivrisiko in Verbindung gebracht. (100) Es ist anzunehmen, dass bei einem
gestorten Engraftment und dem daraus resultierenden geringeren Auspragungsgrad des
Chimarismus auch die intestinalen IgA* Zellen wie bereits erwihnt nicht oder

langsamer durch die entsprechenden Zellen des Spenders ersetzt werden.
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45 Kaorrelation mit REG-3-a und 3-1S

Beim Vergleich der Anzahl der IgA™ Zellen mit den REG-3-a-Werten im Serum im
Zeitraum von sieben Tagen vor oder nach der Gewebeentnahme zeigte sich eine
signifikante, schwach negative Korrelation. Dies passt mit der Beobachtung der
sinkenden Zelldichte bei steigendem Schweregrad der GVHD zusammen, da bereits in
mehreren Studien gezeigt wurde, dass der REG-3-a-Spiegel beim Auftreten einer
GVvHD im GIT erhoht ist. (39,41,101,102) Hohe Konzentrationen des REG-3-a sind
dartiber hinaus mit einer héheren TRM verbunden. (102) Die bei den IgA* Zellen
beobachtete inverse Beziehung zwischen der Hohe der Zelldichte und dem Schweregrad
der GVHD wurde ebenfalls fur die Paneth-Koérnerzellen gezeigt, welche das REG-3-a
produzieren. (36) Es bleibt abzuklaren, ob sich der Zusammenhang zwischen den REG-
3-a-Werten und der Dichte der IgA* Zellen alleine durch die GvHD erklaren lasst oder
ob es einen gemeinsamen Bezug zu einer Stérunge des Mikrobioms gibt, da letzteres
sowohl durch das REG-3-a als antimikrobielles Peptid als auch durch die vielfaltigen
Funktionen des sIgA beeinflusst wird. Eine Gemeinsamkeit dieser beiden Molekile ist,
dass sie zur Abwehr von potentiell pathogenen Erregern beitragen. (36,64) Dieser
Annahme steht entgegen, dass keine signifikante Korrelation der IgA™ Zellen mit den 3-
IS-Konzentrationen im Urin, welche Auskunft Uber die Zusammensetzung des
Mikrobioms geben, festgestellt werden konnte. Ein Problem bei der Beurteilung war
jedoch die vergleichsweise kleine Zahl der Patienten, deren Werte zur 3-IS-
Konzentration im Urin und zur REG-3- a-Serumkonzentration fur die Auswertung zur

Verfligung standen.
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4.6  Grenzen der vorliegenden Arbeit

Da die klinischen Daten der Patienten retrospektiv erhoben wurden, konnte nicht in
jedem Fall eine Vollstandigkeit des Datensatzes gewéhrleistet werden. Zudem ist die
Heterogenitat der Probenauswahl in Bezug auf den Biopsiezeitpunkt und den
Entnahmeort zu beachten. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass es Unterschiede bei
der Regulation der IgA-Antwort in den unterschiedlichen Darmabschnitten gibt.
Daruber hinaus fehlten Vergleichswerte zur physiologischen Anzahl der intestinalen
IgA” Zellen in den Proben gesunder Probanden. Die BezugsgroRe, die im Rahmen der
Arbeit bestimmt wurde, beschrénkt sich auf die Zelldichte in Gewebeproben von
mittlerweile allogen stammzelltransplantierten Patienten mit einer entsprechenden
Grunderkrankung. Deswegen besteht die Maoglichkeit einer auf der Grunderkrankung
beruhenden Beeinflussung der IgA™ Zellen bereits vor der allo-HSCT. Gleiches gilt fiir
eine vorausgehende Chemotherapie. Als Quelle fiir die Beurteilung der GvHD nach
Lerner diente retrospektiv der histopathologische Befund. Wenn die Gradeinteilung
durch  unterschiedliche  Pathologen erfolgte, bestent das Risiko einer
Interobservervariabilitat. Bei der genauen Gradeinteilung der GvHD kam es in einem
Ringversuch unter der Beteiligung von finf Pathologen in lber 50% der Falle zu
Abweichungen vor der Festlegung gemeinsamer Diagnosekriterien. (103) Bei den
Uberlebenszeitanalysen ist die Definition der Zeitdauer mit der allo-HSCT als
Bezugspunkt maglicherweise nicht ideal, um einen Zusammenhang zu den IgA™ Zellen
aufzuzeigen. Eine Alternative flr zukinftige Analysen wére deswegen die Berechnung

der Uberlebenszeit ab dem Zeitpunkt der Biopsie-Entnahme.
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4.7 Ausblick

Der Zusammenhang zwischen der Anzahl intestinaler IgA* Zellen zum Schweregrad der
GvHD konnte in Zukunft die histopathologische Diagnostik unterstiitzen. Der
methodische Ansatz der Auswertung der digitalisierten Objekttrager stellt eine
Alternative zur klassischen lichtmikroskopischen Auswertung mittels
Hauptgesichtsfeldern dar. Ein grofRer Vorteil der Methode war die Mdglichkeit der
Umrandung und Ausmessung von ausgewahlten Arealen der Préparate. Durch die
Umrandung konnte zum einen sichergestellt werden, dass nur das gewtinschte Gewebe
in die Analyse miteinbezogen wird, und zum anderen hatte man die Mdglichkeit,
Leerstellen und Artefakte auszuschlielRen. Perspektivisch kénnte diese digitale Analyse
in  Zukunft durch Kkinstliche Intelligenz unterstltzt werden. Die Verwendung
gemeinsamer, einheitlicher Diagnosekriterien sowie die die Angabe der Sicherheit der
histopathologischen GvHD-Diagnose nach den eingangs erwahnten NIH-Konsensus-
Kriterien sollte fur zuklnftige Untersuchungen angestrebt werden, um die
Interobservervariabilitat zu verringern und multizentrische Studien zu erleichtern. Die
diskutierten Ergebnisse werfen einige neue Fragen auf. Zundchst sollte die
Abstammung der intestinalen IgA* Zellen nach einer allo-HSCT abgeklart werden.
Damit kdnnte der vermutete Zusammenhang zu einem Rezidiv tber eine abgeschwachte
Alloreaktion uberprift werden. Aufgrund der relativ langen Uberlebenszeit von
Plasmazellen sollte speziell der Chimarismus der IgA™ Zellen untersucht werden, um
deren Abstammung zu bestimmen. Wunschenswert wére zudem eine im Vergleich zur
Biopsie-Entnahme weniger invasive Probengewinnung wie beispielsweise die

Blutanalyse oder die Untersuchung von sIgA in Stuhlproben.
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5  Zusammenfassung

Das Auftreten einer GvHD gilt nach wie vor als eine der Hauptursachen fir Morbiditét
und Mortalitdt nach einer allo-HSCT. Gleichzeitig besteht eine Beziehung zum
erwinschten GvL-Effekt. Ein moglichst friihzeitiges und zuverléssiges Erkennen beider
Entitaten ist aufgrund der mdglichen schwerwiegenden Folgen fiir die Patienten das Ziel
diverser Forschungsprojekte. Die bisherige Diagnostik zur Immunrekonstitution
stammzelltransplantierter Patienten fokussierte sich in erster Linie auf Analysen im
peripheren Blut. Wahrend die Konzentration des IgA-Spiegels und die B-Lymphozyten
in Blutproben im Verlauf nach einer allo-HSCT bereits mehrfach untersucht wurden,
gab es keine aktuellen Daten zur Verteilung, Regeneration und Beeintrachtigung der
ortsstandigen IgA* Zellen im GIT. An diesem Punkt setzte die vorliegende Arbeit an.
Ziel war das Aufzeigen von Zusammenhangen wund Trends durch die
immunhistochemisch gestitzte Analyse der IgA”™ Zellen in intestinalen Gewebeproben
aus unterschiedlichen Abschnitten des Dinn- und Dickdarms (Duodenum, lleum,
Caecum, Colon, Rektum) allogen-stammzelltransplantierter Patienten. Im Mittelpunkt
stand dabei der Bezug auf den histopathologisch ermittelten Schweregrad der GvHD

nach Lerner.

Fur das untersuchte Patientenkollektiv zeigte sich eine Abnahme der Zelldichte mit
steigendem histopathologischen GvHD-Grad in allen untersuchten Darmabschnitten.
Daruber hinaus wiesen die Ergebnisse auf eine mdogliche prognostische Aussagekraft
der Zelldichte hin: Die Mortalitat durch ein Rezidiv der malignen Grunderkrankung war
— unabhéngig vom Auftreten einer GVHD — bei einer Zellzahl oberhalb der medianen
Zelldichte signifikant mit geringeren Uberlebensraten assoziiert. Der Zusammenhang
stellte sich bezliglich der TRM umgekehrt dar. Die Ergebnisse zur TRM erkléren sich
wahrscheinlich Gber einen Zusammenhang zum GvHD-Schweregrad: Eine reduzierte
Zellzahl kann in diesem Sinne als Ausdruck einer starker ausgepragten GvHD
betrachtet werden. Demgegeniber kdnnte eine geringere Zelldichte im Hinblick auf die
RRM auf eine verminderte Elimination der ortsstandigen IgA" Zellen hinweisen, als
Folge einer geringer ausgeprégten Alloreaktion und des darauf beruhenden GvL-
Effektes. AbschlieRend l&sst sich auf dieser Basis die Hypothese aufstellen, dass sich
die intestinalen IgA" Zellen als Indikatoren der Alloreaktion eignen und somit eine

prognostische Aussagekraft besitzen.
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