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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Allogene Stammzelltransplantation

Der erste Bericht tiber die Ubertragung von Knochenmark im Mausmodel zur Behandlung von
Leukamien stammt aus dem Jahr 1956 (1). Weitere Erkenntnisse aus Tierversuchen und die
Beschreibung der humanen Leukozytenantigene (HLA) durch Dausset (2) und van Rood et al.
(3) ermoglichten die erste erfolgreiche Stammzelltransplantation bei einem Kleinkind mit
Wiskott-Aldrich-Syndrom (4).

Mittlerweile ist die Stammzelltransplantation mit mehr als 48.000 durchgeflhrten Transplanta-
tionen pro Jahr ein weltweit etabliertes Verfahren zur Behandlung verschiedener maligner, aber
auch benigner hamatologischer Erkrankungen (5). Man unterscheidet die autologe Stammzell-
transplantation, bei der dem Patienten eigene Stammzellen entnommen werden und zu einem
spateren Zeitpunkt reinfundiert werden, von der allogenen Stammzelltransplantation (ASCT).
Hierbei erhélt der Patient nicht die eigenen Stammzellen, sondern die einer anderen Person (6).
Hauptindikationen fur eine ASCT sind myeloische und lymphatische Malignome wie die akute
myeloische Leuk&mie (AML), die akute lymphatische Leuk&dmie (ALL), sowie Hodgkin- und
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). Neben den malignen Neoplasien werden mit einer ASCT
auch benigne Erkrankungen wie die aplastische Andmie und Hamoglobinopathien wie die Si-
chelzellandmie und Thalassdmie behandelt. Zusétzlich kénnen auch primére Immundefizienz

und schwere Autoimmunerkrankungen mit einer ASCT behandelt werden (5).

Um eine ASCT sicher durchfuihren zu kdnnen, muss vorab ein passender Spender gefunden
werden, der in moglichst vielen Gewebemerkmalen mit dem Empfanger tbereinstimmt. Am
wichtigsten ist dabei die HLA-Kompatibilitat. In der Regel werden von Spender und Empféanger
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 bestimmt. Am guinstigsten fur den Erfolg der ASCT und das
Gesamtuberleben ist eine Ubereinstimmung in allen genannten HLA-Merkmalen. Indes gehen
HLA-A, -B und -DRB1 Fehlpaarungen mit der hdchsten Sterblichkeit einher (7).

Vor der eigentlichen Stammzelltransplantation erfolgt eine Konditionierungstherapie. Dabei
werden durch Einsatz von Chemotherapie mit oder ohne Ganzkérperbestrahlung einerseits die
malignen Zellen eliminiert. Andererseits werden durch die Konditionierung sémtliche hdmato-
poetische Zellen zerstort und es kommt zur Immunsuppression. Diese ist wichtig, um eine Ab-
stoBung der spater erhaltenen Stammzellen zu verhindern und ihr Anwachsen zu ermdglichen.

Die Intensitdt der Konditionierungsprotokolle ist unter anderem abhdngig vom Alter des
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Patienten, der Schwere seiner Grunderkrankung und der bisher erfolgten Therapie (8). Neben
der myeloablativen Konditionierung gibt es demnach die Mdglichkeit einer dosisreduzierten
Konditionierung (RIC). Sie ist weniger toxisch und ermdglicht eine sichere Durchfuhrung fur
altere und komorbide Patienten (9).

In den Anfangszeiten der Stammzelltransplantation wurden die Stammzellen unter VVollnarkose
aus dem Beckenkamm extrahiert. Heute kommen hauptséchlich periphere Blutstammzellen
(PBSC) aus ventsem Blut zum Einsatz. Dafiir muss der Spender vorab mit Wachstumsfaktoren
wie dem Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) behandelt werden, der eine
Migration der Stammzellen vom Knochenmark in das Blutsystem bewirkt. Durch diese Stimu-
lation verhundertfacht sich die Anzahl der zirkulierenden hamatopoetischen Stammzellen im
Blut und somit kénnen ausreichend Zellen gewonnen werden. Zudem ist eine Blutentnahme
mit wesentlich geringeren Komplikationen behaftet. Eine weitere, jedoch selten angewandte

Methode stellt die Gewinnung von Stammzellen aus dem Nabelschnurblut dar (10).

Die immunkompetenten Zellen des Spenders sind im Stande die malignen Tumorzellen des
Empféangers erfolgreich zu eliminieren. Dieser Graft-versus-Leukamie-Effekt (GvL) tragt mali-
geblich zur Bek&mpfung der Grunderkrankung bei. Neben diesem erwiinschten Effekt erken-
nen die Immunzellen des Spenders auch gesundes Gewebe des Empféangers als fremd und grei-
fen es an, was zu der unerwiinschten Komplikation einer Graft-versus-Host-Erkrankung
(GvHD) fiihren kann (11). Zu den weiteren Komplikationen der ASCT zahlen Infektionen mit
Viren, Bakterien und Pilzen, gegen die sich das supprimierte Immunsystem nicht zur Wehr
setzen kann und die daher nicht selten todlich verlaufen. Andere Folgen sind Hypothyreose,
Infertilitdt durch Gonadendysfunktion, das idiopathische Pneumoniesyndrom, Niereninsuffizi-
enz, chronische Lebererkrankungen, verschiedene Autoimmunerkrankungen und Sekundarma-

lignome als Folge der Konditionierung oder der Immunsuppression (12).

1.2  Graft-versus-Host-Erkrankung

Abhéngig von einer Vielzahl an Faktoren entwickeln 30 bis 60 % der Patienten nach ASCT
eine akute GVHD (aGvHD). Die aGvHD ist mit einer Mortalitatsrate von 15 bis 30 % eine der
groften Herausforderungen der ASCT. Eine chronische GvHD (cGvHD) findet sich bei jedem
zweiten Patienten nach ASCT. Sie ist mitverantwortlich fir 25 % der Todesfalle (13). Die

frihere Einteilung, bei der fur die Unterscheidung zwischen akuter und chronischer GvHD
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allein der Zeitraum nach ASCT entscheidend war, gilt mittlerweile als tberholt. Nach der ak-
tuell gultigen Definition des National Institutes of Health (NIH) unterscheidet man die klassi-
sche aGvHD mit einem Onset klinischer Symptome innerhalb von 100 Tagen nach ASCT von
der spaten aGvHD mit typischen Symptomen der aGvHD, die erst nach 100 Tagen einsetzen.
Weiter differenziert man die klassische cGvHD mit Einsetzen nach 100 Tagen von dem Uber-

lappungssyndrom, bei dem gleichzeitig Symptome der aGvHD und der cGvHD auftreten (14).

1.2.1 Pathogenese und Risikofaktoren fur die GvHD

Fur die Entstehung einer GVHD wurden 1966 von Billingham drei wesentliche Faktoren be-

nannt:

= Das Transplantat muss immunkompetente Zellen enthalten

= der Empféanger exprimiert Antigene, die im Spenderorganismus nicht vorhanden sind
und somit von Spender T-Zellen als fremd erkannt werden

» das Immunsystem des Wirts ist unféhig das Transplantat abzustol3en (15).

Pathophysiologisch lasst sich die Entstehung der aGvHD in drei Phasen einteilen:
Phase 1: Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen (APC) des Empféangers

Der erste Schritt beginnt bereits nach der Konditionierungstherapie. Zusammen mit der Grun-
derkrankung fuhrt diese zu Gewebeschédden, durch die es zur Liberation von proinflammatori-
schen Zytokinen wie Tumornekrosefaktor a (TNFa), Interleukin (IL)-1a und IL-6 kommt (16).
Die freigesetzten Zytokine TNFo und Interferon y (IFNy) flhren zu einer vermehrten Expres-
sion von Haupthistokompatibilitdtskomplex(MHC)- Antigenen auf den Zellen des Empfangers
(17). Dadurch werden sie in Phase 2 verstarkt von den Spender T-Zellen erkannt. Zudem akti-
vieren die freigesetzten Zytokine APC des Empfangers, welche fur die T-Zell Aktivierung be-

notigt werden (18).

Zusatzlich kommt es im Gastrointestinaltrakt (GIT) durch die konditionierungsbedingte Scha-
digung von Epithelzellen zur Translokation von Lipopolysacchariden (LPS) und Pathogen-as-
soziierten molekularen Mustern (PAMP) aus dem Darmlumen ins Gewebe und die Blutbahn.
LPS stimulieren wiederum die Produktion von TNFa durch Makrophagen, die zu den APC
zahlen (19). PAMP fuhren mithilfe von Toll-like Rezeptoren (TLR) und NOD-like Rezeptoren
(NLR) zudem zur Aktivierung weiterer APC (20).
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Phase 2: Aktivierung von Spender T-Zellen

In der zweiten Phase werden T-Zellen des Spenders aktiviert, indem sie mit ihren T-Zell-Re-
zeptoren an Alloantigene binden, die ihnen von den APC mittels HLA (humane Form der
MHC-Antigene) prasentiert werden. Existiert zwischen Spender und Empfanger ein HLA-Mis-
match, werden die fremden Antigene von den T-Zellen des Spenders erkannt und fiihren zu
deren Aktivierung. Zur Aktivierung von CD4" T-Zellen missen die Antigene von MHC der
Klasse 1l (HLA-DR, -DQ, -DP) prasentiert werden, wohingegen CD8" T-Zellen MHC der
Klasse | (HLA-A, -B, -C) benétigen. Aber auch bei HLA-kompatiblen Spendern kann sich eine
aGVvHD entwickeln. Dabei erkennen die T-Zellen des Spenders mit dem passenden T-Zell-Re-
zeptor Minor-Histokompatibilitatsantigene, die auf jedem Gewebe des Empfangers exprimiert
werden (21).

Phase 3: Effektorphase

Ein komplexes Zusammenspiel der I6slichen und zelluldren Faktoren aus den ersten beiden
Phasen fuhrt in der Effektorphase zur Verstarkung des Gewebeschadens und der Entstehung
einer Entziindungsreaktion. Durch die T-Zell Aktivierung werden multiple intrazellulére Sig-
nalwege eingeleitet. Als Endprodukt exprimieren die T-Zellen unter anderem die Zytokine
IFNy und TNFa. Letzteres aktiviert weitere APC, verstarkt die T-Zell Aktivierung und Prolife-
ration und fuhrt durch die Induktion von Apoptose und Nekrose zur direkten Zellschadigung.
IFNy hat zwei entgegengesetzte Wirkungen. Einerseits verstarkt es die aGvHD, indem es eine
vermehrte Expression von Chemokin-Rezeptoren initiiert, Makrophagen und Monozyten fir
LPS sensibilisiert und Zellen im GIT direkt zerstort. Andererseits beschleunigt IFNy die
Apoptose von Spender T-Zellen was der Entstehung einer aGvHD entgegenwirkt. Die Uberak-
tivitat 16slicher Mediatoren sorgt auf zellularer Ebene zusatzlich fur eine Migration weiterer T-
Zellen aus lymphatischem Gewebe in die Zielorgane. Dort angekommen fiihren hauptsachlich
zytotoxische T-Zellen tber Fas/FasL und Perforin/Granzym Signalwege zur Zelllyse und somit
zur Gewebeschadigung. Weil dadurch erneut inflammatorische Mediatoren freigesetzt werden,
entsteht ein Kreislauf, der letztendlich in den fur die aGvHD charakteristischen Zytokinsturm
mindet (22).

Abbildung (Abb.) 1 fasst die Pathophysiologie der aGvHD zusammen.
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Abb. 1: Pathophysiologie der aGvHD
Ubersicht tiber die drei Phasen der Entstehung einer aGvHD (23)

Wie in Abb. 1 zu erkennen ist, existieren auch Immunzellen, die der Entwicklung einer aGvHD
entgegenwirken. Regulatorische T-Zellen (Treg) sind CD4* T-Zellen, die auf ihrer Oberflache
forkhead box Protein P3 (FoxP3) exprimieren. FoxP3 fungiert als Transkriptionsfaktor, der die
Differenzierung von T-Zellen zu Treg steuert. Gleichzeitig dient FoxP3 als Marker fiir Treg
(24). Diese Untergruppe der T-Zellen ist in der Lage, CD4" und CD8" T-Zellen, natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen), B-Zellen und APC in ihrer Aktivitat und Funktion zu unterdriicken
und somit Entziindungsreaktionen zu begrenzen (25).

Zu den groRten Risikofaktoren fur die aGvHD zéhlen ein HLA-Mismatch und die Anwendung
einer hochdosierten Konditionierungstherapie. Zudem wird vermutet, dass unterschiedliche Po-
lymorphismen in den Genen, die fiir die Zytokine TNFa, IL-1, -6, -10 und IFNy kodieren, eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung der aGvHD spielen. Ein weiterer Erklarungsversuch
stutzt sich auf die Tatsache, dass die Hauptorgane, die von der aGvHD betroffen sind (GIT,
Leber, Haut), allesamt Kontakt zu mikrobiellen Pathogenen haben. So kdnnten individuelle
Unterschiede in der Interaktion von Antigenen und Pathogen-Recognition Rezeptoren (PRR)

vor einer aGvHD schitzen oder eine Entwicklung begunstigen (26). Holler et al. konnten
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beispielsweise zeigen, dass eine Mutation im Gen flr den PRR NOD?2 das Risiko fir transplan-

tationsassoziierte Mortalitat (TRM) und das Auftreten einer schweren GvHD erhoht (27).

Die Pathogenese der cGvHD st bisher nur unzureichend erforscht. Es handelt sich um eine
multisystemische Stérung mit Beteiligung verschiedenster Organe. Dabei sind neben alloreak-
tiven Spender T-Zellen auch B-Zellen an den Prozessen beteiligt. In welcher Weise die Immun-
zellen, Auto- und Alloantigene, Chemokine und Zytokine miteinander wechselwirken ist je-
doch noch nicht bekannt (22). GroRter Risikofaktor fir die Entwicklung einer cGvHD ist das
Auftreten einer aGvHD in der Vergangenheit. Zu den weiteren Faktoren, die die Entstehung
einer cGVHD beglnstigen, zéhlen héheres Patientenalter, Einsatz von Knochenmark ohne T-

Zell Depletion und weibliche Spender bei mannlichen Empfangern (28).

1.2.2 Klinik und Diagnostik der GvHD

Klinisch manifestiert sich die aGvHD vor allem in der Haut, im GIT und in der Leber. Die
Einteilung erfolgt gemal’ den 1974 von Glucksberg et al. (29) festgelegten Kriterien. Diese sind
in Tabelle (Tab.) 1 aufgefiihrt. Dabei wird jedes der oben genannten Organsysteme einzeln
betrachtet und je nach Auspragung der Symptome erfolgt die Zuteilung eines Schweregrades.
Abhéngig davon erfolgt dann die Einstufung des Gesamtschweregrades, was in Tab. 2 darge-

stellt wird.

Tab. 1: Schweregradeinteilung der am haufigsten betroffenen Organe nach Glucksberg
et al. (29)

Schweregrad | Haut Leber Darm
Klinisches Bild Bilirubin mg/dl | Diarrhoe ml/Tag
1 Exanthem < 25 % Kodrperoberflache | 2 — 2,9 > 500
2 Exanthem 25 — 50 % Korperoberfla- | 35,9 > 1000
che
3 generalisierte Erythrodermie 6-14,9 > 1500
4 generalisierte Erythrodermie >15 >2000
mit Blasenbildung, haufig Desqua-
mation
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Tab. 2: Gesamtschweregrad der aGvHD (30)

Gesamtgrad Haut Darm Leber Einschrankung Allgemeinzustand
I (leicht) 1-2 0 0 Keine

I (mé&Rig) 1-3 1 1 Leicht *

I11 (schwer) 2-3 2-3 2-3 MaRig *

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

* das Auftreten eines Merkmals an Darm oder Leber reicht aus, um den jeweiligen Gesamtgrad

zu ergeben.

Bei der kutanen Manifestation einer aGvHD leiden Patienten unter Pruritus. Daneben kommt
es zu unspezifischen Rétungen und Schwellungen von Haut und Schleimhauten. Haufig entwi-
ckeln sich daraus Enantheme der Schleimh&ute und makulopapulése Exantheme der Haut. Da-
von betroffen sind meistens das Gesicht, die Handflachen und FuRsohlen und Stellen am Kor-
per, die vermehrter Lichtexposition ausgesetzt sind. Mit zunehmender Schwere der Erkrankung
kann sich aus dem Exanthem eine Erythrodermie mit Blasenbildung entwickeln.

Eine hepatische Beteiligung fiihrt zu Ikterus und erhéhten Werten fur Bilirubin, alkalische
Phosphatase und Transaminasen. Zudem kann es zur Entwicklung einer Cholestase und/oder

Hepatitis kommen.

Patienten mit einer GIT-GvHD leiden unter Ubelkeit mit Erbrechen, abdominellen Schmerzen,
volumindsen Durchféllen mit Blutbeimengungen und entwickeln teilweise sogar einen paraly-

tischen lleus. In Folge kommt es auch zu Malabsorption und Kachexie.

Differentialdiagnostisch ist die aGvHD der oben genannten Organsysteme oft schwer zu unter-
scheiden von Medikamentennebenwirkungen, Infektionen oder Folgen der Konditionierung.
Fur eine Diagnose missen daher immer alle Organsysteme zusammen betrachtet werden und
samtliche andere Ursachen ausgeschlossen werden. Neben den klinischen Erkennungszeichen
fult die Diagnostik auf histologischen Merkmalen. Je nach Schweregrad zeigen sich in den
intestinalen Biopsien vermehrt apoptotische Epithelzellen, erweiterte Krypten, veranderte
Kryptenachitektur bis hin zum vollstandigen Kryptenverlust und eosinophile und neutrophile
Infiltrate (8, 31).

Abb. 2 zeigt exemplarisch histologische Veranderungen durch die GvHD im Colon.

Da diese morphologischen Kennzeichen auch bei den genannten Differentialdiagnosen auftre-
ten kdnnen, wird zunehmend nach anderen Methoden gesucht, die die Diagnostik verbessern.
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So kann das 18F-FDG PET/CT helfen, die richtige Stelle fur eine Biopsie zu identifizieren (32)
und mithilfe von kontrastmittelverstarktem Ultraschall (CEUS) kann die Aktivitat einer GvHD
im Verlauf beobachtet werden (33).
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Abb. 2: Histologie der GvHD im Colon
A: Pfeile zeigen auf Apoptosen innerhalb der Krypte; B: ektatische Krypte mit Kryptendestruk-
tion mit abgeflachtem Epithel und Zelldetritus im Lumen (34)

1.2.3 Prophylaxe und Therapie der GvHD

Weil die GVHD eine der gefahrlichsten Komplikation der ASCT darstellt, gilt es die Entstehung
zu verhindern. Neben der Berticksichtigung der unter 1.2.1 genannten Risikofaktoren spielt die
medikamentdse Prophylaxe eine entscheidende Rolle. Als Standardprophylaxe erhalten Patien-
ten Calcineurininhibitoren wie Cyclosporin A oder Tacrolimus in Kombination mit Methotr-
exat (MTX) oder Mycophenolatmofetil (MMF) (35). Die alleinige Gabe von Cyclosporin A
ergab im Vergleich zur Kombination von Cyclosporin A mit MTX ahnliche Ergebnisse hin-
sichtlich der Uberlebenszeit. Patienten, die die Kombinationstherapie erhielten, zeigten jedoch
seltener eine aGvHD. Ahnliche Ergebnisse zeigte der Vergleich von MTX und Cyclosporin A
mit MTX und Tacrolimus. Fir die Uberlebensrate wurden auch hier keine Unterschiede fest-

gestellt, unter Kombination mit Tacrolimus kam es aber seltener zu aGvHD (36, 37).

Die oben genannten Medikamente haben eine immunsuppressive Wirkung, mit der vor allem
die T-Zellen beeinflusst werden sollen, da diese maligeblich an der Entwicklung einer aGvHD
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beteiligt sind. Calcineurininhibitoren blockieren das Enzym Calcineurin. Dadurch kann der
Transkriptionsfaktor nuclear factor of activated T-cells (NFAT) seine Wirkung nicht entfalten,
was wiederum zu verminderter Bildung von IL-2 und anderen Zytokinen fuhrt und die Aktivie-
rung und Funktion der T-Zellen einschrankt. MTX ist ein Folsédure-Antagonist und hemmt den
Stoffwechsel in aktivierten T-Zellen. MMF blockiert die Inosinmonophosphat-Dehydrogenase,
das Schlisselenzym fiir die de novo Purinsynthese. Da vor allem die proliferierenden T-Zellen
von dieser Synthese abhangig sind, kann MMF deren Aktivitat und Funktion deutlich reduzie-
ren (30, 38).

Die T-Zell-Depletion ist eine weitere, sehr effektive Methode, um die Entstehung einer GvHD
zu vermeiden. Anwendung findet sie hauptsachlich, wenn Stammzellen von nicht verwandten
Spendern transplantiert werden oder wenn ein HLA-Mismatch zwischen Spender und Empfan-
ger vorliegt (38). Dabei versucht man durch verschiedene Verfahren die Anzahl der Spender-
T-Zellen zu reduzieren. Dadurch werden die GvHD-Raten sehr effektiv gesenkt, gleichzeitig
verzogert sich aber die Rekonstitution des Immunsystems, wodurch sich das Risiko flr Trans-
plantatversagen, ein Rezidiv der Grunderkrankung und die Reaktivierung von CMV und EBV
erhoht. Eine der gangigsten Methoden zur T-Zell-Depletion ist die Gabe von Antikdrpern, die
sich gegen Strukturen auf den T-Zellen richten und zu deren Lyse flihren. Einer der ersten ver-
wendeten Antikdrper war Antithymozytenglobulin (ATG). Es handelt sich um einen polyklo-
nalen Antikorper, der sich gegen Epitope auf T-Zellen und NK-Zellen richtet (30). In einer
randomisierten, nicht verblindeten, multizentrischen Studie zeigte sich, dass eine um ATG er-
géanzte Standardprophylaxe mit Cyclosporin A und MTX die Inzidenz von akuter und chroni-
scher GVHD bei HLA-identischen Fremdspendern senken konnte, ohne einen negativen Ein-

fluss auf das Uberleben der Patienten zu haben (39).

Kommt es trotz der genannten prophylaktischen MalRnahmen zu einer GvHD, erfolgt im Rah-
men der Primértherapie die Gabe von Glukokortikoiden. Wenn sich die Erkrankung nur leicht
an der Haut manifestiert, ist eine topische Anwendung ausreichend. Bei schweren Formen oder
der Beteiligung weiterer Organe ist eine hochdosierte, systemische Applikation notwendig.
Schldgt diese Behandlung nicht an, kommen als Zweitlinientherapie die Gabe des Januskinase-
Inhibitors Ruxolitinib oder eine extrakorporale Photopherese zum Einsatz. Dabei werden die
weilien Blutzellen aus dem Patientenblut isoliert und einer Behandlung mit ultraviolettem Licht
unterzogen. Dies fuhrt unter anderem zur Induktion von Apoptose in den Immunzellen und hat
somit einen antiinflammatorischen Effekt. Andere Therapieoptionen konzentrieren sich auf die

Blockade von inflammatorischen Zytokinen wie TNFa oder IL-2 (23, 40).
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1.2.4 Bedeutung von Biomarkern fiir Diagnose, Prognose und Therapie

Ergénzend werden spezifische Biomarker fir die Diagnostik, Prognoseerstellung und Thera-
pieplanung eingesetzt. Dabei eignet sich ein Algorithmus aus den beiden Proteinen Regenera-
ting islet-derived protein 3 alpha (Reg3a) und Suppressor of tumorigenicity-2 (ST2) am besten
zur Vorhersage des Risikos fiir Non-Relapse Mortality (NRM) zum Zeitpunkt des Onsets einer
aGvHD. Durch die Mdglichkeit der frihen Identifizierung von Hochrisikopatienten tragt die
Bestimmung dieser Biomarker zu einer optimalen Therapie von Patienten mit aGvHD bei und
hilft sowohl eine Uber- als auch eine Unterbehandlung zu vermeiden (41, 42).

Ein weiterer Biomarker zur Prognoseabschatzung ist die Anzahl von Treg im Blut. Proben von
Patienten mit aGvHD zeigten 40 % weniger Treg im Vergleich zu Patienten ohne GvHD. Au-
Rerdem sank die Zahl an Treg mit zunehmenden Schweregrad der aGvHD nahezu linear und
Patienten mit einer Treg Anzahl kleiner als der Median zeigten eine signifikant hohere NRM

im ersten Jahr nach ASCT als Patienten, deren Treg Anzahl iber dem Median lag (43).

1.3 Bedeutung des Mikrobioms fur die GvHD

Bisherige Studien haben gezeigt, dass auch das Mikrobiom eine wichtige Rolle in der Patho-
physiologie der GVHD spielt und vor allem eine reduzierte Vielfalt der vorkommenden Mikro-
organismen mit einer schlechten Prognose einhergeht. Holler et al. zeigten, dass es nach ASCT
zu einer Umverteilung der Mikroorganismen und einem Verlust ihrer Diversitat kommt. Die
Zahl von Enterokokken, die zur Klasse der Bacilli gehéren, nimmt demnach stark zu. Gleich-
zeitig kommt es zur Reduktion von Vertretern der Firmicutes, zu denen Milchséurebakterien
(Lactobacillales) und Bakterien aus der Klasse Clostridia zdhlen. Diese Veradnderung war am
starksten bei Patienten mit aktiver GIT GvHD zu beobachten. Bei ihnen gingen kommensale
Bakterien nahezu komplett verloren (44). Eine weitere entscheidende Ursache fur den Verlust
der mikrobiellen Diversitat und dem damit verbundenem erhéhten Mortalitatsrisiko ist der Ein-

satz von Breitspektrumantibiotika wie Piperacillin/Tazobactam oder Meropenem (45).

Taur et al. konnten zeigen, dass der Diversitatsverlust ein unabhéngiger Risikofaktor fur die
Mortalitat nach ASCT darstellt. Die Patienten wurden nach Analyse ihres Mikrobioms im Stuhl
in drei Gruppen mit niedriger, mittelgradiger und hoher Diversitét eingeteilt. Dabei fanden sich
Mortalitatsraten von 67 %, 60 % und 36 % nach drei Jahren (46).
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Ein Grund fur die verdnderte Zusammensetzung des Mikrobioms bei Patienten mit GvHD ist
die verminderte Produktion von a-Defensinen durch Paneth-Kdrnerzellen, welche durch die
GvHD zerstort werden. Die a-Defensine sind maligeblich an der Regulation des Mikrobioms
beteiligt, da sie bakterizid gegen opportunistische Bakterien wirken und gleichzeitig nur wenig

Einfluss auf die natlrlich vorkommenden, dem Korper niitzenden Bakterien haben (47).

Ein indirekter Marker fur die Anwesenheit kommensaler, protektiver Bakterienspezies ist das
3-Indoxylsulfat (3-1S) im Urin. Es entsteht bei der Verstoffwechslung von in der Nahrung ent-
haltenem L-Tryptophan. Fir den ersten Schritt dieser Umwandlung benétigt es ein Enzym,
welches nur von bestimmten Bakterien exprimiert wird. 3-1S ist unter anderem an der Regula-
tion der Barrierefunktion der Schleimhaut und der Ausschuttung entziindungsférdernder und -
hemmender Mediatoren beteiligt. Wahrend das VVorhandensein von Vertretern der Klasse Ba-
cilli negativ mit den 3-1S Spiegeln korreliert, steigen die Spiegel in Anwesenheit von Kom-
mensalen wie E. rectale und anderen Clostridien. Dadurch erlaubt die Analyse von 3-1S Riick-
schlusse auf die Zusammensetzung und die Vielfalt des Mikrobioms. Die 3-IS Spiegel werden
auBerdem durch bestimmte Antibiotika und den Zeitpunkt ihrer Applikation beeinflusst. Eine
Therapie mit Ciprofloxacin/Metronidazol fuhrte im Vergleich zur Gabe von Rifaximin zu sig-
nifikant geringeren 3-1S Werten. Bei Patienten, die bereits vor der ASCT systemisch mit Anti-
biotika behandelt wurden, fanden sich ebenfalls niedrigere 3-IS Konzentrationen. Das 3-IS
kann zudem bei der Risikoabschétzung fiir die Entwicklung einer GIT-GvHD herangezogen
werden. So ist die TRM bei Patienten deutlich erhoht, die in den ersten zehn Tagen nach ASCT
vergleichsweise niedrige 3-IS Spiegel aufweisen, was auf eine verminderte Vielfalt der Mikro-

organismen hindeutet (48).

1.4 GPR43 Rezeptor im Zusammenhang mit der GvHD

1.4.1 Kurzkettige Fettsduren

Von den unzéhligen Mediatoren, die vom Mikrobiom gebildet werden und die Homdstase des
menschlichen Kdrpers beeinflussen, nehmen die kurzkettigen Fettsauren (SCFA) eine Sonder-
stellung ein. Sie entstehen bei der anaeroben Fermentation von unverdaulichen Kohlenhydra-
ten, die auch als Ballaststoffe bezeichnet werden. Die haufigsten SCFA sind Acetat, Propionat
und Butyrat (49). Hauptproduzenten von Acetat und Propionat sind Bacteroidetes. Butyrat wird

hingegen hauptsachlich von Firmicutes produziert (50).
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SCFA dienen dem Korper einerseits als Energiequelle. Andererseits fordern sie die Integritét
des intestinalen Epithels und hemmen die Zytokinproduktion in mononukledren Zellen und in
T-Zellen (51).

Ihre Wirkung entfalten sie Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Hemmung der Histon-
Deacetylase (HDAC) und Stabilisierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF) (52 - 54). Auch
die Entstehung von Immunantworten und Entziindungen wird mafgeblich von SCFA mitbe-
stimmt. Auf die zugrundeliegenden Mechanismen und die Rolle der G-Protein-gekoppelten Re-

zeptoren in diesem Zusammenhang wird im folgenden Absatz eingegangen.

1.4.2 Physiologie und Vorkommen des GPR43 Rezeptors

G-protein-gekoppelte Rezeptoren, die Fettsauren binden, bestehen aus insgesamt sieben trans-
membrandsen Untereinheiten. Liganden fiir den GPR43 Rezeptor sind die SCFA Acetat, Propi-
onat und Butyrat. Der GPR43 Rezeptor, der auch Free fatty acid receptor 2 (FFAR2) genannt
wird, kann G; gekoppelt sein und somit die Aktivitdt der Adenylatcyclase herabsetzen und
Extracellular signal-regulated kinases (ERK) aktivieren. Zudem kann der FFAR2 G4 gekoppelt
flr einen Anstieg des intrazelluldaren Calciums sorgen und die Mitogen-activated protein kinase
(MAPK) aktivieren. Eine Expression von GPR43 findet sich in Zellen des weillen Fettgewebes,
enteroendokrinen Zellen des GIT, intestinalen Epithelzellen, 3-Zellen des Pankreas und ver-
schiedenen Zellen des Immunsystems (55). Vor allem neutrophile Granulozyten, Monozyten
und B-Lymphozyten exprimieren den FFAR2 (56). Somit beeinflussen SCFA die Entstehung
von Entzundungen und steuern Immunreaktionen, indem sie sowohl die Produktion pro- als
auch antiinflammatorischer Zytokine regulieren. Es konnte gezeigt werden, dass GPR43 in ei-
nem B-Arrestin 2 abhidngigen Weg die Aktivitit des Transkriptionsfaktors NFkB herabsetzt,
wodurch weniger pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-1RB freigesetzt wurden (57).
Im Gegensatz dazu flhrt die Aktivierung von GPR43 (iber den nachgeschalteten ERK1/2 und
p38MAPK Signalweg zur vermehrten Liberation von entziindungsférdernden Mediatoren (58).

Neben diesen Effekten sind SCFA auch an der Rekrutierung von Immunzellen beteiligt. Vinolo
et al. beobachteten bei Ratten eine vermehrte Expression von L-Selectin auf neutrophilen Gra-
nulozyten durch Applikation von SCFA. L-Selectin fungiert als Adh&sionsmolekiil, welches
Immunzellen ein Anheften an Endothelzellen ermdglicht. Dadurch gelangen sie zum Ort der

Entzindung und konnen ihre Wirkung entfalten (59). Dort angekommen bek&mpfen
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neutrophile Granulozyten Pathogene unter anderem durch die Freisetzung reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS). Die ROS Liberation wird wiederum durch die Anwesenheit von SCFA in
einer GPR43 abhangigen Weise gesteigert (60).

Neutrophile Granulozyten sind jedoch nicht die einzigen Immunzellen, deren Funktion und
Migration durch SCFA beeinflusst werden. Nach Zufuhr von Propionat Uber das Trinkwasser
beobachteten Smith et al. eine deutliche Zunahme der Treg im Colon von keimfreien Mausen.
Neben der vermehrten Anzahl sorgte die Supplementierung von SCFA bei Treg auch fur eine
gesteigerte Produktion und Freisetzung von IL-10. Dieses Interleukin ist essenziell fur die Un-
terdriickung anderer Immunzellen. Im Vergleich von Wildtyp Méausen mit GPR43 Knockout-
Mausen konnte zudem bewiesen werden, dass die Effekte von SCFA GPR43 abhéngig entfaltet

werden, vermutlich durch die Hemmung von HDAC (61).

Der GPR43 Rezeptor ist ferner verantwortlich fir den Erhalt und Schutz der Barrierefunktion
des intestinalen Epithels. Eine Aktivierung von GPR43 fiihrt durch Mobilisation von Calcium
in der Zelle und Ausstrom von Kalium zur Hyperpolarisation und dadurch zur Aktivierung des
NLRP3 Inflammasoms (62). Dieses trug im Mausmodell durch kompensatorische Proliferation
von intestinalen Epithelzellen zum Erhalt der Barrierefunktion des Epithels nach induzierter
Inflammation bei (63). Auch im humanen Modell konnte gezeigt werden, dass unter Anwesen-
heit von Butyrat weniger pro-inflammatorische Zytokine von Epithelzellen gebildet werden.
AuRerdem konnte die Integritat des Epithels nach inflammatorischer Stimulation in Gegenwart

von Butyrat starker aufrechterhalten werden, als in Zelllinien ohne Zugabe von Butyrat (64).

1.4.3 Zusammenhang zwischen dem GPR43 Rezeptor und der Pathogenese der GvHD

Mit dem Ziel, die schiitzenden Effekte von SCFA auf den GIT bei GvHD zu identifizieren und
den Zusammenhang eines gestorten Mikrobioms und der Entwicklung einer GvHD besser zu
verstehen, wurde die Expression des Fettsdurerezeptors GPR43 im Tiermodell genauer unter-
sucht. Bei der Untersuchung von GPR43 Knockout-Mé&usen nach ASCT zeigte sich eine signi-
fikant starkere Ausprédgung der GvHD mit erhdhter Mortalitat im Vergleich zu Wildtyp-Mé&u-
sen. Die fehlende Expression von GPR43 beeinflusste mal3geblich das Mikrobiom. Vor der
Transplantation zeigten beide Gruppen eine vergleichbare Zusammensetzung des Mikrobioms.
Durch die ASCT kam es in den GPR43 Knockout-M&usen jedoch zur Reduktion von Vertretern
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der Klasse Clostridia und einer Zunahme des Phylums Proteobakteria (65). Beide Veranderun-
gen tragen zur starkeren Auspragung der GvHD und erhohter Mortalitat bei (44, 46).

Unter den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fir SCFA ist der FFAR2 der Einzige, dessen Ex-
pression durch eine ASCT beeinflusst wird. Nach ASCT kam es zu einer signifikanten Ab-
nahme der Expression auf intestinalen Epithelzellen im Mausmodell. Diese Feststellung und
die Beobachtung, dass die GvHD in GPR43 Knockout-Mé&usen deutlich stérker ausgepragt war
als in den Wildtyp Mdusen, verdeutlichen den GPR43 spezifischen Einfluss auf die Entstehung
und den Verlauf der GvHD. Zur Identifizierung der verantwortlichen Zellen wurde zudem die
GPR43 Expression auf APC, intestinalen Epithelzellen als Vertreter nicht hamatopoetischer
Zellen und Spender T-Zellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass nur die Expression
auf nicht hdmatopoetischen Zellen mit der Auspréagung der GvHD Korreliert. Ein zusatzlicher
Beitrag durch Immunzellen konnte jedoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Als zugrun-
deliegender Mechanismus flr den schiitzenden Effekt der SCFA wurde die GPR43 abhangige
Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms in nicht hamatopoetischen Stammzellen identifiziert
(65).

Ghimire et al. konnten zusétzlich zeigen, dass der FFAR2 auch die Pathogenese der GvHD im
humanen Organismus beeinflusst. In einer Analyse mittels Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurde bei Patienten mit symptomatischer aGvHD eine groRere Menge GPR43 mRNA
gefunden als bei Patienten ohne GvHD, bei denen eine routinemaBige Biopsie enthommen
wurde. Zudem wurde aus Proben mit héherem Lerner Grad (2 - 4) mehr mRNA isoliert als aus
Proben mit milderer GvHD. Uberdies induzierte die Gabe von Butyrat eine Zunahme der
GPR43 mRNA in Enterozyten. Dies impliziert, dass die Erh6hung der Rezeptordichte von der
Anwesenheit von SCFA abhangt, welche wiederum von kommensalen Bakterien gebildet wer-
den. Damit steht der protektive Effekt von FFAR2 im direkten Zusammenhang mit dem Mik-
robiom. Gestutzt wird dies auch durch die Beobachtung, dass nach Einsatz von Breitbandanti-
biotika, die die Anzahl von Kommensalen bekanntlich reduzieren, signifikant weniger GPR43

RNA isoliert werden konnte.

Als verantwortliche Zellen sieht auch diese Untersuchung Epithelzellen als Vertreter der nicht
h&matopoetischen Zellen. Die Tatsache, dass im lleum - dem Darmabschnitt mit dem gréfiten
Vorkommen an Immunzellen - am meisten RNA isoliert werden konnte, 1asst dartiber hinaus

auch eine Beteiligung von Immunzellen vermuten. Hierfur spricht auch, dass die Gabe von
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SCFA zu einer Zunahme von GPR43 mRNA in dendritischen Zellen von gesunden Spendern
flhrte (64).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die verantwortlichen Zellen in der Arbeit von Ghimire et al. wurden durch in vitro Zelllinien
identifiziert (64). Somit ist bisher noch unbekannt, welche Zellen im lebenden Organismus mit
GVvHD GPR43 exprimieren und wovon diese Expression abhéngt. Ziel dieser Arbeit ist es da-
her, mittels histomorphologischer Analyse die Rolle der GPR43 Expression fir die Entstehung
einer GVHD zu erforschen. Einerseits sollte das Zellkompartiment identifiziert werden, das den
Fettsdurerezeptor hauptséchlich exprimiert. Andererseits wurde untersucht, ob sich die Expres-
sion von GPR43 in den verschiedenen Anteilen des GIT (Duodenum, Ileum, Colon) unterschei-
det.

AuRerdem wurde geprift, ob die Schwere der GVHD die Expression des Fettsdurerezeptors
beeinflusst. Neben dem Lerner Grad wurden zudem als weitere mogliche Einflussfaktoren der
Zeitpunkt der Biopsie nach ASCT, die Gabe von systemischer Antibiose zum Biopsiezeitpunkt
und die verabreichte Steroiddosis analysiert. Des Weiteren sollte gepruft werden, ob die ermit-
telten Werte aus der PCR-Analyse mit den immunhistochemischen Daten vergleichbar sind und
einen Ruckschluss auf das Kompartiment der GPR43 Expression zulassen. Da Treg eine wich-
tige Rolle in der Pathophysiologie der GvHD spielen und ihre Anzahl durch die Anwesenheit
von SCFA gesteigert wird, wurde zudem untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der
GPR43 Expression und der Anzahl FoxP3 positiver Zellen gibt. Um herauszufinden, inwieweit
die Zusammensetzung des Mikrobioms die GPR43 Expression beeinflusst, wurden die erhobe-

nen Daten mit den 3-1S Werten aus Urinproben korreliert.

Zuletzt wurde Uberpriift, ob es einen Zusammenhang zwischen der GPR43 Expression und der
Uberlebenszeit der Patienten gibt.

Die erhobenen Daten sollen zum besseren Verstandnis des Zusammenhangs zwischen GPR43
und der Pathogenese der GvHD beitragen. AuRerdem sollen sie die Rolle des Mikrobioms als
mogliches Bindeglied deutlich machen. Die Erkenntnisse kdnnten fir die Therapieentschei-

dung und Identifikation von Risikopatienten einen wichtigen Beitrag leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle verwendeten Gerdte, Software, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien sind Tabellen 3 - 5

Zu entnehmen.

Tab. 3: Gerate und Software

Produkt

Hersteller

HistoStar™ AusgieRstation

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

Shandon Pathcentre Gewebeprozessor
(Fixierautomat)

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

HM 430 Schlittenmikrotom

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

HM 340E elektronisches Rotationsmikro-
tom

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

CTM6 Glaseindeckautomat

ThermoFisher Scientific GmbH, Schwerte, DE

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

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, DE

Pannoramic 250 FLASH 11

3DHISTECH, Budapest, Ungarn

DESERT Probentrockner

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

VENTANA E-Bar™ II Printing System

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

VENTANA BenchMark ULTRA Férbe-
system

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

FiF Mikrowelle mit Grill MD 42035

MEDION AG, Essen, DE

ACER Aspire E 15 (E5-576-72PC), Note-
book

Acer Computer GmbH, Ahrensburg, DE

LG Flatron L1919S-SFQ.AEUREP

LG Group, Seoul, Stidkorea

IBM SPSS Statistics, VVersion 26

International Business Machines Corporation,
Armonk, USA

CaseCenter 2.9

3DHISTECH, Budapest, Ungarn

CaseViewer 2.4

3DHISTECH, Budapest, Ungarn

Mikroskop Axioskop 40

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
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Tab. 4: Reagenzien

Produkt

Hersteller

Formalinlésung 4 %

SG Planung, Holzkirchen, DE

EZ Prep Concentrate (10X),
Code: 950-102

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

ULTRA Cell Conditioning Solution (UL-
TRA CC1), Code: 950-224

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA,;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Reaction Buffer Concentrate (10X),
Code: 950-300

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

OptiView DAB IHC Detection Kit,
Code: 760-700

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

ULTRA LCS (Predilute), Code: 650-210

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Bluing Reagent, Code: 760-2037

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Antibody Diluent, Code: 251-018

Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Papanicolaous Ldsung la Harris' Hama-
toxylinlésung, Code: 1.09253

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Essigséaure (Eisessig) 100 %,
Code: 100063

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Code: 1.06448

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Citronenséure-Monohydrat,
Code: 1.00244

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Isopropanol 99 %,
Code: ISOP-5000-100-1

SAV LP GmbH, Flintsbach a. Inn, DE

Xylol, Code: A-000551101

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

HCL 37 %, Code: 100.317

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Dako REAL Antibody Diluent,
Code: S2022

Dako Denmark A/S, Glostrup, DK

Dako REAL Peroxidase-Blocking Solu-
tion, Code: S2023

Dako Denmark A/S, Glostrup, DK

Dako Liquid DAB + Substrate Chromogen
System, Code: K3468

Dako Denmark A/S, Glostrup, DK
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Dako Wash Buffer (10x), Code: S3006

Dako Denmark A/S, Glostrup, DK

N-Histofine® Simple Stain MAX PO (R),
Universal Immuno-peroxidase Polymer,
Anti-Rabbit, Code: 414141F

Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan

Mayers Hamalaunlésung, Code: 1.09249

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Polyclonal Rabbit Anti-Human
FFAR2/GPR43 Antibody (extracellular
domain), LS-A6599

LifeSpan BioSciences, Inc., Seattle, USA

Polyclonal Rabbit Anti-Human
FFAR2/GPR43 Antibody (cytoplamic do-
main), LS-A1578

LifeSpan BioSciences, Inc., Seattle, USA

FOXP3 Monoclonal Antibody (236A/E7),
eBioscience™, Code: 14-4777-82

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Tab. 5: Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Gewebe-Einbettkassetten

KABE LABORTECHNIK GmbH, Niimbrecht-
Elsenroth, DE

SuperFrost Plus™ Adhéasionsobjekttrager

Thermo Fisher Scientific™ GmbH, Schwerte,
DE

Einbettschalchen

Engelbrecht GmbH, Edermiinde, DE

Mikroskopische Deckglaser, 24 x 50 mm;
Starke 1 (0,13 — 0,16 mm)

R. Langenbrick GmbH Labor- und Medizin-
technik, Emmedingen, DE

Spulmittel

August Wencke OHG, Bremen-Lesum, DE

2.2

Patientenkollektiv und Biopsieauswahl

Insgesamt wurden fiir diese Arbeit 100 Gewebeproben von 97 Patienten ausgewahlt, die im

Zeitraum von Juli 2007 bis September 2019 eine ASCT in der Abteilung fir Hdmatologie und

Onkologie am Universitatsklinikum Regensburg erhielten. Das durchschnittliche Alter zum

Zeitpunkt der Transplantation lag bei 54,5 Jahren (20,8 bis 69,4 Jahre). Die Auswertung er-

folgte unter arztlicher Supervision (Dr. med. Katrin Hippe). Bei den Proben handelte es sich
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um Biopsien und Resektate aus verschiedenen Bereichen des GIT von Patienten vor und nach
einer ASCT (86 Proben nach ASCT, 14 Proben vor ASCT). Dabei stammten 40 Proben aus
dem distalen Colon, 30 Proben aus dem Ileum und 30 Proben aus dem Duodenum. Es wurden
nur Proben gewahlt, die dem Onset einer GVHD im Darm entsprachen. Biopsien aus Adeno-
men, Polypen und anderen Neoplasien wurden ausgeschlossen. Aullerdem wurde von jedem
Patienten bevorzugt nur eine Probe ausgewahlt. Zur Kontrolle dienten Biopsien aus den oben
genannten Lokalisationen, die vor ASCT entnommen wurden. Bei der Auswahl wurde zusatz-
lich der Lerner Grad der GvHD beachtet und eine gleichméRige Verteilung desselben ange-
strebt. Vor der Biopsieentnahme hatten alle Patienten der Analyse ihrer Biopsie flr Studien-
zwecke zugestimmt. Dieses Projekt wurde durch die Ethikkommission der Universitat Regens-
burg genehmigt (Ethikvotum der Universitiat Regensburg 09/059: Untersuchung zur intestina-

len Immundysregulation nach allogener SCT an Darmbiopsien).

Weitere demographische und klinische Daten zu den Patienten sind Tab. 6 zu entnehmen. Die

Prozentangaben sind dabei auf die erste Nachkommastelle gerundet.
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Tab. 6: Patientencharakteristika

Merkmal N Anteil (%)
Gesamtzahl Patienten 97 100
Geschlecht
Ménnlich 57 58,8
Weiblich 40 41,2
Zugrundeliegende Diagnose
AML 39 40,2
Myelodysplastische Syndrom 15 15,5
NHL 11 11,3
OMF, MPS, CML 7 7,2
Plasmozytom 7 7,2
Aplastische Anédmie, CTLA 4 Defekt 4 4,1
ALL 5 52
CLL 5 52
M. Hodgkin 2 2,1
Andere 2 2,1
Spender
Nicht verwandter Spender 65 67,0
Geschwister 27 27,8
Haploidentischer Familienspender 5 5,2
Stammzellquelle
PBSC 83 85,6
Knochenmark 14 14,4
Konditionierungstherapie
RIC 84 86,6
Standard 12 12,4
Andere 1 1,0
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2.3 Eingang der Proben und Fixierung

Die eingehenden Proben wurden mithilfe des automatisierten Gewebeprozessors bearbeitet.
Dieser fixierte die Gewebeproben zuerst in einer gepufferten, 4%igen Formalinlésung. An-
schlielend erfolgte die Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol. Zuletzt
wurden die Proben von flissigem Paraffin durchtrankt und anschlieBend mithilfe der Ausgiel3-
station in Einbettkassetten aus Kunststoff ausgegossen. RoutinemaRig wurde von jeder Probe
im Eingangslabor mit einem Rotationsmikrotom ein 3 um dicker Schnitt angefertigt und dieser
mit Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbt.

2.4  Immunhistochemie

2.4.1 Grundlagen

Antigendemaskierung

Bei der Fixierung der Biopsien reagiert das Formalin mit basischen Aminosduren und bildet
Quervernetzungen mittels Hydroxymethylenbriicken aus. Dabei kann sich die dreidimensionale
Struktur der Epitope verdndern, was die Bindung des Primérantikorpers erschwert. Diese Mas-
kierung der Epitope muss vor Beginn des Farbeprozesses riickgangig gemacht werden. Dazu
werden die Objekttrager in eine wassrige Pufferlésung mit definiertem pH-Wert gebracht und

anschlieBend bei Temperaturen von etwa 100 °C fiir 10 - 60 min inkubiert (66).
Detektion des Zielantigens

Um die GPR43 positiven Zellen unter dem Mikroskop sichtbar zu machen, wurde fiir den An-
tikorper LS-A6599 ein Polymer-basiertes, indirektes Verfahren angewandt. Im ersten Schritt
erfolgt die Bindung des unmarkierten Primarantikérpers LS-A6599 an den GPR43 Rezeptor.
Dabei handelt es sich um einen polyklonalen Antikdrper, der im Kaninchen hergestellt wird.
AnschlieRend erfolgt die Zugabe eines Polymers, welches sich aus Aminosaurepolymeren, der
Meerrettichperoxidase (HRP) und zu Fab'-Fragmenten reduzierten Sekunddarantikrpern zu-
sammensetzt. Die Sekundérantikdrper binden spezifisch an Kaninchen- und Maus-Immunglo-
buline. Folglich bindet das Polymer tber die enthaltenen Sekundérantikorper an die Fc-Region
des verwendeten Primé&rantikorpers. Flr das Farbsignal sorgt dann die Enzymreaktion der HRP
(67). Eine schematische Ubersicht dieser Methode zeigt Abb. 3.
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Abb. 3: Detektionsmethode fur Antikérper LS-A6599 (68)

Das fur den Antikorper LS-A1578 verwendete Detektionssystem basiert auf einer indirekten
Methode, die drei verschiedene Antikorper verwendet. Im ersten Schritt bindet der im Kanin-
chen hergestellte polyklonale Priméarantikorper LS-A1578 an das Zielantigen. Im zweiten
Schritt wird dieser Antikdrper durch eine Mischung aus Sekundarantikorpern lokalisiert. Dabei
handelt es sich um haptenmarkierte Antikorper der Ziege, die Maus- und Kaninchen-Priméran-
tikorper spezifisch nachweisen. Im dritten Schritt binden HRP markierte Tertidrantikdrper an
die Haptene, die kovalent an die Sekundarantikorper gebunden sind. Auch hier ist die Reaktion
der HRP fir das Farbsignal verantwortlich (69). Abb. 4 verdeutlicht diese Methode.

DAB
Precipitate * H.0,
DAB

/ \HRF Multimer

Q

HQ Linker MQ
f
I

Target Antigen

Tissue

Abb. 4: Detektionsmethode fur Antikérper LS-A1578 (69)
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Enzymreaktion der Meerettichperoxidase

Im katalytischen Zentrum der HRP befindet sich eine Hdm-Gruppe. Die HRP katalysiert die
Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff. Als Elektronendonor dienen da-
bei chromogene Substanzen, die bei der Reaktion selbst oxidiert werden. Das 3,3 -Diamino-
benzidin (DAB) bildet durch die Oxidation einen braunen Farbkomplex, der das Antigen unter
dem Mikroskop dann sichtbar macht. Um zu verhindern, dass endogene Peroxidasen mitange-
farbt werden und ein unspezifisches Signal liefern, blockiert man diese im Vorfeld durch Zu-
gabe von Wasserstoffperoxid im Uberschuss (66).

2.4.2 Austestung der Primérantikorper

Vor der Farbung wurden passende Antikdrper von verschiedenen Herstellern verglichen und
ausgetestet. Das Unternehmen LSBio bot zwei unterschiedliche Antikorper an, die beide gegen
den GPR43 Rezeptor gerichtet sind und spezifisch Membranen und Zytoplasma féarben sollen.
Im Vergleich wiesen die beiden Antikdrper jedoch ein sehr unterschiedliches Farbemuster auf.
LS-A1578 zeigte im Dinndarm und Colon eine starkere Farbung der Epithelien als LS-A6599.
Mit LS-A6599 kam es hingegen zu einer starkeren Farbung von Stromazellen und Immunzellen
der Lamina propria. Diese Unterschiede sind am ehesten auf den molekularen Aufbau der bei-
den Antikorper zurtickzufuhren. Wahrend LS-A1578 sich gegen ein Epitop der zytoplasmati-
schen Doméne richtet, bindet LS-A6599 an ein Epitop der extrazellularen Doméne des GPR43
Rezeptors. Je nach exprimierender Zelle variiert moglicherweise die Zugénglichkeit der Anti-
korper Bindungsstelle am GPR43 Rezeptor. Um die Proteinexpression sowohl im Epithel als
auch im Stroma optimal darzustellen, wurden in dieser Arbeit alle Gewebeproben jeweils mit

beiden Antikdrpern gefarbt.

Fur optimale Féarbeergebnisse wurden vorab verschiedene Puffer, Antikdrperverdinnungen, In-
kubationszeiten und -temperaturen verglichen. Die Beurteilung erfolgte im Vergleich mit Kon-
trollen aus gesundem Darmgewebe und einem aus 25 verschiedenen Geweben bestehenden
Tissue-Microarray durch Dr. med. Katrin Hippe am Institut fiir Pathologie des Universitétskli-

nikums Regensburg. Das Ergebnis diente als Grundlage fiir die Erstellung der Féarbeprotokolle.
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2.4.3 Vorbereiten der Proben fur die immunhistochemische Farbung

Zuerst wurden die in Paraffinblocke eingebetteten Biopsien mit einer Kuhlplatte auf -20 °C
gekuhlt, um eine glatte und prézise Schnittfuhrung zu ermdglichen. Nach dem Einspannen in
das Rotationsmikrotom wurden 2 um dicke Schnitte angefertigt, die in ein Wasserbad mit 38 °C
gegeben wurden, wodurch sie sich optimal streckten. Danach wurden sie auf beschichtete Ob-
jekttrager (OT) aufgezogen und fur 30 min bei 70 °C auf den Probentrockner verbracht.
Dadurch trockneten die Schnitte und es wurde eine bessere Haftung auf dem OT gewahrleistet.

2.4.4 Farbeprotokoll fur LS-A6599

Zur Entfernung des Paraffins wurden die OT flr jeweils zehn Minuten in drei Kuvetten mit
Xylol eingetaucht und anschlielend in einer absteigenden Alkoholreihe mit Isopropanol rehy-
driert. Nach dieser Behandlung wurden die OT in vollentsalztes (VE) Wasser getaucht und dann
in einer Klvette mit Citratpuffer bei pH 7,2 fiir 35 min bei 320 W in der Mikrowelle erwarmt.
Fur die Herstellung dieses Puffers wurden zwei Losungen benétigt. Losung A enthielt 2,1 g
Citronenséure-Monohydrat auf 10 ml destilliertem Wasser und Ldsung B 29,41 g tri-Natriumci-
trat-Dihydrat auf 1 | destilliertem Wasser. Fir den Puffer wurden 1 ml aus Lésung A und 49 mli
aus Losung B zusammengegeben und 450 ml Millipore Wasser (Reinstwasser Typ 1) zugege-

ben.

Nachdem die OT im Puffer auf Raumtemperatur (RT) abgekuhlt waren, wurden sie mit VE
Wasser gespult. Um eine optimale Farbung der Schnitte zu erhalten und ein gleichzeitiges Aus-
trocknen derselben zu verhindern, wurden die OT anschlieRend in Cover Plates eingespannt.
Durch die darin wirkenden Kapillarkrafte wurden die einzelnen OT mit einer definierten Menge
an pipettierter Flussigkeit gleichmaRig benetzt. Der Vorteil gegeniiber einer Farbung in der
feuchten Kammer ist, dass alle Spulvorgéange hier durchgefihrt werden kénnen, ohne dass die

OT dafur ausgespannt werden missen.

Mit dem 1:10 verdiunnten Waschpuffer wurden die einzelnen OT in den Reaktionskammern
gespult. Fir die Blockierung der endogenen Peroxidase wurde jeder OT mit 100 pl der Peroxi-
dase-Blocking Solution fur finf Minuten bei RT inkubiert und im Anschluss mit Waschpuffer
gespult. Danach erfolgte das Auftragen von 100 pl Priméarantikorper in einer 1:100 Verdin-

nung. Als Negativkontrolle dienten OT mit Gewebeschnitten, auf die nur der
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Verdinnungspuffer ohne Antikorper aufgetragen wurde. Dadurch wurde tberpriift, ob der An-
tikorper spezifisch an das Zielantigen bindet. Bei dem Primérantikérper handelte es sich um
einen polyklonalen Kaninchenantikorper, der sich gegen ein aus 17 Aminosauren bestehendes

Peptid in der dritten extrazellularen Doméne des humanen GPR43 Rezeptors richtet.

Nach 50 min wurden alle OT erneut mit Waschpuffer gespult, um Gberschussige, nicht gebun-
dene Antikdrper zu entfernen. Von dem gebrauchsfertigen Sekundérantikorper, einem Univer-
sal Immuno-peroxidase Polymer, wurden auf jeden OT 100 ul aufgetragen und erneut bei RT
fir 50 min inkubiert. Anschlieend erfolgte zweimaliges Spllen mit Waschpuffer und die Zu-
gabe von 100 ul Liquid DAB + Substrate Chromogen System in einer 1:50 Verdlnnung. Nach
zehn Minuten wurden die OT mit VE Wasser gesplilt. AnschlieBend erfolgte das Ausspannen
der OT und die Gegenfarbung mit Mayer’s Hadmalaun. Zur Differenzierung wurden die OT fiir
wenige Sekunden in eine 1%ige Salzsdure-Alkohol-Lésung getaucht. Um das Hamatoxylin
zum farbigen Hamatein zu oxidieren und einen stabilen blauen Farbkomplex zu erhalten, be-
notigte es einen pH Umschlag. Dazu wurden die OT in eine Kilvette mit Leitungswasser uber-
flhrt.

Vor dem Eindecken mit hydrophoben Entellan wurden die OT in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwéssert und in Xylol getaucht. Das anschlieBend aufgebrachte Deckglas sorgte fur ei-

nen luftdichten Verschluss des gefarbten Schnittes.

2.4.5 Farbeprotokoll fur LS-A1578

Farbesystem

Die Farbung mit diesem Antikorper erfolgte mit Hilfe eines vollautomatisierten VENTANA
BenchMark Farbesystems. Das Gerat erlaubte die gleichzeitige Farbung von 30 OT in unab-
hangigen Reaktionskammern. Uber eine Barcode-Steuerung wurden die zuvor festgelegten Far-
beprotokolle erkannt und das Reagenzienkarussell wurde computergesteuert zu den einzelnen
OT gefunhrt.

Farbeprotokoll

Zunachst wurden die Proben bei einer Temperatur von 72 °C durch Zugabe von EZPrep entpa-
raffiniert und rehydriert. Durch die Inkubation mit Trishydroxymethylaminomethan-Ethylen-
diamintetraessigsdure (Tris-EDTA) Puffer fir 16 min bei 100 °C erfolgte die
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Antigendemaskierung. Danach wurde die endogene Peroxidase bei 36 °C mittels Primarperoxi-
dase-Hemmer blockiert. Anschlieflend wurde der Priméarantikdrper in einer 1:150 Verdlnnung
aufgetragen und flr 32 min inkubiert. Dieser polyklonale Kaninchenantikorper richtet sich ge-
gen ein aus 19 Aminosauren bestehendes Peptid in der zweiten zytoplasmatischen Domaéne des

humanen GPR43 Rezeptors.

Danach wurde der Sekundarantikorper fir 8 min zugegeben und im Anschluss mit dem DAB
IHC Detection Kit detektiert. Zuletzt erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin, welches vom
Institut fiir Pathologie in Regensburg hergestellt wurde. Zur Optimierung der blauen Féarbung
der basophilen Zellkerne diente ein lithiumionenhaltiges Reagenz, das zusétzlich den pH-Wert
des Puffers anhebt. Zwischen den Reaktionsschritten wurden die OT mit einer Pufferldsung
gespiilt und von einer Eindeckldsung bedeckt. Diese besteht aus Olmolekiilen und verhindert
die Evaporation der wasserhaltigen Reagenzien. Das Eindecken wurde analog zum anderen
Antikdrper vorgenommen.

Abb. 5 stellt die Farbeergebnisse von LS-A1578 und LS-A6599 im Colon dar.
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Abb. 5: Immunhistochemischer Nachweis GPR43 positiver Zellen im Stroma und Epithel

des Colons

A: Farbung mit LS-A1578; vereinzelt braune Stromazellen, nahezu jede Epithelzelle weist eine
chromogene, braune Farbung auf; B: Farbung mit LS-A6599; chromogene, braune Farbung der
Stromazellen, Epithelzellen nicht angeférbt; jeweils 400-fache VergroRerung
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2.5 Auswertungskriterien GPR43

Die geféarbten Schnitte wurden mit dem Pannoramic 250 FLASH 11l Scanner digitalisiert und
in der Datenbank der Software CaseCenter gespeichert. Mithilfe des CaseViewers wurden die
Proben ohne Kenntnis der klinischen Daten ausgewertet. Um fiir alle Schnitte gleiche Bedin-
gungen zu schaffen, erfolgte die Auswertung uneingeschrénkt an einem Bildschirm von LG,
welcher mit einem Notebook von Acer verbunden wurde.

Dabei wurde eine Flache von mindestens drei hochaufldsenden Gesichtsfeldern (high-power
fields, HPF) betrachtet. Ein HPF hat eine definierte Flache von 0,31 mm? und kann mithilfe des
CaseViewers im Préparat digital markiert werden. Die Auswertung erfolgte mit Fokus auf die
Tunica mucosa unter Ausschluss der Lamina muscularis mucosae. Stromazellen und Enterozy-
ten im Epithel der Zotten und Krypten wurden getrennt voneinander betrachtet. Kriterien fur
die Auswertung der Stromazellen waren ein sichtbarer Zellkern und eine mindestens mittel-
starke Farbung. Ausgeschlossen wurden intravaskulére Zellen, Endothelzellen und Paneth-Kor-
nerzellen. Die Auswertung des Epithels erfolgte semiquantitativ (0 %, 1 - 10 %, 11 - 25 %, 26 -
50 %, 51- 75 %, 76 - 90 %, 91 - 100 %). Dabei wurden tiefliegende Krypten (anatomische
Né&he zur Lamina muscularis mucosae), oberflachliche Krypten (lumennahe Kryptenanteile)
und im lleum und Duodenum das Epithel der Zotten getrennt voneinander ausgewertet, um
mdgliche Unterschiede in der Verteilung herauszuarbeiten. Die tiefliegenden Krypten werden
im Folgenden als basale Krypten bezeichnet. Als Mindestkriterium fur die Auswertbarkeit
wurde die Anzahl von mindestens drei Lumen fiihrenden Krypten bzw. eine Grof3e der verblie-
benen Krypten von mindestens 200 Epithelzellen festgelegt. Vorab wurde die Intraobserver-
Variabilitat getestet.

Abb. 6 zeigt beispielhaft die Unterteilung des Kryptenepithels in die genannten Abschnitte.

Die Ergebnisse wurden in einer SPSS Datei dokumentiert. Dabei wurden Auffélligkeiten be-
zuglich Féarbung und Verteilung der positiven Zellen, die Anzahl ausgewerteter HPF, die An-
zahl GPR43-positiver Stromazellen in den einzelnen HPF und die semiquantitative Auswertung
des Epithels festgehalten. Daraus wurde dann die mittlere Anzahl positiver Stromazellen pro
HPF ermittelt.
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Abb. 6: Unterteilung des Epithels in tiefliegende, oberflachliche Kryptenabschnitte und

Zottenepithel

Die schwarze Linie markiert in etwas die Lamina muscularis mucosae, zwischen der schwarzen
und roten Linie befinden sich die basalen Krypten, zwischen der roten und gelben Linie liegen
die oberflachlichen Krypten und oberhalb der gelben Linie beginnt das Zottenepithel; 100-fache

VergroRerung

2.6  Farbeprotokoll und Auswertungskriterien FoxP3

Von den gleichen Patientenproben erfolgte zusétzlich eine Anfarbung von FoxP3, einem Mar-
ker fir Treg (siehe 1.2.1). Die Anfertigung der Schnitte erfolgte analog zum Vorgehen bei
GPR43. Die Farbung wurde auch hier mit Hilfe des vollautomatisierten VENTANA Bench-
Mark Farbesystems durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden die Proben bei einer Temperatur
von 72 °C durch Zugabe von EZPrep entparaffiniert und rehydriert. Die Antigendemaskierung
erfolgte durch Inkubation mit Ultra CC1 fur 48 min bei 95 °C. AnschlieBend wurde die endo-
gene Peroxidase bei 36 °C mittels Primérperoxidase-Hemmer blockiert. Danach wurde der Pri-
maérantikorper in einer 1:100 Verdinnung aufgetragen und fiir 32 min bei ebenfalls 36 °C in-

kubiert. Dieser monoklonale Mausantikorper richtet sich gegen das menschliche FoxP3.



Material und Methoden 30

Die Detektion des Primdrantikorpers, die Gegenfarbung mit Hamatoxylin und das Eindecken
der fertigen Schnitte erfolgten analog zum Farbeprotokoll von LS-A1578. Auch hier wurden
die OT zwischen den Reaktionsschritten mit einer Pufferlésung gespult und von einer Eindeck-

I6sung bedeckt.

Die Auswertung erfolgte auch hier ohne Kenntnis der klinischen Daten. Die Schnitte fiir FoxP3
wurden am Zeiss Axioskop 40 Mikroskop ausgewertet. In einer Flache von drei bis zwélf HPF
wurde die Anzahl der FoxP3 positiven Stromazellen bestimmt und dann die mittlere Anzahl
pro HPF berechnet. Diese wurde dann ebenfalls in die SPSS Datei ibertragen. Die Auswertung
der positiven Immunzellen erfolgte mit Focus auf die Tunica mucosa und die Farbung musste
mindestens mittelstark bis stark sein. Da ein Schnitt aufgrund von zu wenig Material nicht aus-
wertbar war, erfolgte die Auswertung von 99 Proben.

Abb. 7 zeigt FoxP3 positive Immunzellen im Ileum.

Abb. 7: Immunhistochemischer Nachweis von FoxP3 positiven Zellen im lleum

beispielhaft sind einige Zellen mit Pfeilen markiert; 400-fache Vergrofierung
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2.7 Statistische Methoden

Die statistische Analyse erfolgte mit der Statistiksoftware IBM SPSS Statistics, Version 25.
Um die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der Epithelzellen statistisch auswerten
zu konnen, wurden fiir die prozentualen Angaben Ziffern vergeben. Die detaillierte Zuteilung

ist Tab. 7 zu entnehmen.

Tab. 7: Zuordnung von Ziffern zur semiquantitativen Auswertung des Epithels

Semiquantitative Auswertung Ziffer

0 %, keine positiven Zellen

1 - 10 % positive Zellen
11 - 25 % positive Zellen
26 - 50 % positive Zellen
51 - 75 % positive Zellen
76 - 90 % positive Zellen
91 - 100 % positive Zellen

o O Bl W N | O

Die Untersuchung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mithilfe des Shapiro-Wilk Tests.
Angepasst an die Verteilung der Daten wurde fur Korrelationsanalysen der Rangkorrelations-
koeffizient nach Spearman verwendet. Fur die Darstellung der unterschiedlichen Farbeverhal-
ten der beiden verwendeten Antikdrper wurde der nicht parametrischer Wilcoxon Test bei ab-

hangigen Stichproben gewahlt.

Weiterhin erfolgte die Beurteilung von Unterschieden in der GPR43 Expression zwischen und
innerhalb verschiedener Darmabschnitte mithilfe des nicht parametrischen Wilcoxon Test (ab-
hangige Stichproben), Mann-Whitney-U-Test (unabhangige Stichproben zweier Gruppen) oder
dem Kruskal-Wallis Test bei mehr als zwei Gruppen. Zeigte der Kruskal-Wallis Test signifi-
kante Unterschiede, wurden die Gruppen paarweise verglichen und nach Dunn-Bonferroni kor-
rigierte p-Werte angegeben. Auf gleiche Weise wurden die Daten auf Unterschiede hinsichtlich
des Auspragungsgrades der GvHD untersucht. Die Einteilung erfolgte hierfur nach den histo-
logischen Lerner Graden 1 bis 4. Zuerst wurden die Biopsien der Kontrollgruppe (vor der ASCT
(prdTx) entnommen) mit den Biopsien von Patienten nach ASCT (postTx: keine GvHD und

Lerner 1 bis 4) verglichen. Nach genauer Analyse der einzelnen Schweregrade erfolgte die



Material und Methoden 32

Bildung von Subgruppen. Dabei wurden Lerner 1 und 2 sowie Lerner 3 und 4 zu je einer Kate-
gorie zusammengefasst und die Gruppen auf Unterschiede geprift. Aulerdem wurde unter-
sucht, ob sich die GPR43 Expression in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Biopsieentnahme
nach ASCT verandert. Dafuir wurden die Biopsien abhéngig vom Entnahmezeitpunkt zu drei
Gruppen zusammengefasst (0 bis 30 Tage nach ASCT, 31 bis 180 Tage nach ASCT und uber
180 Tage nach ASCT) und anschlieRend wieder verglichen. Die Einteilung orientierte sich da-

bei an den Phasen der Immunrekonstitution nach ASCT.

Der Mann-Whitney-U-Test wurde zudem eingesetzt, um den Einfluss von Steroiden und Breit-

bandantibiotika auf die GPR43 Expression zu Uberprufen.

Fur die einzelnen Gruppen wurden jeweils die Fallzahl, der Median, kleinster und groRter Wert

und der Interquartilsbereich ermittelt. Dabei wurde jeweils auf eine Nachkommastelle gerundet.

Bei der Korrelationsanalyse der Expression von FoxP3 und GPR43 wurde der Rangkorrelati-
onskoeffizient nach Spearman verwendet. Ebendieser kam bei dem Vergleich der immunhisto-
chemisch ermittelten Daten mit denen aus der GPR43 PCR-Analyse zum Einsatz. Und auch die
Korrelationsanalyse der 3-1S Werte mit den GPR43 positiven Zellen erfolgte mithilfe dieses
Koeffizienten. Die Methodik zur Durchfiihrung der PCR ist dem Forschungsbericht von
Ghimire et al. zu entnehmen (64). Das Vorgehen zur Analyse der 3-1S Werte wird von Weber
et al. beschrieben (48).

Die Uberlebenszeitanalyse erfolgte mithilfe der Kaplan-Meier Methode und mithilfe des Lo-

grank-Tests wurden die Gruppen auf signifikante Unterschiede gepruft.

Alle Tests wurden zweiseitig zu einem Signifikanzniveau mit a = 0,05 durchgefuhrt. P-Werte

Kleiner als 0,05 gelten demnach als statistisch signifikant.

Zur grafischen Darstellung der unterschiedlichen GPR43 Expression bezlglich Lokalisation,
Lerner Grad, Zeitpunkte der Biopsieentnahme nach ASCT und Steroiddosis, wurde der Box-
Plot verwendet. Zur Darstellung von Korrelationen wurde ein Streudiagramm verwendet und

die Uberlebenszeitanalyse wurde mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt.
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2.8 Vorbereitende Methodik

Von den insgesamt 200 Proben (je Antikdrper 100 Biopsien) wurden jeweils die Stromazellen
und die verschiedenen Anteile des Epithels ausgewertet. Aufgrund des Schweregrades der
GvHD war das Epithel der Krypten in zwolf Proben nicht ausreichend vorhanden und damit
nicht auswertbar. Gleiches galt fur das Zottenepithel der insgesamt 60 Diinndarmbiopsien. Hier
waren 11 Proben nicht auswertbar. In die statistische Analyse gingen nur die auswertbaren Falle

ein. Die genauen Daten sind in Tab. 8 dargestellt.

Tab. 8: Daten zur Auswertbarkeit der Biopsien

Fallzahl gesamt N = 100
Auswertung moglich Auswertung nicht moglich
Stromazellen 100 0
Epithel der Krypten 88 12
Epithel der Zotten 49 11

2.8.1 Verteilung der Daten zur Expression von GPR43

Zu Beginn wurden die gesammelten Daten mithilfe des Shapiro-Wilk Tests auf Normalvertei-
lung untersucht. Fur beide Antikdrper war der p-Wert sowohl fiir die verschiedenen Anteile des
Epithels als auch fiur die Stromazellen kleiner als 0,05 (Epithelzellen bei LS-A6599 jeweils
p <0,001; Stromazellen bei LS-A6599: p = 0,001; Epithel der basalen und oberflachlichen
Krypten bei A1578 jeweils p = 0,001; Epithel der Zotten und Stromazellen bei A1578:
p < 0,001). Damit kann die Nullhypothese des Shapiro-Wilk Tests, nachdem die Daten normal-
verteilt waren, abgelehnt werden. Folglich wurden fur die weitere statistische Analyse nicht
parametrische Tests gewahlt.
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2.8.2 Darstellung GPR43 positiver Stromazellen

Als Flachenmal? fur die positiven Stromazellen wurde das HPF gewahlt. Dies dient der besseren

Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten, die das HPF tblicherweise fir ihre Angaben nutzen.

2.8.3 Farbeverhalten der beiden Antikorper

Bei der Auswertung der beiden Antikorper fiel auf, dass sie ein sehr unterschiedliches Farbe-
muster aufwiesen. Abb. 8 verdeutlicht die Unterschiede zwischen den Antikorpern.

Der Antikorper LS-A1578 lieR deutliche Unterschiede bei der Anfarbung des Epithels zwischen
den Biopsien erkennen (Abb. 8A und C), wohingegen die Epithelien bei der Farbung mit LS-
A6599 kaum oder gar nicht angefarbt wurden (Abb. 8B und D).

Im Vergleich zur Farbung mit LS-A1578 vermochte der Antikorper LS-A6599 die Verteilung
der GPR43-positiven Zellen innerhalb des Stromas deutlicher hervorzuheben und zeigte gene-

rell mehr positive Stromazellen (Abb. 8B und C).
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Abb. 8: Gegenuberstellung des immunhistochemischen Nachweises von GPR43 mit LS-
A1578 und LS-A6599 im Colon

A: LS-A1578, stark positive Epithelzellen (76 — 90 % aller Epithelzellen sind positiv); kaum
positive Stromazellen; B: LS-A6599, im Epithel finden sich nur wenig positive Epithelzellen
(in den basalen Krypten finden sich 1 — 10 % positive Zellen, in den oberflachlichen Krypten
keine positiven Epithelzellen); viele positive Stromazellen mit subepithelialer Ansammlung;
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C: LS-A1578, Epithelzellen exprimieren hier weniger GPR43 (26 - 50 % aller Epithelzellen
sind positiv); auch hier kaum positive Stromazellen; D: LS-A6599, auch hier nur wenig positive
Epithelzellen (basale Krypten: 1 - 10 % positive Zellen; oberflachliche Krypten: keine positi-
ven Zellen) und subepitheliale Ansammlung positiver Stromazellen; jeweils 100-fache Vergro-

Rerung

Dies legte die Vermutung nahe, dass die Antikorper spezifischer Epithel- oder Stromazellen
farben. Um dies zu Uberprifen, wurden die beiden Antikérper mit dem Wilcoxon-Test bei ver-
bundenen Stichproben verglichen. In der Farbung der Stromazellen konnten mit LS-A5699
(Median: 16,6) signifikant mehr Zellen detektiert werden als mit LS-A1578 (Median: 2,0;
p <0,001; Z=-8,672; N = 100).

Die Effektstarke lag bei r = 0,61 und entsprach nach Cohen (70) einem starken Effekt:

=
r=|—
VN

Abb. 9 zeigt das unterschiedliche Farbeverhalten der beiden Antikorper fir die Stromazellen.

Farbemuster der beiden Antikérper im Stroma
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o
o

N
o

(5]
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GPRA43 positive Stromazellen pro HPF

1 —

LS-A6599 LS-A1578

Abb. 9: Boxplot zur deskriptiven Statistik zum Farbeverhalten der beiden Antikdrper im
Stroma
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Auch bei der Farbung der Epithelzellen kristallisierte sich ein deutlicher Unterschied zwischen
beiden Antikorpern heraus.

Die basalen Epithelanteile wurden durch LS-A1578 mit einem Median von 3,0 starker gefarbt
als durch LS-A6599 mit einem Median von 1,0 (p <0,001; Z =-7,806; N = 88; r =0,59).
Auch im oberflachlichen Epithel konnten GPR43 positive Zellen mittels LS-A1578 (Median:
3,0) kraftiger angeférbt werden als mit LS-A6599 (Median: 1,0; p < 0,001, Z =-7,949, N = 88,
r=0,60).

Ein dazu passendes Férbeverhalten zeigten die beiden Antikdrper im Epithel der Zotten. Auch
hier vermochte LS-A1578 (Median: 2,0) die positiven Zellen starker zu farben als LS-A5699
(Median: 0,0; p <0,001; Z =-5,613; N = 49; r = 0,57). Alle genannten Effektstarken entspra-
chen nach Cohen einem starken Effekt.

Abb. 10 zeigt exemplarisch das Farbemuster der beiden Antikorper fiir das Epithel der basalen

Krypten.

Farbemuster der beiden Antikérper im Epithel der basalen Krypten

GPRA43 positive Epithelzellen

LS-AG6599 LS-A1578

Abb. 10: Boxplot zur deskriptiven Statistik zum Farbeverhalten der beiden Antikérper
im Epithel der basalen Krypten

Aufgrund dieser Beobachtungen werden im Folgenden die Ergebnisse fur die Farbung der
Stromazellen nur mit dem Antikorper LS-A6599 dargestellt und die Beurteilung des Epithels
erfolgte mithilfe der Daten aus der Farbung mit LS-A1578.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von GPR43 in den verschiedenen Darmabschnitten

Da sich die Zusammensetzung des Mikrobioms in Dinn- und Dickdarm unterscheidet und die
bakterielle Produktion von SCFA die Expression von GPR43 beeinflusst, wurde die Expression
von GPR43 in den Abschnitten Duodenum, Ileum und Colon getrennt betrachtet und auf signi-
fikante Unterschiede zwischen den einzelnen Lokalisationen gepriift. Die Ermittlung der p-
Werte erfolgte dabei mithilfe des Kruskal-Wallis Test, Wilcoxon oder Mann-Whitney-U-Test
und im paarweisen Vergleich der Lokalisationen mittels Dunn-Bonferroni-Test.

3.1.1 Expression der GPR positiven Stromazellen in den verschiedenen Darmabschnit-

ten

Die grofite Anzahl positiver Stromazellen fand sich im Colon. Hier betrug der Median 18,3
Zellen pro HPF (N = 40). Im Duodenum fanden sich im Schnitt 17,6 Zellen (N = 30) und somit
eine geringfugig niedrigere Proteinexpression als im Colon. Im Ileum hingegen wurde mit ei-
nem Median von 13,1 die geringste GPR43 Expression detektiert (N = 30).

In der statistischen Analyse zeigten die genannten Darmabschnitte eine signifikant unterschied-
liche Expression GPR43 positiver Stromazellen (H = 8,971; p = 0,011).

Im paarweisen Vergleich wies das Ileum eine signifikant geringere Zahl positiver Stromazellen
als das Colon auf (p = 0,013). Im Colon konnten mehr positive Zellen detektiert werden als im
Duodenum. Dieser Unterschied war dabei nicht signifikant (p = 1,000). Bei Betrachtung von
lleum und Duodenum fanden sich im Duodenum mehr GPR43 exprimierende Stromazellen,
wenngleich auch dieser Unterschied nicht signifikant war (p = 0,069).

Abb. 9 zeigt die Expression positiver Stromazellen in den jeweiligen Darmabschnitten.
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GPR43 Expression im Stroma der unterschiedlichen Darmabschnitte
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Abb. 11: Boxplot zur Expression von GPR43 im Stroma der verschiedenen Darmab-
schnitte und beispielhafte Biopsien

A: Ausschnitt aus dem Colon, Median von 18,3 positiven Stromazellen pro HPF; B: deutlich
weniger positive Stromazellen im Ileum, Median von 13,1 Zellen pro HPF; C: Ausschnitt aus
dem Duodenum, Median von 17,6 positiven Zellen pro HPF, zur Veranschaulichung sind ein-

zelne Zellen mit Pfeilen markiert; LS-A5699, jeweils 400-fache Vergrolierung
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3.1.2 Expression der GPR43 positiven Epithelzellen in Krypten und Zotten der ver-

schiedenen Darmabschnitte

Bei der Analyse des Epithels der Krypten wurde mittels Wilcoxon-Tests zunéchst gepriift, ob
sich die Expression von GPR43 in basalen Kryptenanteilen von der in oberflachlichen unter-
scheidet. Dabei ergaben sich unter Berticksichtigung aller auswertbaren Gewebeproben in bei-
den Abschnitten identische Werte fur die Expression von GPR43 (Median: 3,0). Es konnte kein
signifikanter Unterschied beziglich der Anzahl GPR43 positiver Zellen entlang der Krypten
festgestellt werden (H =-1,387; p = 0,166).

Bei isolierter Betrachtung des Colons fand sich jedoch eine starkere Expression im oberflach-
lichen Kryptenepithel verglichen zu basalen Abschnitten. Die statistische Analyse ergab eine
signifikant starkere Expression von GPR43 in oberflachlichen Kryptenanteilen im Colon ver-
glichen zu den basalen Abschnitten (H = -2,236; p = 0,025).

Im lleum wich die Auswertung der oberflachlichen und tiefliegenden Krypten nur in zwei der
23 Biopsien voneinander ab und es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(H =-0,577; p = 0,564). Ein Vergleich der Proteinexpression in den Zotten und Krypten des
Ileums erbrachte einen signifikanten Unterschied. Sowohl die basalen als auch die oberflachli-
chen Kryptenanteile exprimierten mehr GPR43 als das Epithel der Zotten (p jeweils 0,001).
Interessanterweise zeigten 15 der 27 ausgewerteten Biopsien aus dem Duodenum eine im Ver-
gleich zu den Krypten signifikant starkere Expression in den Zotten (basale Krypten: p <0,001;
oberflachliche Krypten p < 0,001).

Genaue Daten zu der differenten Expression in den verschiedenen Epithelabschnitten der ein-
zelnen Lokalisationen sind Tab. 9 zu entnehmen. Abb. 12 veranschaulicht die GPR43 Expres-

sion entlang des Epithels im Duodenum.
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Tab. 9: Deskriptive Statistik zu der unterschiedlichen Expression von GPR43 in den ein-

zelnen Epithelabschnitten

Unterschiede der GPR43 Expression in den einzelnen Epithelabschnitten in Abhéan-
gigkeit von der Lokalisation
Colon lleum Duodenum

Gultige Félle 38 23 27

Kein Unterschied 33 9 7

Basal > oberfl&chlich 0 1 2%

Oberfléachlich > basal 5 1 3

Zotten > Krypten - 0 15*

Zotten < Krypten - 12 1

* eine Biopsie zeigte in basalen Krypten mehr positive Epithelzellen als in oberflachlichen

Krypten und zusétzlich eine starkere Expression in den Zotten

GPR43 Expression im Epithel der Krypten und Zotten des Duodeums

GPRA43 positive Epithelzellen

Epithel der basalen Krypten Epithel der oberflichlichen Epithel der Zotten
Krypten

Abb. 12: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der Zotten und Krypten des Du-
odenums und histologischer Ausschnitt aus dem Duodenum; LS-A1578, 100-fache Vergro-

Rerung

Bei der isolierten Betrachtung der basalen Epithelanteile fanden sich die meisten positiven
Epithelzellen in Colon und Duodenum (Median jeweils 3,0), wohingegen das lleum mit einem

Median von 2,0 weniger GPR43 in basalen Kryptenanteilen exprimierte (H = 3,654; p =0,161).
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Dasselbe Ergebnis erbrachte die Analyse der oberflachlichen Epithelanteile. Auch hier wurden
in Colon und Duodenum (Median jeweils 3,0) mehr positive Epithelzellen detektiert als im
lleum (Median: 2,0; H=5,171; p = 0,075).

Fur die vergleichende Analyse der Expression im Zottenepithel zwischen lleum und Duodenum
wurde der Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Dieser ergab analog zur Proteinexpression in
den Krypten eine signifikant hohere Zahl GPR43 positiver Zellen im Duodenum (Median: 4,0)
als im lleum (Median: 1,0; H =-4,155; p < 0,001).

Abb. 13 zeigt die Expression positiver Zellen im Epithel der Zotten im Duodenum und lleum.

GPR43 Expression im Epithel der Zotten
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4,00

3,00

2,00

GPRA43 positive Epithelzellen

1,00

0o

Duodenum

Abb. 13: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der Zotten von lleum und Duo-
denum; LS-A1578, 100-fache Vergroferung
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3.2  Einfluss des Schweregrades der GvHD auf die GPR43 Expression

Sowohl im Tiermodel als auch im humanen Organismus konnte ein Zusammenhang zwischen
der GPR43 Expression und dem Schweregrad der GvHD festgestellt werden. GPR43 Knock-
out-Méuse zeigten demnach eine stérkere Auspragung der GvHD (65) und in humanen Darm-
biopsien stieg die Menge extrahierter GPR43 RNA mit zunehmendem Schweregrad der GvHD
(64).

Um herauszufinden, inwiefern die GPR43 Expression in humanen intestinalen Biopsien durch
die ASCT beeinflusst wird, wurde zunéchst die Expression in Proben prdTx mit der in Proben
postTx (keine GVHD und Lerner 1 bis 4) mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Anschlie-
Rend wurde die Proteinexpression in Zusammenhang mit dem Lerner Grad betrachtet und die

einzelnen Schweregrade wurden zu sinnvollen Gruppen zusammengefasst.

3.2.1 Einfluss des Schweregrades der GVHD auf die GPR43 Expression im Stroma

Um die Veranderung der GPR43 Expression durch die ASCT zu analysieren, wurden die Bi-
opsien in zwei Gruppen eingeteilt. Dabei wurden in Biopsien postTx mit einem Median von
17,7 signifikant mehr GPR43 positive Zellen gezéhlt als in den Vergleichsbiopsien, die den
Patienten praTx entnommen wurden (Median 12,7; p = 0,004).

Abb. 14 zeigt die Expression der GPR43 positiven Stromazellen in Biopsien vor und nach
ASCT.
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GPR43 Expression im Stroma vor und nach ASCT
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Abb. 14: Boxplot zur Expression von GPR43 im Stroma vor und nach ASCT

Bei detaillierter Betrachtung der postTx Biopsien fiel auf, dass die Zahl positiver Stromazellen
mit zunehmendem Schweregrad anstieg (H = 15,140; p = 0,004). So fanden sich in den Biopsien
postTx, bei denen keine GVHD gefunden wurde, im Mittel 13,7 positive Zellen pro HPF. Litt
der Patient unter einer GvHD mit Schweregrad Lerner 1 stieg die Expression auf durchschnitt-
lich 19,2 positive Zellen (Lerner 0 vs. Lerner 1: p = 0,039). Eine Ausnahme von diesem Trend
bildeten die Biopsien mit Lerner 2 (Median 13,8). Hier nahmen die positiven Stromazellen im
Vergleich zum vorherigen Schweregrad ab. Dies war mit einem p = 1,000 (Lerner 1 vs. Lerner
2) jedoch nicht signifikant. Verglichen dazu stieg die Proteinexpression bei weiterer Zunahme
der GvHD danach wieder (Lerner 3: Median 18,0; Lerner 2 vs. Lerner 3: p=1,000). Die héchste
Proteinexpression konnte mit einem Median von 32,5 bei Patienten mit Lerner 4 detektiert wer-
den (Lerner 4 vs. Lerner 3: p = 0,461).

Abb. 15 zeigt die Verteilung der GPR43 positiven Zellen in Abhdngigkeit vom Schweregrad
der GvHD.
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GPR43 Expression im Stroma postTx
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Abb. 15: Boxplot zur Expression von GPR43 im Stroma postTx nach einzelnen Schwe-
regraden

Gestiitzt auf diese Beobachtung erfolgte im néchsten Schritt die Bildung von Subgruppen. Die
Biopsien wurden eingeteilt in ,,Proben vor ASCT* (praTx), ,,histologisch keine GvHD* (keine
GVvHD), ,,schwache Auspragung der GvHD* (Grad 1 und 2) und ,starke Ausprigung der
GvHD* (Grad 3 und 4).

Die einzelnen Gruppen unterschieden sich dabei signifikant in der Menge der Proteinexpression
(H =17,556; p <0,001). Der paarweise Vergleich lieferte folgende Ergebnisse:

Im Vergleich zu praTx Biopsien, stieg die Zahl positiver Zellen in Gewebeproben ohne GvHD
nach der Transplantation leicht an (Median von 12,7 auf 13,7). Dieser Trend war jedoch nicht
signifikant (p = 1,000). Beim Vorliegen einer schwachen GvHD (Median 18,5) verstarkte sich
dies und die Proteinexpression nahm signifikant zu im Vergleich zu den prdTx Proben (p =
0,016).

Auch im Vergleich zu Biopsien mit starker GvHD, die im Schnitt 22,5 positive Zellen expri-
mierten, zeigten praTx Biopsien signifikant weniger GPR43 positive Stromazellen (p = 0,005).
Litt der Patient nach der ASCT unter einer schweren Auspragung der GvHD, exprimierte er
eine hohere Anzahl positiver Zellen als Patienten ohne nachweisbare GvHD (p = 0,022). Die
gleiche Tendenz wies der Vergleich von Biopsien mit schwacher GvHD und histologisch nicht

nachweisbarerer GvHD auf, wenngleich dieser Unterschied nicht signifikant war (p = 0,063).
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Passend zu den restlichen Beobachtungen ubertraf die Proteinexpression bei starker GVHD die-
jenige in Biopsien mit schwach ausgepragter Erkrankung (p = 1,000).
Tab. 10 fasst die einzelnen Werte der Subgruppen nochmals zusammen und Abb. 16 zeigt die

steigende Proteinexpression bei Zunahme der GvHD.

Tab. 10: Deskriptive Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Stroma

vor und nach ASCT, unterteilt in Subgruppen

GPRA43 positive Stromazellen vor und nach ASCT, Subgruppen
praTx Gultige Félle 14
Median 12,7
praTx vs. keine GVHD p =1,000
praTx vs. schwache GvHD | p =0,016
praTx vs. starke GvHD p = 0,005
Keine GVHD Gultige Félle 18
Median 13,7
Keine vs. schwache GYHD | p=0,063
Keine vs. starke GVHD p = 0,022
Schwache GvHD Gultige Félle 38
(Lerner 1 und 2) Median 18,5
Schwache vs. starke GvHD | p =1,000
Starke GvHD Gultige Félle 30
(Lerner 3und 4) Median 22,5
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GPRA43 Expression im Stroma, unterteilt nach Subgruppen
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Abb. 16: Boxplot zur Expression von GPR43 im Stroma vor und nach ASCT, unterteilt
in Subgruppen

3.2.2 Einfluss des Schweregrades der GvHD auf die GPR43 Expression im Epithel der
Krypten und Zotten

Analog zur Analyse des Stromas wurde im Anschluss der Einfluss der ASCT auf die GPR43
Expression im Epithel der Krypten untersucht.

Der Vergleich der Anzahl positiver Epithelzellen in den basalen Krypten in praTx Biopsien mit
der in Biopsien postTx, zeigte sich eine Abnahme der Expression durch die ASCT (Median

praTx: 3,5; postTx: 2,5). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,077).

Entsprechend wurde die Expression positiver Epithelzellen in den oberflachlichen Krypten un-
tersucht. Hier fand sich in beiden Gruppen ein Median von 3,0 und die statistische Analyse
erbrachte ebenfalls kein signifikantes Ergebnis (p = 0,083)

Somit unterschied sich die Expression von GPR43 positiven Zellen im Epithel der oberflachli-
chen Krypten zwischen den Biopsien vor und nach ASCT nicht.

Abb. 17 zeigt die Expression GPR43 positiver Zellen im Epithel der basalen und oberflachli-
chen Krypten in Biopsien vor und nach ASCT.
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GPR43 Expression im Epithel der basalen und oberflichlichen Krypten vor und nach ASCT
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Abb. 17: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der basalen und oberflachlichen
Krypten vor und nach ASCT

Bei detaillierter Betrachtung der einzelnen Lerner Grade fiel auf, dass die Zahl positiver
Epithelzellen in den basalen Krypten in Biopsien ohne GvHD und mit Lerner Grad 1 bis 2
konstant blieb (Median 2,5) und erst bei Lerner 4 mehr positive Zellen gefunden wurden (Me-
dian 3,0). Biopsien mit Lerner 3 zeigten mit einem Median von 2,0 etwas weniger positive
Epithelzellen als die restlichen Lerner Grade. Im Kruskal-Wallis Test zeigten sich keine Unter-
schiede zwischen den Schweregraden (H = 1,022; p = 0,906) und auch der paarweise Vergleich
lieferte keine signifikanten Ergebnisse.

Abb. 18 zeigt die Verteilung GPR43 positiver Zellen im Epithel der basalen Krypten in Abhén-
gigkeit vom Schweregrad der GvHD.
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GPR43 Expression im Epithel der basalen Krypten postTx
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Abb. 18: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der basalen Krypten postTx nach

einzelnen Schweregraden

Analog zu 3.3.1 erfolgte fiir die Expression von GPR43 im Epithel der basalen Krypten eben-
falls eine Bildung von Subgruppen (praTx, keine GvHD, schwache GvHD und starke GvHD).
Dabei exprimierten alle postTx Gruppen mit einem Median von 2,5 weniger positive Epithel-
zellen als Biopsien, die vor der ASCT entnommen wurden (Median 3,5). Auch hier war der
Unterschied nicht signifikant (H = 3,668; p = 0,300).

Abb. 19 und Tab. 11 zeigen die Verteilung GPR43 positiver Zellen im Epithel der basalen
Krypten in Abhangigkeit vom Schweregrad der GvHD, unterteilt in die genannten Subgruppen.
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Tab. 11: Deskriptive Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Epithel

der basalen Krypten vor und nach ASCT, unterteilt in Subgruppen

GPRA43 positive Epithelzellen in den basalen Krypten, unterteilt in Subgruppen

praTx Gultige Félle 14
Median 3,5
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 2,5
Keine GvHD Giltige Falle 18
Median 2,5
Minimum 0,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 2,3
Schwache GvHD Gultige Félle 36
(Lerner 1 und 2) Median 2,5
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 2,8
Starke GvHD Gultige Félle 20
(Lerner 3und 4) Median 2,5
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 2,0
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GPRA43 Expression im Epithel der basalen Krypten, unterteilt in Subgruppen
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Abb. 19: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der basalen Krypten vor und
nach ASCT, unterteilt in Subgruppen

Im Epithel der oberflachlichen Krypten konnten weder zwischen pra und postTx (siehe oben),
noch zwischen den einzelnen Lerner Graden (Kruskal-Wallis Test mit H= 0,688 und p = 0,953)
statistisch signifikante Unterschiede detektiert werden. Dabei war der Median von Lerner Grad
1, 2 und 4 identisch zum Wert der prdTx Biopsien (3,0). Patienten mit Lerner 3 zeigten auch
im oberflachlichen Kryptenepithel die geringste Expression (Median 2,0) und Patienten ohne
GVHD exprimierten mit einem Median von 2,5 etwas weniger GPR43 als die anderen Schwe-
regrade.

Wurden die Biopsien in oben beschriebene Subgruppen unterteilt, zeigten sich identische Werte
flr Biopsien vor ASCT und denen mit schwacher GvHD (Median 3,0). Verglichen dazu zeigten
Patienten ohne GvHD und mit starker GVHD im Mittel etwas weniger positive Epithelzellen
(Median 2,5). Auch diese Unterschiede waren weder im Kruskall-Wallis Test (H = 3,355;
p = 0,340) noch im paarweisen Vergleich signifikant.

Tab. 12 zeigt die Verteilung GPR43 positiver Zellen im Epithel der oberflachlichen Krypten in
Abhéngigkeit vom Schweregrad der GVHD, unterteilt in die genannten Subgruppen.
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Tab. 12: Deskriptive Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Epithel

der oberflachlichen Krypten vor und nach ASCT, unterteilt in Subgruppen

unterteilt in Subgruppen

GPRA43 positive Epithelzellen in den oberflachlichen Krypten,

praTx Gultige Félle 14
Median 3,0
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 3,0
Keine GvHD Giltige Falle 18
Median 2,5
Minimum 0,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 3,0
Schwache GvHD Gultige Félle 36
(Lerner 1 und 2) Median 3,0
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 2,8
Starke GvHD Gultige Félle 20
(Lerner 3und 4) Median 2,5
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 1,0

Ein Vergleich der Anzahl GPR43 positiver Zellen im Zottenepithel in praTx Biopsien mit der

in Biopsien nach ASCT ergab einen Anstieg die Proteinexpression durch die Transplantation

(Median 1,0 auf 3,0). Im Mann-Whitney-U-Test zeigte sich diese Zunahme jedoch nicht signi-

fikant (p = 0,236).
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Abb. 20 zeigt die Expression GPR43 positiver Zellen im Zottenepithel in Biopsien vor und nach
ASCT.

GPR43 Expression im Epithel der Zottenn vor und nach ASCT
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Abb. 20: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der Zotten vor und nach ASCT

Bei detaillierter Betrachtung der einzelnen Lerner Grade zeigten sich in Biopsien ohne GvHD
(Median: 4,0), mit Lerner Grad 1 (Median: 3,0) und Lerner Grad 2 (Median: 5,0) deutlich mehr
positive Epithelzellen als bei Lerner Grad 3 (Median: 1,5), wenngleich dies in der statistischen
Analyse nicht signifikant war (H = 4,079, p = 0,395). Von den Proben mit Lerner Grad 4 erfiillte

lediglich eine die Auswertungskriterien fiir die Zotten (1 - 10 % positive Zellen).

Analog zu 3.3.1 erfolgte fur die Expression von GPR43 im Epithel der Zotten ebenfalls eine
Bildung von Subgruppen (praTx, keine GvHD, schwache GvHD und starke GvHD). Dabei
nahm die Proteinexpression in postTx Biopsien ohne GvHD im Vergleich zu praTx Biopsien
deutlich zu (Median 1,0 zu 4,0). Gleiches galt firr die schwache GvHD (Median 3,5). In den
wenigen Féllen schwerer GVHD, bei denen noch auswertbares Zottenepithel gefunden wurde
(N =7), sank die Expression wieder auf das Niveau der prdTx Biopsien.

In der statistischen Analyse unterschieden sich die Subgruppen nicht signifikant voneinander
(H = 3,561; p = 0,313) und auch der Vergleich der Gruppen untereinander blieb ohne signifi-

kantes Ergebnis.
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Tab. 13 und Abb. 21 zeigen die Verteilung GPR43 positiver Zellen im Epithel der Zotten in
Abhéangigkeit vom Schweregrad der GVHD, unterteilt in die genannten Subgruppen.

Tab. 13: Deskriptive Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Epithel
der Zotten vor und nach ASCT, unterteilt in Subgruppen

GPRA43 positive Epithelzellen in den Zotten vor und nach ASCT,
unterteilt in Subgruppen
praTx Gultige Félle 9
Median 1,0
Minimum 0,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 3,5
Keine GVHD Gultige Félle 11
Median 4,0
Minimum 0,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 4,0
Schwache GvHD Gultige Félle 22
(Lerner 1 und 2) Median 3,5
Minimum 1,0
Maximum 6,0
Interquartilbereich 4,0
Starke GvHD Gultige Féalle 7
(Lerner 3und 4) Median 1,0
Minimum 1,0
Maximum 4,0
Interquartilbereich 2,0
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GPRA43 Expression im Epithel der Zotten, unterteilt in Subgruppen

6,00
5,00

40

30

20

=] =1

GPR43 positive Epithelzellen

1,00

0o

praTx keine GvHD schwache GvHD starke GvHD

Abb. 21: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der Zotten vor und nach ASCT,

unterteilt in Subgruppen

3.3  Einfluss des Biopsiezeitpunktes auf die GPR43 Expression

Um zu Uberprifen, wie sich die Anzahl GPR43 positiver Zellen im zeitlichen Verlauf nach
ASCT verandert, erfolgte eine Einteilung der Biopsien abhangig von ihrem Entnahmezeitpunkt
nach ASCT. In Anlehnung an die Phasen des Engraftments nach ASCT umfassten die Gruppen
Biopsien praTx sowie Biopsien entnommen zwischen Tag null und Tag 30 nach ASCT, zwi-
schen Tag 31 und Tag 180 nach ASCT und Biopsien, die mehr als 180 Tage nach ASCT ent-

nommen wurden.

Das ,,pre-engraftment™ von Tag null bis 30 nach ASCT wird dominiert von der Neutropenie
und der durch Chemotherapie induzierten Schadigung der mucosalen Barriere. Im ,,early-post-
engraftment* von Tag 30 bis 100 spielt die Dysfunktion der B- und T-Lymphozyten eine wich-
tige Rolle und das ,,late-post-engraftment™ von Tag 100 bis zur vollstindigen Erholung des
Immunsystems ist von diversen humoralen und zellvermittelten Stérungen des Immunsystems

gepragt (71).
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3.3.1 Einfluss des Biopsiezeitpunktes auf die GPR43 Expression im Stroma

Wie bereits unter 3.2.1 festgestellt, nahm die Expression von GPR43 im Stroma postTx zu. So
konnte auch in der statistischen Analyse der oben definierten Zeitraume eine signifikante Zu-
nahme der Proteinexpression festgestellt werden (H = 9,890; p = 0,020).

Dies war am deutlichsten in den ersten 30 Tagen nach ASCT zu beobachten. Hier stieg die
Anzahl positiver Stromazellen von 12,7 (praTx) auf 18,3 Zellen pro HPF. Im paarweisen Ver-

gleich war diese Zunahme mit p = 0,010 signifikant.

Vergingen nach der ASCT mehr als 30, aber weniger als 180 Tage, sank die GPR43 Expression
geringfugig auf 16,0 Zellen pro HPF. Damit zu vergleichen war die mittlere Expression von
16,2 positiven Stromazellen pro HPF in Biopsien, die mehr als 180 Tage nach ASCT entnom-

men wurden.

Somit war die Expression von GPR43 im Stroma zu allen Zeitpunkten postTx hoher als vor der
Transplantation, allerdings fand sich im paarweisen Vergleich der restlichen Gruppen kein wei-
terer signifikanter Unterschied. Die genauen Ergebnisse dazu sind in Tab. 14 dargestellt.

Abb. 22 verbildlicht die Proteinexpression im Stroma in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Bi-

opsieentnahme vor und nach ASCT.



Ergebnisse 57

Tab. 14: Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Stroma in Abhéan-
gigkeit vom Biopsiezeitpunkt

GPRA43 positive Stromazellen in Abhangigkeit vom Biopsiezeitpunkt

praTx Gultige Félle 14
Median 12,7
praTx vs. 0 - 30 d postTx p =0,010
praTx vs. 31 - 180 d postTx p=0,197
praTx vs. > 180 d postTx p =0,296

0 - 30 d postTx Gultige Félle 41
Median 18,3

0-30dvs.31-180dpostTx | p=1,000
0-30dvs.>180d postTx p =1,000

31 - 180 d postTx Gultige Félle 30
Median 16,0
31-180dvs.>180d postTx | p=1,000

> 180 d postTx Gultige Félle 15
Median 16,2
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GPRA43 Expression im Stroma in Abhangigkeit vom Biopsiezeitpunkt
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Abb. 22: Boxplot zur Expression von GPR43 im Stroma in Abhéangigkeit vom Biopsiezeit-
punkt

3.3.2 Einfluss des Biopsiezeitpunktes auf die GPR43 Expression im Epithel der Kryp-

ten und Zotten

Im Anschluss wurde auf gleiche Art und Weise die Proteinexpression im Kryptenepithel im

Zeitverlauf postTx beleuchtet.

Dabei sank in allen Zeitrdumen postTx sowohl in den basalen als auch in den oberflachlichen
Krypten die Zahl GPR43 positiver Epithelzellen ab oder blieb zum Ausgangswert praTx iden-
tisch. In der statistischen Analyse waren diese Verdnderungen weder in den basalen Krypten-
anteilen (H = 4,759; p = 0,190) noch in oberflachlich gelegenen Krypten (H = 4,126; p = 0,248)
signifikant.

Fand sich in den praTx Biopsien noch ein Median von 3,5 (basale Anteile) bzw. 3,0 (oberflach-
liche Anteile), sank dieser Wert tiber die gesamten Krypten in den ersten 30 Tagen auf 2,0.
Diese Abnahme war im paarweisen Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test fur die basalen
Krypten signifikant (basal: p = 0,037). Biopsien der beiden spateren Zeitpunkte (31 bis 180
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Tage und spater als 180 Tage) zeigten verglichen zum ersten Zeitpunkt postTx (Tag 0 bis 30)

eine geringflgig starkere Proteinexpression (Median in beiden Anteilen jeweils 3,0).

Weitere signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen konnten nicht ausgemacht werden.

Tab. 15 fasst die Ergebnisse der statistischen Analyse zusammen.

Abb. 23 zeigt die Expression von GPR43 im Epithel der basalen Krypten in Abhangigkeit vom

Zeitpunkt der Biopsieentnahme vor und nach ASCT.

Tab. 15: Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Epithel der basalen

und oberflachlichen Krypten in Abhangigkeit vom Biopsiezeitpunkt

Basale Krypten Oberflachliche Kryp-
ten
pratx Gultige Félle 14 14
Median 3,5 3,0
praTx vs. 0 - 30 d postTx p =0,037 p=0,05
praTx vs. 31 - 180 d postTx p=0,316 p=0,298
praTx vs. > 180 d postTx p=0,261 p =0,285
0-30d Gultige Félle 37 37
postTx Median 2,0 2,0
0-30dvs.31-180d postTx p=0,235 p=0,329
0-30dvs.>180d postTx p =0,392 p =0,456
31-180d | Gultige Félle 23 23
postTx Median 3,0 3,0
31-180d vs. > 180 d postTx p=0,824 p=0,914
>180d Gultige Félle 14 14
postTx Median 3,0 3,0
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GPR43 Expression im Epithel der basalen Krypten in Abhangigkeit vom Biopsiezeitpunkt
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Abb. 23: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der basalen Krypten in Abhan-
gigkeit vom Biopsiezeitpunkt

Im Gegensatz zur Proteinexpression in den Krypten zeigte sich im Zottenepithel in postTx Bi-
opsien ein Anstieg GPR43 positiver Zellen. Zu allen Zeitpunkten lag der Median hoher als in
den praTx Biopsien (Median: 1,0). In den ersten 30 Tagen stieg der Median auf 3,0. Bis Tag
180 erreichte die Expression mit einem Median von 4,5 dann seinen hochsten Wert. Vergingen
mehr als 180 Tage postTx sank die Proteinexpression ab, blieb aber immer noch lber dem
Ausgangswert (Median 2,0).

Im Kruskal-Wallis Test war diese Dynamik nicht signifikant (H = 2,863; p = 0,413). Auch die
paarweisen Vergleiche mittels Mann-Whitney-U-Test erbrachten keine signifikanten Ergeb-
nisse. Die genauen Daten dazu sind Tab. 16 zusammen.

Abb. 24 zeigt die Expression von GPR43 positiven Epithelzellen in den Zotten in Abhangigkeit

vom Zeitpunkt der Biopsieentnahme vor und nach ASCT.
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Tab. 16: Statistik der erhobenen Daten zur Expression von GPR43 im Epithel der Zotten

in Abhéangigkeit vom Biopsiezeitpunkt

GPRA43 positive Epithelzellen in den Zotten in Abhangigkeit vom Biopsiezeitpunkt

praTx Gultige Félle 9
Median 1,0
praTx vs. 0 - 30 d postTx p = 0,248
praTx vs. 31 - 180 d postTx p=0,218
praTx vs. > 180 d postTx p = 0,837
0 - 30 d postTx Gultige Félle 27
Median 3,0
0-30dvs. 31-180 d postTx p=0,416
0-30dvs.>180d postTx p = 0,345
31 - 180 d postTx Gultige Félle 8
Median 4,5
31-180d vs. > 180 d postTx p =0,295
Uber 180 d postTx Gultige Falle 5
Median 2,0
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GPRA43 Expression im Epithel der Zotten in Abhangigkeit vom Biopsiezeitpunkt
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GPRA43 positive Epithelzellen

Abb. 24: Boxplot zur Expression von GPR43 im Epithel der Zotten in Abhangigkeit vom
Biopsiezeitpunkt

3.4  Einfluss der Steroiddosis auf die Expression von GPR43

Um den Einfluss der verabreichten Steroiddosis auf die GPR43 Expression zu untersuchen,
wurden retrospektiv aus den Patientenakten die relevanten Dosen von Prednisolon zum Zeit-
punkt der Biopsie gesammelt. Die erste Gabe musste mindestens 24 Stunden vor der Biopsie
erfolgt sein, damit von einem systemischen Effekt der Steroide ausgegangen werden konnte.
Die Patienten wurden dann in zwei Gruppen unterteilt. Gruppe 1 erhielt keine Steroide oder
eine Dosis kleiner als 20 mg/d. Bei der zweiten Gruppe wurden mehr als 20 mg/d verabreicht.

AnschlieBend erfolgte auch hier wieder ein Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test.

3.4.1 Einfluss der Steroiddosis auf die Expression von GPR43 im Stroma

Die Betrachtung der Proteinexpression im Stroma in Abhédngigkeit von der Steroiddosis zum
Biopsiezeitpunkt zeigte in der Gruppe, die weniger als 20 mg/d erhielt, eine mittlere Expression
von 16,1 Zellen pro HPF (N = 38). Bei Patienten mit einer verabreichten Dosis von mehr als
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20 mg/d fanden sich mehr GPR43 positive Stromazellen (Median: 18,6 Zellen pro HPF;
N =48; p =0,273).
Abb. 25 zeigt die Expression von GPR43 positiven Stromazellen in Abhangigkeit von der Ste-

roiddosis zum Biopsiezeitpunkt

GPR43 Expression im Stroma in Abhangigkeit von der Steroiddosis
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10,00

oo

<20 mgld > 20 mgld

Abb. 25: Boxplot zur Expression von GPR43 im Stroma in Abhangigkeit von der Stero-

iddosis zum Biopsiezeitpunkt

3.4.2 Einfluss der Steroiddosis auf die Expression von GPR43 im Epithel der Krypten

und Zotten

Analog wurde der Einfluss der Steroiddosis auf die Proteinexpression im Epithel der Krypten

und Zotten analysiert.

Dabei zeigte sich in den basalen Kryptenanteilen eine identische Expression von GPR43 bei
beiden Gruppen (Median: 2,5; p = 0,340). Die Expression in den oberflachlichen Kryptenan-
teilen zeigte eine Abnahme mit zunehmender Steroiddosis. So fand sich in Gruppe 1
(<20 mg/d; N = 36) ein Median von 3,0 wohingegen in Gruppe 2 (> 20 mg/d; N = 38) ein
Median von 2,5 vorlag (p = 0,349).
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Den groRten Unterschied zeigte jedoch das Epithel der Zotten. Erhielten die Patienten weniger
als 20 mg/d exprimierten sie mit einem Median von 4,0 (N = 23) deutlich mehr als die Gruppe
mit einer Dosis Uber 20 mg/d (Median: 1,0; N = 17; p = 0,162).

Dieser Unterschied ist in Abb. 26 bildlich dargestellt.

GPRA43 Expression im Epithel der Zotten in Abhéngigkeit von der Steroiddosis
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Abb. 26: Boxplot zur Expression von GPR43 im Zottenepithel in Abhéangigkeit von der

Steroiddosis

3.5 Einfluss der Gabe von Antibiotika auf die Expression von GPR43 im
Stroma und Epithel der Krypten und Zotten

Um den Einfluss der verabreichten Antibiotika zu analysieren, wurden retrospektiv aus den
Patientenakten die Art des Antibiotikums, der Zeitpunkt und die Dauer der Gabe ermittelt. Fol-

gende Kriterien wurden dabei beriicksichtigt:

= Es musste sich bei dem Antibiotikum um ein systemisch wirksames Bretibandantiboti-
kum handeln. Dazu zédhlten Vertreter der Cephalosporine, Carbapeneme, Piperacil-
lin/Tazobactam und Linezolid (Vertreter der Oxazolidinone)

= Eine erstmalige Gabe der Antibiose erfolgte mindestens 48 Stunden vor der Biopsieent-

nahme
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= Dadie Mikrobiomstorung auch nach Absetzen der Antibiose anhalt, wurden Patienten,
bei denen die letzte Gabe innerhalb von sieben Tagen vor der Biopsie erfolgte, ebenfalls

zu der Gruppe gezéhlt, die Antibiotika erhielt.
AnschlieRend erfolgte auch hier wieder ein Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test.

Bei Betrachtung der Proteinexpression im Stroma in Abhé&ngigkeit von der Antibiotikagabe
exprimierten Patienten ohne antibiotische Therapie im Mittel 16,0 Zellen pro HPF (N = 44).
Erhielten die Patienten hingegen Antibiotika, stieg die Expression auf 18,3 Zellen pro HPF
(N =41; p=0,119).

Im Epithel der Krypten fand sich sowohl in den basalen als auch in den oberflachlichen Anteilen
unter Antibiose eine geringere Expression von GPR43 (Median basal: 2,0; Median oberflach-
lich 2,5; N = 36). Wurden die Patienten nicht mit oben genannten Medikamenten behandelt,
konnten mehr positive Epithelzellen detektiert werden (Median jeweils 3,0; N = 38). Diese
Unterschiede waren im Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant (basal: p = 0,908; oberflach-
lich: p = 0,987).

Die Expression im Zottenepithel liel} sich mit der des Stromas vergleichen. Auch hier konnten
in Biopsien von Patienten mit Antibiotika mehr positive Zellen detektiert werden (Median: 3,0;
N = 22). Wurden keine antibakteriellen Medikamente verabreicht betrug der Median 2,5
(N =18; p =1,000).

Abb. 27 zeigt die GPR43 Expression im Epithel der basalen Krypten in Abhangigkeit von der
Antibiotikagabe.
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GPRA43 Expression im Epithel der basalen Krypten in Abhangigkeit von der Antibiotikagabe
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keine Antibiotika erhalten Antibiotika erhalten

Abb. 27: Boxplot zu Expression von GPR43 im Epithel der basalen Krypten in Abhan-
gigkeit von der Antibiotikagabe

3.6 Zusammenhang der GPR43 Expression im Stroma mit der Anzahl FoxP3

positiver regulatorischer T-Zellen

In der Pathogenese und der Auspragung der GvHD spielen Treg eine wichtige Rolle, da sie im
Stande sind die Entzlindungsreaktion zu begrenzen (25). Die Anzahl dieser Zellen konnte im
Tiermodell Gber die Gabe von SCFA gesteigert werden (61). Um zu verstehen, ob und wie die
Anzahl GPRA43 tragender Zellen nach ASCT mit der Anwesenheit regulatorischer T-Zellen im
Stroma zusammenhéngt, wurden im Folgenden FoxP3 positive Zellen (Marker fur Treg (24))

mit der Anzahl GPR43 positiver Zellen korreliert.

Im Stroma ergab die Korrelationsanalyse fiir die beiden Zellentitaten einen schwach positiven
Zusammenhang (N =85; p=0,246; p=10,023). Demnach stieg mit der Anzahl GPR43 tragender
Zellen auch die Menge der Treg. Dies wird in Abb. 28 mithilfe eines Streudiagramms darge-
stellt.

Erhielten die Patienten keine Antibiotika (Kriterien wie in 3.5 beschrieben) verstarkte sich diese

Beobachtung (N = 44; p=0,402; p = 0,007). In der Gruppe mit Antibiotika war hingegen keine
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Korrelation der jeweiligen Proteinexpression mehr feststellbar (N = 40; p = 0,046; p = 0,778).
Abb. 29 zeigt den Zusammenhang von GPR43 und FoxP3 in Abhéngigkeit von der Antibio-
tikagabe.
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Abb. 28: Streudiagramm zur Korrelation der Expression von FoxP3 und GPR43 im

Stroma
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Korrelation der Expression von GPR43 und FoxP3 im Stroma in Abhangigkeit von der Antibiotikagabe
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Abb. 29: Streudiagramm zur Korrelation der Expression von FoxP3 und GPR43 im

Stroma in Abhangigkeit von der Antibiotikagabe

Betrachtete man die Werte fir GPR43 und FoxP3 positive Zellen in Abhangigkeit von der Ste-
roiddosis mit den unter 3.5 genannten Kriterien, zeigte sich auch hier ein deutlicher Unterschied
der Korrelationen. Diese lag in der Gruppe vor, welche keine Steroide oder weniger als 20 mg/d
erhielt (N = 38; p = 0,501, p = 0,001). Bei Patienten mit einer hoheren Dosis an Steroiden
konnte hingegen kein Zusammenhang mehr zwischen GPR43 und FoxP3 nachgewiesen werden
(N =47; p=0,07, p=0,642).

Abb. 30 zeigt die Korrelation in Abh&ngigkeit von der Steroiddosis.
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Korrelation der Expression von GPR43 und FoxP3 im Stroma in Abhangigkeit von der Steroiddosis
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Abb. 30: Streudiagramm zur Korrelation der Expression von FoxP3 und GPR43 im

Stroma in Abhangigkeit von der Steroiddosis

3.7 Zusammenhang der GPR43 Expression im Stroma und Epithel mit 3-IS

Werten im Urin

Die 3-IS Werte im Urin sind ein indirekter Marker fur die Zusammensetzung des Mikrobioms
(48, 72). Zumal die Produktion von SCFA und damit die Anzahl der GPR43 Rezeptoren von
den vorhanden Bakterienspezies abhéngt, wurde der Zusammenhang zwischen 3-1S Werten und
der GPR43 Expression in Stroma und Epithel nach ASCT mittels Korrelationsanalyse unter-
sucht.

Es wurden alle Werte von 3-IS Spiegeln eingeschlossen, deren Urinproben im Zeitraum von
sieben Tagen vor bis 14 Tage nach der Biopsieentnahme gewonnen wurden.

Dabei zeigte sich weder im Stroma (N = 23; p = -0,270; p = 0,213) noch im Epithel (basale
Krypten: N =19; p =0,062; p = 0,801; oberflachliche Krypten: N =19; p = 0,094; p = 0,701;
Epithel der Zotten: N = 15; p =-0,01; p = 0,973) eine signifikante Korrelation zwischen der
Anzahl GPRA43 positiver Zellen und den 3-1S Werten.
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Anschliel}end erfolgte die Unterteilung der Patienten in eine Gruppe, welche keine Antibiotika
erhielt, und eine zweite Gruppe, welche mit Antibiotika therapiert wurde (Kriterien 3.5). Eine

Korrelation der beiden Parameter konnte in keiner der beiden Gruppen festgestellt werden.

3.8 Kaorrelation der immunhistochemisch ermittelten Ergebnisse zur GPR43

Expression mit Daten aus der PCR-Analyse

Zur Expression des GPR43 Rezeptors wurde von Ghimire et al. eine Analyse mithilfe einer
quantitativen Echtzeit-PCR durchgefiihrt (64). Da in der PCR die DNA aller Zellen untersucht
wird, l&sst sich nicht unterscheiden, von welchen Zellen GPR43 exprimiert wird. Um zu prifen,
ob aufgrund der PCR-Analyse moglicherweise Riickschlusse auf das Kompartiment der GPR43
Expression gezogen werden konnen, wurden die ermittelten Werte der PCR-Analyse mit den
Werten der immunhistochemischen Auswertung korreliert. Dabei kam der Spearman Korrela-
tionskoeffizient zum Einsatz. Fir die in dieser Arbeit untersuchten Biopsien wurden in 42 Fal-
len durch die Arbeitsgruppe von Prof. Holler eine PCR durchgefiihrt. Die Fallzahl fur das
Stroma lag demnach bei 42 und fir das Epithel bei 40 (Krypten) beziehungsweise zwolf (Zot-

ten).

3.8.1 Kaorrelation der immunhistochemisch ermittelten Ergebnisse mit Daten aus der

PCR-Analyse im Stroma

Die Ergebnisse der PCR-Analyse werden als Dezimalzahlen dargestellt. Um die Werte besser
mit den immunhistochemischen Ergebnissen vergleichen zu kdnnen, wurden sie vor der Kor-
relationsanalyse logarithmiert und die Analyse mit der neuen Variable log10(PCR) durchge-
flhrt.

Bei der Durchfiihrung der Korrelationsanalyse flr die Werte im Stroma ergab sich kein Anhalt
fur einen Zusammenhang zwischen den immunhistochemischen Daten und denen aus der PCR-
Analyse (p =-0,074; p = 0,639).

Tab. 17 und Abb. 31 zeigen die Daten zur GPR43 Expression im Stroma aus der immunbhisto-

chemischen Analyse und der PCR-Analyse.
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Tab. 17: Deskriptive Statistik zu den erhobenen Daten aus der immunhistochemischen

Untersuchung und der PCR-Analyse zur GPR43 Expression im Stroma

GPRA43 positive Stromazellen in verschiedenen Formen der Analyse

Immunhistochemie

Logl0(PCR) /Dezimalzahl

Gultige Félle 42 42

Median 16,0 -2,8/1,7x103
Minimum 3,0 -3,7/1,9x10*
Maximum 40,8 -0,1/8,5x10*
Interquartilbereich 13,6 0,7/0,0

Korrelation der Daten aus der PCR und der immunhistochemischen Analyse im Stroma
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Abb. 31: Streudiagramm zur Korrelation der Daten aus der immunhistochemischen Un-

tersuchung und der PCR-Analyse im Stroma
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3.8.2 Korrelation der immunhistochemisch ermittelten Ergebnisse mit Daten aus der

PCR-Analyse im Epithel der Krypten und Zotten

Im Vergleich der ermittelten PCR-Daten mit den immunhistochemisch gewonnenen Werten fir
das Epithelien der Krypten, fand sich weder in den basalen Krypten (p = -0,157; p = 0,334)
noch in den oberfldchlichen Kryptenanteilen (p = -0,116; p = 0,474) eine signifikante Korrela-
tion. Zum gleichen Ergebnis kam die Korrelationsanalyse fur das Epithel der Zotten (p = 0,221;
p =0,491).

Tab. 18 zeigt die Daten zur GPR43 Expression im Epithel der Krypten und Zotten aus der

immunhistochemischen Analyse und der PCR-Analyse.

Tab. 18: Deskriptive Statistik zu den erhobenen Daten aus der immunhistochemischen
Untersuchung und der PCR-Analyse zur GPR43 Expression im Epithel der Krypten und
Zotten

GPRA43 positive Epithelzellen in den Krypten in verschiedenen Formen der Analyse
(Werte flr basale und oberflachliche Krypten identisch)
Immunhistochemie Log (PCR) / Dezimalzahl

Gultige Félle 40 40
Median 3,0 -2,8/1,7x107
Minimum 0,0 -3,7/1,9x10*
Maximum 6,0 -0,1/8,5x10?
Interquartilbereich 2,0 0,7/0,0

GPRA43 positive Epithelzellen in den Zotten in verschiedenen Formen der Analyse
Gultige Félle 12 12
Median 4,5 -2,8/1,6x10°
Minimum 0,0 -3,7/1,9x10*
Maximum 6,0 -1,3/5,0x102
Interquartilbereich 4.8 0,7/0,0
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3.9  Uberlebenszeitanalyse mit Kaplan-Meier

Fur die Uberlebenszeitanalyse wurde die Kaplan-Meier Methode verwendet. Alle Biopsien
nach ASCT wurden abhéngig vom Median der GPR43 Expression in Stroma und Epithel in
zwei Gruppen unterteilt (Expression kleiner als Median und Expression gleich/groRer als Me-
dian). Die Uberlebenszeit war die Zeit ab der Transplantation bis zum Ereignis. Als Ereignisse
wurden die transplantationsassoziierte Mortalitdt (TRM) und die rezidivassoziierte Mortalitat
(RRM) getrennt voneinander betrachtet. Waren die Patienten zum Zeitpunkt der Analyse noch
am Leben, wurde die Zeit ab der Transplantation bis zur letzten Kontrolluntersuchung (last
follow up) verwendet. Der kiirzeste Beobachtungszeitraum lag bei 36 Tagen und der langste
Zeitraum bei Gber zehn Jahren (3696 Tage). Mithilfe des Logrank-Tests wurde das Uberleben
von Patienten, bei denen die GPR43 Expression in Stroma bzw. Epithel gleich oder Gber dem
Median lag mit der Uberlebenszeit von Patienten verglichen, bei denen die Expression unter

dem Median lag. Bei den zensierten Fallen handelte es sich um die tberlebenden Patienten.

3.9.1 Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von der medianen Expression GPR43 po-

sitiver Stromazellen

Die Daten zur GPR43 Expression im Stroma wurden anhand des Medians von 17,7 Zellen pro
HPF wie oben beschrieben unterteilt. Mittels Logrank-Tests wurde dann gepriift, ob die Hohe
der Proteinexpression im Stroma zum Biopsiezeitpunkt bezogen auf diesen Median die Prog-
nose der Patienten hinsichtlich TRM und RRM beeinflusste. Die dabei entstanden Kaplan-
Meier-Kurven lielen vermuten, dass eine Uber dem Median liegende Expression sowohl mit
einem erhéhten Risiko fiir TRM als auch fir RRM einhergeht. Die statistische Untersuchung
ergab jedoch weder fir die TRM (p = 0,338) noch fiir die RRM (p = 0,168) einen signifikanten
Uberlebensvorteil fiir eine der beiden Gruppen.

Anhand der immunhistochemisch ermittelten Anzahl GPR43 positiver Stromazellen konnte
demnach keine VVorhersage tber den Eintritt von TRM oder RRM getroffen werden.

Die Anzahl von Ereignissen und zensierten Fallen in den Gruppen ist in Tab. 19 dargestellt.
Abb. 32 und 33 zeigen die Kaplan-Meier Kurven zur TRM und RRM.
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Tab. 19: Daten zur Uberlebenszeitanalyse hinsichtlich der TRM und RRM nach ASCT in
Abhéangigkeit von der GPR43 Expression im Stroma

Daten fiir Uberlebenszeitanalyse hinsichtlich GPR43 Expression im Stroma

TRM
Gultige Félle 43
GPRA43 positive Zellen < Median | Anzahl Ereignisse 15
Zensierte Félle 28
Gultige Félle 43
GRP43 positive Zellen > Median | Anzahl Ereignisse 16
Zensierte Félle 27

Daten fiir Uberlebenszeitanalyse hinsichtlich GPR43 Expression im Stroma

RRM
Gultige Félle 43
GPRA43 positive Zellen < Median | Anzahl Ereignisse 7
Zensierte Félle 36
Gultige Félle 43
GRP43 positive Zellen > Median | Anzahl Ereignisse 9
Zensierte Félle 34
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Abb. 32: Kaplan-Meier-Kurve zur TRM nach ASCT in Abhéngigkeit von der GPR43
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3.9.2 Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von der medianen Expression GPR43 po-

sitiver Epithelzellen in Krypten und Zotten

Die Daten zur GPR43 Expression im Epithel der basalen Krypten wurden anhand des Medians
von 2,5 in zwei Gruppen unterteilt. Dafur wurde der Median auf 3,0 aufgerundet (kleiner Me-
dian: 0 - 2, groRer/gleich Median: 3 - 6). Hier konnte der Logrank-Test ebenfalls keinen Uber-
lebensvorteil hinsichtlich TRM (p = 0,742) oder RRM (p = 0,741) aufzeigen.

Zum gleichen Ergebnis kam die Analyse der Expression in oberflachlichen Kryptenanteilen
(Median 3,0; TRM: p = 0,840; RRM: p = 0,443). Somit konnte aufgrund der immunhistoche-
misch bestimmten Hohe der GPR43 Expression im Kryptenepithel keine prognostische Aus-

sage fur die Patienten getroffen werden.

Auch Anhand der mittleren Proteinexpression im Epithel der Zotten (Median 3,0) konnte kein
Vorteil fur das Eintreten einer TRM (p = 0,860) oder RRM (p = 0,888) getroffen werden.
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4 Diskussion

Um zu Uberprifen, inwieweit die hier gewonnenen Daten auf ein allgemeines Patientenkollek-
tiv, welches sich einer ASCT unterzieht, Ubertragbar sind, wurden die Patientencharakteristika
mit Daten aus Veroffentlichungen der European Society for Blood and Marrow Transplantation
(EBMT) und des deutschen Registers fur Stammzelltransplantation (DRST) verglichen. In bei-
den Quellen wurden zur optimalen Vergleichbarkeit Daten aus dem Jahr 2019 betrachtet. Dabei
ergab sich, dass die vorliegende Arbeit beztglich der zugrundeliegenden Diagnose, der Spen-
derauswahl und der Stammzellquelle représentativ flr deutsches beziehungsweise europdisches
Patientenkollektiv ist. So erhielten 62,9 % der hier eingeschlossenen Patienten eine ASCT auf-
grund eines myeloischen Malignoms (EBMT: 56,7 %; DRST: 67,0 %), 30,9 % (EBMT:
28,3 %, DRST: 24,4 %) wegen einer malignen lymphatischen Grunderkrankung und bei 6,2 %
(EBMT: 15,0 %, DRST: 8,6 %) lag eine anderweitige Diagnose vor. 33,0 % (EBMT: 49,0 %,
DRST: 26,4 %) der Patienten erhielten Stammzellen von verwandten Spendern und 67,0 %
(EBMT: 51,0 %, DRST: 73,6 %) von nicht-verwandten Spendern. Die Stammzellen wurden in
14,4 % (EBMT: 18,8 %, DRST: 12,6 %) der Félle durch eine Knochenmarkpunktion gewonnen
und in 85,6 % (EBMT: 79,5 %, DRST: 87,4 %) kamen PBSC zum Einsatz (5,73).

Die Stichprobengréfle von 100 Biopsien von 97 verschiedenen Patienten bietet eine gute
Grundlage zur Erhebung der Daten. Dennoch ist denkbar, dass einige Ergebnisse in der statis-
tischen Analyse signifikant werden, wenn eine gréliere Stichprobe untersucht wird. So l&sst die
Anzahl positiver Stromazellen in den einzelnen Darmabschnitten vermuten, dass auch der Un-
terschied zwischen Ileum und Duodenum sowie Colon und Duodenum bei einer héheren Pati-
entenzahl signifikant wird und auch die Uberlebenszeitanalyse zeigt einen gewissen Trend, dass
eine hohere Anzahl GPR43 positiver Stromazellen mdglicherweise mit einem erhdhten Risiko
fir TRM und RRM einhergeht. Um Verzerrungen zu vermeiden, wurde bei der Auswahl der
Patienten darauf geachtet, von jedem mdglichst nur eine Biopsie auszuwéhlen. Dies ist vor al-
lem fiir die Uberlebenszeitanalyse wichtig, da die Mehrfachwertung des Outcomes eines Pati-
enten die Ergebnisse verfalschen wiirde. Bei der Auswahl der Proben ist anzumerken, dass die
Verteilung der Lerner Grade nicht gleichméRig ist. Generell existieren wenige Proben mit
schwerer GVHD (Grad 3 und 4). Dies liegt daran, dass abhdngig vom Gesamtzustand und den
Symptomen der Patienten nicht immer eine Koloskopie und Gastroskopie simultan durchge-
fihrt werden. Eine zusétzliche Herausforderung ist die Auswertung des Epithels bei zunehmen-

den Schweregrad, weil der Verlust des Epithels definitionsgemal ein Kriterium fir die
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histologische Einteilung der GvHD darstellt (74). Um dennoch eine Analyse zu ermdglichen,
wurde das Epithel nur ausgewertet, falls im Préparat mindestens drei Lumen fiihrenden Krypten
bzw. eine GroRe der verbliebenen Krypten von mindestens 200 Epithelzellen zu finden war.
Daher ist die Fallzahl insbesondere fiir Lerner Grad 3 und 4 im Epithel der Zotten und Krypten
gering. Ebenfalls erwahnenswert ist, dass trotz zahlreicher Bestrebungen fir eine einheitliche
histopathologische Graduierung der GvHD nach wie vor eine hohe Interobservervariabilitét
besteht und die Ergebnisse beziiglich der Einteilung nach Lerner Graden daher kritisch bewertet

werden mussen (75).

4.1  Unterschiedliche Expression des GPR43 Rezeptors in den einzelnen Darm-

abschnitten

Bei Betrachtung der Biopsien in den Darmabschnitten Duodenum, lleum und Colon unter-
schied sich das Expressionsmuster von GPR43 deutlich. So wurden im Stroma des Colons sig-
nifikant mehr positive Zellen gefunden als im Ileum. Das Ileum exprimierte im Vergleich zu
den restlichen Abschnitten am wenigsten GPR43 und das Duodenum nahm eine Mittelstellung
ein. Die Anzahl GPR43 exprimierender Zellen steigt mit der Anwesenheit von SCFA, welche
wiederum vom Mikrobiom produziert werden (siehe 1.4.3). Demnach scheinen Unterschiede
im Mikrobiom der einzelnen Darmabschnitte eine naheliegende Erklarung fur diese Beobach-
tung zu sein. In einer Analyse von Mailhe et al. nahm die mikrobiologische Diversitét der ge-
fundenen Bakterien von oral nach aboral zu und im Duodenum fanden sich signifikant weniger
verschiedene Spezies als im Ileum und Colon. Dartiber hinaus dominierten im Duodenum vor
allem aerotolerante Actinobacteria, wohingegen im lleum und Colon Uberwiegend Firmicutes
und Bacteroidetes isoliert wurden (76). Letztere sind bekanntlich die Hauptproduzenten von
SCFA (50). Zu beachten ist jedoch, dass die von Mailhe et al. untersuchten Patienten aufgrund
verschiedener Symptome und Vorerkrankungen einer diagnostischen Endoskopie unterzogen
wurden und die Ergebnisse somit nicht zweifelsohne auf gesunde Probanden oder Patienten
nach ASCT ubertragbar sind. Um eine definitive Aussage uber die wechselseitige Beeinflus-
sung von Mikroben und der GPR43 Expression treffen zu konnen, sind weitere Arbeiten, wel-
che die Zusammensetzung des Mikrobioms entlang des Darms nach ASCT und bei Patienten
mit GvHD analysieren, unabdingbar.

Die Zusammensetzung und Diversitat des Mikrobioms von lleum und Colon unterschieden sich

in der oben genannten Arbeit nicht wesentlich (76). Es ist jedoch bekannt, dass die absolute
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Menge der Bakterien von oral nach aboral zunimmt und im Colon die hochste Dichte erreicht
(77). Dies ist eine mogliche Begriindung dafur, dass die grofiten Unterschiede in der immun-
histochemischen Auswertung zwischen Colon und lleum gefunden wurden. Ein weiterer mog-
licher Erklarungsansatz hierfir ist die differente zelluldre Zusammensetzung der beiden Darm-
abschnitte. Im Gegensatz zum Colon ist das darmassoziierte lymphatische Gewebe (GALT) im
lleum in Form von Peyer-Plaques deutlich starker ausgeprégt. Zudem wurden Biopsien fir die
vorliegende Arbeit ausschliellich aus dem terminalen Ileum entnommen. Hier findet sich die
groRte Anzahl an Peyer-Plaques und somit eine komplexe Interaktion zwischen Immunzellen
und den Ubrigen intestinalen Zellen. Die Studie von Mailhe et al. untersuchte hingegen die
Mikrobiomzusammensetzung im gesamten lleum. Denkbar ist, dass die GPR43 Expression ne-
ben der Anzahl von SCFA auch von bisher nicht analysierten Signalwegen des Immunsystems
beeinflusst wird. Um dies weiter abzukléren, braucht es weitere Untersuchungen der Wechsel-

wirkungen zwischen den einzelnen Zellentitaten, dem Mikrobiom und der GPR43 Expression.

Die hohe Expression von GPR43 im Colon kann auch damit erklart werden, dass SCFA vor
allem im Dickdarm produziert werden (78). So konnten Cummings et al. in postmortalen Un-
tersuchungen im lleum nur 13 +/-6 mmol/kg SCFA detektieren, wohingegen im Colon bis zu
zehnfach hohere Konzentrationen gefunden wurden (Colon ascendens 123 +/-12 mmol/kg; Co-
lon transversum: 117 +/-9 mmol/kg; Colon descendens: 80 +/-17 mmol/kg) (79). Die vermehrte

Anwesenheit von SCFA fihrt bekanntlich zur gesteigerten Expression von GPR43 (1.4.3).

Ebenso denkbar ist, dass die immunologischen Prozesse der GvHD die einzelnen Darmab-
schnitte unterschiedlich stark beeinflussen und schadigen. Die damit verbundene Translokation
von Bakterien und ihren Stoffwechselprodukten durch das gereizte Epithel bedingen dann die
mannigfaltige GPR43 Expression. Untermauert wird dieser Gedanke durch Ma et al. Die For-
schungsgruppe analysierte Biopsien aus dem oberen und unteren GIT von Patienten mit kli-
nisch diagnostizierter GVHD. Dabei zeigte sich bei 75 % eine Beteiligung beider Darmab-
schnitte, bei 19 % war nur der untere GIT befallen und 6 % zeigten eine isolierte GvHD des
oberen GIT. Generell fand sich im distalen Abschnitt des GIT im Mittel ein hoherer histologi-
scher Schweregrad als im Duodenum. AuRerdem stieg innerhalb des unteren GIT der Schwe-
regrad vom lleum zum Colon signifikant. Zusammenfassend (iberstieg der untere GIT demnach

sowohl in der Prévalenz als auch in der Auspragung der GvHD das proximale Intestinum (80).

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Proteinexpression der einzelnen Darmabschnitte ist die un-

einheitliche Transitzeit. Diese ist im Colon vergleichsweise langer als im Duodenum (81). In
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einer in vitro Untersuchung von Tottey et al. fiihrte die Prolongation der Darmpassage innerhalb
des Colons zur Zunahme der Konzentration von SCFA (82). Da der Darminhalt im Colon langer
verweilt als im Dunndarm, beglnstigt dies durch das erhdhte Metabolitenangebot mdglicher-
weise ebenfalls eine gesteigerte GPR43 Expression. Die langere Transitzeit des Colons erklart
vermutlich auch, weshalb nur in diesem Darmabschnitt die GPR43 Expression in lumennahen
Krypten signifikant hoher war als in den basalen Anteilen. Zum einen besteht in den oberflach-
lichen Kryptenanteilen eine anatomische Nahe zum Lumen und somit auch zu den SCFA. Zum
anderen ist durch die langere Transitzeit im Colon ausreichend Zeit fiir eine Hochregulation der
GPR43 Expression. Gleichzeitig ist bei der Ubertragung dieser Ergebnisse auf die vorliegende
Arbeit zu berlcksichtigen, dass die Transitzeit bei Patienten mit symptomatischer GvHD durch
Diarrhden verédndert ist. Um abschlieBend zu beweisen, dass die GRP43 Expression durch die
Passagezeit beeinflusst wird, bendtigt es eine vergleichende Analyse der SCFA Konzentratio-
nen der einzelnen Darmabschnitte nach ASCT. Zur Vermeidung von Verzerrungen kann dies

zunéchst im murinen Modell unter standardisierter Ernahrung erfolgen.

Die GPR43 Expression im Epithel der Krypten lieferte keine signifikanten Unterschiede, zeigte
jedoch den gleichen Trend in der Verteilung wie das Stroma. Demnach war die Proteinexpres-
sion in den Krypten des Colons und des Duodenums héher als im lleum. Daher kénnen obige

Uberlegungen auch hier Anwendung finden.

Die Proteinexpression des Zottenepithels unterschied sich sowohl im lleum als auch im Duo-
denum von der des Kryptenepithels. Im Zwdlffingerdarm zeigte sich eine signifikante Zunahme
der Proteinexpression im Zottenepithel verglichen zum Epithel in den Krypten. Erklarbar ist
dies durch ein unterschiedliches Ausmal der immunologischen Prozesse entlang des Epithels.
Aus Untersuchungen von Patienten mit Autoimmungastritis weil} man, dass in der ersten Phase
der Inflammation Plasmazellen und Lymphozyten in die Mucosa einwandern. Dabei nimmt die
Anzahl dieser Immunzellen von luminal nach basal ab. Diese Analogie untermauert den Ge-
danken, dass sich autoimmunologische Prozesse intestinal primér oberflachennah abspielen
(83). Deckungsgleich hierzu wurden in oberflachlichen Kryptenanteilen des Colons mehr
GPRA43 tragende Zellen detektiert als in den basalen Abschnitten.

Im Ileum hingegen Uberstieg die Proteinexpression des Kryptenepithels die des Zottenepithels.
Madglicherweise wird die GPR43 Expression im Streckenverlauf des GIT auf unterschiedliche

Weise induziert und hat eine divergente Funktion in der Regulation der Inflammation im
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Rahmen der GvHD. Denkbar ist auch, dass sich die Kompartimente Stroma und Epithel bei der

Einddmmung der Inflammation gegenseitig beeinflussen.

Diese Uberlegungen kénnen zudem die signifikant starkere Proteinexpression im duodenalen
Zottenepithel verglichen zum lleum erklaren. Zum Beweis ben6tigt es weiterfuhrende Analy-
sen zur detaillierten Induktion der Expression je nach Darmabschnitt und Auspragung der
GVHD.

Die Tatsache, dass es im Epithel der Krypten keinen signifikanten Unterschied zwischen Colon,
Ileum und Duodenum gibt, im Epithel der Zotten hingegen schon, kdnnte mit dem physiologi-
schen Konzentrationsgefalle an Mikroben und ihren Metaboliten entlang des Epithels zusam-
menhangen. Es ist naheliegend, dass die in das Darmlumen hineinragenden, beweglichen Zot-
ten eine starkere Exposition zum Darminhalt und seinem Mikrobiom haben als die starren

Krypten. Diese liegen anatomisch vom Lumen abgewandt und dadurch geschutzter.

4.2  Verdnderung der GPR43 Expression durch den Schweregrad der GVHD

Im Vergleich zu Proben vor ASCT konnten in Biopsien nach der Transplantation signifikant
mehr GPRA43 positive Stromazellen detektiert werden. Auch innerhalb der postTx Proben nahm
die Proteinexpression mit zunehmenden Schweregrad der GvHD zu. Biopsien mit Lerner Grad
3 und 4 zeigten sogar eine signifikant hdhere Expression als Proben ohne nachweisbarer GVHD.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen der molekularen Analyse von GPR43 mittels PCR von
Ghimire et al. Diese Arbeit unterteilte die Biopsien nach ihrem histologisch definiertem Schwe-
regrad in niedrige Lerner Grade (keine GvHD und Lerner 1) und hohe (Lerner 2 - 4). Dabei

konnte aus Proben der zweiten Gruppe signifikant mehr RNA isoliert werden (64).

Fir die zunehmende Proteinexpression bei steigendem Schweregrad der GvHD gibt es man-
nigfaltige Erklarungen. Untersuchungen an humanen und murinen Zellkulturen ergaben eine
Zunahme der FFAR2 Expression auf Monozyten und Makrophagen ausgeldst durch den Kon-
takt zu LPS (84). Da bei zunehmender GvHD das Epithel vermehrt geschadigt wird, kdénnen
mehr LPS und andere PAMPs in die Lamina propria eindringen, in welche inflammationsbe-
dingt anschlielend zahlreiche Monozyten und Makrophagen einwandern. Damit lasst sich die
erhdhte Anzahl GPR43 positiver Stromazellen nach ASCT und mit zunehmenden Schweregrad
der GvHD erkléren. Daruber hinaus demonstrieren zahlreiche Untersuchungen den GPR43 ab-

hangigen antiinflammatorischen Effekt von SCFA. Die Forschungsarbeit von Ang et al.
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detektierte eine Abnahme der monozytéren Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-
la und IL-11 unter der Gabe von Acetat (84). SCFA fuhren zudem in mononukleéren Zellen
des Blutes zu einer Abnahme der LPS induzierten TNFo und IFNy Sekretion (85). Uber GPR43
kann Butyrat ferner die Aktivierung, Proliferation, IFNy und IL-17 Sekretion von CD4+ T-
Zellen hemmen (86). Auch die Produktion des antiinflammatorisch wirksamen IL-10 durch Thl
Zellen konnte durch SCFA in einem GPR43 abh&ngigen Weg gesteigert werden (87). All diese
Untersuchungen implizieren eine kompensatorische Hochregulierung von GPR43 im intestina-
len Stroma als Antwort auf den durch die GvHD verursachten Gewebeschaden und den daraus
resultierenden Zytokinsturm. Im Umkehrschluss ergibt sich dadurch die Mdglichkeit einer the-
rapeutischen Gabe von SCFA bei Patienten mit GVHD. Zur Applikation von SCFA bei Patien-
ten mit GVHD gibt es bisher keine Studien.

Die Auswertung des Zottenepithels zeigte ebenfalls mehr FFAR2 in den postTx Proben. Die
soeben aufgeflhrten Effekte von GPR43 kdnnen auch hier als mégliche Erklarung herangezo-

gen werden.

Im Epithel der basalen und oberflachlichen Krypten hingegen unterschied sich die GPR43 Ex-
pression in postTx und praTx Proben nicht signifikant voneinander. Tendenziell nahm die An-
zahl GPR43 positiver Epithelzellen nach der ASCT jedoch ab. Dies deckt sich mit der bereits
erwahnten Analyse von Fujiwara et al. Hier kam es im murinen Modell zur Abnahme der
GPR43 Expression auf intestinalen Epithelzellen nach ASCT (65).

In Zusammenschau deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der GPR43
Rezeptor im Stroma anderen Regulationsmechanismen unterliegt als im Epithel. Auch bei an-
deren autoimmunen Prozessen wie der Zoliakie laufen im Epithel der Zotten und Krypten und
in der Lamina propria unterschiedliche Prozesse ab. Durch die Erkrankung erhoht sich die An-
zahl intraepithelialer Lymphozyten. Wéhrend es initial zu einer Hypertrophie der Krypten
kommt, flachen die Zotten im Verlauf der Erkrankung ab und atrophieren. In die Lamina prop-
ria wandern vermehrt Plasmazellen und Lymphozyten ein. Die Bedeutung der isolierten Be-
trachtung der einzelnen Kompartimente wird durch die histologische Einteilung nach Marsh-
Oberhuber nochmals unterstrichen (88). Eingangs wurden bereits die pro- und antiinflammato-
rischen Effekte des GPR43 Rezeptors und die dazugehorigen Signalwege beleuchtet. Die zel-
luldre Zusammensetzung von Zotten und Krypten unterscheidet sich maRgeblich. Das Zotte-
nepithel besteht Gberwiegend aus Mikrovilli tragenden Enterozyten, dazwischen finden sich

vereinzelt Becherzellen und eine geringe Anzahl enteroendokriner Zellen. Das Epithel der
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Krypten hingegen setzt sich aus Paneth-Kdrnerzellen, multipotenten Stammzellen, zahlreichen
enteroendokrinen Zellen und Becherzellen zusammen (89). Zu prufen ist demnach, tber welche
Signalwege der GPR43 Rezeptor in den verschiedenen Zellen aktiv ist und durch welche Kom-
munikationswege seine Expression reguliert wird. Mdgliche Unterschiede zwischen den Zel-

lentitaten liefern eine Erklarung fir die hier vorliegenden Ergebnisse.

Im Zuge dessen ist auch die wechselseitige Beeinflussung der GPR43 Expression zwischen den
Kompartimenten Stroma und Epithel zu tberprifen. Epithelzellen haben als erste Kontakt zu
den LPS und SCFA. Dadurch entsteht moglicherweise eine Ruckkopplung zum Stroma mit
dem Ziel die beginnende Invasion von Mikroben und die damit verbundene Entziindung zu
begrenzen. Umgekehrt konnten auch eingewanderte Immunzellen des Stromas Giber Mediatoren
die Expression von GPR43 im Epithel beeinflussen. Um die genauen molekularen Signalwege
und Wechselwirkungen der Kompartimente zu ergriinden, kann man sich spezieller in vitro
Organ-on-Chip Systemen bedienen. Damit ist nicht nur die Nachahmung der anatomischen Zel-
lanordnung gegeben, sondern auch die Mikroumgebung verénderbar. Folglich lassen sich ge-
zielt Erkrankungsbilder reproduzieren, Mikrobiomveranderungen erzeugen und die jeweiligen

Auswirkungen auf Proteinexpression und Zellinteraktionen genauestens analysieren (90).

4.3 Anstieg der GPR43 Expression im zeitlichen Verlauf nach ASCT im
Stroma

Die Konditionierungstherapie und die Transplantation fremder Stammzellen induzieren mul-
tiple Veranderungen im Korper und gehen mit Gewebeschéden einher. Neben den immunolo-
gischen Prozessen kommt es auch zu einer verdnderten Zusammensetzung des Mikrobioms.
Chiusolo et al. fanden 15 Tage nach ASCT in den Stuhlproben ihrer Patienten eine Zunahme
von Vertretern der Gattung Bacteroides und eine reduzierte Anzahl an Firmicutes im Vergleich
zum Ausgangswert vor der Konditionierungstherapie. Entwickelten die Patienten eine intesti-
nale GvHD, zeigte sich hingegen wieder eine Reduktion der Bacteroides, wéhrend Firmicutes
und Proteobacteria zunahmen (91). In einer anderen Studie reduzierte die ASCT ebenfalls die
Menge einiger Vertreter der Firmicutes, fiihrte jedoch gleichzeitig zum Anstieg von Enterokok-
ken (44). Infolgedessen andert sich auch die Zusammensetzung der vom Mikrobiom produzier-
ten Metabolite im zeitlichen Verlauf nach ASCT. In péadiatrischen Stuhlproben nach ASCT
waren Butyrat und Propionat an Tag 14 nach der Transplantation deutlich erniedrigt (92). Bis-

her existieren nur wenige, lediglich Uber kurze Zeitverlaufe reichende Analysen des
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Mikrobioms und seiner Metabolite nach ASCT. Bansal et al. fanden eine erniedrigte Diversitét
des Mikrobioms an Tag 14 und 28 nach Transplantation. Erst nach 100 Tagen war die Zusam-
mensetzung des Mikrobioms vergleichbar mit der vor ASCT (93). Um herauszufinden, wie sich
diese Veranderungen auf die GPR43 Expression auswirken, wurden die hier analysierten Pro-

ben angelehnt an die Phasen des Engraftments in verschiedene Gruppen eingeteilt (71).

In der vorliegenden Arbeit fand sich im Stroma und Epithel der Zotten nach ASCT stets eine
hohere Menge GPR43 als in prdTx Proben. In der friihesten Gruppe (Tag 0 - 30) war die ge-
steigerte Proteinexpression der Stromazellen signifikant. Da der GPR43 Rezeptor mafgeblich
zur Entstehung und dem Erhalt der intestinalen Epithelbarriere beitrdgt (62 - 64), ist zu vermu-
ten, dass als Antwort auf die Konditionierungstherapie und den dadurch entstandenen Schaden
vor allem wéhrend des ,,pre-engraftments vermehrt GPR43 im Zottenepithel exprimiert wird.
Die ins Lumen ragenden und beweglichen Zotten werden kontinuierlich vom Darminhalt um-

geben und haben dadurch eine wichtige Rolle in der Barrierefunktion.

Der GPR43 Rezeptor wird zudem von diversen Immunzellen exprimiert und ist unter anderem
an der Rekrutierung von Neutrophilen beteiligt (59). Die Anzahl neutrophiler Granulozyten
erholt sich nach der ASCT im ,,pre-engraftment® langsam. Durch eine erh6hte GPR43 Expres-
sion im Stroma in den ersten 30 Tagen versucht der Kérper womdglich, vermehrt Neutrophile
anzulocken, um im Rahmen der gestorten Barrierefunktion Erreger abzuwehren. Sobald die
Neutropenie Uberstanden ist und die Inflammation durch eine ausreichende Zellzahl begrenzt
wurde, ist es nicht mehr notwendig, dass weitere Neutrophile in die Mucosa einwandern. Daher
wird in den spéteren Gruppen weniger GPR43 exprimiert und die Unterschiede sind nicht mehr
signifikant. Auch denkbar ist eine negative Ruckkopplung zwischen der Anzahl von Neutro-
philen und der GPR43 Expression. Durch die induzierte Neutropenie wird dieser Mechanismus
unterbrochen und sobald sich die Zellzahl erholt hat, kommt es reaktiv zu einer Abnahme der
GPRA43 Expression.

Im Epithel der Krypten fanden sich nach ASCT zu keinem Zeitpunkt hohere Werte als vor der
Transplantation. Die Expression sank nach der ASCT sogar leicht ab oder blieb unveréndert.
Die bereits erwadhnte anatomische Distanz der Krypten zum Darmlumen und die Anwesenheit
anderer Zellentitaten konnen auch hierfir als Erklarung herangezogen werden. Zudem vorstell-
bar ist, dass sich einige Bakterienspezies bevorzugt in bestimmten Bereichen des Epithels auf-
halten. Helicobacter pylori favorisiert im Magen beispielsweise den Schleimhautmucus der

oberflachlichen Zellen und ist seltener im Mucus der Drisenzellen zu finden (94). Analog dazu
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ist denkbar, dass sich SCFA produzierende Spezies lokalisationsspezifisch entlang der Zotten
und Krypten ansiedeln und somit durch die ASCT und GvHD unterschiedlich beeinflusst wer-
den. In Abhéangigkeit davon variiert die GPR43 Expression als Folge des jeweiligen Metaboli-
tenangebots. Fur definitive Aussagen braucht es spezifische Farbungen fir einzelne SCFA pro-
duzierende Bakterienspezies, welche eine Lokalisationsbestimmung moglich machen und so-
mit Rickschlusse auf ein Konzentrationsgefalle von SCFA entlang des Epithels und Verande-

rungen durch die ASCT erlauben.

Zur besseren Einordung des Zusammenhangs zwischen dem Biopsiezeitpunkt und der GPR43
Expression kdnnen erganzend longitudinale Untersuchungen beitragen. Indem der gleiche Pa-
tient zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht wird, werden interindividuelle Verzerrungen
vermieden. Dadurch kénnen mehr Informationen (ber die Bedeutung des Zeitpunktes nach
ASCT als Einflussfaktor fir die Expression von GPR43 gewonnen werden. Zudem kdénnen
Rickschlisse gezogen werden, inwiefern die Proteinexpression im zeitlichen Verlauf die Ent-

stehung einer GVHD beeinflusst.

4.4  Veranderung der GPR43 Expression durch den Einsatz von Steroiden

Zur Auswirkung von Steroiden auf den GIT und das vorhandene Mikrobiom existieren kontrare
Forschungsergebnisse. Im murinen Organismus konnte eine vermehrte Translokation von Bak-
terien in mesenteriale Lymphknoten nach intraperitonealer Injektion von Dexamethason beo-
bachtet werden. Dies impliziert eine durch Steroide ausgeldste zunehmende Permeabilitat des
Darmepithels, wodurch vermehrt Bakterien aus dem Darmlumen in den Kérper eindringen kon-
nen (95). Passend dazu konnte durch die Gabe von Dexamethason eine Abnahme der Muc?2
Genexpression im proximalen Colon von Mdusen beobachtet werden. Bei dem kodierten Pro-
tein handelt es sich um ein Mucin, welches an der Bildung der Schleimschicht beteiligt ist und
somit maldgeblich zur Integritat der Darmbarriere beitrégt (96). Im Widerspruch zu diesen Be-
obachtungen steht eine in vitro Zellkulturuntersuchung von Boivin et al. Durch die Gabe von
Glucocorticoiden wurde die TNFa abhéngige Durchlédssigkeit von Tight junctions im intestina-

len Epithel blockiert und die Barrierefunktion damit verstérkt (97).

In der hier vorliegenden Arbeit wiesen Patienten, die tdglich mit mehr als 20 mg Steroiden

behandelt wurden, tendenziell mehr GPR43 exprimierende Stromazellen auf. Gleichzeitig
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zeigte diese Gruppe in den untersuchten Dinndarmproben eine verminderte Proteinexpression

im Epithel der Zotten und oberflachlichen Krypten.

Aufgrund der bereits beschriebenen Untersuchung von Alverdy et al. und Huang et al. im Tier-
model ist es naheliegend, dass die Gabe héherer Steroiddosen auch im humanen Organismus
zu einer verminderten Barrierefunktion des Darms fuhrt. Die Translokation von Bakterien ins
Stroma flihrt zu einer Entzlindungsreaktion. Denkbar ist, dass als Gegenregulation mehr GPR43
exprimiert wird, um einerseits die Inflammation zu begrenzen und andererseits die verlorene
Darmintegritat wiederherzustellen. Im Widerspruch dazu steht jedoch die verminderte GPR43
Expression des Zottenepithels nach Steroidgabe. Mdglicherweise kommt es als Folge der de-
fekten Schleimhautbarriere zu einer Stérung der Kommunikation zwischen den Epithelzellen,
wodurch physiologische Regulationsmechanismen wie die GPR43 Expression beeintréchtigt
sind. Um diese Vermutung zu bestatigen, braucht es konkrete Untersuchungen der humanen

Zellinteraktion auf molekularer Ebene nach der Gabe von Steroiden.

Zusétzlich denkbar ist, dass es durch den Einsatz von Steroiden zu einer Veranderung der Zu-
sammensetzung und Diversitat des Mikrobioms kommt und dadurch die Anzahl von SCFA
produzierenden Spezies wie Bacteroidetes und Firmicutes (50) abnimmt. Auch hier finden sich
in der aktuellen Literatur widerspriichliche Ergebnisse. Die Dexamethason Applikation fiihrte
im murinen Model einerseits zu einer Zunahme von Bifidobakteriales (Ordnung des Phylums
Aktinobakteria) und Lactobacillales (Phylum Firmicutes) (96). Tourret et al. konnten ebenfalls
eine Zunahme von Vertretern der Firmicutes durch Prednisolon bei M&usen beobachten. Ande-
rerseits fand sich im Stuhl der behandelten Tiere eine reduzierte Anzahl von Vertretern der
Bacteroidetes (98). Letztere nahmen neben verschiedenen Vertretern der Klasse Clostridia
(Phylum Firmicutes) auch in einer Analyse von Zhang et al. nach Steroidgabe ab. Ferner unter-
suchte diese Arbeit auch die Veranderung der mikrobiellen Metabolite wie SCFA durch die
Therapie mit Prednisolon. Die Menge an SCFA nahm im Vergleich zur Kontrollgruppe, die
keine Steroide erhielt, ab (99). Unter der Annahme, dass sich all die Ergebnisse aus dem muri-
nen Modellen auch auf den Menschen ubertragen lassen, ist die verminderte GPR43 Expression
im Epithel der Zotten und oberflachlichen Krypten von Patienten mit hoheren Steroiddosen
erklarbar. Um dies abschlielend zu beweisen, benétigt es eine Analyse der Zusammensetzung
und Verénderung des humanen Mikrobioms und seiner Metabolite nach Applikation von Ste-

roiden.
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Vor allem Patienten mit einem Risiko fur die Entwicklung einer GvHD oder bereits diagnosti-
zierter GvHD werden mit Steroiden behandelt. Daher ist bei der Korrelationsanalyse fiir die
Steroiddosis und die Expression von GPR43 die GvHD als wichtiger Einflussfaktor zu beriick-
sichtigen. Um den komplexen Zusammenhang zwischen der Gabe von Steroiden, der Protein-
expression und anderen Einflussfaktoren verstehen zu kodnnen, eignet sich bei Erhéhung der
Fallzahl eine multivariate Varianzanalyse. Alternativ kann ein Tiermodel verwendet werden.
Dieses erlaubt eine Analyse der GPR43 Expression unter standardisierten Steroiddosen. Gleich-
zeitig konnen weitere mogliche Einflussfaktoren wie Erndhrung oder Mikrobiomzusammenset-

zung vereinheitlicht werden.

4.5 Veranderung der GPR43 Expression durch Antibiotika

Zur Vermeidung eines neutropenischen Fiebers werden viele Patienten vor und nach ihrer
ASCT prophylaktisch oder therapeutisch mit Antibiotika behandelt. Diverse Forschungsteams
konnten zeigen, dass der Einsatz von Breitbandantibiotika die Zusammensetzung des Mikrobi-
oms und die GvHD assoziierte Mortalitat beeinflusst. Letztere nahm beispielsweise zu, wenn
die Patienten mit Piperacillin/Tazobactam oder Imipenem/Cilastatin behandelt wurden. Zu-
rickzufiihren ist dies am wahrscheinlichsten auf die ausgepragte antibakterielle Wirkung dieser
Antibiotika auf obligate Anaerobier (100). Dazu zahlen unter anderem zahlreiche Spezies, die
SCFA produzieren. Passend dazu zeigten Meedt et al., dass die Anzahl Butyrat-produzierender
Spezies nach der Gabe von Ciprofloxacin und Metronidazol abnahm. Die Menge dieser Produ-
zenten wirkte sich auch auf die Schwere der GvHD und das Risiko fur TRM aus. So war die
GVvHD umso stérker ausgepragt, je geringer die mikrobiologische Diversitat war. Zudem ging
eine niedrige Anzahl Butyrat-produzierender Bakterien 30 Tage nach ASCT mit erhdhter TRM
einher (101).

Weber et al. konnten zeigen, dass neben der Wahl der Substanzklasse auch der Verabreichungs-
zeitpunkt entscheidend fiir das Uberleben der Patienten ist. Erhielten die Patienten Rifaximin,
das nur geringfugig intestinal resorbiert wird, zeigte ihr Mikrobiom eine héhere Diversitat als
die Gruppe, die mit systemisch wirksamen Antibiotika behandelt wurde. Dazu z&hlten neben
Piperacillin/Tazobactam auch Ciprofloxacin/Metronidazol, Meropenem/VVancomycin und
Ceftazidim (72). Eine verringerte Vielfalt des Mikrobioms ist wie bereits erwéhnt ein unabhan-
giger Risikofaktor fiir die Mortalitat nach ASCT (46). Bei Patienten, die bereits vor ihrer ASCT
Antibiotika erhielten, fanden sich niedrigere 3-1S Werte, eine reduzierte Zahl kommensaler
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Clostridien und eine erhthte TRM im Verglich zur Gruppe, die erst nach ASCT mit Antibiotika
behandelt wurde (102). Dies fiihrte zu einer sehr strengen Indikationsstellung fir die genannten
Breitspektrumantibiotika am Transplantationsstandort Regensburg und zu einer bevorzugten

Therapie mit Rifaximin.

Die Expression von GPR43 héngt malRgeblich von der Diversitat des Mikrobioms ab und kann
folglich durch den Einsatz von Breitbandantibiotika beeinflusst werden. Demnach ist es wenig
uberraschend, dass die Menge der isolierten RNA des FFAR2 durch die Gabe von Breitband-
antibiotika sank (64). Daraus nicht ableitbar ist jedoch, ob die GPR43 Expression in Stroma
und Epithel gleichermallen von Antibiotika beeinflusst wird. Dies wurde in der hier vorliegen-
den Arbeit genauer untersucht, indem die Biopsien getrennt nach Art der erhaltenen Antibiose
zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme betrachtet wurden. Da vor allem die systemisch wirksa-
men Antibiotika zu Veranderungen des Mikrobioms und einer zunehmenden Mortalitét fihren,
wurden alle Patienten, die mit Cephalosporinen, Carbapenemen, Piperacillin/Tazobactam oder
Linezolid behandelt wurden, zu einer Gruppe zusammengefasst. Als Vergleich dienten Patien-
ten, die entweder ohne Antibiotika oder lediglich mit Rifaximin therapiert wurden. Wenngleich
die statistische Auswertung hier keine signifikanten Unterschiede detektierte, zeigt sich im
Epithel der Krypten tendenziell eine Abnahme der GPR43 positiven Zellen unter den oben be-
schriebenen systemisch wirksamen Antibiotika. Im Gegensatz dazu stieg die Proteinexpression
im Stroma und dem Zottenepithel in dieser Gruppe. Hier konnte man vermuten, dass vor allem
Patienten mit hoheren Lerner Graden infolge von Komplikationen mit Antibiotika behandelt
wurden und die GPR43 Expression allein aufgrund der GvHD Auspragung — unabhangig von
den verabreichten Antibiotika — hoher lag. Da die Verteilung der Lerner Grade zwischen den
beiden Gruppen (keine Antibiotika: 24,4 % keine GvHD; 43,9 % Lerner 1 und 2; 31,7 % Lerner
3 und 4; mit Antibiotika: 18,2 %, 45,4 % und 36,4 %) vergleichbar ist, bleibt offen, weshalb
die Verabreichung von Antibiotika die Expression von GPR43 im Stroma und Epithel unter-
schiedlich beeinflusst. Hilfreich kann hier ebenfalls eine multivariate VVarianzanalyse bei hohe-
ren Fallzahlen sein. Denkbar ist auch, dass neben der Menge an SCFA auch noch andere bisher
unbekannte Metabolite oder Botenstoffe an der Expression von GPR43 beteiligt sind. Abzukla-
ren bleibt dann, inwieweit diese Faktoren durch die Gabe von Breitbandantibiotika beeinflusst

werden.

Da die Gabe von Antibiotika die Zusammensetzung des Mikrobioms andert (44) und somit
auch die Produktion bestimmter immunmodulatorischer Metabolite, welche die Pathophysio-

logie der GVHD malgeblich beeinflussen, scheint es sinnvoll die GPR43 Expression direkt mit
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diesen Metaboliten zu korrelieren. Thiele Orberg et al. identifizierten eine Kombination aus
immunmodulatorischen Metaboliten, welche sich zur Risikoabschatzung von Patienten mit
aGVvHD eignet. Je mehr SCFA, verzweigtkettige Fettsduren und Typ-I-IFN Signal induzierende
Stoffwechselprodukte aus dem Stuhl isoliert werden konnten, desto geringer waren die Riick-
fallraten und das Mortalitétsrisiko. Die Anwesenheit der genannten Metabolite korrelierte dabei
mit Bakterien der Familie der Lachnospiraceae und Oscillospiraceae sowie den damit verbun-
den Bakteriophagen. Die Verabreichung von Antibiotika fuhrte zu einer Abnahme der Metabo-
litendichte (103). Durch die Korrelation der aufgefiihrten Stoffwechselprodukte mit der GPR43
Expression konnten einerseits Ruckschliisse gezogen werden, inwieweit bestimmte Mikrobio-
mveranderungen die GPR43 Expression beeinflussen. Andererseits kann dadurch auch indirekt

der Einfluss von Antibiotika auf die Proteinexpression analysiert werden.

4.6  Positiver Zusammenhang der GPR43 Expression mit FoxP3 positiven Zel-

len und fehlender Zusammenhang mit 3-1S Werten im Urin

In der bisherigen Interpretation der Ergebnisse wurde davon ausgegangen, dass die GPR43 Ex-
pression von der Diversitat des Mikrobioms abhangt. Um herauszufinden, ob und wie die Zu-
sammensetzung des Mikrobioms die GPR43 Expression im Darm beeinflusst, wurden die er-
hobenen Daten mit den 3-1S Werten korreliert. Dies ist ein aus dem Urin ermittelter Marker,
der Riickschlusse auf die Komposition des Mikrobioms zulésst. In den ersten beiden Wochen
nach der ASCT sinken die 3-1S Spiegel signifikant ab. Dieser Zeitraum entspricht der Phase
der Neutropenie, in der Antibiotika sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch eingesetzt
werden. Am deutlichsten ist die Abnahme bei Patienten zu beobachten, die an einer intestinalen
GVHD leiden und mit Antibiotika behandelt wurden. Ab der dritten Woche nach der Transplan-
tation steigen die 3-1S Werte an, erreichen aber auch 100 Tage nach der ASCT nicht das Aus-
gangslevel (44).

Fir die Korrelation mit 3-1S wurden nur Urinproben eingeschlossen, die im Zeitraum von sie-
ben Tagen vor bis 14 Tage nach der Biopsieentnahme gewonnen wurden. Durch diesen relativ
ausgedehnten Zeitraum sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse unter VVorbehalt zu bewer-
ten. Grund dafur ist, dass sich die Zusammensetzung des Mikrobioms durch multiple Einfluss-
faktoren wie Erndhrung, Medikamente, Stress oder Erkrankungen innerhalb kurzer Zeit veran-
dern kann. So fiihrt beispielsweise die Aufnahme von Ballaststoffen oder Joghurt bereits nach

einem Tag zu deutlichen Modifikationen. (104). Die Aussagekraft der Korrelation von 3-1S
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Werten mit der GPR43 Expression konnte in zukiinftigen Arbeiten durch eine Urinanalyse am
gleichen Tag der Biopsieentnahme erhoht werden.

Es fand sich weder im Stroma noch im Epithel ein Zusammenhang zwischen der GPR43 Ex-
pression und den 3-1S Werten. Das 3-1S ist ein Marker flr die Anwesenheit bestimmter kom-
mensaler Bakterien aus der Klasse der Clostridia, welche zu den SCFA-Produzenten gerechnet
werden. Daneben existieren jedoch noch andere Bakterienklassen, die SCFA produzieren und
nicht durch die Bestimmung von 3-IS erfasst werden (44, 50). Daher erscheint es sinnvoll, eine
Korrelationsanalyse der hier erhobenen Daten mit anderen Werten vorzunehmen, die prézisere
Rickschlisse auf die Anwesenheit und Menge der SCFA produzierenden Bakterien geben. Da-
fir kdme beispielsweise die Bestimmung der Kopienanzahl der Butyryl-Coenzym A:Acetat
Coenzym A-Transferase (BCoAT) mittels PCR aus Stuhlproben in Frage. Dieses Enzym kata-
lysiert einen der letzten Schritte bei der bakteriellen Produktion von Butyrat und erlaubt somit

einen Ruckschluss auf die Menge der produzierenden Spezies (101).

Die SCFA abhéngige Induktion von Treg konnte bisher in mehreren Tiermodellen nachgewie-
sen werden. So sind die SCFA Propionat, Butyrat und Acetat in unterschiedlichem Ausmaf
imstande, Uber einen GPR43 abhangigen Weg die Anzahl von Treg im Colon zu steigern und
die extrathymische de novo Synthese von regulatorischen T-Zellen zu induzieren (61, 105,
106). Wie bereits erwahnt, tragen Treg mithilfe ihrer antiinflammatorischen Wirkung mafRgeb-
lich zur Gegenregulation der GVHD bei. Ihre Anzahl eignet sich darlber hinaus als prognosti-
scher Parameter fir Patienten, die unter einer GvHD leiden. Um herauszufinden inwieweit
SCFA die Treg Population beeinflussen, wurde eine Korrelationsanalyse der erhobenen Daten
im Stroma mit den FoxP3 positiven Zellen durchgefiihrt. FoxP3 dient als Marker fir die Treg
(24).

Dabei zeigte sich eine starkere Expression von FoxP3 mit zunehmender Zahl GPR43 positiver
Stromazellen. Dieser Zusammenhang stellte sich als statistisch signifikant dar. Interessant war
die Veranderung dieser Korrelation bei Betrachtung von Subgruppen in Abhéngigkeit von ver-
abreichten Antibiotika und Steroiden. Bei Patienten ohne Antibiotika verstérkte sich die Kor-
relation zwischen FoxP3 und GPR43, wohingegen in der Gruppe mit Antibiotika kein Zusam-
menhang mehr zwischen der Anzahl GPR43 und FoxP3 positiver Stromazellen gefunden
wurde. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus der PCR-Analyse von GPR43 und FoxP3 von
Ghimire et al. Einerseits wurde eine positive Korrelation zwischen extrahierter GPR43 und

FoxP3 mRNA festgestellt. Andererseits wurde die Antibiotikagabe als unabhangiger
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Risikofaktor fur die Reduktion von Treg und die GPR43 Expression identifiziert. Durch die
von Antibiotika induzierte Mikrobiomveranderung werden weniger SCFA produziert, folglich
wird weniger GPR43 exprimiert und die Interaktion zwischen SCFA, GPR43 und FoxP3 posi-
tiven Treg gestort (64).

Ahnliche Ergebnisse lieferte die erneute Analyse in Abhéngigkeit von der Steroiddosis. In der
Subgruppe mit weniger als 20 mg Steroiden verstarkte sich die Korrelation, wohingegen bei
Patienten mit mehr als 20 mg kein Zusammenhang mehr nachweisbar war. Eine mogliche Er-
klarung hierfur ist, dass die verabreichten Medikamente zu einer Dysbiose des Mikrobioms
fihren und gleichzeitig die Funktion wichtiger Zellen fur die Immunregulation beeintrachtigen.
Um herauszufinden tiber welche Signalwege Antibiotika und Steroide die Interaktion zwischen
GPR43 und Treg beeinflussen, bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen der molekularen Me-

chanismen.

4.7  Fehlender Zusammenhang der immunhistochemischen Daten mit der PCR-

Analyse

Ghimire et al. untersuchten die intestinale GPR43 Expression mittels quantitativer Echtzeit-
PCR (64). Da die PCR-Analyse lediglich die genetische Voraussetzung zur GPR43 Expression
beweist, nicht aber von welchem Zellkompartiment und in welcher Menge der Rezeptor dort
exprimiert wird, wurde die FFAR2 Expression in dieser Arbeit mittels immunhistochemischer
Farbung nochmals untersucht. Die PCR-Daten wurden im Labor der Inneren Medizin 111 des
Uniklinikums Regensburg bestimmt. Daflr wurden den Patienten endoskopisch Proben ent-
nommen. Eine Probe wurde fur die PCR-Analyse verwendet, die andere fur die histopathologi-
sche Aufarbeitung. Somit fanden die beiden Untersuchungen technisch bedingt nicht an der
identischen Probe statt. Beim Vergleich des makroskopischen Bildes in der Endoskopie und
dem histologischen Befund stimmen die GvHD Schweregrade in 71 % Uberein (107). Aufgrund
dieser Diskrepanz und der Tatsache, dass die GvHD assoziierten Veranderungen ungleichma-
Rig Uber das Intestinum verteilt sind, empfiehlt die American Society for Gastrointestinal En-
doscopy die Entnahme von mindestens vier Biopsien aus den jeweiligen Darmabschnitten
(108). Die inhomogene Affektion des Darms bei GvHD konnte in einer systematischen Aufar-
beitung eines lleum-Resektats aufgezeigt werden (109). Folglich ist bei dem Vergleich der bei-

den Methoden zu berlcksichtigen, dass die Menge der GPR43 exprimierenden Zellen in den
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jeweiligen Proben voneinander abweichen kann, obwohl sie von benachbarten Schleimhautare-

alen entnommen wurden.

Bei beiden Methoden wurde eine verstarkte Expression des GPR43 Rezeptors mit zunehmen-
den Schweregrad der GvHD beobachtet. In der immunhistochemischen Analyse war dies je-
doch nur im Stroma und im Epithel der Zotten zu beobachten. Auch bei der Betrachtung der
einzelnen Darmabschnitte zeigte sich eine Divergenz der beiden Methoden. Mit der PCR wurde
im Ileum signifikant mehr GPR43 isoliert als im Colon und Duodenum. Diese Arbeit detektierte
hingegen sowohl im Stroma als auch im Epithel der Zotten und Krypten des lleums am wenigs-
ten positive Zellen. In Anbetracht dieser Abweichungen Uberraschte es nicht, dass bei der Kor-
relationsanalyse der beiden Datensétze weder im Stroma noch im Epithel der Krypten und Zot-
ten ein Zusammenhang der beiden Methoden gefunden wurde. Mdéglicherweise liegt dies an
der kleinen Anzahl an Biopsien (Stroma: N = 42; Krypten: N = 40; Zotten: N = 12), von denen
neben der immunhistochemischen Féarbung zusatzlich Daten aus der PCR-Analyse vorlagen.
Eine groRere Fallzahl erlaubt eine genauere Aussage zur Korrelation der beiden Methoden und

kann gegebenenfalls Zusammenhange in den einzelnen Darmabschnitten aufzeigen.

Eine denkbare Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse ware auch, dass bei der PCR ein
Genabschnitt untersucht wurde, der die basenkodierte Information fiir das Epitop, an den die
Antikdrper in der immunhistochemischen Analyse binden, nicht enthielt. AuRerdem ist zu be-
ricksichtigen, dass die Epitope flr die Antikorper im Zellverband des histologischen Praparats
weniger gut zugénglich sind. In der PCR hingegen wird die RNA aus den Zellen isoliert und
somit optimal zugénglich fir die Primer gemacht. Abschlielend l&sst sich festhalten, dass an-
hand der PCR-Analyse keine Riickschlisse auf die tatsachliche in vivo Expression von GPR43
gezogen werden konnen. Eine mogliche Erklarung hierfiir kdnnen epigenetische Veranderun-
gen sein, die zu einer Modifikation der Proteinexpression auf DNA-Ebene flihren. Diese spie-
geln nicht die tatsachliche GPR43 Expression wider, flieRen aber in die PCR-Ergebnisse mit
ein. Am ehesten vergleichbar sind die Resultate der PCR-Analyse mit den positiven Stroma-

zellen, die immunhistochemisch mithilfe des Antikorpers LS-A5699 detektiert wurden.

In der aktuellen Literatur wird vor allem die Expression auf Epithelzellen und Makrophagen
flr die Beeinflussung der GvHD verantwortlich gemacht (64, 65). In dieser Arbeit fanden sich
hauptsachlich Unterschiede bei der Betrachtung der Stromazellen, wohingegen die Ergebnisse
der Epithelzellen, vor allem in den Krypten weniger aussagekréaftig waren. Dies lasst vermuten,

dass vor allem Stromazellen die Auspragung und den Verlauf der GvHD in einem GPR43



Diskussion 93

abhéngigen Weg beeinflussen. Um herauszufinden, welche Zellentitaten beteiligt sind, bedarf
es weiterer Untersuchungen, die sich mit der exakten Spezifikation der GPR43 exprimierenden
Stromazellen befassen. Als geeignete Methode kommen Doppelférbungen in Frage. Vorausset-
zung dafr ist, dass die angefarbten Zellbestandteile charakteristisch einer bestimmten Zellart
zuzuordnen sind. Mochte man verschiedene Antigene derselben Zelle sichtbar machen, wird
das Ergebnis am aussagekréaftigsten, wenn die unterschiedlichen Antigene nicht im gleichen
Zellkompartiment liegen. Das bedeutet, dass sich ein Antikdrper idealerweise gegen zytoplas-
matische oder membranstandige Proteine richten sollte und der andere gegen nukledre Anti-
gene. Bislang existieren nur wenige Antikdrper fiir nukleére Proteine, vorrangig Transkripti-
onsfaktoren. Einer davon ist der bereits erwahnte Antikorper gegen FoxP3. In einer Doppelfar-
bung kdnnten damit GPR43 exprimierende Treg identifiziert werden. Fir andere Zellentitaten
ist die Immunfluoreszenz zur Identifikation besser geeignet, da hier mit deutlich reduziertem
Arbeitsaufwand Antigene des gleichen Zellkompartiments zuverlassig markiert werden kénnen
(110).

Eine alternative Option stellt die Multiplex-Chip-Technologie dar. Dabei wird der histologische
Schnitt mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper gefarbt, gescannt und der Farbstoff ohne
Veranderung oder Schadigung des Gewebes wieder entfernt. Im Anschluss erfolgt analog die
Visualisierung der nachsten antikdrpermarkierten Struktur. Die hieraus entstandenen Bilder
konnen im Anschluss Ubereinander projiziert werden und erlauben im Hinblick auf die hier
vorliegende Arbeit neben der Darstellung der GPR43 Expression auch die Identifikation der
jeweiligen Zelle. Neben der guten Auflésung der einzelnen Signale, der Reduktion von Arte-
fakten und der Moglichkeit der automatischen und somit weniger fehleranfélligen Quantifizie-
rung der Signalintensitat bietet dieses VVerfahren auch den Vorteil, dass die gefarbten Préparate
im Anschluss unversehrt fur zukinftige Farbungen aufbewahrt und erneut verwendet werden
koénnen (111). Mithilfe dieser Methode konnten bereits neue Erkenntnisse tber die komplexe
Pathophysiologie der GVHD gewonnen werden. In einer Kombination mit Einzelzell-RNA-Se-
quenzierung und Mikrobiomanalysen aus Stuhlproben lieferte die Multiplex-Chip-Technologie
neue Informationen lber die Verdnderung von Anzahl und Differenzierung von CD4 und CD8
positiven Zellen nach ASCT. AulRerdem konnte der Einfluss von Antibiotika und der Mikrobi-
omzusammensetzung auf die Differenzierung und Funktion von Treg untersucht werden (112).
Es bietet sich demnach an, in zukilinftigen Arbeiten mithilfe der Multiplex-Chip-Technologie
auch die Interaktion zwischen Treg, dem GPR43 Rezeptor, Antibiotika, Steroiden und Parame-

tern des Mikrobioms weiter zu erforschen.
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4.8 Eignung des GPR43 Rezeptors als prognosebestimmender Parameter

Es existieren zahlreiche Studien, die eine verminderte Diversitdt des humanen Mikrobioms
nach ASCT mit einer erhohten Letalitat in VVerbindung bringen (45, 46). Neben einer hoheren
Vielfalt wurden auch einzelne Spezies aus dem Genus Blautia (Klasse Clostridia, Phylum Fir-
micutes) identifiziert, die die GVHD assoziierte Letalitat minimieren und das Gesamtiiberleben
der Patienten nach ASCT verbessern (113). Da diese Bakterien bekanntlich SCFA wie Butyrat
produzieren, Uberrascht es nicht, dass die Auspragung der GvHD in Madusen nach ASCT sowohl
durch direkte intestinale Applikation von Butyrat als auch durch Gabe von Vertretern der
Klasse Clostridia reduziert werden konnte, was sich positiv auf ihr Uberleben auswirkte (114).
Auch der GPR43 Rezeptor scheint zumindest im murinen Modell positive Effekte auf das Uber-
leben zu haben. Wie bereits erwahnt, litten GPR43 Knockout-Mduse an starker ausgepragter
GVvHD und zeigten eine hdhere Mortalitat als die Vergleichsgruppe (65). Um herauszufinden,
inwieweit die GPR43 Expression im Intestinum auch im Menschen eine prognostische Aussage
erlaubt, wurde eine Uberlebenszeitanalyse mithilfe der Kaplan-Meier Methode durchgefiihrt.
Dabei beeinflusste weder die Proteinexpression im Stroma noch die im Epithel der Zotten und
Krypten das Risiko fur TRM oder RRM. Die Kurven wiesen im Stroma jedoch darauf hin, dass
eine erhdhte Konzentration GPR43 positiver Zellen mit einer hdheren Rate an TRM und RRM
assoziiert ist. Durch eine Erhéhung der untersuchten Fallzahl, kann dieser Trend statistisch
moglicherweise noch stérker untermauert werden. Gleichzeitig muss beachtet werden, dass die
Mortalitdt nach ASCT maRgeblich von der Ausprédgung der GvHD bestimmt wird. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die GPR43 Expression im Stroma mit zunehmendem
Schweregrad der GvHD steigt. Um herauszufinden, ob die GPR43 Expression die Mortalitat
als unabhangiger Faktor beeinflusst oder lediglich als Reaktion auf die GVHD zu verstehen ist,
braucht es zusatzlich zur Ausweitung der Fallzahlen eine anschlieRende Cox-Regressionsana-

lyse.

Bisher wurde von einem schutzenden Effekt von GPR43 fiur die GvHD ausgegangen. Dies
wirde gegen den GPR43 Rezeptor als Mortalitatsfaktor sprechen. Eine Untersuchung von Go-
lob et al. zeigte jedoch, dass der GPR43 Rezeptor neben dem protektiven Effekt auch negative
Einflusse auf die Darmwand hat. Demnach scheint Butyrat zwar vor einem GvHD-Onset zu
schutzen (114), sobald sich jedoch eine GvHD entwickelt hat, verhindert diese SCFA eine Re-
generation des intestinalen Epithels, indem sie die Proliferation von Stammzellen hemmt. Dies

flhrt zu einer erhéhten Durchldssigkeit des Epithels und verstarkt die intestinale Inflammation
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(115). Um zu priifen, ob dieser Ansatz als Erklarung fir die Uberlebenszeitanalyse der hier
vorliegenden Arbeit herangezogen werden kann, ist eine detaillierte Untersuchung der Stamm-
zellen in den Biopsien sinnvoll. Mithilfe eines Antikdrpers, der an den leucine rich repeat con-
taining G protein-coupled receptor 5 (LGR5) bindet, kénnen die Stammzellen immunhistoche-
misch identifiziert und quantifiziert werden. LGR5 wird von intestinalen Stammzellen expri-
miert und dient als Marker fiir diese Zellentitat (116). Dadurch dass man die gewonnenen Er-
gebnisse in einen Zusammenhang mit der GPR43 Expression bringt, kdnnen Riickschlisse ge-
zogen werden, inwiefern dieser Rezeptor die Proliferation der Stammzellen beeinflusst. Als
Erganzung kénnen auch hier longitudinale Untersuchungen mehrerer Proben desselben Patien-
ten zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt werden. Hiermit kénnen weitere Einflussfakto-
ren auf die Interaktion zwischen GPR43 und Stammzellen wie beispielsweise der Zeitpunkt
nach ASCT oder der Schweregrad der GvHD identifiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund der hohen Mortalitatsrate gilt die GvHD nach wie vor als eine der groRten Heraus-
forderungen nach ASCT. Neben der Identifikation diverser Biomarker zur Friherkennung und
Prognoseeinschatzung einer GvVHD beschaftigte sich die Forschung der letzten Jahre vor allem
mit der Rolle des Mikrobioms in der Pathogenese der GvHD.

Als einer der wichtigsten Metaboliten des Mikrobioms wurden SCFA zusammen mit ihren Re-
zeptoren sowohl im Tier- als auch im humanen Modell untersucht. Dabei wurden bisher die
Effekte von SCFA auf einzelne Zellgruppen und die Rezeptorexpression der jeweiligen Zellen-
titdten betrachtet. Bislang gibt es keine in vivo Untersuchung der GPR43 Expression in der
humanen Darmwand von Patienten nach ASCT. Ziel dieser Arbeit war es daher, den Zusam-
menhang zwischen der GPR43 Expression und der GvHD mittels immunhistochemischer Far-

bemethoden in intestinalen Biopsien von Patienten nach ASCT aufzuzeigen.

Dazu wurden retrospektiv 100 Biopsien von 97 Patienten untersucht, die sich im Zeitraum von
2007 bis 2019 am Uniklinikum Regensburg einer ASCT unterzogen. Es erfolgte eine immun-
histochemische Farbung des GPR43 Rezeptors mithilfe zweier unterschiedlicher Antikorper
und als Ergédnzung die Detektion FoxP3 exprimierender Lymphozyten. Als Kontrollproben
dienten vor der ASCT gewonnene Gewebeproben. Um mdgliche Einflussfaktoren fiir die
GPR43 Expression zu identifizieren, erfolgte zusatzlich die Erfassung wichtiger klinischer Da-
ten wie die Auspragung der GvHD, der Biopsiezeitpunkt, die Dosierung verabreichter Antibi-
otika und Steroide und 3-IS Werte aus dem Urin.

Beim Vergleich der Féarbeergebnisse der beiden Antikorper stellte sich heraus, dass LS-A6599
zur Visualisierung der GPR43 Expression im Stroma am geeignetsten ist, wohingegen die Dar-
stellung der Proteinexpression im Epithel mit LS-A1578 bessere Resultate lieferte. Wahrend
die Auswertung im Colon die meisten positiven Stromazellen detektierte, wies das lleum die
geringste Menge auf. Ferner exprimierte das Zottenepithel des Duodenums signifikant mehr
GPRA43 als jenes im Ileum. Verglichen zu den Kontrollproben nahm die Proteinexpression so-
wohl im Stroma als auch im Zottenepithel nach ASCT signifikant zu. Innerhalb der postTx
Proben stieg die GPR43 Expression im Stroma mit zunehmendem Schweregrad der GVHD an.
Demgegenuber veranderte sich die Anzahl GPR43 positiver Zellen im Epithel der Krypten nach
ASCT und in Abhangigkeit vom Lerner Grad kaum. Uberdies beeinflusste der Zeitpunkt der
Biopsie die Expression von GPR43. Diese war im Stroma innerhalb der ersten 30 Tage nach
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ASCT am héchsten und sank auch danach nicht unter den Ausgangswert vor Transplantation.
Einen &hnlichen Trend zeigte das Zottenepithel, wahrend sich die Expression in den Krypten
abhangig vom Biopsiezeitpunkt nicht veranderte. Des Weiteren beeinflusste die Gabe von Ste-
roiden und Antibiotika die Menge GPR43 positiver Zellen. Erhielten Patienten mehr als 20 mg
Steroide am Tag, stieg die Proteinexpression im Stroma und sank im Epithel der Zotten und
oberflachlichen Krypten. Durch die Behandlung mit Breitspektrumantibiotika erhéhte sich die
GPR43 Expression sowohl im Stroma als auch im Zottenepithel, wéhrend sie in den Krypten
abnahm. Die Anzahl FoxP3 positiver Treg korrelierte mit der Anzahl GPR43 positiver Zellen
im Stroma. Dieser Zusammenhang verstérkte sich bei Patienten, die nicht mit Breitspektrum-
antibiotika behandelt wurden oder weniger als 20 mg Steroide erhielten. Eine Korrelation der
immunhistochemischen GPR43 Expression mit 3-1S Werten aus dem Urin lag weder im Stroma
noch im Epithel der Zotten und Krypten vor. Gleiches galt fiir den Vergleich der hier gewon-
nenen Ergebnisse mit den Resultaten aus der PCR-Analyse. In der Uberlebenszeitanalyse
konnte anhand der GPR43 Expression auRerdem keine prognostische Aussage hinsichtlich des
Risikos fir TRM oder RRM getroffen werden.

Die immunhistochemische Analyse legt nahe, dass die GPR43 Expression in Stroma- und
Epithelzellen unterschiedlichen Regulationsmechanismen unterliegt. Um dies zu bestétigen,
benétigt es weitere Studien, die sich mit den jeweiligen Signalwegen, den Interaktionen zwi-
schen den Zellentitten und dem Einfluss von Mikroben und Medikamenten auf die Proteinex-
pression beschéaftigen. Ferner sind entsprechende Untersuchungen notwendig, um zu kléren, ob
eine Neutropenie fir die Hochregulation des FFAR2 im Stroma in der Anfangsphase nach
ASCT verantwortlich ist. Uberdies gilt es zu erforschen, durch welche genauen Mechanismen
Antibiotika und Steroide die GPR43 abhangige Induktion von Treg beeinflussen und ob sich
daraus ein therapeutischer Nutzen ergibt. Abschliefend sollte der Zusammenhang zwischen
BCoAT, einem indirekten Marker fiir die Anwesenheit Butyrat-produzierender Spezies, und
der GPR43 Expression n&her analysiert werden. Dadurch kann geklart werden, ob die Anzahl
der Mikroben und die daraus resultierende vermehrte Produktion von SCFA die Expression von
GPRA43 steigert. Lasst sich dies bestatigen, erdffnet sich mit dem Transfer bestimmter Bakteri-
enstdmme eine neue Therapiemoéglichkeit, mit der der Verlauf und die Prognose der GvHD
gunstig beeinflusst werden konnen. Die deutlichsten Veranderungen hinsichtlich der GPR43
Expression wurden in dieser Arbeit im Stroma festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass vor
allem die Proteinexpression dieses Kompartiments eine Rolle in der Pathophysiologie der

GVHD spielt und den Krankheitsverlauf steuert. Eine Identifikation der einzelnen Stromazellen
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kann in zukunftigen Arbeiten mithilfe der Multiplex-Chip-Technologie, welche die Koexpres-
sion von GPR43 und zellspezifischen Markern visualisiert, erfolgen. Dadurch kdnnen weitere
Erkenntnisse hinsichtlich der der pathophysiologischen Bedeutung des GPR43 Rezeptors fiir
die GvHD gewonnen werden.
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