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1 EINLEITUNG

1.1 DIE ALLOGENE STAMMZELLTRANSPLANTATION
1.1.1 Definition

Die allogene Stammzelltransplantation (alloSZT) ist ein Therapieverfahren in der
Hamatoonkologie, welches bei schweren hdmato- und lymphopoetischen Erkrankungen zum
Einsatz kommt, die nicht mehr auf Standard-Chemotherapien oder eine autologe
Stammgzelltransplantation ansprechen (1) . Haufig ist sie hier die einzige Therapieoption, mit
der noch eine vollstindige Remission erreicht werden kann. Die Indikation zur alloSZT wird
unter Beriicksichtigung verschiedener Faktoren wie ,,Spenderverfiigbarkeit (...), Risiko der
Grunderkrankung (...), vorhandene Begleiterkrankungen und Patientenwunsch* (2) gestellt.
Sie kann bei unterschiedlichen Stadien akuter und chronischer Leukdmien, bei
myelodysplastischen Syndromen, B- und T-Zell-Neoplasien sowie auch nicht-malignen
hiamatopoetischen Insuffizienzen gestellt werden (3) . Weltweit am hdufigsten kommt die
alloSZT bei Leukdmien, insbesondere der akuten myeloischen Leukdmie (AML), zum Einsatz.
Bei letzterer ist der Therapieanspruch haufig kurativ (4, 5) .

Die alloSZT umfasst zwei unterschiedliche Behandlungsanséitze, welche gemeinsam
kombiniert einen starken antileukdmischen Effekt entfalten konnen (Graft versus Leukdmie-
Effekt, GvL-Effekt). Die einzelnen Schritte der alloSZT werden im Folgenden noch ndher
dargestellt.

1.1.2 Ablauf der allogenen Stammzelltransplantation
1.1.2.1 Konditionierung

Vor der eigentlichen Stammzelltransplantation erfolgt zunéchst eine Konditionierung mittels
Chemotherapie und ggf. Bestrahlung. So soll bereits vor der Transplantation eine moglichst
grofle Reduktion der Tumorlast erreicht werden. Gleichzeitig soll auch das korpereigene
Immunsystem durch die toxischen Effekte der Konditionierung unterdriickt werden, sodass ein
erfolgreiches Engraftment der fremden Spenderzellen mdglich wird. Auch soll die so erreichte
»Myeloablation (...) ,,Platz*“* (6) fiir die Spenderzellen schaffen.

Das Konditionierungsverfahren bei alloSZT ldsst sich grob in zwei Formen unterteilen. Als

Standardverfahren gilt die myeloablative Konditionierung (MAC) mittels hochdosiertem



Cyclophosphamid, welches mit Busulfan oder einer fraktionierten Ganzkdrperbestrahlung
kombiniert wird. Als Cyclophosphamid-Alternative kann auch Fludarabin eingesetzt werden.
Die Konditionierung kann daneben auch in reduzierter Intensitét erfolgen (RIC). Bestrahlungs-
und Chemotherapie-Dosis konnen hier individuell variieren, sollen im Vergleich zur
standardmifBig eingesetzten MAC allerdings um mindestens ein Drittel verringert sein (6) .
Dieses Verfahren bietet eine geringere Hédmatotoxizitdt, soll dadurch schonender sein und
deshalb insbesondere bei dlteren, weniger belastbaren Patient:innen zum FEinsatz kommen
(2) . Vergleiche zwischen Uberlebensraten bei RIC und MAC zeigten bisher keine
signifikanten Unterschiede, allerdings zeichnete sich ab, dass eine RIC-Anwendung das
Rezidiv-Risiko erhdhen kann. Cyclophosphamid kann auBlerdem mit dem Mikrobiom
wechselwirken, was wiederum Auswirkungen auf den GvL-Effekt haben konnte (7, 8) . Diese
Beobachtungen werden im Diskussionsteil nochmals aufgegriften.

AuBerdem wird der wesentliche antileukdmische Effekt bei der alloSZT wohl nicht durch die
Myeloablation selbst, sondern vielmehr durch die Spender-T-Zellen erzielt. Eine hochdosierte

Konditionierung ist also fiir die Entwicklung des GvL-Effekts nicht unabdingbar (6) .

1.1.2.2 Stammzellquellen und Spender-Eigenschaften

Die Stammzellen des Spenders konnen aus dem Knochenmark im Beckenkamm, dem
peripheren Blut nach GCSF-Stimulation oder, in seltenen Féllen, aus Nabelschnurblut
gewonnen werden. Um zu gewihrleisten, dass die Stammzellen vom Empfanger toleriert
werden, kommen als Spender nur Personen in Frage, deren Zellen moglichst dhnliche
Oberflichenmerkmale zu denen des Empfangers aufweisen. Festgelegt wird dies durch die
vorhandenen Human Leukozyte Antigens (HLA). Angestrebt wird ein Match der Typen HLA-
A, -B, -C, -DRB1 und -DRQI, dariiber hinaus werden ggf. auch Kriterien wie
,Geschlechterkonstellation (...) [,] Spenderalter (...) [, und] CMV-Konstellation* (9)
miteinbezogen. In der Regel stellt ein HLA-identisches Familienmitglied den Spender der
ersten Wahl dar. Falls im Familienkreis keine HLA-Ubereinstimmung gefunden wird, kommen
auch unverwandte Spender mit einem HLA-Match von mindestens 9 von 10 in Frage.
Alternativ kénnen auch Zellen einer verwandten, haploidenten Person, einer unverwandten
Person mit einem 8-von-10-HLA-Match oder Zellen aus Nabelschnur-Blut eingesetzt werden.
Nachteile von Stammzellen unverwandter Spender sind allerdings ein erhdhtes Risiko fiir ein
insuffizientes Engraftment, eine akute GvHD, Immunsuppressions-bedingte Infektionen und

insgesamt eine hohere Gesamtmortalitit (9, 10) Die Rezidivrate hingegen scheint bei



unverwandten Spenden bzw. HLA-Mismatch geringer zu sein, was im Rezidiv-Kapitel

nochmals genauer behandelt wird (10) .

1.1.2.3 Transplantation und GvL-Effekt

Die Spender-Zellen werden nach stattgefundener Konditionierung infundiert. Ziel ist das
»Engraftment®, also ein erfolgreiches ,,Anwachsen* des Transplantats und eine langfristige
Etablierung des neuen Immunsystems im Korper. Zudem sollen die neuen Immunzellen einen
Graft-versus-Leukémie-Effekt ausbilden, sodass restliche, der Konditionierung entgangene
Tumorzellen erfolgreich eliminiert werden konnen. Eine Schliisselrolle hinsichtlich des GvL-
Effekts spielen dabei die T-Lymphozyten des Grafts. Dies wurde deutlich, als ab den 80er
Jahren T-Zell-depletierte Grafts zum Einsatz kamen. Diese senkten zwar wie erhofft das Risiko
von TRM und GvHD, fiihrten langfristig aber zu einer starken Zunahme an Rezidiven, weshalb
sich die T-Zell-Depletion als Standardmethode letztlich nicht durchsetzte (11) .

Die grofite Beteiligung am GvL-Effekt haben neben den T-Lymphozyten die Natiirlichen
Killer-Zellen, welche nach einer alloSZT moglicherweise die ersten Immunzellen sind, die
einen GvL-Effekt ausbilden. Daneben spielen auch B- und dendritische Zellen eine Rolle (12—
14) . Auch das Mikrobiom scheint am GvL-Effekt beteiligt zu sein, was spiter noch

ausfiihrlicher dargestellt wird.

1.1.3 Graft-versus-Host-Disease
1.1.3.1 Definition

Richten sich die Spender-Zellen jedoch nicht nur gegen die Tumor-, sondern auch gutartige
korpereigene Zellen, spricht man von der "Graft-versus-Host-Disease” (GvHD). Sie kann sich
an Korperstellen wie Haut, Augen, Leber und Gastrointestinaltrakt manifestieren und ist eine
potentiell schwerwiegende Komplikation der alloSZT: Neben dem Rezidiv ist sie die
zweithiufigste Todesursache bei einer alloSZT (15) .

Die Einteilung der GvHD erfolgt in die Kategorien "akut” und "chronisch” (Manifestation bis
100 Tage postTx vs. Auftreten ab Tag 100 postTx). Diese Klassifikation wird allerdings
zunehmend als zu ungenau kritisiert, weshalb sie um die Kategorie der "verspéteten akuten”
(delayed acute) GvHD ergénzt wurde. Zu einer verspiteten, aber noch akuten GvHD kann es
bspw. unter dem Einsatz von DLIs und einer RIC kommen. Diese Therapieregime kénnen die
Manifestation einer akute GvHD-Reaktion zeitlich zunédchst hinauszégern, sodass diese auch

erst nach den ersten 100 Tagen postTx auftreten kann (15) .



Beziiglich der Inzidenz der aGvHD variieren die Literaturangaben stark, da sich die
Patientenkollektive der dazu vorhandenen Studien hiufig in Faktoren wie Grunderkrankung,
Spender-Art und Mismatch-Auspragung sowie der gewihlten GvHD-Prophylaxe
unterscheiden, was sich wiederum unterschiedlich auf die aGvHD-Inzidenz auswirkt (16) .

Die DAG-KBT-Leitlinie nennt einen Inzidenzbereich von ,,30 - 60%* (17) .

1.1.3.2 Darm-GvHD

Fiir die vorliegende Arbeit ist insbesondere die Darm-GvHD von Interesse, weshalb im
Folgenden noch néher auf diese eingegangen wird.

Zu einer Darmbeteiligung kommt es bei etwa der Hélfte aller Patienten mit GVHD (18) .
Klinisch kann sich die Darm-GvHD in Ubelkeit und Erbrechen, wissrig-griinlichen, ggf. auch
blutigen  Durchfillen, Bauchschmerzen oder sogar als Ileus duflern (16, 19). Das
histologische Korrelat dieser Symptome sind Apoptosen im Epithel bis hin zu
Epithelablosungen. Diese treten hauptsdchlich im Bereich der Kryptenbasis auf, Zielstruktur
sind hier epitheliale Stammzellen (20) . Diese Stammzellen tragen maligeblich zur
Darmregeneration nach den teils sehr aggressiven alloSZT-Regimen und ggf. vorhandener
Darm-GvHD bei. Werden die Stammzellen im Rahmen der Darm-GvHD geschadigt oder tiber
verschiedene Mechanismen letztlich apoptotisch, kann dies die Darmregeneration verzogern
und eine bereits bestehende GVHD wiederum im Sinne eines Teufelskreises verstirken (21,

22) .

1.1.4 Akute GVHD
1.1.4.1 Pathophysiologie der akuten GvHD

Die aGvHD kann in drei Phasen eingeteilt werden und beginnt mit der afferenten Phase. In
dieser werden Antigen-préasentierende Zellen (APCs) des Empfangers und teilweise auch des
Spenders durch eine iiberschieBende Entziindungsreaktion aktiviert (23) . Interessanterweise
iiberleben viele der Empfianger-APCs eine myeloablative Konditionierung und finden sich
nach alloSZT insbesondere in der Darmmukosa wieder (12, 24) .

Eine solche iiberschieende Entziindung kann entstehen, wenn das Empfianger-Gewebe im
Rahmen der bestehenden Erkrankung, durch Konditionierung oder Infektionen geschadigt
wird. Infolgedessen kommt es zur Aktivierung der angeborenen und erworbenen Achse des
Immunsystems, was wiederum zur Prisentation von Allo-Antigenen insbesondere durch

Empfanger-APCs fiihrt. Darauf folgt die zweite Phase der aGvHD, auch efferente Phase
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genannt. Hier werden die présentierten Allo-Antigene von Spender-T-Zellen erkannt. Die
Spender-T-Zellen werden geprimed, aktiviert und proliferieren, was wiederum zu einer
Verstirkung der bereits bestehenden Entziindungsreaktion fiihrt. Im Verlauf dieser Reaktion
kann es dann zu einer weiteren Eskalation dieser Entziindung kommen, insbesondere
verursacht durch zytotoxische Spender-T-Zellen, natiirliche Killerzellen und verschiedene
l6sliche  Entziindungsmediatoren wie Interferon-y. Letzteres stimuliert wiederum
Makrophagen und Monozyten und fiihrt zur Freisetzung weiterer Zytokine wie TNF-a und
Interleukin-1. Auf diese Weise konnen ausgedehnte Schiden am Empfinger-Gewebe
entstehen. Dieser Vorgang kennzeichnet die letzte Phase der aGvHD, die sogenannte
Effektorphase (19) .

Die akute GvHD wird mithilfe des von Thomas erginzten Glucksberg-Scores in die
Schweregrade 0 bis 4 unterteilt (25-27) . Der Glucksberg-Score beriicksichtigt die Schwere
und Anzahl der Organmanifestationen im Rahmen einer aGvHD sowie den vorliegenden
Karnofsky-Index. Er ist hinsichtlich der Prognose des frithen Uberlebens nach alloSZT dem
spéter entwickelten IBMTR-Score iiberlegen und ist in Tabelle 3 dargestellt.

Gesamtschweregrad Grad der aGvHD je nach betroffenem Organ Karnofsky-
der akuten GvHD Index
Darm Leber Haut
0 0 0 0 100 %
Grad I 0 0 1-2 80 %
0-1 0-1 0
Grad I1 1 0-1 0 70
0-1 1 1-3
0 0 3
Grad 111 2-3 2-3 2-3 60
Grad IV 2-4 2-4 2-4 40 - 50

Tabelle 1: Einteilung des Schweregrades der akuten GvHD in Abhdngigkeit von der Beteiligung verschiedener
Organsysteme
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1.1.4.2 Risikofaktoren der akuten GvHD

Zu den moglichen Risikofaktoren einer aGvHD zdhlen einerseits fortgeschrittenes Alter und
unterschiedliches Geschlecht von Spender und Empféanger, eine ineffektive GvHD-Prophylaxe
und eine hohe Konditionierungsintensitit vor Tx (15)

AuBerdem besteht eine direkte Korrelation zwischen aGvHD und HLA-Inkompatibilitit: Je
groBer das HLA-Mismatch, desto wahrscheinlicher ist eine aGvHD. (19) . Ahnlich verhilt es
sich mit Minor-Histokompatibilitits-Antigenen (HA). Diese werden von zahlreichen
Zellreihen exprimiert, flieBen allerdings nicht in die Spender- bzw. Empféngertypisierung ein,
da sie sich auflerhalb der HLA-Loci befinden. Ein Mismatch auf Ebene der Minor-
Histokompatibilitits-Antigene kann die Spender-T-Zell-Aktivitit jedoch ebenfalls erhdhen.
Dies erkldrt, warum es trotz HLA-identischer Spenden dennoch fast in 50% der Fille zur
Entwicklung einer aGvHD kommt. Je nach HA-Typ kann ein Mismatch allerdings nicht nur die

GvHD verstiarken, sondern auch einen besseren GvL-Effekt hervorrufen (19) .

1.1.5 Pathophysiologie der Chronischen GvHD

Die c¢cGvHD kann in Abhédngigkeit von ihrer Manifestationsdauer unterschiedliche
Pathomechanismen aufweisen, welche im ndchsten Absatz thematisiert werden. Im
Allgemeinen ldsst sich die chronische GvHD jedoch &hnlich wie die akute GvHD in drei
Phasen einteilen: Zu Beginn kommt es zu einer Gewebeverletzung und -entziindung. Diese
chronifiziert im weiteren Verlauf, fithrt zu einer zunehmend dysregulierten Immunantwort und
endet hédufig in einer Fibrosierung des betroffenen Gewebes, welche wohl aus einem fiir die
cGVHD charakteristischen Kapillar-Verlust resultiert (28) .

Die cGvHD kann einerseits eine alloreaktive Komponente aufweisen, an welcher verschiedene
Zelltypen beteiligt sein konnen: So konnen alloreaktive Antikorper und T-Zell aktivierende
APCs eine chronische GVHD begiinstigen, dariiber hinaus kann es aber auch zu einem relativen
Uberschuss von Effektor-Zellen gegeniiber regulatorischen Zellen kommen. Zu den Effektor-
Zellen gehoren bspw. Thl-, Th17- und aktivierte B-Zellen, zu den Zellen mit regulatorischer
Wirkung uw.a. T-, B- und NK-Zellen. Ein Ungleichgewicht zwischen Effektor- und
regulatorischen T-Zellpopulationen kann besonders innerhalb der ersten drei Monate nach
alloSZT entstehen. In dieser Zeit findet die frilhe Regeneration verschiedener T-Zell-Typen
statt. Diese kann durch verschiedene Faktoren gestort werden: So kann z.B. eine GvHD-

bedingte Thymusschiddigung félschlicherweise zur Ausreifung von T-Zellen fithren, welche
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sich gegen das Host-Gewebe richten, und im gleichen Zug die Ausschiittung funktionsfahiger
T-Zellen verringern. Die Effektor-T-Zellen werden auf diese Weise zum dominierenden T-
Zell-Typ und fiihren zu einer erhdhten Entziindungsaktivitdt im Empfanger-Gewebe. Das
Immunsystem des Spenders kann somit langfristig keine Toleranz gegeniiber dem Host-
Gewebes aufbauen, sondern bekdmpft es stattdessen chronisch (28, 29) .

Neben dem alloreaktiven kann auch ein autoreaktives Geschehen zur Entwicklung einer
cGVHD beitragen: Hier bekdmpfen Spender-Immunzellen z.B. die im Transplantat enthaltenen
Thrombo- und Erythrozyten und halten so ebenfalls eine chronische Entziindung aufrecht

(28) .

Zur Beurteilung der chronischen GvHD wurden in der vorliegenden Arbeit die Kriterien des
NIH-Konsensus aus dem Jahr 2014 verwendet, welche die ¢cGvHD in die Stadien 0 bis 3

einteilen. Sie beziehen sich, dhnlich wie der Karnofsky-Index, auf Anzahl und Schwere der

Organmanifestationen.
Gesamtgrad der Zahl und Grad der beteiligten Organe
chronischen
GvHD
Darm Leber Haut Lunge
Mild maximal 2 Organe mit je max. Grad 1 immer Grad 0
Moderat mind. 3 Organe mit je max. Grad 1
mind. 1 Organ mit Grad 2 immer Grad 0
beliebig Grad 1
Schwer mind. 1 Organ mit Grad 3
beliebig Grad 2 oder 3

Tabelle 2: Einteilung der Schweregrade der chronischen GvHD anhand der Organsystem-Beteiligung
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1.2 REZIDIVE
1.2.1 Definition und Diagnostik

Ein Rezidiv ist definiert als "erneute(r) Krankheitsnachweis, nachdem zuvor eine komplette
Remission erreicht wurde (30) . Es ist die hdufigste Ursache fiir das Versagen einer alloSZT
und manifestiert sich je nach Grunderkrankung bei ,,10% und 50% (30) der Patient:innen.
Kommt es zu einem Rezidiv, bedeutet dies im Umkehrschluss, dass in der Phase nach der
alloSZT kein ausreichend wirksamer GvL-Effekt aufgebaut werden konnte. Um einschétzen zu
konnen, wie stark die Wirksamkeit des GvL-Effektes nach einer alloSZT ist, konnen bei
bestimmten Erkrankungen molekulare Marker eingesetzt werden, die eine Differenzierung
zwischen einer molekularen und hdmatologischen Remission ermdglichen. Ebenso ist es
moglich, im Falle eines Rezidivs zwischen einer molekularen und hdmatologischen Form zu
unterscheiden. Auf molekularer Ebene kann ein Rezidiv bereits in einem frilhen Stadium
detektiert werden, klinische Hinweise konnen in dieser Phase noch vollstindig fehlen. Deshalb
ist diese Art der Diagnostik mit einer besseren Prognose verbunden als die klinische (30) . Die

vorliegende Arbeit bezieht sich nur auf Rezidive, die sich hdmatologisch manifestieren.

1.2.2 Pathophysiologie

Der folgende Absatz fasst die bisherigen Theorien und Erkenntnisse zur Pathophysiologie von
Rezidiven kurz zusammen. Insgesamt gibt es erst wenige Studien zu diesem Thema und
dariiber hinaus seien laut Barrett et al. die Patient:innenkollektive der entsprechenden Arbeiten

hdufig noch sehr klein, was die Aussagekraft der Studien deutlich schmaélere (31) .

1.2.3 Abgeschwichter GvL-Effekt durch Toleranzausbildung des Immunsystems

Je effektiver die Wiederherstellung des Immunsystems nach alloSZT, desto stirker ausgepragt
ist der GvL-Effekt. Allerdings scheint dieser mit der Zeit wieder abzunehmen: Wiahrend das
Immunsystem in der frithen Phase nach alloSZT eine sehr hohe Alloreaktivitdt und somit auch
GvL-Aktivitit aufweist, kommt es im Verlauf zu einer hoheren Toleranz gegeniiber dem
Empfingergewebe. Diese Entwicklung ist zwar einerseits erwiinscht, da sich sonst eine
chronische GvHD ausbilden wiirde, andererseits konnte sie aber auch zu einer Abnahme des
GvL-Effekts fithren. Zudem steigt die Zahl regulatorischer T-Zellen (Tregs) in der Phase der
Immunrekonstitution wieder an, was sich ebenfalls negativ auf den GvL-Effekt auswirken
konnte: So konnte beobachtet werden, dass Stammzellspenden mit einer besonders groB3en

Menge an Tregs eine schwichere GvL-Aktivitit induzierten. Dies liegt moglicherweise daran,
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dass Tregs die GVHD abschwichen konnen und somit auch die GvHD-bedingte Induktion einer

ausreichenden GvL-Aktivitit reduziert wird (31) .

1.2.4 Geringere immunologischen Kontrolle bei extramedulliren Rezidiven

Rezidive manifestieren sich nicht ausschlieflich im Knochenmark, sondern konnen auch
extramedulldr auftreten. Haufig befindet sich das Knochenmark bei einem extramedulldren
Rezidiv sogar noch in vollstindiger Remission. Ursache hierfiir konnte sein, dass
extramedulldre Tumoren schwerer von antileukdmischen T-Zellen erreicht und kontrolliert

werden konnen als das Knochenmark selbst (31, 32) .

1.2.5 Verinderte HLA-Allele auf Tumorzellen als Ausloser fiir Rezidive

Ein weiterer Mechanismus der Rezidiventstehung konnte darin bestehen, dass sich
Tumorzellen aktiv der Kontrolle durch das Immunsystem entziehen. Dieser Mechanismus wird
nicht nur im Rahmen der Rezidiventwicklung, sondern auch hinsichtlich der Entstehung von
Primirtumoren im Allgemeinen diskutiert (33) . Immunzellen detektieren Tumorzellen
anhand deren typischer Oberflichenmolekiile. Verlieren die Tumorzellen diejenigen HLA-
Allele, welche zur phdnotypischen Auspragung ihrer charakteristischen Oberflichenmerkmale
fiihren, konnten sie der Kontrolle durch das Immunsystem entgehen. Dies konnte bereits in
unterschiedlichen Studien mit je geringer Probandenzahl beobachtet werden (34-38) . Fiir die
Mutation der HLA-Allele gibt es mehrere Theorien: Einerseits konnte die Verdnderung der
HLA-Allele durch aktive Selektion begiinstigt werden. Die Eliminierung von Tumorzellen
durch das Immunsystem wiirde hierbei als duBerer Selektionsdruck fungieren, Zellen mit
veranderten HLA-Allelen und folglich anderen Oberflichenmarkern hétten einen
Uberlebensvorteil. Andererseits konnte die Mutation der HLA-Allele spontan und ohne
jeglichen Selektionsdruck entstehen. Auf makroskopischer Ebene ldsst sich die Theorie der
aktiven Selektion nicht bestétigen, es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass diese auf zellularer

Ebene greift (33) .
1.2.6 Einflussfaktoren auf das Rezidivrisiko bzw. den GvL-Effekt

1.2.6.1 Grunderkrankung und Stadium

Grunderkrankung und Erkrankungsstadium bei alloSZT sind eng miteinander verbunden, da
thre Kombination héufig {iber die Indikation der alloSZT entscheidet. Beide Faktoren
beeinflussen das Rezidivrisiko: Ein niedriges Risiko von max. 20% weisen beispielsweise

niedrig maligne Krankheitsbilder wie die chronische Phase der CML und das Niedrigrisiko-
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MDS auf. Steigt die Menge an Tumorzellen und somit der Erkrankungsgrad, so steigt auch die

Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs (31) .

1.2.6.2 Konditionierung

Auch das Konditionierungsverfahren beeinflusst die Rezidivrate. Eine Metaanalyse zu
Langzeitfolgen von MAC und RIC konnte zwar keine signifikanten Unterschiede im 6-Jahres-
Uberleben feststellen, zeigte allerdings, dass eine RIC-Behandlung hiufiger mit Rezidiven
assoziiert war (39) . Scott et al. bestétigten diese Beobachtung. Bei stabilen Patient:innen
sollte somit die intensivere MAC das Konditionierungsregimen der ersten Wahl darstellen

(40) .

1.2.6.3 Eigenschaften von Spender und Transplantat

Das Rezidivrisiko hdngt auch von der Kompatibilitdt von Spender- und Empféngerzellen ab.
Dabei scheinen fiir Erkrankungen wie die AML, ALL und CML verschiedene Formen von
HLA-Mismatchen vor Rezidiven zu schiitzen (10, 41, 42) . Bei HLA-identen Spenden kann
das individuelle Rezidivrisiko mithilfe der absoluten Lymphozytenzahl eingeschitzt werden.
Je hoher die Lymphozytenmenge 30 Tage nach alloSZT, desto glinstiger die Prognose (43) .
Auch wenn der Grad des HLA-Matches mit der GVHD zusammenhéngt - je groBer das HLA-
Mismatch, desto hoher ist auch das GvHD-Risiko — ist der schiitzende Effekt von Grafts mit
HLA-Mismatch wohl unabhédngig von dieser Verbindung (31, 42) . Louiseau et al. betonen
allerdings, dass der Vorteil der geringeren Rezidivrate bei HLA-Mismatch nicht den Nachteil
der hoheren Gesamtmortalitdt aufwiegt, die wiederum durch eine stdrkere GvHD bedingt ist
(10) .
Mit einem niedrigen Rezidivrisiko ist zudem eine unverwandter Spender und ein niedriges
Empféngeralter assoziiert (31, 41, 44) . AuBBerdem kann ein gemischter Chimérismus ein

Rezidiv provozieren (45) .

1.2.6.4 GvHD und GvHD-Prophylaxe

Eine GvHD kann zwar eine ernste Komplikation im Rahmen einer alloSZT darstellen, hat aber
auch einen positiven Aspekt: Sie kann vor Rezidiven schiitzen, wie Weiden et al. bereits vor
mehr als 40 Jahren feststellten. Sie beobachteten, dass die Entwicklung einer GvHD mit einer
2,5-fach geringeren Rezidivrate assoziiert ist als ein Verlauf ohne GVHD (46) . Horowitz et al.
konnten diese Hypothese 20 Jahre spiter bestitigen: Sie wiesen nach, dass Patient:innen mit

akuter, chronischer oder kombinierter GVHD weniger Rezidive entwickelten als Patient:innen
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ohne jegliche GvHD-Manifestation. Der stirkste protektiven Effekt trat dabei bei der akuten
GvHD auf, war aber abhéngig von deren Grad (42) : So konnte eine milde Grad-2-aGvHD vor
Rezidiven schiitzen, insbesondere, wenn die Inzidenz einer chronischen GvHD dabei niedrig
war. Im Gegensatz dazu fiihrte eine stirker ausgepragte Grad-2-aGvHD und hohergradigere
aGvHDs eher zu einer vermehrten Rezidiventwicklung. Der schiitzende Effekt der milden
aGVvHD héngt vermutlich damit zusammen, dass diese Ausdruck einer effektiven, aber nicht
tiberschieenden und damit schédlichen Aktivitdt von Spender- gegen Empfénger-Zellen ist.

Die Rezidivrate lasst sich auch durch die Wahl der GvHD-Prophylaxe beeinflussen. Weaver et
al. berichteten bereits 1994 von einem erhdhten Rezidivrisiko bei der Kombination von
CyclosporinA mit MTX, verglichen mit der Verabreichung von jeweils nur einer der beiden

Substanzen (47) .

1.2.7 Prognose und Therapie

Die Prognose eines Rezidivs hingt einerseits von der Zeitspanne zwischen Transplantation und
Rezidiv ab und ist besonders kritisch, wenn dieses innerhalb der ersten 6 Monate postTx
auftritt. Prognostisch bedeutend sind auBerdem Art und Grad der Grunderkrankung, die
Lokalisation des Rezidivs sowie die Ausgangssituation bei der vorausgegangenen alloSZT
31).

Zur Therapie des Rezidivs kann die Immunsuppression angepasst, eine weitere Chemotherapie
begonnen oder Verfahren mit immunmodulatorischer Wirkung eingesetzt werden (30) . Zu
letzteren gehoren neben der Gabe von Antikdrpern und Zytokinen auch der Einsatz von Donor-
Lymphozyteninfusionen (DLIs). Da letztere auch in die Analyse der vorliegenden Arbeit
miteinbezogen werden, soll im Folgenden noch kurz niher auf sie eingegangen werden:

Die DLI ist eine Methode der adaptiven Immuntherapie, bei der zunédchst Spender-T-Zellen
gewonnen und dem Empfanger nach erfolgter alloSZT transplantiert werden. Der Einsatz der
DLIs kann im Bezug auf Rezidive ,,prophylaktisch, praemptiv oder therapeutisch® (48)
erfolgen, die angewendete Dosis unterscheidet sich dabei je nach Einsatzbereich (48) . Bei
einer Vielzahl an hématologischen Grunderkrankungen konnen DLIs speziell zur
Rezidivprophylaxe eingesetzt werden. Eine besonders gute Wirksamkeit konnte insbesondere
fiir maligne myeloische Erkrankungen gezeigt werden (30, 49) .

Weitere Faktoren, die die Wirksamkeit der DLI beeinflussen, sind Grunderkrankung,
Geschlecht der Empféanger:innen, Transplantationsart und Dauer des rezidivfreien Intervalls.

AulBlerdem wirken DLIs effektiver, wenn sie zum Zeitpunkt vollstindiger Remission gegeben
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werden, was die Bedeutung vorangehenden Behandlungen betont, die so indirekt Einfluss auf
das Ansprechen auf DLIs haben. Kommen DLIs therapeutisch, also bei bereits vorhandenem
Rezidiv, zum Einsatz, sind Zytogenetik, Tumorlast zum Diagnosezeitpunkt des Rezidivs und

Lange des rezidivfreien Intervalls nach alloSZT wichtige Einflussfaktoren (48, 50) .

Eine hédufige Nebenwirkung der DLIs ist die Entwicklung einer akuten oder chronischen
GvHD. Diese weist die gleichen Mechanismen auf wie die GVHD nach alloSZT (51) : Auch
die transfundierten Donor-Lymphozyten kdnnen eine starke Immunreaktion gegen Empfénger-

eigenes Gewebe auslosen (52) .

1.3 DARMMIKROBIOM
1.3.1 Definition

Der Begriff "Mikrobiom” umfasst alle Mikroorganismen, die gemeinsam einen bestimmten
Bereich in oder auf dem menschlichen Kdrper besiedeln. Dazu gehdren Bakterien, Pilze, Viren
sowie weitere Pro- oder Eukaryonten, die enzymatisch aktiv sind. Die mikrobiellen
Gemeinschaften innerhalb eines Bereichs bezeichnet man jeweils als "Microbiota”. Auch die
Gesamtheit der Gene, mit welchen die vorkommenden Organismen ausgestattet sind, kann zur
Definition des Mikrobioms herangezogen werden (53, 54) . Laut einer Studie von Qin et al.
mit iiber 120 Proband:innen scheint die Vielfalt der mikrobiellen Gene etwa 150 mal gréBer zu
sein als die der menschlichen, 99% dieses Genmaterials stammen dabei von Bakterien (55) .
Diese machen damit die deutlich hdufigste Form von Mikroorganismen im menschlichen
Korper aus. Die vorliegende Arbeit legt den Fokus ebenfalls auf den bakteriellen Anteil des
Mikrobioms.

Aktuell erlebt die Erforschung des Mikrobims einen gro3en Boom. Dies liegt auch daran, dass
neu entwickelte Technologien die Anzucht und Bestimmung vieler im Mikrobiom
vorkommenden Bakterien vereinfachen oder sogar erst ermdglichen. Dennoch steckt die
Erforschung des Mikrobioms noch in den Kinderschuhen und die technischen Moglichkeiten
sind weiterhin eingeschriankt: Wiahrend in vitro etwa 20-40% der bekannten Bakterien
angeziichtet werden konnen, sind Untersuchungen in vivo bisher sogar kaum moglich (56,
57) . Zudem gehoren etwa 75% der Mikroorganismen bisher noch vollig unbekannten Arten
an, sodass auch hier noch groBer Forschungs- und Entwicklungsbedarf besteht, um die
komplexen Zusammenhinge zwischen den einzelnen Mikrobiom-Mitgliedern und dem

menschlichen Korper erfassen zu konnen (57) .
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Die folgende Arbeit befasst sich insbesondere mit dem Mikrobiom des Darms. Im Folgenden
soll ein kurzer Uberblick iiber bisherige Erkenntnisse zur Wechselwirkung zwischen dem

Darmmikrobiom und Host gegeben werden.

1.3.2 Interaktion zwischen Mikrobiom und Host

Die Beziehung der Mikroorganismen zum Host kann mutualistischer, parasitdrer oder
kommensaler Natur sein. AuBBerdem ist sie vermutlich stark kontextabhidngig: So kdnnen
Erndhrung, Erbanlage und Infektionsstatus des Hosts dariiber entscheiden, ob sich ein
bestimmtes Bakterium eher mutualistisch oder parasitir verhilt. Auch das Immunsystem des
Hosts interagiert stark mit dem Mikrobiom und kann einen entscheidenden Einfluss darauf
haben, ob einzelne Mikroorganismen dem Menschen nutzen oder vielmehr Krankheiten
begiinstigen. Darauf soll spiter noch niher eingegangen werden. Dieser Uberblick verdeutlicht
bereits, dass die Interaktion zwischen Mikrobiom und Host multifaktoriell und komplex ist
(58) .

Die vorliegende Arbeit untersucht frithe Stérungen des Mikrobioms im Darm. Die im
Darmlumen siedelnden Bakterien werden auch mit dem lateinischen Begriff "'Kommensale”
bezeichnet, was mit "gemeinsam am Tisch” {ibersetzt werden kann (59) . Dies ist bereits ein
Hinweis auf die Funktion der Darmbakterien: Sie metabolisieren verschiedene
Nahrungsbestandteile wie komplexe Zucker, Glykane, Mannose und Zellulose, und nutzen
diese zur Energiegewinnung. Gleichzeitig konnen diese Substanzen erst im bakteriell
metabolisierten Zustand vom Host aufgenommen werden, weshalb die Darmbakterien
entscheidend zur Energiegewinnung des Hosts beitragen (55, 59) . Die Bakterien wiederum
profitieren vom Host, indem sie mit dem Darm einen sehr geschiitzten Bereich bewohnen und
verlédsslich mit Nahrung versorgt werden (60) .

Um eine unkontrollierte lokale oder systemische Ausbreitung der Bakterien zu verhindern und
die Symbiose aufrecht zu erhalten, nutz der Host verschiedene Schutzmechanismen.

Diese werden kurz néher beschrieben, da sie auch fiir die vorliegende Arbeit von Bedeutung

sind.

1.3.3 Darm-Epithel

Das Darm-Epithel ermdglicht eine physikalische Trennung von Host und Kommensalen. Dazu
tragt auch die aufliegende Schleimschicht bei, die je nach Darmabschnitt unterschiedlich
aufgebaut ist: Im Diinndarm besteht sie aus einer einzigen, stark am Epithel haftenden Lage,

wihrend sie im Kolon aus einer inneren, fest am Epithel fixierten und einer dufleren, locker
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aufliegenden Schicht besteht (61). Beide Lagen enthalten MUC2, welches von den
Becherzellen sezerniert wird und ein grof3es netzdhnliches Polymer ausbildet. Die innere der
beiden Schleimschichten ist sehr dicht und verhindert, dass Bakterien auf die unmittelbar
angrenzende Epithelzell-Oberflache gelangen und sich dort ausbreiten kénnen (58) .

Der iiberwiegende Teil der Darmbakterien befindet sich in der dulleren Schleimschicht. Das
dort befindliche glykosylierte MUC2 dient den Mikroorganismen einerseits als Nahrung,
andererseits als Anheftungsstelle und kann fiir bestimmte Arten als Selektionsfaktor wirken

(62) . Ein Verlust von MUC-2 kann eine Entziindung im Kolon beglinstigen (63) .

1.3.4 Paneth-Zellen und Reg-3-a

Neben der physikalischen Barriere, die beispielsweise durch Verletzungen der Schleimhaut
insuffizient werden kann, verfiigt der Darm auch iiber eine chemische Barriere. Diese wird
insbesondere von den Paneth-Zellen gebildet (64, 65) . Paneth-Zellen sezernieren bakterizide
Peptide, sobald sie auf Gram-positive und -negative Bakterien bzw. deren Antigene treffen, wie
im Mausmodell gezeigt werden konnte. Die Dosis der ausgeschiitteten Peptide hdangt dabei von
der Menge der vorhandenen Bakterien ab (66) .

Eines dieser Peptide ist Reg-3-a, welches fiir die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse
ist, da es durch das Darmepithel in den Systemkreislauf {ibertreten und somit im
Patient:innenserum nachgewiesen werden kann.

Reg-3-a steht fiir 'Regenerating islet-derived protein 3 alpha’, gehort zur Gruppe der C-Lectine
und wird in verschiedenen Teilen des GI-Trakts produziert (67, 68) . Bisher ist vor allem seine
Interaktion mit L-Ornithin produzierenden Lactobacilli erforscht: Reg-3-o fordert
moglicherweise deren Vermehrung und erhdht so den L-Ornithin-Gehalt im Darm. Dieses hat
wiederum einen positiven Effekt auf epitheliale Stammzellen, kann die Darmbarriere stirken
und die Wundheilung férdern (69, 70) . Der Reg-3-0-Spiegel kann sich im Rahmen einer
Darm-GvHD verédndern: Bei einer Darm-GvHD werden Krypten und Mukosa geschadigt, was
zu einer Schwichung der Darmbarriere un einem verstirkten Ubertritt von Reg-3-o. in den
Systemkreislauf fiihrt, sodass im Rahmen einer aGvHD erhohte Reg-3-a-Serumspiegel
gemessen werden konnen. Mittlerweile ist Reg-3-a in Kombination mit einem weiteren

Biomarker (ST2) als GvHD-Biomarker anerkannt (69, 71-73) .
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1.3.5 Wechselwirkung zwischen Immunsystem und Mikrobiom

Eine wesentliche Rolle bei der Mikrobiom-Kontrolle spielt das Immunsystem. Dies wird z.B.
daran deutlich, dass Immunzellen besonders in Bereichen prédsent sind, die stark von
Kommensalen besiedelt werden. Dazu gehdoren bspw. Haut und Darm. Bei keimfrei
geziichteten Saugetieren ohne jegliche bakterielle Besiedelung weisen die gleichen
Korperstellen hingegen deutlich weniger Immunzellen und Lymphgewebe auf (74-76) . Die
Wechselwirkungen zwischen Immunsystem und Mikrobiom sind duBerst komplex und sollen
im Folgenden nur in groben Ziigen fiir den Darm als Interaktionsort dargestellt werden.
Dringen Bakterien durch die oben beschriebenen Mukusschichten bis zur Lamina propria der
Darmschleimhaut vor, konnen sie von den dort sitzenden Makrophagen abgefangen werden.
Ihre Oberflachenantigene konnen zusétzlich von dendritischen Zellen (DCs) prisentiert
werden, sodass eine umfangreiche Aktivierung des Immunsystems ausgeldst wird: Es kommt
zur Proliferation von Ig-A produzierenden B-Zellen, Th-17-Zellen und regulatorischen T-
Zellen (Tregs). Letztere konnen wiederum die Differenzierung weiterer Immunzellen ddmpfen.
(58, 75) . Interessanterweise kann sich die Immunaktivitdt nicht nur gegen die einzelnen
prasentierten Bakterien richten, sondern auch gegen andere Zellen mit &hnlichen
Oberflichenmerkmalen. Dies kann fiir die Ausbildung des GvL-Effektes von grofBler

Bedeutung sein und wird im Diskussionsteil noch ndher erldutert (77) .

1.3.6 UIS als neuer Mikrobiom-Parameter
1.3.6.1 Entstehung und Funktion

Ein neuer Parameter, der indirekt Hinweise auf den Zustand des Darm-Mikrobioms liefert, ist
das Urinary 3-Indoxylsulfat (UIS). Es ldsst sich aus dem Urin der Patient:innen gewinnen und
ist das Endprodukt einer mehrschrittigen Metabolisierung der essenziellen Aminosdure
Tryptophan. Ein Metabolisierungsschritt erfolgt dabei im Darm und ist abhdngig von
zahlreichen Gram-positiven und -negativen Bakterien, welche das im Nahrungsbrei befindliche
Tryptophan zu Indol abbauen (78) . Die Funktion von Indol ist noch nicht vollstindig geklért
und konnte bisher nur bei wenigen Bakterienstimmen genauer untersucht werden (78) .
Bisherige Studien deuten aber darauthin, dass Indol einen positiven Effekt auf die Symbiose
von Darmmikrobiom und Host hat: Es wirkt unter anderem fungizid und antiinflammatorisch,
stabilisiert die Zusammensetzung des vorherrschenden Darmmikrobioms und stéirkt die Tight-

Junctions der Epithelzellen (53, 78-81) .
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1.3.6.2 UIS und GvHD

Weber et al. konnten beobachten, dass die UIS-Spiegel postTx durch den Einsatz von
Antibiotika  beeinflusst ~werden  konnten. Insbesondere  systemisch  wirkende
Breitspektrumantibiotika fithrten zu einer Abnahme des UIS-Gehaltes im Urin. Eine mdgliche
Erklarung hierfiir ist die Abnahme von Clostridiales im Rahmen eines Antibiotika-Einsatzes.
Clostridiales sind am Abbau von Tryptophan beteiligt; ist dieser verringert, wird auch weniger
UIS ausgeschieden. Die Autor:innen schlussfolgern, dass UIS als ein moglicher Parameter fiir
eine Mikrobiom-Storung und also Risikomarker fiir eine GvHD verwendet werden kdnnte

(82) . DeFilipp et al. machten kurze Zeit spdter eine dhnliche Beobachtung: Im Rahmen von
Stuhl-Transplantationen nach alloSZT war die UIS-Konzentration ein zuverldssiger Marker fiir

die mikrobielle Vielfalt im Darm (83) .

1.3.7 Clostridium Cluster XIVa
1.3.7.1 Definition und Einordnung

Clostridium Cluster XIVa dient als weiterer direkter Mikrobiom-Parameter fiir die vorliegende
Arbeit. Aktuell scheinen die meisten Mitglieder von der Familie der Lachnospiraceae zu
stammen, Die Funktion und Besonderheit der Lachnospiraceae wird spiter noch genauer
ausgefiihrt. Mehrere Studien konnten zeigen, dass Clostridium Cluster XIVa eine sehr haufig
vertretene Bakteriengruppe im GI-Trakt ist und etwa 60% der in der Schleimschicht des Kolons
lebenden Bakterien ausmacht sowie einen Anteil von 40-50% am gesamten Darmmikrobiom
einnimmt (56, 84, 85) . Besonders hiaufig im Kolon vertreten sind dabei die Arten Roseburia

intestinalis und Eubacterium rectale, auf die spéter noch eingegangen wird (56) .

1.3.7.2 Clostridium Cluster XIVa als SCFA-Produzent

Die Besonderheit vieler Mitglieder von Clostridium Cluster XIVa liegt darin, dass sie
kurzkettige Fettsduren (short chain fatty acids, SCFAs) produzieren konnen. SCFAs entstehen
bei der bakteriellen Zersetzung Kohlenhydraten wie bspw. pflanzlichen Fasern, welche erst
durch diesen Schritt fiir den Menschen verdaubar gemacht werden. (86) . Ein wichtiger
Vertreter der SCFAs ist Butyrat. Es wird insbesondere vom Clostridium Cluster XIVa-Vertreter
Roseburia intestinalis hergestellt sowie von Faecalibacterium prausnitzii.

Butyrat ist einerseits Energielieferant fiir die Kolonozyten, andererseits hat es auch grof3e
immunologische Bedeutung (87, 88) : Es wechselwirkt mit den im Darm befindlichen

Immunzellen und wirkt dort antiinflammatorisch (62, 89-92) . Moglicherweise kann es
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dariiber hinaus auch iiber die Darmbarriere hinweg in den Systemkreislauf gelangen und im
restlichen Korper die Differenzierung von T-Zellen fordern.

Im Hinblick auf die alloSZT zeigt Butyrat eine signifikante Mengenabnahme ab Tag 7, welche
laut Mathewson et al. iiber mindestens zwei weitere Wochen hinaus messbar ist.

Liegt eine Darm-GvHD vor, kann es zu einer GvHD-bedingten Schadigung des Kolonozyten-
Transportsystems kommen. Die Kolonozyten werden so nicht mehr ausreichend mit Butyrat
versorgt, was eine Destabilisierung der Epithelstruktur und eine erhohte Anfilligkeit fiir

weitere GvHD-bedingte Schaden zur Folge hat (93) .

1.3.8 Darmmikrobiom und allogene Stammzelltransplantation

1.3.8.1 Historisch systemische Darmdekontamination zur Unterdriickung von
Mikroflora und Infektionen

Die Vorbereitung auf die alloSZT besteht wie oben genannt u.a. darin, die physiologische
Abwehr im Korper zu unterdriicken oder ganz auszuschalten, sodass sich eine Toleranz
gegeniiber dem korperfremden Transplantat ausbilden kann. Dies hat allerdings den
unerwiinschten Nebeneffekt, dass sich das Infektionsrisiko erhoht. Insbesondere eine
Neutropenie, bei der es zur Abnahme der neutrophilen Granulozyten unter einen kritischen
Wert kommt, stellt den Hauptrisikofaktor fiir Infektionen bakterieller und mykotischer Genese
dar (94). Sie kann 1im Rahmen eines Zytostatika-Einsatzes oder einer
Knochenmarksbestrahlung entstehen.

Abgesehen von der Beeintrichtigung der Immunzellfunktion kommt es durch die
verschiedenen Konditionierungsverfahren auch zur Schiadigung der natiirlichen Haut- und
Schleimhautbarriere, was das Risiko lokaler und systemischer Infektionen nochmals erhdht.
Die Infektionsquelle kann dabei sowohl von exo- als auch endogen stammen. Dem
Infektionsrisiko “von auBlen” wird durch strenge Isolation und Hygieneregeln auf Station
entgegen gewirkt (2). Das endogene Infektionsrisiko geht im Gegensatz dazu von
patienteneigenen Mikroorganismen ,,des Gastrointestinaltrakts, des Respirationstrakts, des
Urogenitaltrakts und der Haut* (2) aus, welche bei Immunsuppression Barrieren {iberwinden
konnen, die zuvor unter immunologischer Kontrolle standen. So kénnen Darmbakterien bspw.
durch die Darmschleimhaut hindurch in den Korperkreislauf gelangen und eine Sepsis
auslosen. Um dies zu verhindern, werden in manchen Fillen die im GI-Trakt siedelnden

Bakterien mittels Darmdekontamination eliminiert.
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Neben dem Effekt der Infektionsprophylaxe konnte die Darmdekontamination moglicherweise
sogar protektive hinsichtlich einer GVHD wirken, wie bereits in Studien an keimfreien Mausen
in den 60er Jahren beobachtet werden konnte. Auf den Menschen iibertragen scheint jedoch

mehr die Infektionsprophylaxe im Vordergrund zu stehen (53, 95) .

1.3.8.2 Ciprofloxacin/Metronidazol

Zur Darmdekontamination konnen unterschiedliche Antibiotika verwendet werden, bis etwa
vor 10 Jahren waren hiufige Verfahren eine Kombination aus Colistin und Ciprofloxacin oder
auch Ciprofloxacin und Metronidazol. Diese Regime weisen allerdings mehrere Nachteile auf,
wie verschiedene Studien belegen. So kann Ciprofloxacin beispielsweise bis zu 30% des
Darmmikrobioms hinsichtlich Vielfalt, absoluter Menge und relativer Verteilung verdndern
(96, 97) . Auch kommt es unter diesem Antibiotika-Regimen héufig zu Infektionen mit
Clostridium difficile. Diese verlaufen zwar meist mild und weisen bspw. keine Assoziation mit
einer spateren GVHD auf, miissen aber mit einem weiteren Antibiotikum behandelt werden
(98, 99) . Dies ist in der Regel Metronidazol, welches sich auch gegen andere Clostridien,
insbesondere gegen die Butyrat-bildenden Clostridium Cluster XIVa, richtet (100) . Ein
Verlust an Butyrat-Produzenten kann wiederum negative Effekte auf das Darmepithel haben,
wie im Mikrobiom-Kapitel noch weiter ausgefiihrt wird. AuBerdem begiinstigt eine
Metronidazol-Einnahme langfristig die Bildung Antibiotika-resistenter Stimme im GI-Trakt

(101) .

1.3.8.3 Rifaximin

Rifaximin gehort ebenfalls zur Gruppe der Breitspektrum-Antibiotika, ist aber im Gegensatz zu
den oben genannten nicht systemisch, sondern lokal wirksam. Bei oraler Aufnahme ist der
Hauptwirkort somit der Gastrointestinaltrakt, nur ein Bruchteil wird transluminal resorbiert.
Im Gegensatz zu den oben erwidhnten Antibiotika scheint Rifaximin zahlreiche positive Effekte
auf das Darm-Mikrobiom zu haben: Priklinischen Studien zeigten, dass Rifaximin bestimmte
Virulenz-Faktoren verringern und die Widerstandsfahigkeit intestinaler Zellen gegeniiber
Entziindungen und einer bakteriellen Besiedelung stirken konnte. Es konnte sogar das
Wachstum gesundheitsfordernder Bakterien, beispielsweise Butyrat-Bildnern, unterstiitzen.
(102, 103) . Rifaximin hat vielfaltige Einsatzgebiete: So kommt es bei der Behandlung von
Reisediarrhd, einer bakteriellen Fehlbesiedelung des Diinndarms, chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, der hepatischen Enzephalitis und zukiinftig vielleicht sogar bei

Patient:innen mit chronischem Stress zum Einsatz (104-109) .
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Die Universititsklinik Regensburg stellte im Jahr 2012 die Antibiotikaregimen zur
Darmdekontamination von Ciprofloxacin/Metronidazol auf Rifaximin um. In einer hier
retrospektiv durchgefiihrten Studie von Weber et al. zeigte sich, dass Rifaximin mit einer
verringerten intestinalen Enterokokkenmenge und hoheren UIS-Spiegeln assoziiert war. Dies
konnen indirekte Hinweise dafiir sein, dass Rifaximin die Mikrobiom-Vielfalt besser schiitzt
und erhilt als andere Antibiotika. Hoch signifikant war zudem, dass Rifaximin mit einem
hoheren Gesamtiiberleben und einer niedrigeren TRM assoziiert war, unabhéngig davon, ob im
Verlauf zusitzlich noch andere, systemisch wirksame Antibiotika gegeben wurden (110) .

Die Autor:innen konnten diese Beobachtungen in einer weiteren Studie bestdtigen und
ausweiten; Rifaximin war hier auch mit einer hdheren Menge an Clostridium Cluster XIVa und

insgesamt einer grofleren Mikrobiomvielfalt assoziiert (111) .

1.3.8.4 Dysbiose als neuer Risikofaktor fiir Komplikationen

Haufig fiihrt eine alloSZT zur starken Vermehrung bestimmter Bakterien, die auch nach
erfolgreicher Transplantation das Darm-Mikrobiom deutlich dominieren konnen.
Typischerweise handelt es sich dabei um Enterokokken, Streptokokken und verschiedene
Proteobakterien. Diese Gattungen konnen wiederum jeweils mit spezifischen Komplikationen

nach alloSZT assoziiert sein (112) .

1.3.8.5 Antibiotika als Hauptausloser der Dysbiose

Antibiotika sind eine wichtige Therapiesdule im Rahmen der alloSZT. Sie werden einerseits
zur Darmdekontamination eingesetzt, um zu verhindern, dass Darmbakterien die Blut-
Darmschranke passieren und eine systemische Infektion auslosen. Die Darmdekontamination
kann sowohl total als auch selektiv erfolgen und somit entweder die Mehrheit oder nur einen
bestimmten Anteil der Bakterien eliminieren.

Andererseits konnen Antibiotika auch zur Prophylaxe und Therapie einer febrilen Neutropenie

eingesetzt werden.

1.3.8.6 Zeitpunkt der Antibiotika-Gabe zur Therapie von Infektionen

Bei Fieber in Neutropenie kommen hdufig Breitspektrum-Antibiotika wie Imipenem/Cilastatin
und Piperacillin/Tazobactam zum Einsatz. Der Zeitpunkt der Antibiotika-Gabe richtet sich
nach dem klinischen Bild der Patient:innen, mafBigeblich ist besonders ein Anstieg der

Korpertemperatur als Hinweis auf eine beginnende Sepsis.



25

Sie decken bei oft zunédchst unklarem Infektfokus eine breite Vielfalt an Erregern ab und
konnen kurzfristig das Uberleben sichern, erhdhen aber die GvHD-assoziierte 5-Jahres-
Mortalitdt, wie Shono et al. berichten. Weber et al. beobachteten, dass sich insbesondere der
Zeitpunkt der Antibiotikagabe signifikant auf das Outcome der alloSZT auswirkte: Je frither
die Exposition mit systemisch wirkenden Antibiotika, desto hoher die TRM. Das Outcome fiel
am besten aus, wenn keinerlei Antibiotikaprophylaxe erfolgt war. Diese war wiederum
abhingig von Faktoren wie dem Erkrankungsstadium, dem Spendertyp und der Zeitspanne von
Diagnose zur alloSZT (96) .

Pathophysiologisch konnte dieser Effekt auf eine Schwéichung der Darmbarriere
zuriickzufiihren sein. Die Antibiotika konnten die Schleimhaut entweder direkt angreifen oder
diese indirekt schddigen, indem sie die Proliferation von Mukosa-schidigenden Bakterien
fordern oder das Wachstum protektiver Bakterien unterdriicken (113, 114) . Denn dhnlich wie
Metronidazol ~ reduzieren @ auch  die  zur  Infektionsprophylaxe  eingesetzten
Breitspektrumantibiotika die Zahl vieler Clostridium Cluster XIVa-Mitglieder. Indirekt konnte

dies zu niedrigen UIS-Spiegeln fiihren, wie Weber et al. auffiihren (82) .

1.4 ZIELSETZUNG DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Die vorliegende Arbeit soll analysieren, welchen Effekt eine Darm-GvHD auf die Rezidivrate
nach alloSZT hat. Die erste Hypothese aus klinischer Beobachtung ist, dass die GvHD des
Darmes im Gegensatz zur GVHD der Haut oder Leber keinen Schutz vor Rezidiven bietet. Als
zweite Hypothese soll iiberpriift werden, ob verschiedene direkte und indirekte Mikrobiom-
assoziierte Parameter priadiktiv einen Zusammenhang mit Rezidiven aufweisen. Insgesamt gibt
es zu dieser Fragestellung bisher nur eine Arbeit, die einen moglichen Zusammenhang findet.
Aus diesem Grund soll diese Fragestellung nun systematisch an den Daten, die bisher nur im

Zusammenhang mit der GVHD und der TRM untersucht wurden, analysiert werden.



26

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 DAS PATIENT:INNENKOLLEKTIV

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektiv durchgefiihrte Kohortenstudie
der Klinik und Poliklinik der Inneren Medizin III des Universititsklinikums Regensburg. Die
erhobenen Daten stammen von allen Patient:innen, die dort im Zeitraum vom Jahr 1998 bis
einschlieBlich Juni 2019 eine allogene Stammzelltransplantation erhalten haben. Alle
Untersuchungen wurden nach Informed Consent der Patient:innen und Genehmigung durch die
Ethikkomission durchgefiihrt. Eingeschlossen wurden alle Personen, deren Verlaufsbogen
vollstindig auswertbar waren. Das vorliegende Patientenkollektiv umfasst somit 1053
Personen.

Die folgende Tabelle enthidlt Informationen zur Alters- und Geschlechterverteilung des
vorliegenden Patient:innenkollektivs sowie zur Grunderkrankung und den einzelnen
Erkrankungsstadien. Das Durchschnittsalter der Patient:innen betrug 50 Jahre, die jiingste
Person war 16 Jahre, die dlteste 72 Jahre alt. Die Patient:innen wurden fiir die weiterfithrende
Analyse nach Alter in drei Gruppen eingeteilt: Die erste Gruppe umfasst alle Personen, die bei
der Transplantation jiinger als 30 Jahre alt waren, die zweite Gruppe alle Patient:innen ab 30
und unter 50 und die dritte Gruppe alle Personen ab 50 Jahren.

Die Grunderkrankungen wurden zusétzlich anhand ihrer Pathogenese eingeteilt und zwischen
myeloischen und nicht-myeloischen Storungen unterschieden. Letztere umfassen
Erkrankungen wie das Hodgkin-, Non-Hodgkin- und Burkitt-Lymphom, das Multiple Myelom,
die ALL und CLL, die Aplastische Andmien sowie solide Tumoren.

Zusétzlich wurde zwischen den einzelnen Erkrankungsstadien zum Transplantations-Zeitpunkt
unterschieden und eine Einteilung in ein frithes, mittleres und fortgeschrittenes Stadium

vorgenommen.



Tabelle 3: spezifische Faktoren der Patient:innen

Patient:innenspezif. Faktoren
Alter
unter 30 Jahre
30-50 Jahre
ab 50 Jahre
Geschlechterverteilung
Frauen
Minner
Grunderkrankung
AML
NHL
ALL
Myelom
MDS
MPS
CML
CLL
AA
Hodgkin-Lymphom
MF
non-maligne
Burkitt-Lymphom
solide Tumore
Erkrankung nach Pathogenese
myeloisch
nicht-myeloisch
Erkrankungsstadium
friih
mittel

fortgeschritten

Anzahl

94
357
602

392
661

444
126

656
397

243
426
384

Hiufigkeit in %

8,9
33,9
57,2

37,2
62,8

42.2
12.0
9.3
8.9
8.6
5.8
5.1
3.2
1.7
1.6
0.6
0.6
0.2
0.2

62,3
37,7

23,1
40,5
36,5

27
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Zu den vorhandenen Transplantationsfaktoren gehdren Spender, Stammzellquelle,
Konditionierung, aGvHD-Prophylaxe und DLI-Gabe, welche aus der unten stehenden Tabelle
entnommen werden konnen.

Die Konditionierung nach dem Standard-Verfahren beinhaltet eine Bestrahlung und fakultativ
eine Chemotherapie, das Alternativverfahren dazu stellt die Dosis-reduzierte Konditionierung
dar (RIC).

Zur aGvHD-Prophylaxe erhielt die gro3e Mehrheit der Patient:innen eine Kombination aus
Cyclosporin, MTX, MMF oder Tacrolimus, welche bereits vor der Transplantation verabreicht
wurde. Die restlichen Personen erhielten postTx eine zweimalige Cyclophosphamid-Gabe,

welches ein neues Verfahren bei haplo-identen Spenden darstellt.

Transplantationsfaktoren Anzahl Anteil in %
Spenderkollektiv
unverwandt 685 65,1
HLA-idente Geschwister 346 32,9
Haplo-idente Geschwister/Eltern/Kinder 22 2,1
Stammzellquelle
Peripheres Blut 916 87,0
Knochenmark 130 12,3
Nabelschnurblut 7 0,7

Konditionierungsverfahren

Standard 246 23,4
Dosis-reduziert (RIC) 807 76,6

aGvHD-Prophylaxe
Cyclosporin/MTX/MMF/Tacrolimus 1005 95,4

Cyclophosphamid 48 4,6
DLI-Gabe

Einmaldosis 149 14,2
Mehrfachdosis 86 57,7

Tabelle 4: Transplantationsfaktoren
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2.2 METHODEN ZUR GEWINNUNG UND AUSWERTUNG DER MIKROBIOMPARAMETER

Das UKR begann im Jahr 2012 mit der Mikrobiom-Analyse allogen stammzelltransplantierter
Patient:innen. Dabei konnten von der Mehrzahl der Patient:innen Stuhl-, Urin- oder
Serumproben gewonnen und ausgewertet werden. Die Zahl und Art der erhobenen Mikrobiom-
Parameter unterscheiden sich dabei individuell. Die vorliegende Arbeit untersucht die friih
nach alloSZT auftretende Mikrobiomveridnderungen, sodass fiir die unten genannten Parameter
als Erhebungszeitraum Tag 0 bis einschlielich 7 nach alloSZT gewéhlt wurde, wenn nicht
anders beschrieben.

Als direkt Mikrobiom-assoziierte Parameter wurden der UIS-Spiegel, der Simpson-Diversitits-
Index und die Copy Numbers an Clostridium Cluster XVIa in der PCR verwendet. Als indirekt
Mikrobiom-assoziierte Parameter fungieren der Serum-Reg-3-a-Spiegel, das Antibiotika-
Regimen zur Behandlung neutropener Komplikationen sowie das gewéhlte Antibiotikum zur
Darmdekontamination.

Das Urinary-3-Indoxyl-Sulfat wurde aus dem Patient:innenurin gewonnen und mittels
Massenspektrometrie analysiert.

Der Simpson-Diversitéts-Index wurde per direkter Sequenzierung der bakteriellen 16s rRNA
im Stuhl bestimmt. Er gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der zwei Individuen, die zufillig aus
einer Kohorte ausgewdhlt werden, zur gleichen Art gehoren (115). Der Index ist ein
quantitatives Mal3}, da er Zahl und Verteilung einzelner Bakterienarten beschreibt. Es gilt: Je
hoher der Index bzw. je ndher an 1, desto groBer ist die Vielfalt innerhalb der untersuchten
Bakteriengemeinschaft. Zur Qualitit der Kohorte, also zur Art der vorhandenen
Bakterienarten, gibt er hingegen keine Auskunft.

Die Gene-Copy-Numbers der bakteriellen 16S rRNA von Clostridium Cluster XIVa wurden
mittels Echtzeit-PCR (LightCycler 40 II von Roche) bestimmt (96) . Gewonnen wurden die
Proben hierbei aus dem Stuhl der Patient:innen.

Der Reg-3a-Serumspiegel wurde mittels eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
bestimmt. Im Vergleich zu anderen Proteinen, welche im Rahmen einer GvHD intestinal
gebildet werden, ist der Nachweis von Reg-3a relativ einfach, da fiir die ELISA-Messung
konventionelle Antikorper verfiigbar sind (116) .
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2.3 STATISTISCHE METHODEN

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm /BM SPSS Statistics© verwendet. Zum
Einsatz kamen deskriptive Statistiken (Haufigkeiten, Kreuztabellen), Kaplan-Meier-Analysen

und Cox-Regressionen.

Als erster Schritt wurden Faktoren identifiziert, die einen signifikanten Zusammenhang mit der
Rezidivrate aufweisen. Standardverfahren hierfiir ist die Kaplan-Meier-Analyse, alternativ
konnen auch orientierend Kreuztabellen eingesetzt werden. Diese haben allerdings den
Nachteil, dass sie den Zeitpunkt des Rezidivs und die unterschiedlich langen
Nachbeobachtungszeiten nicht gewichten. Auch beriicksichtigen sie nicht, dass die analysierte
Patient:innenzahl mit jedem neu diagnostizierten Rezidiv abnimmt und sich die untersuchte
Grundmenge somit stindig dndert. Aufgrund dieser Verzerrung sind Kreuztabellen nicht als
Standardverfahren geeignet, sie konnen lediglich einen ersten Uberblick zu potentiell
signifikanten Zusammenhéngen zwischen einzelnen Faktoren und der Rezidivrate liefern.
Alle Variablen wurden zunéchst jeweils mittels Kaplan-Maier-Analyse in Bezug zu den
Rezidiven gesetzt und als umgekehrte Kaplan-Meier-Kurve dargestellt ("1 minus
Rezidivauftreten’). Als Ereigniszeitpunkt diente entweder das Datum der Rezidivdiagnose
oder, wenn kein Rezidiv vorlag, das Datum des letzten Follow-Up (LFU). Das Auftreten eines
Rezidivs wurde dabei als zensiertes Ereignis gewdhlt.

Diejenigen Variablen, deren Kaplan-Meier-Analyse eine Signifikanz im Log-Rank-Test ergab,
wurden anschlieBend in eine Cox-Regression eingeschlossen. So wurde untersucht, ob die
entsprechenden Variablen tatsdchlich unabhingige Risikofaktoren fiir Rezidive darstellen oder
stattdessen ein Bias aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den Variablen vorliegt.

In 2.4.4 wird auf diejenigen Parameter, deren Log-Rank-Test in der Kaplan-Meier-Analyse
signifikant war (p <0,05) noch ndher eingegangen. Aullerdem werden die Ergebnisse der
Kaplan-Meier-Analyse aller Mikrobiom-Parameter genauer dargestellt. Anschlieend werden

die Ergebnisse der Cox-Regression vorgestellt.
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3 AUSWERTUNG UND ERGEBNISSE

3.1 OUTCOME
3.1.1 Akute und chronische GvHD

In der vorliegenden Arbeit wurden die klassische akute und die verspitete akute GvHD als
‘akute GVHD’ zusammengefasst. Es konnte der aGvHD-Status von insgesamt 1038
Patient:innen erhoben werden, die Verteilung der jeweiligen Stadien ist unten dargestellt. Um
zu liberpriifen, ob sich die allgemeine aGvHD im vorliegenden Patient:innenkollektiv positiv
oder negativ auf die Rezidivrate auswirkt, wurden die einzelnen Stadien nochmals
zusammengefasst — in der ersten Gruppe befinden sich alle Patient:innen ohne jegliche
aGvHD-Zeichen sowie Patient:innen mit einer sehr mild ausgeprédgten allgemeinen aGvHD
(Stadium 1). In der zweiten Gruppe befinden sich Patient:innen mit einer Stadium 2-aGvHD,
von der, wie bereits in der Einleitung geschildert, der stirkste protektive Effekt gegeniiber
Rezidiven angenommen wird. In der dritten Gruppe werden Stadium 3 und 4 der aGvHD
zusammengefasst, die theoretisch einen ebenfalls starken GvL-Effekt hervorrufen konnten,

jedoch zu ausgepriagten akuten Nebenwirkung und so einer erhohten TRM fiihren konnen.

Bei obigen 1038 Personen wurde zudem untersucht, ob eine akute Darm-GvHD vorlag, und im
Falle einer vorhandenen Darm-GvHD wurde diese nochmals in die einzelnen Stadien unterteilt.

Dies kann ebenfalls den untenstehenden Diagrammen entnommen werden.
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Abbildung 1: Verteilung der allgemeinen aGvHD
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Abbildung 2: Zusammenfassung der Stadien
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Verteilung der allgemeinen akuten GvHD

keine aGvH aGvH Stadium |
n=409 (39 4%) n=195 (18,8%)

aGvH Stad. |l
n=255 (24 6%)

n=1038

aGvH Stad. I Stad. IV
n=104 (10,0%) =75 (7,2%)

Zusammenfassung der allgemeinen akuten GvHD

Stadium Ound |
n=604 (58,2%)

Stadium |l
n=255 (24 6%)

n=1038

Stadium Il und IV
n=179 (17,2%)
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Akute Darm-GvHD
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600
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keine akute Darm-GvHD vorhanden akute Darm-GvHD
n=713 (68 ,8%) n=324(312%)

n=1038

Abbildung 3: Verteilung der akuten Darm-GvHD (ja/nein)

Verteilung der akuten Darm-GvHD
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600
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Haufigkeit

200

keine akute akute Darm- akute Darm- akute Darm- akute Darm-

Darm-GvHD GvHD GvHD GvHD GvHD
n=714 Stadium | Stadium |l Stadium Il Stadium IV
(68 ,8%) n=147 n=55(53%) n=65(6,3%) n=57(55%)
(14 2%)
n=1038

Abbildung 4: Verteilung der akuten Darm-GvHD nach Stadien

Zur Beurteilung der chronischen GvHD wurden die Kriterien des NIH-Konsensus aus dem Jahr
2014 verwendet (117). Der Status der chronischen GvHD wurde bei 868 Patient:innen

erhoben und wird in untenstehendem Diagramm noch nédher aufgeschliisselt.
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Chronische GvHD

keine cGvHD chronische GvHD
n=483 (55,8%) n=383 (44,2%)

n =866

Abbildung 5. Verteilung der chronischen GvHD (ja/nein)

3.1.2 TRM, Rezidive und Uberleben

Hinsichtlich der Todesursachen wurde zwischen transplantations-assoziierter Mortalitét
(TRM) und Rezidiv-bedingter Mortalitdt unterschieden. Zur TRM zéhlen Komplikationen wie
GvHD, Infektionen und toxizititsbedingte Schidden, die im Rahmen verschiedener
Behandlungsregime entstehen konnen (118). Die genannten Komplikationen treten
insbesondere in der frithen Phase nach alloSZT auf und zeigen laut Styczynski et al. innerhalb
der ersten 100 Tage postTx ein jeweils fiir sie typisches zeitliches Verteilungsmuster (119) .
Im vorliegenden Patient:innenkollektiv verstarben insgesamt 306 Personen an transplantations-
assoziierten Komplikationen.

Wihrend das Risiko der TRM im Verlauf des ersten Jahres nach alloSZT wieder deutlich sinkt,
steigt das Rezidiv-Risiko mit zunehmendem zeitlichem Abstand zur Transplantation. Rezidive
lassen sich prinzipiell sowohl molekular als auch hdmatologisch nachweisen (30) , fiir die
vorliegende Arbeit wurden die Rezidive hamatologisch diagnostiziert. Zudem wurde zwischen
Frith- und Spétrezidiven unterschieden, als Cut-Off-Wert wurde hierfiir der 24. Monat nach
alloSZT gewaihlt. Die Haufigkeit von Rezidiven und der jeweilige Anteil von Friih- und

Spétrezidiven wird im nachfolgenden Balkendiagramm dargestellt.
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Abbildung 6: Hdufigkeit von Friih- und Spdtrezidiven
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Abbildung 7: Rezidivrate

Insgesamt iiberlebten 500 Personen (47,5 %), wihrend 553 Personen an den Folgen eines

Rezidivs oder transplantations-assoziierten Komplikationen verstarben. Die Uberlebensrate



36

im Falle eines Rezidivs betréigt 17,4%. Das entsprechende Ubersichtsdiagramm und die

Uberlebensfunktionen sind nachfolgend abgebildet.

Abbildung 8: Outcome
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Abbildung 9: Uberlebensfunktion hinsichtl. Tod durch transplantationsassoz. Komplikationen, Zeit in Monaten
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Hauptkomplikatione Anzahl Anteil in % Mortalitiit bei
n post Tx Auftreten
TRM 306 29,1 100 %
Rezidiv 300 28,5 82,3 %
Friihrezidiv 221 73,7 85 %
Spdtrezidiv 79 26,3 68 %

Tabelle 5: Verteilung der Hauptkomplikationen nach alloSZT mit jeweiliger Mortalitdit

3.2 ERGEBNISSE DER WICHTIGSTEN MIKROBIOM-ASSOZIIERTEN PARAMETER UND
FESTLEGUNG DER AUSWERTESTRATEGIE

3.2.1 Urinary 3-Indoxyl-Sulfat-Spiegel

Insgesamt liegen die UIS-Werte von 262 Patient:innen vor. Der hochste Wert betrug 63,60
umol/mmol Kreatinin, der niedrigste 0,00 pmol/mmol. Der Mittelwert lag bei 9,91 pmol/mmol
Kreatinin, der Median bei 5,49 pmol/mmol Kreatinin. Die Schiefe betrug 1,69, sodass fiir die
weiterfithrende Analyse der Median als Cut-off-Wert verwendet wurde, anhand dessen die
vorliegende Kohorte anschlieBend in zwei gleich grofe Gruppen aufgeteilt wurde (131

Personen unterhalb des Medians, 131 Personen ab Median).

3.2.2 Simpson-Diversitits-Index

Es wurden die Indices von insgesamt 164 Patient:innen berechnet (15,6 %). Der hochste Wert
des Simpson-Diversitit-Index lag bei 0,98, der niedrigste bei 0,04. Der Mittelwert betragt 0,78,
der Median 0,872. Da es sich auch hier um eine schief verteilte Variable handelte, wurde wieder
der Median als Cut-off Wert gewahlt und zwei Gruppen gebildet (82 Personen jeweils unter-
und oberhalb des Medians).

3.2.3 Clostridium Cluster XIVa

Es liegen die Copy Numbers von 134 Patient:innen vor (12,7 %), der niedrigste Wert betrug
0,0, der hochste 2,65 x 10710. Der Mittelwert liegt bei 1,76x10"9 Copy numbers, der Median
bei 3,20x10"8. Aufgrund einer fehlenden Normalverteilung wurde hier der Median als Cut-oft-
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Wert fiir die weiterfiihrende Analyse verwendet (67 Personen unterhalb, 68 Personen ab

Median).

3.2.4 Antibiotika-Einsatz im Rahmen der Neutropenie

Die Art der gewidhlten Antibiotika-Therapie wurde fiir das vorliegende Patientenkollektiv ab
2008 protokolliert. Zum Einsatz kamen intravends verabreichte Breitspektrum-Antibiotika wie
Piperacillin/Tazobactam, Carbapeneme und Cephalosporine. Sie wurden zur Prophylaxe oder
Therapie neutropener Komplikationen verabreicht. Die von Weber et al. vorgenommene
Einteilung der Patient:innen in zwei Gruppen, welche abhéngig vom Zeitpunkt der ersten
Antibiotika-Einnahme war, wurde auf das vorliegende Patientenkollektiv libertragen (96) : In
der Hochrisikogruppe werden diejenigen Patient:innen zusammengefasst, die bereits vor dem
Tag der alloSZT eine Antibiotika-Behandlung erhalten hatten. Sie umfasst hier 270 Personen
(44,4 %). In der Niedrigrisiko-Gruppe, welche durch eine Antibiotika-Gave nach Tx definiert
ist, befinden sich 338 (55,7 %) Personen.

3.2.5 Darmdekontamination

Bis Mai 2012 wurden am UKR fiir die systemische Darmdekontamination standardmafig
Ciprofloxazin und Metronidazol eingesetzt. Da neuere Erkenntnisse aus der Mikrobiom-
Forschung die Wirksamkeit dieser Antibiotika in Frage stellten, erfolgte eine Umstellung auf
das iiberwiegend lokal wirksame Rifaximin. Im vorliegenden Patientenkollektiv erhielten
insgesamt 599 (56,9 %) Patient:innen Ciprofloxazin und Metronidazol, 454 (43,1 %) erhielten

Rifaximin.

3.2.6 Reg-3a-Spiegel im Patient:innenserum

Insgesamt liegen die Reg-3a-Spiegel von 77 Patientenseren (7,3 %) vor. Der hochste Wert
betrug 1577,0 Pg/ml, der niedrigste Wert 8,0 Pg/ml. Der Mittelwert liegt bei 125,9 Pg/ml, der
Median bei 58,00 Pg/ml. Aufgrund der fehlenden Normalverteilung wurde der Median als Cut-
off-Wert herangezogen, unterhalb des Medians befinden sich somit 38, ab dem Median 39
Werte.
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Tabelle 6: Einteilung der Mikrobiom-assoziierten Parameter

Anzahl

262

131
131

164

82
82

134

67
68

608

338
270

1053

599
454
77
38
39

Anteil der erhobenen

24,9 %

15,6 %

12,7 %

57,7%

100 %

7,3 %
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Daten am Gesamtkollektiv
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3.3 KAPLAN-MEIER-ANALYSE BZGL. DES AUFTRETENS EINES REZIDIVS

Fiir alle Variablen wurde eine Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrt. Keinerlei Signifikanz im
Log-Rank-Test zeigten die EinflussgroBen Geschlecht, Alter, Spenderkollektiv, Donortyp,
Stammzellquelle, Konditionierungsregimen, aGvHD-Prophylaxe, allgemeine aGvHD, Darm-
GvHD, Antibiotika-Einsatz, Simpson-Index, UIS-Spiegel und Reg-3-a.

Auf diejenigen Parameter, deren Log-Rank-Test signifikant war (p <0,05) oder auf einen Trend
hinwies (0,05<p <0,1), soll im Folgenden noch nidher eingegangen werden. Au3erdem werden

die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse aller Mikrobiom-Parameter genauer dargestellt.

3.3.1 Grunderkrankung

Die Kaplan-Meier-Analyse hinsichtlich Grunderkrankung und Rezidiv liefert ein signifikantes
Ergebnis (p<0,01): Hier kommt es in der Gruppe mit nicht-myeloischen Grunderkrankungen zu
erheblich mehr Rezidiven, der entsprechende Graph (griin) verlduft hier sichtbar steiler und

zeigt im Verlauf ein hoheres Niveau als der Graph der myeloischen Grunderkrankungen (rot).

Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Grunderkrankung
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1=myeloisch

~IInicht-myeloisch

T Imyeloisch
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Zeit bis Rezidiv oder LFU
n=1053 number of events = 300
p < 0,001

Abbildung 11: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir die Art der Grunderkrankung, Zeit in Monaten
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3.3.2 Erkrankungsstadium

Auch das Erkrankungsstadium weist in der Kaplan-Meier-Analyse einen signifikanten
Zusammenhang mit der Rezidivrate auf (p<0,01). Die zugehorige Eins-Minus-
Uberlebensfunktion zeigt, dass Personen mit einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium
héufiger Rezidive entwickeln als Personen mit einem frithen oder mittleren Stadium (oranger

Graph). Das niedrigste Rezidivrisiko besteht bei einem frithen Erkrankungsstadium.

Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Erkrankungsstadium
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intermediér,
spétifortgeschritten)
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Zeit bis Rezidiv oder LFU
n=1053 number of events = 300
p <0,001

Abbildung 92: : Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir das Erkrankungsstadium, Zeit in Monaten

3.3.3 DLIs

Hinsichtlich der DLIs weisen Patient:innen, welche eine DLI-Anwendung erhalten haben, ein
deutlich hoheres Rezidivrisiko auf (< 0,01). Der entsprechende Graph (orange) verlduft hier

deutlich oberhalb des Graphens derjenigen Gruppe, die keinerlei DLIs erhalten hat (blau).
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - DLIs
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p < 0,001

Abbildung 13: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir DLI-Einsatz, Zeit in Monaten

Dass DLIs mit einer erhohten Rezidivrate in Zusammenhang stehen, steht zunédchst scheinbar
in volligem Widerspruch zur aktuellen Studienlage und klinischer Erfahrung: Wie bereits im
DLI-Kapitel beschrieben, belegen verschiedene Arbeiten einen protektiven Effekt der DLIs
gegeniiber Rezidiven. Dieser Effekt tritt sowohl bei prophylaktisch als auch therapeutisch
eingesetzten DLIs auf. Tatsdchlich wird im zugrunde liegenden Datensatz nicht zwischen
diesen beiden Indikationen unterschieden. Das untenstehende Balkendiagramm (p < 0,001)
zeigt, dass die DLIs im vorliegenden Patient:innenkollektiv vor allem bei Hochrisikopatienten

(nicht-myeloische Grunderkrankung) durchgefiihrt worden waren:
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Haufigkeit des DLI-Einsatzes abhéngig von der Grunderkrankung

O=keine
00 DLI:
1=DLI
M nein
Hja

500

400

300

Anzahl

200

100

nicht-myeloisch myeloisch

p < 0,001

Abbildung 14:: Abhdngigkeit DLI-Einsatz und Grunderkrankung, Zeit in Monaten

Um eine Verzerrung der in Cox-Regression zu verhindern, werden DLIs somit nicht in diese
eingeschlossen, da DLIs hier kein unabhéngiger Risikofaktor fiir Rezidive sind. Dies wird in

der Diskussion nochmals aufgegriffen.

3.3.4 Akute Darm-GvHD

Von besonderem Interesse fiir die vorliegende Arbeit ist die Bedeutung der GvHD fiir Rezidive nach
alloSZT. Die entsprechenden Kaplan-Meier-Analysen zeigen hier keine signifikanten
Zusammenhénge: Weder im Falle einer einfachen Unterteilung in Darm-GvHD vs. keine Darm-
GVHD (p = 0,46), noch bei der Einteilung in 3 Schweregrade (keine bis leichte Darm-GvHD, mittel
und schwer) (p = 0,97), noch bei der Aufschliisselung in die einzelnen Stadien (p = 0,92).
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Darm-GvHD
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Abbildung 105: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir Darm-GvHD (ja/nein), Zeit in Monaten

Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Darm-GvHD Zusammenfassung Stadien
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Abbildung 16: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir Darm-GvHD (Stadien zusammengefasst), Zeit in Monaten
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Darm-GvHD-Stadien
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Abbildung 17: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir Darm-GvHD (einzelne Stadien), Zeit in Monaten

3.3.5 Chronische GvHD

Zudem ist das Fehlen einer chronischen GvHD signifikant mit einer hoheren Rezidivrate
assoziiert (< 0,01). Der Graph der Gruppe ohne chronische GVHD (griin) verlduft deutlich
oberhalb des Graphens derjenigen Patientengruppe, die im Verlauf eine chronische GvHD
entwickelt. Die chronische GVHD scheint also im Umkehrschluss einen protektiven Effekt

auf Rezidive zu haben.
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - chronische GvHD
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Abbildung 118: : Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir die chronische Darm-GvHD, Zeit in Monaten

3.3.6 Antibiotika-Risikogruppen

Die Kaplan-Meier-Analyse, die den Einfluss der beiden Antibiotika-Risikogruppen auf die
Redzidivrate untersucht, konnte keinen Zusammenhang der Variablen nachweisen (p = 0,98).
Die beiden Graphen der Hoch- und Niedrigrisikogruppe verlaufen nahezu identisch, beide

Gruppen scheinen somit ein sehr dhnliches Rezidivrisiko aufzuweisen.
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Antibiotika-Regimen
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Abbildung 129: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir die Antibiotika-Risikogruppen, Zeit in Monaten

3.3.7 Darmdekontamination

Hinsichtlich der Darmdekontamination zeigt die Kaplan-Meier-Analyse einen signifikanten
Zusammenhang zwischen systemisch wirkender Dekontamination und der Rezidivrate auf (p
=0,02).

Der Graph, welcher die systemische Darmdekontamination darstellt, verlduft deutlich
oberhalb des Graphens der Rifaximin-Gruppe. Somit ist von einer Assoziation zwischen
Rezidiven und systemischer Darmdekontamination auszugehen. Da Rifaximin erst ab dem
Jahr 2012 zur Darmdekontamination eingesetzt wurde, liegt hierfiir ein kiirzerer
Nachbeobachtungszeitraum vor, sodass keine Aussagen zur langfristigen Entwicklung in

dieser Gruppe moglich sind.
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Darmdekontamination
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Abbildung 20: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir die Darmdekontamination, Zeit in Monaten

3.3.8 Simpson-Index

Auch Personen mit einem Simpson-Index unterhalb des Medians scheinen etwas haufiger
Rezidive zu entwickeln: Der Graph derjenigen Gruppe, die ein weniger vielfiltiges
Mikrobiom aufweist (orange), verlduft in der entsprechenden Funktion oberhalb des
Graphens der zweiten Gruppe (blau). Dieser Effekt ist jedoch in der Kaplan-Meier-Analyse
nicht signifikant (p = 0,25).
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Simpson-Index
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Abbildung 21: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir den Simpson-Index, Zeit in Monaten

3.3.9 UIS-Spiegel

Der UIS-Spiegel liefert in der Kaplan-Meier-Analyse keinen signifikanten Zusammenhang

mit der Rezidivrate (p = 0,97), die Graphen beider Gruppen verlaufen hier nahezu identisch.
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - UIS-Spiegel
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Abbildung 22: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir den UIS-Spiegel, Zeit in Monaten

3.3.10 Reg-3-a

Auch zwischen Reg-3-a und der Rezidivrate gibt es keinen signifikanten Zusammenhang (p

=0,76), was sich auch im sehr dhnlichen Verlauf der Graphen beider Gruppen widerspiegelt.
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Reg-3-a-Spiegel
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Abbildung 2313: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir den Reg-3-a-Spiegel, Zeit in Monaten

3.3.11 Clostridium Cluster XIVa

Die Kaplan-Meier-Analyse zu Clostridium Cluster XIVa liefert einen p-Wert von 0,15 und ist
somit nicht signifikant, ldsst aber einen schwachen Trend erkennen. In der Funktion scheinen
Personen mit einer geringen Zahl an Copy Numbers von Clostridium Cluster XIVa haufiger ein
Rezidiv zu entwickeln, der entsprechende Graph (orange) verlduft hier deutlich steiler.
Allerdings ist in beiden Gruppen der Nachbeobachtungszeitraum begrenzt und betrdgt maximal
90 Monate, sodass keine Aussagen iiber die langfristige Rezidiventwicklung in beiden Gruppen

moglich ist.
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Eins-minus-Uberlebensfunktionen - Clostridium Cluster XIVa
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Abbildung 24: Eins-Minus-Uberlebensfunktion fiir Clostridium Cluster XIVa, Zeit in Monaten

3.4 COX-REGRESSION

Diejenigen Variablen, deren Kaplan-Meier-Analyse eine Signifikanz im Log-Rank-Test ergab,
werden anschlieend in eine Cox-Regression eingeschlossen.

Wie bereits in 2.4.4. beschrieben, werden die DLIs trotz signifikanten Log-Rank-Tests nicht
eingeschlossen, da im Vorfeld nicht zwischen therapeutischer und prophylaktiver Indikation
unterschieden wurde. Da DLIs therapeutisch bei Rezidiven gegeben werden, besteht hier
zwischen beiden GroBen ein unmittelbarer Zusammenhang; die Cox-Regression wiirde

dadurch stark verzerrt werden.

Einen signifikanten Zusammnenhag mit einer hoheren Rezidivrate zeigten eine nicht-
myeloische Erkrankung (HR 1,57 (KI 1,22-2.02)) und das Fehlen einer chronischen GvHD
(HR 1,67 (KI 1,30-2,15)), wéhrend ein frithes Krankheitsstadium in der vorliegenden Kohorte
einen protektiven Effekt hatte (HR 0,45 (KI 0,32-0,63)).

Daneben weist keiner der analysierten Mikrobiom-assoziierten Parameter einen eindeutigen
Zusammenhang mit der Rezidivrate auf. Der einzig signifikante Parameter in der Kaplan-

Meier-Analyse ist die systemische Darmdekontamination mit p = 0,02. In der Cox-Regression
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wird jedoch deutlich, dass es sich dabei nicht um einen unabhéngigen Risikofaktor handelt (p =

0,26).
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4 DISKUSSION

Im folgenden Kapitel werden die obigen Ergebnisse diskutiert. Dazu soll zunichst das
Patientenkollektiv und die daraus erhobenen Daten mit einem anderen, reprisentativen
Kollektiv verglichen werden. AnschlieBend werden die signifikanten Faktoren der obigen Cox-

Regression einzeln diskutiert.

4.1 PATIENTENKOLLEKTIV

Als Vergleichspatientenkollektiv dienen einerseits die im Jahr 2021 vom Zentralen
Knochenmarkspenderregister Deutschland (ZKRD) erfassten alloSZT-Patient:innen. Die
GruppengroBe umfasst hier 3700 Personen. Fiir die Uberlebensraten nach alloSZT werden
Daten des US-amerikanischen Center for international blood and marrow transplant research
(CIBMTR) aus dem Jahr 2022 herangezogen.

Im Patientenkollektiv des UKR ist die am haufigsten vertretene Grunderkrankung die AML
(444 Personen bzw. 42,2 %). Diese Zahlen decken sich vollstindig mit denen des ZKRD, wo
etwa 41% der allogen transplantierten Patient:innen eine AML aufwiesen.

Zweithdufigste Grunderkrankung in der vorliegenden Arbeit ist das Non-Hodgkin-Lymphom
mit einem Anteil von 12,0%, was sich ebenfalls mit den Zahlen des ZKRDs deckt (hier etwa
10%). Und auch die Haufigkeiten der ALL stimmen in beiden Kollektiven fast iiberein (9,3%
vs. etwa 11%). Der Anteil der Myelome ist im vorliegenden Patient:innenkollektiv etwas hoher
als im Bericht der ZKRDs (8,9 % vs. etwa 3%), der Anteil der myelodysplastischen Syndrome
ist ebenfalls etwas hoher als in der Vergleichsgruppe (8,6% vs. etwa 5%) (120) .

4.2 INZIDENZ DER AKUTEN UND CHRONISCHEN GVHD

Der Status der allgemeinen akuten GVHD konnte im vorliegenden Kollektiv fiir 1038 Personen
erhoben werden, bei insgesamt 60,6% konnte tatsdchlich eine allgemeine akute GvHD
nachgewiesen werden. Wie bereits im GvHD-Kapitel thematisiert, variieren die Angaben zur
aGvHD-Inzidenz in der Literatur zwischen 30 und 60% (16, 17) . Somit bewegt sich die
aGvHD-Inzidenz der vorliegenden Arbeit noch in dem in der Literatur vorbeschriebenen
Rahmen, befindet sich hierbei allerdings am oberen Ende.

Als néchstes soll die Inzidenz der Darm-GvHD auf Plausibilitit gepriift werden. 1038
Personen, deren aGvHD-Status dokumentiert wurde, konnten auch auf das Vorliegen einer

Darmbeteiligung untersucht werden. Die Inzidenz einer Darm-GvHD betrug in dieser
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Subgruppe 31,2%. Wie bereits in der Einleitung ausgefiihrt, kommt es bei etwa der Halfte aller
Patienten mit aGvHD zur Darmbeteiligung (18) . Die Rate im untersuchten Kollektiv fallt
somit deutlich niedriger aus.

Die Inzidenz der cGvHD betrug in der dafiir untersuchten Subgruppe 44,2%. In der Literatur
findet man fiir die cGvHD Héufigkeitsangaben zwischen 30 und 40%, das Ergebnis der

vorliegenden Arbeit ldsst sich damit gut in Einklang bringen.

4.3 OUTCOME

Haufigste Todesursache im vorliegenden Kollektiv war die TRM, ihr Anteil an allen
Todesféllen betrug 55,5%. Rezidive machten folglich einen Anteil von 44,5% an den
Todesfdllen aus. Wie bereits in der Einleitung dargestellt, variiert die Rezidivrate je nach Studie
abhéngig von der vorhandenen Grunderkrankung. Als groben Richtwert nennen Kroger et al.
eine Rate zwischen ,,10% und 50%*“ (30) . Die Rezidivrate der vorliegenden Arbeit liegt somit
innerhalb dieses Bereichs. Weiterfithrend konnten nun noch die Rezidivrate der jeweiligen
Erkrankungen bestimmt und z.B. mit den Ergebnissen ZKRD verglichen werden. Allerdings
muss berilicksichtigt werden, dass sich die Beobachtungszeitraiume und auch die
Grunderkrankungs-spezifischen Therapieregimen der Arbeiten unterscheiden, sodass die
Aussagekraft dieses Vergleichs deutlich eingeschréinkt ist und an dieser Stelle darauf verzichtet

wird.

Die Rezidiv-bedingte Mortalitit kann ebenfalls abhidngig von der Art der Grunderkrankung
variieren. Kreideh et al. nennen in ihrem Review eine Mortalitit von mehr als 80% bei AML-
Patient:innen, die nach allogener SZT ein Rezidiv entwickeln (121) . In der vorliegenden
Arbeit liegt die Mortalitit bei AML-Patient:innen mit anschlieBendem Rezidiv dhnlich, 75%
versterben im Verlauf an den Folgen des Rezidivs. Auch wenn sich die Angaben zur Rezidiv-
bedingten Mortalitét in der vorliegenden Arbeit mit 82,3% nicht alleine auf AML-Patient:innen
beschriankt, machen diese doch den groBten Anteil am Patientenkollektiv aus (s. Tab. 3). Somit
decken sich die beiden Mortalitdtsraten gut und verdeutlichen, welch negative Auswirkung ein
Rezidiv auf die Prognose nach alloSZT hat.

Die Zahl der Friihrezidive belduft sich in der vorliegenden Arbeit auf 250 Fille und macht mit
einem Anteil von 75,0 % somit die Mehrheit der diagnostizierten Rezidive aus. Dies ldsst sich
damit in Einklang bringen, dass die meisten Rezidive bereits relativ friih in einem Zeitraum von

sechs bis 24 Monaten nach alloSZT auftreten (44) .
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Insgesamt iiberlebten im vorliegenden Patient:innenkollektiv 498 Personen (47,3 %), die
iiberwiegende Mehrheit ging davon dauerhaft in Remission (446 Personen bzw. 89,6 %). 52
Personen hingegen entwickelten nochmals ein Rezidiv, welches aber erfolgreich behandelt
werden konnte und im Anschluss ebenfalls zu einer Remission fiihrte. Diese Zahlen dhneln
denen des CIBMTR: Hier iiberleben etwa 50% der Patient:innen mit AML in CR1 bzw. C2+
und etwa 63% bei ALL (41) .

4.4 EINORDNUNG VON ERGEBNISSEN, DIE IM WIDERSPRUCH ZUR AKTUELLEN
STUDIENLAGE STEHEN

4.4.1 DLI-Einsatz

Der Einsatz von DLIs ergab in der Kaplan-Meier-Analyse ein hochsignifikantes Ergebnis, was
in volligem Widerspruch zu zahlreichen Arbeiten steht, die einen protektiven Effekt der DLIs
gegeniiber Rezidiven belegen. Dieser lieB sich sowohl bei prophylaktisch als auch
therapeutisch eingesetzten DLIs nachweisen: So kam eine 2020 erschienene Metaanalyse zum
Ergebnis, dass zur Rezidivprophylaxe eingesetzte DLIs (pDLIs) zu einer deutlich geringeren
Rezidivrate und einem hoheren Gesamtiiberleben fithrten (122) . Auch DLIs, die zur Therapie
eines bereits bestehenden Rezidivs eingesetzt werden (tDLIs), haben einen positiven Effekt auf
die Uberlebenszeit, wenngleich dieser geringer ausgeprigt ist als bei den pDLIs. Dies liegt
daran, dass tDLIs hdufig als 'Bergungstherapie” eingesetzt werden. Sie stellen eine
Zusatzoption nach bereits ausgeschopfter Standardtherapie dar, weshalb der
Erkrankungszustand sowie die Prognose in diesen Fillen bereits sehr kritisch sind (123, 124) .
Da die vorliegende Arbeit jedoch nicht zwischen prophylaktisch und therapeutisch
eingesetzten DLIs unterscheidet, kommt es zu einer Verzerrung in der Analyse: tDLIs sind
aufgrund ihrer Indikationsstellung zwangsldufig an das Auftreten eines Rezidivs gekoppelt.
Dies erklért einerseits den starken Zusammenhang zwischen DLI-Einsatz und Rezidivrate.
Zudem sind auch pDLIs indirekt mit einer hoheren Rezidivrate verbunden, da die Prophylaxe
insbesondere bei Patient:innen mit hohem Rezidivrisiko erfolgt. Auch dies kann die stark
positive Assoziation von DLIs und Rezidiven erkldren. Somit stehen die erhobenen Ergebnisse
nur scheinbar im Widerspruch zur aktuellen Studienlage, da die vorliegende Arbeit keinen
kausalen, sondern einen der Indikationsstellung geschuldeten abhédngigen Zusammenhang

zwischen DLIs und Rezidivrate dokumentiert.
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4.4.2 Allgemeine akute GvHD

In der Einleitung wurde bereits dargestellt, dass insbesondere eine mild ausgeprigte allgemeine
akuten GvHD (Stadium 2) vor Rezidiven schiitzen kann (42) . Dieser Zusammenhang lief3 sich
jedoch beim vorliegenden Kollektiv nicht beobachten. Ein Grund hierfiir kann sein, dass sich
die zitierte und die vorliegende Arbeit hinsichtlich der Grunderkrankungen unterscheiden;
zwar ist in beiden Arbeiten die AML die haufigste Grunderkrankungsart und gleichzeitig zu
dhnlichen Anteilen vertreten, jedoch kommt die ALL sowie die CML in der Studie von
Horowitz et al. zu je deutlich groferen Anteilen vor (42). Denkbar ist somit, dass die
allgemeine akute GvHD insbesondere auf diese drei Erkrankungsarten einen protektiven Effekt
hat, dieser bei anderen Erkrankungen, die jedoch in der vorliegenden Arbeit mit einem groflen
Anteil vertreten sind (Myelome, NHL, MDS) weniger stark oder gar nicht vorhanden ist. So
konnte flir myelodysplastische Syndrome bisher kein solcher Effekt nachgewiesen werden
(125) , und auch bei verschiedenen Non-Hodgkin-Lymphomen zeigt sich dieser nicht
eindeutig (126) .
Daneben ist die Proband:innenzahl in der Studie von Horowitz et al. etwa doppelt so gro3 wie
die der vorliegenden Arbeit, wodurch der Effekt moglicherweise noch deutlicher detektiert

werden konnte.

4.4.3 Konditionierung

Die vorliegende Arbeit konnte keinen Zusammenhang zwischen der Konditionierung und der
Rezidivrate beobachten. Dies steht im Gegensatz zur Meta-Analyse von Wahid et al., die fiir
die RIC insgesamt ein hoheres Rezidivrisiko aufzeigt als fiir die MAC (39, 40) . Jedoch wird
die Studie hierfiir gepoolt, und sie umfasst iiber 20 Einzelstudien — davon kann etwa die Halfte
keinen Unterschied zwischen RIC und MAC hinsichtlich des Rezidivrisikos nachweisen,
sodass das Ergebnis der vorliegenden Arbeit nicht im Widerspruch zur aktuellen Studienlage
steht. Zudem restimieren Barrett et al.,, dass die bisherige GvL-Forschung den vom
Konditionierunsregimen geleistete Beitrag zum GvL-Effekt eher iiberschitzt habe. Vielmehr

solle zukiinftig die Rolle von Immunzellen wie T-Lymphozyten untersucht werden (31) .
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4.5 DISKUSSION DER MITTELS COX-REGRESSION ERMITTELTEN UNABHANGIGEN
RISIKOFAKTOREN FUR REZIDIVE

4.5.1 Nicht-myeloische Grunderkrankung

Die Cox-Regression zeigt, dass nicht-myeloische Grunderkrankungen ein erhohtes
Rezidivrisiko aufweisen. Dies steht im Widerspruch zu Beobachtungen von Barrett et al.: Laut
den Autor:innen zeigen nicht-myeloische Erkrankungen wie Lymphome und die CLL eine
geringere Rezidivneigung, da der GvL-Effekt hier besser greift (31) . Dies liegt vermutlich
daran, dass Lymphome und CLL eine geringere Proliferationsrate aufweisen. Die Tumorlast
dieser Erkrankungen ist fiir das neue, noch unreife Immunsystem daher wohl leichter
kontrollierbar als bei schneller proliferierenden Tumorzellen wie bei akuten Leukédmien oder
dem MDS (31). Eine Erklirung fiir das erhohte Rezidivrisiko in der vorliegenden
Patieng:innengruppe mit nicht-myeloischen Erkrankungen konnte sein, dass hier bereits eine
Vorselektion stattgefunden hat: Wahrend bei myeloischen Erkrankungen wie der AML eine
alloSZT viel haufiger eingesetzt wird und oft Mittel der ersten Wahl ist, kommen bei nicht-
myeloischen Erkrankungen zunéchst eher herkdommliche Chemotherapien oder eine autologe
Stammzelltransplantation zum Einsatz. Eine alloSZT wird hier erst dann erwogen, wenn es sich
um schwere Krankheitsverldufe und somit besonders aggressive Erkrankungen handelt. Diese
wiederum haben eine hohere Rezidivneigung als der Durchschnitt der nicht-myeloischen
Erkrankungen und vermutlich auch viele der akuten Leukdmien, welche zwar schnell

proliferieren, aber per alloSZT héufig vollstidndig in Remission gehen.

4.5.2 Stadium

Art und Stadium der Grunderkrankung sind bei einer alloSZT eng miteinander verbunden, da
thre Kombination iiber die Indikation zur alloSCT entscheidet. Dariiber hinaus kann das
Stadium auch das Rezidivrisiko beeinflussen, wie Barrett et al. beschreiben: Laut des
»international prognostic scoring system* (31) weisen fortgeschrittene Erkrankungsstadien
eine Rezidivrate von ,,40-80%" auf und werden deshalb auch als Hochrisiko-Faktor eingestuft
(31) . Ein &dhnliches Ergebnis liefert auch die vorliegende Arbeit: Ein fortgeschrittenes
Stadium ist mit einer deutlich hoheren Rezidivneigung assoziiert.

Erklaren ldsst sich dies moglicherweise ebenfalls anhand der hoheren Tumorlast, die bei einem
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium vorliegt. Im Rahmen der Konditionierung und
anschlieenden alloSZT miissen so mehr Tumorzellen eliminiert werden als bei niedrigeren

Erkrankungsstadien, und das Risiko, dass dies nicht vollstindig gelingt, ist grofBer. Die
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iiberlebenden Tumorzellen konnen dann insbesondere in der frithen Phase nach alloSZT wieder
verstérkt proliferieren, da sich das neue Immunsystem noch im Aufbau befindet (31) . Dies
kann wiederum erkldren, warum die meisten Rezidive relativ friih, also innerhalb eines Jahres
nach alloSZT, auftreten, wie bereits im Kapitel "Outcome” erwdhnt. Neben der hdéheren
Tumorlast weisen fortgeschrittene Erkrankungen zudem eine stirkere Aggressivitit und
Resistenz gegeniiber dem Immunsystem bzw. Immune-Escape auf, da sie bereits einen
langeren Selektionsprozess durchlaufen haben konnten (33) . Auch das neu transplantierte
Immunsystem hat moglicherweise Schwierigkeiten darin, diese gut angepassten Zellen zu

detektieren und erfolgreich zu eliminieren.

4.5.3 Chronische GvHD

Im Gegensatz zur allgemeinen GvHD konnte die vorliegende Arbeit fiir die chronische GvHD
einen deutlich negativen Zusammenhang mit der Rezidiventwicklung nachweisen. Dieser
protektive Effekt wurde ebenfalls von Horowitz et al. beschrieben und konnte im Verlauf
insbesondere bei der AML, CML sowie dem MDS beobachtet werden (42, 127, 128) , welche
je auch im vorliegenden Kollektiv haufig vertreten sind.

Die schiitzende Wirkung der chronischen GvHD konnte einerseits indirekter Natur sein und
v.a. auf die protektive Wirkung einer akuten GvHD zuriickzufiihren sein: Wie bereits in der
Einleitung beschrieben, kann sich eine chronische GvHD auf dem Boden einer akuten GvHD
entwickeln. Wenn es sich dabei um eine Grad-2-aGvHD handelt, deren protektiver Effekt
bereits dargestellt worden ist, wére eine darauffolgende chronische GVHD so moglicherweise
nicht direkt fiir den Rezidivschutz verantwortlich. Eingeschriankt wird diese Hypothese von der
Beobachtung, dass die Inzidenz einer chronischen GVHD mit vom Grad der akuten GvHD
ansteigt, eine milde Grad-2-aGvHD fiihrt somit seltener zu einer chronischen GvHD als einer
hohergradige akute GVHD (129) . Zudem wird beschrieben, dass der schiitzende Effekt der
milden aGvHD insbesondere dann auftritt, wenn zugleich die Inzidenz der chronischen GvHD
niedrig ist (42) . Daneben wire davon auszugehen, dass die vorliegende Cox-Regression im
Falle eines ‘indirekten” Zusammenhangs zwischen chronischer GvHD und Rezidivrate einen
signifikanten Zusammenhang zwischen akuter GVHD und Rezidiven detektiert hétte.

FEin direkter Zusammenhang zwischen chronischer GvHD und Rezidiven kénnte vielmehr
damit erklédrt werden, dass die immunologische Aktivitit im Rahmen einer chronischen GvHD
besonders stark ausgeprégt ist und diejenige der akuten GvHD tibertrifft. Die iiber einen langen

Zeitraum bestehende Dominanz von Effektor-T-Zellen und die zusatzliche autoimmune
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Komponente (Spender-T-Zellen richten sich gegen andere Spender-Zellarten) konnten
besonders effektiv zu einer Reduktion von Tumorzellen fithren und so vor Rezidiven schiitzen

(28, 29) .

4.6 DISKUSSION DER ERGEBNISSE ZUR DARM-GVHD

Eine der Hypothesen der Doktorarbeit war, dass die akute Darm-GvHD anders als andere
aGvHD-Arten keinen protektiven Effekt hinsichtlich Rezidiven hat. In der Literatur finden sich
bisher nur wenige Arbeiten, welche die Beziehung zwischen Darm-GvHD und Rezidiv-
Entwicklung untersuchen, ein protektiver Effekt der Darm-GvHD zeichnet sich in den
Ergebnissen jedoch nicht ab. Vielmehr gibt es sogar Hinweise darauf, dass eine Darm-GvHD
zu einem erhohten Rezidiv-Risiko fiihren konnte - im Folgenden werden die verschiedenen

Arbeiten zusammengefasst:

4.6.1 Chronische intestinale Entziindung beeintrichtigt Ausbildung des GvL-Effekts

Im Rahmen einer Darm-GvHD kommt es zu einer entziindlichen Aktivitit in der
Darmschleimhaut, was zur Schidigung intestinaler Stammzellen fiihren kann. Diese tragen
normalerweise maflgeblich zur Regeneration des Darmepithels bei, beispielsweise im Falle
Konditionierungs- oder GvHD-bedingter Schiaden. Ist die Darmregeneration aufgrund der
beeintrachtigten Stammzellfunktion verzogert, kann dies wiederum eine bereits bestehende
GvHD im Sinne eines Teufelskreises verstirken (21, 22). Zudem ist eine intakte
Darmschleimhaut nach erfolgter Konditionierung der wichtigste 'Riickzugsort” fiir
antigenprasentierende Zellen (APCs) des Empfangers (12) . Diese APCs konnen zwar
einerseits eine aGVHD triggern, andererseits aber auch einen starken GvL-Effekt hervorrufen,
da sie mit alloreakiven T-Zellen wechselwirken und dadurch deren Proliferation und GvL-
Aktivitit fordern (24, 130) . Dass ausgerechnet eine akute Darm-GvHD keine solchen GvL-
Effekte bewirken, sondern stattdessen sogar eine gegensitzliche Wirkung zeigen konnte,
konnte mit der GvHD-bedingten Entziindung des Darmepithels zusammenhéngen: Diese
konnte das Wechselwirken zwischen APCs und alloreaktiven Spender-T-Zellen

beeintrachtigen und die Ausbildung eines ausreichend starken GvL-Effekts verhindern.
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4.6.2 Darm-GvHD-bedingte Schidigung des Mikrobioms und Auswirkung auf GvL-
Effekt
Der Darm unterscheidet sich zu anderen, fiir die aGvHD prédestinierten Organe wie Leber oder
Haut, maBgeblich in einem Punkt: Er beinhaltet den groBiten Anteil des Mikrobioms des
menschlichen Korpers.
Neben dem Darmepithel kann auch das Mikrobiom von der aGvHD betroffen sein: Bspw. wirkt
sich die Schiadigung der Paneth-Zellen nicht nur negativ auf die Epithelstruktur selbst, sondern
auf das umliegende Mikrobiom aus. Eriguchi et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass ein
Darm-GvHD bedingter Verlust von Paneth-Zellen die Mikrobiom-Vielfalt verringerte und zur
Expansion einzelner Taxa wie bspw. E.coli fiihrte. Dieser Effekt war unabhidngig von bereits
existierenden Konditionierungs-Schidden und korrelierte mit dem Schweregrad der Darm-
GvHD (66) .
Da das Mikrobiom nicht nur mit der Darm-GvHD, sondern auch mit dem GvL-Effekt
wechselwirkt, konnte es somit als Bindeglied zwischen akuter Darm-GvHD und erhohter
Rezidivneigung agieren. Zu dieser Theorie liegen bisher nur wenige Studien vor, welche im

Folgenden kurz dargestellt werden:

4.6.3 Mikrobiom und GvHD

Zunichst sollen bisherige Erkenntnisse zum Zusammenspiel zwischen Mikrobiom und akuter
GvHD zusammengefasst werden.

Im Rahmen einer GVHD lésst sich ein Riickgang der Mikrobiomvielfalt beobachten; die GVHD
fallt umso stirker aus, je ausgeprégter die Dysbiose ist. Im Falle einer Darm-GvHD kommt es
hier, im Gegensatz zu anderen GvHD-Lokalisationen, zu einem besonders starken Dominanz-
Shift von strikt anaeroben zu fakultativ anaeroben Bakterien (113, 131, 132) . Laut Seike et al.
kommen diese Mikrobiomverdnderungen durch eine T-Zell-vermittelte Erhohung des
intestinalen Sauerstoffgehaltes zustande und sind wohl eher als Folge denn als Ursache der
GvHD zu werten. Zudem konnte bei einer T-Zell-vermittelten Epithelschdadigung auch die
Mukusschicht in Mitleidenschaft gezogen werden, was wieder die dort lebenden Bakterien
schwichen konnte. Die gleiche Studie hebt aulerdem hervor, dass ein intaktes Mikrobiom vor
einer Darm-GvHD schiitzen kann — im Mausmodell fiel die akute GvHD stirker bei keimfreien
Tieren aus als bei solchen mit vorhandenem Mikrobiom (132) . Diese Erkenntnis unterstreicht
wiederum die Ergebnisse einer fritheren Studie von Weber et al.: Hier erhohte das Vorliegen

einer Antibiotika-vermittelten Mikrobiomstérung nach alloSZT die GvHD-Mortalitdt deutlich.
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Die frith nach der Transplantation eingesetzten Breitspektrumantibiotika richteten sich u.a.
gegen obligate Anaerobier wie Clostridien und fiihrten zu starken GvHD-Ausprigungen, was
sich wiederum mit der Beobachtung vereinbaren ldsst, dass der Grad der GvHD mit dem Grad
der mikrobiellen Dysbiose korreliert (96, 113, 131) .

Aus der groBBen der Gruppe der obligat anaeroben Bakterien konnten bereits einige Mitglieder
identifiziert werden, die eine besondere Rolle im Hinblick auf die GvHD spielen:

So kommt es im Rahmen einer akuten Darm-GvHD typischerweise zu einem Verlust der zur
Klasse Clostridia gehorenden Clostridiales (grampositive Stdbchen). Diese konnen nach einer
alloSZT substituiert werden und somit moglicherweise vor einer GVHD schiitzen (133) .
Ebenfalls der Klasse Clostridia angehdrend sind die Genera Roseburia und Blautia, welche
beide aus der Familie der Lachnospiraceae stammen und auch zu Clostridium Cluster XIVa
zahlen. Fiir beide wurde ein Einfluss auf das GvHD-Risiko nachgewiesen: Verringerte Mengen
an Roseburia frith nach alloSZT sind mit einem gesteigerten GvHD-Risiko assoziiert, erhohte
Zahlen an Blautia mit einem niedrigeren GvHD-Risiko und besserem Gesamtiiberleben (82,
134) .

Diese Erkenntnisse legen wiederum nahe, dass die intestinale Dysbiose nicht nur Folge einer
akuten GvHD, sondern auch deren Ursache sein kann, zumal sie laut Da Burgos Silva et al.
bereits mehrere Wochen vor der GvHD-Manifestation messbar sein kann (135) . Verursacher
der Dysbiose kann in diesem Fall wiederum der Einsatz von Antibiotika sein, was wieder einen
Bogen zur Studie von Weber et al. spannt (96, 134) . Griinde fiir die protektiven Effekte des
Mikrobioms gegentiiber einer GvHD konnen vielfdltig sein; wichtige Akteure sind hier auch
bakterielle Metabolite, bspw. das von den Anaerobiern produzierte Butyrat sowie Reg-3-a und
UIS, welche allesamt mit dem Darmepithel interagieren und dieses resistenter gegeniiber T-

Zell-vermittelten Schiden machen kénnte (62, 89-92, 136) .

4.6.4 GvL-Effekt durch Molekulares Mimikry, Antigen-Kreuzreaktion und
Immunsystem-Modulation

Fir eine direkte Beteiligung des Mikrobioms am GvL-Effekt gibt es mehrere
Erklirungsansitze: Einerseits konnten bakterielle Oberflichenproteine eine Ahnlichkeit zu
Tumor-Antigenen aufweisen, und das Mikrobiom so die Spender-T-Zellen via Antigen-
Mimikry oder Kreuzreaktion gegen Tumorzellen sensibilisieren. Dafiir miissen die bakteriellen
Bestandteile zunédchst von APCs aufgenommen und prasentiert werden - und diese halten sich
nach alloSZT tatsichlich insbesondere in der Darmmukosa auf (12, 24) . Die Aktivierung der

T-Zellen konnte einerseits ohne einen Ubertritt von Bakterien bzw. bakteriellen Bestandteilen
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iiber die Darmbarriere erfolgen. In diesem Fall konnte es zu einer Sensibilisierung bzw. einem
Priming von T-Zellen mittels APCs, welche bakterielle Bestandteile prisentieren, noch im
Darm kommen. Die auf diese Weise aktivierten Effektor-T-Zellen konnten noch direkt vor Ort
wirken. Es gibt jedoch auch Hinweise, dass nach erfolgtem Priming eine Auswanderung der T-
Zellen nach extraintestinal stattfinden konnte — dieses Verhalten widerspricht der Hypothese,
dass sich geprimte T-Zellen nur innerhalb des Bereiches ihres urspriinglichen Primings
bewegen. Initiiert werden konnte die Migration durch ein starkes Signal in Form eines
Chemokin-Gradienten, welcher durch ein extraintestinales Tumorwachstum entsteht (77,
137) . Die Auswanderung konnte bei ausreichend starkem Chemokin-Gradienten sogar
unmittelbar nach dem Priming geschehen und zu einer systemischen Wirkung fiihren.
AuBerhalb des Darms konnten die Effektor-T-Zellen dann auf verbliebene oder neu gebildete
Tumorzellen treffen und mit diesen reagieren, sofern die Tumoroberfliche eine Ahnlichkeit zu
den im Darm prasentierten Antigenen aufweist.

Andererseits konnten aber auch Bakterien und deren Oberflichenantigene selbst vom
Darmlumen nach extraintestinal gelangen, insbesondere nach Schédigung der Darmbarriere
aufgrund von Konditionierung oder Darm-GvHD (138, 139) . Nach diesem Erkldrungsansatz
wiéren es die Darmbakterien selbst, die in anderen Korperbereichen von APCs prisentiert
werden und lokale T-Zellen aktivieren (77, 140) .

Daneben kann das Mikrobiom auch indirekt an der Tumorbekdmpfung beteiligt sein, indem es
das Immunsystem moduliert: Es kann zum Beispiel zur Ausschiittung verschiedener Zytokine
fiihren, welche wiederum verschieden Reaktionen des angeborenen Immunsystems ausldsen
und liber mehrere Schritte zu einer verstirkten "Tumoriiberwachung” fithren, wie Zitvogl et al.
und Coussens et al. resiimieren (77, 141) . Die Autor:innen. merken an, dass neben dem oben
bereits erwdhnten molekularen Mimikry bzw. einer Antigen-Kreuzreaktion durchaus auch
noch andere, bisher unbekannte Mechanismen existieren konnten (77) . Darauf deutet auch
Ergebnisse von Peled et al. hin, die einen schiitzenden Effekt von Eubacterium limosum
gegeniiber Rezidiven zeigen konnten. Dieser Effekt kam nur zustande, wenn reife T-Zellen
transplantiert wurden, nicht aber bei T-Zell-Depletion; es ist also naheliegend, dass
Eubacterium limosum in irgendeiner Weise mit dem Immunsystem in Form der T-Zellen

interagieren und so die Rezidivrate senken kann.

Zudem gibt es bereits Studien am Tiermodell wie auch am Menschen, die einen konkreten
Einfluss des Mikrobioms auf die Entstehung verschiedener Tumorarten nachweisen konnten:

So beobachteten Sivan et al., dass das bloBe Vorhandensein von Bifidobacterium im
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Mausmodell via verschiedener immunmodulatorischer Schritte das Melanom-Wachstum
reduzierte (142) . Cheng et al. zeigten, dass Méuse nach einer Antibiotika-Behandlung
héufiger Tumoren entwickelten, was Ergebnis einer Schwéichung des Immunsystems war. Die
Immunschwiche war wiederum durch eine Stérung des Mikrobioms nach Antibiotika-
Anwendung verursacht worden (143) . Auch bei Menschen liel sich ein Zusammenhang
zwischen héufiger Antibiotika-Exposition und der Entstehung verschiedener Krebsarten
nachweisen, was ebenfalls durch die Antibiotika-vermittelte Mikrobiomstérung und deren
schwichende Effekte auf das Immunsystem erkldrt werden kann (144) . Doch nicht nur
Antibiotika kénnen das Mikrobiom negativ verdndern: Bereits eine verstidrkte Hygiene im
Alltag, bei der es zu einer geringeren Exposition gegeniiber bestimmten Bakterien kommt,
kann zu einer Unterentwicklung des Mikrobioms fiihren. Auch dies kann laut Oikonomopoulou
et al. die Zunahme von Inzidenzen verschiedener Krebsarten erkldren und l4sst sich analog zu

oben auf eine Mikrobiom-bedingte Schwachung des Immunsystems zuriickfithren (145) .

4.6.5 Bakterien mit direktem protektivem Effekt hinsichtlich Rezidiven

PCR-Analysen ermoglichen es, das Mikrobiom bis auf die Ebene der Bakterienspezies zu
untersuchen. So konnte bereits eine Bakterienarten identifiziert werden, die speziell vor
Rezidiven schiitzt: Wie Peled et al. zeigten, kann Eubacterium Ilimosum, welches zu
Clostridiales gehort, das Risiko eines Tumorprogresses und Rezidivs signifikant verringern.
Dieser Effekt zeigt sich bereits bei seiner bloBer Anwesenheit im Mikrobiom der
Patienten:innen: Wiahrend die Rezidivrate bei Personen ohne Eubacterium limosum nach 2
Jahren bei etwa 34% lag, betrug sie bei dessen Vorhandensein nur etwa 20% und somit 14
Prozentpunkte weniger. Insgesamt scheint der protektive Effekt besonders bei hohen Mengen
dieser Bakterienart zu greifen, allerdings ist der zugrunde liegende Mechanismus noch nicht
geklart (146) . Bisher ist lediglich bekannt, dass Eubacterium limosum verschiedene SCFAs
produziert und iiber diesen Mechanismus nachweislich die Symptome einer Kolitis abmildern
kann (147) . Somit ist denkbar, dass auch der Schutz vor Rezidiven mittels SCFAs vermittelt
wird. Dieser Effekt fallt in den Forschungsbereich der Metabolomics und wurde bereits im

Butyrat-Kapitel in Ziigen dargestellt.
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4.6.6 Schlussfolgerungen zum maoglichen positiven Zusammenhang zwischen akuter
Darm-GvHD und Rezidiven mittels ‘Bindeglied” Mikrobiom
Im Folgenden soll nochmals zusammengefasst werden, wie die akute Darm-GvHD mit Hilfe
des 'Bindeglieds” Mikrobiom die Rezidivrate nach alloSZT beeinflussen kann, und welche
Fragen diesbeziiglich noch offen sind.
In der Literatur gibt es verschiedene Hinweise darauf, dass eine Darm-GvHD die
Zusammensetzung des Mikrobioms auf vielfdltige Weise storen kann. Dadurch konnte es zur
Vermehrung von Bakterienarten kommen, die iiber noch unbekannte Mechanismen die
Rezidivneigung fordern. So wire es beispielsweise interessant zu wissen, welche konkrete
Rolle die fiir die Darm-GvHD sehr typische relative Zunahme an Enterococcaceae und
Staphylococcaceae und Abnahme an Lachnospiraceae spielt sowie die konkreten
Auswirkungen des verdnderten Verhéltnisses zwischen strikt und fakultativ anaeroben
Bakterien. Zudem ist noch nicht eindeutig, welche dieser Verdnderungen Ursache oder Folge
der Darm-GvHD sind. Auch iiber Pathomechanismen, welche die Rezidiventwicklung
begiinstigen konnten, ldsst sich bisher nur spekulieren — bspw. anhand der Schidigung der
Darmmukosa und Beeintrachtigung der APC-T-Zell-Wechselwirkung.
Auch konnten durch die Umverteilung innerhalb des Mikrobioms niitzliche Bakterienarten wie
Eubacterium limosum verdringt und auf diese Weise der GvL-Effekt reduziert werden.
Daneben konnte eine generelle Abnahme der Mikrobiom-Vielfalt Auswirkungen auf die
Rezidivrate haben: Dadurch wiére die Zahl und Vielfalt an bakteriellen Oberflachenproteinen,
die als potentielle Liganden fiir T-Zellen zur Verfiigung stehen, verringert. Das T-Zell-Priming
mittels molekularen Mimikrys wére deshalb sowohl zahlenmiBig reduziert als auch weniger

breit gefachert, was wiederum zu einem schwiécher ausgebildeten GvL-Effekt fiihren konnte.

4.6.7 Moglicher Zusammenhang zwischen akuter Darm-GvHD, chronischer GvHD
und Rezidiven

Dariiber hinaus muss die Rolle der chronischen GvHD in das Erkldrungsmodell miteinbezogen
werden: Die vorliegende Arbeit konnte fiir die cGvHD einen stark ausgepriagten protektiven
Effekt hinsichtlich Rezidiven nachweisen. Dass dies u.a. aufgrund der im Rahmen einer
cGvHD bestehenden langanhaltenden Alloreaktion zuriickzufiihren ist, wurde bereits in 3.5.3
dargestellt. Zwar gibt es noch keine Studien, die gezielt die Assoziation zwischen akuter
Darm-GvHD und Inzidenz der chronischen GvHD untersuchen, jedoch legt die klinische

Beobachtung nahe, dass gerade auf eine akute Darm-GvHD deutlich seltener eine cGvHD des
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Darms folgt als an anderen GvHD-Organen. Bleibt die Ausbildung einer cGvHD auf diese

Weise aus, fehlt eine starke protektive Komponente und das Rezidivrisiko steigt.

4.6.8 Maoglicher protektiver Effekt der akuten Darm-GvHD in Bezug auf Rezidive

Im Gegensatz dazu soll nun noch dargestellt werden, welche Studien einen protektiven Effekt
der akuten Darm-GvHD vor Rezidiven diskutieren, da auch dies als ein mdgliches Ergebnis der
obigen Auswertung zu erwigen war, insbesondere, weil die allgemeine akute Darm-GvHD
tendentiell vor Rezidiven schiitzt: Wie bereits in der Einleitung dargestellt, wiesen Weiden et
al. und Horowitz et al. bereits vor mehreren Jahrzehnten den protektiven Effekt der allgemeinen
akuten GvHD hinsichtlich Rezidiven nach, welcher insbesondere bei einer milden Grad-2-

aGvHD zu beobachten ist (42, 46) .

Die akute GVHD mit ihren drei Phasen ist Ausdruck einer starken Aktivierung verschiedener
Immunzellen, die einerseits sichtbare Gewebeschiaden verursachen, andererseits aber auch
Tumorzellen bekdmpfen konnen (19) . Letzteres konnte theoretisch zwar auch ohne jegliche
GvHD geschehen, jedoch deuten mehrere Studien darauf hin, dass diese nicht in einer aGvHD
resultierenden Immunaktivitdt zu schwach ist, um ein erncutes Tumorwachstum und somit
Rezidiv zu verhindern (42) . Dies spiegelt sich auch darin wieder, dass die meisten Rezidive
wenige Monate postTx auftreten, also in die Zeitspanne fallen, in der sich das neue
Immunsystem noch im Aufbau befindet (44) . Bei einer akuten GvHD sind die Immunzellen
jedoch tiberschieend aktiv, darunter auch die Spender-T-Zellen, welche hauptverantwortlich
fiir die Tumorzell-Erkennung und -Bekdmpfung sind (148) . So kann eine akute GvHD des
Darmes als Zeichen fiir eine starke T-Zell-Aktivierung mit Folge einer effektiven Tumor-

Bekdmpfung gewertet werden.

Des Weiteren ist denkbar, dass die aktivierten Immunzellen auch schneller auf maligne Zellen
treffen konnten, die der Konditionierung entgangen und bspw. auch eher in der Peripherie
anzutreffen sind. Dafiir miissten die Immunzellen im Rahmen der aGvHD tendenziell frither
und stédrker in verschiedene Kompartimente des Korpers migrieren, als bei dies bei fehlender
GvHD der Fall ist.

Daneben ist insbesondere bei der akuten Darm-GvHD zu diskutieren, dass die Schidigung der
Darmbarriere einerseits eine Translokation von Immunzellen in beide Richtungen erleichtert,
andererseits aber auch einen Ubertritt von Bakterien und bakteriellen Bestandteilen, was im

ungiinstigsten Falle in einer Sepsis resultieren kann. Der Ubertritt von bakteriellen
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Bestandteilen ins Blut konnte jedoch auch einen vorteilhaften Effekt haben, indem dadurch die
Aktivierung von Host-APCs und in der Folge Effektor-T-Zellen verstirkt werden konnte. Dies
ist auch bei einer Konditionierungs-bedingten Schidigung der Darmmukosa zu beobachten

(138, 139) . In Erwdgung der Molekular-Mimikry- bzw. Antigen-Kreuzreaktion-Hypothese
konnte die Expansion bakterieller Bestandteile zudem zu einer effektiveren Tumorbekdmpfung
filhren, da insgesamt eine hdhere Zahl an T-Zellen auf eine groflere Menge bakterieller
Oberfliachenantigenen in mehreren Kompartimenten des Korpers geprimed werden konnte.
Dieser Erklarungsansatz steht im Gegensatz zur weiter oben formulierten Hypothese, dass eine
Darm-GvHD eine derartig stark ausgepragte Mikrobiomstorung verursacht, dass dies mit einer
geringeren mikrobiellen Vielfalt, einem Schwund potentieller Oberflichenantigene und somit
einem schwicheren GvL-Effekt einhergehen konnte. Letzteres Erkldrungsmodell muss
wiederum kritisch hinterfragt werden, da Peled et al. bspw. keinen Zusammenhang zwischen
verdnderter Mikrobiom-Diversitdt und Rezidivrate finden konnte (146) . Somit kdnnten die
negativen Auswirkungen der GvHD-bedingten Mikrobiomstérung mdoglicherweise weniger
stark zu gewichten sein als die potentiellen Vorteile durch die erleichterte Auswanderung von
T-Zellen und Oberflichenantigenen iiber die Darmbarriere hinweg. Insbesondere die

Hypothese in 3.6.7 widerspricht diesem Erklarungsmodell jedoch.

4.7 KRITISCHE BEURTEILUNG DER DIREKTEN UND INDIREKTEN MIKROBIOM-
PARAMETER

In der vorliegenden Arbeit wurden sechs Mikrobiom-assoziierte Parameter auf ihre
Geeignetheit als mdgliche Rezidiv-Marker untersucht. So konnten fiir das aGvHD-Risiko
bereits mehrere solcher mikrobiellen Marker identifiziert werden, und die in 2.4.4 aufgefiihrten
Verbindungen zwischen GvHD, Darm-Mikrobiom und Rezidiven legen nahe, dass es auch
messbare Mikrobiom-assoziierte Parameter geben konnte, die stark mit Rezidiven verbunden
sind. Ein solcher prognostischer Marker konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
gefunden werden, in der Cox-Regression zeigte sich fiir keinen der sechs Parameter eine
signifikante Assoziation mit dem Rezidivrisiko.

Im Folgenden werden die einzelnen Parameter noch ndher diskutiert.

4.7.1 Reg-3-a-Spiegel

Reg3-a wird von den Paneth-Zellen produziert, ist somit ein indirekt Mikrobiom-assoziierter

Parameter und konnte liber verschiedene Mechanismen positiv oder negativ mit Rezidiven
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assoziiert sein. Unter Berlicksichtigung der aktuellen Studienlage ist am ehesten davon
auszugehen, dass Reg-3-a iiber einen indirekten Mechanismus vor Rezidiven schiitzen kann.
Grund fiir diese Annahme ist der bereits in der Einleitung erwdhnte L-Ornithin-steigernde
Effekt von Reg-3-a mittels Interaktion mit Lactobacilli, was wiederum zur Stirkung des Darm-
Epithels und der Darm-Barriere beitragen kann. (67, 68) -70). Die Darmschleimhaut ist
wiederum Riickzugs- und Wirkort der antigenprisentierenden Zellen (APCs), welche
mafgeblich zum GvL-Effekt beitragen konnen. Der GvL-Effekt konnte somit umso stérker
ausfallen, je "physiologischer” der Zustand des Darm-Epithels ist, da dies die Aktivitdt der
APC:s erleichtert; die Stabilitdt des Darm-Epithels kann wiederum durch eine ausreichend hohe
L-Ornithin-Ausschiittung gefordert werden (12, 24, 130, 149) .

Da die Hohe des im Blut gemessenen Reg-3-a-Spiegels positiv mit dem Grad der
Darmschadigung korreliert, wire unter Annahme der obigen Argumentation davon auszugehen
gewesen, dass die Gruppe mit Reg-3-a-Werten oberhalb des Medians héufiger Rezidive
entwickelt — je schwécher bzw. durchldssiger die Darm-Blut-Schranke, desto hoher die Reg-3-
a-Konzentration im Blut.

Letztlich konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich der
Rezidivrate detektiert werden. Da beziiglich des Zusammenhangs zwischen Reg-3-a und
Rezidiven bisher keinerlei Literatur existiert, gibt es aktuell keine Daten zum Vergleich, die
eine Priifung auf Plausibilitdt ermdglichen wiirden. Eine Schwiche der vorliegenden Reg-3-a-
Analyse konnte darin bestehen, dass das entsprechende Kollektiv mit insgesamt 77
Patient:innen sehr klein ist. Moglicherweise hétte man bei einem groBeren Kollektiv
signifikante Verdnderungen des Reg-3-a-Spiegels leichter detektieren kdnnen.

Zudem ist darauf hinzuweisen, dass Reg-3-a im menschlichen Korper zu finden ist, sich viele
der fiir die obige Darstellung verwendeten Studien jedoch auf dessen Korrelat Reg-3-y berufen,
welches im Mausmodell vorkommt. Es ist theoretisch denkbar, dass beide Proteine nicht ohne
Weiteres direkt miteinander vergleichbar sind, sondern ein leicht unterschiedliches Wirkprofil

aufweisen, welches die negativen Ergebnisse bei Studien am Menschen erkldren konnte.

4.7.2 Simpson-Index als Diversitiats-Marker

Daneben wurde untersucht, ob sich die Mikrobiom-Vielfalt, welche in der vorliegenden Arbeit
mithilfe des Simpson-Diversitits-Index abgebildet wurde, auf die Rezidivrate nach alloSZT
auswirkt. Zu beriicksichtigen ist, dass der Index sowohl die Zahl der vorhandenen Arten als

auch die GleichmiBigkeit der Verteilung aller Arten widerspiegelt.
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Auch hier ist einerseits wieder das Vorliegen eines indirekten Zusammenhanges zwischen
Mikrobiom-Vielfalt und Rezidiven denkbar, bspw. iiber eine Verbindung durch den
vermuteten Rezidiv-fordernden Effekt der Darm-GvHD. Da dieser im vorliegenden Kollektiv
letztlich jedoch nicht nachgewiesen werden konnte, ist der obige Erkldrungsansatz nicht
stichhaltig.

Ein direkter Zusammenhang zwischen Mikrobiom-Vielfalt und Rezidiven wire
folgendermaflen denkbar: Einerseits konnte eine Reduktion oder auch vollstindige
Eliminierung bestimmter, vor Rezidiven schiitzenden Bakterien wie bspw. Clostridiales
(insbesondere Eubacterium limosum (146) ) zu einem erhdhten Rezidiv-Risiko fithren. Der
Simpson-Diversitéts-Index wiirde in diesem Fall geringer ausfallen als vor alloSZT. Eine
Reduktion protektiver Bakterienarten kdnnte einerseits ein vollig unabhéngiger, mit Rezidiven
verbundener Faktor sein; andererseits konnte sie auch Folge eines frithen und auf ein breites
Spektrum abzielenden Antibiotika-Einsatzes sein, wie er im Rahmen von neutropenem Fieber
nach alloSZT vorkommt. Dies hat insbesondere eine Reduktion von Mitgliedern von
Clostridium Cluster XIVa zur Folge, was wiederum vielfiltige negative Auswirkungen haben
kann (s. Kapitel Clostridium Cluster XIVa). Da ein frither Antibiotika-Einsatz zudem mit einer
hoheren GvHD-assoziierten Mortalitdt verbunden ist, konnte eine Antibiotika-bedingte
Abnahme der Mikrobiom-Vielfalt wiederum iiber weitere, mit einer GvHD verkniipften
Mechanismen zu einer hoheren Rezidiv-Rate fiihren (96, 113, 114) . Neben der Therapie
eines neutropenen Fiebers werden Antibiotika auch im Rahmen der Darmdekontamination
eingesetzt. Auch hier ist das Spektrum der betroffenen Bakterienarten unterschiedlich breit, wie
bereits im Kapitel zur Darmdekontamination erldutert; analog zur Erkldrung hinsichtlich des
Antibiotika-Einsatzes bei neutropenem Fieber konnte auch abhingig vom gewéhlten
Darmdekontamination-Regimen eine Stérung der Mikrobiom-Vielfalt, Verringerung des
Simpson-Index und Erhohung des Rezidiv-Risikos verursacht werden.

Andererseits kommt es nach alloSZT typischerweise zu Dominanz von Enterokokken,
Streptokokken und verschiedener Proteobakterien, was ebenfalls zu einer Verringerung des
Simpson-Diversitits-Index fiihren kann (112). So konnte einerseits ein moglicherweise vor
Rezidiven schiitzender Effekt anderer Bakterienarten geringer ausfallen, da diese verdriangt
werden; andererseits konnten die genannten dominierenden Gattungen unabhéngig davon iiber
noch unbekannte Mechanismen Rezidiv-fordernde Eigenschaften aufweisen.

Letztlich konnte im vorliegenden Kollektiv keine Assoziation zwischen Simpson-Diversitéts-

Index und Rezidiv-Risiko beobachtet werden. Dies deckt sich mit den bisherigen
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Forschungserkenntnissen: Die Bedingungen der vorliegenden Arbeit kdnnen gut mit der Studie
von Taur et al. verglichen werden, die ein etwas kleineres Patient:innenkollektiv (80 Personen)
und einen Erhebungszeitraum von 7 d nach alloSZT umfasst. Die Autor:innen konnten hier
keinen Zusammenhang zwischen Simpson-Diversitits-Index und Rezidiven beobachten
(150) . Zum gleichen Ergebnis kommen Peled et al. bei der Analyse eines deutlich grof3eren
Kollektivs wéhrend eines langeren Erhebungszeitraumes (146) .
Eine moglicher Kritikpunkt an der Verwendung des Simpson-Diversitits-Index zur
Darstellung der Mikrobiom-Vielfalt ist die Tatsache, dass der Index insbesondere die
Dominanz bestimmter Bakterienarten widerspiegelt, das Vorhandensein von Arten mit jeweils
wenigen Bakterienzahlen jedoch wenig gewichtet wird. Da bspw. Eubacterium limosum jedoch
auch in geringen Mengen bzw. schon beim alleinigen Vorhandensein einen protektiven Effekt
vor Rezidiven mit sich bringt, wére es wichtig, dass ein Fehlen bzw. Vorhandensein anhand

eines Diversitéts-Index ausreichend gut abgebildet werden kann (147) .

4.7.3 UIS-Spiegel

Als indirekter Diversitdts-Parameter kann, wie bereits in der Einleitung beschrieben, der UIS-
Spiegel herangezogen werden (82, 83) .

Analog zu den Uberlegungen in Kapitel 3.7.2 beziiglich des Zusammenhangs zwischen
Mikrobiom-Vielfalt und Rezidivrisiko, hitte im Falle einer signifikanten Assoziation zwischen
Darm-GvHD und Rezidiven der Einfluss des UIS-Spiegels diesbeziiglich néher untersucht
werden konnen. Eine solche Assoziation konnte letztlich nicht festgestellt werden, jedoch gibt
es dariiber hinaus andere Erkldrungsansitze fiir eine mdgliche Verbindung zwischen UIS-
Spiegel und Rezidiven, die analog zu 3.7.2 anhand der Mikrobiom-Vielfalt bzw. -Stérungen
gegeben werden konnen: So konnten Weber et al. beobachten, dass insbesondere systemisch
wirkende Breitspektrumantibiotika zu einer Abnahme des UIS-Spiegels fiihren, was auf eine
Antibiotika-bedingte Abnahme von Clostridiales zuriickgefiihrt werden kann. Auf die
potentiell vor Rezidiven schiitzende Wirkung von Clostridiales wurde bereits im vorigen
Kapitel eingegangen; entsprechend wiirde man bei einem erniedrigten UIS-Spiegel am ehesten
von einer Zunahme von Rezidiven ausgehen. Dariliber hinaus konnten weitere, noch
unbekannte direkte wie indirekte positive oder auch negative Effekte von UIS bzw. eines der
Tryptophan-Abbauprodukte existieren. Eine signifikante Assoziation mit der Rezidivrate

konnte letztlich in der vorliegenden Analyse nicht gefunden werden.
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Bisher liegen keine vergleichbaren Studien beziiglich des Zusammenhangs zwischen UIS-
Spiegel und Rezidivrate nach alloSZT vor.

Da die hier analysierte Patient:innengruppe mit 260 Personen durchaus reprisentativ ist, ist das
negative Ergebnis eher nicht auf eine zu kleine Gruppengréfle zuriickzufiihren, sondern

vielmehr auf einen tatsédchlich fehlenden bzw. zu schwachen Zusammenhang.

4.7.4 Clostridium Cluster XIV

Wie bereits in 2.5.3 erwihnt, wird das UIS indirekt von einigen Mitgliedern von Clostridium
Cluster X1V produziert. Analog zum UIS-Spiegel konnte auch fiir Clostridium Cluster XIV kein
eindeutiger Zusammenhang mit der Rezidivrate detektiert werden, die Kaplan-Meier-Analyse
lasst jedoch mit einem p-Wert von 0,15 einen schwachen Trend erkennen: Personen mit einer
geringen Zahl an Copy Numbers von Clostridium Cluster XIVa scheinen hiufiger ein Rezidiv
zu entwickeln, der entsprechende Graph verlduft deutlich steiler.

Dieser schiitzende Effekt lasst sich moglicherweise auf die von Clostridium Cluster XIVa
produzierten kurzkettigen Fettsduren zuriickfithren, deren zahlreiche positive Effekte sowohl
im Bereich der Kolonozyten als auch im Systemkreislauf bereit in der Einleitung beschrieben
wurden. Ebenfalls bereits erwahnt wurde Eubacterium limosum, welches zu Clostridium
Cluster XIV gehort und laut Peled et al. insbesondere dann vor Rezidiven schiitzen kann, wenn
es in hohen Mengen vorhanden ist (146) .

Bisher konnte ein potentiell schiitzender Effekt von SCFAs hinsichtlich einer akuten Darm-
sowie chronischen GvHD beschreiben werden (151, 152) . Insbesondere zwei dieser SCFAs,
Butyrat und Propionat, scheinen wiederum {ber verschiedene Mechanismen die
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Tregs) zu fordern (153, 154) . Diese wiederum
konnen Effektor-T-Zellen hemmen, welche im Rahmen einer GvHD verstirkt aktiv sind, und
so die Auspragung eine akute wie chronische GVHD mildern (155) . Eine milde akute GvHD
sowie eine niedriges cGvHD-Stadium korrelieren jeweils mit einem erniedrigten Rezidiv-
Risiko, wie bereits ebenfalls in den vorherigen Kapiteln ausgefiihrt, sodass die kurzkettigen
Fettsduren mittels Treg-Zell-Vermittlung eine Reduktion der GVHD bei gleichzeitigem Erhalt
eines ausreichend starken GvL-Effektes bewirken konnten. Zugleich diirfte der Treg-Effekt
jedoch nicht so stark ausgeprigt sein, dass die Ausbildung einer akuten und/oder chronischen
GVHD vollstindig verhindert wird — dies kdnnte wiederum mit einem erhdhten Rezidiv-Risiko

verkniipft sein (156) . Bei diesem Erklarungsmodell muss zudem beriicksichtigt werden, dass
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es verschiedene Treg-Subtypen gibt, die jeweils wieder einen unterschiedlich starken Einfluss
auf den GvL-Effekt zu haben scheinen, so jedoch auch Moglichkeit neuer Therapieansitze
bieten (156) .

Daneben konnten die Mitglieder von Clostridium Cluster XIV {iber weitere, noch unbekannte
Mechanismen, einen direkten oder indirekten immunmodulatorischen Effekt erzielen und so
den GvL-Effekt beeinflussen.

Ein allgemeiner Kritikpunkt an der Analyse beziiglich Clostridium Cluster XIV ist der auf 90
Monate begrenzte Nachbeobachtungszeitraum, sodass keine Aussagen iiber die langfristige

Rezidiventwicklung in beiden Gruppen moglich ist.

4.7.5 Systemische Darmdekontamination vs. Rifaximin-Einsatz

Auch bei den verschiedenen Antibiotika-Regimen zur Darmdekontamination lie3 sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Rezidivrate feststellen. Unter Beriicksichtigung der
aktuellen Studienlage wire am ehesten eine Uberlegenheit der Rifaximin-Anwendung
erwartbar gewesen, da Rifaximin das intestinale Mikrobiom sowohl auf qualitativer als auch
quantitativer Ebene weniger stark zu verdndern scheint als systemisch wirksame Antibiotika
(96) . Rifaximin ist dariiber hinaus mit einem hoheren Gesamtiiberleben und einer niedrigeren
TRM assoziiert, unabhingig davon, ob im Verlauf zusétzlich systemische Antibiotika gegeben
wurden — geht man davon aus, dass letztere eine starke Mikrobiomstérung verursachen konnen,
scheint Rifaximin sogar nicht nur einen weniger schéadlichen, sondern moglicherweise sogar
zusétzlich langfristigen schiitzenden Effekt auf das Darm-Mikrobiom zu haben. Da unter
Rifaximin das Darm-Mikrobiom insgesamt stabiler und dem urspriinglichen Zustand vor
alloSZT dhnlicher sein konnte als bei Verwendung anderer Antibiotika, konnte es mittels der in
2.6 dargestellten Mechanismen auch zu einer stirkeren Ausprigung des GvL-Effektes
kommen. Insbesondere scheint Rifaximin auch einen schiitzenden Effekt hinsichtlich
Clostridiales bzw. Clostridium Cluster XIVa aufzuweisen. So konnte Rifaximin bspw. vor
Rezidiven schiitzen, indem es die in 2.7.4 diskutierten positiven Effekte von Clostridium

Cluster XIVa bewahrt (96, 111) .

Letztlich konnte sich diese Annahme in der Analyse nicht bestitigen und ist insofern plausibel
bzw. stimmig, als auch die Analyse beziiglich Clostridium Cluster XIVa kein signifikantes

Ergebnis erbracht hat.
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Ein Kritikpunkt des vorliegenden Studiendesigns ist, dass der Nachbeobachtungszeitraum in
der Rifaximin-Gruppe teils deutlich kiirzer ausfillt als in der Gruppe der systemischen
Darmdekontamination (SDD) und somit keine Aussagen zur langfristigen Entwicklung
moglich sind, da Rifaximin erst ab Mai 2012 eingesetzt wurde. Der maximale
Nachbeobachtungszeitraum betrdgt hier somit ca. 6,5 Jahre, wohingegen der
Nachbeobachtungszeitraum der SDD-Gruppe zwischen ca. 6,5 und 20 Jahren liegt. Da sich
jedoch ein GroBteil der Rezidive innerhalb eines Jahres ausbildet, ist davon auszugehen, dass
diese auch in der Rifaximin-Gruppe liberwiegend abgebildet und angesichts der Gruppengrofle

(454 Personen) auch entsprechende Auffalligkeiten gut detektiert werden wiirden (44) .

4.7.6 Risikogruppen beziiglich des Antibiotika-Timings

Analog der obigen Argumentation hinsichtlich eines moglichen Rezidiv-Schutzes durch ein
vielfaltiges, moglichst wenig verdnderten Darm-Mikrobioms, ist auch am ehesten bei der
untersuchten Niedrig-Risiko-Gruppe der Antibiotika eine geringere Rezidivrate zu erwarten.
Die Einteilung erfolgte anhand des Zeitpunktes der Antibiotika-Anwendung (vor vs. nach
erfolgter alloSZT) in eine Hoch- und eine Niedrigrisikogruppe und wurde von Weber et al.
iibernommen (96) . Diese hatten ein signifikant erhohtes Risiko fiir TRM- sowie aGVHD- und
cGvHD mit Todesfolge in der Hochrisikogruppe beobachtet und diskutieren, dass ein
Antibiotika-Einsatz vor alloSZT und die damit verbundene, vergleichsweise stirker
ausfallende Mikrobiom-Stérung ein unabhéngiger Risikofaktor fiir die oben genannten
Ereignisse darstellen kann. Somit ist denkbar, dass sich der frithe Antibiotika-Einsatz nicht nur
negativ auf das Gesamtiiberleben unmittelbar nach alloSZT auswirkt, sondern auch langfristig
zu einer hoheren Rezidivrate fiihrt, da der potentielle Beitrag des Mikrobioms zum GvL-Effekt
verringert ist. Diesbeziiglich muss auch beriicksichtigt werden, dass bei den angewendeten
Breitspektrum-Antibiotika nicht nur das Mikrobiom des Darmes, sondern auch anderer
Kompartimente beeintrichtigt werden kann.

Auch diese Hypothese bestitigte sich in der Kaplan-Meier-Analyse letztlich nicht.

Da die beiden GroBe der beiden Gruppen (270 bzw. 338 Personen) ausreichend ist, um

mogliche Trends erkennen zu konnen, ist dieses Ergebnis ebenfalls als repriasentativ zu werten.
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4.8 EINSCHRANKUNGEN DER VORLIEGENDEN ARBEIT
4.8.1 Allgemeine Einschrinkungen hinsichtlich des Studiendesigns

Eine Schwiche der vorliegenden Arbeit ist ihr retrospektiver Charakter: Sie beobachtet zeitlich
zuriickliegende Ereignisse, statt die Auswirkungen von direkt auf die Studie zugeschnittenen
Interventionen auf die Zukunft zu verfolgen. Dadurch besteht auch das Risiko, mogliche
Confounder nicht zu erfassen - scheinbare Kausalzusammenhinge konnen in retrospektiven
Studien in Wirklichkeit gegebenenfalls noch mit einem dritten Faktor (Confounder) in direkter
Verbindung stehen, welcher aber bedingt durch das Studiendesign evtl. nicht miterfasst und
analysiert wird. Kausale Zusammenhédnge konnen also nicht immer eindeutig aufgedeckt
werden.

Daneben wird in der vorliegenden Arbeit nur die “frithe” Mikrobiomstdrung untersucht, das
Studiendesign ist also nicht longitudinal und Beobachtungen zu weiteren Zeitraumen sind nicht
moglich.

Eine weitere Schwiche der vorliegenden Arbeit ist das Fehlen von Daten aus
Vergleichszentren, wie es bei multizentrischen Studien der Fall ist. Maogliche
zentrumsspezifische Einflussfaktoren konnen somit nicht sichtbar gemacht werden. Auch ein
"Plausibilititstest” durch einen Daten- bzw. Ergebnisvergleich ist so nicht moglich.
Insbesondere im Hinblick auf das Mikrobiom, welches vielen Einfluss- und Storfaktoren
ausgesetzt ist, ist dies wichtig, um allgemeingiiltige Aussagen treffen zu konnen. Dies wird im

ndchsten Kapitel noch weiter ausgefiihrt.

4.8.2 Schwiichen in der Analyse des Darm-Mikrobioms
4.8.2.1 Spezifische Kritikpunkte hinsichtlich der vorliegenden Mikrobiom-Analyse

Die vorliegende Analyse der Mikrobiom-assoziierten Parametern ist einerseits aufgrund des
gewihlten Erhebungszeitraumes in ihrer Aussagekraft eingeschrinkt. Die hier festgesetzte
Zeitspanne von Tag 0 bis maximal Tag 7 postTx eignet sich gut fiir die Analyse hinsichtlich
einer frithen Mikrobiomstérung unmittelbar nach alloSZT. Im Umkehrschluss bedeutet dies,
dass spitere Mikrobiomverdnderungen nicht weiter detektiert und untersucht wurden, auch
wenn diese durchaus vorhanden hitten sein konnen. In diesem Kontext muss auch auf eine
Studie von Greco et al. verwiesen werden, welche den Zusammenhang zwischen Mikrobiom
und akuter GvHD untersucht hat; hier traten die als signifikant zu wertenden
Mikrobiomverdanderungen jenseits des in der vorliegenden Arbeit gewihlten

Beobachtungszeitraumes auf, nimlich 10 Tage nach erfolgter alloSZT (157) . Deshalb muss
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betont werden, dass sich die vorliegende Arbeit auf frithe Mikrobiomverdnderungen nach

alloSZT bezieht.

Ein weiterer Kritikpunkt ist die Vorgehensweise bei der Gruppeneinteilung der jeweiligen
Parameter: Hier wurde eine Dichotomisierung vorgenommen und die jeweiligen Kollektive
anhand des Medians, der als "Cut-off-Wert” diente, in zwei Gruppen eingeteilt. So entstanden
zwel hinsichtlich ihrer GréBe leichter zu vergleichende Gruppen. Jedoch kann es sein, dass sich
diese kaum voneinander unterscheiden, da der Median lediglich definiert, dass die Anzahl der
iiber ihm liegenden Werte so groB ist wie die Anzahl der Werte unterhalb des Medians. Uber
die Verteilung der restlichen Werte innerhalb der jeweiligen Gruppen ist keine ndhere Aussage
moglich — so kann sich bspw. die Mehrheit der Werte von beiden Gruppen nah um den Median
herumbewegen, was letztlich zu keinem signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
fiihren wiirde. Gibt es flir diesen Fall jedoch wenige "Ausreiler’, die eine auffillige
Gruppierung aufweisen, wire hier moglicherweise eine andere Gruppeneinteilung sinnvoller.
Andererseits ist fraglich, ob eine weiterfilhrende Analyse hinsichtlich solcher weniger
"Ausnahmen’ letztlich fiir die Praxis relevant ist (Ziel ist ja, aussagekriftige Rezidiv-Marker zu
finden, die auf unkomplizierte Weise eine breite Anwendung finden konnen). So erleichtert die
Einteilung mittels Median letztlich, diejenigen Gruppen herauszufiltern, deren Verteilung sich

jeweils stark voneinander unterscheidet.

4.8.2.2 Allgemeine Einschrinkungen von Arbeiten zum Thema Mikrobiom

Wie schon in der Einleitung dargestellt, kann die Mikrobiom-Zusammensetzung je nach
Individuum stark variieren, ist zahlreichen Einfliissen ausgesetzt und weist eine grof3e
zeitabhingige Verdnderlichkeit auf. Die Mikrobiom-Forschung muss diese inter- wie
intraindividuellen Unterschiede berlicksichtigen, sodass es insgesamt schwierig ist,
allgemeingiiltige Aussagen treffen zu konnen.

Einen Versuch wagen Qin et al. in ihrer Mikrobiom-Analyse von iiber 120 Européer:innen:
Dort konnten sie insgesamt etwa 1150 Spezies identifizieren, die besonders hdufig im
menschlichen Mikrobiom zu finden sind. Eine Einzelperson weist davon im Schnitt 160 Arten
auf. Die Autor:innen gehen davon aus, dass sich dies auf die gesamte Weltbevolkerung
iibertragen lasst und sich die hdufigsten Bakterienarten des menschlichen Mikrobioms aus
diesem Pool ableiten lassen. Somit konnte man das Mikrobiom zahlreicher Personen trotz ihrer

je individuellen Arten-Kombination auf Ebene der besonders prdvalenten Bakterien gut
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vergleichen. Andere Studien jedoch bezweifeln die Existenz eines solchen ,,common core
(55) , also eines weltweiten Kern-Mikrobioms: So betonen Lozupone et al., dass der Einfluss
von Geographie und Kultur auf die Zusammensetzung wohl noch stark unterschétzt ist (158) .
[lustriert wird dies zum Beispiel von Beobachtungen von Yatsunenko et al.: Die Autor:innen
beschreiben, dass die ,,westernization®, also ein bestimmter, in globalisierten Léndern
verbreiteter Erndhrungs- und Lebensstil, ein sehr typisches Mikrobiom-Profil mit sich bringt,
welches sich bspw. nicht bei einem afrikanischen Vergleichskollektiv finden lie (159) .
Dartiber hinaus muss beriicksichtigt werden, dass es auch innerhalb eines Kollektivs trotz der
hier dhnlichen exogenen Einflussfaktoren zu grolen Mikrobiom-Unterschieden kommen kann:
So ist die Mikrobiom-Zusammensetzung auch abhédngig vom Lebensalter und verhélt sich bei
Erwachsenen deutlich stabiler und weniger dynamisch als bei Kindern. Mit zunehmendem
Lebensalter treten dann nochmals charakteristische Verdnderungen auf, die u.a. durch eine
verdnderte Verdauungs-Physiologie verursacht werden und anfilliger fiir bestimmte
Krankheiten machen konnen (160) (161) .

Generell steht man bei der Mikrobiom-Forschung hiufig vor dem "Henne-Ei-Problem: Ist die
Mikrobiom-Zusammensetzung Ursache oder Folge einer Erkrankung? Wie definiert sich der
"Normalzustand” des Mikrobioms (158) ? Auch wenn das Mikrobiom vielen Schwankungen
durch exogene Einfliisse unterliegt, scheint seine Zusammensetzung teilweise bereits genetisch
festgelegt zu sein. Darauf deuten zumindest Studien an Méusen hin, die einen signifikanten
Zusammenhang zwischen Genotyp und Haufigkeit bestimmter Darmbakterien nachweisen
konnten (162) .

All diese Einsichten sollten in Arbeiten zum Mikrobiom beriicksichtigt werden. Da die
bisherige Literatur teils widerspriichliche Aussagen liefert, muss man einkalkulieren, dass
bspw. unterschiedlichen Altersgruppen oder aus verschiedenen Kulturkreisen stammende
Patient:innenkollektive mdglicherweise nicht direkt miteinander vergleichbar sind (159) . Fiir
die vorliegende Arbeit wiirde dies konkret bedeuten, dass eine optimale Vergleichsgruppe
einen dhnlichen Genpool besitzt, einen westlichen Lebensstil hat, also zum Beispiel aus
Nordamerika oder Europa stammt, und eine &hnliche Altersverteilung aufweist. Die
Patient:innen des vorliegenden Kollektivs stammen iiberwiegend aus Deutschland. Nach
Yatsunenkos These lassen sich die Ergebnisse somit aufgrund des hier verbreiteten westlichen
Lebensstils auf Kollektive mit einem &hnlichen Lebensstil, aber bspw. anderer Nationalitét,

iibertragen.
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Zudem ist das Altersspektrum in der vorliegenden Arbeit sehr groB. Wenn auch nur
Erwachsene eingeschlossen sind, muss doch noch die Moglichkeit einer signifikanten
Mikrobiom-Variabilitit zwischen der Altersgruppe der bis 30-jdhrigen und der ab 50-Jahrigen
erwogen werden. Moglicherweise wire es sinnvoll, letztere nochmals weiter zu unterteilen
bzw. noch eine Gruppe mit geriatrischen Patient:innen zu untersuchen. Auch fiir den Vergleich
mit anderen Studien sollte die Altersverteilung der Patient:innen beriicksichtigt werden.

Die Beriicksichtigung all dieser Faktoren kann bei der Literaturrecherche und
Studienvergleiche natiirlich nicht immer gewihrleistet werden, zumal bisher erst wenige
Studien in diesem Bereich verdffentlicht wurden. Zudem stellt die Hypothese des Kern-
Mikrobioms in Frage, ob die Beriicksichtigung von Faktoren wie Geographie und Kulturkreis
tatsdchlich notwendig ist.

Des Weiteren gilt: Je grofer das Kollektiv, desto besser lassen sich Trends erkennen.
Mittlerweile sind auch schon einige Bakterienklassen, -familien und sogar -arten identifiziert,
die einen Vergleich zwischen Personen ermoglichen, Trotzdem wird im Diskussionsteil
sichtbar, dass teilweise noch keine Literatur zu bestimmten Fragestellungen vorhanden ist und
somit noch viel geforscht werden muss.

Ein weiterer Kritikpunkt der vorliegenden Mikrobiom-Analyse ist, dass keine vollstdndigen
PCR-Analysen bei jedem Individuum durchgefiihrt worden waren, da dies zum
Erhebungszeitpunkt technisch noch nicht ausreichend moglich war. Mittlerweile werden in
Mikrobiom-Studien standardmifig PCR-Analysen eingesetzt und fiir jeden Patienten ein
detailliertes Profil der vorhandenen Bakterien erstellt, das sogar Analysen auf Ebene der Art
ermoglicht. In der vorliegenden Arbeit ist letzteres noch nicht moglich, hier konnen bspw. die
Mitglieder von Clostridium Cluster XIVa nicht weiter aufgeschliisselt werden.

Auch die Verwendung des Simpson-Index ermdglicht keine Aussage zu allen vorhandenen
Arten und deren Verteilung, sondern zeigt nur die Auspriagung der Mikrobiom-Vielfalt an.
Letztlich muss noch beriicksichtigt werden, dass selbst bei Kenntnis aller vorhandenen Arten
noch léngst nicht auf deren Funktion und Interaktionsprofil geschlossen werden kann.
Scheinbar deutliche Unterschiede in der Mikrobiom-Zusammensetzung zwischen einzelnen
Individuen miissen also nicht zwangsldufig in einer stark unterschiedlichen Wirkung

resultieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Dissertation untersucht den Einfluss der akuten Darm-GvHD sowie insgesamt
sechst direkt und indirekt Mikrobiom-assoziierter Parameter auf die Rezidivrate nach allogener
Stammzelltransplantation. Die erste Hypothese der vorliegenden Arbeit postuliert, dass die
akute Darm-GvHD im Gegensatz zu anderen GVHD-Subtypen keinen protektiven Effekt
hinsichtlich Rezidiven hat. Hinsichtlich der Mikrobiom-assoziierten Parameter wird je eine

positive Assoziation mit den Rezidiven angenommen.

Uberpriift werden die Hypothesen im Rahmen einer retrospektiv durchgefiihrten
Kohortenstudie, welche einen Zeitraum von 1998 bis 2019 und 1053 Patient:innen mit
erstmalig durchgefiihrter alloSZT des UKR einschlief3t. Die Kohorte wird anhand vielféltiger
Faktoren weiter unterteilt (u.a. Alter, Geschlecht, Grunderkrankung, Erkrankungsstadium).

Bei den direkt Mikrobiom-assoziierten Parametern handelt es sich um den UIS-Spiegel
(Massenspektrometrie-Analyse ~ aus  Urinprobe), den  Simpson-Diversitéts-Index
(Sequenzierung der rRNA aus Stuhlprobe) und die mittels PCR erhobenen Copy Numbers an
Clostridium Cluster XVIa (Stuhlprobe). Zu den indirekt Mikrobiom-assoziierten Parametern
gehort die Art der Darmdekontamination (systemisch wirksam vs. lokal), die Einteilung nach
Antibiotika-Risikogruppen anhand des Zeitpunktes der Antibiotika-Gabe bei neutropenen
Komplikationen (vor alloSZT vs. nach alloSZT) sowie der Reg-3a-Serumspiegel (ELISA-
Analyse). Die metrischen Variablen wurden dichotomisiert. Analysiert wurde die friihe

Mikrobiomstoérung (Erhebungszeitraum bis siebter Tag postTx).

Unter Verwendung des Statistikprogrammes SPSS Statistics© wurden mittels Kaplan-Meier-
Analyse zundchst diejenigen Faktoren identifiziert, die signifikant mit dem Auftreten von
Rezidiven assoziiert sind. In einer anschlieBenden Cox-Regression konnten eine nicht-
myeloische Grunderkrankung, ein fortgeschrittene Erkrankungsstadium sowie das Fehlen einer
chronischen GvHD als unabhéngige Risikofaktoren ermittelt werden, nicht jedoch die Darm-
GvHD. Die erste Hypothese lief3 sich hiermit bestétigen, da fiir eine akute Darm-GvHD kein
protektiver Effekt (keine signifikante negative Assoziation mit Rezidiven) nachgewiesen
werden konnte. Dies konnte daran liegen, dass die akute Darm-GvHD in der klinischen
Beobachtung deutlich seltener zu einer chronischen GvHD fiihrt, was mdglicherweise an einer
verstirkten, Mikrobiom-bedingten Akutstimulation liegt. Das Fehlen einer cGvHD wiederum

fungiert als unabhingiger Risikofaktor fiir Rezidive, wie die vorliegende Arbeit zeigt.
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Umgekehrt zeigte sich jedoch auch kein Rezidiv-fordernden Effekt der akuten Darm-GvHD.
Bisher fehlen in der Literatur entsprechende Vergleichsstudien - sollte es zukiinftig mehr Daten
diesbeziiglich geben, miissten im Falle eines Vergleichs folgende Faktoren besonders
beriicksichtigt werden: Die Grofle und Zusammensetzung des Patient:innenkollektivs,
insbesondere  der  vorliegenden = Grunderkrankungen,  Erkrankungsstadien = und
Therapieregimen, sowie die Art der Erhebung der Darm-GvHD und der Rezidive (je
histologisch vs. klinisch).

Hinsichtlich der analysiertem Mikrobiom-assoziierten Parameter konnte ebenfalls weder ein

positiver noch ein negativer Zusammenhang mit der Rezidiventwicklung beobachtet werden.

Der UIS-Spiegel fungiert als direkter Mikrobiom-Marker, welcher auf die direkt mit der Zahl
an Clostridiales korreliert. Da Clostridiales einen protektiven Effekt hinsichtlich Rezidiven
haben, wire ein entsprechender Zusammenhang zwischen UIS-Spiegel und Rezidivrate
anzunehmen gewesen. Die Grofle der vorliegenden Kohorte ist diesbeziiglich als représentativ
zu werten, bisher existieren jedoch keine entsprechenden Vergleichsstudien zur Verifizierung

des Ergebnisses.

Hinsichtlich des Simpson-Index wire am ehesten von einem protektiven Effekt bei hohem
Index-Wert, also hoher bakterieller Vielfalt, zu erwarten gewesen. Eine hohe bakterielle
Vielfalt und Prasenz bestimmter Bakterienarten kdnnen {iber verschiedene Mechanismen das
Rezidivrisiko senken. Der Simpson-Index scheint dies jedoch nicht ausreichend abbilden zu

konnen, was sich mit Ergebnissen anderer Studien vergleichbarer Bedingungen deckt.

Da in anderen Studien fiir bestimmte Metabolite von Clostridium Cluster XVIa bereits ein
schiitzender Effekt beziiglich der GVHD gezeigt werden konnte, ist auch eine Assoziation mit
der Rezidivrate denkbar. Diese wurde letztlich nicht nachgewiesen, Kritikpunkt an der Analyse

ist der relativ geringe Nachbeobachtungszeitraum.

Hinsichtlich der Darmdekontamination wiére ein protektiver Effekt von Rifaximin zu
diskutieren gewesen, da die lokal wirkende antibiotische Therapie zu einer geringeren
Dysbiose fiihrt. Moglicherweise konnte so mittels verschiedener Mikrobiom-vermittelter
Mechanismen eine starkere immunmodulatorische Aktivitdt aufgebaut werden, was wiederum
in einem stirkeren GvL-Effekt resultieren konnte. Auch dies konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht nachgewiesen  werden, Kritikpunkt sind die  unterschiedlich  langen

Nachbeobachtungszeitraume beider Gruppen.
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Analog hierzu wire auch ein Unterschied zwischen Hoch- und Niedrigrisiko-Gruppe im
Rahmen der Antibiotika-Anwendung bei neutropenen Komplikationen denkbar gewesen,

welcher sich ebenfalls nicht zeigte.

Hinsichtlich des Reg-3a-Serumspiegels wére eine positive Assoziation im Falle einer Reg-3a-
Erhohung denkbar gewesen, da diese Ausdruck einer Darmschiddigung postTx sein kann,
welche wiederum mit einem erhohten Rezidivrisiko einhergehen konnte. Dies bestitigte sich
nicht, entsprechende Vergleichsstudien fehlen bisher. Kritikpunkt an der erfolgten Reg-3a-

Analyse ist die niedrige Proband:innenzahl.

Allen erfolgten Analysen gemeinsam ist die Einschrankung durch mogliche nicht erhobene
Confounder, das Fehlen von Daten aus Vergleichszentren sowie der auf sieben Tage postTx

begrenzte Erhebungszeitraum.

Da die Mikrobiomforschung noch ein junges, jedoch stark wachsendes Gebiet ist, miissten im
Falle eines Vergleiches der in der vorliegenden Dissertation getitigten Analysen insbesondere
die Art und der Zeitpunkt der Datenerhebung und die Zusammensetzung des
Patient:innenkollektivs (Alter, Geschlecht, Grund- und Vorerkrankung, Therapieregimen,
Herkunft) berticksichtigt werden.

Insgesamt lie sich in der Arbeit nachweisen, dass die Darm-GvHD per se sowie die
analysierten Mikrobiom-assoziierten Parameter keinen Zusammenhang mit der Rezidivrate
haben. Folglich weisen sie wahrscheinlich auch keinen Zusammenhang mit der Graft-versus-
Leukémie-Reaktion auf, welche das wichtigste therapeutische Prinzip der allogenen
Stammzelltransplantation ist. MafBnahmen zur Verhinderung der Darm-GvHD sollten deshalb

nicht mit einer Beeintrachtigung des GvL-Effekts einhergehen.
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