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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Stammzelltransplantation

1.1.1 Geschichte

Die allogene Stammzelltransplantation stellt derstAusch des kdrpereigenen
blutbildenden Systems durch ein kérperfremdesdathes) blutbildendes System
dar. Dabei werden nach vollstandiger oder partidlestorung des kdrpereigenen
blutbildenden Systems mittels Radio- oder Chematbier pluripotente
korperfremde hamatopoetische Stammzellen Ubertragendenen sich aus einem
Ubergansstadium (partieller Chimerismus) ein komtgdéehamatopoetisches und
immunologisches System regeneriert. Die autologam8izelltransplantation
erfolgt im Gegensatz zur allogenen Transplantationt korpereigenen
hamatopoetischen Stammzellen. Diese werden Uben éritraum dem Korper
entzogen und kryokonserviert. Problematisch istr hike Schadigung der
Stammzellen durch die Kryokonservierung in flissig8tickstoff, die zu einer
Reduktion hamatopoetischer Stammzellen im GraftrtfiiNach Art der
Stammzellgewinnung unterscheidet sich die Knochekimsensplantation von der
peripheren Stammzelltransplantation.

Die Grundidee, die eine Entwicklung zu einer Stamlitransplantation als
suffiziente und moderne Therapie maligner hamatstbgr Erkrankungen
ermoglichte, lag in Maximows im Jahre 1909 publize Arbeit. Hier wurden
Lymphozyten erstmals als Zellen beschrieben, déwmenesfalls nur stationare
Eigenschaften im Korper zugeschrieben werden kgmnsiersind zudem vielmehr
in der Lage, einen Standortwechsel im Korper voepummen (1). Der
radiologische Nachweis dieser Tatsache und dadiipewus der Nachweis, dass
sich ein durch Ganzkorperbestrahlung (TBI) nur weite eradiziertes
Knochenmark aus unbestrahlten Anteilen rekonstejiegelang in den 50er
Jahren (2). Unter anderen gelang es Barnes eanaleinem leukdmischen

Mausmodell 1956 nach TBI eine Knochenmarktransptaon erfolgreich
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auszufuhren (3). Trotz anhaltender intensiver Admeam Tiermodell und relativ
inhomogener Ergebnislage erfolgte fur heutige Viemisse frih die klinische
Anwendung der Methode. Im Jahre 1959 wurden drechtige Arbeiten
publiziert, die die Methode der konventionellen iKhenmarktransplantation am
Patienten untersuchten. Thomas et al. behandeiten Ratienten mit akuter
lymphatischer Leukdme (ALL) nach totaler Radioablatmit einer syngenen
Knochenmarktransplantation. Auch wenn es bei beRisenten wenige Monate
darauf zum Rezidiv kam, konnte gezeigt werden, dads durch syngenetische
Transplantation ein funktionsfahiges hamatopoetiscBystem generieren lasst
und des weiteren ergaben sich Hinweise, dass ldiaige Radiotherapie in hoher
ablativer Dosierung nicht ausreicht, um ein Rezdivverhindern (4). In einer
weiteren Publikation berichteten Mathe et al. Gdex Behandlung von finf
Strahlenverunfallten durch eine allogene KnocheRtremsplantation. Auch ohne
Gewebetypisierung uberlebten vier der finf Patgnte/obei lediglich ein
transitorischer partieller Chimerismus erreicht @eurund das Uberleben der
Patienten wahrscheinlich auf eine Rekonstitutioa eigenen hamatopoetischen
Systems zuriickzufuihren ist (5). Uber eine autoldgechenmarktransplantation
von kryokonserviertem Knochenmark eines ALL-Pagentnach TBI, das
wahrend einer Remissionphase gewonnen worden wahteten McGovern et
al. Der Patient profitierte zwar in Form einer Resimn von der Therapie, erlitt
jedoch ein Rezidiv, was zum einen auf den fehlen@eaft-versus-Leukamie-
Effekt oder aber auf eine minimale residuale Ré&sté@kung (MRD) im
Transplantat oder Patient zurtickzufiihren sein K&nDie eindeutige Klarung
der Ursachen von Rezidiven in oben genanntem §edteht aus.

Ruckblickend stand die klinische Anwendung der Kreunarktransplantation
um die Mitte der 60er Jahre fast vor ihrem EndeglidaErgebnisse insgesamt als
nicht befriedigend bezeichnet werden mussten. Besie Impulse aus der
Molekularbiologie- und Zytologie in Form der Gewglpssierung, der
Pharmakologie und dem Tierversuch belebten dieiskle Forschung in der
zweiten Halfte der 60er Jahre. Storb et al. kontefang der 70er Jahre am
caninen Modell die Bedeutung der Gewebetypisierudgmonstrieren. Im
Vergleich zweier Tiergruppen, die beide eine Kaodierung durch TBI erhalten

hatten fanden sich fur die Gruppe, welche im beaifghren Spendenismatches
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aufwiesen signifikant schlechtere Uberlebensraf@nThomas et al. publizierten
1971 die Auswertung eines allogenen Transplantgpiamgrammes. Ausgewertet
wurden die Daten von verwandten Spender-Empfangarddgen, die in dem
Gewebemerkmal HLA-A eine Ubereinstimmung aufwieé®n

Wurde die Anwesenheit von unreifen Vorlauferzellenperipheren Blut lange
Zeit ausschlieBlich als Malignitatskriterium andes® &anderte sich diese
Sichtweise unter wesentlichem Einfluss einer vaedfler 1964 veroffentlichten
Arbeit, in der der Nachweis von mononukledren plotenten, also teilungs- und
spezifizierungsfahigen Vorlauferzellen im periper®lut gelang (9). Die
Entwicklung von Zellseparatoren, die nach dem HRpinier Apherese arbeiteten,
ermoglichten die ersten Arbeiten Uber die geziSkparation und Sammlung von
spezifischen Progenitorzellen (10). Ende der 7@arelfihrte die Isolation eines
Vielfachen an - im peripheren Blut gewdhnlich anereten - CFU-GM, isoliert
Uber eine Zeitspanne von lediglich 24 Stunden, eauEdkenntnis, dass zwischen
Markraum und peripherem Blut ein Equilibrium im bgzauf Stammzellen
herrschen misse. Damit fand sich eine Mdglichkaif die mehrfachen
Knochenmarkpunktionen, die fir die konventionelleokhenmarktransplantation
erforderlich sind zu verzichten und eine periphesgammzellgewinnung
vorzunehmen. Im Jahre 1970 gelang die erste peaghammezelltransplantation
zwischen zwei eineiigen Zwillingen (11). Durch Zyitwe wie GM-CSF oder G-
CSF kann die Stammzelldichte im Knochenmark erhdktden. Auch die
Mobilisierung der Stammzellen aus der Matrix deso&renmarkes und damit die
Anreicherung in der Peripherie wird durch dieseoKiyte geftérdert. Im Sinne des
Equilibriums wurde so eine reichhaltigere Stamnezete aus dem peripheren
Blut mdglich (12). Die weitere Entwicklung der Mette fuhrte Uber die
Anreicherung durch Mehrfachapherese und im Zusamspieihmit optimierten
Konditionierungs- und Supportivtherapien zu einein -Abhéngigkeit von der
malignen  hamatologischen  Grunderkrankung -  potiéntikurativen

Therapieoption.
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1.1.2 Gewebetypisierung

Ein schnelles und stabiles Engraftment und damihe eierfolgreiche
Transplantation hangen wesentlich von einer sdrgéid Spenderauswahl ab. Da
eine TransplantatabstoRung umgekehrt mit dem Austea@bereinstimmung im
bezug auf die Gewebetypisierung korreliert, kommet lden serologischen und
molekularbiologischen Verfahren eine groRe Bedewtun. Gegenstand der
Gewebetypisierung  ist  der major-histocompatibility-complex  (MHC).
Grundsatzlich kdnnen hier unterschieden werdenMte¢€-1 oder auch humanes
Leukozyten-Antigen-A (HLA-A,-B oder —Cw) von eineMHC-II oder auch
HLA-DR,-DQ oder -DP. Der MHC steht fir ein transneanes
Oberflachenprotein aus mehreren Untereinheitenchesl im Falle von MHC-II
auf Antigen prasentierenden Zellen (APC) und imld=abn MHC-I auf allen
kernhaltigen Korperzellen zu finden ist. Variablerdanen des MHC binden
Peptide und préasentieren diese auf der Zellobédla®abei kann es sich um
endogene Peptide handeln (MHC-I) oder aber um @sot@al prozessierte
korperfremde Peptide (MHC-II). Uber den T-Zell-Rptme (TCR) koénnen T-
Zellen durch allogenes MHC oder durch tber MHC @n#ierte korperfremde
Peptide aktiviert werden und somit eine Immunreaktund eine Host-versus-
Graft-Reaktion bzw. Graft-versus-Host-Reaktion &itein. Erschwerend fur die
Suche eines passenden Spenders, evolutionsbidiogidoch auf3erst sinnvoll,
besteht fir den MHC ein ausgepréagter Polymorphissasass eine Vielzahl von
Sequenzvariationen fiur ein Allel besteht (13). leuBchland gelten nach dem 2.
Konsensus diejenigen familiaren oder unverwandien8er als kompatibel, die
im Bezug auf HLA-A— und-B-Allele eine durch serakghe Typisierung
(niedrigauflésend) eine zweistellige Ubereinstimguwmnd HLA-DRB1 und —
DQB1 betreffend (hochauflosend) - eine vierstelliggolekularbiologische
Ubereinstimmung aufweisen (14).



Einleitung

1.1.3 Kolonie bildende Einheiten

Unter Berucksichtigung der Anforderungen, die ame€ilr die Transplantation
geeignete und letztendlich zu isolierende Progezettpopulation gestellt werden
missen, kommt nur ein bestimmter Stammzelltyp iag€r Die Eigenschaften
eines unendlichen Selbsterneuerungspotentiales, @harakteristikum der
Pluripotenz, sowie die Fahigkeit, ein suffizientésochenmark zu generieren,
treffen auf die LTC-IC zu. Nach Immunophéanotypisieg handelt es sich dabei
um pluripotente Progenitorzellen vom Typ CDB&D38/Lin-/Thy-1+ (15, 16).

Die absolute Zahl an in der Peripherie zirkulieem8tammzellen befindet sich
physiologischer Weise in einem Fliessgleichgewicliir die allogene
Transplantation wird dem gesunden Spender dasplamtat aus dem peripheren
Blut im steady-state entnommen werden. Die steady-state Mobilisatiéolgtrmit
Granulozyten-Kolonie-stimulierendem  Faktor (G-CSF)Bei  autologer
Transplantation kann die sogenannte Chemomobdisatrfolgen. Hier erfolgt
die Stimulation mit G-CSF oder GM-CSF und Leukapker nach einer

Chemotherapie.

1.1.4 Konditionierungsregime

Einer Stammzelltransplantation ist die Konditioniggstherapie vorangestellt.
Diese kann aus einer hochdosierten Chemotherapieaas einer Chemotherapie
in Kombination mit einer Ganzkorperbestrahlung élesh. Wesentliche Ziele der
Konditionierung sind dabei die ImmunsuppressionrBEmpfangerorganismus, um
ein Engraftment des allogenen Transplantates rmohgefahrden; des weiteren
soll der malignen Zellklon beseitigt werden undatiudie Myeloablation Raum
fur das Transplantat und seine Proliferation geféehaverden.

Standardregime koénnen auf einer Chemotherapie Garzkorperbestrahlung
(TBI) beruhen. Standardsubstanzen der ChemothesapieBusulfan (14-16 mg
pro Kilogramm  Korpergewicht Gesamtdosis) in  Kombioa mit
Cyclophosphamid (120-200 mg pro Kilogramm Koérperigédy Gesamtdosis).

Ergénzend bzw. alternativ werden vorwiegend diesguizen Etoposid, Thiotepa
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oder Melphalan eingesetzt. Die Ganzkdrperbestrgh&rfolgt fraktioniert bis zu
einer kumulativen Dosis von 1200 cGy.

Dosisreduzierte also nicht-myeloablative Regimehsac den GvL-Effekt zu
nutzen. Dabei werden dieeduced intensity chemotherapy (RIC) von einer
minimalen Konditionierung unterschieden. Im Rahmeéer RIC wird mit
Busulfan 8 mg pro Kilogramm Kérpergewicht, Fludarah50 mg/m? und Anti-
Thymocyten-Globulin (ATG) behandelt. Eine toxizgiéduzierte Option ist die
Kombination von Fludarabin mit Treosulfan 36 g/mt&lwoptional ATG. Als eine
minimale Konditionierung wird die Kombination TBI @y mit Fludarabin und
eventuell ATG bezeichnet. Hier leistet die Kondiigrung also nicht die
Eradikation des malignen Zellklones, sondern sthafédiglich die
Voraussetzungen fir ein Engraftment. Erganzend lkana Nachbehandlung in
Form einer Donor-Lymphozyten-Transfusion (DLI) égken. Die Indikation zur
DLI kann die gefahrdete Remission oder das drohd®eEdiv sein. Auch die
Situation vor einemgraft-failure  kann eine DLI rechtfertigen. Auch der
prophylaktische Einsatz der DLI bei hohem Risikagerechtfertigt.

1.1.5 Indikationen

Eine Indikation zur allogenen peripheren Stammagikplantation kdnnen
sowohl maligne als auch nicht-maligne Erkrankungkss hamatopoetischen

Systems darstellen.

Bei der ALL kann nach primarem Induktionsversagderanach dem 1. Rezidiv
in der 2. Remission eine Stammzelltransplantatnahiziert sein. Durch allogene
Stammzelltransplantation in Kombination mit Hochdokemotherapie (HDC)
kénnen so Heilungsraten von 10-20% nach primaredukiionsversagen und
eine Langzeitiberlebensrate von 10-25% bei Transgian nach 2. Rezidiv
erzielt werden. Auch Patienten in der 2. Remisskinnen von einer
Stammzelltransplantation profitieren. Bei HLA-Ubiestimmung wurden 5-
Jahres-Uberlebensraten von 30% ermittelt (17). Adokhrisikopatienten in 1.
Remission kdnnen von einer Stammzelltransplantapifitieren. So konnten

Yanada et al. in einer Metaanalyse, die 7 Studreh 1274 Patienten einschloss,
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zeigen, dass eine allogene Stammzelltransplantatibreiner signifikant besseren
Prognose korreliert als eine Therapievariante @taenmzelltransplantation (18).
Ob ein familidrer oder nicht- familidrer Spenderrlegt, hatte hier auf die

Gesamtluberlebensrate und Rezidivwahrscheinliclkgiien Einfluss (19).

Ein groRRer Teil der an chronisch lymphatischer Bnie (CLL) erkrankten

Patienten muissen weiterhin als inkurabel gelten. e Diautologe

Stammzelltransplantation erbrachte keine Heilurigkgs. Durch eine allogene
periphere Stammzelltransplantation ist eine Heilorigglich und es zeigten sich
gute Ergebnisse in Verbindung mit RIC-Protokollemdu Nutzung des Graft-
versus-Leukamie-Effektes (20). Eine Indikation fdie allogene periphere
Stammzelltransplantation bei CLL kann bei jungePatienten ein Rezidiv nach

fludarabinhaltiger Therapie sein.

In der Therapie von non-Hodgkin Lymphomen ist desll&nwert der allogenen
Stammzelltransplantation vorerst noch nicht gekl&@atienten mit indolenten
non-Hodgkin Lymphomen kdnnen von einer Stammzelptantation in
Kombination mit einer Chemotherapie profitieren.\iargleich mit der

autologen Transplantation scheint die transplaotabedingten Mortalitat im
allogenen Setting zwar hoher zu sein, es findem jgdoch signifikant geringere
Rezidivraten (21). Kriterien wie Patientenalter <khren, Vorhandensein eines
HLA-identischen verwandten Spenders, mehrfachesdRem der Anamnese
konnen jedoch die Indikationsstellung erleichtdmder Zusammenschau ist die
Indikation zur allogenen Transplatation bei NHL damoch individuell zu
stellen.

Die allogene Stammzelltransplantation kann beiggtn mit multiplem Myelom
(MM) ein kurativer Therapieansatz sein. Allerdirfigglen sich im Vergleich mit
der autologen Transplantation Hinweise auf eineer®lransplantationsbedingte
Mortalitdt bei besserer Langzeitiberlebensrate. G&iaft-versus-Myelom-Effekt
konnte im allogenen Setting gezeigt werden (22)teGtrgebnisse mit RIC und
allogener Transplantation nach HDT und autologean$plantation konnten
Kroger et al. nachweisen. Bei n=47 (Alter 31-64)i¢tden, von denen 24 einen

HLA-identischen verwandten Spender aufwiesen, fandsich eine
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Gesamtiiberlebensrate von 70%, ein ereignisfreiesiélien von 54% und 55%
CR bei einem Follow-up von im Mittel 15 Monaten 23

Bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (ANHt)eine allogene periphere
Stammzelltransplantation  die  kurative Therapie. dabhangt die
Indikationsstellung zum einen von der Verfugbarldgs geeigneten Donors ab
und zum anderen vom zytogenetischen Risikoprofilvieliegenden AML (24).
Bei niedrigem Risikolpw-risk) erfolgt die allogene Transplantation nach dem 1.
Rezidiv oder bei partieller Remission nach Induksio oder Konsolidierungs-
Chemotherapie. Bei intermediarem Risikaiadard-risk) erfolgt die allogene
Transplantation mit verwandtem und im Gewebetypréibstimmenden Spender
(mrd) in der 1. Remission. Liegt ein solcher Spendiht vor erfolgt die
konventionelle Konsolidierung und als weitere Tipgeaptionen bleiben die
autologe periphere Stammzelltransplantation undGfiemotherapie. Bei hohem
Risiko (high-risk), z. B. bei komplex-aberrantem Karyotyp erfolgt die
Indikationsstellung meist als Einzelfallentscheiguoder im Rahmen von
klinischen Studien.

Bei der chronisch myeloischen Leukamie (CML) liedje Heilungsrate bei
Transplantation in der frihen chronischen Phase 70ei%. Indiziert ist die
Transplantation hier in der akzelerierte Phase adeder Blastenkrise. Leider
findet sich jedoch eine hohe transplantationsbedindortalitat und Morbiditat.
Seit der Anwendung von spezifischen Tyrosinkinagebitoren wie z. B.
Imatinib verliert die Transplantation hamatopodimc Stammzellen als
Bestandteil der Therapie einer CML massiv an Bedeut Patienten mit
inkomplettem Ansprechen oder progredienter Erkragksind jedoch nach wie
vor auf die Transplantation angewiesen (25).

Auch bei nicht malignen Erkrankungen wie der sclameaplastischen Anamie,
der Thalassamie, der Sichelzellenandmie, bei imfogrszhen Defektzustanden
oder angeborenen Stoffwechselerkrankungen kann em@phere allogene

Stammzelltransplantation indiziert sein.
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1.2Die akute Graft-versus-Host Erkrankung

1.2.1 Klinik

Die akute Graft-versus-Host Erkrankung tritt caisohen Tag +8 und Tag +100
auf. Weisdorf et al. konnten bei 42% der Patienteach konventioneller
Knochenmarktransplantation eine akute Graft-veksost Erkrankung in einer
moderaten bis hochgradigen Auspragung feststel&@n Auch hdhere Inzidenzen
sind beschrieben, da eine Abhéangigkeit von der inotagischen
Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfangerbesbie akute cutane
Graft-versus-Host ~ Erkrankung  beginnt als  vorerst schmebenes
makulopapultses Erythem. Es treten Palmar- odentdkrytheme auf und auch
die Mundhdhle kann betroffen sein. In der Folgerkaith das Erythem utber die
gesamte Korperoberflache homogen oder inhomogebreiten. Der schwere
Hautbefall zeichnet sich durch das Auftreten vonld®y epidermalen Nekrosen
bis hin zu Denudationen aus, die vom Aspekt her \i@hergradige
Verbrennungen imponieren kénnen. Anorexie, UbelkEibrechen und starke,
teils blutige Durchfélle weisen auf einen Befalsd&astrointestinaltraktes hin, der
meist zeitgleich oder nach einer kutanen Manifestaauftritt. Makroskopisch
reicht das Bild vom leichten Mucosaerythem und Odei® zur ulcerdsen
Enterokolitis mit Denudationen. In der Folge bestatie Gefahr eines
paralytischen lleus und der Perforation. Typisch éinen Leberbefall ist der
schmerzfreie Ikterus. Weitere unspezifische Sympkémmnen der Aszites und die
Hepatomegalie sein. Paraklinisch kann es zu eindirulidnanstieg und einer
erhohten alkalischen Phosphatase im Serum kommerirem abgewandelten
Bild kann es insbesondere nach Konditionierung R kommen. Hier wurden
Verlaufe mit singuldrem Befall der Leber oder desst®intestinaltraktes
beschrieben (27).
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1.2.2 Die Klassifikation der akuten GvHD

Die Einteilung der akuten GvHD erfolgt nach Gluakgp et al. in erweiterter
Form (28). Der Befall von Haut, Leber und Gastrointesitiakt, jeweils in vier
Stadien eingeteilt, wird zusammengefasst, und daraweben sich die
Schweregrade 1°-1V°. Dabei richten sich die Stadiender Haut nach befallener
Kdrperoberflache (Stadium 1: <25%, Stadium 2: 2%50Stadium 3:
generalisiertes Erythem, Stadium 4: Bullae), bei ldeber nach der H6he des
konjugierten Bilirubins im Serum (Stadium 1: 34-+&imol/l, Stadium 2: 52-103
mmol/l, Stadium 3: 104-256 mmol/l, Stadium 4: >2%@mol/l) und beim
Gastrointestinaltrakt nach dem Ausmald der Diarr{@dium 1: >500 ml/d,
Stadium 2: >1000 ml/d, Stadium 3: >1500 ml/d, Stadi4: >2000 mi/d, lleus,
gastrointestinale BlutungYab. 1).

Tab. 1: Organspezifisches Grading der aGvHD

Stadium = Haut Leber Magen-Darm Trakt

0 Kein Exanthem Bilirubin <34 mmol/l < 500 ml Diarrhde/Tag

+ Makulopapuléses Exanthe | Bilirubin 34-51mmol/l > 500 ml Diarrhde/Tag
< 25% KO

++ Exanthem 25-50% der KO = Bilirubin 52-103 mmol/l = >1000 ml Diarrhée/Tag

+++ Generalisierte Bilirubin 104-256 mmol; | >1500 ml Diarrh6e/Tag
Erythrodermie

++++ Erythrodermie m  Bilirubin > 256 mmol/l >2000 ml/Tag oder schwe e
Blasenbildung un abdominelle Schmerzen mit o =r
Desquamation ohne lleus, Hamatochezie

Abkirzungen: KO=Kérperoberflache

10
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Die einzelnen Organstadien finden sodann Eingangdign Ermittlung des
Schweregrades (Grad I: Haut 1-2, Leber 0, Gastsimaltrakt 0; Grad II: Haut
1-3, Leber 1 und/oder Gastrointestinaltrakt 1; Gthd Haut 2-3, Leber 2-4
und/oder Gastrointestinaltrakt 2-3; Grad IV: Hau#,2Leber 2-4 und/oder
Gastrointestinaltrakt 2-4)rab. 2).

Tab. 2: Gesamt-Grading der aGvHD

Grad = Grad der Organbeteiligung

| Exanthem + bis ++, keine Beteiligung von Leber ddarm, keine Verschlechterung des klinisc en
Zustandes

Il Exanthem + bis +++, Beteiligung von Leber + und/o®erm +, leichte Verschlechterung =2s
klinischen Zustandes

[ Exanthem ++ bis +++, Beteiligung von Leber + bis ++td / oder von Darm ++ bis +++

\ wie Grad Il mit Organbeteiligung ++ bis ++++ undassiver Verschlechterung des klinisc ‘en
Zustandes

1.2.3 Diagnostik und Histologie

Erschwerend flr die Diagnosestellung sind Diffasddiagnosen wie das
Arzneimittelexanthem, virale Infektionen mit CMV,d&noviren, HHV6 oder
Parvovirus B19 und das Bild einer viralen Hepatib$ée Histologie ist in vielen
Fallen diagnosestellend. Histopathologisch findieh als allgemeine Merkmale
die Apoptose und eine massige lymphozytére Infitira

Im Hautpraparat finden sich zu einem frihen Zeikpuder Erkrankung eine
Vakuolisierung von epidermalen Basalzellen sowieneeiperivaskulare
Odembildung in der Dermis. Mit fortschreitender mkung finden sich
epidermal spongiforme Veradnderungen neben apoghets Keratinozyten mit
inselfdormig angeordneten Lymphozytenverb&nden. Beiem Vollbild des

Hautbefalls kann es neben der Ausbildung von Buiae vollstandigen Verlust
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der Epidermis kommen. Auch die lichenoide Reaktiahreichlich eosinophilen
apoptotischen Zellen ist jedoch unspezifisch undnkauch als Folge einer
Bestrahlung oder Chemotherapie sowie bei Erkrandminvgie dem Lichen ruber
planus, Erythema multiforme oder dem Lupus erytliedes auftreten. Bei der
histologischen Befundung und der Einordnung dewoloigischen Befundes ist
daher der Zeitpunkt der Probengewinnung zu berdokgen. So lassen sich
Einflusse durch Bestrahlung oder Chemotherapie hdi?obengewinnung zu
einem spateren Zeitpunkt oder Serienbiopsien alieBeim. Dies steht jedoch im
Gegensatz zur Strategie der mdoglichst frihen Disggtellung und der damit
verbundenen effektiveren Therapiemdglichkeit dewtek Graft-versus-Host
Erkrankung. Bei Befall des GastrointestinaltraktBsden sich anfanglich
vereinzelte apoptotische Zellen in den Krypten. fditschreitender Erkrankung
kommt es zur massenhaften Ansammlung von apoptetiscZellen in den
Krypten, die man dann auch akxploding crypts bezeichnet. Nach dem
Kryptenverlust kommt es sodann zum vollstandigeretgfang des Epithels mit
allen Folgen seiner nicht mehr existierenden Beefanktion.

Das histologische Bild des Leberbefalls zeichneh $im Anfangsstadium durch
diffuse lymphozytare Infiltrate des Leberazinus mowéasionen der kleinen und
kleinsten Gallengange aus. Im weiteren Verlauf kones zur Zerstérung der
Gallengédnge mit hepatozellularer Cholestase untigéet Degeneration des
Leberparenchyms. Auf den Untergang von Hepatozaytehdie inflammatorische
portale Invasion von Plasmazellen, eosinophilen nedtrophilen Granulozyten
folgt der zunehmende fibrotische Umbau der Polltééfe Auch hier handelt es
sich jedoch um unspezifische Veranderungen, diehdgelegentlich auftretende
Begleiterkrankungen wie Hepatitis C oder Arzneiehtirkungen (z. B. durch

Cyclosporin) bedingt sein kbnnen (27).

1.2.4 Pathophysiologie
Die Ursachen der akuten GvHD liegen in der Aktiuigg von immunologischen

Mechanismen auf Zell- und Mediatorebene. Eine aémtRolle spielen hier die

Oberflachenantigene auf kernhaltigen Zellen, die@AProteine. Die genetische
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Ubereinstimmung im Bezug auf diese MHC-Proteineseiven Spender und
Empfanger, aber auch die Ubereinstimmung im Bezwd den minor
histocompatibility complex (mHag) sind von entscheidender Bedeutung.
Vogelsang et al. fuhren fur den Ablauf der akutemiB ein 3-Phasen Modell an.
In Phase | kommt es zu einer destruierenden Wirkwomg Chemotherapeutika
und TBI auf die gastrointestinale Barriere. Es kdmmnau einer
Permeabilitatssteigerung, die zu einem Ubertrith \d®S in den Organismus
fuhrt; Makrophagen werden durch LPS zu einer massivProduktion
inflammatorischer Zytokine wie TNE-und IL-18 angeregt.

Die inflammatorischen Zytokine TN&-und IL-12 haben ihrerseits eine direkt
schadigende Wirkung auf die gastrointestinale Begri so ist fur TN zum
einen eine direkte Wirkung auf tight-junctions undn anderen eine Aktivierung
der interferonabhangigen Apoptose von Mucosa-Zelleber Fas/Fas-L-
Aktivierung nachgewiesen. Desweiteren fuhrt T&dFzu einer vermehrten
Exprimierung von MHC-Antigenen auf Empfangerzelland damit zu einer
Aktivierung von T-Zellen des Spenders.

In einer Phase Il kommt es nun zur weiteren Aktiwrg und Multiplikation von
T-Zellen des Spenders. Die APC im Empfangerorgamsshieten nun tber den
MHC spenderfremde Peptide an. Durch diese werdetellén des Spenders
aktiviert und Th-1 Zellen beginnen mit der Synthese IL-2 und gesteigerten
Exprimierung von IL-2-Rezeptoren. Uber die IL-2-Kade kommt es zu einer
Vermehrung von alloreaktiven T-Zellen, die sich |&fHich zu Effektorzellen
differenzieren kénnen. Die Aktivierung von T-Zelleles Spenders findet also
Uber zwei Wege statt: die Komplexbildung aus MHG@chenantigen des
Empfangers, Allopeptid und T-Zell-Rezaptor oder/uinzer einen direkten Zell-
Zell-Kontakt zwischen T-Zellen und Antigen-prasenénden Zellen. Neben den
beschriebenen Mechanismen spielt eine VielzahlGo+i-aktoren eine Rolle. So
ist das von B-Zellen und APC synthetisierte IL-I2 murinen Modell an der
Phanotypisierung von Th-Zellen zu Th1-Zellen unchdan der Entstehung eines
GvH-Mechanismus beteiligt (29).

Als dritte Phase wird von Vogelsang et al. eineelgffr-Phase beschrieben, in der
ein fortschreitender Zell- und Gewebeuntergang ub&tivierte T-Zellen,
Makrophagen und NK-Zellen stattfindet. Dabei spielsowohl Fas/Fas-L
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abhangige als auch Perforin/Granzym abhéngige dgtnsmechanismen eine
Rolle (30).

Bei der kutanen Manifestation der akuten GvHD istathelial synthetisierte
Hyaluronsdre ein Faktor im Migrations- und Binduygschehen von
Lymphozyten. So kann ein durch Endothelzellen niattaluminal gerichteter
Komplex aus Oberflachenprotein und HyaluronsdureD44&HA) von
zirkulierenden Lymphozyten als stromungsresisteBiadungsstelle genutzt
werden (31).

1.2.5 Prophylaxe und Therapie

Eine effiziente Prophylaxe der akuten GvHD ist wigér Bestandteil der
Transplantationsprotokolle. Eine RIC hat deutliceriger toxische Effekte auf
den Korper und die verschiedenen Gewebe. Damit k#ge vergleichsweise
geringere Organtoxizitat als bei konventionellennBitionierungsregimen vor;
Badros et al. zeigten eine verbesserte Prognosé machtmyeloablativer
Konditionierung bei Patienten mit Multiplem Myelof®2). Die Verringerung der
T-Zell-Zahl im Graft (T-Zell-Depletion ex in vitroT-Zell-Depletion) fihrt
ebenfalls zu einer niedrigeren Inzidenz und Auspnggder akuten GvHD (21).
Leider fuhrte die Reduktion von T-Zellen im Grafedpch zu schweren
Komplikationen in der Posttransplantationsphas€&arm von opportunistischen
Infektionen, Engraftmentversagen, erhdhter Rezidivd Mortalitatsrate, sodass
sich die Prognose mit und ohne T-Zell-Depletionlaieht (33). Als zusatzliche
prophylaktische MafRnahmen wurde von einigen Autaden Schaffung einer
keimarmen Atmosphare im Patientenzimmer sowie danidekontamination
angefuhrt (34).

Zur medikamenttsen Prophylaxe haben sich Cyclaspdroder Tacrolimus in
Kombination mit Methotrexat als wirksam erwieseB)(3Anstatt mit Methotrexat
kann Cyclosporin A auch mit Mycofenolat Mofetil kbmiert werden. Die
Therapie der akuten GvHD basiert alst-line Therapie im Wesentlichen auf der
Behandlung mit Glucokortikoiden. Das Anti-Thymozygéobulin (ATG) wirkt

als polyklonales Immunglobulin im Sinne einer T{depletion in vivo. Als
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Bestandteil der Konditionierung hat ATG aufgrunthee Halbwertszeit auch eine
depletierende Wirkung auf Spender-T-Zellen unddamit Teil einer GvHD-
Prophylaxe. Nachteile liegen in der Verzdgerung kdemunrekonstitution und
einer nachteiligen Wirkung auf den GvL-EffdRiab. 3).

Eine groRRe therapeutische Herausforderung stetlh nge vor der Patient mit
einer glucokortikoidresistenten akuten GvHD dar.g&/eur Therapie liegen hier
in der Blockade der Signaltransduktion zwischer? lund seinem Rezeptor, der
selektiv auf aktivierten T-Zellen exprimiert istlsAvielversprechend galt hier der
monoklonale CD25-Antikérper Daclizumab, der sicdgeh in einer Phase-llI-
Studie als first-line Therapie gegeniber der Statidarapie mit
Glucokortikoiden bei klinisch manifester akuter GYHim Bezug auf die
Uberlebensrate als signifikant nachteilig erwie®)(3

Der Wirkstoff Denileukin difitox macht sich nebererdBindung an den IL-2-
Rezeptor die zytotoxische Wirkung des Diphteriatexzunutze, welches tber
eine Internalisierung in die T-Zelle nach Bindung @en IL-2-Rezeptor zum
Zelltod fahrt. FUr Denileukin difitox konnten gutergebnisse in einer Phase-I-
Studie gezeigt werden (37).

Bolanos-Maede et al. konnten in einer Phase-I-8tadi Pentostatin zeigen, dass
bei einer Dosierung von 0,5mg bis 3mg/m? taglichh I Tage bei 22
ausgewerteten Patienten eine komplette Ansprechieite64% (14 Patienten)
gegeniber einer fortschreitenden Symptomatik bé&b 13 Patienten) lag (38).
Pentostatin ist ein Nukleosidanalogon, das durcte ddemmung der
Adenosindeaminase den ATP-Metabolismus von T-Zeflemmt, so zu einer
Akkumulation von dATP in der Zelle und letztendlizhr Apoptose fuhrt.

Auch auf Mediatorebene bestehen Angriffspunkte zWherapie der
glukokortikoidresistenten akuten GvHD. So kann pigthogenetisch bedeutsame
Mediator TNFe durch ein chimeres Protein aus dem ldslichen ©NRezeptor
und Untereinheiten des Fc-Rezeptors gehemmt werBén.dieses Molekiil,
Etanercept, in Kombination mit Daclizumab konnte Batienten mit einer
therapierefraktaren akuten GvHD eine Ansprechrate67% gezeigt werden. Die
2-Jahres-Uberlebensrate betrug jedoch lediglich 13%). Die nicht selektive

Hemmung des TNIe- betrifft alle TNFa-positiven Zellen und fuhrt somit zu

15



Einleitung

einem exorbitant hohen Anstieg an Infektionskraitiimeund dadurch bedingter
hoher Mortalitat.

Mycofenolat mofetil ist sowohl im Bereich der Prgfaxe als auch der Therapie
der akuten und chronischen glucokortikoidresistentevHD wirksam. Als
Wirkstoff in Form der Mycofenolsaure hemmt es deersbvo Purin-Synthese und
damit letztendlich auch den lymphozytaren Zellzgkldnsprechraten von 42%
stehen jedoch auch hier einer relativ geringent2e¥aUberlebensrate von 16%
gegeniber (37).

Am murinen Modell konnten Sun et al. den Einflugs1\Bortezomib auf den
Verlauf einer schweren akuten GvHD zeigen. Bei &wmib handelt es sich um
ein Borsauredipeptid, das die Proteasomen hemnaseDstehen als zentrale
Entzyme fir den nicht-lysosomalen intrazellularemt&nabbau im Zuge des
ATP-abhéngigen Ubiquitin-Konjugat-Weges. Neben rihRolle beim Abbau
falsch gefalteter und kurzlebiger Proteine sind a® der Regulation des
Zellzyklus und der Infektabwehr beteiligt. So pregieren Proteasomen Peptide
fur den MHC-I-Kompex, die zur Aktivierung auch vdnZellen fihren kénnen
(40). Neben seiner anti-Tumor-Aktivitat und der Autg in der Therapie des
multiplen Myeloms (MM) konnte gezeigt werden, d&®tezomib im murinen
Modell zum einen in vitro die Proliferation von@iaktiven T-Zellen hemmt und
eine selektive Apoptose einleitet. Zum anderengelder Nachweis, dass die
Applikation von Bortezomib ab Tag 0 bis Tag +3 nabtansplantation und
Beimengung einer T-Zell-Quelle (Milzzellen) bei wsarer akuter GvHD
statistisch  signifikant lebensverlangernd wirkte.ei BInkaufnahme eines
geringeren T-Zell-Engraftmens fand sich eine hohekpoptoserate flr
alloreaktive T-Zellen und eine geringere Menge &1 nach Applikation von
Bortezomib. Bei Mausen, die eine Tumorlast aufwiesend lediglich mit
Bortezomib in GvHD-wirksamer Dosierung behandelt raem, zeigte sich
keinerlei signifikante Verringerung der TumorlaBei der Vergleichsgruppe, die
eine Therapie in Form von KnochenmarktransplaratatiT-Zellquelle und
Bortezomib erhielt, zeigte sich, dass die Wahrsidlosikeit, entweder am Tumor
oder der akuten GvHD zu versterben, von der Zdllaahapplizierten T-Zellen
abhing. Vor dem Hintergrund, dass die Therapie  Hurc
Knochenmarktransplantation ohne Applikation eineZellquelle, jedoch mit
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einer GvHD-wirksamen Dosierung von Bortezomib zneeimoderat erhdhten
Uberlebensrate filhrte, wurde eine Hemmung eines -Eifdéktes durch
Bortezomib im murinen Modell ausgeschlossen (41).

Nach einer allogenen Stammezelltansplantation konRatienten, die an einer
steroidrefraktaren akuten GvHD Grad Il bis VI eriktsind, von einer Therapie
mit dem murinen CD3-Antikdrper (OKT-3) in Kombinati mit hochdosiertem
Methylprednisolon profitieren. Die Kombination de#ntikérpers mit
hochdosiertem Steroid ist der alleinigen Behandlomiyhochdosiertem Steroid
im Bezug auf die Ansprechrate nach 100 Tagen Beéuagsdauer sowie
infektioser Komplikationen und der Uberlebensrasemeinem Jahr tendenziell
uberlegen (42).
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Tab.3: Wirkstoffe zur Prophylaxe und Therapie deraGvHD

Medikament

Glukokortikoide

MTX

CsA

FK506

MMF

ATG

Wirkmechanismus

Supprimierung
inflammatorischer
Zytokine (TNF-alphe
IL-2)

Antimetabolit,
mogliche Hemmun
von T-Zellen

IL-2-Suppessor,
Hemmung der Ca+
abhéangigen
Signaltransduktion
Uber den TCR

IL-2-Suppessor,
Hemmung der Ca+
abhéngigen
Signaltransduktion
Uber den TCR

Inhibitor der de nov
Purin-Synthese

polyklonales
Immunglobulin gege
T-Zellen

Applikation

frihzeitig nacl
Transplantation,
bedarfsgerecht

vor Tag +14 i
Kombination mi
weiteren

Immunsuppressiva

vor Transplantatic
in Kombination mi
weiteren

Immunsuppressiva
bis d +90 bis d +18

vor Transplantatic
in Kombination mi
weiteren
Immunsuppressiva
(CsA)

als Prophylaxe i
Rahmen de
Konditionierung
oder Therapie d
aGvHD

Eliminierung

vornehmlich
hepatisch

hepatisch un
renal

hepatisch un
renal

vornehmlich
hepatisch

hepatisch un
renal

HWZ
(Plasma) 2-
Tage

Nebenwirkungen

Hyperglykamie,
Osteoporose, Katara :
Neuropathien,
Myopathien

reno-, hepato- ur
gastrotoxisch

Leber- un
Nierenversagen,
Hypertonus,
Hyperglykamie,
Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Erbreche
Gingivahyperplasie,
Hirsutismus

Leber- uni
Nierenversagen,
Hypertonus,
Hyperglykamie,
Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Erbreche
Gingivahyperplasie,
Hirsutismus

abdominelle
Beschwerden,
Ubelkeit, Erbreche
Diarrhoe, Neutropenit

Anaphylaxie, Serun

Krankheit

Abkirzungen: MTX=Methotrexat, CSA=Cyclosporin A, FK 506=Tacrolimus,
MMF=Mycofenolat mofetil, ATG=Antithymozytenglobulin , HWZ=Halbwertszeit
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1.3 Die chronische Graft-versus-Host Erkrankung

1.3.1 Klinik

Die chronische GvHD stellt sich als ein kollagerédsdiches Krankheitsbild dar.
Die kumulative Inzidenz (ber drei Jahe nach pergrhe allogener
Stammzelltransplantation unter HLA-identischen Vamaten liegt bei bis zu 65%
(43). Ob die Inzidenz nach peripherer allogenem&taelltransplantation fur die
chronische GvHD hdher liegt als nach konventiomeltammzelltransplantation
wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Flowersaétkonnten in der kumulativen
Inzidenz der chronischen GvHD in Form @gtensive disease bei 63% (periphere
allogene Stammzelltanslantation) VS. 52% (konveetie
Stammzelltransplantation) und p = 0,33 keineilgmten Unterschiede zeigen
(44).

Das Auftreten einer GvHD einem festen zeitlicheman zuzuordnen erscheint
problematisch. Der klassische Beginn der chronisckeHD liegt um den Tag +
100. Die Manifestation der chronischen GvHD an Hawut I&sst sich in zwei
schon vom Aspekt her unterschiedliche Muster damieiZum einen findet sich
die lichenoide Form, die haufig im distalen Beretdr Extremitaten einsetzt. Es
handelt sich hier um ein regionales Exanthem npiela das dem Bild des Ruber
lichen planus &hnelt. In der Folge einer vermirete@chweil3sekretion kann es zu
Hauttrockenheit und Juckreiz kommen. Zum anderendeti sich die
sklerodermatdse Form mit sklerbéser Dermis und atsgber Epidermis sowie
gelegentlich Dyspigmentierungen. Schwere Formen n&odn mit
Nageldystrophien, Alopezie und Hautulcerationeimmeigehen.

Auch bei der chronischen GvHD ist der singulare aBetler Leber ohne
Mitbeteiligung der Haut eher selten. Klinische Syompe sind als Folge eines
Befalls der kleinen Gallengdnge eine intrahepatisCholestase mit Ikterus und
laborchemisch erhohter alkalischer Phosphatase. désnbillidren Zirrhose ist
eine Unterscheidung haufig nur durch eine Lebedieogegeben.

Die klinischen Symptome einer sich gastrointestinalanifestierenden

chronischen GvHD sind unspezifisch. So konnen UkglErbrechen, ubiquitare
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abdominelle Beschwerden, Malabsorption und Gewenlsst bis zur Anorexie
auftreten. Verglichen mit der akuten GvHD kann sité chronische Form an
einer groReren Anzahl von Organsystemen manifestiebie Mundhdhle, die

Augen oder die Atemwege konnen in Form eines Sgyaroms betroffen sein.

1.3.2 Die Klassifikation der chronischen GvHD

Eine Einteilung der chronischen GvHD kann nachald@esienen Gesichtspunkten
erfolgen. Nach dem Zeitpunkt des Auftretens werdien Grade unterscheiden.
Die progressive disease geht aus einer akuten GvHD hervor und ist mit reine
schlechten Prognose verbunden. Qieescent disease tritt nach einer akuten
GvHD und einem beschwerdefreien Intervall auf. Biter guten Prognose geht
die de novo disease ohne vorangegangene akute GvHD einher. éddlosive
disease wird eine kombinierte Form der akuten und chrdmesc GvHD mit
Multiorganbefall bezeichnet, die mit einer du3edtlechten Prognose einhergeht
(45).

Nach dem Ausmald der Erkrankung konnen dimaéted disease von einer
extensive disease unterschieden werden. Erstere zeichnet sich deirgn lokalen
Hautbefall mit oder ohne Leberbefall aus und eddrdim Allgemeinen keinerlei
therapeutische MalRRnahmen. Bei detensive disease liegt ein genereller
Hautbefall oder ein lokaler Hautbefall in Kombiratimit einem Augen-, Mund-,
Leber- oder Befall des Gastrointestinaltraktes(4é) (Tab. 4).
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Tab. 4: Seattle Klassifikation der cGvHD

Lokalisierter Hautbefall und/oder

Limited
Eingeschrankte Leberfunktion aufgrund cGvHD

Generalisierter Hautbefall

Extensive
Lokalisierter Hautbefall und/oder eingeschranktebérfunktion aufgrur |

cGvHD mit

- Positive Histologie: chronisch aggressive Hitisat_eberzirrhose und/oder
- Augenbefall (Schirmer-Test < 5 mm) und/oder
- Positive Histologie: Speicheldriisen und/odemniischleimhaut und/oder

- sonstiger Organbefall

Nach der Manifestationsform lasst sich der Hautbefaein lichenoides und ein
sklerodermatdses Befallsmuster einteilen.

Eine weitere Klassifizierungsmadglichkeit mit Riskaiegorien ergibt sich aus den
drei Variablen extensive disease mit einem Hautbefall > 50% BSA, einer

Thrombozytenzahl < 100.000/ul uptbgressive disease (47).

1.3.2 Diagnostik und Histologie

Auch die chronische GvHD ist im Wesentlichen in Béagnosestellung auf den
erfahrenen Untersucher angewiesen und somit aufiahidge Interpretation des
klinischen Bildes. Der histopathologische Befundnee Haut-, Lippen-, oder
Leberbiopsie kann richtungsweisend sein. Unspehi@id aborparameter wie die
alkalische Phosphatase, die Transaminasen undiiikbénnen eine hepatische
Komponente anzeigen. Ein positiver Schirmer-Teshnkauf eine oculare

Symptomatik auch im Sinne eines Sicca-Syndroms digem.

Die lichenoide Form der chronischen GvHD zeichmeh slurch eine epidermale
Hyperplasie mit lymphozytdren bandférmigen Infiltomen im Bereich der
dermo-epidermalertight-junctions, also der oberflachlichen Dermis aus. Die
Infiltrate  enthalten Makrophagen, Plasmazellen, eweelt eosinophile

Granulozyten und apoptotische Keratinozyten. Diesdgihnung reicht tUber die
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tiefen Schichten der Dermis zuweilen bis in daskatdne Fettgewebe hinein. Als
Folge des Zellunterganges in der Basalzell-Schigittnen Melanophagen im
stratum papillare auftreten.

Als  wesentliches  Kriterium  der  sklerodermatdésen nior gelten
Kollagenablagerungen zwischen dem stratum retieulard der Subkutis. Es
kommt zu einem Verlust der retikularen Strukturahemer Atrophie der dartber
liegenden Epidermis. Auch die Hautanhangsgebildel sion Atrophie und
Fibrose betroffen. Ein charakteristisches Bild diie sklerodermatdse Form der
chronischen GvHD bietet der Untergang von merokriDgisen.

Eine frihe Manifestation der chronischen GvHD debér zeichnet sich durch
eine Infiltration der Portalfelder mit Lymphozytarklusive Plasmazellen sowie
eine ausgepragte Destruktion der interlobulareneGgéinge aus. Die Infiltration
mit inflammatorischen Zellen ist in dieser frihehaBe haufig ausgepragter als
bei der hepatischen akuten GvHD. Im Spatstadium nkbres nun zu einer
zunehmenden Fibrosierung mit fortschreitender Raesfing der Gallengange.
Im Gegensatz zur primaren billiaren Zirrhose mirdietchronische GvHD nur
selten in ein Vollbild der Leberzirrhose.

Die histopathologischen Veranderungen im Bereich @astrointestinaltraktes
sind unspezifisch. Neben einer Fibrosierung dernfudosa und Lymphozyten-
und Plasmazellinfiltrationen der lamina propriadsidicerationen im Gegensatz
zur akuten GvHD eher selten. Es finden sich weitefbkale Atrophien der
Mucosa und vereinzelt apoptotische Zellen innerhdls Kryptenepithels.
Strikturen oder Stenosen in Folge eines fibrotiaddmbaus sind selten.

Im Zuge der Infiltration der Speichel- und Tranarmm durch Lymphozyten mit
fortschreitender Fibrosierung kann es zur letziehdh Destruktion der Drise
kommen, welches als Sicca-Syndrom bezeichnet wird.

Bei pulmonaler Manifestation der chronischen GvHilgz sich das histologische
Bild einer Bronchiolitis obliterans mit den typisah fibrosierenden

Granulationen, die das Lumen der Bronchioli erlegblierringern kénnen (27).
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1.3.3 Pathophysiologie

Die pathophysiologischen bzw. immunologischen Vogg die der chronischen
GvHD zugrunde liegen, sind heute noch weitgeheridannEinerseits wird der
chronischen GvHD eine eigene Krankheitsentitat spagechen, und sie wird als
akute GvHD im Spéat- oder Endstadium mit einem vémiem Anteil an Th-2
Zellen angesehen (48). Ein weiterer Erklarungsangaht von der chronischen
GvHD als Autoimmunerkrankung aus. Dabei spielt Weymus als Ort der T-
Zell-Konditionierung eine entscheidende Rolle. mint es nach Abwanderung
von unreifen T-Vorlauferzellen aus dem Knochenmiarlden Thymus dort zu
einer Reifungsphase, an deren Ende ein Selektionsgs gestellt ist. Zeigen T-
Zellen eine vermehrte Affinitdt zu korpereigenenptiteen, so wird der
programmierte Zelltod (Apoptose) eingeleitet. Dregergang wird als negative
Selektion bezeichnet. Positiv selektioniert werdejenigen CD4 oder CDS -
Zellen, die lediglich eine geringe oder keine Al gegentber kdrpereigenen
Peptiden zeigen. Diese Zellen siedeln sich in deripperen lymphatischen
Organen an. Anhand ihres Cytokinmusters lassenGiitdi-Zellen in Th1-Zellen
(IL-2, IFN-B, IFN-y) und Th2-Zellen (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) unteiten. An
der Induktion der zellularen Immunantwort sind TZdllen beteiligt, wohingegen
an der Induktion der humoralen Abwehr Th2-Zelletelgt sind (49). Durch
eine Schadigung des Thymus kommt es zu einer immrffen negativen
Selektion von autoreaktiven CBZ-Zellen, die insbesondere in Form von Th2-
Zellen wiederum B-Zellen zur Synthese von Autoaitlern stimulieren kénnten
(50).

Im Tierversuch erfolgte die Induktion einer Graéirsus-Host-ahnlichen
Symptomatik bei weiblichen Lewis Ratten (RT1). Nachyeloablativer
Bestrahlung wurde den Tieren Knochenmark von waleln ACI (RT1a) Ratten
Ubertragen. Nach 6 und 12 Monaten konnten bei dere Symptome wie
Haarausfall, eine Veradnderung im Hautfaltenrelg&tigren-Syndrom, chronische
Hepatitis, ein Anstieg der anti-nucledaren Antikdrpe(ANA) und
Dacryosialodinitis beobachtet werden (51). Am dieic Modell fanden sich

Hinweise auf eine geminderte Immunkompetenz dereTien bezug auf die
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zellulare und humorale Immunantwort, die méglicheisg auf einem Thymus-
Defekt beruhen kénnte (52).

An einem anderen Modell mit Hybriden der Maus (inmkampetent,
CS7BL/6XDBA/2, F1 Hybrid {H2b/d}) wurde durch paremale Applikation von
Nierenzellen eines homozygoten Stammes (DBA/2 {HZ2eihe lupusahnliche
chronische GvHD induziert (53). Es zeigten sich emeb erhthten
Antikorperspiegeln und einer B-Zell-Hyperreagitaititverminderte IL-2 und IFN-
y-Spiegel, die als eine inadaquate Thl-Zell-Antwand damit einhergehende
gesteigerte Aktivitat von B-Zellen interpretiert sden (54, 55). Am gleichen
Modell konnten Rus et al. zeigen, dass eine gesteigiktivitdt von Th2-Zellen
bei  supprimierter  Aktivitatt von  CD8zytotoxischen-T-Zellen  des
Spenderorganismus eine gesteigerte B-Zell-Aktiviiét Folge hat, die in Form
von autoreaktiven B-Zellen zu einem Autoimmunmedsrans fuhren kann (56).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass eine geukidivitait von CD8-T-
Zellen zu einer verminderten Elimination von auéitésen B-Zellen fihren kann
(57).

Da mehrere Zellpopulationen - bestehend aus T+4ZeBeZellen, Makrophagen,
NK-Zellen und APC - von entscheidender Bedeutungdié Entstehung einer
chronischen GvHD sind, ist gleichermalRen auf digldBéung von Zytokinen
hinzuweisen (58). So fihrten im Tierversuch sowidBF{31 als auch MCP-1 und
das Zytokinregulated-on-activation-normal-t-expressed-and-secreted (RANTES)
zu einer Uberschiel3enden Kollagensythese im Berdesh Dermis, die einer
sklerodermatdsen chronischen GvHD é&hnlich war @3, Auch unter dem
Aspekt alternativer Therapieformen ist die Rolles deon Makrophagen,
Osteoklasten, Osteoblasten, Kupferzellen und Kevagtten synthetisierten I1L-18
von Interesse. Im Tierversuch konnte die Ausbildenger chronischen GvHD
durch Applikation von IL-18 verhindert werden (61).
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1.3.4 Therapie der chronischen GvHD

Die Therapie der chronischen GvHD hangt neben einsuffizienten
medikamentdsen Therapieprotokoll aufgrund des Mrgtnbefalles auch von
einer engen multidisziplindren medizinischen Bairepuab.

Als Therapie der ersten Wahl hat sich die KomboratiPrednisolon und
Cyclosporin A bewéhrt. Fur Patienten nextensive disease in Verbindung mit
einer Thrombozytopenie sind alternierende TherapiEwata mit einer besseren
Prognose und geringeren glucokortikoidbedingten edelirkungen verbunden.
Hier werden Prednisolon und Cyclosprin-A im taginhWechsel gegeben. Dabei
wird Prednisolon initial in einer Dosierung von Ilgikg KG verabreicht. Bei
Cyclosporin A empfiehlt sich eine Dosierung von §/kg KG, aufgeteilt in zwel
Tagesdosen (62, 63).

In einer retrospektiven Analyse untersuchten Stevedr al. die Dauer der
immunsuppressiven Behandlung bei 751 Patientemmaligner hAmatologischer
Grunderkrankung. Bei 30% der Patienten lag mindesenmismatch vor und
ca. 50% hatten nicht verwandte Spender. Hsw-up lag bei 7 Jahren. Die
kumulative Inzidenz fur Patienten mit abgeklungeshronischer GvHD und
daraufhin eingestellter Glukokortikoidtherapie lbagi 50%. Fur 274 Patienten
ohne Rezidiv der malignen Grunderkrankung dauerie dherapie mit
Glukokortikoiden im Mittel 23 Monate. Die gesch&@tztberlebensrate nach 7
Jahren lag bei 47% (64).

Ein grol3e therapeutische Herausforderung stellt mae vor die steroidrefraktare
chronische GvHD nach allogener Stammzelltransplimmtadar. Ist innerhalb
eines Monats kein oder nur ein unbefriedigendes raffieergebnis unter
Steroidgabe zu verzeichnen oder nimmt das Ausma&rteankung sogar zu, ist
auf eine Therapie der zweiten Wahl zurtckzugreifefttablierte
Therapieprotokolle liegen noch nicht vor. Es erign jedoch vielversprechende
Studien, die unterschiedliche Wirkstoffe, Wirkskafiinbinationen und
Verfahrensweisen aufzeigen. Couriel et al. konnteriner Phase-1l Studie die
Wirksamkeit von Sirolimus in Kombination mit Tadmlus und Prednisolon
insbesondere bei der sklerodermatdésen Form denissfeen GvHD nachweisen

(65). Bei Sirolimus handelt es sich um ein Antilkom aus der Makrolid-
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Gruppe, das eine gute immunsuppressive undantinsgka sowie eine
antitumorése Wirkung besitzt. Strukturverwandt fratrolimus hemmt Sirolimus
jedoch nicht die Zytokinproduktion, sondern es lgtf@giber Bindung an das Fk-
Bindungsprotein eine Hemmung der eigentlichen Zyt@¥ntwort im Sinne einer
IL-2 vermittelten T-Zell-Proliferation. So wird defellzyklus in der Phase G1
arretiert (66).

Auf der Suche nach Wirkstoffen mit immunsuppressitiagenschaften hat man
das wegen teratogener Nebenwirkungen vom Markt gerene Thalidomid
wiederentdeckt. War eine immunsuppressive Eigeffisdiexeits in den 60er
Jahren bekannt, fand das urspringlich als Schiim@tingesetzte Sedativum
Thalidomid erstmals Ende der 80er Jahre wieder d&iggn die Therapie des
Erythema nodosum leprosum (67, 68). Auch in derotodischen Therapie
gewinnt Thalidomid an Bedeutung — insbesonderaléeilherapie des Multiplen
Myeloms, wobei eine Wirksamkeit hier mutmallich iaggnesehemmenden
Eigenschaften zugeschrieben wird (69).

Der autoimmunmodulatorische Mechanismus von Thalidoist jedoch noch
unklar. Es zeigten sich inhibitorische Eigenschafismm bezug auf bestimmte
Chemokine und Zytokine, wie z. B. TGund TNFea. Weiterhin konnte ein
Einfluss auf die leukozytdre Chemotaxis und die dgMduktion von B-Zellen
nachgewiesen werden. Bei freiwilligen Probandennk®mach Einnahme von
Thalidomid eine IL-2 vermittelte Verschiebung demD4CD8-Relation zu
Gunsten der CD8Zellen ermittelt werden, die mit einer vermehrirduktion
von IFN+y und Aktivierung von CTL durch APC einherging (74, 72).
Vielversprechende Ergebnisse aus dem Tierversugh,udter anderem eine
Dosis-Wirkungsbeziehung aufzeigten, konnten in ikthen Phase-II-Studien
nicht ganz so einheitlich reproduziert werden. Soddn sich bei einem
Patientengut mit steroidrefraktarer chronischer OGvhind Thalidomid als
Therapie der zweiten Wahl Ansprechraten zwische¥-80%. Problematisch
sind die Nebenwirkungen von Thalidomid, die zu eirfeohen Rate an
Studienabbriichen flhrten. Neben einer ausgeprageshierenden Wirkung
wurden Polyneuropathien, Obstipation, Hautreaktionand Neutropenien
beschrieben. Die im Tierversuch beschriebene Bagisngsbeziehung liel3 sich

zudem nicht signifikant reproduzieren (73, 74, T%),
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Gute Behandlungserfolge durch extrakorporale Plnaigse (ECP) als Therapie
der zweiten Wahl, insbesondere der sklerodermatésem der chronischen
GvHD, konnten Sniecinski et al. vorweisen. Es aigsich neben einem stark
gebesserten Hautbefund auch eine Wirksamkeit bestragatestinaler
Manifestation (77). Der ECP wird ein Einfluss soWwacdwuf die an dem
Pathomechanismus der chronischen GvHD beteiligedeZ, wie zytotoxische T-
Zellen, Monocyten, dendritische Zellen, aber aucih @die Zytokinproduktion
zugesprochen. So konnten neben einer NormalisiedergTh2-Zell-Zahl als
Langzeiteffekt ein Anstieg der CD3CD56-NK-Zellen und einem erhohten
Serumspiegel von CT@-auch eine Abnahme dendritischer Zellen (Cb8ad
CD123) und damit der Alloantigenprasentation festgestedirden (78, 79). Bei
isoliertem Hautbefall fanden sich Hinweise auf digrksamkeit von Al1-UV-
Licht nach Konditionierung mit 8-Methoxypsoraler®}8

Es finden sich Hinweise, dass auch der Anti-CD2@&mper Rituximab eine
effektive Therapie der steroidresistenten chromacBvHD sein kann. Rituximab
war der erste Antikorper, der 1997 von der FDA Bghandlung von non-
Hodgkin-Lymphomen (NHL) freigegeben wurde. Es hdindgch um einen
monoklonalen Antikorper, der aus einem humanen Gahtkappa-Antikdrper
besteht, dessen variable Regionen von einem mumi@iRCD20-Antikérper
stammen. Somit handelt es sich um einen chimareik@per, der gegen das
Oberflachenprotein CD20 gerichtet ist, das sictsehige3lich auf Zellen der B-
Zellreihe und hier auf Pra-B-Zellen und reifererz@&en findet. Auf Antikorper
produzierenden Plasmazellen ist CD 20 nicht ex@itr(i81). Die Funktion von
CD20 bleibt bis heute unklar. Es finden sich jedétthweise, dass das Protein
eine Rolle bei der Regulierung von Calcium gesteneiransmembranen Kanalen
spielt, die wiederum Einfluss auf den Zellzyklubba (82).

Die Einfuhrung von Rituximab gilt heute als Meil&ia in der modernen
Therapie von NHL, also malignen hamatologischenrdrkungen, denen eine
autonome Proliferation von B-Lymphozyten zugrundgtl (83, 84). So steht eine
weitere Therapiekomponente fir die follikularen Ipmome, die agressiven
Lymphome, die B-CLL, das Mantelzell-Lymphom und ddnWaldenstrom zur

Verfigung. Auch in der Therapie nicht maligner Erkkungen wie der ITP oder
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Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreidt $titeximab heute eine
wichtige Rolle (85).

Der Wirkmechanismus von Rituximab, Uber den es inene Abbau maligner
Zellen kommt, ist nach wie vor nicht vollstandigket. Zwei Komponenten
konnen jedoch unterschieden werden: Uber die amgkébhangige
zellvermittelte Cytotoxizitat (ADCC) findet eine Akierung von Effektorzellen
Uber die Bindung von FcR an die Fc-Einheit des rktmmalen Antikdrpers statt,
wobei es sich bei den entsprechenden Effektorzellem NK-Zellen oder
cytotoxische T-Zellen (CTL) handeln kann (86). Alseite, jedoch schwéchere
Komponente wird die komplementabhangige CytolysBQL beschrieben. Ein
weiterer positiver Aspekt: Es finden sich Hinweistgss die Therapie mit
Rituximab sensibilisierende Wirkung auf Tumorzellegegeniiber einer
Chemotherapie hat und somit die Wirksamkeit von rudtberapeutika
augmentieren kann (87). Uber die Therapie einerigmah Grunderkrankung
hinaus fanden sich ebenfalls Hinweise einer Wirksatmvon Rituximab bei
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden ArthrifRA) oder dem
systemischen Lupus erythematodes (SLE) (88).

In einer retrospektiv angelegten Fallanalyse [n=8] \am steroidrefraktarer
chronischer GvHD erkrankten Patienten konnten Rdltemathorn et al. bei 4
Patienten ein Kklinisches Ansprechen vermerk88). Die gleiche Gruppe konnte
an einem singularen Fall von immunvermittelter Thbmzytopenie bei einem
Patienten mit chronischer GvHD durch woéchentlicheb&von 375 mg/m2 Uber
vier Wochen einen Rickgang der B-Zellen (CD19+) danhit einhergehend sich
normalisierende Thrombozytenzahlen sowie eine didide Symptomatik der
chronischer GvHD ermitteln (90). In einer prospekgiefihrten Untersuchung
[n=20] unter Patienten mit steroidrefraktarer cisoher GvHD konnte bei 7
Patienten nach 16 Monaten eine Kklinische Besserdeg Symptomatik
festgestellt werden. Bei 6 Patienten konnte keiispkachen auf die Rituximab-
Therapie festgestellt werden und weitere 3 Patmenliéten unter einer
progressiven Symptomatik. Bei 68% der Patientennt@neine mindestens
50%ige Reduktion dersteroidalen Begleittherapie erfolgen, und die beste
Ergebnisse waren bei Patienten mit kutanem odekuhskeletalem Befall zu

verzeichnen (91).
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Es mehren sich die Hinweise, dass eine TherapieRiuiximab Neutropenien

verursachen kann und im autologen Setting ein &ssflauf das Engraftment
bestehen kann. Hierbei kann es sich um late-onsetrdpenien handeln, die nach
abgeschlossenem Engraftment auftreten und in eheamenhang mit einer
vorangegangenen Rituximab-Therapie gebracht wekdemen. Uber schwere
Neutropenien wurde im Zusammenhang der Therapie Mam-Hodgkin-

Lymphomen und der CLL berichtet (92). Chaiwatamater al. untersuchten die
late-onset Neutropenie bei mit Rituximab therapmiPatienten, welche an Non-
Hodgkin-Lymphomen erkrankt waren. Als late-onsetrdeu eine Neutropenie
bezeichnet, welche vier Wochen nach abeschlossé&mgraftment auftrat. Von

53 Patienten entwickelten 8 Patienen eine latetoNs@tropenie. Diese stellte
sich im Median von 4 Monaten nach letzter Rituxithabapie ein (93). Bei Non-
Hodgkin-Patienten, welche innerhalb von 6 Monateor einer autologen

peripheren Stammzeltransplantation Rituximab eehalhatten, fanden sich
signifikant langere Intervalle des neutrophilen Efignents als bei einer
Vergleichsgruppe ohne Rituximabtherapie (94). AdighTherapie mit Rituximab

nach einer autologen peripheren Stammzelltransgtiant kann mit schweren

neutropenen Phasen und late-onset Neutropenieargatien (95, 96).
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1.4 Risikofaktoren der Graft-versus-Host Erkrankung

Der wichtigste Risikofaktor fur eine akute GvHD idas Ausmald der HLA-
Disparitat zwischen Spender und Empfanger. Dalpei sicht nur Disparitaten in
bezug auf den MHC sondern auch auf damor-histocompatibility-complex
(mHC) von Bedeutung (97). Auch die Transplantatioethode kann die
Wabhrscheinlichkeit eines Auftretens einer akuterHB\beeinflussen. So finden
sich zumindest in einer Metaanalyse Hinweise, dadie periphere
Stammzelltransplantation gegenuber der konventemel
Knochenmarktransplantation mit einem hoheren Risido eine akute und
chronische GvHD behaftet ist (98). Myeloablativenidionierungsregime mit
Chemotherapie und TBI sind ebenfalls mit einem letdd Risiko verbunden (99).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die Mengeaasplantierten CD34
Zellen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit hat, amer akuten GvHD zu
erkranken; eine hohe Anzahl an transplantierten £Z2llen korreliert mit
einem hoheren Risiko fur eine akute GvHD (100). eEinweitere
Risikokonstellation ist ein weiblicher Spender mmehrfacher Graviditat in der
Anamnese fir einen mannlicher Empfanger (101). 1Dzll-Zahl im Graft spielt
eine wichtige Rolle. Sie beeinflusst sowohl den gftekt als auch das Risiko an
einer akuten GvHD zu erkranken proportional (102).

Trotz intensiver therapeutischer Bemuhungen blditinzidenz der chronischen
GvHD nach peripherer Stammzelltransplantation ih&dgigkeit von bestimmten
Risikofaktoren hoch. Auch bei der chronischen Gvi&nn ein Grund ein
zunehmendes Durchschnittsalter des Empfangerpewisda das relative Risiko,
an chronischer GvHD zu erkranken, mit dem Alter @spfangers zunimmt
(103, 104). In jedem Fall jedoch spielen auch ke chronischen GvHD die
HLA-Disparitaten die wichtigste Rolle (97). Eineraasgegangene akute GvHD
Grad II-IV erhoht das Risiko einer chronischen GvHMie auch bei der akuten
GvHD geht die Konstellation weiblicher Spender fitg@nnlichen Empfanger und
die periphere Stammzelltransplantation mit zu habB34 -Zellzahlen mit einem
erhohten Risiko fur ein Auftreten der chronischevHG einher. Weiterhin sind

Prozeduren wie die Donor-Lymphozyten-Transfusiohl}Dnit einem erhdhten

30



Einleitung

Risiko behaftet (105, 100). Kontrovers diskutierterden nach wie vor
Risikofaktoren wie die CMV-Seropositivitat oder dkéivierung des Empfangers,
eine Splenektomie, ethnische Unterschiede basieifd HLA-Disparitaten
zwischen Spender und Empfanger und die Uber diensptantation

hinausreichende Stimulierung mit Wachstumsfakt¢i®®, 107).
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1.5 Komplikationen der Graft-versus-Host Erkrankung

Die Manifestation der GvHD an Haut- und Schleimhdubrt zu einer
Beeintrachtigung einer wichtigen immunologischernrrigae zwischen Umwelt
und Organismus. Insbesondere vor dem Hintergrundss dHaut- und
Schleimhaute zum Zeitpunkt der Transplantation iterstarken Noxen im
Verlauf der Konditionierung ausgesetzt waren und iRolge der
Immunsuppression kénnen auch Keime der physiolbgis¢iaut- und Darmflora
schwerste septische Krankheitsbilder hervorrufarchAresorptive Funktionen der
enteralen Schleimhaut sind gestort, sodass in diggeFschwere Diarrh6en mit
Malabsortionssyndromen auftreten kénnen.

Da sich ein effektives Immunsystem erst nach eis bivei Jahren nach
Transplantation entwickelt hat wirkt die GvHD beelNropenie als weiterer
schwachender Faktor. In der frihen Post-Transgiansphase bis Tag +30
stehen vor allem Infektionen durch grampositiveeger, Respiratorische- und
Enteroviren sowie invasive Pilzerkrankungen im \éagiund. Infektiose
Komplikationen in der friilhen Posttransplantatiorasgehim Bereich der Lunge
treten bei bis zu 10% der Patienten nach allog&mechenmarktransplantation
als durch Aspergillus Species verursachte Pneumoaid. Neben dem nicht
abgeschlossenen Engraftment konnen hohe Einstigigsdogen einer GvHD-
Therapie in Form von Glukokortikoiden fir eine mnogierte Imunsupprimierung
mitverantwortlich sein. Bakterielle Pneumoniendrein dieser Phase haufig auf
(108). Fataler und therapeutisch schwer beherrschddad invasive und
generalisierte Pilzinfektionen, die septische Mgdéanehmen kénnen (109).

Die Graft-versus-Host Erkrankung der Leber istaedgéhtialdiagnostisch von einer
veno-occlusive disease (VOD) zu unterscheiden (110). Durch Schadigueg d
sinusoidalen Epithels kommt es zu einem fibrotiscldmbau vor allem der
vendsen intrahepatischen Strombahn, der zum Gef&ssluss und damit zu
einem Anstieg des hepatischen Stromungswiederstdiitiet. Im Zuge der VOD
kann es zum Multiorganversagen kommen.

In der mittleren und spaten Posttransplantatiorsplad Tag +30 sind die akute

und chronische Graft-versus-Host Erkrankung undbasendere deren Therapie
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als weitere immunkompromittierende Faktoren anzelseh Geflrchtete
Komplikationen sind invasive Pilzinfektionen wieedangioinvasive Aspergillose
und virale Infektionen. In Abh&ngigkeit vom Serdgtades Empfangers und des
Spenders kann es zu CMV-Reaktivierungen kommen. eDabelten
Progenitorzellen als latentes Erregerreservoirasedur in wenigen Féllen eine
tatsachliche Neuinfektion des Patienten vorliegtelMehr begunstigt die
Immunkompromittierung  eine  Reaktivierung. Haufig ettm  CMV-
Reaktivierungen in Form einer Myelosuppression abDie durch CMV
verursachte Pneumonie ist Dank neuerer antivik&liekstoffe seltener geworden.
Enright et al. konnten 1993 noch bei 15% der Ptdiem dieser Phase eine durch
CMV verursachte Pneumonie feststellen (111). Sekann sich eine CMV-
Reaktivierungen als Gasroenteritis manifestieren.

In der spaten Posttransplantationsphase spieleanndbn genannten Erregern
Adeno-, Varicella-, RS- und Parainfluenzaviren eiRelle. Fur die nicht
infektiosen  pulmonalen  Komplikationen wie Broncitisl obliterans,
Lungenfibrose und Idiopathische Pneumonie auchmaosangefasst unter dem
Begriff LONIPC, ist der herausragende Risikofakdoe im Auspragungsgrad als
extensive einzustufende chronische GvHD. In Verbindung nmeeLONIPC liegt
die Sterblichkeitsrate bei 50% (112).
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1.6 Der Graft-versus-Leukamie Effekt

Der GvL-Effekt stellt eine immunvermittelte Reaktioinsbesondere nach
allogener Transplantation dar, die zu einer Deziomg leukamischer Zellen im
Empfangerorganismus  fihrt.  Einiges  weist  daraufhindass  der
Immunmechanismus in engem Zusammenhang zur GvHEB; sten einigen
Autoren wird er jedoch heute als eigenstandigergsling betrachtet. So fanden
sich bei syngenetisch transplantierten Patienteche nicht an GvHD erkrankt
waren, eine hohere Rezidivrate als bei Patientehche an einer GvHD erkrankt
waren (113). Hierbei ist der Auspragungsgrad dediBwon Bedeutung, da eine
hohergradige GvHD mit schweren Komplikationen veden ist. Erhohte
Rezidivraten nach T-Zell-Depletion und das Erreiclener Remission durch
DLI legen eine zentrale Rolle von Spender-T-Lymphez bei der Entwicklung
eines GvL-Effektes nahe.

Fur die CML konnte der effektivste GvL-Effekt naEil fir die zytogenetisch
oder molekular nachweisbare Erkrankung gezeigt everdEine komplette
Remission trat bei 80% der Patienten mit zytogenktnachweisbarem Rezidiv
ein. Fur Patienten mit hamatologisch manifestemidietag die Remissionsrate
bei 77% und bei Patienten mit CML in der Transfaioregsphase bei 36% .

Unter Patienten mit AML oder dem myelodisplastistigyndrom, die entweder
keine Chemotherapie erhalten hatten oder als Napdteler eingestuft wurden
fand sich eine komplette Remission bei 26% der eRtgh. Geringere
Ansprechraten gelten fir Patienten mit ALL. Die a&uks-Uberlebensrate nach
konsolidierender Therapie oder RezidivbehandlungdDLI betrug 13%. Gute
initiale Remissionsraten von 52% konnten fir dasltigle Myelom ermittelt
werden. Diese waren jedoch nur von kurzer Daued)(1Horowitz et al.
untersuchten durch eine Analyse von 2254 Patientexch allogener
Knochenmarktransplantation den Zusammenhang zwisthéell-Depletion, der
GvHD und dem relativen Risiko fiir ein Rezidiv. Earden Patienten mit ALL in
der 1. Remission, Patienten mit AML in der 1. Resios und Patienten, die an
CML in der chronischen Phase erkrankt waren ausgetveé=inschlusskriterien

waren weiterhin eine Transplantation zwischen HOArtischen Verwandten
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oder zwischen syngenetischen Zwillingen sowie degtes und nicht depletiertes
Knochenmark. Far eine Referenzgruppe, die eine galtle
Knochenmarktransplantation ohne T-Zell-Depletiohatéten hatte und weder an
akuter noch an chronischer GvHD erkrankt war egab eine 3-Jahres-Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit von 25%. Bei funf Vergleichsgoep, die jeweils entweder
ausschlief3lich an akuter GvHD, an chronischer GvEID syngenen Zwillingen
bestehend oder T-Zell-depletiertes Knochenmarkltermdatten, ergab sich die
hochste 3-Jahres-Rezidiv-Wahrscheinlichkeit furgeyre Zwillinge (46%). Das
relative Risiko fur ein Rezidiv lag im Vergleich imiler Referenzgruppe bei
Patienten, die sowohl an akuter als auch an clolbeisGvHD erkrankten mit
0,33 (p=0.0001) am niedrigsten. Des Weiteren kodesruppe eine umgekehrt
proportionale Beziehung zwischen klinischem Auspréggrad der GvHD und
dem relativen Risiko fir ein Rezidiv zeigen. Zudeargab sich fur CML-
Patienten, die depletiertes Knochenmark erhaltatemaund an einer GvHD
erkrankt waren ein hoheres relatives Risiko furrazidiv (4,45, p=0,003) als fur
die Referenzgruppe. Damit konnte ein antileukangsdeffekt gezeigt werden,
der sowohl in enger Korrelation zur GvHD zum andgesloch auch unabhangig
von der GvHD auftritt (115, 116).

Insbesondere fur die Behandlung maligner Erkrankondes h&matopoetischen
Systems ware nicht nur der Nachweis, dass es sith GvL-Effekt um einen
von der GvHD abzugrenzenden Vorgang handelt, sandech seine mdgliche
Beeinflussbarkeit oder Augmentation von grof3er Badw®y. Kann schon die DLI
an sich als direkte Einflussnahme auf den GvL-Effedrstanden werden, so
finden sich weitere Hinweise, dass die Anzahl mematches zwischen Spender
und Empfanger, aber auch die zugrundeliegende nebkgkrankung Einfluss auf
die Auspragung des GvL-Effektes haben kdnnen.

Eine wichtige Rolle im Verlauf des GvL-Effektes sjgin CD4 und CD8-T-
Zellen, aber auch NK-Zellen wird einige Bedeutureg Qer Eliminierung von
leukamischen Zellen beigemessen. Die Aktivierungn VOD4-T-Zellen und
CD8'-T-Zellen kann direkt iiber ein mHag, das jeweil$weder tber MHC-I
oder Uber MHC-II prasentiert wird geschehen. Beem mHag handelt es sich
um endogene Peptide, die nach proteosomaler Prezess aufgrund des

genetischen Polymorphismus tber den TCR von Dordellen erkannt werden.
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Fur den GvL-Effekt kénnen nun mHag verantwortlicking die entweder
tumorzellspezifisch oder auf allen hamatopoetisch@ellen auftreten.
Naheliegend ist weiterhin, dass die mHag ubiquasp auch auf Endothelzellen
auftreten und damit Ursache der GvHD sein konnéme Bestimmte Klasse der
mHag sind ausschlief3lich auf dem Y-Chromosom Isietti und werden als H-Y
Antigene bezeichnet. Das UTY-Epitop wird zu dieskiY Antigenen gerechnet
und liegt bei leukamischen Lymphoblasten Uberexiernim vor. Diese
Uberexprimierung fuihrt zu einer schwachen selektiVeZell-Antwort im Sinne
einer GvL-Reaktion. In vitro ist es gelungen, dumgtroviralen Transfer des
entsprechenden TCR auf T-Zellen einen GvL-Effekt awgmentieren (117).
Unabhéngig von mHag konnte auch fur WT-1 und Prd@3 eine
Uberexprimierung in leukamischen Zellen und die I&iong einer T-
zellgesteuerten GvL-Reaktion gezeigt werden. Weitdioglichkeiten einer
Triggerung der GvL-Reaktion konnen durch die virdtdektion einer Zelle
(EBV-Infektion), chromosomalen Mutation in Form voDeletion oder
Translokation erfolgen (118).

Die Eliminierung von Tumorzellen kann nun durch C4Zellen, durch CD&
T-Zellen, durch CTL des Spenders selbst oder aucbhdaktivierte NK-Zellen
des Spenders erfolgen. Eine wesentliche Rolletslpiet die Apoptose, die Uber
unterschiedliche Mechanismen eingeleitet werdemkarZellen und NK-Zellen
konnen Uber TNF gesteuerte Rezeptoren den progrememiZelltod einleiten.
Dabei handelt es sich um transmembrane Proteine Kas/FasL oder
TRAIL/TRAIL-R. Durch Exozytose kann Perforin/Gramay in den
interzellularraum abgegeben werden. Galt Perfangé Zeit als “Wegbereiter*
fur Granzym, kann im murinen Modell Perforin unabfigge Aktivitdt von
Granzym gezeigt werden. So gelangt Granzym naclduBigg an den MPL-
Rezeptor durch Endozytose in den IntrazellularralemZielzelle (119). Speziell
NK-Zellen werden Uber eine verminderte Expressioan vVMHC-I auf
Tumorzellen aktiviert und kénnten so in gewissenditiht eine verminderte
Antigen-Prasentation gegeniiber CB8Zellen kompensieren. Die Aktivierung
von NK-Zellen auf diesem Wege geschieht tber eetdehde Besetzung von
KIR, die als Liganden MHC-I-Moleklle haben. Somigt der GvL-Effekt zur

Verringerung der Tumorlast bei und wird im Zuge B&C genutzt.
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1.7 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss eiRetuximab-Therapie vor
einer Transplantation auf die Ergebnisse nach afleg peripherer
Stammzelltransplantation. Dabei wurde der retrospek Vergleich zweier
Patientengruppen gewahlt, von denen eine nichtdemt Anti-CD20-Antikdrper

vorbehandelt worden war. Folgende Fragestellunggres im Vordergrund:

« Kann eine Therapie mit Rituximab vor einer allogene
Stammzelltransplantation  das  leukozytare  oder thomytéare

Engraftment beeinflussen?

* Beeinflusst die Therapie mit Rituximab vor einer logénen
Stammzelltransplantation die Inzidenz oder die A@igpng der akuten

oder chronischen GvHD?
* Beeinflusst eine Therapie mit Rituximab vor einedlogenen

Stammzelltransplantation das  ereignisfreie  Intérvaund das

Gesamtluberleben nach allogener Stamzelltranspiamat
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

In einem Zeitraum zwischen April 1999 und Dezen2@05 wurden 32 Patienten
mit einer B-Zell-Neoplasie und 2 Patienten mit ein€-Zell-Lymphom mit einer
allogenen peripheren Stammzelltransplantation kid#ianDie Daten von 27
mannlichen (79,4%) und 7 weiblichen (20,6%) Pa@enkonnten ausgewertet
werden. Das Alter der Patienten lag zum Zeitpunkt dergalzen Transplantation
bei 46 Jahren (Median). Zum Zeitpunkt der Erstdisgnlag das Alter der Manner
bei 44,3 Jahren (Median, Intervall 23-65) und das Erauen bei 47,7 Jahren
(Median, Intervall 41-53).

Bei 17 der 34 Patienten (49%) lag ein Non-Hodgimpjom als eine refraktare
Erkrankung oder als Rezidiv vor. Davon waren 3dPatin an einem Mantelzell-
Lymphom erkrankt. An einer ALL waren 8 Patiente,626) erkrankt. Bei 3 von
8 Patienten mit ALL konnte das Philadelphia-Chroomshachgewiesen werden.
An einer therapierefraktaren CLL waren 6 Patientgn,7%) erkrankt. Bei 2
Patienten (5,9%) lag ein multiples Myelom vorin B6-jahriger Patient (2,9%)
litt an einer Haarzell-Leukamie.

Von den NHL-Patienten wurden 9 Falle high-grade B-Zell Lymphome, 3 Falle
als indolente B-Zell Lymphome und 2 Falle &igh-grade T-Zell Lymphome
klassifiziert. Zum Zeitpunkt der allogenen Trangpéion befanden sich 5
Patienten (14,7%) in der 1. kompletten RemissioR)(® Patienten (26,5%) in
der 2. CR und 2 Patienten in der 3. oder einer tedhkompletten Remission. In
1. bis 3. partieller Remission (PR) befanden si8HPatienten (38,2%) und bei 5
Patienten (14,7%) konnte ein Rezidiv oder eine mogRession befindliche
Erkrankung (PD) festgestellt werden. Die Gesamtgeuwar im Median mit 7
Zyklen Chemotherapie (Intervall 2-37) nach 3 urdieisdlichen Protokollen
(Median, Intervall 1-10) vorbehandelt worden.

Bei 12 Patienten (35,3%) fand sich in der Anamrmease Vorbehandlung in Form
einer myoablativen Chemotherapie. Daraufhin er®ol@gei 9 Patienten eine

autologe und bei 3 Patienten eine allogene Trantgilan.
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Fur alle in die Untersuchung eingeschlossene Ratidmestand ein hohes Risiko

fur ein Rezidiv und ein kurativer Ansatz durch kentionelle Chemotherapie
oder durch eine autologe Transplantation bestactd.ni
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2.2 Auswertung

Die Datenerhebung erfolgte als retrospektive Autwey der Klinischen
Dokumentation in Form von standardisierten Untensagsbdogen der
ambulanten Nachsorge und Auswertung von Krankenakiber stationare

Aufenthalte. Desweiteren wurden BegleitpapiereTdassplantates ausgewertet.

Geschlecht Patient

Alter Patient

Grunderkrankung

Datum der Erstdiagnose

CMV-Status Patient

Geschlecht Spender
Stammdaten

CMV-Status Spender

Verwandtschaftsgrad zwischen Spender und Empfanger

Ggf. Zweit-Transplantation

Follow-Up

Ggf. Todesursache

Ggf. Datum des Todes

Tab. 5: Stammdaten |
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Die Art der Konditionierung wurde auch im Hinblickuf eine RIC erfasst.
Aufgenommen wurden die Anzahl aus der Anamnese eruarer
Vorbehandlungsregime nebst Anzahl der Zyklen sowdee Art der

Konditionierung vor der allogenen Transplantation.

Anzahl Regime Vorbehandlung

Anzahl Zyklen Vorbehandlung

Vorbehandlung/Konditionierung
Art der Konditionierung

ATG

Tab. 6: Vorbehandlung

Der Remissionsstatus wurde als erste oder hoherplktte Remission (CR),
progrediente Erkrankung (PD), partielle Remissi®R) und Rezidiv (REL)

ermittelt.

Remissionsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation

Remissionsstatus nach Transplantation

Status zum Zeitpunkt der
Transplantation / nach
Transplantation

Remissionsstatus Follow-Up
Rezidiv nach Transplantation

Anzahl DLI
DLI

Tab. 7: Remissionsstatus

Als Tag des leukozytaren Engraftments wurde derteerson drei

aufeinanderfolgenden Tagen, an denen die absokukozytenzahl 1,0 Zellen/nl
erreichte, definiert. Zur Dokumentation des thromyadren Engraftments wurde
der jeweilige Tag erfasst, an dem die Thrombozykh20/nl, 50/nl und 100/nl

transfusionsunabhéngig erreichte. Die Anzahl anTiransplantat enthaltenen
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CD34-Zellen wurde vom entnehmenden Zentrum durchflussagtrisch

bestimmt.
Leukozytar: Tag 1 von 3 fir 1,0 Zelldn

Engraftment Thrombozytér: Tag 1 von 3 fiir 20/50/100 Thbmzyten/n
transfusionsunabhangig

Transplantat
CD34"-Zellzahl:  16kg

Tab. 8: Engraftment

Die akute GvHD wurde nach Glucksberg et al. in éevieer Form eingeteil{29).
Als Endpunkt der akuten GvHD wurde die Einstelludgr therapeutischen

Steroidgabe mit nachfolgend symptomfreien amburaKintrollen gewertet.

Organmanifestation

Auspragungsgrad

Akute GvHD
Erstdiagnose

Endpunkt

Tab. 9: akute GvHD

Die Einteilung der chronischen GvHD erfolgte naeimdZeitpunkt des Auftretens

und den Kiriterien der Seattle-Klassifikation (48).

Organmanifestation

Auspréagungsgrad

Chronische GvHD PEEE
Intervall zwischen Transplantation und Erstdiagnose

Thrombozytopenie mit chronischer GvHD

Tab. 10: chronische GvHD

42



Patienten und Methoden

Da nur wenige Informationen Uber die Langzeitwirjen von Rituximab
vorliegen und der Antikorper in vivo eine sehr lartdalbwertzeit hat, wurde ein
Patient mit einem Intervall von 1490 Tagen zwisclerter Rituximab-Dosis und

Transplantation in die Analyse eingeschlossen.

Tab. 11: Rituximab

Kumulative Dosis

Behandlungsintervall

Rituximab . :
Intervall letzte Dosis Transplantationsdatum

Als ereignisfreies Intervall wurde der Zeitraum gehen Transplantation und
Rezidiv oder der Zeitraum zwischen Transplantatio Ende dedollow-up

definiert. Als Gesamtiberlebensrate wurde dasvatezwischen Transplantation
und Tod bzw. Ende des follow-up gewertet. Die Usdsehsraten wurden anhand

des log-rank-Testes und nach Kaplan-Meyer ermittelt
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2.3. Datenverarbeitung

Die Datenverarbeitung erfolgte unter Nutzung ddtv&re MS-Excel (Microsoft,
Minchen, Deutschland) sowie des Statistik-ProgranMiaSTAT (R. Fitch
Software, Bad Krozingen, Deutschland). Dort, weederderlich erschien, ist der

jeweilige statistische Test im Text benannt undetifhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Stammdaten

In der mit Rituximab vorbehandelten Gruppe (n=19,9%) fanden sich 16
(84,2%) mannliche Patienten. Im Vergleich zur nichtit Rituximab
vorbehandelten Patientengruppe (n=15) mit 11 ménah Patienten (73,3%) gilt
p=0,92. Der Median des Alters ergab fir die mitukitab vorbehandelten
Patienten 42,2 Jahre vs. 46,4 Jahre in der Gruppee drituximabtherapie
(p=0,65)(Tab. 12).

Tab. 12: Stammdaten I

Parameter Rituximab (n=19) = Kein Rituximab (n=15) = p-Wert | Test
Geschlecht mannlich = 16 (84,2%) 11 (73,3%) 0,36 Fishers
exakter Test
Alter 42,2 (23,2-65,2) 46,4 (22,1-67,3) 0,65 U-Test
(Mann-
Whitney)
High-grade Malignital = 12 (63,2%) 10 (66,7%) 0,56 Fishers

exakter Test

Eine stattgehabte Exposition gegenuber CMV konmeie2b Patienten (73,5%)
und 17 Spendern (50%) festgestellt werden. Siganifi& Unterschiede zwischen
den Vergleichsgruppen fanden sich im bezug auf @&fV-Status zwischen
Spender und Empfanger bei negativem Spender undiveaos Empfanger
(p=0,02)(Tab. 13)

Tab. 13: CMV-Status

Parameter Rituximab | Kein Rituximab p-Wert | Test
(n=19) (n=15)
CMV-Positivitat (Patient) 15 (79,0%) 10 (66,7%) 0,34 Fishers
exakter Test
CMV-Positivitéat (Donor) 9 (47,4%) 8 (53,3%) 0,50 Fishers
exakter Test
CMVneg—-> CMVpos (Empfanger) 9 (47,4%) 2 (13,3%) 0,02 Fishers

exakter Test
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3.2 Die Vorbehandlung

Die nicht mit Rituximab vorbehandelten Patientenrdem mit 3 (Median,
Intervall 1-5) unterschiedlichen Vortherapien undy&len (Median, Intervall 2-
21) behandelt. Die mit Rituximab behandelten Patenturden mit 3 (Median,
Intervall 2-10) unterschiedlichen Vortherapien éhdyklen (Median, Intervall 4-
37) behandelt. Im Bezug auf die Vorbehandlung Inelsa keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Vergleichsgrupfdeab. 14)

Tab. 14: Vorbehandlung

Parameter Rituximab (n=19) Kein Rituximab (n=15) p-Wert Test

CTX 3 (2-10) 3 (1-5) 0,29 U-Test (Mann

Schemata Whitney)

CTX Zyklen = 8 (4-37) 7 (2-21) 0,35 T-Test
(unabhéangig)

3.3 Die Konditionierung

Die Konditionierung erfolgte bei 8 Patienten (23)5%yoablativ und bei 26
Patienten (76,5%) als RIC. Als myoablatives Regirfaard die Kombination aus
16 mg/kg Busulfan und 120 mg/kg Cyclophosphamid/beatienten (20,6%) und
eine Kombination aus Bestrahlung (TBI mit 12 Gy)durl20 mg/kg
Cyclophosphamid bei 1 Patienten (2,9%) Anwendunig Konditionierung in
Form einer RIC erfolgte bei 17 Patienten (50%) Kdsnbination mit 36 g/m?2
Treosulfan und 150 mg/m? Fludarabin, bei 5 Patient&4,7%) mit 8 mg/kg
Busulfan und 150mg/m2 Fludarabin und bei 4 Patreiitd,4%) mit Bestrahlung
(TBI 2 Gy) und 90 mg/m? Fludarabin. Der Anteil ant RIC konditionierten
Patienten an der Gruppe mit Rituximabtherapie lget8,4% (n=13). In der
Gruppe ohne Rituximabtherapie wurden 86,7% (n=18)emer RIC behandelt.
Die Vorbehandlung mit ATG erfolgte bei 11 Patien(Bi,9%) in der Gruppe mit
Rituximabtherapie vs. 12 Patienten (80,0%) in derrupBe ohne
Rituximabtherapie. Bei 9 Patienten in der mit Ritoab vorbehandelten Gruppe
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erfolgte die Therapie mit ATG im Rahmen der RIC.i B® Patienten in der
Gruppe ohne Rituximabtherapie erfolgte die Therapie ATG im Rahmen der
RIC. Die Indikation zu einer Vorbehandlung mit AB@stand bemismatch oder
Vorliegen einesnud (matched unrelated donor). (Tab. 15).

Tab. 15: Konditionierung

Parameter Rituximab (n=19) Kein Rituximab (n=15) p-Wert Test

RIC 13 (68,4%) 13 (86,7%) 0,21 U-Test (Mann
Whitney)

ATG 11 (57,9%) 12 (80,0%) 0,2 U-Test (Mann
Whitney)

3.4 Transplantation

Alle 34 Patienten wurden 16 Monate (Median, IntBr¥&l24) nach Erstdiagnose
allogen transplantiert. Fur 13 Patienten stand e#nwandter Spender zur
Verfugung. Davon zahlten 8 Patienten (42,1%) zu deit Rituximab
vorbehandelten Gruppe und 5 Patienten (33,3%) exéildt der Gruppe ohne
Rituximabtherapie. In der Gruppe mit Rituximabtipeea befanden sich 11
Patienten (57,9%) mit nicht-verwandtem Spender. der Gruppe ohne
Rituximabtherapie zahlten 10 Patienten (66,7%) muht verwandtem Spender
(Tab. 16)

Tab. 16: Transplantation |

Parameter Rituximab (n=19) Kein Rituximab (n=15) p-Wert Test

Zeit zw. EC 24,11 (2,9-123,5) 14,25 (0,95-67,02) 0,66 U-Test (Mann
und TX Whitney)
(Monate)

mud 11 (57,9%) 10 (66,7%) 0,23 McNemar-Test
mrd 8 (42,1%) 5 (33,3%)

Innerhalb der Gruppe von nicht-verwandten Spendech Empfangern fand sich

in 3 Fallen ein major-mismatch. In der Gruppe von verwandten Spendern und
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Empfangern waren alle Falleully matched. Es wurden nur unprozessierte
Stammzellen transplantiert, die nach einer Stinamit G-CSF gewonnen
wurden. Die Patienten erhielten 5,7 x° X0D34-Zellen (Median, Intervall 0,9-
13,9) pro KG Koérpergewicht. Auch im Bezug auf deenisionsstatus zum
Zeitpunkt der Transplantation fanden sich keinenifigpnten Unterschiede
zwischen den Vergleichsgruppen (p=0,49Y.ab. 17) Drei mé&nnlichen Patienten

wurden von weiblichen Spendern transplantiert.

Tab. 17 : Transplantation Il

Parameter Rituximab Kein p-Wert Test
(n=19) Rituximab
(n=15)
Remissionsstatus zum  Zeitpunkt CR: 8 CR: 8 0,5 X2-Test
allogenen Transplantation PR: 7 PR: 6

PD/REL: 4 PD/REL: 1

2. TX 8 (42,1%) 3(20,0%) 0,16 Fishers
exakter
Test

CD34'-Zellen (16/kg) 5,3 (1,6-13,9 6,4 (0,9-11,4) 0,7 U-Test
(Mann-
Whitney)

Abklirzungen: CR: komplette Remission, PD: Progressin, PR: partielle Remission, REL: Relaps,
TX: Transplantation

3.5 Therapie mit Donor-Lymphozyten-Tansfusion

Bei 6 Patienten (17,7%) wurde nach der allogenamBizeltransplantation ein
klinisches oder molekulargenetisches Rezidiv nsteLl behandelt. Im Median
erfolgten 3 Donor-Lymphozyen-Transfusionen (Intdnda5). Im Allgemeinen
erfolgte die erste Transfusion mit 5X1Donor-Lymphozyten, die zweite mit
5x10° Donor-Lymphozyten, die dritte mit 5xi@nd die vierte mit 5x10Donor-
Lymphozyten.

3.6 Die Vorbehandlung mit Rituximab

Eine Vorbehandlung mit Rituximab erfolgte bei 1Qi&aen (55,9%) mit 4 Dosen
(Median, Intervall 1-10). Die applizierte Menge @osis betrug 375 mg/m2, und

48



Ergebnisse

die kumulative Dosis lag bei 1500 mg/m? (Medianteimall 375 mg/m2-3750
mg/m?2). Das Intervall zwischen der letzten Appligatvon Rituximab und der
allogenen Stammzelltransplantation lag bei 5,9 WacfMedian, IntervalD,1-
212,9)(Tab. 18)

Tab. 18: Rituximab

Kumulative Dosis 1500 mg/m? (375 mg/m? - 3750 mg/m?)
Rituximab

(n=19) Intervall letzte Dosis = 5,9 Wochen (0,1 — 212,9)
bis TX

3.7 Die Supportive Therapie

Die Hamatopoese wurde in allen Fallen von Tag +4 him leukozytéren
Engraftment mit G-CSF stimuliert. Ein  Chinolon ddritten Generation
(Ciprofloxacin oder Levofloxacin) wurde ab der Kdmwhierung bis zum
Zeitpunkt des Engraftments zur antibakteriellen pRytexe eingesetzt. Eine
antivirale Prophylaxe wurde mit Acyclovir 3 x 40@fd per os im Abstand von 8
Stunden ab Tag +1 vorgenommen. Bei komplikatioestod/erlauf wurde das
Virustatikum ab Tag +30 abgesetzt. Als Antimykotikwurde Itraconazol 2 x
200 mg/d per os ab Tag +1 bis mindestens Tag +7V3mphylaxe eingesetzt.
Vor Transplantation im Zuge der Konditionierung wer aufgrund einer
maoglichen  Gefahr  der  Interaktion  von Itraconazol t mider
Konditionierungstherapie Fluconazol eingesetzt. eElRneumocystis jiroveci-
Prophylaxe wurde vor der Konditionierung mit Cotoxazol 960 mg/d 3 x
woOchentlich begonnen. Bei unerwinschten Nebenwg&anvon Cotrimoxazol
wurde die Prophylaxe mit Pentamidine-Inhalationent rB00 mg/Monat
fortgesetzt. In Abhangigkeit vom zellularen Immutss des Patienten wurde die

Pneumocystis jiroveci-Prophylaxe ab Tag +180 auwetges
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3.8 GvHD-Prophylaxe

Die Prophylaxe der akuten GvHD erfolgte mit Cyclasp A ab Tag —3 mit 3
mg/kg per infusionem bis auf einen Blutspiegel \280-250 pg/l. Desweiteren
erfolgte die Prophylaxe mit MTX an Tag +1 mit 15g/m2KOF und 10
mg/m?KOF an Tag +3 und +6 und in Abhangigkeit vormgesetzen
Konditionierungsprotokoll mit Mycofenolat MofetiMMF) ab Tag 0 mit 4 x 500
mg/d per os. Bematched related donor wurde MMF ab Tag +28 abgesetzt. Bei
nicht-verwandtem Spender wurde MMF ab Tag +42 dloerr Stufen (1,5 mg/1,0
mg/0,5 mg Tagesdosis) a 14 Tage reduziert (120).

3.9 Engraftment

Nach 15 Tagen (Intervall 1-32) erreichten 32 Patien(94,1%) den kritischen
Wert fur das leukozytdre Engraftment von 1,0 ZéfienBei mit Rituximab

vorbehandelten Patienten wurde der Wert von 1,0edfll signifikant friher

erreicht als bei der Vergleichsgruppe ohne Ritukitheapie (11,5 Tage [Intervall
1-32] versus 18 Tage [Intervall 12-31], p<0,005,ndaNhitney U-Test).

Das thrombozytare Engraftment mit 20 Thrombozytewlrde von 29 Patienten
(85,3%) nach 17 Tagen (Intervall 1-54) nach all@gefransplantation erreicht.
Der Wert von 50 Thrombozyten/nl wurde von 23 Pa&en(67,7%) nach 25
Tagen erreicht. Bei 23 Patienten konnte der Wemt 4@0 Thrombozyten/nl nach
31 Tagen (Intervall 13-117) nach Transplantatiomitelt werden. Auch das
thrombozytare Engraftment fand in der mit Rituximamrbehandelten
Patientengruppe fur alle drei oben genannten Weigaifikant friher statt
(20PLT: 11,5 Tage [Intervall 1-28] versus 27 Taggdrvall 11-54], p<0,001;

50PLT: 16,5 Tage [Intervall 11-37] versus 42 Tafgefvall 22-70], p<0,001,
100PLT: 22,5 Tage [Intervall 13-52] versus 60 THgeervall 25-117], p<0,005;
Mann-Whitney U-TestjTab. 19)

50



Ergebnisse

Tab. 19: Leukozytares und thrombozytéares Engraftemst

Parameter

WBC>1/nl
(Tag)

PLT>20/nl
(Tag)

PLT>50/nl
(Tag)

PLT>100/nl
(Tag)

Rituximab
(n=19)

12 (1-32)

11,5 (1-28)

16,5 (11-37)

22,5 (13-52)

Kein Rituximab = p-Wert

(n=15)

18 (12-31)

27 (11-54)

42 (22-70)

60 (25-117)

<0,005

<0,001

<0.001

<0,005

Test

U-Test (Mann
Whitney)

U-Test (Mann
Whitney)

U-Test (Mann
Whitney)

U-Test (Mann
Whitney)

Abkurzungen: WBC: Leukozytenzahl, PLT: Thrombozytenzahl, NR: nicht erreicht

51



Ergebnisse

Die Beziehung zwischen dem Tag des leukozytaren thmdmbozytaren
Engraftments und transplantieter Zellzahl an CD2dllen/kg ist in

Punktdiagrammen aufgetragéibb.1 + Abb. 2 a-c) Hier wird deutlich, dass fur
Patienten mit einer Rituximabtherapie in der Vodoahung ein schnelleres

Engraftment sowohl fir Leukozyten als auch fur Thibozyten erfolgte.

Abb. 1: Leukozytares Engraftment in Tagen (Y-Achse)in Beziehung zur transplantierten
CD34"-Zellzahl/kg (X-Achse). Auf der Y-Achse ist der ere von drei konsekutiven Tagen
aufgetragen an dem die Leukozytenzahl > 1 Zelle/itk10°) betragt

Rituximab:
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Abb. 2a: Thrombozytdres Engraftment in Tagen (Y-Aclse) in Beziehung zur
transplantierten CD34'-Zellzahl/kg (X-Achse). Auf der Y-Achse ist der erse von drei
konsekutiven Tagen aufgetragen an dem die Thromboggnzahl > 20 Zellen/nl (x16) betragt
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Abb. 2b: Thrombozytares Engraftment in Tagen (Y-Actse) in Beziehung zur
transplantierten CD34'-Zellzahl/kg (X-Achse). Auf der Y-Achse ist der erge von drei
konsekutiven Tagen aufgetragen an dem die Thromboggnzahl > 50 Zellen/nl (x16) betragt
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Abb. 2c: Thrombozytdres Engraftment in Tagen (Y-Aclse) in Beziehung zur
transplantierten CD34'-Zellzahl/kg (X-Achse). Auf der Y-Achse ist der erse von drei
konsekutiven Tagen aufgetragen an dem die Thrombomnzahl > 100 Zellen/nl (x16)
betragt
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3.10 Akute Graft-versus-Host Erkrankung

Die Gesamtinzidenz fir die akute GvHD lag bei 52,99%-18/34). Ein
signifikanter Wert zwischen den Vergleichsgruppenit mund ohne
Rituximabtherapie ergab sich nicht (11/19 [57,9%i{sus 7/15 [46,7%]; p=0,4).
Die Manifestation der akuten GvHD an einzelnen @sgatemen stellte sich wie

folgt dar:

Leber:

Insgesamt erkrankten 9 Patienten (26,5%) an akewtD der Leber. Davon

entfielen 6 Patienten (31,6%) auf die mit Rituximarbehandelte Gruppe und 3
Patienten (20%) auf die Gruppe ohne Rituximabthergp=0,35). Das Stadium

des Leberbefalls betrug in der mit Rituximab vodisdelten Gruppe 2,5
(Median) gegenuer der Gruppe ohne Rituximabtherapie dem Stadium 2

(Median) (p=0,82).

Haut:

Insgesamt erkrankten 17 Patienten (50,0%) an akewtD der Haut. Davon
entfielen 10 Patienten (52,63%) auf die mit Rituabnworbehandelte Gruppe und
7 Patienten (46,66%) auf die Patientengruppe ohhexiRabtherapie (p=0,5).
Das Stadium des Hautbefalls betrug in der mit Rihab vorbehandelten Gruppe
2 (Median) gegeniuber der Gruppe ohne Rituximabghermit dem Stadium 3
(Median) (p=0,5).

Gastrointestinaltrakt:

Insgesamt erkrankten 14 Patienten (41,2%) an aku@&HD des

Gastrointestinaltraktes. Davon entfielen 8 Pageni42,1%) auf die mit
Rituximab vorbehandelte Patientenguppe und 6 Rahef#0%) auf die Gruppe
ohne Rituximabtherapie (p=0,6). Das Stadium dedrgatestinalen Befalls
betrug in der mit Rituximab vorbehandelten GruppgMedian) gegenuber
Stadium 2,5 (Median) in der nicht mit Rituximab babelten Patientengruppe
(p=0,74).
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Auspragungsgrad der akuten GvHD:

In der mit Rituximab vorbehandelten Patientengrupfend sich der
Auspragungsgrad 1l (Median). Ein Patient erkranktedieser Gruppe an einer
akuten GvHD Grad I. An einer akuten GvHD Grad Krankten 5 Patienten. Auf
die Auspragungsgrade IlI° und IV° entfielen jewedlaund 2 Patienten in dieser
Gruppe. In der Patientengruppe ohne Rituximabthergmden sich 2 Patienten
mit dem Auspragungsgrad Il neben 4 Patienten dersprigungsgrad Il und
einem Patienten mit einer akuten GvHD Grad |V. DWerte der
Vergleichsgruppen im Bezug auf den Auspragungsgnmaer akuten GvHD lagen
in einem nicht signifikanten Bereich (p=0(Mab. 20).

Tab. 20: Akute Graft-versus-Host Erkrankung. Angegéen sind die Inzidenz (in %) Stadium
(Median, Intervall) und Grad der Erkrankung.

Parameter Rituximab Kein Rituximab = p-Wert Test
(n=19) (n=15)

Haut (Inzidenz) 10 (52,63%) @ 7 (46,66%) 0,5 Fishers
exakter Tes

Haut (Stadium) 2 (1-3) 3 (1-4) 0,5 X2-Test

Leber (Inzidenz) 6 (31,6%) 3 (20%) 0,35 Fishers
exakter Tes

Leber (Stadium) 2,5 (1-3) 2 (1-3) 0,82 X2-Test

GlI-Trakt (Inzidenz) 8 (42,1%) 6 (40%) 0,6 Fishers
exakter Tes

GI-Trakt (Stadium) 2 (1-4) 2,5 (1-3) 0,74 X2-Test

Inzidenz 11 (57,9%) 7 (46,7%) 0,4 Fishers
exakter Tes

aGvHD (Auspragung) Ie (I1°-1v°) e (1e-1ve) 0,7 X2-Test
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3.11 Chronische Graft-versus-Host Erkrankung

Die Gesamtinzidenz fur die chronische GvHD lag B8ij2% (n=13/34). Ein
signifikanter Wert zwischen den Vergleichsgruppenit mund ohne
Rituximabtherapie ergab sich nicht (9/19 [57,9%isus 4/11 [46,7%]; p=0,5).

Die organbezogene Inzidenz fir die chronische Gekélllite sich wie folgt dar:

Haut:

Insgesamt erkrankten 7 Patienten (20,6%) an chol@isGvHD der Haut. Davon
entfielen 6 Patienten (31,6%) auf die mit Rituximetsbehandelte Gruppe und 1
Patient (6,7%) auf die Patientengruppe ohne Ritakiimerapie (p=0,2). Der
Hautbefall wurde in % des BSA (body surface areamitéelt. Ausgegangen
wurde von einem BSA des Erwachsenen von 1,73 m2del mit Rituximab
vorbehandelten Gruppe fand sich 1 Patient mit eikempletten Hautbefall, 2
Patienten mit ca. 50% Hautbefall, 1 Patient mit4@% Hautbefall, 1 Patient mit
ca. 20% Hautbefall und 1 Patient mit ca. 10% Hefiath Der Patient in der

Gruppe ohne Rituximabtherapie wies einen Hautbetail20% auf.

Mundschleimhaut:

Insgesamt erkrankten 8 Patienten (23,53%) an cdwbar GvHD der
Mundschleimhaut. Davon entfielen 6 Patienten (3),64f die mit Rituximab
vorbehandelte Gruppe und 2 Patienten (13,3%) amifRditientengruppe ohne
Rituximabtherapie (p=0,41).

Gastrointestinaltrakt:

Insgesamt erkrankten 2 Patienten (5,88%) an chobeis GvHD des
Gastrointestinaltraktes. Davon entfiel jeweils atiénten (5,3%) auf die mit
Rituximab vorbehandelte Patientenguppe und 1 Raf&i@%) auf die Gruppe
ohne Rituximabtherapie (p=0,89).
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Leber:

Insgesamt erkrankten 7 Patienten (20,6%) an choloeisGvHD der Leber.
Davon entfielen 5 Patienten (26,3%) auf die mituimab vorbehandelte
Gruppe und 2 Patienten (13,3%) auf die Gruppe oRiteximabtherapie
(p=0,54).

Augen:

Insgesamt erkrankten 4 Patienten (11,76%) an ctcbar GvHD im Bereich der
Augenschleimhaute. Davon entfielen 3 Patient&n8%) auf die mit Rituximab
vorbehandelte Gruppe und 1 Patient (6,7%) auf dieup@e ohne
Rituximabtherapie (p=0,66).

Gelenke:

Insgesamt erkrankten 2 Patienten (5,88%) an clulo@isGvHD im Bereich der
Gelenke. Davon entfiel jeweils 1 Patient (5,3%if d@ie mit Rituximab
vorbehandelte Gruppe und 1 Patient (6,7%) auf dieupe ohne
Rituximabtherapie (p=0,89).

Auspragungsgrad der chronischen GvHD:

Insgesamt erkrankten 8 Patienten (23,5%) an e@twmnsive disease und 5
Patienten (14,7%) an einBmited disease. In der mit Rituximab vorbehandelten
Patientengruppe erkrankten 3 Patienten (15,8%)irzar Bmited disease und 6
Patienten (31,6%) an einaxtensive disease. In der Patientengruppe ohne
Rituximabtherapie erkankten 2 Patienten an |derted disease und weitere 2
Patienten an deaxtensive disease. Die Werte der Vergleichsgruppen im bezug auf
den Auspragungsgrad einer chronischen GvHD lagemiem nicht signifikanten
Bereich (p=0,79Tab. 21).
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Tab. 21: Chronische Graft-versus-Host Erkrankung; Anzahl der Patienten und die Inzidenz

(in %).
Parameter Rituximab
(n=19)
Haut 6 (31,6%)
Leber 5 (26,3%)
Gl-Traktt 1 (5,3%)
Augen 3 (15,8%)
Mundhdle 6 (31,6%)
Gelenke 1 (5,3%)

Thrombozyten <100 3 (15,8%)
cGVHD (Inzidenz) 9 (47,4%)

Intervall zwischen T. 9,9 (2,2-20,0)
und cGVHD (ir

Monaten)

cGVHD (Auspragung) ' Limited: n=:
(15,8%)
Extensive: n=
(31,6%)

Kein Rituximab
(n=15)

1 (6,7%)

2 (13,3%)

1 (6,7%)

1 (6,7%)

2 (13,3%)

1 (6,7%)

4 (26,7%)

4 (26,7%)

5,1 (3,0-9,5)
Limited: n=:
(13,3%)

Extensive: n=
(13,3%)

Abkurzungen: TX: allogene Stammzelltransplantation
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Um eine graphische Darstellung der kumulativen demz der akuten oder
chronischen GvHD zu erhalten wurde der Paramiegedom from GvHD mit
dem Log-rank-Test ermittelt und nach Kaplan-Meympdisch dargestellt. Als
Endpunkte wurden die Erstdiagnose einer akuten odesnischen GvHD, der
letzte dokumentierte Status oder das Todesdatuigelegt(Abb. 5). In der mit
Rituximab vorbehandelten Patientengruppe trat akuge oder chronische GvHD
nach 2,2 Monaten (Median) auf. Bei der nicht mituRimab vorbehandelten
Patientengruppe lag das Intervall zwischen Tramspleon und akuter oder
chronischer GvHD bei 1,1 Monaten (Median).

Abb. 5: Wabhrscheinlichkeit nicht an akuter oder chonischer GvHD zu erkranken (Y-
Achse) aufgetragen auf den Beobachtungszeitraum (Xehse) mit oder ohne
Rituximabtherapie

Rituximatherapie

Wahrscheinlichkeit
-
I

36

Zeit (Monate)
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3.12 Uberlebensrate und Prognose

Nach einer Beobachtungsdauer von 8,8 Monaten (Medrgervall 0,1-72,9)

betrug die Uberlebensrate 38,2%. Ursachlich wardaektionen (n=5, 14,7%),

akute GvHD (n=2, 5,9%), chronische GvHD (n=3, 158%ezidiv der

Grunderkrankung (n=6, 17,7%), durch EBV verursaclyi@phoproliferative

Erkrankungen (n=2, 2,9%) und jeweils 1 Patient teebsan einer sekundaren
Neoplasie (2,9%), durch  Multiorganversagen (2,9%)dero einer

Gerinnungsstorung mit unstillbarer Blutung (2,9%jne Vorbehandlung mit
Rituximab hatte keinen signifikanten Einfluss aut dsesamtiiberlebensrate
(Abb. 6).

Abb. 6: Gesamtiiberlebensrate in Monaten fiir Patieten mit (n=19) und ohne (n=15)
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Ein signifikanter Einfluss einer vorangegangenenuRmabtherapie auf das
ereignisfreie Intervall, die Manifestation oder denspragungsgrad einer GvHD,
sowie das Gesamtiiberleben konnte nicht gezeigtanéfdb.7).

Abb. 7: Ereignisfreies Intervall in Monaten fur Patienten mit (n=19) und ohne (n=15)
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Eine signifikant hohere Uberlebensrate von 14,5 alem (Median, Intervall 0,6-
72,9) konnte fur Patienten gezeigt werden, dieiaard=orm der GvHD erkrankt
waren gegeniiber der Uberlebensrate von 2,3 Mon@tedian, Intervall 0,1-
33,8) fur Patienten die nie an einer Form der Gwtlkbankt waren (p=0,001, log-
rank-Test). Sowohl fur Patienten, die an einer ekuBvHD erkrankt waren fand
sich eine hohere Uberlebensrate (p<0,02, log-raest)Tals auch fur Patienten,
die an einefimited oderextensive disease der chronischen GvHD erkankt waren
fand sich eine hohere Uberlebensrate (p<0,01, dog-Test) im Vergleich mit
der Patientengruppe, die nicht an einer akuten odemischen GvHD erkrankt
war (Abb.8).

Abb. 8: Gesamtliberlebensrate in Monaten fir Patieen mit und ohne akuter oder

chronischer GvHD
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4. Diskussion

4.1 Engraftment

In einem Zeitraum zwischen April 1999 und Dezen2@05 wurden 34 Patienten
mit einer allogenen Stammzelltransplantation bebinBei 19 Patienten erfolgte
eine Therapie mit Rituximab vor der Transplantatiom retrospektiven Vergleich
mit 15 Patienten, welche keinerlei Therapie mit uRitnab vor der
Transplantation erhalten hatten konnte ein sigaifikschnelleres leukozytares
und thrombozytares Engraftment fur die mit Rituxdimavorbehandelte
Patientengruppe ermittelt werden. Bei mit Rituximairbehandelten Patienten
wurde der Wert von 1,0 Zellen/nl signifikant friherreicht als bei der
Vergleichsgruppe ohne Rituximabtherapie (11,5 Tggervall 1-32] versus 18
Tage [Intervall 12-31], p<0,005, Mann-Whitney U-T)esDas thrombozytare
Engraftment erfolgte fur die Werte 20, 50 und 1d@ombozyten/nl nach 11,5
bzw. 16,5 und 22,5 Tagen in der Gruppe mit Rituwktharapie im Vergleich zur
Gruppe ohne Rituximabtherapie mit 27 bzw. 42 und Teé@en signifikant
schneller (p<0,001). Der Unterschied konnte nichif &inen differenten
Progenitorzellgehalt der eingesetzten Transplaatatigckgefiihrt werden

Die Studienlage zur Frage, ob durch Rituximab di&midtopoese bzw. das
Engraftment nach Stamzelltransplantation beeinflwgisd, ist nach wie vor
kontrovers. Die Mehrzahl an Studien behandelt dég& nach der Beeinflussung
des Engraftments unter dem Aspekt der Rituximabffierim Zusammenhang
mit einer autologen Stammezelltransplanation an meineehr heterogenen
Patientengut. So wurden bei follikularen Lymphonifeim Stadium I[lI-IV [n=35]
nach Therapie mit Rituximab zwei Falle von schweXsutropenie gemeldet
(121). Bei acht Fallen, die sich sowohl aus autdtagsplantierten Patienten als
auch aus myeloablativ konditionierten bzw. nur cb#rarapeutisch behandelten
Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen oder CLL relaten, fanden sich 8-23
Wochen nach Rituximabgalete-onset Neutropenien, die Charakteristika von
immunvermittelten Neutropenien aufwiesen (92). Diesscheint umso
erstaunlicher, da einige Autoren den erfolgreichersatz des Antikorpers bei der

Therapie  der idiopathischen  Immunothrombozytopenisowie  der
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immunvermittelten Thrombozytopenie bei Lupus ergitheodes und M. Crohn
beschreiben (89). Auch Chaiwatanatorn et al. nefdsieben Falle votate-
onset Neutropenien bei n=53 mit Rituximab behandeltertieRten, wobei
lediglich ein Patient nach Stammzelltransplantationdie Studie einbezogen
wurde (93). Cairoli et al. und Lemieux et al. besgen einen Anstieg der
Inzidenz von Neutropenien bei Patienten, die val nach einer Transplantation
mit Rituximab behandelt worden waren (95, 96). Bagaet al. vermuten einen
Zusammenhang zwischen T-Lymphozyten und dem Aeftrebn Neutropenien
nach Rituximabtherapie (122). Bis heute finden sieime verdffentlichten Daten
Uber einen Einfluss von Rituximab auf das Engrafiirieei Patienten, bei denen
nach Therapie mit dem monoklonalen Antikérper einallogene
Stammezelltransplantation erfolgte. Obgleich ein ché=unigtes leukozytares
Engraftment bei Patienten, die mit Rituximab vodogdelt worden waren,
festgestellt werden konnte, sind die hier vorgeedgErgebnisse dennoch umso
Uberraschender, da sowohl das leukozytare als aleh thrombozytére
Engraftment bei Patienten mit einer Vorbehandlung Rituximab signifikant
schneller erfolgte (123). Die Ursachen hierfir smaon jetzigen Zeitpunkt noch
unklar. Fur ein verzogertes Engraftment finden s$ictgegen in der Literatur eine
Vielzahl von Ursachen. So werden unter andereme8uohhutaffektionen nach
Chemotherapie vor Transplantation, eine CMV-Sertpdat des Empfangers,
eine genetische Disparitat zwischen Spender undf&mger sowie stattgehabte
Transfusionen von Blut- und Blutprodukten vor Teplanataion fur ein
verzogertes Engraftment verantwortlich gemacht {124). Zwischen den hier
analysierten Vergleichsgruppen bestanden im Hikbdiaf diese Parameter bis
auf einen signifikanten Unterschied im Bezagf den CMV-Status zwischen
Spender und Empfanger bei negativem Spender undiveos Empfanger
(p=0,02) keine signifikanten Unterschiede. Dabei ist jedaahberticksichtigen,
dass die Konstellation CMV-negativer Spender und\Vaddsitiver Empfanger
bzw. der in absoluten Zahlen hohere Anteil an CM)éippven Empfangern in der
Patientengruppe mit Rituximabtherapie als ein dagr&tment verzogernder
Faktor angesehen werden kann (128). Eine T-Zellddem wurde nicht
durchgefihrt, und die Behandlung mit ATG innerhalbdes
Konditionierungsschemas wurde in beiden Gruppeitlgleaufig vorgenommen.
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Die durchschnittlich verabreichte Menge an CDZéllen war in der
Vergleichsgruppe ohne Rituximabtherapie hoher ais der Gruppe mit
Rituximabtherapie. Die RIC, die mit einer kiirzersplasie einhergeht, wurde in
der Vergleichsgruppe ohne Rituximabtherapie haufigengesetzt. Dieses
Intervall war in der Vergleichsgruppe der mit Ritwab vorbehandelten Patienten
langer, jedoch nicht signifikant verlangert. So kamcht ausgeschlossen werden,
dass in dieser Gruppe mehr Blut- und Thrombozyten&otrate gegeben wurden.
Hypothetisch kann das beschleunigte Engraftment h naallogener
Stammzelltansplantation bei Patienen, die vor dan3plantation mit Rituximab
behandelt wurden darauf hinweisen, dass die Therapit Rituximab den
spender- oder empfangereigenen Pool an CiZ2flen in-vivo vermindert.
Weiter kénnte man nun davon ausgehen, dass GP&n einen Einfluss
sowohl auf das thrombozytare als auch auf das lsgéce Engraftment haben.
Bis jetzt sind jedoch keinerlei inhibitorische Hirdse von B-Zellen auf das
Engraftment beschrieben. Eine Einfluss von CB26llen auf die zellulare
Immunantwort konnte durch die Therapie der immumitelten
Thromozytopenie nach allogener Stammzelltranspii@ntanit Rituximab gezeigt
werden (85).

Weitere Hinweise konnte eine quantitative Auswegtwier Anzahl an CDZ0
Zellen im Zusammenhang mit dem Verlauf des Engrafiisi geben.
Erstrebenswert ware zudem ein prospektiv-randongsieStudiendesign mit z. B.
Standardisierung der Therapieintervalle von Ritabmin einem grésseren
Patientenkollektiv. Diesem Ansatz steht allerdirgggegen, dass Rituximab
heute therapeutischer Standard in der BehandlurpCB-Zellneoplasien ist und

eine Randomisierung ethisch nicht zu vertreten ware

4.2 Uberlebensrate und Prognose

Nach 8,8 Monaten (Median, Intervall 0,1-72,9) kenfiir das Gesamtkollektiv
eine Uberlebensrate von 38,2% ermittelt werden. dbbwlie Uberlebensrate im
ereignisfreien Intervall als auch die Gesamtibersbate stehen im Einklang mit

vergleichbaren Publikationen. Dies gilt insbesoadenter Beriicksichtigung der
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Zusammensetzung des hier untersuchten Patientekttedl, welches sich aus
Patienten mit hohem Risikoprofil zusammensetztew8alen Patienten bis zum
67. Lebensjahr in die Analyse miteingeschlossers D&iteren befanden sich
lediglich 16 von 34 Patienten (47%) vor Transplaata im Stadium der
kompletten Remission, und 12 von 34 Patienten €8%\8aren nach einer Hoch-
Dosis-Chemotherapie bereits entweder einer autologger einer allogenen
Stammzelltransplantation unterzogen worden. Eirsgedehnte Vorbehandlung
mit im Median 8 Zyklen Chemotherapie in der Grupger mit Rituximab
vorbehandelten Patienten und im Median 7 Zyklewnén Patientengruppe ohne
Rituximab Vorbehandlung lasst einen Vergleich ddvetlebensraten beider
Gruppen zu.

Auch wenn der GvL-Effekt und die chronische GvHD fiianche Autoren sich
als in Entstehung und Ablauf zu unterscheidende hgleismen darstellen, die
nach einer Stammezelltransplantation auftreten konmst auch in dieser Arbeit
das Auftreten einer héhergradigen GvHD mit einertlith gebesserten Prognose
korreliert (129, 113). Unter Annahme eines GvL-Efés im Zuge einer GvHD
legt das vorliegende Datenmaterial den Schluss ,naldass eine
Rituximabtherapie vor einer allogenen peripheremntbzelltransplantation
keinen Einfluld auf den GvL-Effekt hat.

Die besten Remissionsraten in Folge einer DLI kenrttei Patienten mit einer
CML im Rezidiv nach Transplantation erreicht werddBei Patienten mit
cytogenetischem Rezidiv betrug die Remissionsratechn 80%. Ein
zytogenetisches Rezidiv wurde mittels quantitatiie@R-Nachweis (polymerase
chain reaction) von bcr/abl ermittelt. Bei Patientenit einem hamatologisch
manifesten Rezidiv fanden sich Remssionsraten B# 7(114). Die Ergebnisse
belegen die wesentliche Bedeutung dieser immunviiten Reaktion nach
allogener Transplantation. Die DLI ist als Theragées Rezidivs nach allogener
Transplantation mit HLA-identischen verwandten Sjwn, unter HLA-nicht
identischen Familienmitgliedern oder mit HLA-idesthen nicht verwandten
Spendern erfolgreich (130).

Der Effekt einer DLI kann bis zu zwei Monate nadigeschlossener Transfusion
einsetzen. Die Entwicklung einer molekularen Remis&ann bis zu zwei Jahre

dauern. Verantwortlich fur diese langsamen Prozéssen die Donor-T-Zelle
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sein, welche madglicherweise gegen eine Vorlaufexzeér leukamischen Zelle
gerichtet ist. Die leukamische Zelle selbst jedente Lebensdauer von mehreren
Monaten aufweist (131).

Grundsatzlich ist bislang der Behandlungserfolg cdureine DLI einer
myeloischen Leuka&mie grosser als bei einer lympbaé@n Erkrankung (115).
Eine imunsuppressive Therapie nach Stammzelltrantgtion stellt einen den
GvL-Effekt schwachenden Faktor dar. Olsson et atghchen retrospektiv 171
Patienten mit HLA-identischem verwandtem Spendée, mit einer GvHD-
Prophylaxe in einer Dosierung von 1mg/KG i. v. Cgf Tag Uber 6 Monate
behandelt wurden mit einer Patientengruppe, wekefieomg/kg i. v. CsA Uber
ein Jahr erhalten hatte. Beide Patientengruppeelien MTX in vergleichbaren
Dosierungen. In der Low-dose-Gruppe fand sich éidleere Wahrscheinlichkeit
an einer aGvHD I-II° (70% vs. 53%, p<0,01) und areecGvHD (58% vs. 25%,
p<0,01) zu erkranken. In der Low-dose-Gruppe faot gedoch eine geringere
Rezidivwahrscheinlichkeit (31% vs. 54%, p<0,01) wrid langere rezidivfreie
(56% vs. 38%, p=0,04) und Grasamtuberlebensrats (&l 40%, p=0,04) (132).
Hier sind weitere Untersuchungen mit modifiziertdiachbehandlungsregimen
zur Vermeidung einer Imunsupression sowie zur Augaten des GvL-Effektes
durch selektive Anreicherung bestimmter T-Zellenwemdig. Zu klaren ist die
Rolle bestimmter selektiv den GvL-Effekt verstarten T-Zellen wie
Gedachtnis-T-Zellen, Gamma/Delta-T-Zellen und resgahde T-Zellen (Tregs).
Fur regulatorsiche T-Zellen (Tregs) konnte einehtvge Rolle bei der Steuerung
autoimmunologischer Prozesse und bei der Trangt&bgtossung gezeigt
werden. Charakteristisch fur diese T-Zelllinieds# Expression von CD 4, CD 25
und dem Transkriptionsfaktor Foxp3.

4.3 Akute Graft-versus-Host Erkrankung

Eine akute Graft-versus-Host Erkrankung trat uraglen Patienten mit einer

Inzidenz von 52,9% (n=18) auf. Im Vergleich beid&muppen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied. Sowohl im Bezug auf derganbefall als auch im

Bezug auf den Grad der Ausprdgung fanden sich ciwis den beiden
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Vergleichsgruppen ebenfalls keine signifikanten ddsthiede. In einer
retrospektiven Analyse (n=17) der Inzidenz eineutak Graft-versus-Host
Erkrankung bei CLL-Patienten mit [n=10] versus olfme7] Vorbehandlung mit
Rituximab kamen Khouri et al. zu dem Ergebnis £inieht signifikanten Trends
fur eine geringere Inzidenz der akuten GvHD bei Rituximab vorbehandelten
Patienten von 20% versus 43% [p=0,4] in der Parmgruppe ohne Rituximab-
Therapie (133). Zu beachten ist allerdings, dass kiie Applikation von
Rituximab von Tag —13 bis Tag +8 als Teil der Kaiogiierung in Dosierungen
von 375 mg/m?2 bei einer kumulativen Dosis von 16@fJm? erfolgte, in unserem
Studiendesigndas Intervall zwischen letzter Applikation von Ritmab und
Transplantation bei 40 Tagen (Median) und die aptie Dosis bei 375 mg/m?
bzw. die kumulative Dosis bei 1500 mg/m? (Mediaa).|Es finden sich in der
Literatur Hinweise fir eine lange Wirkdauer von (Rimab. Eine B-Zell-
Depletion aufgrund einer Rituximabtherapie konnte €ine Dauer von 25
Monaten gezeigt werden (134). Bei einem Lupus-Rtdie wurde eine B-Zell-
depletierende Wirkung von Rituximab Uber 4 Jahgcheeben (135). Im Serum
eines Patienten mit einer rheumatologischen Erkmagkonnte noch 24 Monate
nach Gabe der Antikorper nachgewiesen werden (186)betonen ist jedoch,
dass die hier ausgewerteten Daten im Gegesatz purKét al aus einem sehr
heterogenen Patientenkollektiv stammen. Auch Hdi-Ratienten konnte eine
nicht signifikant niedrigere Inzidenz fir die aku®eaft-versus-Host Erkrankung
nach myeloablativer Konditionierung, allogener Stazelltransplantation und
Applikation von Rituximab um den Transplantationgaenkt herum gezeigt
werden (137).

4.4 Chronische Graft-versus-Host Erkrankung

Die chronische Graft-versus-Host Erkrankung tragtemem grofRen Teil zur
Mortalitdt nach allogener peripherer Stammzelltpdanstation bei, und die Suche
nach neuen therapeutischen Ansétzen ist daher laur gerechtfertigt. Nun

mehren sich die Hinweise in der Literatur, dash gine Therapie mit dem anti-

CD20-Antikorper Rituximab positiv auf das klinischeérscheinungsbild der
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chronischen Graft-versus-Host Erkrankung auswirk&bnnte. In einer

retrospektiv angelegten Fallanalyse [n=8] von arostirefraktarer chronischer
GvHD erkrankten Patienten konnten Ratanatharateoral. bei 4 Patienten ein
klinisches Ansprechen vermerken (89). Die gleicheipBe konnte an einem
singularen Fall von immunvermittelter Thrombozytojgebei einem Patienten mit
cGvHD durch wéchentliche Gabe von 375 mg/m2 Uber wWochen einen

Ruckgang der B-Zellen (CD19+) und damit einhergehsich normalisierende
Thrombozytenzahlen sowie eine ricklaufige Symptdodsdr chronischen GvHD

ermitteln (90).

In einer prospektiv gefihrten Untersuchung [n=20lnter Patienten mit

steroidrefraktarer cGvHD konnte bei 7 Patienterhnb8 Monaten eine klinische
Besserung der Symptomatik festgestellt werden. @d?atienten konnte kein
Ansprechen auf die Rituximab-Therapie festgestaldérden und weitere 3
Patienten litten unter einer progressiven Symptikn&ei 68% der Patienten
konnte eine mindestens 50%ige Reduktion der stalend Begleittherapie

erfolgen, und die besten Ergebnisse waren bei iatiemit kutanem oder
muskuloskeletalem Befall zu verzeichnen (91).

Im Rahmen der hier vorliegenden Analyse ergab Sictdie chronische GvHD

eine Inzidenz von 38,2% fur alle Patienten nachMig@aten. Die Inzidenz in den
Vergleichgruppen unterschied sich nicht signifikdfiir die nicht mit Rituximab

vorbehandelte Gruppe ergab sich jedoch ein nidnifgftanter Trend fur einen

friheren Erkrankungszeitpunkt. Auch im Befallsmustier Organe oder den
Schweregraden ergaben sich keine signifikanten rsctieede zwischen den
Vergleichsgruppen. Zu beachten ist hier jedochs dasvohl bei Ratanatharathorn
et al. als auch bei Cutler et al. die Therapie mituximab nach der

Transplantation erfolgte, und auch wenn die Unedtstg einer Dosis-

Wirkungsbeziehung rein hypothetischer Natur wang;,den zumindest bei Cutler
et al. bis zu drei Zyklen mit Rituximab verabreicht

Fur die Inzidenz einer cGvHD im Stadiurextensive disease ergab die

Auswertung des vorliegenden Datenmaterials einewrht nisignifikanten

Unterschied von 31,6% fur die mit Rituximab vorbetkelte Gruppe versus
13,3% in der Vergleichsgruppe. Auch hier findenhsimter Studien, die eine
Rituximabtherapie vor Transplantation eingeleitehbén, widerspriichliche
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Ergebnisse. Darunter ergibt sich flr éiensive disease eine nicht signifikanter
Unterschied in der Inzidenz fir die mit Rituximadrlvehandelte Gruppe von 34%
mit gleichem Ergebnis fir die Vergleichsgruppe o@@me Inzidenz fir die
extensive disease bei mit Rituximab vorbehandelten Patienten von 3é8tsus
81% in der Vergleichsgruppe (130, 137). Beide ailgg#én Untersuchungen
fuhrten jedoch die Therapie mit Rituximab Uber deitpunkt der Transplantation
hinaus fort. Erwahnenswert ist, dass die vorliege#diswertung einen nicht
signifikanten Trend flr ein spateres Auftreten deronischen GvHD in der mit
Rituximab vorbehandelten Patientengruppe mit 5,héien (Median) versus 9,9
Monate (Median) liefert. Folgt man der Argumentatidr eine Rolle der B-Zelle
in der Entstehung der Graft-versus-Host Erkrankwagkonnte hier eine durch
vorangegangene Therapie mit Rituximab verursachigelBiicke angeftuhrt
werden. Die Hypothese einer T-Zell-Aktivierung durB-Zellen wére durchaus
denkbar. Im Mausmodell konnte die Aktivierung von-Zéllen durch
antigenprasentierende B-Zellen gezeigt werden (1Z®)eifellos ware eine
direkte Ubertragung der Verhaltnisse zwischen naminund humanen
Verhéltnissen auch in diesem speziellen Fall meigebracht. Jedoch sollten auch
alternative Mechanismen der interzellularen Komrkation zwischen B- und T-
Zelle wie die Aktivierung tber die Fc-Untereinheder mogliche Cytokinmuster
Gegenstand von weiteren Untersuchungen sein.

Da Rituximab ein fester Bestandteil der Therapien \® Zell-Non-Hodgkin-
Lymphomen ist und nur ein vergleichsweise geringateil an Erkrankten in der
Folge eine allogene Stammzellentransplantation tigindonnte diese Analyse
nur retrospektiv angelegt sein. Aus ethischen Geiirfthitte sich ein prospektives
Studiendesign verboten, da Rituximab einen substkm Beitrag zu einer
verbesserten Prognose bei oben genanntem Patiahtargtellt.
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Abschliessend konnen folgende Schlussfolgerungendam hier ausgewerteten

Datenmaterial gezogen werden:

1. Eine Therapie mit Rituximab vor einer allogenen
Stammzelltransplantation fihrt im Gegensatz zureRieuximabtherapie
im Zusammenhang mit einer autologen Stammzeliangation nicht zu

verlangerten Zytopenien.

2. Eine Therapie mit Rituximab vor einer allogenen
Stammzelltransplantation hat nach den hier ausdgeteer Daten eine

positiven Einfluss auf das Engraftment.

3. Eine Therapie mit Rituximab vor einer allogenen
Stammzelltransplantation hat keinen Einfluss aef Mianifestation einer

akuten oder chronischen GvHD.

4. Eine Therapie mit Rituximab vor einer allogenen
Stammzelltransplantation hat keinen Einfluss aufs dereignisfreie

Intervall oder die Gesamtiberlebensrate nach Thantsgtion.
5. Der mit einer GvHD einhergehende GvL-Effekt @aich nach einer

Rituximabtherapie vor allogener Stammzelltransgaon fir eine

Heilung von entscheidender Bedeutung.
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5. Zusammenfassung

Die Behandlung mit Rituximab bei Patienten mit CDB3Zell Lymphomen ist
therapeutischer Standard, auch vor einer allogeBmmzelltransplantation.
Bemerkenswert erscheint jedoch die Aussage in Rwdilikationen der Ann-
Arbor Gruppe, die dem monoklonalen Antikorper esngnifikante Wirksamkeit
bei der Behandlung der therapierefraktaren cGvH® einer damit verbundenen
Zytopenie zusprechen. Bis heute ist jedoch nicimdezitig geklart, ob die
Therapie mit Rituximab vor einer allogenen Stammizglsplantation einen
Einfluss sowohl auf die cGvHD als auch auf den @&ftekt hat. Desweiteren
steht Rituximab im Verdacht, das leukozytare Erigraht nach einer peripheren
Stammzelltransplantation negativ zu beeinflussea.eh ziugiges leukozytéres
Engraftment jedoch von grol3er Bedeutung fir diemé&dung von schweren
Komplikationen durch Infektionen darstellt, muse d@herapie mit Rituximab vor
einer Stammzelltransplantation kritisch hinterfragrden. Im Hinblick auf einen
Einfluss von Rituximab auf die Inzidenz und den Isfef einer cGvHD und das
Engraftment untersuchten wir das Datenmaterial Ratienten mit malignen B-
Zell Lymphomen und Zustand nach Stammzelltransptaont. In  einem
retrospektiven Vergleich zweier Patientengruppen2@}, von denen eine mit
Rituximab vor allogener Transplantation behandeitden war [n=17], konnten
wir feststellen, dass in der mit Rituximab vorbetheliten Gruppe sowohl das
leukozytére als auch das thrombozytére Engraftreemieller erfolgten (11 Tage
[range 1-18] vs. 15 Tagerénge 12-20], p=0,025) und fur beide Gruppen in der
Inzidenz und Auspragung der akuten oder chronis@diD keine signifikanten
Unterschiede bestanden (aGvHD: 58,8% vs. 55,6%,7@=0nd cGvHD: 52,9%
vs. 44,4%, p=0,5). Auch fanden sich keinerlei Hirsgeauf eine negative
Beeinflussung des GvL-Effektes durch eine signiitkabhererelapse-Rate in der
mit Rituximab vorbehandelten Patientengruppe. Dawdliel3en wir, dass die
Behandlung mit Rituximab vor einer allogenen peziem
Stammzelltransplantation im bezug auf die hier isutehten Parameter nicht nur
unbedenklich, sondern sowohl fir das leukozytéseaath fur das thrombozytére
Engraftment forderlich sein kann.
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antibody dependent cell-mediated cytotayici
acute lymphoblastic leukemia
acute myeloid leukemia

antigene presenting cells

anti-thymocite globuline

cluster of differentiation

complement dependent cytotoxicity

colony forming units — granulocites/mgunages
chronic lymphocytic leukemia

chronic myeloid leukemia

cytomegalovirus

complete remission

cytotoxic T-lymphocites

donor lymphocyte infusion
Epstein-Barr-virus

extracorporal photopheresis

granulocytes — colony stimulating factor
granulocytes/monocytes — clony stimutafector
graft-versus-host disease
graft-versus-leukemia

high-dose chemotherapy
human leucocyte antigene

host-versus-graft

interferon

immunglobuline M

interleukin

idiopathic thrombocytopenic purpura

killer 1g-like receptor

lipopolysaccharide

monocyte chemo-attractant protein



mHag:
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MPL-:
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NK:
PD:
PR:
RA:
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TGF-:
Th-:

TNF-a:
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minor histocompatibility antigene
major histocompatibility complex
thrombopoietin receptor
non-Hodgkin-lymphomas

natural killer cells

progressive disease

partial remission

rheumatoid arthritis

reduced intensity chemotherapy
systemic lupus erythematosus
total body iradiation

T cell receptor

transforming growth factor

T helper cell

tumor necrosis factor

Wilms tumour-1 protein
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