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1. Einleitung

1.1 Einfiihrung in das Thema

Die Inzidenz maligner Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen bis zum 15.
Lebensjahr betragt 13,6/100 000 Kinder pro Jahr, wobei die pddiatrisch relevanten
Leukdmieformen 35,4% und die Lymphome 12,6% ausmachen (Kinderkrebsregister
1997). Ziel der klinischen Forschung ist es, eine an den Heilungserfolg adaptierte
Behandlung durchzufiihren, die moglichst geringe Akut- oder Spitfolgen fiir den
Patienten aufweist. Bei entsprechenden Risikogruppen sind die allogene bzw. autologe
Stammzelltransplantation als Therapieintensivierung in das Behandlungskonzept
einzubeziehen (Burdach et al. 1997).

Eine der wichtigsten Entwicklungen in der Behandlung von onkologischen,
hdmatologischen und immunologischen Erkrankungen ist die
Knochenmarktransplantation (KMT) (Kalwak et al. 2002, Ramsay & Kersey 1990,
Thomas et al. 1975a&b) - terminologisch neu definiert als hadmatopoetische
Stammzelltransplantation (HST) (Lenarsky 1995). Vor der Durchfiihrung einer HST
ist es zundchst erforderlich, die Myeloablation des Empfingers durchzufiihren
(Konditionierung). Dazu werden die pathologischen Zellen durch eine hochdosierte
Radio-/ Chemotherapie eliminiert.

Bei malignen hdmatologischen Erkrankungen (Akute Lymphatische Leukdmie
[ALL] / Akute Myeloische Leukdmie [AML] / Chronische Myeloische Leukdmie
[CML]), miissen die nach der myeloablativen Therapie eliminierten Stammzellen
erneuert werden. Liegen solide Tumoren vor (z.B. Neuroblastom, Ewing-Sarkom), so
dient die HST mnach einer Hochdosistherapie einer Verkiirzung der
Knochenmarkaplasie oder -hypoplasie. Bei leerem Knochenmark (z.B. schwere
aplastische Andmie) wird die fehlende Hamatopoese durch gesunde Stammzellen
ersetzt.

Bei der hadmatopoetischen Stammzelltransplantation unterscheidet man
grundsatzlich die Verfahren der allogenen und der autologen Transplantation. Als
Stammzellquelle werden entweder Knochenmark (KM), periphere Stammzellen (PB)
oder Cord Blood (CB, plazentares Restblut) verwendet. Bei der autologen HST werden

dem Patienten Knochenmark oder periphere Stammzellen entnommen, aufbereitet
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und anschliefend reinfundiert. Fiir die allogene Transplantation werden
Knochenmark oder periphere Stammzellen verwendet, welche optimalerweise die
gleiche HLA-Typisierung wie die des Empfiangers aufweisen. Unterschieden werden
bei diesem Verfahren die verwandte (related) und unverwandte (unrelated)
Transplantation. Bei ersterer kommen als Spender primdr nahe Verwandte
(insbesondere HLA-identische Geschwister) in Frage, um Folgekomplikationen
moglichst gering zu halten, bei letzerer handelt es sich um Fremdspender. Cord Blood
reprasentiert eine neue Quelle von hamatopoetischen Stammzellen, die zunehmend
tiir Transplantationen eingesetzt werden (Broxmeyer et al. 1989, Broxmeyer et al.
1991, Gluckman et al. 1989, Wagner et al. 1995).

Die Rekonstitution des Immunsystems kann abhidngig von der Quelle der
Stammzellen (Knochenmark, periphere Stammzellen oder Cord Blood) und der Art
des Spenders (autolog, allogen related oder unrelated, matched oder mismatched)
variieren (Lenarsky 1995). Im Vergleich zur Knochenmarktransplantation fiihrt die
periphere Stammzelltransplantation zu einer relativ kurzen Aplasie mit geringerer
Morbiditdt und Mortalitdt und einem geringeren Bedarf an Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten (EK, TK) (Stachel 1999a).

Die Anzahl der Progenitorzellen im peripheren Blut gesunder Personen ist
sehr gering. In der Rekonstitution nach einer Chemotherapie, insbesondere nach
Mobilisation mit Granulozyten-Kolonien-stimulierendem Faktor (G-CSF), treten
diese jedoch vermehrt auf (Hoglund et al. 1996). Dies ist wahrscheinlich bedingt
durch den Verlust von Adhdsionsmolekiilen, die fiir die Anheftung an das
Knochenmarkstroma wichtig sind (To et al. 1997).

Im Rahmen einer autologen Transplantation bieten mobilisierte Stammzellen
Vorteile gegentiber Knochenmark aufgrund einer schnelleren hdmatopoetischen
Wiederherstellung (Beyer et al. 1995, Goldman et al. 1998, Schmitz et al. 1996b,
Sheridan et al. 1992) und einem kiirzeren Krankenhausaufenthalt. Heutzutage
werden periphere Stammzellen als wichtigste Quelle der hdmatopoetischen
Progenitorzellen fiir autologe Transplantationen bei Kindern verwendet (Diaz et al.
2000). Auch im Rahmen von allogenen Familienspenden findet dieses Verfahren
aufgrund seiner Vorteile zunehmend Verwendung (Bensinger et al. 1996, Blaise D

2000, Ottinger et al. 1996) und wird heute als eine Alternative zu Knochenmark
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bewertet (Bensinger et al. 1995, Kessinger et al. 1989, Korbling et al. 1995a&b,
Korbling et al. 1996, Miniero et al. 1999, Schmitz et al. 1995, Schmitz et al. 1996a).

Die Vorteile der Transplantation mit Cord Blood bestehen in der einfachen und
sicheren Sammlung, sofortiger Verfligbarkeit, dem geringeren Risiko einer viralen
Kontamination und einer niedrigeren Inzidenz einer Graft-versus-Host-Reaktion
(GvHD) bei dem Empfanger (Locatelli et al 1996). Cord Blood ist reich an
Progenitorzellen und bietet den Vorteil einer hoheren immunologischen Toleranz, als
dieses von HLA (Human Leukocyte Antigen) -differenten Familien- oder
Fremdspendern bekannt ist (Kogler et al. 1996). Unter Bertiicksichtigung der
geringeren GvHD-Inzidenz konnen bei Cord Blood Transplantationen mehr HLA-
Differenzen akzeptiert werden als bei Knochenmark- oder peripherer
Stammzelltransplantation (O"Reilly et al. 1996). Die Annahme, dass das Engraftment
nach Cord Blood Transplantation verzogert ist, konnte nicht bestdtigt werden
(Niehues et al. 2001).

Nach der Transplantation der Stammzellen kommt es zum Engraftment, d.h.
dem Anwachsen des Transplantates und dem Erscheinen von Leukozyten im
peripheren Blut. Dies geschieht, indem die infundierten Stammzellen wieder ins
Knochenmark gelangen und dort mit den Stromazellen der extramedulldren Matrix
interagieren. Die dort gebundenen hamatopoetischen Wachstumsfaktoren, wie z.B.
Granulozyten-Makrophagen-Colonien-stimulierender ~ Faktor = (GM-CSF)  und
Interleukin 3 (IL3), werden den Stammzellen zur Verfiigung gestellt (Gordon &
Greaves 1989, Moore 1991). Durch die Wachstumsfaktoren und das IL3 proliferieren
die myelopoetischen Progenitorzellen zu Makrophagen und Granulozyten und
differenzieren sich (Metcalf 1986). Das Engraftment wird definiert als der Zeitpunkt,
an dem die Zahl der neutrophilen Granulozyten konstant >500/pl ist bzw. die
Leukozytenzahl 1000/ pl betrdagt und ldsst sich an einem Anstieg der Leukozyten,
Thrombozyten und Erythrozyten erkennen. Sind am Tag +28 nach allogener und
autologer Transplantation im peripheren Blut <500 Granulozyten/ul nachweisbar,
spricht man von einem graft failure (Stachel 1999b).

Die Zeit nach einer hdamatopoetischen Stammzelltransplantation ldsst sich in

verschiedene Phasen einteilen:
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» Die Frithphase der Aplasie bis zum Engraftment mit dem Risiko fiir bakterielle
und mykotische Infektionen

» Die Stabilisierungsphase mit dem Risiko fiir virale Infektionen und der
Entwicklung einer chronischen GvHD

* Die Spatphase mit der Normalisierung der Immunfunktionen

Viele Faktoren beeinflussen die Immunrekonstitution, wie z.B. Infektionen,
eine akute oder chronische GvHD und die Histokompatibilitdt zwischen Spender
und Empfanger. Ebenso scheint das Alter des Empfiangers eine entscheidende Rolle
zu spielen (Storek et al. 1995). Bei der GvHD reagieren immunkompetente T-
Lymphozyten des Transplantats im Rahmen einer Transplantat-gegen-Wirt Reaktion
gegen Antigenstrukturen des immunsupprimierten Empfangergewebes (Ferrara et
al. 1991, Thomas et al. 1975b). Als positiver Effekt der akuten GvHD ist der Graft-
versus-Leukemia Effekt (GvLR) zu beobachten, der von grofier klinischer Bedeutung
ist. Dabei wird angenommen, dass die transplantierten T-Zellen des Spenders auch
fremde Antigene auf den Tumorzellen des Empfingers erkennen und diese
zerstoren. Dies tragt zusédtzlich zur Tumorzellreduktion und zur Minderung von
Rezidiven bei (De Lima et al. 2001). Nach allogener Transplantation konnte gezeigt
werden, dass die Graft-versus-Leukemia Reaktion mit dem Auftreten einer GvHD
korreliert (Slavin et al. 1990, Sosman et al. 1993). An der GvHD wirken
unterschiedliche immunkompetente Zellen mit, wobei den T-Zellen eine zentrale
Bedeutung zukommt. , Diese Reaktion kann sich an allen Geweben mit lymphoiden
Zellen und epithelialen Strukturen manifestieren, besonders aber an den 3 grofien
Zielorganen Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt” (Karrer 2003). Die etablierte
Prophylaxe der GvHD besteht in der Gabe von Methotrexat, Cyclosporin A und
Kortison (Casper et al. 1995).

Das Auftreten einer GvHD wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst.
Hierzu zéhlen in erster Linie das HLA-mismatch und die unverwandte HST (Casper
et al. 1995). Des Weiteren ist das Risiko erhdht bei
* Transplantaten von Spendern des anderen Geschlechts,

* mit zunehmendem Alter des Spenders (Gale et al. 1987),
* einem CMV-positiven Spender oder Empfanger,

* der Art der hamatologischen oder genetischen Stérung,
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* der Art der GvHD-Prophylaxe,

» der Durchfiihrung einer T-Zell Depletion und

* dem Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Transplantation

(Bacigalupo et al. 1993, Gale et al. 1987). Deshalb ist die frithe und prazise Diagnose
von grofiter Wichtigkeit. Patienten nach einer Cord Blood Transplantation haben
bisher eine niedrigere GvHD-Inzidenz, ohne dass sie ein erhohtes Rezidivrisiko
haben (Wagner et al. 1996).

Bakterielle und mykotische Infektionen bei Kindern nach einer
Knochenmarktransplantation stellen eine bedeutende Ursache fiir Morbiditdt und
Mortalitdt dar (Engelhard et al. 1986). Die zunehmende Resistenz einer Vielfalt von
pathogenen Keimen ist von grofier Bedeutung und limitiert die Durchfiihrung einer
Antibiotikaprophylaxe (Engelhard 1998). Die vorherrschenden pathogenen Keime in
der Frithphase nach KMT, wihrend der Neutropenie, sind gramnegative (E. coli, K.
pneumoniae und P. aeruginosa) und grampositive (S. viridans und E. faecalis)
Bakterien sowie Pilze (Candia und Aspergillus) (Elishoov et al. 1998). In den letzten
Jahren hat die Haufigkeit von invasiven Pilzinfektionen mit hoher Mortalitdtsrate
zugenommen (Engelhard et al. 1997, Weinberger et al. 1997).

Der Erfolg der Transplantation wird anhand einer kompletten und
anhaltenden Remission und der prozentualen Morbiditdt bzw. Mortalitdt beurteilt
(Charbonnier et al. 1997). Die Rekonstitution des Immunsystems ist erforderlich fiir
ein Langzeitiiberleben nach KMT (Lenarsky 1995). Nach einer autologen oder
allogenen Transplantation besteht bei den Patienten ein bis zu zwei Jahre anhaltender
zelluldrer und humoraler Immundefekt (Foot et al. 1993, Keever et al. 1989, Lum
1987, Soiffer et al. 1990). Bis zu einem Jahr nach Transplantation weisen die myelo-
und monozytdren Zellen Mifiverhdltnisse in ihrer absoluten Anzahl und relativen
Zusammensetzung auf (Lum 1987, Velardi et al. 1988). Man erwartet, dass der erste
Schritt der immunologischen Rekonstitution nach Cord Blood Transplantation
weniger effektiv als nach KMT ist, berticksichtigt man die geringe Zahl und die
Unreife der transfundierten Cord Blood Lymphozyten (Harris et al. 1994, Keever et al.
1995), die zudem eher eine Suppressor- als eine Helferaktivitdt zeigen (Andersson et

al. 1981, Jacoby et al. 1984, Maccario et al. 1987).
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Die Monozyten sind bis zu einem Jahr nach Transplantation deutlich erhoht,
wohingegen die Granulozyten nach vier bis sechs Wochen Normalwerte erreichen.
Ebenso sind die nattirlichen Killerzellen (NK-Zellen) widhrend des ersten Jahres
absolut und relativ erhoht (Bengtsson et al. 1989, Jacobs et al. 1992). Die
Phagozytosefdhigkeit und Antigenprésentation der Monozyten kehren nach sechs
Wochen zurtick (Tsoi et al. 1984) und die gestorte Chemotaxis der Granulozyten bei
normaler Phagozytose bleibt bis zu vier Monate nach allogener Transplantation
bestehen (Sosa et al. 1980). Die NK-Zellen weisen ihre Fahigkeit zur Zellyse nach ein
bis zwei Monaten wieder auf (Keever et al. 1989).

Der relative und absolute Anteil der B-Lymphozyten ist innerhalb der ersten
sechs Monate nach allogener Transplantation stark vermindert (Charbonnier et al.
1997). Die Produktion der Immunglobuline (IgG und IgM) durch die B-Lymphozyten
setzt erst nach etwa vier Monaten wieder ein (Foot et al. 1993, Keever et al. 1989).

Der relative und absolute Anteil der T-Lymphozyten (Foot et al. 1993,
Gratama et al. 1989) sowie die absolute Zahl der T-Helferzellen sind bei nahezu
normaler Anzahl der T-Suppressorzellen reduziert, so dass sich ein verminderter
CD4/CD8-Quotient ergibt (Bengtsson et al. 1989, Velardi et al. 1988), der fiir etwa ein
Jahr bestehen bleibt. Entwickelt sich eine GvHD, verdndert sich der inverse
CD4/CD8-Quotient nicht (Witherspoon et al. 1984).

Die gestorte Zytokinsynthese ist ein weiterer Aspekt der zelluldren
immunologischen Fehlfunktion. Zytokine spielen eine wichtige Rolle sowohl als
interzelluldre Botenstoffe zwischen Leukozyten als auch zwischen Leukozyten und
anderem nicht immunologischem Gewebe (Cunningham et al. 1993). Zytokine
werden von aktivierten Zellen, insbesondere T-Zellen, produziert und vermitteln die
Kommunikation des humoralen und zelluldiren Immunsystems. Zytokine induzieren
nicht nur ihre eigene Produktion in den Zellen, sondern auch die anderer Zytokine,
so dass ihre eigene Funktion verstirkt wird und weitere Zellpopulationen in die
Immunantwort mit einbezogen werden kénnen (Dinarello & Mier 1987, Ramsay et
al. 1993). Durch schwerwiegende Komplikationen nach einer Transplantation, wie
z.B. eine VOD (veno-occlusive disease), eine GvHD sowie bakterielle und virale
Infektionen, wird die Zytokin-Produktion beeinflusst (Antin et al. 1992, Holler et al.
1990, Jadus et al. 1992, Lum 1987, Niederwieser et al. 1990, Siegert et al. 1990).
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Durch die verminderte CD4/CD8-Ratio kommt es nach allogener und autologer
Transplantation zu einer reduzierten Interleukin 2 (IL2) -Synthese. IL2 wird von
aktivierten Lymphozyten gebildet und fordert dort die Differenzierung und
Proliferation der zytotoxischen T-Zellen, der B-Lymphoyzten und der NK-Zellen
(Smith 1993). In Anwesenheit des IL2-Rezeptors wird Interferon y (INFy) von
aktivierten T-Lymphozyten produziert (Grabstein et al. 1986, Waldmann 1986).
Durch INFy wird wiederum die Proliferation und Differenzierung von NK-Zellen
sowie T- und B-Lymphozyten geférdert. Nach autologer und allogener Transplantation
ist das INFy im Plasma widhrend der ersten dreifSig Tage post transplantationem
vermindert. Nach allogener Transplantation sind die Werte jedoch vergleichbar mit
denen der Kontrollgruppe (Hanenberg et al. 1995).

Nach einer KMT werden weniger hdmatopoetische Wachstumsfaktoren
gebildet. Nach in vitro Stimulation ist die Synthese von GM-CSF vermindert
(Thomas et al. 1990). GM-CSF stimuliert Granulozyten und Makrophagen. Die
Subsitution von rekombinanten GM-CSF nach einer KMT kann dazu genutzt
werden, die granulozytdr-monozytdre Colony Forming Unit (CFU) zu stimulieren,
um die Zeit der Aplasie zu verkiirzen (Brandt et al. 1988, Nemunaitis et al. 1988).
Verglichen mit der KMT, bei der der Gebrauch hidmatopoetischer
Wachstumsfaktoren eine signifikant schnellere Wiederherstellung der myeloischen
Zellen zeigt (Locatelli et al. 1996, Schriber et al. 1994), scheint die Verwendung dieser
Zytokine bei Cord Blood Transplantation die Reduktion und Rekonstitution der

Neutrophilen nicht zu beeinflussen (Wagner et al. 1995).
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1.2 Zielsetzung der Arbeit

In der folgenden Arbeit wird untersucht, ob in vitro Untersuchungen nach einer
hdmatopoetischen Stammzelltransplantation relevante Voraussagen {iiber den
klinischen Verlauf der transplantierten Patienten ermoglichen.

Die Patienten wurden anhand der Transplantationsart (allogen unrelated,
allogen related, autolog und Cord Blood) verschiedenen Gruppen zugeteilt.
Es erfolgten Untersuchungen in definierten Zeitrdumen nach der Transplantation
(Tag 0 [Tag der Transplantation], Tag 20-60, Tag >100 und Tag >180). Dabei wurden
die Progenitorzellen, die T- und B-Lymphozyten, die Monozyten, die Granulozyten
und die NK-Zellen mittels Facs-Analysen sowie der INFy-Wert mittels
Zytokinmessung bestimmt. Als Bezugsparameter fiir den klinischen Verlauf der
Patienten wurden der Zeitpunkt des leukozytdren Engraftments, die Inzidenz und
die Ausprdgung einer GvHD, das Auftreten von akuten Infektionen sowie der
Verbrauch von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten untersucht und mit
der transplantierten mononukledren Zellzahl (MNC) und dem absoluten Anteil der

transplantierten Progenitorzellen (CD34+) korreliert.
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2. Patienten und Methode

2.1 Patienten

In der Zeit zwischen Januar 1995 und Dezember 1998 erhielten in der Kinderklinik
der Heinrich-Heine-Universitdt in Diisseldorf 83 Patienten mit benigner oder
maligner hadmatopoetischer Grunderkrankung eine allogene oder autologe
hd@matopoetische Stammzelltransplantation (HST) mit Knochenmark, peripheren
Stammzellen oder Cord Blood.

Die Ausschlusskriterien fiir die Studie wurden wie folgt definiert: Vorliegen
einer nicht hdmatopoetischen Grunderkrankung (z.B. Mamma-Ca), ein zu hohes
Alter oder ein zu geringer Datensatz der Patienten. 65 Patienten erfiillten letztendlich
die Voraussetzungen fiir die Auswertung und wurden in die Studie miteinbezogen.
Ein Patient ist sowohl in der allogen unrelated Gruppe als auch in der Cord Blood
Gruppe aufgefithrt. Daher ergibt sich eine Summe von insgesamt 66
Transplantationen.

Anhand der Transplantationsarten wurden die Patienten vier verschiedenen
Gruppen zugeteilt: 1. allogen unrelated, 2. allogen related, 3. autolog, 4. Cord Blood

Das Alter aller Patienten lag zwischen vier Monaten und 23 Jahren, der
Mittelwert betrug 9,1 Jahre.

Als Stichtag fiir die Auswertung wurde der 31.10.1999 festgelegt.
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Tabelle 2.1-1:

Patientencharakteristik nach allogen unrelated Transplantation (n=13)

GRUNDERKRANKUNG TRANS- CHEMOTHERAPIE GANZKORPER-
PLANTAT) BESTRAHLUNG (12 GY)
Cong. Erythr. Porphyrie KM ALG -
match Busulfan
Cyclophosphamid
MDS / AML KM VP 16 +
match Cyclophosphamid
c-ALL KM ALG -
match VP 16
Busulfan
AML KM VP 16 +
mismatch Cyclophosphamid
CML KM Cyclophosphamid +
mismatch
MDS / AML (sek.) KM Cyclophosphamid +
match
MDS (sek.) KM Cyclophosphamid +
match
NHL PB ALG -
match VP 16
Busulfan
T-ALL KM VP 16 +
match Cyclophosphamid
aplastische Andmie KM ALG +
match Cyclophosphamid
T-NHL KM ALG -
VP 16
Busulfan
Amegakaryozytare KM ALG -
Thrombozytopenie Thiotepa
Fludarabine
préa-prd B-ALL KM VP16 +
mismatch Cyclophosphamid
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Tabelle 2.1-2:

Patientencharakteristik nach allogen related Transplantation (n=24)

GRUNDERKRANKUNG TRANS- CHEMOTHERAPIE GANZKORPER-
PLANTAT BESTRAHLUNG (12 GY)
FEL PB VP 16 -
match Busulfan
Cyclophosphamid
AML PB Busulfan -
match Cyclophosphamid
ALL PB VP 16 +
match
MDS / AML PB Busulfan -
match Cyclophosphamid
CML PB Busulfan -
match Cyclophosphamid
MDS KM Busulfan -
match Melphalan
Cyclophosphamid
T-ALL PB Cyclophosphamid +
mismatch
AML PB VP 16 +
Cyclophosphamid
M. Hogkin IVb PB ALG -
mismatch Busulfan
Fludarabine
FEL PB Busulfan -
Cyclophosphamid
AML / MDS PB ALG -
Busulfan
Fludarabine
aplastische Andmie KM ALG -
match Cyclophosphamid
Wiscott-Aldrich-Syndrom PB ALG -
match Busulfan
Cyclophosphamid
MDS KM Busulfan -
match Melphalan
Cyclophosphamid
aplastische Andmie KM ALG -
Cyclophosphamid
AML PB Busulfan -
match Melphalan
Cyclophosphamid
juvenile CML PB Busulfan -
match Melphalan
Cyclophosphamid
prd B-ALL PB VP16 +
match Cyclophosphamid
FEL PB Busulfan -
Cyclophosphamid
c-ALL KM VP 16 +
match Etoposid
T-NHL PB VP 16 +
mismatch Cyclophosphamid
AML KM Busulfan -
match Cyclophosphamid
Fanconi-Andmie KM Cyclophosphamid +
T-ALL PB VP16 +
match Cyclophosphamid
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Tabelle 2.1-3:

Patientencharakteristik nach autologer Transplantation (n=23)

GRUNDERKRANKUNG TRANS- CHEMOTHERAPIE GANZKORPER-
PLANTAT BESTRAHLUNG (12 GY)
Ewing Sarkom PB Busulfan -
Nephroblastom PB VP 16 -
Melphalan
Carboplatin
Chondrosarkom PB VP 16 -
Cysplatin
Iphosphamid
MPNT PB Busulfan -
Rhabdomyosarkom PB Melphalan +
Cyclophosphamid
MPNT PB VP 16 -
Melphalan
Ewing Sarkom PB VP 16 -
Melphalan
Ewing Sarkom PB VP 16 -
Melphalan
Keinzelltumor KM VP 16 -
Melphalan
Carboplatin
B-Zell-Lymphom PB VP 16 -
Busulfan
Cyclophosphamid
AML KM Cytorabin -
Methoxantrom
Neuroblastom PB VP 16 -
Melphalan
Carboplatin
Neuroblastom IV PB VP 16 -
Melphalan
Carboplatin
Ewing-Sarkom PB VP 16 -
Melphalan
Rhabdomyosarkom PB VP 16 +
Melphalan
Neuroblastom IV PB VP 16 -
Melphalan
Neuroblastom IV PB VP 16 -
Melphalan
Carboplatin
Ewing Sarkom PB VP 16 +
Melphalan
Osteosarkom PB Busulfan -
Medulloblastom PB Busulfan -
Thiotepa
Osteosarkom PB VP 16 -
Melphalan
. VP 16
M. Hodgkin PB BCNU -
Idarubicin
Cyclophosphamid
Ewing-Sarkom PB Etoposid -

Melphalan
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Tabelle 2.1-4:  Patientencharakteristik nach Cord Blood Transplantation (n=6)

GRUNDERKRANKUNG TRANS- CHEMOTHERAPIE GANZKORPER-
PLANTAT BESTRAHLUNG (12 GY)
AML CB VP 16 +
mismatch Cyclophosphamid
CML CB ALG -
mismatch Busulfan
Cyclophosphamid
CML CB ALG -
match Busulfan
Cyclophosphamid
pra B-ALL CB Cyclophosphamid +
mismatch
préa-prd B-ALL CB VP 16 -
mismatch cyclophosphamid
prd B-ALL CB VP 16 +
mismatch ALG

2.2 Untersuchungsparameter

Die Patienten wurden in definierten Zeitraumen nach der Transplantation (Tag 0
[Tag der Transplantation], Tag 20-60, Tag >100 und Tag >180) untersucht. Dabei
wurden die Progenitorzellen, die T- und B-Lymphozyten, die Monozyten, die
Granulozyten und die NK-Zellen mittels Facs-Analysen sowie der INFy-Wert mittels
Zytokinmessung bestimmt. Als Bezugsparameter fiir den klinischen Verlauf der
Patienten wurde der Zeitpunkt des leukozytdren Engraftments, die Inzidenz und die
Auspragung einer GvHD, das Auftreten von akuten Infektionen sowie der
Verbrauch von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten untersucht und mit
der transplantierten mononukledren Zellzahl (MNC) und dem absoluten Anteil der
transplantierten Progenitorzellen (CD34+) Kkorreliert. Diese Daten waren jedoch,
insbesondere zu den spateren Untersuchungszeitpunkten, nicht immer verfiigbar, so
dass teilweise ein geringerer Datensatz zustande gekommen ist. Dies ldfit sich
dadurch erkldren, dass Patienten bereits vorher verstorben waren oder nicht mehr zu

den Nachuntersuchungen erschienen sind.

221 Immunologischer Phinotyp

Die absolute Zahl der Progenitorzellen (CD34+), der T-Lymphoztyen (CD3+), der T-
Helferzellen (CD4+), der T-Suppressorzellen (CD8+), der B-Lymphozyten (CD20+),
der Monozyten (CD14+), der Granulozyten (CD15+) und der NK-Zellen (CD56+)
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wurde mittels der Durchfluffzytometrie (FACStar plus oder FACScan; Becton
Dickinson, Heidelberg, FRG) im Knochenmark und im peripheren Blut analysiert.
Die Auswertung des relativen Anteils der einzelnen Subpopulationen erfolgte in
Bezug auf die in der Zellkultur vorhandenen mononukledren Zellen (Hanenberg et

al. 1995, Raffael, Nebe & Valet, Grundlagen der Durchflufizytometrie).

2.2.2 Zytokinbestimmung

Die mononukledren Zellen wurden vor der Zellkultur mittels der
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Isopaque) aus Vollblut isoliert, das Plasma
wurde asserviert. 1 x 106 MNC/ml Kulturmedium wurden nach Stimulation mit 100
ng/ml CD3 mAb (BMA 030, Behring, FRG) oder in Anwesenheit von 100 U/ml IL2
(EuroCetus, Frankfurt, FRG) kultiviert. Nach dreitdtiger Kultur wurde im zellfreien
Uberstand die Konzentration von INFy (IRMA, Medgenix, Briissel, Belgium)
gemessen (Messbereich 0-90 U/ml). Zusatzlich wurde die Konzentration von INFy

im Plasma bestimmt (Hanenberg et al. 1995).

Die Bestimmung des immunologischen Phdnotyps und der Zytokinmessungen
erfolgten im Labor fiir Stammzelltransplantation und Experimentelle Hamatologie
der Klinik fiir Kinder-Onkologie, -Hdamatologie und -Immunologie an der Heinrich-

Heine-Universitit Diisseldorf.

2.2.4 Leukozytires Engraftment

Als leukozytdres Engraftment wurde der Zeitpunkt bezeichnet, an dem die Zahl der
neutrophilen Granulozyten konstant grofier als 500/ ul war. Sofern dieser Wert nicht
vorhanden war, wurde fiir die Analyse der Tag gewdhlt, an dem die Leukozytenzahl
konstant 1000/ ul betrug. Das erythrozytdre und thrombozytdre Engraftment wurde
anhand der benotigten Erythrozytenkonzentrate und Thrombozytenkonzentrate

bestimmt (EK/kg KG und TK/m? KOF).
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2.2.5 Infektionen

Im Rahmen dieser Studie wurden zur Diagnose einer bakteriellen Infektion
Blutkulturen und Abstriche, zur Diagnose einer Cytomegalievirus (CMV) -Infektion
eine qualitative PCR (Polymerase Chain Reaction) durchgefiihrt. Der serologische
CMV-Status von Spender und Empfinger wurde nicht zur Grundlage der
Auswertung gemacht. Die folgenden Kriterien wurden fiir die Auswertung der
Befunde zugrunde gelegt:
Bei gleichzeitigem Vorliegen von subjektiven oder  objektiven
Krankheitszeichen (Fieber, Schmerzen, Schwellung, Organdysfunktion, Anstieg der
Entztindungsparameter wie Leukozyten und C-reaktives Protein [CRP]) wurde dies
als Infektion gewertet und in die Auswertung einbezogen. Eine Candida-Infektion
wurde angenommen bei Nachweis von Candida in zwei unterschiedlichen
Abstrichen und klinischer Symptomatik bei anhaltendem Fieber >96h unter
addquater Antibiotikatherapie. Bei einer Sepsis handelte es sich um eine
Allgemeininfektion mit Krankheitserscheinungen, die infolge konstanter oder

periodischer Aussaat von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) von einem Herd aus in

die Blutbahn auftreten.

2.2.6 GVHD

Der Schweregrad der GvHD wurde nach den von Thomas et al. publizierten

Kriterien (Tabelle 2.1-5) vorgenommen (Thomas et al. 1975b).

Tabelle 2.1-5:  Klinische Stadien- und Gradeinteilung der akuten GvHD

STADIUM HAUT LEBER DARM
1 Makulopapultses Exanthem Bilirubin 2-3 mg/dl Diarrhoen
(<25% der KOF) 500-1000 ml/Tag
2 Makulopapultses Exanthem Bilirubin 3-6 mg/dl Diarrhten
(>25% der KOF) 1000-1500 ml/Tag
3 Erythrodermie Bilirubin 6-15 mg/dl Diarrhoen
>1500 ml/Tag
4 Blasige Umwandlung (i. S. Bilirubin >15 mg/dl Schmerzen oder Ileus
einer tox. Epidermolyse)
GRAD HAUT LEBER DARM
I Stadium 1-2 0 0
1I Stadium 1-3 1 1
I Stadium 2-3 2-3 2-3
1\ Stadium 2-4 2-4 2-4
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2.3 Statistik

Aus den Einzelmessungen der mononukledren Subpopulationen, der Zytokine und
der Colony-Assays am Tag 0 [Tag der Transplantation], am Tag 20-60, am Tag >100
und am Tag >180 nach der Transplantation wurden in jeder Gruppe und fiir jeden
Zeitraum die Mittelwerte gebildet und miteinander verglichen.

Die statistische Untersuchung erfolgte mit dem Student t-Test fiir verbundene
und unverbundene Stichproben. Bei multipler Testung der gleichen Patienten wurde
ein signifikanter Unterschied fiir eine Irrtumswahrscheinlichkeit mit p<0.01
festgelegt. Bei einer Signifikanzschranke von p<0.05 wurde dieser Wert zu
Informationszwecken in der Diskussion in Klammern eingefiigt.

Alle Tabellen sind mit Mittelwert und Standardabweichung versehen. In
einigen der folgenden Diagramme wurde ,,p” fiir das Signifikanzniveau und ,r” fiir

den Korrelationskoeffizienten verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine Daten nach Transplantation

3.1.1 Transplantierte mononukleire Zellen (MNC), Stammzellen (CD34+) u. T-
Zellen (CD3+)

allogen unrelated (n=13)

12 Patienten dieser Gruppe erhielten Knochenmark und ein Patient periphere
Stammzellen. Die allogen unrelated transplantierten Patienten erhielten
durchschnittlich 10.7 +/- 9.2 x 108/kg KG MNC (n=13), 3 +/- 3 x 10/ kg KG CD34-
Zellen (n=8) und 2.04 +/-2 x 108/kg KG CD3-Zellen (n=9).

allogen related (n=24)

17 der 24 Patienten dieser Gruppe wurden mit peripheren Stammzellen und sieben
mit Knochenmark transplantiert. Die mit KM transplantierten Patienten dieser
Gruppe wurden als Subgruppe analysiert. Die durchschnittlich transplantierte
Zellzahl lag bei 13.1 +/- 6.6 x 108/kg KG MNC (n=14) [PBSZ] bzw. 4.8 +/- 1.7 x
108/kg KG MNC (n=7) [KM], 7.7 +/- 3.7 x 10/ kg KG CD34-Zellen (n=17) [PBSZ]
bzw. 5.6 x 10¢/kg KG CD34-Zellen (n=1) [KM] und 5.6 +/- 5.2 x 108/kg KG CD3-
Zellen (n=10) [PBSZ] bzw. 0.2 +/- 0.2 x 108/kg KG CD3-Zellen (n=2) [KM].

autolog (n=23)

21 Patienten dieser Gruppe erhielten periphere Stammzellen und zwei Patienten
Knochenmark. Die autologen Patienten erhielten im Durchschnitt 5.6 +/- 3.7 x 108/ kg
KG MNC (n=21), 5 +/- 4 x 10¢/ kg KG CD34-Zellen (n=23) und 0.86 +/- 0.75 x 108/kg
KG CD3-Zellen (n=21).

Cord Blood (n=6)

Sechs Patienten wurden in dieser Gruppe mit Cord Blood transplantiert. Die
durchschnittlich transplantierte Zellzahl lag bei 10.5 +/- 14.5 x 107/kg KG MNC
(n=6), 6.1 +/-10.5 x 105/ kg KG CD34-Zellen (n=5) und 1.0 x 107/kg KG CD3-Zellen
(n=1).
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3.1.2 Leukozytdres Engraftment und Graft failure

allogen unrelated (n=13)

Das Engraftment trat bei den allogen unrelated transplantierten Patienten
durchschnittlich am Tag 18.2 +/- 6.5 (n=12) ein. Ein Graft failure trat bei einem

Patienten auf.

allogen related (n=24)

Die allogen related transplantierten Patienten engrafteten durchschnittlich am Tag 13.3
+/- 5.2 (n=17) [PBSZ] bzw. 19.8 +/- 6.3 (n=5) [KM] nach HST. Ein Graft failure trat
bei zwei Patienten in der KM-Gruppe auf. In der PBSZ-Gruppe hatte kein Patient ein

Graft failure.

autolog (n=23)

Bei den autologen Patienten trat das Engraftment durchschnittlich am Tag 9.7 +/- 1.6
(n=17) ein, die Aplasiephase war signifikant kiirzer als bei den beiden vorgenannten

Gruppen. Ein Graft failure trat bei einem Patienten auf.

Cord Blood (n=6)

Das Engraftment der mit Cord Blood transplantierten Patienten lag im Durchschnitt
am Tag 27.2 +/- 5.1 (n=5) nach HST, die Aplasiephase war signifikant langer als die

der vorgenannten drei Gruppen. Ein Graft failure trat bei einem Patienten auf.

Tabelle 3.1-1:  Signifikanz des Engraftments zwischen den Transplantatgruppen

TRANSPLANTAT- ALLOGEN ALLOGEN ALLOGEN AUTOLOG | CORD BLOOD
GRUPPE UNRELATED | RELATED PBSZ | RELATED KM
ALLOGEN UNRELATED X XXX X
ALLOGEN RELATED X X X XXX
PBSZ
ALLOGEN RELATED X X
KM
AUTOLOG XXX X X XXX
CORD BLOOD X XXX XXX

X=p<0.05, XX=p<0.01, XXX=p<0.005
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3.1.3 GvHD

allogen unrelated (n=13)

Sechs der allogen unrelated transplantierten Patienten hatten eine GvHD <II°, bei zwei
Patienten lag eine GvHD >II° vor. Bei zwei weiteren Patienten bestand der Verdacht

auf eine GVHD I° bzw. II° (Abb. 3.1-1).

allogen related (n=24)

Zehn Patienten der allogen related PBSZ-Gruppe entwickelten eine GVHD <II°, in der
KM-Gruppe hatte kein Patient eine GVHD <II°. Bei einem Patienten [PBSZ] bzw. drei
Patienten [KM] lag eine GvHD >II° vor (Abb. 3.1-1).

Cord Blood (n=6)

Zwei Patienten der Cord Blood-Gruppe hatten eine GvHD <II° und bei zwei Patienten

lag eine GVHD >II° vor (Abb. 3.1-1).
Die GvHD lag bei allen Patienten in Form einer kutanen GvHD vor. Bei etwa der
Halfte aller Patienten bestand zusétzlich eine intestinale und/oder eine hepatische

GvHD (Abb. 3.1-1).

Abb. 3.1-1: Inzidenz der GVHD - kutan, B intestinal und L hepatisch

allogen unrelated allogen related cord blood
16 16 16
12 12 12
ng n g | ng
4 4 4
0 ol 0
<Ir° >11° <II° (PBSZ) >II° (PBSZ) >I°  (KM) <Ir° >11°

Ausprigungsgrad Auspragungsgrad Auspragungsgrad
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3.1.4 Infektionen

allogen unrelated (n=13)

Eine CMV-Infektion trat bei zwei Patienten auf, eine bakterielle Infektion bei sieben
Patienten und eine Infektion mit Candida albicans bei zwei Patienten nach allogen
unrelated Transplantation. Vier Patienten dieser Gruppe erkrankten an einer Sepsis

(Abb.3.1-2 [S.25]).

allogen related (n=24)

In der PBSZ-Gruppe erkrankten fiinf Patienten an einer CMV-Infektion, acht
Patienten an einer bakteriellen Infektion und drei Patienten an einer Infektion mit
Candida albicans. In der KM-Gruppe trat bei keinem Patienten eine CMV-Infektion
auf. Drei Patienten erkrankten an einer bakteriellen Infektion und zwei Patienten an
einer Infektion mit Candida albicans. Bei drei Patienten [PBSZ] bzw. bei zwei

Patienten [KM] trat eine Sepsis auf (Abb.3.1-2 [S.25]).

autolog (n=23)

Nach autologer Transplantation trat eine CMV-Infektion bei keinem Patienten auf,
eine bakterielle Infektion bei acht Patienten und eine Infektion mit Candida albicans

bei fiinf Patienten. Drei Patienten erkrankten an einer Sepsis (Abb.3.1-2 [S.25]).

Cord Blood (n=6)

An einer CMV-Infektion erkrankte ein Patient, an einer bakteriellen Infektion drei
Patienten und an einer Infektion mit Candida albicans zwei Patienten nach

Transplantation mit Cord Blood. Bei zwei Patienten trat eine Sepsis auf (Abb.3.1-2

[S.25]).
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Abb.3.1-2: Inzidenz von akuten Infektionen / Sepsis
viral, @ bakteriell, [] mykotisch (Candida), [] Sepsis

20

16

il N i

allogen unrelated allogen related  allogen related autolog (n=23) Cord Blood (n=6)
(n=13) [PBSZ] (n=17) [KM] (n=7)

3.1.5 Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentratverbrauch

allogen unrelated (n=13)

Die allogen unrelated transplantierten Patienten erhielten 0.4 +/- 0.4 EK/kg KG (n=12)
und 57 +/- 58 TK/m? KOF (n=12).

allogen related (n=24)

Der Bedarf an Erythrozytenkonzentraten lag bei den allogen related transplantierten
Patienten bei 0.32 +/- 0.3 EK/kg KG [PBSZ] (n=17) bzw. 0.46 +/-0.3 EK/kg KG [KM]
(n=7). Der Bedarf an Thrombozytenkonzentraten betrug 22 +/- 24 TK/m? KOF
[PBSZ] (n=17) bzw. 40 +/- 25 TK/m? KOF [KM] (n=7).

autolog (n=23)

Die autolog transplantierten Patienten erhielten 0.09 +/- 0.07 EK/kg KG (n=17) und
10 +/- 11 TK/m?2 KOF (n=18).

Cord Blood (n=6)

Die Anzahl der benétigten Erythrozytenkonzentrate betrug bei den mit Cord Blood
transplantierten Patienten 0.81 +/- 0.48 EK/kg KG (n=5), die Anzahl der benétigten
Thrombozytenkonzentrate betrug 83 +/- 82 TK/m? KOF (n=5).
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Tabelle 3.1-2:  Signifikanz des EK- und TK-Verbrauches zwischen den

Transplantatgruppen
TRANSPLANTAT- ALLOGEN ALLOGEN ALLOGEN AUTOLOG CORD BLOOD
GRUPPE UNRELATED | RELATED PBSZ | RELATED KM
ALLOGEN UNRELATED X (EK)
X (TK)
ALLOGEN RELATED XX (EK) X (EK)
PBSZ
ALLOGEN RELATED X (EK)
KM X (TK)
AUTOLOG X (EK) XX (EK) X (EK) X (EK)
X (TK) X (TK)
CORD BLOOD X (EK) X (EK)

X=p<0.05, XX=p<0.01, XXX=p<0.005

3.2 Korrelation der Transplantationsdaten

In diesem Kapitel wird tberpriift, ob ein Zusammenhang zwischen den
transplantierten CD34- und MNC-Zahlen, den benétigten Erythrozyten- und

Thrombozytenkonzentraten und dem Zeitpunkt des Engraftments besteht.

3.21 Korrelation zwischen transplantierten Progenitorzellen (CD34+) und
mononukledren Zellen (MNC) und benétigten Erythrozyten- und

Thrombozytenkonzentraten

Mit Anzahl der transplantierten CD34-Zellen pro kg KG scheint der
Erythrozytenkonzentratverbrauch in der Gruppe der allogen related [PBSZ]
transplantierten = Patienten = zuzunehmen  (p<0.05), allerdings ist der
Korrelationskoeffizient entsprechend der starken Streuung der Einzelwerte niedrig
(r=0,491). Dementsprechend weist die Korrelation von transplantierter MNC-Zahl
und EK-Verbrauch in dieser Gruppe keinen signifikanten Zusammenhang auf (Abb.
3.2-1 [S.27]).

Nach allogen unrelated und related [KM] sowie nach autologer und Cord Blood
Transplantation bestand jeweils kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
transplantierten CD34- bzw. MNC-Zahl und den benétigten

Erythrozytenkonzentraten.
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Abb. 3.2-1: Erythrozytenkonzentratverbrauch und transplantierte Progenitorzell-

zahl bzw. mononukleire Zellzahl
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X=p<0.05, XX=p<0.01, XXX=p<0.005

Die Korrelation zwischen der Anzahl der transplantierten CD34-Zellen pro kg KG
und dem Thrombozytenkonzentratverbrauch ergab in der Gruppe der allogen
unrelated transplantierten Patienten einen signifikanten Zusammenhang (p<0.01). Je
hoher die Zahl der transplantierten CD34-Zellen lag, desto weniger
Thrombozytenkonzentrate wurden von den Patienten benotigt (Abb. 3.2-2 [S.28]).
Die Korrelation von transplantierter MNC-Zahl und TK-Verbrauch zeigte in dieser
Gruppe keinen signifikanten Zusammenhang.

In der Gruppe der Cord Blood Patienten ergab die Korrelation zwischen der
Hohe der transplantierten MNC-Zahlen und dem TK-Verbrauch unter
Berticksichtigung der kleinen Fallzahl einen signifikanten Zusammenhang (p<0.005).
Je mehr MNC transplantiert wurden, desto mehr Thrombozytenkonzentrate
benctigten die Patienten (Abb. 3.2-2 [S.28]). Als Erklarung daftir wére
moglicherweise die lange Aplasiephase nach Cord Blood Transplantation zu nennen.

Nach allogen related und autologer Transplantation konnte jeweils kein

signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden.
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Abb. 3.2-2: Thrombozytenkonzentratverbrauch und transplantierte Progenitorzell-

zahl (CD34+) bzw. mononukledre Zellzahl (MNC)

Qallogen unrel., lallogen rel. PBSZ, a allogen rel. KMT, O autolog, % Cord Blood
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X=p<0.05, XX=p<0.01, XXX=p<0.005

3.2.2 Korrelation zwischen transplantierten Progenitorzellen (CD34+) wund

mononukledren Zellen (MNC) und dem Zeitpunkt des Engraftments

Die Korrelation zwischen der transplantierten MNC-Zahl und dem Zeitpunkt des
Engraftments ergab in der Gruppe der autolog transplantierten Patienten einen nicht
signifikanten Zusammenhang (p<0.05). Je hoher die transplantierte Zellzahl lag,
desto frither lag der Zeitpunkt des Engraftments (Abb. 3.2-3 [S.29]). Die Korrelation
zwischen der transplantierten CD34-Zellzahl und dem Zeitpunkt des Engraftments
ergab in dieser Gruppe zwar keinen signifikanten Zusammenhang, es zeigte sich

jedoch ein Trend, der den Verlauf der mononukledren Zellen unterstiitzt (Abb. 3.2-3

[S.29]).

Nach allogen unrelated, allogen related und Cord Blood Transplantation bestand

jeweils kein signifikanter Zusammenhang zwischen der transplantierten CD34- und

MNC-Zahl und dem Zeitpunkt des Engraftments.
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Abb. 3.2-3:

(CD34+) bzw. mononukledre Zellzahl (MNC)

Qallogen unrel., Mallogen rel. PBSZ, a allogen rel. KMT, O autolog, % Cord Blood
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3.3 Engraftmentprogramm

3.3.1 Immunologischer Differentialverlauf nach HST

Um darzulegen, ob es unterschiedliche Verlaufsprofile nach HST bei den vier

verschiedenen Transplantatgruppen gibt, wurde fiir jede Gruppe der prozentuale

Anteil der Progenitorzellmarker (CD34+) , der B - (CD20+), der T - (CD3+) und der

NK-Zellen (CD56+), sowie der Monozyten (CD14+) und der Granulozyten (CD15+)

mittels Durchflufizytometrie am Tag 20-60, am Tag >100 und am Tag >180 nach HST

bestimmt.

Zunichst wird der absolute Leukozytenverlauf nach HST im Knochenmark und im

peripheren Blut dargestellt (Abb. 3.3-1 [S.30])
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Abb. 3.3-1:

¢allogen unrelated, [l allogen related PBSZ, A allogen related KMT, O autolog, % Cord Blood
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3.3.1.1 Progenitorzellverlauf (CD34+) - prozentualer Anteil

Der prozentuale Anteil der Progenitorzellen im KM wies in der Gruppe der Cord
Blood Patienten einen ziigigen Anstieg nach Transplantation auf. Auch bei den
autolog transplantierten Patienten kam es nach einem initial etwas protrahierten
Verlauf insgesamt zu einem Anstieg. In der allogen related PBSZ-Gruppe blieben die
Werte konstant, in den beiden anderen allogenen Gruppen reduzierte sich der
prozentuale Anteil der Progenitorzellen in einem Zeitraum von sechs Monaten nach
Transplantation (Tabelle 3.3-1, Abb. 3.3-2 [S.32]).

Tabelle 3.3-1:  Prozentualer Anteil

(M+S) der Progenitorzellen an den

mononukleidren Zellen im KM

TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 0.48 +/-0.56 0.57 +/-0.23 0.23 +/-0.21
KM und PBSZ (n=9) (n=4) (n=2)
ALLOGEN RELATED 0.65+/-0.3 1.17 +/-0.48 0.68 +/-0.71
KM (n=6) (n=5) (n=4)
ALLOGEN RELATED 038 +/-1 0.43 +/-0.48 0.45+/-0.45
PBSZ (n=12) (n=5) (n=8)
AUTOLOG +/-0.79 0.59 +/-0.52 2
PBSZ (n=4) (n=6) (n=1)
CORD BLOOD 0.14 +/-0.11 1.1+/-1.65 1.05 +/-1.35
(n=6) (n=3) (n=2)
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Abb. 3.3-2:
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3.3.1.2 T-Zellverlauf (CD3+) - prozentualer Anteil

Die allogen transplantierten Patienten wiesen einen Anstieg des prozentualen Anteils
der T-Lymphozyten im Knochenmark nach Transplantation auf, der in der unrelated
Gruppe ztigig und in der related Gruppe verzogert verlief. Bei den Cord Blood
Patienten kam es zu einem sehr spdten und protrahierten Anstieg und bei den
autologen Patienten zu einer deutlichen Reduktion der T-Zellen nach der
Transplantation (Tabelle 3.3-2, Abb.3.3-3 [S. 35]).

Im peripheren Blut wiesen die Cord Blood und die allogen related
transplantierten Patienten einen deutlichen Anstieg der T-Lymphozyten im Verlauf
von sechs Monaten nach der Transplantation auf. Bei den allogen unrelated und
autologen Patienten kam es insgesamt zu einer deutlichen Reduktion (Tabelle 3.3-3,
Abb. 3.3-4 [S. 36]).

Tabelle 3.3-2:  Prozentualer Anteil (M+S) der T-Zellen an den mononukledren

Tabelle 3.3-3:

Zellen im KM
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 3.8+/-22 53+/-15 11.8+/-4.4
KM und PBSZ (n=9) (n=4) (n=4)
ALLOGEN RELATED 4+/-3.2 35+/-6 125+/-13
KM (n=6) (n=4) (n=4)
ALLOGEN RELATED 7+/-4 7+/-6 95+/-6
PBSZ (n=12) (n=6) (n=8)
AUTOLOG 387 +/-274 73+/-102 6
PBSZ (n=3) (n=6) (n=1)
CORD BLOOD 85+/-11.7 2.7+/-1.5 13.7 +/-16.9
(n=6) (n=3) (n=3)

Prozentualer Anteil (MtS) der T-Zellen an den mononukledren

Zellen im PB
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 224 +/-38 13.8+/-6.9 113 +/-10
KM und PBSZ (n=5) (n=4) (n=3)
ALLOGEN RELATED 123 +/-8 11+/-1 27.7 +/-22
KM (n=4) (n=3) (n=3)
ALLOGEN RELATED 153 +/-7.4 14+/-9 30.5+/-11.1
PBSZ (n=3) (n=5) (n=11)
AUTOLOG 48.2+/-282 278 +/-20.8 145+/-3.5
PBSZ (n=5) (n=4) (n=2)
CORD BLOOD 6+/-69 13+/-14 253 +/-14.0
(n=4) (n=2) (n=3)
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Der prozentuale CD4/CD8-Quotient lag bei allen vier Patientengruppen im
Knochenmark und im peripheren Blut deutlich unterhalb des Referenzwertes. Keine

Gruppe wies eine deutliche Verdanderung im Verlauf auf (Tabelle 3.3-4).

Tabelle 3.3-4: CD4/CD8-Quotient des prozentualen Anteils der T-Zellen im KM

und PB (Referenzwert: >2)

KM TRANSPLANTAT TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 0,9 1 0,5 0,5
ALLOGEN RELATED 1,3 1 0,5 04
AUTOLOG 1,2 0,4 0,3 0,5
CORD BLOOD 0,5 0,5 0,5 0,8

PB TRANSPLANTAT TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 11 0,4 0,8 0,4
ALLOGEN RELATED 1,5 0,5 0,6 0,6
AUTOLOG 0,8 0,1 0,6 0,9
CORD BLOOD 0,8 0,4 0,4




Ergebnisse Klinischer Verlauf und in vitro Untersuchungen
nach himatopoetischer Stammzelltransplantation

Abb. 3.3-3: Prozentualer Anteil der T-Zellen (CD3+) an den mononukledren Zellen im KM
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Abb. 3.3-4: Prozentualer Anteil der T-Zellen (CD3+) an den mononukledren Zellen im PB
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3.3.1.3 B-Zellverlauf (CD20+) - prozentualer Anteil

Die allogen unrelated, die autologen und die Cord Blood Patienten wiesen insgesamt
einen stabilen Anstieg des prozentualen Anteils der B-Lymphozyten nach der
Transplantation auf; bei den Cord Blood Patienten verlief dieser zundchst protrahiert.
In der allogen related Gruppe wurde bei den KM- und PBSZ-Patienten im
Knochenmark eine Reduktion der B-Zellen sechs Monate nach Transplantation
gemessen. Im peripheren Blut fiel eine Reduktion bei den KM-Patienten und ein
Anstieg der B-Lymphozyten bei den PBSZ-Patienten auf (Tabelle 3.3-5 und Tabelle
3.3-6, Abb. 3.3-5 [S. 38] und Abb. 3.3-6 [S. 39]).

Tabelle 3.3-5:

Prozentualer Anteil (MtS) der B-Zellen an den mononukledren

Zellen im KM
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 21+/-31 35+/-31 73+/-25
KM- und PBSZ (n=7) (n=4) (n=3)
ALLOGEN RELATED 11 27+/-31 8
KM (n=1) (n=3) (n=1)
ALLOGEN RELATED 21+/-45 4+/-27 57+/-3.2
PBSZ (n=9) (n=5) (n=7)
AUTOLOG 1.8+/-1 6.6 +/-1.7 2
PBSZ (n=4) (n=5) (n=1)
CORD BLOOD 35+/-3 3.7+/-31 9.7+/-7
(n=6) (n=3) (n=3)

Tabelle 3.3-6:

Prozentualer Anteil (MtS) der B-Zellen an den mononukledren

Zellen im PB
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 0.5+/-0.6 35+/-33 28 +/-19.8
KM und PBSZ (n=4) (n=4) (n=2)
ALLOGEN RELATED 6.7+/-92 25+/-21
KM (n=2) (n=2)
ALLOGEN RELATED 1 2+/-1 81+/-1.9
PBSZ (n=1) (n=4) (10)
AUTOLOG 1.5+/-24 77+/-6.7 16
PBSZ (n=4) (n=3) (n=1)
CORD BLOOD 6+/-74 7+/-4.2 13+/-7.6
(n=4) (n=2) (n=3)
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Abb. 3.3-5: Prozentualer Anteil der B-Zellen (CD20+) an den mononukleédren Zellen im KM
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Abb. 3.3-6: Prozentualer Anteil der B-Zellen (CD20+) an den mononukledren Zellen im PB
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3.3.14 Monozyten-Verlauf (CD14+) - prozentualer Anteil

Der prozentuale Anteil der Monozyten reduzierte sich im Knochenmark und
peripheren Blut in der Cord Blood und den beiden allogenen Gruppen innerhalb der
ersten sechs Monate nach Transplantation kontinuierlich und deutlich. Die autologen
Patienten wiesen in diesem Zeitraum relativ konstante Werte auf (Tabelle 3.3-7 und

Tabelle 3.3-8, Abb. 3.3-7 [S. 41] und Abb. 3.3-8 [S.42]).

Tabelle 3.3-7:  Prozentualer Anteil (M+S) der Monozyten an den mononukleédren

Zellen im KM
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 82+/-7 93+/-35 53+/-1.2
KM und PBSZ (n=6) (n=3) (n=3)
ALLOGEN RELATED 1 52+/-19 3
KM (n=1) (n=5) (n=1)
ALLOGEN RELATED 6.5+/-37 2+/-28 43+/-1.6
PBSZ (n=11) (n=2) (n=7)
AUTOLOG 6.8+/-4 6+/-28 7
PBSZ (n=4) (n=6) (n=1)
CORD BLOOD 16.2 +/-8.5 73+/-5.1 23+/-15
(n=6) (n=3) (n=3)

Tabelle 3.3-8:

Prozentualer Anteil (M+S) der Monozyten an den mononukledren

Zellen im PB
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 145+/-22.4 10+/-4 33+/-23
KM und PBSZ (n=4) (n=3) (n=3)
ALLOGEN RELATED 1 1
KM (n=1) (n=1)
ALLOGEN RELATED 29.7 +/-35 103 +/-5.9 81+/-29
PBSZ (n=3) (n=4) (n=10)
AUTOLOG 58+/-3.3 53+/-25 75+/-21
PBSZ (n=4) (n=3) (n=2)
CORD BLOOD 195+/-4.8 14+/-14 97+/-74
(n=4) (n=2) (n=3)
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Abb. 3.3-7: Prozentualer Anteil der Monozyten (CD14+) an den mononukledren Zellen im KM
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Abb. 3.3-8: Prozentualer Anteil der Monozyten (CD14+) an den mononukledren Zellen im PB
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3.3.1.5 Granulozyten-Verlauf (CD15+) - prozentualer Anteil

Die autologen Patienten wiesen einen kontinuierlichen und stabilen Anstieg des
prozentualen Anteils der Granulozyten im KM und PB innerhalb von sechs Monaten
nach Transplantation auf. Bei den allogen und mit Cord Blood transplantierten
Patienten wurde im peripheren Blut eine Reduktion der Werte und im Knochenmark
relativ konstante Granulozytenzahlen beobachtet (Tabelle 3.3-9 und Tabelle 3.3-10,
Abb. 3.3-9 [S. 44] und Abb. 3.3-10 [S.45]).

Tabelle 3.3-9:

Prozentualer Anteil (M+S) der Granulozyten an den mononukledren

Zellen im KM
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 575+/-19.2 40.7 +/-13.7 68.5+/-3.5
KM und PBSZ (n=6) (n=3) (n=2)
ALLOGEN RELATED 7 43 +/-52.3 75
KM (n=1) (n=2) (n=1)
ALLOGEN RELATED 73+/-10.8 68 +/-15.7 65+/-7.1
PBSZ (n=11) (n=4) (n=7)
AUTOLOG 51 +/-25.7 718 +/-9.4 83
PBSZ (n=4) (n=6) (n=1)
CORD BLOOD 53 +/-19.8 733 +/-12.1 60+/-3.5
(n=6) (n=3) (n=3)

Tabelle 3.3-10: Prozentualer Anteil (M+S) der Granulozyten an den mononukleédren

Zellen im PB
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 58.5+/-41.3 715+/-115 253 +/-20.5
KM und PBSZ (n=4) (n=4) (n=3)
ALLOGEN RELATED 5 2
KM (n=1) (n=1)
ALLOGEN RELATED 727+/-74 65.5+/-17.5 471+/-11.6
PBSZ (n=3) (n=4) (n=10)
AUTOLOG 39.5+/-20.8 423 +/-15 56.5+/-19.1
PBSZ (n=4) (n=3) (n=2)
CORD BLOOD 58.3 +/-15.5 645 +/-21 50.7 +/-12.2
(n=4) (n=2) (n=3)
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Abb. 3.3-9: Prozentualer Anteil der Granulozyten (CD15+) an den mononukledren Zellen im KM
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Abb. 3.3-10:

¢allogen unrelated, [l allogen related PBSZ, A allogen related KMT, O autolog, % Cord Blood
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3.3.1.6 NK-Zellen-Verlauf (CD56+) - prozentualer Anteil

Der prozentuale Anteil der NK-Zellen verdnderte sich in allen Gruppen im
Knochenmark und im peripheren Blut innerhalb von sechs Monaten nach
Transplantation nur unwesentlich. In der allogen related Gruppe kam es bei den
PBSZ-Patienten zu einem leichten Anstieg der Werte. Nach autologer Transplantation
zeigte sich eine Reduktion der NK-Zellen im Verlauf nach der Transplantation

(Tabelle 3.3-11 und Tabelle 3.3-12, Abb. 3.3-11 [S. 47] und Abb. 3.3-12 [S.48]).

Tabelle 3.3-11: Prozentualer Anteil (M1S) der NK-Zellen an den mononukledren

Zellen im KM
TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 41+/-29 3+/-1 3
KM und PBSZ (n=8) (n=3) (n=1)
ALLOGEN RELATED 8+/-7 5+/-28 3
KM (n=2) (n=2) (n=1)
ALLOGEN RELATED 3.8+/-1.8 35+/-37 44+/-25
PBSZ (n=10) (n=4) (n=7)
AUTOLOG 12+/-9.9 52+/-3
PBSZ (n=2) (n=5)
CORD BLOOD 82+/-45 3+/-28 8
(n=6) (n=2) (n=1)

Zellen im im PB

Tabelle 3.3-12: Prozentualer Anteil (M+S) der NK-Zellen an den mononukledren

TRANSPLANTAT-GRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 56+/-2.6 5+/-2 45+/-35
KM und PBSZ (n=5) (n=3) (n=2)
ALLOGEN RELATED 47 +/-47 7 6
KM (n=3) (n=1) (n=1)
ALLOGEN RELATED 4 7+/-4.6 95+/-6.7
PBSZ (n=1) (n=3) (n=8)
AUTOLOG 105+/-7.4 18 +/-14.1 35+/-21
PBSZ (n=4) (n=3) (n=2)
CORD BLOOD 3+/-0.01 5
(n=3) (n=1)
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Abb. 3.3-11:

¢allogen unrelated, [l allogen related PBSZ, A allogen related KMT, O autolog, % Cord Blood

Prozentualer Anteil der NK-Zellen (CD56+) an den mononukledren Zellen im KM
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Abb. 3.3-12: Prozentualer Anteil der NK-Zellen (CD56+) an den mononukledren Zellen im PB
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3.3.2 Zytokinverlauf nach HST

Bei den allogen unrelated transplantierten Patienten kam es im KM und PB nach
einem Anstieg am Tag 20-60 zu einer Reduktion des INFy. Im PB wurde am Tag
>180 wieder ein deutlicher Anstieg tiber den Ausgangswert nachgewiesen (Tabelle
3.3-13 und Tabelle 3.3-14, Abb. 3.3-13 und Abb. 3.3-14 [S.50]).

In der allogen related Gruppe [PBSZ und KM] kam es innerhalb von sechs
Monaten nach Transplantation zu einem Anstieg des INFy, der in der PBSZ-Gruppe
etwas stdarker ausgepragt war als in der KM-Gruppe (Tabelle 3.3-13 und Tabelle 3.3-
14, Abb. 3.3-13 und Abb. 3.3-14 [S.50]).

Bei den autologen Patienten kam es im KM und PB zu einem Anstieg des
Interferons bis zum Tag >100 nach Transplantation (Tabelle 3.3-13 und Tabelle 3.3-14,
Abb. 3.3-13 und Abb. 3.3-14 [S.50]).

In der Gruppe der Cord Blood Patienten zeigte sich keine deutliche Anderung
des INFy im KM und PB nach der Transplantation (Tabelle 3.3-13 und Tabelle 3.3-14
Abb. 3.3-13 und Abb. 3.3-14 [S.50]).

Tabelle 3.3-13: INFy-Werte im KM

TRANSPLANTATGRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 1.6 +/-2 0.3 +/-0.04
KM und PBSZ (n=2) (n=2)
ALLOGEN RELATED 0.5+/-02 0.6 +/-0.2 0.7+/-1
KM (n=5) (n=4) (n=5)
ALLOGEN RELATED 0.7+/-08 5 13+/-13
PBSZ (n=5) (n=1) (n=4)
AUTOLOG 1.3+/-0.6 22+/-18
PBSZ (n=3) (n=2)
CORD BLOOD 0.6 +/-0.1
(n=2) (n=1)

Tabelle 3.3-14: INFy-Werte im PB

TRANSPLANTATGRUPPE TAG 20-60 TAG >100 TAG >180
ALLOGEN UNRELATED 23+/-27 0.5 10
KM und PBSZ (n=6) (n=1) (n=1)
ALLOGEN RELATED 07+/-02 09+/-02 09+/-03
KM (n=6) (n=3) (n=3)
ALLOGEN RELATED 0.8+/-02 10 +/-14.1
PBSZ (n=3) (n=2)
AUTOLOG 1.3+/-0 24+/-23
PBSZ (n=2) (n=2)
CORD BLOOD 0.9
(n=1)
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Abb. 3.3-13: Verlauf des INFy im KM
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob in vitro Untersuchungen nach einer
hd@matopoetischen Stammzelltransplantation relevante Aussagen iiber den klinischen
Verlauf der transplantierten Patienten ermoglichen. Dazu wurden die Rekonstitution
des Immunsystems, der Engraftmentzeitpunkt, das Auftreten von akuten
Infektionen sowie die Inzidenz und Auspriagung einer GvHD wéhrend relevanter
Zeitrdume untersucht: die Frithphase der Aplasie bis zum Engraftment mit dem
Risiko ftir bakterielle und mykotische Infektionen (Tag 20-60), die
Stabilisierungsphase mit dem Risiko fuir virale Infektionen und der Entwicklung
einer chronischen GvHD (Tag >100), und =zuletzt die Spatphase mit der
Normalisierung der Immunfunktionen und der Riuckkehr der Patienten zum
Alltagsleben (Tag >180).

Bei der hdamatopoetischen Stammzelltransplantation werden die allogene und
die autologe Transplantation unterschieden. Als Stammzellquelle werden
Knochenmark, periphere Blutstammzellen oder Cord Blood verwendet. In dieser
Studie wurde die Zahl der transplantierten mononukledren Zellen und der
Progenitorzellen mit dem Engraftmentzeitpunkt korreliert und gepriift, ob unter
diesen jeweils ein Zusammenhang besteht.

Die allogen unrelated transplantierten Patienten erhielten durchschnittlich 10.7
x 108/kg KG mononukledre Zellen und 3 x 10°/kg KG Stammzellen. Das
Engraftment trat durchschnittlich am Tag +18.2 ein. In der Gruppe der allogen related
transplantierten Patienten betrug die durchschnittlich transplantierte MNC-Zahl 13.1
x 108/kg KG [PBSZ] bzw. 4.8 x 108/kg KG [KM] und die transplantierte CD34-
Zellzahl 7.7 x 10¢/kg KG [PBSZ] bzw. 5.6 x 10°/kg KG [KM]. Die Patienten
engrafteten im Durchschnitt am Tag +13.3 [PBSZ] bzw. am Tag +19.8 [KM]. Der
Engraftmentzeitpunkt lag frither nach einer allogen related [PBSZ] Transplantation als
nach einer allogen related [KM] (p<0.05) bzw. nach einer allogen unrelated
Transplantation (p<0.05).

Nagatoshi et al. (2002) untersuchten in einer Studie die allogen verwandte
Transplantation mit peripheren Stammzellen und Knochenmark. Die transplantierte

MNC-Zahl betrug nach PBST 5.5 x 108/kg KG und nach KMT 4.1 x 108/kg KG, die
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transplantierte CD34-Zellzahl lag nach PBST bei 5.9 x 10°/kg KG. Das Engraftment
trat signifikant frither (p<0.05) nach peripherer Stammzelltransplantation (Tag +11)
als nach Knochenmarktransplantation (Tag +15) ein. Mit diesen Ergebnissen konnte
bestdtigt werden, dass die hdmatopoetische Rekonstitution nach PBST signifikant
schneller war als nach KMT (Nagatoshi et al. 2002). Miniero et al. (1999) untersuchten
15 Kinder mit hamatologischen Erkrankungen, die einer allogenen PBST unterzogen
wurden. Die Patienten erhielten durchschnittlich 14.4 x 108/kg KG MNC und 10.4 x
10¢/kg KG CD34-Zellen. Das Engraftment trat im Durchschnitt am Tag +12 ein
(Miniero et al. 1999). Auch in einer Studie von Sobrevilla-Calvo et al. (2002) wurde
nach allogener PBST ein frithes Engraftment am Tag +14 beschrieben.

Diese Ergebnisse konnen durch unsere Daten bestitigt werden. Die mit PBSZ
transplantierten Patienten unserer Studie erhielten zwar deutlich mehr
mononukledre Zellen und Progenitorzellen als in der Studie von Nagatoshi et al.
(2002), das Engraftment trat jedoch sowohl in unserer Studie, als auch bei Nagatoshi
et al. (2002) friher (p<0.05) nach peripherer Stammzelltransplantation als nach
Knochenmarktransplantation auf. Auch Miniero et al. (1999) konnten mit hohen
transplantierten MNC- und CD34-Zellzahlen ein frithes Engraftment nach PBST
demonstrieren. Die allogene periphere Stammzelltransplantation ist durch eine
schnelle hamatopoetische Rekonstitution charakterisiert (Blaise et al. 2000, Ottinger
et al. 1996, Powles et al. 2000, Sobrevilla-Calvo et al. 2002, To et al. 1997).

Die Hohe der infundierten mononukledren Zellen nach allogener peripherer
Stammzelltransplantation ist ein wichtiger prognostischer Faktor: eine niedrige
MNC-Zahl ist mit einem erhchten Abstoflungsrisiko und einem langsameren
Engraftment assoziiert (Niederwieser et al. 1988), sowie mit einer erhohten
transplantatbedingten Mortalitdt (Mehta et al. 1997, Sierra et al. 1997, Sierra et al.
2000), unabhédngig von der Art des Spenders (related oder unrelated) und der Quelle
der Stammzellen (KM, PBSZ oder CB) (Gluckman et al. 1997, Russell et al. 1999).
Bittencourt et al. (2002) konnten nachweisen, dass eine infundierte CD34-Zellzahl
von >3x10¢/kg KG mit einem ziigigeren Engraftment assoziiert ist. Mit diesem
Ergebnis konnte demonstriert werden, dass die Hohe der transplantierten CD34-
Zellen einen signifikanten Einfluss auf die hd@matopoetische Rekonstitution hat

(Bittencourt et al. 2002). In unserer Studie hingegen konnte nach allogener
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Transplantation kein signifikanter Zusammenhang zwischen der transplantierten
MNC- und CD34-Zahl und dem Engraftmentzeitpunkt festgestellt werden.

Die autologen Patienten erhielten 5.6 x 108/kg KG MNC und 5 x 10°/kg KG
Progenitorzellen. Das Engraftment trat durchschnittlich am Tag +9.7 ein. Die
Korrelation des Engraftmentzeitpunktes mit der Hohe der transplantierten Zellen
ergab einen nicht signifikanten Zusammenhang (p<0.05) bei den mononukledren
Zellen. Die Patienten engrafteten friiher, je hoher die Zahl der transplantierten MNC-
Zahlen war. Auch der Verlauf der Progenitorzellen wies einen Trend auf, der den
oben beschriebenen Verlauf der MNC-Zahlen untersttitzt.

Diaz et al. (1998) untersuchten 46 Kinder mit hamatologischen Erkrankungen,
die eine autologe PBST erhielten. Die Patienten erhielten durchschnittlich 7.8 x 108/kg
KG MNC und 4.9 x 10¢/kg KG CD34-Zellen. Das Engraftment trat im Durchschnitt
am Tag +9 nach Transplantation auf. Des weiteren wurde ein signifikanter
Zusammenhang (p<0.05) zwischen der Hohe der transplantierten CD34-Zellen und
dem Engraftmentzeitpunkt beschrieben (Diaz et al. 1998). In einer weiteren von Diaz
et al. (2000) durchgefiihrten Studie wurden 92 Patienten mit autologer PBST
untersucht. Die durchschnittlich infundierte CD34-Zellzahl betrug 3.2 x 10¢/kg KG.
Das Engraftment trat am Tag +9 ein (Diaz et al. 2000). Wie in der vorherigen Studie
von Diaz et al. (1998) wurde auch in dieser Untersuchung von Diaz et al. (2000) eine
signifikante Korrelation (p<0.05) zwischen der Hohe der transplantierten CD34-
Zellen und dem Engraftmentzeitpunkt beschrieben. Patienten, die > 5 x 10¢/kg KG
CD34-Zellen erhielten, hatten eine signifikant schnellere hdmatopoetische
Rekonstitution als Patienten, deren Transplantat weniger CD34-Zellen enthielt. Diese
schnellere hamatopoetische Wiederherstellung nach hoher infundierter CD34-
Zellzahl resultierte in weniger Transfusionen, einer kiirzeren intravendsen
Antibiotikatherapie und einem kiirzeren Krankenhausaufenthalt (Diaz et al. 2000).
Aus diesem Grund beschreiben Diaz et al. (1998, 2000) die Hohe der transplantierten
Progenitorzellen als den wichtigsten steuerbaren Faktor fiir das Engraftment nach
autologer peripherer Stammzelltransplantation.

Diese Ergebnisse werden insofern von unserer Studie bestétigt, als die autolog
transplantierten Patienten ein frithes und stabiles Engraftment erreichten. Die Hohe

der infundierten Progenitorzellen lag in dem von Diaz et al. (1998, 2000)
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empfohlenen Bereich von 5 x 106/kg KG. Zwar bestand in unseren Untersuchungen
kein signifikanter Zusammenhang zwischen den transplantierten CD34-Zellen und
dem Engraftmentzeitpunkt, jedoch konnte ein Trend demonstriert werden, der die
oben beschriebenen Ergebnisse von Diaz et al. bestitigt.

Die Cord Blood Patienten erhielten durchschnittlich 10.5 x 107/kg KG
mononukledre Zellen und 6.1 x 105/kg KG Progenitorzellen. Das Engraftment trat
am Tag +27.2 ein. Die Korrelation zwischen Engraftmentzeitpunkt und Hohe der
infundierten MNC- und CD34- Zellen ergab keinen signifikanten Zusammenhang.
Thomson et al. (2000) untersuchten in einer Studie 27 Kinder nach Cord Blood
Transplantation. Die durchschnittlich infundierte MNC-Zahl betrug 3.63 x 107/kg
KG und die CD34-Zellzahl betrug 1.5 x 105/kg KG. Der Engraftmentzeitpunkt lag im
Durchschnitt am Tag +27. Es bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Engraftment und der Hohe der infundierten MNC und CD34-Zellen (Thomson
et al. 2000). Diese fehlende signifikante Korrelation wurde durch Wagner et al. (1996)
bestdtigt, wohingegen Kurtzberg et al. (1996), Nishihira et al. (2003) und Rubinstein
et al. (1998) eine direkte Korrelation zwischen neutrophilem Engraftment und Hohe
der infundierten MNC demonstrierten. Wagner et al. (1996) untersuchte 152
Patienten nach Cord Blood Transplantation. Die durchschnittlich infundierte MNC-
Zahl betrug 3.1 x 107/kg KG, die CD34-Zellzahl 2.8 x 105/kg KG. Der
Engraftmentzeitpunkt lag im Durchschnitt am Tag +23. Es bestand ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Engraftment und der Hohe der infundierten CD34-
Zellen, wohingegen die Korrelation mit den infundierten MNC-Zahlen nicht
signifikant war (Wagner et al. 1996). In weiteren Studien wurde der
Engraftmentzeitpunkt nach unrelated Cord Blood Transplantation zwischen Tag +22-
30 beschrieben (Gluckman et al. 1997, Kurtzberg at el. 1996, Nishihira et al. 2003,
Rubinstein et al. 1998, Wagner et al. 1996). Als mogliche Erklarung fiir das verzogerte
Engraftment nach Cord Blood Transplantation kénnen sowohl die unterschiedliche
Zahl an infundierten Progenitorzellen im Vergleich zur KMT herangezogen werden,
als auch die Charakteristika der Proliferation, der Rekonstitution und der
Differenzierungskapazitdt von Cord Blood Zellen (Locatelli et al. 1996).

Lim et al. (1999) fithren aus, dafd im Rahmen einer Cord Blood Transplantation

die nukledren Zellzahlen das hdmatopoetische Potential des Transplantates
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reflektieren und aus diesem Grund der Zeitpunkt des Engraftments mit der Zahl an
infundierten nukledren Zellen korreliert. Die Ergebnisse unserer Studie bestédtigen
die bekannte Tatsache, dass es mnach Cord Blood Transplantation zu einem
verzogerten, aber stabilen Engraftment kommt (Lim et al. 1999). Im Gegensatz zu
den von Thomson et al. (2000) und Wagner et al. (1996) beschrieben Ergebnisse lagen
unsere Werte der infundierten MNC- und CD34-Zahl deutlich hoher, das
Engraftment trat jedoch zum einem dhnlichen Zeitpunkt ein. In den verschiedenen
Studien variieren die Ergebnisse beziiglich eines signifikanten Zusammenhangs
zwischen dem Engraftmentzeitpunkt und der transplantierten MNC- und CD34-
Zellzahl(vgl. Kurtzberg et al. 1996, Nishihira et al. 2003, Rubinstein et al. 1998,
Thomson et al. 2000, Wagner et al. 1996). Es stellt sich daher die Frage, inwieweit die
Hohe der infundierten MNC und CD34-Zellen tatsdchlich eine Rolle fiir den
Zeitpunkt des Engraftments spielt.

Eine weiterer wichtiger Aspekt der hdmatopoetischen Rekonstitution ist der
Verbrauch von Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten sowie eine mogliche
signifikante Korrelation derselben mit der Hohe der transplantierten Stammzellen
und mononukledren Zellen. Dazu wurde der Bedarf an Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten (EK und TK) nach der Transplantation untersucht. In
den allogenen Gruppen betrug die Zahl der benotigten EK 0.4 (unrelated) und 0.32
[related PBSZ] bzw. 0.46 [related KM] Einheiten/kg KG und der benétigten TK 57
(unrelated) und 22 [related PBSZ], bzw. 40 [related KM] Einheiten/m? KOF. Diese
Differenz ist statistisch nicht signifikant. In der bereits erwédhnten Studie von
Nagatoshi et al. (2002) konnte ein signifikant fritheres thrombozytdres Engraftment
nach PBST (Tag +14) als nach KMT (Tag +26) nachgewiesen werden. Auch in den
bereits erwdhnten Studien von Miniero et al. (1999) und Sobrevilla-Calvo et al. (2002)
wurde nach allogener PBST ein frithes thrombozytdres Engraftment am Tag +15
beschrieben. Die Ergebnisse unserer Studie sind zwar nicht signifikant, es kann
jedoch demonstriert werden, dass die Patienten nach allogen related PBST deutlich
weniger Thrombozytenkonzentrate benétigten als nach KMT und nach allogen
unverwandter Transplantation. Damit ladsst sich die Erkenntnis bestdtigen, dass eine
allogene PBST eine schnellere hamatopoetische Rekonstitution begtinstigt als eine

KMT. Des Weiteren ergab die Korrelation zwischen der Anzahl der transplantierten
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CD34-Zellen pro kg KG und dem TK-Verbrauch in der Gruppe der allogen unrelated
transplantierten Patienten unserer Studie einen signifikanten Zusammenhang
(p<0.01). Je hoher die Zahl der transplantierten CD34-Zellen lag, desto weniger
Thrombozytenkonzentrate wurden von den Patienten benétigt. Anhand dieses
Ergebnisses kann man schlussfolgern, dass eine schnelle hdmatopoetische
Rekonstitution nach allogen unrelated Transplantation u.a. von der Zahl der
transplantierten CD34-Zellen abhangt.

Die autologen Patienten in unserer Studie benétigten 0.09 Einheiten/kg KG
Erythrozytenkonzentrate und 10 Einheiten/m? KOF Thrombozytenkonzentrate. Es
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen transplantierten MNC- und
CD34-Zahlen und benétigten EK und TK beschrieben werden. Diaz et al. konnten in
ihren Studien ein frithes thrombozytdres Engraftment am Tag +15 (Diaz et al. 1998)
bzw. am Tag +13 (Diaz et al. 2000) nachweisen. Des Weiteren wurde in beiden
Studien ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der infundierten CD34-
Zahl und dem thrombozytdren Engraftment beschrieben. Je geringer die Zahl der
infundierten CD34-Zellen, desto spidter lag der Zeitpunkt des thrombozytdren
Engraftments. Eine CD34-Zellzahl von 5 x 10°/kg KG ermdoglicht ein schnelles
neutrophiles und thrombozytidres Engraftment. Eine CD34-Zellzahl von 1 x 10°/kg
KG scheint fiir ein ziigiges neutrophiles Engraftment ausreichend, ist jedoch fiir ein
thrombozytares Engraftment insuffizient (Diaz et al. 1998, 2000). Auch Kiss et al.
(1997) und Sheridan et al. (1992) beschrieben in ihren Studien, dass das schnelle
thrombozytdre Engraftment bei Patienten, die > 5 x 10°/kg KG CD34-Zellen
erhielten, verglichen mit Patienten, deren Transplantat nur eine suboptimale CD34-
Zellzahl enthielt, einen grofien Vorteil bietet. In weiteren retrospektiven Studien
konnte gezeigt werden, dass Transfusionen mit > 5 x 10¢/kg KG CD34-Zellen zu
einem schnelleren neutrophilen und thrombozytdren Engraftment fithren, der Bedarf
an TK reduziert wird und die Dauer des Krankenhausaufenthaltes verkiirzt wird
(Dercksen et al. 1995, Kiss et al. 1997, van der Wall et al. 1994, Weaver et al. 1995).

Die Ergebnisse unserer Studie bestdtigen die oben genannten Aussagen, da
der Bedarf an EK und TK nach autologer Transplantation sehr gering und signifikant
niedriger (p<0.05) als nach allogener Transplantation war. Das Transplantat der

autologen Patienten enthielt mit 5 x 106/ kg KG CD34-Zellen die von Diaz et al. (1998,
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2000) empfohlene Menge. Die ziigige und stabile hdmatopoetische Rekonstitution
nach autologer PBST kann demnach auch anhand unserer Ergebnisse demonstriert
werden. Die Verwendung von peripheren Stammzellen fiihrt zu einer schnelleren
hamatopoetischen Wiederherstellung als Knochenmark, vor allem aufgrund der
hoheren Zahl an infundierten Progenitorzellen die die Qualitdt des Transplantates
festlegt (Diaz et al. 2000).

Die Cord Blood Patienten unserer Studie benttigten 0.81 Einheiten/kg KG EK
und 83 Einheiten/m? KOF TK. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang (p<0.005)
zwischen dem Bedarf an Thrombozytenkonzentraten und der Hohe der infundierten
MNC-Zahlen festgestellt werden sowie ein nicht signifikanter Zusammenhang
(p<0.05) zwischen dem Bedarf an Thrombozytenkonzentraten und der Hohe der
infundierten CD34-Zahlen. Je hoher der Wert der transplantierten Zellzahl war,
desto mehr TK wurden von den Patienten benétigt. Dieses Ergebnis sollte jedoch
unter Berticksichtigung des geringen Datensatzes nach Cord Blood Transplantation in
unserer Studie bewertet werden und ldsst sich moglicherweise durch die lange
Aplasiephase nach Cord Blood Transplantation erkldren. In anderen Studien lag das
durchschnittliche thrombozytdre Engraftment nach Cord Blood Transplantation am
Tag +75 (Thomson et al. 2000) bzw. am Tag +86 (Wagner et al. 2002). Weiterhin
beschrieben Wagner et al. (2002) einen signifikanten Zusammenhang (p<0.01)
zwischen dem thrombozytdren Engraftment nach 6 Monaten und einer hoheren
CD34-Zellzahl. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass das thrombozytidre Engraftment
nach Cord Blood Transplantation deutlich spéter eintritt, als nach allogener und
autologer Transplantation, wie bereits dargelegt wurde (vgl. S.66/67). Die Ergebnisse
von Thomson et al. 2000 und Wagner et al. 2002 kénnen mit unseren Ergebnissen
bestdtigt werden, da die Patienten nach Cord Blood Transplantation ein sehr hohes
Mafs an EK und TK benétigten und der Bedarf signifikant hoher (p<0.05) als nach
allogen related [PBSZ] und autologer Transplantation war. Daraus konnte man ableiten,
daf3 trotz des spédten neutrophilen und thrombozytdren Engraftments nach Cord Blood
Transplantation die hamatopoetische Rekonstitution nicht negativ beeinflufit zu sein
scheint.

T-Lymphozyten haben die Aufgabe der zelluldren Immunabwehr und damit

u.a. der Verhinderung des Auftretens von Infektionen. Weiterhin kommt den T-
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Zellen eine zentrale Bedeutung bei der Entstehung einer GvHD zu, die eine
immunologische Reaktion zwischen den Spenderzellen und parenchymattsen
Organen darstellt und zu schwerwiegenden Komplikationen fithren kann. In unserer
Studie lag die Hohe der transplantierten T-Lymphozyten in der allogen unrelated
Gruppe bei 2.04 x 108/ kg KG, es erkrankten 6 Patienten an einer GvHD <II° und 2
Patienten an einer GvHD >II°. In der allogen related Gruppe betrug die Hohe der
transplantierten T-Lymphozyten 5.6 x 108/ kg KG [PBSZ] bzw. 0.2 x 108/ kg KG [KM],
es erkrankten 10 Patienten [PBSZ] an einer GvHD <II° und 1 Patient [PBSZ] bzw. 3
Patienten [KM] an einer GVHD >II°. Der HLA-Status in den Gruppen war in etwa
vergleichbar (matched > mismatched). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Patienten
der allogen unrelated und related Gruppen trotz unterschiedlich hoher T-Zellzahlen in
den Transplantaten etwa gleich hédufig an einer GVHD erkrankten. Dabei féllt jedoch
der deutliche Unterschied beziiglich des Ausprdagungsgrades der GvHD auf. Trotz
einer mehr als doppelt so hohen Zahl an transplantierten T-Zellen in der allogen
related [PBSZ] Gruppe verglichen mit der allogen unrelated Gruppe kam es zu einer
dhnlichen Inzidenz einer GvHD, aber zu einer deutlich niedrigeren Inzidenz einer
GvHD >II°. In der allogen related Gruppe bestand eine GvHD nach KMT zwar
seltener als nach PBST, es lag jedoch bei allen Patienten eine GvHD >II° vor. Die
Hohe der transplantierten T-Lymphozyten war nach KMT wesentlich geringer als
nach PBST.

In der Studie von Nagatoshi et al. (2002) erkrankten 62.5% der Kinder und
Jugendlichen nach PBST und 68% nach KMT an einer akuten GvHD. Dieser
Unterschied war nicht signifikant (Nagatoshi et al. 2002). Miniero et al. (1999)
beschrieben die Inzidenz einer akuten GvHD II°-IV® nach allogener PBST mit 50% in
ihren Untersuchungen. Die Hohe der transplantierten CD3-Zellzahl betrug 3.7 x
108/kg KG (Miniero et al. 1999). In einer Studie von Sobrevilla-Calvo et al. (2002)
erkrankten 21% der Patienten nach allogener PBST an einer akuten GvHD. In der
Studie von Bittencourt et al. (2002) trat bei 47.6% der Patienten nach allogener KMT
eine GvHD 2II° auf und bei 17% eine GvHD III°-IV°. Die Inzidenz einer akuten
GvHD in unserer Studie befand sich in etwa in der gleichen Grofsenordnung wie in

den oben beschriebenen Studien, trotz unterschiedlich hoher infundierter CD3-
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Zellzahlen. Es scheint daher kein wesentlicher Unterschied in der Haufigkeit einer
GvHD nach allogen unrelated und related sowie nach KMT und PBST zu bestehen.

Miniero et al. (1999) nehmen an, dass die akute GvHD nach PBST in erster
Linie durch das HLA-mismatch zwischen Spender und Empfinger und weniger
durch die Zahl der infundierten CD3-Zellzahlen hervorgerufen wird (Miniero et al.
1999). Auch Bensinger et al. (1996) und Majolino et al. (1996) stellten fest, dass eine
hohe Zahl an transplantierten T-Lymphozyten in bisherigen Untersuchungen nicht
mit einem vermehrten Auftreten einer akuten GvHD korrelierte (Bensinger et al.
1996, Majolino et al. 1996). Die theoretische Moglichkeit, dass eine akute GvHD nach
allogener PBST hdufiger auftritt und schwerer verlduft, als nach KMT, konnte in
klinischen Studien allerdings bisher nicht bestédtigt werden (Bensinger et al. 1995,
Sobrevilla-Calvo et al. 2002). Auch Trenschel et al. (1998) schlossen aufgrund eines
langeren rezidivfreien Uberlebens durch die chronische GvHD und den damit
zusammenhdngenden GvL Effekt sowie eine bessere Verhiitung opportunistischer
Infektionen durch hohere Helferzellzahlen nach Transplantation, dass die PBST
Vorteile gegentiiber der KMT bietet.

Die Cord Blood Patienten dieser Studie erhielten durchschnittlich 1.0 x 107/kg
KG T-Zellen, die Transplantate waren mismatched. In unserer Studie erkrankten
jeweils 2 von 6 Patienten an einer GVHD <II° und an einer GvHD >II°. Aus diesen
Ergebnissen konnte man schlufifolgern, dass es nach Cord Blood Transplantation trotz
wesentlich geringerer T-Zellzahlen im Transplantat zu einer dhnlichen Inzidenz der
Héufigkeit einer GVHD und einer hoheren Inzidenz einer GvHD >II° kommt, als
nach allogener Transplantation. Jedoch sollte bei diesen Uberlegungen der geringe
Datensatz mit Cord Blood Transplantaten in dieser Studie berticksichtigt werden.

Nishihira et al. (2003) untersuchten 193 Patienten nach Cord Blood
Transplantation. Es erkrankten 68.9% an einer akuten GvHD. Die geschitzte
Inzidenz einer akuten GvHD war 47.1% bei Patienten mit HLA-identischem Cord
Blood Transplantat, und 29.3% bei Patienten mit mismatched Cord Blood Transplantat.
Die HLA-Differenzen zwischen Spender und Empfinger sowie der Status der
Erkrankung ergab keinen signifikanten Zusammenhang mit der Entwicklung einer
akuten GvVHD (Nishihira et al. 2003). In der Studie von Thomson et al. (2000) trat eine
GvHD >II° bei 37.2% auf. Wagner et al. (2002) untersuchten 152 Patienten nach Cord
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Blood Transplantation. Die durchschnittlich transplantierte CD3-Zellzahl lag bei 0.8 x
107/kg KG. 41.5% der Patienten erkrankten an einer akuten GvHD. Es wurde keine
Assoziation mit der Hohe der transplantierten CD3-Zahl oder dem HLA-match
festgestellt. Daraus wurde geschlossen, dass Cord Blood Transplantate trotz eines
HLA-mismatch mit einem niedrigen GvHD-Risiko assoziiert sind (Wagner et al.
2002). OReilly et al. (1996) berichteten, dass unter Berticksichtigung der geringeren
GvHD-Inzidenz bei Cord Blood Transplantationen mehr HLA-Differenzen akzeptiert
werden konnen als bei KM- oder PB-Transplantationen.

Die Ergebnisse unserer Studie, obschon wegen des geringen Datensatzes nicht
statistisch relevant, wiesen insgesamt auf eine hohere GvHD-Inzidenz bei
mismatched Transplantaten hin als in den anderen beschriebenen Studien. Die
GvHD-Inzidenz in der Cord Blood Gruppe lag hoher als nach allogen unrelated und
related Transplantation; dies schien jedoch keinen bedeutenden Einfluss auf die
hd@matopoetische Rekonstitution nach Cord Blood Transplantation zu haben. Nishihira
et al. 2003 konnten demonstrieren, dass Patienten mit HLA-identischem CB-
Transplantat eine hohere GvHD-Inzidenz hatten als Patienten mit einem HLA-
mismatched Transplantat. Dieses Ergebnis bestdtigt die Aussage von O’Reilly et al.
(1996), dass das HLA-match bzw. mismatch keine wesentliche Rolle fiir die
Enstehung einer GvHD spielt.

Bakterielle und mykotische Infektionen nach Knochenmarktransplantation bei
Kindern stellen eine bedeutende Ursache fiir Morbiditdit und Mortalitdt dar
(Engelhard et al. 1986). In unserer Studie wurden nach allogener, autologer und Cord
Blood Transplantation bakterielle Infektionen am h&ufigsten beobachtet, wohingegen
virale und mykotische Infektionen bei allen Patienten etwa gleich selten auftraten.

In den beiden allogenen Gruppen erkrankten 7 (unrelated) und 8 (related [PBSZ])
bzw. 3 Patienten (related [KM]) an einer bakteriellen Infektion. Eine
Cytomegalievirus-Infektion (CMV) trat bei 2 (unrelated) und 5 Patienten (related
[PBSZ]) auf und an einer mykotischen Infektion (Candida albicans) erkrankten 2
(unrelated) und 3 (related [PBSZ]) bzw. 2 Patienten (related [KM]). Nach related KMT
trat bei keinem Patienten eine CMV-Infektion auf. An einer Sepsis erkrankten nach
allogener Transplantation 4 (unrelated) und 3 (related [PBSZ]) bzw. 2 Patienten (related
[KMT]). Diese Zahlen zeigen, dass bakterielle Infektionen in den allogenen Gruppen
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nahezu gleich h&ufig auftraten, wohingegen eine CMV-Infektion nach allogen
unrelated Transplantation nur halb so hédufig wie nach allogen related PBSZ auftrat.
Eine Candidose trat nach unrelated und related PBSZ etwa gleich hdufig auf, nach
related KMT jedoch fast doppelt so hdufig. Daraus konnte gefolgert werden, dass die
schnellere hdmatopoetische Rekonstution nach allogen related PBST nicht zu einer
Reduktion der Haufigkeit einer akuten Infektion fiihrt. Demgegentiber erkrankten
jedoch nur etwa halb so viele Patienten nach related PBST an einer Sepsis als nach
unrelated und related KMT. Aus diesem Ergebnis konnte man wiederum schliefSen,
dass die Schwere einer akuten Infektion durch die schnellere hdmatopoetische
Rekonstitution nach allogen related PBST reduziert wird. Diese Schlussfolgerung
stimmt im tibrigen auch mit der Aussage von Trenschel et al. (1998) tiberein, daf3
nach PBST eine Reduktion der Auftretenshdufigkeit bzw. der Schwere einer
opportunistischen Infektion zu erwarten ist, da nach PBST signifikant hohere Zahlen
der T-Helferzellen als nach KMT nachgewiesen werden. Bittencourt et al. (2002)
untersuchten in ihrer Studie 214 Patienten mit allogener KMT. Bei 28,3% der Patienten
trat nach der Transplantation eine bakterielle Infektion auf, insgesamt erkrankten
62,7% der Patienten an einer bakteriellen, viralen oder mykotischen Infektion
(Bittencourt et al. 2002).

Nach autologer Transplantation erkrankten 8 Patienten an einer bakteriellen
Infektion und 5 Patienten an einer Infektion mit Candida albicans. Eine CMV-
Infektion trat bei keinem Patienten auf. An einer Sepsis erkrankten 3 Patienten. Diese
Daten zeigen, dass wesentlich weniger Patienten an einer bakteriellen Infektion,
einer CMV-Infektion und an einer Sepsis nach autologer als nach allogener
Transplantation erkrankten. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die ztigige und
stabile hdmatopoetische Rekonstitution nach autologer Transplantation einen
wesentlichen Einfluss auf die Inzidenz von akuten Infektionen hat.

In der Cord Blood Gruppe erkrankten 3 Patienten an einer bakteriellen
Infektion, 1 an einer CMV-Infektion und 2 Patienten an einer Candidose. Eine Sepsis
trat bei 2 von 6 der Patienten auf. Thomson et al. (2000) untersuchten 27 Patienten
nach Cord Blood Transplantation. Es erkrankten 53% der Patienten an einer Infektion
[I°-IV® (Einteilung nach ,National Institutes of Health toxicity scale”). Dieses

Ergebnis stimmt mit unseren Daten in etwa tiberein. Nach Cord Blood
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Transplantation zeigte sich in unserer Studie kein wesentlicher Unterschied
beziiglich der Haufigkeit einer akuten Infektion als nach allogener Transplantation.
Trotz des protrahierten Engraftments und der damit verzégerten hamatopoetischen
Rekonstitution nach Cord Blood Transplantation, scheint jedoch keine erhohte
Inzidenz von akuten Infektionen zu bestehen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der hdmatopoetischen Rekonstitution ist die
Entwicklung der Zellpopulationen im Anschluss an die Transplantation. Dazu
wurden die prozentualen Werte der Progenitorzellen, der T- und B-Lymphozyten,
der Monozyten, Granulozyten und NK-Zellen mittels Facs-Analysen am Tag 20-60,
am Tag >100 und am Tag >180 nach der Transplantation in den Gruppen
miteinander verglichen. In den allogen transplantierten Gruppen zeigten sich in den
ersten vier Monaten nach Transplantation steigende Werte der Stammzellen im KM,
die sich im weiteren Verlauf bei den related [KM] und unrelated transplantierten
Patienten wieder reduzierten. Bei den autolog transplantierten Patienten kam es zu
einem deutlichen Anstieg der Stammzellen im KM innerhalb der ersten sechs
Monate, bei den Cord Blood Patienten innerhalb der ersten vier Monate nach
Transplantation, der im weiteren Verlauf nicht stabilisiert werden konnte. Es wird
deutlich, dass innerhalb der ersten drei Monate nach Transplantation die
Stammzellen in allen Gruppen relativ deutlich anstiegen.

Ashihara et al. (1994), Charbonnier et al. (1997) und Roberts et al. (1993)
beschreiben, dass die autologe Transplantation mit peripheren Stammzellen zu einer
schnelleren =~ Wiederherstellung der Lymphozytenzahlen und der T-
Zellsubpopulationen fiihrt als die allogene und die autologe KMT. Die von Trenschel
et al. (1998) durchgefiihrte Studie zeigt, dass die Rekonstitution der CD3-Zellen nach
related KMT und PBST in den ersten vier Monaten vermindert ist. Bemerkenswert ist
jedoch ein initialer CD3-Uberschuss nach PBST. Dies wird auf die erhohte Zahl der
infundierten T-Zellen durch die mit G-CSF mobilisierten Stammzellen und die
Anwesenheit einer relativ hohen Zahl an NK-Zellen zurtickgefiihrt. Eine deutliche
Zunahme der T-Zellen zeigte sich bei der KMT nach vier Monaten und bei der PBST
nach sechs Monaten. Nach neun Monaten waren die CD3-Level bei allen Patienten
wieder im Normbereich (Trenschel et al. 1998). Ottinger et al. (1996) zeigte anhand

einer Gruppe von 20 allogen PBSZ transplantierten Patienten, dass es zu einer
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schnelleren Erholung der T-Lymphozyten, insbesondere der CD4-Lymphozyten,
nach allogener Transplantation mit peripheren Stammzellen als nach
Knochenmarktransplantation kommt (Ottinger et al. 1996).

Unsere eigenen Patienten zeigten nach allogen unrelated und related [KM]
Transplantation initial einen protrahierteren Anstieg der T-Zellen insbesondere im
KM. Sie erreichten erst nach etwa vier Monaten den Referenzbereich verglichen mit
den Patienten der allogen related [PBSZ] Gruppe, bei denen die T-Zellen im KM
bereits etwa einen Monat nach Transplantation im Referenzbereich lagen. Die T-
Lymphozyten konnten sich im Verlauf weiter stabilisieren, wobei die related
transplantierten Patienten sechs Monate nach Transplantation sogar deutlich erhohte
Werte im KM aufwiesen. Dieses Ergebnis bestidtigt die Aussage von Trenschel et al.
(1998), dass die Rekonstitution der T-Lymphozyten nach allogen related KMT in den
ersten vier Monaten im KM und PB und nach allogen related PBST im PB vermindert
ist. Der von ihm beschriebene initiale CD3- Uberschuf} nach related PBST konnte bei
unseren Untersuchungen ebenso wie die von Charbonnier et al. (1997) beschriebene
ziigigere Rekonstitution der T-Helferlymphozyten nach related PBST nachgewiesen
werden.

Der von Ashihara et al. (1994), Charbonnier et al. (1997) und Roberts et al.
(1993) beschriebene initiale Anstieg der T-Zellen im KM und PB nach autologer
Transplantation war bei unseren Patienten wesentlich stirker ausgeprdgt. Im
weiteren Verlauf reduzierten sich die T-Zellen allerdings wieder deutlich. Locatelli et
al. (1996) berichteten, dass in Anbetracht der deutlich geringeren Zahl an
infundierten nukledren Zellen bei Cord Blood Transplantationen im Vergleich zur
KMT die Rekonstitution der T-Lymphozytenzahlen und -funktion auf Normalwerte
sehr schnell verlief, sofern keine viralen und opportunistischen Infektionen vorlagen.
Atkinson (1990) und Lum (1987) vermuteten, dass diese ztigige Wiederherstellung
der T-Zellimmunitdt sowohl durch das Ausbleiben einer akuten oder chronischen
GvHD beeinflusst worden sein kann, als auch durch die Mafsinahme, die GvHD
Prophylaxe innerhalb von 2 Monaten nach Cord Blood Transplantation zu
unterbrechen. In unserer Studie verlief die Rekonstitution der T-Zellen bei den Cord
Blood Patienten im KM sehr protrahiert im Gegensatz zu den allogenen und autologen

Gruppen. Sechs Monate nach Transplantation wurden deutlich erhohte Werte
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erreicht. Im peripheren Blut dagegen stiegen die Werte schon nach gut drei Monaten
an und nach sechs Monaten lieflen sich deutlich erhdhte T-Zellzahlen nachweisen.
Giraud et al. (2000) demonstrierten demgegentiber in ihrer Studie, dass die T-Zellen
in den ersten 12 Monaten nach Cord Blood Transplantation vermindert waren. Diese
Aussage lafit sich anhand unserer Daten nur in den ersten Monaten nach
Transplantation bestédtigen. Trotz eines deutlich ldnger bestehenden T-Zelldefektes
nach Cord Blood Transplantation bestand bei unseren Patienten keine wesentlich
erhohte Inzidenz von Infektionen und GvHD, wie bereits oben diskutiert wurde.

Immundefekte nach allogenen Knochenmarktransplantationen zeigen sich in
einer langsamen Wiederherstellung der T-Helferzellen, wohingegen die T-
Suppressorzellen ihre Funktion schneller wiedererlangen. Daraus resultiert ein
subnormaler CD4/CD8-Quotient, der etwa zwei Jahre lang andauert (Atkinson et al.
1982, Keever et al. 1989, Linch et al. 1983, Lum et al. 1987, Soiffer et al. 1990). Auch
Ashihara et al. (1994) und Ho et al. (1992) fanden eine verminderte Zahl der CD4-
Lymphozyten und eine schnelle Erholung der CD8-Zahlen heraus. In unserer Studie
reduzierte sich der Quotient der T-Helfer- und T-Suppressorzellen nach allogen
unrelated und related Transplantation bis zum Tag >180 im KM und PB um die Halfte
und lag damit deutlich unter dem Referenzwert von >2. Charbonnier et al. (1997)
berichteten, dass der relative und absolute Anteil der T-Lymphozyten nach allogener
PBST signifikant hoher war als nach allogener KMT. Der CD4/CD8-Quotient ist somit
innerhalb der ersten 6 Monate nach Transplantation signifikant unterschiedlich und
die typische Reduktion der T-Lymphozyten ist nach PBST weniger stark ausgepragt
als nach KMT (Charbonnier et al. 1997). Diese Aussage kann mit unseren
Ergebnissen nicht bestdtigt werden, da es sowohl nach related PBST, als auch nach
KMT zu einer deutlichen Reduktion des CD4/CD8-Quotienten kam.

Auch bei den autologen Patienten unserer Studie lag der Quotient aus T-
Helfer- und T-Suppressorzellen deutlich unter dem Referenzwert von >2. Kalwak et
al. (2002) berichteten tber einen inversen CD4/CD8-Quotient nach autologer
Transplantation ab dem Tag +30 wihrend 18 Monaten nach der Transplantation.
Charbonnier et al (1997) beschrieben einen niedrigeren CD4/CD8-Quotient nach
autologer PBST als mnach allogener PBST aufgrund einer hoheren CDS8-

Lymphozytenzahl. Diese Aussage stimmt mit unseren Daten innerhalb der ersten 2
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Monate nach Transplantation iiberein; danach lag der Quotient im PB nach autologer
Transplantation hoher als nach related PBST. Mackall et al. (2000) berichteten tiber
eine protrahierte Reduktion der CD4-Zellen nach autologer Transplantation, die mit
einer erhohten Rezidivrate wund einer relativ erhohten Inzidenz von
opportunistischen und viralen Infektionen korrelierte. Diese Aussage kann anhand
unserer Daten nicht bestdtigt werden, da die autologen Patienten trotz einer
verminderten Zahl der CD4-Zellen keine erhohte Inzidenz an akuten Infektionen
aufwiesen, wie bereits weiter oben diskutiert wurde.

Nach Cord Blood Transplantation erholten sich die CD8-Zellen nach
durchschnittlich 9 Monaten und die CD4-Zellen nach 12 Monaten (Thomson et al.
2000), so dass sich eine charakteristische Inversion des CD4/CD8-Quotienten in den
ersten 6 Monaten nach Transplantation zeigt (Locatelli et al. 1996). Auch in unseren
Daten wurde ein deutlich erniedrigter CD4/CD8-Quotienten bei den Cord Blood
Patienten im Anschluff an die Transplantation festgestellt. Demgegeniiber
beschrieben Giraud et. al (2000), dass insbesondere die T-Suppressorzellen innerhalb
der ersten 12 Monate nach Transplantation vermindert waren, wohingegen die T-
Helferzellen weniger stark beeintréchtigt waren.

Charbonnier et al. (1997) fanden einen stark verminderten relativen und
absoluten Anteil der B-Lymphozyten innerhalb der ersten sechs Monate nach
allogener Transplantation heraus. Nach PBST erholten sich die B-Lymphozyten nicht
schneller als nach KMT (Charbonnier et al. 1997). In unseren Untersuchungen
wurden bereits nach einem Monat deutlich erhohte B-Lymphozytenzahlen nach
allogen unrelated und related Transplantation im KM erreicht. Im PB war der Verlauf
insgesamt etwas protrahierter. Nach sechs Monaten wiesen die allogenen Gruppen,
insbesondere im KM, Werte deutlich oberhalb des Referenzbereiches auf. Damit
kann die Aussage von Charbonnier et al. (1997), dass sich die B-Lymphozyten nach
PBST nicht ziigiger als nach KMT erholen, durch unsere Daten bestitigt werden.

Kalwak et al. (2002) berichtete, dass die B-Lymphozyten nach autologer
Transplantation den Referenzbereich zwei Monate nach Transplantation erreichten.
Bei den autologen Patienten unserer Studie setzte die Rekonstitution der B-
Lymphozyten im KM und PB insgesamt friither und schneller ein als bei den allogenen

Patienten. Die Aussage von Kalwak et al. kann somit bestédtigt werden.
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Nach Cord Blood Transplantation wurde schon in anderen Untersuchungen ein
eindrucksvoller und =ziligiger Anstieg der relativen und absoluten B-
Lymphoyztenzahlen beobachtet (Giraud et al. 2000, Locatelli et al. 1996), u.a. mit
einer Rekonstitution der B-Zellen nach durchschnittlich 6 Monaten (Thomson et al.
2000). Dieses Phdnomen wurde nicht nach KMT beobachtet und scheint ein
charakteristisches Merkmal der Cord Blood Transplantation zu sein (Locatelli et al.
1996). Auch diese Ergebnisse werden durch unsere Daten bestdtigt, da die B-
Zellzahlen nach Cord Blood Transplantation im KM und im PB im Verlauf von sechs
Monaten nach Transplantation insgesamt deutlich erhoht waren. Giraud et al. (2000)
fanden heraus, dass sechs und neun Monate nach Transplantation die B-
Lymphozyten die vorherrschende Lymphozytenuntergruppe mit normalen oder
erhohten B-Zellzahlen darstellen.

Ottinger et al. (1996) fanden heraus, dass die mittleren Monozytenzahlen sehr
schnell den Referenzwert nach PBST und KMT erreichten und das obere Limit der
Normalwerte nach PBST erreichten. Der Monozytenpeak, der schnell nach PBST
beobachtet wurde, kann auf die Kombination einer hohen Zahl an transplantierten
Monozyten und der Stimulation der Myelopoese durch G-CSF zuriickgefiihrt
werden (Ottinger et al. 1996). Dies kann durch unsere Daten bestitigt werden, da
innerhalb des ersten halben Jahres nach Transplantation die Monozyten im KM in
der allogen related und unrelated Gruppe deutlich erhohte Werte aufwiesen, wobei
dieser Uberschuss in der related Gruppe nach PBST bereits nach einem Monat zu
messen war. Hierbei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um den von
Ottinger et al. (1996) beschriebenen Monozytenpeak nach PBST. Auch im PB kam es
mit Ausnahme der related KMT Patienten nach allogener Transplantation bereits nach
ca. vier Wochen zu einem ziigigen Anstieg der Monozyten, der im weiteren Verlauf
stabil blieb.

Nach autologer Transplantation zeigten unsere Patienten ebenso wie bei den
allogenen Patienten bereits nach vier Wochen erhohte Werte im KM, die in den
folgenden drei Monaten noch weiter anstiegen. Im PB war der Anstieg nicht so
ausgepragt, wie bei den allogenen Patienten; dort wurden erst nach sechs Monaten

stabile Werte erreicht.
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Bei den Cord Blood Patienten unserer Studie wiesen die Monozyten bereits vier
Wochen nach Transplantation ebenfalls erhchte Zahlen im KM und PB auf, die auch
im weiteren Verlauf nach sechs Monaten bestehen blieben. Diese Ergebnisse zeigen
eine dhnlich schnelle Rekonstitution der Monozyten in allen Gruppen unserer Studie.

Untersuchungen zeigen, dass die neutrophilen Granulozyten eine signifikant
schnellere Rekonstitution nach PBST als nach KMT erreichten (Bensinger et al. 1995,
Korbling et al. 1995a&b, Pavletic et al. 1997, Przepiorka et al. 1995, Schmitz et al.
1995, Trenschel et al. 1998). Diese Aussage konnte anhand unserer Ergebnisse
bestdtigt werden, da in der related Gruppe nach peripherer Stammzelltransplantation
im Vergleich zur Knochenmarktransplantation bereits nach einem Monat im KM und
PB steigende Werte nachgewiesen wurden, die sich innerhalb von sechs Monaten
weiter stabilisieren konnten. Einen dhnlich ztigigen und stabilen Verlauf mit
Granulozytenzahlen z.T. deutlich oberhalb des Referenzbereiches zeigten auch die
Patienten nach allogen unrelated, autologer und Cord Blood Transplantation. Die
Ergebnisse unserer Studie lassen schlufifolgern, dass zwischen allogenen, autologen
und Cord Blood Transplantationen beziiglich der Rekonstitution der Granulozyten
kein nennenswerter Unterschied besteht.

Charbonnier et al. (1997) berichtete, dai die natiirlichen Killerzellen nach
allogener Transplantation mit peripheren Stammzellen signifikant hohere Werte
aufwiesen als nach allogener Knochenmarktransplantation (Charbonnier et al. 1997),
und dafl nach KMT die NK-Zellen im PB schnell auf die Referenzwerte anstiegen
(Atkinson 1990, Ottinger et al. 1996). Unsere eigenen Daten bestdtigen diese
Annahmen, da die NK-Zellen nach allogen related Transplantation mit peripheren
Stammzellen im KM und PB insgesamt frither und schneller anstiegen als nach
Knochenmarktransplantation. Nach allogen related KMT stiegen die NK-Zellen im PB
bereits nach einem Monat an und konnten sich im weiteren Verlauf noch
stabilisieren.

Aotsuka et al. (1991), Smith et al. (1988) und Trenschel et al. (1998)
beschrieben, dass die nattirlichen Killerzellen zunidchst normale Werte nach KMT
und PBST erreichten. Merkwiirdigerweise kam es nach einem Jahr zu einer
Reduktion auf subnormale Werte nach KMT, wihrend die Zahlen nach PBST
weiterhin stabil blieben (Aotsuka et al. 1991, Smith et al. 1988, Trenschel et al. 1998)
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In unseren Untersuchungen wurde nach related KMT auch eine deutliche Reduktion
der NK-Zellen im PB nach sechs Monaten gemessen. Die allogen unrelated
transplantierten Patienten in unserer Studie erreichten einen ziigigen Anstieg der
NK-Zellen im KM und PB bereits einen Monat nach Transplantation, die sich im
weiteren Verlauf noch erhchten.

Kalwak et al. (2002) fand nach autologer Transplantation heraus, dass ab dem
Tag +30 nach der Transplantation die NK-Zellen Normalwerte erreichten. Bei den
autologen Patienten unserer Studie zeigte sich im PB bereits nach einem Monat ein
Anstieg der Werte. Die NK-Zellen stiegen vor allem im KM, aber auch im PB
innerhalb der ersten vier Monate nach Transplantation wesentlich stdrker an als bei
den allogenen Patienten.

In der Untersuchung von Locatelli et al. (1996) mit Cord Blood transplantierten
Patienten konnte demonstriert werden, dass die NK-Aktivitit insbesondere in der
ersten Zeit bei einigen Patienten erhoht war, bei anderen Patienten wiederum normal
war (Locatelli et al. 1996). Thomson et al. (2000) fand in seiner Studie heraus, dass es
bereits nach 2 Monaten zu einer Rekonstitution der NK-Zellen kam. Giraud et al.
(2000) schrieben tiber die Ergebnisse ihrer Untersuchungen, dass die relative Zahl
der NK-Zellen innerhalb der ersten 6 Monate nach Cord Blood Transplantation erhoht
war, aber die absolute Zahl im Referenzbereich lag. Diese Daten sind mit unseren
Ergebnissen vergleichbar, da unsere Patienten im Verlauf der ersten sechs Monate
nach Cord Blood Transplantation sehr hohe NK-Zellzahlen erreichten. Trenschel et al.
(1998) und Dokhelar et al. (1981) konnten demonstrieren, dass die Anzahl der
nattirlichen Killerzellen zu Beginn der Rekonstitution normal war, was auf einen
proportionalen Uberschuss im Rahmen der absoluten Lymphopenie (Trenschel et al.
1998, Dokhelar et al. 1981) und auf die GvHD zurtickzufiihren sein konnte
(Nemunaitis et al. 1992).

Zytokine und hdmatopoetische Wachstumsfaktoren haben als interzellulédre
Botenstoffe eine zentrale Rolle in der Interaktion zwischen Stammzelle und
Knochenmarkmatrix sowie der immunologischen Rekonstitution nach HST. In
unserer Studie zeigten die unrelated transplantierten Patienten eine schnellere
Rekonstitution des INFy als die related transplantierten Patienten; die Werte waren

jedoch in den folgenden Monaten nach related Transplantation insgesamt stabiler. In
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der allogen related Gruppe zeigten sich ein ziigigerer Anstieg und insgesamt hohere
Interferonwerte nach PBST als nach KMT. Nach related PBST und unrelated
Transplantation kam es nach sechs Monaten zu einem steilen Anstieg des Interferons
im PB. Bei den autologen Patienten stieg das INFy innerhalb der ersten vier Monate
konstant an. Nach Cord Blood Transplantation blieben die Werte in etwa konstant.

Abschliefiend 1463t sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Studie mit den bisher
gewonnen Erkenntnissen tiber Knochenmark- und Stammzelltransplantation
grofitenteils {ibereinstimmen. So zeigten unsere Ergebnisse eine &hnlich gute
Immunrekonstitution, ein frithes Engraftment sowie eine verminderte Inzidenz
akuter Infektionen nach autologer Transplantation. Im Rahmen einer allogen related
Transplantation konnten anhand unserer Ergebnisse die Vorteile einer
Transplantation mit peripheren Stammzellen gegentiber Knochenmark bestétigt
werden. Zwischen allogen unrelated und related Transplantationen konnten in unserer
Studie keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden. Erwdhnenswert sind
sicherlich die Ergebnisse der Cord Blood Gruppe. Trotz eines deutlich spéter
eintretenden Engraftments und wesentlich geringeren transplantierten Zellzahlen
war die hdmatopoetische Rekonstitution und die Inzidenz und Schwere akuter
Infektionen und einer akuten GvHD nicht wesentlich schlechter als nach allogener
und autologer Transplantation. Es wire wiinschenswert, wenn diese - aufgrund der
geringen Patientenzahl - nur eingeschrankt verwertbaren Ergebnisse in zukiinftigen
Studien durch einen grofieren Datensatz untermauert werden konnten. Solche
Ergebnisse konnten dann zur Folge haben, dass die Transplantation mit Cord Blood in
Zukunft neben autologen und allogenen Transplantationen einen hohen Stellenwert
einnehmen konnte.

Auch die Entwicklung der Zellpopulationen, die mittels in vitro
Untersuchungen nach der Transplantation festgestellt wurden, ergaben dhnlich gute
Ergebnisse in den verschiedenen Gruppen unserer Studie. Des Weiteren konnten
viele Ubereinstimmungen mit den bisher gewonnenen Erkenntnissen gefunden und

dargestellt werden.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden der klinische Verlauf und in vitro Untersuchungen nach
hédmatopoetischer Stammezelltransplantation bei p&ddiatrischen Patienten mit
benigner oder maligner hamatopoetischer Grunderkrankung untersucht. Zwischen
Jan. 1995 und Dez. 1998 wurden 13 Patienten allogen unrelated (Knochenmark [KM]),
24 Patienten allogen related (7x KM und 17x periphere Stammzellen [PBSZ]), 23
Patienten autolog (PBSZ) und 6 Patienten mit Cord Blood transplantiert. Der
Altersdurchschnitt lag bei 9,1 Jahre (4 Monate - 23 Jahre). Die allogen transplantierten
Patienten erhielten durchschnittlich 10.7 [unrelated], 13.1 [related PBSZ] bzw. 4.8 x
108/kg KG [related KM] mononukledre Zellen (MNC) und 3 [unrelated], 7.7 [related
PBSZ] bzw. 5.6 x 10¢/kg KG [related KM] CD34-Zellen. Das Engraftment trat
durchschnittlich zwischen Tag +13.3-19.8 nach Transplantation ein. Die Inzidenz
einer akuten GvHD war in allen drei allogenen Patientengruppen bei vergleichbarem
HLA-Status (matched > mismatched) etwa gleich hoch. Die autologen Patienten
erhielten im Durchschnitt 5.6 x 108/kg KG MNC und 5 x 10¢/kg KG CD34-Zellen.
Der Engraftmentzeitpunkt (Tag +9.7) lag signifikant friiher als nach allogen unrelated
und Cord Blood Transplantation (p<0.005). Die Cord Blood Patienten erhielten
durchschnittlich 10.5 x 107/kg KG MNC und 6.1 x 105/kg KG CD34-Zellen. Der
Engraftmentzeitpunkt (Tag +27.2) trat signifikant spater als nach allogen related
[PBSZ] und autologer Transplantation ein (p<0.005). Bakterielle Infektionen wurden
in allen Gruppen héufiger als virale und mykotische Infektionen beobachtet - die
letzteren beiden traten bei allen Patienten etwa gleich selten auf. Insgesamt wiesen
die Ergebnisse dieser Studie viele Ubereinstimmungen mit den bisher gewonnen
Erkenntnissen {iber Knochenmark- und Stammzelltransplantation auf. So zeigten
unsere Ergebnisse eine dhnlich gute Immunrekonstitution, ein frithes Engraftment
sowie eine verminderte Inzidenz akuter Infektionen nach autologer Transplantation.
Im Rahmen einer allogen related Transplantation bestdtigten unsere Ergebnisse die
Vorteile einer Transplantation mit PBSZ gegeniiber KM. Nach Cord Blood
Transplantation waren die hdmatopoetische Rekonstitution und die Inzidenz und
Schwere akuter Infektionen und einer akuten GvHD trotz eines deutlich spéateren
Engraftments und geringeren transplantierten Zellzahlen nicht signifikant schlechter

als nach allogener und autologer Transplantation.



