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1 Einleitung

1.1 Bluthomoostase und hamatopoietische Stammzellen im Knochenmark
Fur die Aufrechterhaltung der Funktionsfahigkeit des menschlichen Organismus ist eine
stetige Blutzellerneuerung und damit Einhaltung einer hamatologischen Homdostase
unerlésslich (Rieger and Schroeder 2007). Die Lebensspanne der verschiedenen Zellen des
blutbildenden Systems unterscheidet sich dabei erheblich und reicht von wenigen Stunden,
wie im Fall der neutrophilen Granulozyten, bis hin zu durchschnittlich 120 Tagen bei den
Erythrozyten. Die begrenzte Uberlebensdauer der Blutzellen macht ihre Kkontinuierliche
Neubildung von etwa 3,5x10* Zellen taglich notwendig (Dingli and Pacheco, 2010).

Die Blutzellzahl kann in bestimmten Situationen, wie beispielsweise bei Stress, Infektionen
oder Blutverlust, erheblich gesteigert werden (Mueller-Eckhardt 2003). Der Ursprung dieser
fortwahrenden Zellregeneration des adulten blutbildenden Systems sind hdmatopoietische
Stammzellen (HSC), die im Knochenmark tberwiegend in speziellen Mikrodomanen, den
sogenannten Stammzellnischen, residieren. Diese Einheiten sind nicht als raumliche
Dimensionen zu verstehen, sondern stellen vielmehr ein spezielles ,,Microenvironment* der
HSC dar, bestehend aus Stroma- und Endothelzellen sowie Osteoblasten und Adipozyten
(Moore and Lemischka, 2006). Hier findet U(ber verschiedene zellintrinsische und
-extrinsische Mechanismen die Steuerung des Gleichgewichtes zwischen Differenzierung der
Stammzellen und ihrer Selbsterneuerung statt (Schofield, 1978). Nach heutigem
Erkenntnisstand wird angenommen, dass die extrazellulare Matrix mittels l6slicher Faktoren
oder Zell-Zell-Kontakten (Dexter and Testa, 1976) an der Steuerung beteiligt ist, ob die
Stammzellen in der Knochenmarknische verbleiben oder in die periphere Blutbahn wandern
(Rieger and Schroeder, 2012).

HSC stellen multipotente Ursprungszellen der Hamatopoiese dar. Das hei3t, neben ihrer
Fahigkeit zur Differenzierung in alle Zellreihen des h&matopoietischen Systems, wie der
Leuko-, Lympho-, Thrombo- und Erythrozytopoese, haben sie ebenfalls das Potential zur
Proliferation.

Die Multipotenz von HSC wurde erstmals im Jahre 1909 durch den russischen Arzt Maximov
postuliert. Hiermit legte er den Grundstein fur den Leitgedanken der Etablierung einer

Stammzelltransplantation bei malignen und nicht-malignen hamatologischen Erkrankungen.



1.2 Charakterisierung und Selektion hamatopoietischer Stammzellen

Die Stamm- und frihen hamatopoietischen Vorlauferzellen gehéren im Knochenmark zur
Gruppe der nukleédren Zellen (NC). Sie sind nach histologischen Standardfarbungen in ihrer
Morphologie nicht sicher voneinander zu unterscheiden.

Die gezielte Isolation, Differenzierung und Vermehrung der HSC in vitro erfordern jedoch
ihre detaillierte Charakterisierung. Hierfir wurden seit Mitte der 1980er Jahre
Oberflachenmarker in Form von zellspezifischen Antigenen klassifiziert, die eine genaue
Identifizierung und damit zielgerichtete Isolierung der adulten Stammzellen ermdglichen
(Alison et al., 2006, Loken et al., 1987).

Der Nachweis der Expression dieser Oberflachenantigene gelingt heutzutage mithilfe der
Immunhistochemie und Durchflusszytometrie. Das erste Antigen, das auf der Oberflache
friher Formen von humanen HSC beschrieben wurde und als ihr phanotypischer Marker gilt,
ist das membranstdndige Glykoprotein CD34 (Civin et al., 1984). Es wird auf pluri- und
multipotenten Blutvorlauferzellen exprimiert und ermdglicht die Differenzierung zwischen
den Vorlauferzellen und den daraus hervorgehenden ausgereiften Blutzellen (Berenson et al.,
1988). Pluripotenz ist die Fahigkeit der Stammzellen, sich in nahezu alle Zelltypen der drei
Keimblatter und Multipotenz die Fahigkeit, sich zu verschiedenen Zelltypen innerhalb eines
Gewebes (z.B. Blutzellen) zu differenzieren.

Das Oberflachenantigen CD34 dient somit als Marker fir die gezielte Isolation von
Stammzellen und ermdglicht die numerische Bestimmung bzw. Manipulation der Zellen vor
einer geplanten Transplantation (Bonnet, 2002). Uber die genaue Funktion des CD34-
Antigens ist bis heute allerdings wenig bekannt. Es wird lediglich vermutet, dass seine
Expression eine wichtige Rolle bei der Stammzellretention in der oben beschriebenen
Knochenmarknische spielt. Hamatopoietische Vorlauferzellen verlieren mit ihrer
zunehmenden Differenzierung die CD34-Expression und verlassen schlieBlich als reife
Blutzellen die Knochenmarknische, um in der peripheren Blutbahn zu zirkulieren (Narayan et
al., 2005). Das Antigen CD34 findet man neben den HSC aufRerdem auf endothelialen Zellen
und einigen Fibroblasten (Fina et al., 1990, Brown et al., 1991). Im Knochenmark sind etwa
0,5-3% der Zellen CD34-positiv. Jedoch stellt nur ein sehr geringer Anteil (1%) dieser Zellen
die fur die Transplantation bendtigten multipotenten Stammzellen dar. Fir die detailliertere
Zuordnung der Linienzugehorigkeit dieser Zellen werden weitere auf ihrer Oberflache

koexprimierte Antigene herangezogen.



Hierzu gehort neben dem Antigen CD133 auch das Antigen CD45 (Gorgens et al. 2013). Sie
sind weitere wichtige Marker bei der korrekten Bestimmung und Quantifizierung von HSC.
Der Oberflachenmarker CD133 wird vor allem auf sehr frihen HSC mit einem hohen
Selbsterneuerungspotential und einer niedrigen Apoptoserate exprimiert (Forraz et al. 2002).
CD45 stellt einen Pan-Leukozytenmarker dar, dessen Expression in erster Linie abhéngig
vom Reifungszustand der Leukozyten ist. Mit zunehmender Leukozytenreife wird das
Antigen starker auf ihrer Oberflache exprimiert. Thrombozyten und Erythrozyten sind CD45-
negativ. Beim immunhistologischen Nachweis der CD34-positiven Leukozyten mit einer
schwachen CD45-Koexpression handelt es sich mit einer hohen Wahrscheinlichkeit um die,

fur eine Transplantation benotigten HSC.

1.3 Transplantationsindikationen und  Quellen  ha&matopoietischer

Stammzellgewinnung
Auf der Basis von Daten epidemiologischer Krebsregister in Deutschland liegt die aktuelle
Schétzung des Zentrums fiir Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert-Koch-Institut (RKI) Berlin
beziglich der Inzidenz maligner hamatologischer Erkrankungen, wie z.B. der Leukdamie oder
einer lymphoproliferativen Erkrankung, bei jahrlich etwa 25.000 Neuerkrankungen
bundesweit (RKI Stand 2010).

Der Ursprung einer malignen hdmatologischen Systemerkrankung kann dabei verschiedener
Zellentitat sein. Von der multipotenten hdmatopoietischen Knochenmarkstammzelle Gber die
Progenitorzellen bis hin zu den reifen Blutzellen im Knochenmark, dem peripheren Blut oder
den Lymphknoten, koénnen Blutzellen maligne entarten (Smith, 2003). Letztere,
ausdifferenzierte Zellen haben die Fahigkeit der Proliferation verloren.

Eine abnorme und unkontrollierte Zellproliferation, wie zum Beispiel bei der akuten
Leukamie mit einer klonalen Expansion entarteter Leukamiestammzellen (Tan et al., 2006),
kann dabei die normalen Blutbestandteile und somit die Hamatopoiese im Knochenmark
immer weiter verdrdngen und schlieflich lebensbedrohlich einschranken. Je nach
Risikostratifizierung aufgrund verschiedener Parameter, insbesondere aufgrund genetischer
Aberrationen (Dohner et al.,, 2000), stellt fir viele Patienten neben der alleinigen
Chemotherapie die Stammzelltransplantation einen kurativen Therapieansatz dar (Horowitz
and Rowlings, 1997).
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Die stetig wachsenden wissenschaftlichen Erkenntnisse in der Medizin tragen zur
fortwahrenden Therapieoptimierung und Ausweitung der Indikationsstellung fir die
Transplantation hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen (HSZT) bei.

Retrospektive Datenerhebungen zur Stammzelltransplantationsaktivitdt in Europa belegen
einen kontinuierlichen Anstieg der Transplantationshaufigkeiten.

Wurden 1990 in Europa noch 4.432 HSZT durchgefihrt (Gratwonhl et al., 2002), so waren es
im Jahre 2012 bereits 39.209 Falle (43% allogen und 57% autolog) in insgesamt 658 Zentren
in 48 europaischen Landern (Gratwohl et al., 2013, Passweg et al., 2014, Passweg et al.,
2015).

Fur die Stammzellgewinnung gibt es drei mdgliche Quellen (Korbling and Anderlini, 2001,
Lie and To, 1997, Broxmeyer et al., 1990):

1. aus dem Knochenmark durch multiple Aspirationspunktionen, préaferenziell im

Bereich des hinteren Beckenkammes, in VVollnarkose mit einer Dauer von etwa einer Stunde

2. aus dem peripheren Blut mittels Leukozytapherese nach vorheriger G-CSF

Mobilisationstherapie mit einer Dauer von etwa 3-5 Stunden, ohne Vollnarkose

3. aus dem Plazentarest- oder Nabelschnurblut mittels Nabelschnurpunktion nach
abgeschlossenem  Geburtsvorgang und anschlieender Kryokonservierung bis zum

Transplantationszeitpunkt

1.4 Knochenmarktransplantation

Die Geschichte der HSZT begann Ende des zweiten Weltkrieges. Ziel hierbei war die
Etablierung einer wirksamen Behandlung gegen die Beeintrachtigung und Schadigung der
Blutbildung aufgrund radioaktiver Strahlen nach den Atombombenabwirfen auf Hiroshima
und Nagasaki. Zu dieser Zeit konnte wissenschaftlich bewiesen werden, dass Mause eine
ansonsten letale Ganzkorperbestrahlung (berlebten, wenn ihre Milz gegentber der

Bestrahlung abgeschirmt wurde (Jacobson, Simmons et al. 1951).

Die Begriindung fir ihr Uberleben lag darin, dass neben dem Knochenmark —Hauptblut-
bildungsort beim Menschen- bei der Maus auch die Milz zeitlebens an der Blutbildung
beteiligt ist. Bleibt diese von den Folgen der Bestrahlung verschont, so kann sich das

blutbildende System wieder regenerieren.
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Im Jahre 1956 gelang zum ersten Mal im Mausmodell die erfolgreiche
Knochenmarktransplantation mit der anschlieBenden Wiedererlangung einer funktions-
tichtigen Hamatopoiese (Barnes, Corp et al. 1956, Ford, Hamerton et al. 1956). Bereits im
darauffolgenden  Jahr wurden durch E.D. Thomas, der als Pionier der
Knochenmarktransplantation in die Medizinhistorie einging und daftr 1990 auch den Nobel-
Preis fur Medizin und Physiologie erhielt, die ersten Knochenmarkibertragungen beim
Menschen beschrieben (Thomas, Lochte et al. 1957).

So sind, 58 Jahre nach der erstmals in der Literatur beschriebenen und durchgefiihrten HSZT,
weltweit steigende Transplantationsfallzahlen in kurativer Intention zu verzeichnen, vor allem
fir maligne, aber auch fur nicht-maligne hdmatologische Erkrankungen wie beispielsweise

der Aplastischen Anamie oder Hdmoglobinopathien (Gratwohl, Baldomero et al. 2013).

Bei einer Knochenmarktransplantation handelt es sich per definitionem um die Ubertragung
von HSC aus dem Knochenmark eines gesunden Spenders auf den Empfanger mit dem Ziel,
die dort krankhaft veranderte Blutbildung zu ersetzen (Urbano-Ispizua et al., 2002).
Voraussetzung hierfur ist die Transfusion einer ausreichenden Anzahl von HSC. Aktuelle
Richtlinien zur Herstellung und Anwendung h&matopoietischer Stammzellzubereitungen
empfehlen diesbeziglich die Entnahme von 10-15 ml, maximal 20 ml Knochenmarkblut/kg
des Spenderkdrpergewichtes bei Erwachsenen, wobei eine Aspirationsmenge von 1.500 ml in
ihrer Gesamtheit nicht Gberschritten werden sollte. Bei Kindern betrdgt das maximale
Entnahmevolumen 25% ihres Korperblutvolumens (Deutsches Arzteblatt 2014). Fiir die
Reinfusion der Knochenmarkstammzellen beim Empfanger gilt eine Transplantatdosis von
2-3x10® nukledren Zellen/kg seines Korpergewichtes oder andernfalls mindestens 1-2x10°
CD34-positive Zellen/kg Korpergewicht als Standard. Diese Empfehlungen sind nicht immer
einzuhalten. Im Falle einer notwendigen Erythrozytendepletion bei einer ABO-Major-
Inkompatibilitdt kann nach einer derartigen Manipulation des Stammzellpréparates die
geforderte Transplantatdosis fiir die kernhaltigen Zellen nicht mehr erreicht werden. Hierfir
dient die Wiederfindungsrate der CD34-positiven Zellen, die sogenannte ,,Recovery” als
Surrogatmarker fir die Ersatzmindestdosis im Stammzellprodukt. Diese sollte einen Wert von
1,5x10° CD34-positiven Zellen/kg Korpergewicht des Empfangers nicht unterschreiten.
Vorangegangene Studien belegen zudem eine verkirzte Regenerationszeit der Hamatopoiese

bei Einhaltung der empfohlenen Transplantatdosen (Kiss et al., 1997).

Bei der Transplantation von HSC unterscheidet man zwischen der autologen HSZT, bei der

Spender und Empfénger die gleiche Person sind und der allogenen HSZT, bei der Spender
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und Empfanger unterschiedliche Individuen, aber derselben Spezies sind. Bei Letzterer kann
die Transplantation syngen, das hei8t zwischen eineiigen Zwillingen mit einer absoluten
HLA-Kompatibilitdt, oder von einem passenden Geschwisterspender oder von einem

Fremdspender mit einer méglichst hohen HLA-Kompatibilitat erfolgen.

1.4.1 Allgemeine Voraussetzungen effizienter Transplantationen

Die wichtigste Voraussetzung fiir eine erfolgreiche allogene Knochenmarktransplantation mit
vermindertem AbstoRungsrisiko ist zundchst die Verfiigharkeit eines geeigneten -entweder
verwandten oder aber nichtverwandten- Spenders. Um die notwendige Kompatibilitat
zwischen Empfanger und einem moglichen Spender zu bestimmen, bedient man sich der
Analyse spezifischer Gewebeantigene. Diese wurden beim Menschen erstmals in der
Zellmembran der Leukozyten nachgewiesen und werden als humanes Leukozytenantigen
(HLA)- System bezeichnet. Die genetische Codierung befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 und tragt entscheidend zur immunologischen Identitat des Menschen bei. Flr
das adaptive Immunsystem, hierzu zahlen B- und T-Lymphozyten sowie die von ihnen
produzierten Effektormolekiile, spielen zwei HLA-KIlassen eine entscheidende Rolle: HLA-
Klasse-1 Antigene (HLA-A, -B, -C), die praktisch auf allen kernhaltigen Zellen sowie
Thrombozyten zu finden sind und HLA-Klasse-1l Antigene (HLA-DR, -DQ, -DP), deren
Expression auf eine kleine Gruppe von Zelltypen begrenzt ist, wie den B-Zellen, Monozyten,

Endothelzellen und antigenpréasentierenden Zellen (APC), wie den dendritischen Zellen.

Die zentrale immunbiologische Funktion der HLA-Molekdle ist die Antigenprasentation und
demnach, in der Auspragung des komplexen und anpassungsfahigen Immunsystems, die
Unterscheidung in korpereigen und korperfremd (Klein and Sato, 2000). Die Vielfalt des
HLA-Systems, vor allem aufgrund eines ausgepragten genetischen Polymorphismus, d.h.
durch das Vorhandensein vieler verschiedener HLA-Allele pro Genlocus und die damit
verbundene Frage von Ubereinstimmung oder Nicht-Ubereinstimmung zwischen zwei
Individuen in diesen Merkmalen, stellt die Basis fur die Spenderauswahl im Bereich der
Transplantationsmedizin dar. Eine Nicht-Ubereinstimmung in einem bestimmten HLA-
Merkmal, einem sogenannten Mismatch zwischen Spender und Empfénger in der
vorangegangen Typisierung, kann eine Transplantatabsto3ung, erhohte Infektanfalligkeit oder
ein erhohtes Risiko fur eine Graft-versus-Host- Disease (GvHD) zur Folge haben (Hoodin and
Weber, 2003, Arguello et al., 1998). Um die HLA-Kompatibilitat zwischen Empfanger und
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maoglichem Spender zu ermitteln, werden im genetischen Typisierungsprozess die Allele von
HLA-A, -B, -C und DRB1 sowie DQB1 bestimmt und verglichen (El Kassar et al., 2001,
Mickelson et al., 2002). Die immungenetische Spenderauswahl hat somit das Ziel einer
maglichst kompletten Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfénger, in insgesamt zehn
Allelen (HLA- Haplotyp von Mutter und Vater) an den fiinf genannten Genorten HLA- A, -B,
-C, -DQB1 und —-DRB (Schreuder et al., 2005). Am besten eignen sich folglich HLA-
kompatible Geschwister, bei denen genetisch bedingt ein hoher Grad an HLA-Kompatibilitat
besteht. Ein solch passender Spender wird bei immer weiter sinkenden Geschwisterzahlen in
den Familien jedoch nur in etwa 20 bis 30% der Transplantationsfalle gefunden. Aus diesem
Grund wird Uber Knochenmarkspenderregister nach einem geeigneten alternativen Spender
gesucht. Fur eine komplikationslose HSZT kommen vor allem HLA-kompatible
Fremdspender mit einer Ubereinstimmung in zehn von zehn HLA-Merkmalen infrage (Marks
et al., 2006). Wird unter diesen Kriterien kein passender Spender gefunden und der
Krankheitsverlauf erfordert eine zeitnahe Transplantation, so kommen auch teilkompatible
Spender mit einer Ubereinstimmung in mindestens acht bis neun HLA-Merkmalen oder
haploidente Familienspender mit 50% genetischer HLA-Ubereinstimmung infrage. Durch den
anhaltenden technischen Fortschritt und die Optimierungen in der Transplantataufarbeitung
mit CD34-positiver Stammzellisolierung ist es heutzutage moglich, CD34-positive
hochangereicherte Stammzellprodukte zu transplantieren und tber die zeitgleiche indirekte T-
Zell- Depletion gewisse HLA-Barrieren zu Gberwinden (Handgretinger and Lang, 2008).

Eine weitere wichtige Voraussetzung vor allogener Knochenmarktransplantation ist die
vorangegangene myeloablative Konditionierungsbehandlung des Empféangers, bestehend aus
Chemotherapie und/oder Ganzkorperbestrahlung (TBI= total bodyirradiation) mit der
Verfolgung zweier Hauptziele. Dies sind zum einen die Eradikation der malignen Zellen und
zum anderen die erwilnschte Immunsuppression des Empfangers, um das Risiko einer

Transplantatabstol3ung zu verhindern und eine Immuntoleranz zu etablieren.

1.4.2 ABO-Konstellation zwischen Spender und Empfanger
Neben der HLA- Kompatibilitat spielt auch das ABO-Blutgruppensystem des Spenders und
Empféangers eine wichtige Rolle bei der HSZT. Die optimale ABO-Konstellation zwischen
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Spender und Empfanger zur Vermeidung unerwinschter Nebenwirkungen bildet
zweifelsohne die blutgruppenidente Knochenmarktransplantation.

Eine Blutgruppenunvertraglichkeit hingegen stellt nach heutigen wissenschaftlichen
Erkenntnissen, im Gegensatz zur Transplantation solider Organe, keine absolute
Kontraindikation einer allogenen Stammzellspende dar (Petz, 1987). Dennoch sind, vor allem
aus der Gefahr einer resultierenden schwerwiegenden Hamolyse heraus, die vorrangig bei
ABO-Minor-Inkompatibilitaten zu verzeichnen ist, besondere Vorkehrungen und Vorsichts-
mafRnahmen erforderlich.

In etwa 40% der Spender-Empfangerkonstellationen besteht eine Blutgruppeninkompatibilitét
in Form einer Major-Inkompatibilitdt, bei der der Empfanger Isoagglutinine gegen die
Spendererythrozyten bildet (z.B. Spender A, Empféanger 0), einer Minor-Inkompatibilitat bei
der der Spender Isoagglutinine gegen die Erythrozyten des Empfangers aufweist (z.B.
Spender 0, Empfanger A) oder einer kombinierten ABO-Major- und Minor-Inkompatibilitat
(z.B. Spender A, Empféanger B) (Petz, 1998, Stussi et al., 2009) (Gratwohl et al., 2002).

Bei Knochenmark als Stammzellquelle kénnen die entnommenen Stammzellen problemlos
ohne weitere Aufarbeitung infundiert werden, wenn Spender und Empfanger
blutgruppenident sind. Andernfalls wird das Produkt erythrozyten- und/oder plasmadepletiert.
Am Ende der Transplantation, nach erfolgtem Engraftment der Stammzellen des Spenders ins
zuvor abladierte Knochenmark des Empfangers, nimmt dieser schlieflich die Blutgruppe des
Spenders an.

Die Antikorper gegen Empféangererythrozyten bei einer ABO-Minor-inkompatiblen HSZT
konnen passiv im Rahmen der Transplantation Ubertragen oder nachtraglich als Reaktion auf
die Empfangerantigene durch das transplantierte Spenderimmunsystem gebildet werden
(Gajewski et al., 1992). In diesem Fall wird die vorherige Reduktion des Plasmas notwendig.
Bei einer Major-Inkompatibilitat erfolgt vor der geplanten Transfusion der Stammzellen eine
Erythrozytendepletion. Hier steht nicht nur die akute Hamolyse bei der Transplantation,
sondern vielmehr das Risiko einer verzdgerten Regeneration der Spendererythropoiese im
Vordergrund (Worel et al., 2003). Generell gilt es, mit den Verfahren der Erythrozyten- oder
Plasmazelldepletion das Risiko einer Immunhdmolyse oder das Auftreten einer verzogerten
H&matopoiese nach erfolgreicher Transplantation weitestgehend zu minimieren.(Bolan et al.,
2001a).

Die im Falle einer ABO-Inkompatibilitdt notwendige Transplantataufarbeitung in Form einer
Erythrozytendepletion wird mithilfe des COBE Spectra-Zellseparators vorgenommen. Hierbei

handelt es sich um einen auf dem Zentrifugenprinzip basierenden, automatischen
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Blutzellseparator. Die Erythrozyten besitzen die hdchste Dichte aller Blutzellen und lagern
sich somit am Zentrifugenrand ab. Das zellarme Blutplasma verbleibt in der Mitte der
Zentrifuge. Zwischen dem Erythrozytensediment und dem Blutplasma bildet sich ein
sogenannter Buffy-Coat, der aufgrund ihrer ahnlichen Dichte aus Leuko- und Thrombozyten
besteht. In einer Schicht des Buffy-Coat sind die fir die Knochenmarktransplantation
bendtigten Stammzellen enthalten. Die Erythrozytendepletion hat zum Ziel, einen
Erythrozytengehalt <20 ml im Transplantat (bzw. von < 0,25-0,5 ml Erythrozyten/kg
Korpergewicht des Empféngers) und parallel eine hochstmdgliche Ausbeute (Recovery) an
nukledren und CD34-positiven Zellen aus dem Buffy-Coat zu erreichen. Letzteres ist von
Bedeutung, da das spatere Engraftment sowie die hdmato- und immunologische
Rekonstitution nach Transplantation erwiesenermalen mit der Menge der transfundierten
Stammzellen korrelieren (Korbling et al., 1995, Bensinger et al., 1994).

Die Tabelle 1 stellt eine Ubersicht moglicher Komplikationen einer ABO-Blutgruppen-non-
identen Transplantation dar (modifiziert nach Seebach et al., 2005).

ABO-Mismatch Spender Empfanger Komplikationen
0 A, B oder AB Héamolyse
Minor
A B AB Erhohtes Risiko fur GvHD
A, B oder AB 0 Pure-Red-Cell-Aplasia
Major Langsameres Engraftment und erhdhtes
AB A B Risiko fur GvH
A B Hé&molyse und Pure-Red-Cell-Aplasia
Bidirektional
B A Reduziertes OS, langsameres Engraftment

und erhohtes Risiko fur GvHD

Tabelle 1: Mogliche Komplikationen einer ABO-Inkompatibilitat zwischen Spender und Empfénger nach Seebach et al.,
2005. Abkirzungen: GvHD=Graft-versus-Host-Disease, OS=Overall Survival (Gesamtiiberleben)
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1.4.3 Graft-Manipulation

Die Graft-Manipulation beschreibt die chemische oder immunologische Transplantat-
aufarbeitung mit dem Ziel, die spétere Transplantatzusammensetzung so zu verandern, dass
das Risiko einer Transfusionskomplikation oder einer Graft-versus-Host-Disease (GvHD)

weitestgehend minimiert und der Zeitpunkt des anschlieBenden Engraftments verkirzt wird.

Durch Positiv- oder Negativselektion, d.h. durch Anreicherung oder Depletion definierter
Zellgruppen, ist es moglich, HSC in hoher Reinheit von gesunden Spendern zu gewinnen. So
gelingt durch  Immunselektion  mittels monoklonaler  Antikoérper gegen den
Oberflachenmarker CD34 eine Positivanreicherung der HSC. Die mit der CD34-positiven
Zellselektion einhergehende indirekte T-Zell-Depletion vermindert das Risiko der GvHD bei
bestehender HLA-Inkompatibilitat zwischen Spender und Empfanger (Aversa et al., 1998).

Der Nachteil einer im Falle der HLA-Inkompatibilitat planmaRig durchgefuhrten T-Zell-
Depletion, als Beispiel fir die Negativselektion, ist jedoch die verzdgerte Immunregeneration
des T-Zellsystems. Beim Empfanger kann dies mit einem entsprechend erhéhtem
Infektionsrisiko mit schwerem Verlauf einhergehen (Ho and Soiffer, 2001). Weiterhin
produzieren T-Zellen spezielle Wachstumsfaktoren, die fur das Anwachsen hdmatopoietischer
Zellen im Knochenmark und somit flir das Transplantatengraftment unerlésslich sind.

Im Falle der oben beschriebenen ABO-Unvertréglichkeit zwischen Spender und Empfénger
wird bei einer Major-Inkompatibilitdt die Erythrozytendepletion und bei einer Minor-
Inkompatibilitit die Plasmadepletion erforderlich. Hierzu erfolgt alternativ eine
Erythrozytensedimentation, Buffy-Coat-Praparation oder Zytozentrifugation (Soydan et al.,
2007).

Grundsatzlich zu beachten ist im Aufarbeitungsprozess, dass jegliche Manipulation am
Stammzellprodukt die in ihm enthaltenen Stammzellen schadigen und somit vermindern

kann.

1.4.4 Immunregeneration und Engraftment

Unter der Knochenmarkrekonstitution mit Immunregeneration versteht man die Einnistung
der Spenderstammzellen in das zuvor mittels Konditionierungstherapie abladierte
Knochenmark des Empféngers, mit anschlielender Normalisierung der Knochenmark-

zellularitat, Wiederaufnahme der Blutbildung und Immunkompetenz. Malgebend fir eine
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zeitnahe und normgerechte Knochenmarkrekonstitution sind Faktoren wie die Beschaffenheit
des Transplantates (manipuliert/unmanipuliert), die HLA-Kompatibilitdt zwischen Spender
und Empfanger, das Alter des Patienten oder das Auftreten einer GvHD sowie die

verabreichte medikamentdse Immunprophylaxe (Storek, 2008).

Als Engraftment wird nach erfolgter Knochenmarktransplantation der Zeitpunkt bezeichnet,
an dem das Transplantat in der Lage ist, eine suffiziente Anzahl an Blutzellen zu bilden und
diese auch peripher ohne die Notwendigkeit einer Zellsubstitution aufrecht zu erhalten. Fir
die Wiederaufnahme der Héamatopoiese und eine zeitnahe Immunrekonstitution ist ein

schnelles Transplantatanwachsen folglich unerlasslich.

Das Engraftment wird anhand von Laborparametern quantifiziert. Fir die neutrophilen
Granulozyten gelten >0,5 Zellen/nl, fur die Leukozyten >1 Zelle/nl und fur Thrombozyten
>20 Zellen/nl konstant an drei aufeinanderfolgenden Tagen im peripheren Blut des
Empféangers als erfolgreiches Engraftment. Dies ist bei Verwendung von Stammzellen aus
dem Knochenmark in der Regel zwischen dem 14. und 28. Tag post transplantationem
erreicht. Sind am Tag 28-42 nach Transplantation die oben genannten absoluten Zellzahlen
nicht erreicht, so spricht man definitionsgemaR vom primdren Transplantatversagen (Graft
Failure) (Davies et al., 1994, Donohue et al., 1993). Von einem sekundaren Graft Failure
spricht man indes, wenn nach einem bereits erfolgten Engraftment die Zellzahlen im
Empfanger wieder abfallen. Insgesamt ist das Transplantatversagen jedoch eine sehr selten
auftretende Komplikation mit <5% der Félle (Anasetti et al., 1989).

1.4.5 Komplikationen nach allogener Knochenmarktransplantation

Nach erfolgter Transplantation sind die transplantierten Stammzellen in der Lage, gezielt in
das Knochenmark des Empfangers einzuwandern (Homing), dort anzuwachsen (Engraftment)
und ein funktionsfahiges Immunsystem zu etablieren (Rekonstitution). Bis zum Zeitpunkt des
Engraftments besteht im Empféngerorganismus eine schwere Myelosuppression mit
Immundefizienz. In dieser Zeit sind die Patienten besonders anféllig fir schwere, letale
Infektionen. In der frihen aplastischnen Phase, etwa 12-14 Tage nach der
Knochenmarktransplantation, Uberwiegen Infektionen mit grampositiven und -negativen
Bakterien sowie Pilzen. Nach dem Anwachsen des Transplantates sind vor allem
Cytomegalieviren (CMV) und Aspergillen gefurchtete Erreger einer interstitiellen Pneumonie
(Sulahian et al., 2001). In der Regel sind die Patienten nach einer
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Knochenmarktransplantation mit einem komplikationslosen Verlauf und regelrechter
Immunrekonstitution ab dem 2. Posttransplantationsjahr nicht mehr durch opportunistische

Infektionen gefahrdet.

Die haufigste Komplikation nach allogener Knochenmarktransplantation stellt die GvHD dar
(Ferrara and Deeg, 1991). Sie ist mit einem sehr hohen Morbiditats- und Mortalitatsrisiko
vergesellschaftet (Ferrara and Reddy, 2006). Die GvHD ist das Resultat einer
immunologischen Reaktion vitaler T-Lymphozyten des Spenders im Transplantat auf
antigenprésentierende Zellen im gesunden Empfangergewebe (Pidala and Anasetti, 2010). Es
handelt sich um eine unerwiinschte Interaktion zwischen den Immunsystemzellen von
Spender und Empfanger des Transplantates. Die GvHD kann dabei trotz initialer
immunsuppressiver Prophylaxe und trotz umfénglicher HLA-Kompatibilitdt zwischen
Spender und Empféanger auftreten (Goker et al., 2001).

Im zeitlichen Verlauf unterscheidet man die akute GvHD, die innerhalb der ersten 100 Tage
nach Transplantation bei 30-70% der Patienten auftritt (Jakobson and Vogelsang, 2007), von
der chronischen Form, die zu jedem spéteren Zeitpunkt bei 20-80% der Patienten auftreten
kann (Sun et al., 2007). Aber nicht nur die zeitliche Komponente unterscheidet die akute von
der chronischen GvHD, sondern auch die Art der entsprechenden Organbeteiligung. Die
klassischen Zielorgane der akuten Form sind v.a. Organe mit epithelialen Oberflachen wie die
Haut mit resultierender Erythrodermie und makulopapulésem Exanthem, der
Gastrointestinaltrakt typischerweise mit Diarrhoen in Form einer Enteritis und die Leber mit
ikterischem Verlauf und einem moglichen Leberversagen. Die chronische GvHD manifestiert
sich zusatzlich zu den Symptomen, die fir die akute Form genannt werden, mit solchen, die
vor allem an Kollagenosen aus dem Kreis der Autoimmunerkrankungen erinnern. Dies sind
im Speziellen sklerodermiforme und lichenoide Hautverdnderungen sowie die Bronchiolitis
obliterans und die Xerodermie (Vogelsang et al., 2003). Sowohl die Inzidenz als auch der
Schweregrad der Auspragung der GvHD hédngen u.a. von der HLA-Konstellation zwischen
Spender und Empfénger, der Menge transplantierter Stammzellen sowie der Anzahl der
transplantierten T-Zellen im Transplantat ab (Vargas-Diez et al., 2003). Je grofier das HLA-
Mismatch, desto hoher die GvHD-Rate und das Risiko eines schwereren Verlaufes.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Die allogene Transplantation hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen aus dem
peripheren Blut oder dem Knochenmark ist eine mogliche Therapieform in kurativer Intention
bei einer Vielzahl lebensbedrohlicher, maligner und nicht-maligner Erkrankungen, sowohl im
Kindes- als auch im Erwachsenenalter. Hierbei ist Gber die Jahre hinweg deutschland- und
weltweit, ein stetiger Zuwachs an Transplantationsfallzahlen zu verzeichnen. Allen voran
ermoglichen die fortwahrenden wissenschaftlichen Neuerkenntnisse und Therapie-
optimierungen im Bereich der HSZT ihre tendenzielle Indikationsausweitung. In der Regel
wird die allogene HSZT bevorzugt zwischen einem kompatiblen HLA- und mdglichst
blutgruppenidenten Spender und Empfénger vollzogen. Dies ist in einigen Fallen aus
verschiedenen Grinden nicht immer realisierbar. In der Halfte der allogenen
Knochenmarktransplantationen liegt ein ABO-Mismatch vor, mit dem gefiirchteten Risiko
einer sofortigen Hamolyse durch inkompatible Erythrozyten im Transplantat oder aber einer
verzogert auftretenden Hamolyse durch transplantierte Spender-B-Lymphozyten, die im
Verlauf Antikdrper gegen die Empfangererythrozyten bilden kénnen. Im Falle einer HLA-
Inkompatibilitdt ist die gefurchtetste Komplikation die GvHD. Insbesondere die
Nebenwirkungen der akuten oder protrahierten H&molyse nach der Transfusion des
Transplantates eines ABO- oder HLA-inkompatiblen Spender-Empféangerstatus konnen durch
spezielle Aufarbeitungsmechanismen des Transplantates, wie der Erythrozyten- bzw.
Plasmadepletion, verhindert werden.

Anhand zusammengetragener  transplantationsspezifischer Parameter  allogener
Knochenmarktransplantationen wird in dieser retrospektiven statistischen Analyse untersucht,
in welchem AusmaR die Aufarbeitung des Transplantates unter o0.g. Indikation, selbiges in
Volumen und Zellzahl veréndert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob nach
einer Erythrozyten- und/oder Plasmadepletion bei einer ABO-Inkompatibilitdt zwischen
Spender und Empfanger die in der zentralen Stellungnahme
(http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/Gemeinsame_Stellungnahme_Endversion_080509 s
amt_Anhang.pdf;http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/GSN_Revidierte%20Ergaenzung_0
10311 _mit%20Korrekturmodus_Druckversion _140311.pdf) flr eine erfolgreiche

Transplantation festgelegte Mindestdosis kernhaltiger Zellen noch erreicht wird. Ferner sollte
geklart werden, ob alternativ eine andere MessgrofRRe, wie etwa die CD34-positiven Zellen/kg
Kdorpergewicht des Empféangers einen sinnvollereren Parameter fiir die erfolgreiche

Knochenmarktransplantation darstellt.


http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/Gemeinsame_Stellungnahme_Endversion_080509_samt_Anhang.pdf
http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/Gemeinsame_Stellungnahme_Endversion_080509_samt_Anhang.pdf
http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/Gemeinsame_Stellungnahme_Endversion_080509_samt_Anhang.pdf
http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/GSN_Revidierte%20Ergaenzung_010311_mit%20Korrekturmodus_Druckversion_140311.pdf
http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/GSN_Revidierte%20Ergaenzung_010311_mit%20Korrekturmodus_Druckversion_140311.pdf
http://www.dgti.de/docs/doclink/10251/GSN_Revidierte%20Ergaenzung_010311_mit%20Korrekturmodus_Druckversion_140311.pdf
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2 Patienten, Materialien und Methoden

2.1 Patientenkollektiv:

Die retrospektive Analyse dieser Arbeit umfasst fur den Erhebungszeitraum vom 01.01.2000
bis 04.12.2013 Daten eines Kollektives von insgesamt 72 Patienten (31 Frauen und 41
Manner), die aufgrund einer hdmatoonkologischen Erkrankung eine allogene Knochenmark-
transplantation in der Il. Medizinischen Klinik des UKSH erhielten, hier speziell seit dem
01.07.2004 in der Sektion fir Stammzell- und Immuntherapie im Dr. Mildred-Scheel Haus

des Universitatsklinikums Schleswig Holstein, Campus Kiel.

2.2 Datenerfassung

Auf der Grundlage archivierter Transplantationsprotokolle sowie den dazugehorigen
digitalisierten Patientenakten allogener Knochenmarktransplantationen der Sektion flr
Stammzell- und Immuntherapie des Mildred-Scheel-Hauses in Kiel bzw. der II.
Medizinischen Klinik erfolgte fiir den Zeitraum von 13 Jahren (01/2000 bis 12/2013) eine

riickblickende Datenerfassung und tabellarische Zusammenstellung.

Dabei wurden die folgenden Parameter erhoben: Alter der Patienten am Tag der
Transplantation, die HLA- Ubereinstimmung und Blutgruppenzugehorigkeit von
Knochenmarkspender und -empfanger, Knochenmarkvolumina nach Spendenentnahme und
vor Transfusion beim Empfanger sowie selbiges nach Knochenmarkprozessierung bei
Inkompatibilitat der Blutgruppen, weiterhin der Wirkstoffgehalt der CD34-positiven, CD45-
positiven und nukledren Zellen, ebenso der Erythrozytengehalt in den unverarbeiteten und

prozessierten Knochenmarkspenden sowie Daten zum Engraftment nach der Transplantation.

Die Datenerfassung und -zusammenstellung in Tabellenform erfolgte mithilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms  Microsoft Excel (Version 14.0) fur das Windows-

Betriebssystem.
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2.3 Statistische Methodik

Die statistische Datenauswertung und die Erstellung der Graphiken wurde mittels der

Statistiksoftware GraphPadPrism fur Windows (Version 5.0) vorgenommen.

Die deskriptive Statistik zur Datenvisualisierung wurde mithilfe von Box-Whisker Plots nach
J. W. Tukey mit Angabe des Medians, des 1. und 3. Quartils, des oberen und unteren
Whiskers im Interquartilabstand sowie der Darstellung vorhandener Ausreil3ergrofien erstellt.
Boxplots werden angewandt, um die Verteilung numerischer Daten graphisch darzustellen.
Die geometrische Form eines Rechteckes stellt hierbei die eigentliche Box dar, in der sich
insgesamt 50% der Daten befinden. Sie wird vom unteren und oberen Quartil begrenzt.
Oberhalb des unteren Quartils befinden sich 75% und oberhalb des oberen Quartils noch
25% der Daten. Der Interquartilsabstand (Interquartilerange = IQR) ist anhand der Lénge der
Box abzulesen und stellt ein Mal3 fiir die Streuung der Messwerte dar. Ober- und unterhalb
der Box befinden sich des Weiteren die sogenannten Whisker (Antennen), die alle Daten
darstellen, die sich noch innerhalb des 1,5-fachen IQR befinden. Alle Werte, die auBerhalb
des 1,5-fachen IQR zu liegen kommen, werden als Ausreilier bezeichnet. Ein Vorteil der
Bestimmung des Medianwertes, z.B. fur die mittlere Altersangabe einer Stichprobe gegeniber
dem arithmetischen Mittel, ist hierbei dessen Bestdndigkeit gegenuber mdoglichen
Ausreildergrofien.

Die statistische Datenanalyse erfolgte bei Annahme eines nicht normalverteilten Datensatzes
mittels nicht-parametrischer Testverfahren. Hier kommt fur den Vergleich von Merkmalen
unverbundener Stichproben der Mann-Whitney-U-Test und flr gepaarte Stichproben,
beispielsweise fiir den Vergleich von Merkmalen zwischen Knochenmarkspenden vor und

nach Verarbeitung, der Wilcoxon Rangsummen-Test zum Einsatz.

Fur die Berechnung der Depletionseffizienz (DepEff) in Prozent wurden folgende
RechengroRen berucksichtigt:

Erythrozytenvolumen eines Produktes [ml] = (Produktvolumen [ml] x Hamatokrit [%])/100
Erythrozytenvolumen/kg  Korpergewicht des Empfangers vor Erythrozytendepletion
(EVoll/kg)

Erythrozytenvolumen/kg Korpergewicht des Empfangers nach Erythrozytendepletion
(EVol2/kg)

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

DepEff=100% - ((EVol2/kg)(EVol1/kg))*100
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3 Ergebnisse

Von den insgesamt 72, in dieser Arbeit beriicksichtigten und ausgewerteten, allogenen
Knochenmarktransplantationen, wurden 34 Spenden erythrozytendepletiert und 38
unmanipuliert transfundiert. Somit ergaben sich fiir die retrospektive statistische Analyse
dieser Studie zwei zu vergleichende Subgruppen, die Gruppe, die mit unmanipulierten
Transplantaten behandelt wurde und die Gruppe, die mit aufgearbeiteten Produkten

transplantiert wurde.

3.1 Alters- und Geschlechterverteilung

In die vorliegende retrospektive Studie wurden insgesamt 72 Patienten eingeschlossen
(weiblich n=31, mannlich n=41). Hierbei waren unter den 34 Empfangern erythrozyten-
depletierter Knochenmarkspenden 16 weiblichen und 18 mannlichen Geschlechtes. In der
Gruppe der Patienten, die unverarbeitete Knochenmarkprodukte (n=38) erhielten, befanden
sich 17 Frauen und 21 Méanner.

Das mediane Alter aller Patienten (n=72) lag bei 16 Jahren mit einem Minimum von 1 Jahr
und einem Maximum von 68 Jahren. In der Gruppe der Empfanger, die mit
erythrozytendepletierten Produkten transplantiert worden waren (n=34), lag das mediane
Alter bei 14,5 Jahren mit einem Minimum von 2 Jahren und einem Maximum von 68 Jahren.
In der Gruppe der Empfénger, die mit unverarbeitetem Knochenmark transplantiert wurden
(n=38), lag das mediane Alter bei 17 Jahren mit einem Minimum von 1 Jahr und einem

Maximum von 62 Jahren.

Bezliglich der Altersverteilung in den beiden Gruppen der Empféanger verarbeiteter und
unverarbeiteter Knochenmarkprodukte, war kein signifikanter Altersunterschied zu

verzeichnen (siehe Anhang Abbildung 1).

3.2 ABO-Konstellationen zwischen Spender und Empfanger

Von den 72 in die Analyse einbezogenen allogenen Knochenmarktransplantationen erfolgten
38 zwischen blutgruppenidenten Spendern und Empféngern ohne weitere Transplantat-
aufarbeitung vor der Stammzelltransfusion. Die restlichen Transplantationen (n=34) zeigten
hingegen eine ABO-Inkompatibilitdt. Dabei lag in 12 Spender-Empfanger-Konstellationen
eine  ABO-Major-Inkompatibilitat, in 18 Spender-Empfanger-Konstellationen eine ABO-
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Minor-Inkompatibilitdt und in vier Spender-Empfénger-Konstellationen eine kombinierte
Major- und Minor-ABO-Inkompatibilitat vor.

3.3 Volumen der Knochenmarkspenden vor der Verarbeitung
Das Ausgangsvolumen des entnommenen Knochenmarks war fir 71 von 72 Spenden
dokumentiert und betrug im Median 1.200 ml mit einem Minimum von 330 ml und einem

Maximum von 2.080 ml.

Auch in den beiden Gruppen der erythrozytendepletierten (n=33) und unverarbeiteten
Spenden (n=38) lag der Median des Ausgangsvolumens bei jeweils 1.200 ml. Bei den
erythrozytendepletierten Spenden ergaben sich ein Minimum von 669 ml und ein Maximum
von 1.892 ml im Ausgangsvolumen vor Verarbeitung sowie ein Minimum von 330 ml und ein

Maximum von 2.080 ml im Produktvolumen der unverarbeiteten Spenden.

Zusammenfassend lieR sich fir das Ausgangsvolumen der fur die Weiterverarbeitung
vorgesehenen Spenden und jener ohne weitere notwendige Manipulation, kein signifikanter

Volumenunterschied feststellen (siehe Anhang Abbildung 2).

3.4 Knochenmarkvolumina vor und nach der Verarbeitung

Das mediane Volumen der Knochenmarktransplantate nach Entnahme und vor einer
eventuellen Verarbeitung zeigte zwischen der Gruppe der Produkte, die nicht verarbeitet
wurden (n=38, 1.200 ml, Minimum: 330 ml, Maximum: 2.080 ml) und der Gruppe der
Transplantate, die einer Verarbeitung unterzogen wurde (n=33, 1.200 ml, Minimum: 669,
Maximum: 1.892 ml), keinen signifikanten Unterschied. Das mediane Volumen der
verarbeiteten Transplantate nach Verarbeitung (n=34, 159 ml, Minimum: 105 ml, Maximum:
238 ml) war signifikant (p=0,0001) geringer verglichen mit dem Volumen dieser Produkte
vor Verarbeitung (siehe Anhang Abbildung 3).
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3.5 Wirkstoffgehalt der CD34-positiven Zellen vor und nach

Knochenmarkverarbeitung
Bei den 38 unverarbeiteten Knochenmarkspenden lagen in 27 Fallen valide Angaben zum
Gehalt der CD34-positiven Zellen/kg Korpergewicht (KG) vor. Dabei lag der Wirkstoffgehalt
der CD34-positiven Zellen im Median bei 2,97x10° CD34-positiven Zellen/kg KG, mit einem
Minimum von 0,45x10° und einem Maximum von 10,4x10° CD34-positiven Zellen/kg KG.

Von den urspriinglich 34 verarbeiteten Spenden war fiir 32 Spenden der Wirkstoffgehalt der
CD34-positiven Zellen fiir das entnommene Knochenmark dokumentiert. Der mediane Gehalt
betrug 2,76x10° CD34-positive Zellen/kg KG vor der Verarbeitung, mit einem Minimum von
1,07x10° und einem Maximum von 19,31x10° CD34-positiven Zellen/kg KG. Fir die
Berechnung des Gehaltes CD34-positiver Zellen nach der Verarbeitung standen fir alle 34
Transplantate vollstandige Daten zur Verfiigung. Der Median betrug hierbei 3,25x10° CD34-
positive Zellen/kg KG, mit einem Minimum von 0,9x10° und einem Maximum von 18,7x10°
CD34-positiven Zellen/kg KG.

Der Vergleich des Wirkstoffgehaltes CD34-positiver Zellen zwischen unverarbeiteten
Produkten und verarbeiteten Produkten vor und nach der Verarbeitung, ergab keinen

signifikanten Unterschied (siehe Anhang Abbildung 4).

3.6 Gehalt der nukledaren Zellen im Produkt vor und nach

Knochenmarkverarbeitung
Fur 36 von insgesamt 38 unverarbeiteten Knochenmarkspenden betrug der Median der
nukledren Zellen (NC) 3,15x10® Zellen/kg KG, mit einem Minimum von 0,9x10° Zellen/kg
KG und einem Maximum von 12,2x10% Zellen/kg KG im Transplantat. Bei 33 von 34
verarbeiteten Spenden lagen Daten zum Gehalt der NC vor der Verarbeitung vor. Der Median
betrug 3,6x10° Zellen/kg KG bei einem Minimum von 1,2x10° Zellen/kg KG und einem
Maximum von 16,9x10% NC-Zellen/kg KG. Insgesamt waren die medianen Werte zwischen

beiden Gruppen vergleichbar und statistisch nicht unterschiedlich.

Nach der Knochenmarkverarbeitung resultierte fiir die 34 Spenden eine mediane Anzahl der
NC von 1,5x108 Zellen/kg KG, mit einem Minimum von 0,4x10® Zellen/kg KG und einem
Maximum von 5,6x10° Zellen/kg KG im Transplantat.
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Der Vergleich der Daten zeigte, dass der Median der NC nach Erythrozytendepletion
gegentiber dem vor Verarbeitung signifikant (p=0,0001) geringer war. (siehe Anhang

Abbildung 5).

3.7 Recovery der verschiedenen transplantationsspezifischen

Zellpopulationen

Die Recovery beschreibt die Wiederfindungsrate der transplantationsspezifischen Zielzellen,

z.B. nach immunmagnetischer Selektion oder nach anderen Manipulationen.

Fur die CD34-positiven Zellen ergab sich nach der Transplantataufarbeitung der
weiterverarbeiteten Spenden (n=32) eine Recovery von 111,7% CD34-positiver Zellen im

Median mit einem Minimum von 64,2% und einem Maximum von 217,6%.

Im Bereich der NC betrug fur die verarbeiteten Transplantate (verfligbare Daten fiir n=33) die

mediane Recovery 41,0%, bei einem Minimum von 16,5% und einem Maximum von 85,1%.

Fur die CD45-positiven Zellen ergab sich fiir 32 verarbeitete Transplantate eine mediane

Recovery von 46,8%, mit einem Minimum von 16,8% und einem Maximum von 102,7%.

In der Summe kam es somit zu einem statistisch signifikanten (p=0,0001) Verlust von NC-
und von CD45-positiven Zellen im Rahmen der Transplantatverarbeitung. Anders verhielt es
sich hingegen fur die CD34-positiven Zellen, diese zeigen nach der Verarbeitung im Median
sogar einen signifikanten (p=0,0001) Anstieg (siehe im Anhang Abbildung 6).

3.8 Daten zum Hamatokrit in den Knochenmarkprodukten

Als Hamatokrit definiert man den prozentualen Anteil des Erythrozytenvolumens am
Gesamtvolumen des Blutes. Den Hauptanteil des Hamatokrits bilden mit insgesamt 96% die
Erythrozyten. In der folgenden Gegeniiberstellung geht es um den Vergleich der Hamatokrit-
Werte zwischen den unverarbeiteten und den erythrozytendepletierten Spenden.

Fir die Gruppe der unverarbeiteten Spenden (n=38) waren valide Daten fir 16 Produkte
hinsichtlich Angaben zum Hamatokrit verfligbar. Im Median betrug der H&matokrit in dieser

Gruppe 27,9% bei einem Minimum von 20,8% und einem Maximum von 45,2%.
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In der Gruppe der erythrozytendepletierten Knochenmarkprodukte (n=34) waren valide Daten
zum Hamatokrit fur 32 Spenden vor der Verarbeitung verfugbar. Der mediane Hamatokrit
betrug vor Verarbeitung 31,4%, mit einem Minimum von 17,7% und einem Maximum von
39,1%.

Fur die unmanipulierten und die erythrozytendepletierten Spenden vor Verarbeitung waren
die medianen Hamatokritwerte statistisch nicht signifikant unterschiedlich.

Vergleicht man hingegen den medianen Hamatokrit der manipulierten Spenden vor
Verarbeitung (31,4%) mit dem Median fur die gleichen Knochenmarkprodukte nach der
Verarbeitung (verfligbare Werte fiir n=33), so war der mediane Hamatokrit nach Verarbeitung
mit 4,0%, bei einem Minimum von 2,1% und einem Maximum von 11,9%, signifikant

(p<0,0001) erniedrigt (siehe hierzu im Anhang Abbildung 7).

3.9 Daten zum Erythrozytenvolumen in den Knochenmarkprodukten

Das Erythrozytenvolumen in den Knochenmarkspenden beschreibt die Menge der

Erythrozyten in Milliliter (ml) im Transplantat.

In der Gruppe der unverarbeiteten Knochenmarkspenden (n=38) standen fiir die Berechnung
des medianen Erythrozytenvolumens Daten von 19 Produkten zur Verfugung. Fir diese
Gruppe betrug das mediane Erythrozytenvolumen 306 ml, bei einem Minimum von 126,3 ml

und einem Maximum von 736,3 ml.

In der Gruppe der erythrozytendepletierten Knochenmarkprodukte (n=34) lagen in der
retrospektiven Analyse fir 31 Spenden entsprechende Daten zum Erythrozytenvolumen vor
der Verarbeitung vor. Fir diese Gruppe ergab sich ein medianes Erythrozytenvolumen von
352,3 ml, bei einem Minimum von 181,0 ml und einem Maximum von 591,2 ml.

Nach Erythrozytendepletion betrug das mediane Erythrozytenvolumen (verfligbare Daten fir
n=28) 7,2 ml im Transplantat mit einem Minimum von 3,3 ml und einem Maximum von
19,9 ml. Der statistische Vergleich zwischen den Medianen vor und nach Erythrozyten-
depletion zeigte einen signifikanten (p<0,0001) Unterschied (siehe Abbildung 8 im Anhang).



27

3.10 Erythrozytenvolumen je kg Korpergewicht und Erythrozyten-

depletionseffizienz
Aus der Datenlage fur unsere Studie ergab sich fur die Knochenmarkprodukte mit validen
Angaben zum Erythrozytenvolumen im Transplantat (n=28) nach der Erythrozytendepletion
im Median ein Volumen von 0,15 ml blutgruppeninkompatibler Erythrozyten/kg KG des
Empfangers, mit einem Minimum von 0,049 ml/kg KG und einem Maximum von 0,88 ml/kg
KG (siehe im Anhang Abbildung 9.1). Die Erythrozytendepletionseffizienz (n=28) betrug im

Median 97,95% mit einem Minimum von 94,05% und einem Maximum von 99,07% (siehe

im Anhang Abbildung 9.2).

3.11 Leukozytenengraftment post transplantationem (Leukozyten >1/nl an

drei aufeinanderfolgenden Tagen)
Fur den Vergleich des Engraftments der Leukozyten zwischen den Gruppen der Patienten, die
entweder mit unverarbeiteten oder mit erythrozytendepletierten Knochenmarkprodukten
transplantiert wurden, analysierten wir insbesondere den Zeitpunkt, an dem an drei
aufeinanderfolgenden Tagen mehr als ein Leukozyt pro nl im Blut des Empfangers nach

Aplasie, als Zeichen des Engraftments nach Transplantation, nachweisbar war.

Fur die Gruppe der 38 unverarbeiteten Spenden lagen dabei flr insgesamt 32
Transplantationen valide Daten vor. Diese zeigten, dass im Median nach 18,5 Tagen ein
Leukozytenengraftment beobachtet wurde, wobei das Minimum bei 5 und das Maximum bei

31 Tagen lag.

In der Vergleichsgruppe der 34 erythrozytendepletierten Knochenmarkspenden waren
analysierbare Daten fur 28 Transplantationen verfligbar. Diese Daten zeigten, dass in dieser
Gruppe das Leukozytenengraftment im Median nach 21,5 Tagen mit einem Minimum von 12

und einem Maximum von 32 Tagen erfolgte.

Das im Median 3,5 Tage spatere Leukozytenengraftment in der Gruppe der Patienten, die ein
erythrozytendepletiertes Knochenmarktransplantat erhielten, war statistisch signifikant

(p=0,007) (siehe hierzu Abbildung 10 im Anhang).
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3.12 Thrombozytenengraftment post transplantationem (Thrombozyten >
20/nl)

Bei den insgesamt 38 unverarbeiteten Knochenmarkspenden waren fiir 18 Transplantationen
valide Daten zum Thrombozytenengraftment verfligbar. Fur diese Transplantationen ergab
sich im Median ein Thrombozytenengraftment am 22. Tag nach Transplantation mit einem

Minimum von 11 und einem Maximum von 35 Tagen post transplantationem.

In der Gruppe der 34 erythrozytendepletierten Spenden waren fur 19 Transplantationen Daten
verfugbar. Dabei erfolgte das Thrombozytenengraftment in dieser Gruppe im Median nach 20

Tagen, mit einem Minimum von 14 und einem Maximum von 49 Tagen.

Statistisch ergab sich im Vergleich der Mediane beider Gruppen Kkein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Engraftments fiir Thrombozyten (siehe im Anhang Abbildung
11).
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4 Diskussion

Im Bereich der Knochenmarktransplantation hat vor allem die allogene Transplantation in den
letzten Jahren flr eine Vielzahl maligner und nicht-maligner hdmatologischer Erkrankungen
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Dies liegt zum einen an der stetig wachsenden
Verfligbarkeit an bereitwilligen Fremdspendern und zum anderen an der sich verbessernden
Kenntnis Uber zyto- und molekulargenetische Reaktionen und Risiken bei unterschiedlichen
Spender- und Empfangerkonstellationen. In  dieser Studie war eine etwaige
Transplantatmodifikation aufgrund ABO-Blutgruppeninkompatibilitat zwischen Spender und
Empfanger und die mdglichen  Auswirkungen der Verarbeitung auf die
Transplantatzusammensetzung sowie das Engraftment des Transplantates Gegenstand der

Untersuchungen.

4.1 Diskussion der Methodik

In dieser analytischen retrospektiven Studie wurden Falle mit Kontrollen beziglich
transplantationsspezifischer  EinflussgroRen, d.h. verarbeitete ~mit unverarbeiteten
Knochenmarkspenden, verglichen, die im Zuge einer Transplantation h&matopoietischer
Stamm- und Progenitorzellen in einem definierten Zeitraum am Zentrum in Kiel,

dokumentiert wurden.

Ein Vorteil der retrospektiven Datenerhebung ist die Mdoglichkeit, fiir ein spezifisches
Patientenkollektiv (n=72 Patienten, die einer allogenen Knochenmarktransplantation
unterzogen wurden) eines definierten Zeitraumes (2000-2013) im Rahmen der Fragestellung
viele verschiedene Merkmale gleichzeitig analysieren zu kénnen. Jedoch koénnen bei einer
retrospektiven Studie im Zuge der Datenerhebung auch Mangel in der Qualitdt der
gewilinschten Daten entstehen. Dies ist u.a. darin begrindet, dass in diesem Fall die
Datenerfassung aus der Dokumentation vergangener, mdoglicherweise luckenhaft
aufgezeichneter Transplantationsprotokolle vollzogen wird. So mussen die Informationen aus
bereits &lterem Datenmaterial zusammengetragen werden, wobei fehlerhafte oder
unvollstandige Daten nicht immer vermieden werden konnen. Nicht (oder nicht vollstdndig)
vorliegende Daten fuhren im Zweifelsfall zum Ausschluss des Patienten und verringern so die
Patientenzahl. Aus diesem Grund ergeben sich auf der Basis der vorliegenden Daten auch fiir
unsere Studie unterschiedliche StichprobengréRen bei den Vergleichen unverarbeiteter mit

verarbeiteten Spenden beziiglich bestimmter transplantationsspezifischer Merkmale. Dabel
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bergen vor allem ungleiche GruppengréRen den Nachteil, dass geringfligige Verénderungen
in den anzahlméaRig kleinen Gruppen groRRe Auswirkungen auf die Verteilung der Daten und

damit auf die statistische Auswertung haben kénnen.

Zusatzlich handelt es sich hier um eine monozentrische Studie der Sektion fur Stammzell-
und Immuntherapie des Mildred-Scheel-Hauses am Standort Kiel. Daten, die diesem
Studiendesign  entstammen, spiegeln  die  Charakteristika des entsprechenden
Transplantationszentrums in seiner Methode der Stammzellentnahme, ihrer hiernach
erfolgenden Weiterverarbeitung und anschlieBenden Transfusion sowie seiner spezifischen
Protokollierung wider (Dechartres et al., 2011). Im Gegensatz zu multizentrischen Studien, ist
hier der direkte Ergebnisvergleich zu anderen Zentren nicht moglich, wodurch eventuelle
zentrumsspezifische  Datenauspragungen mdoglicherweise im  Verborgenen bleiben.
Andernfalls ist die Planung, Organisation, Durchfihrung und Auswertung einer

monozentrischen Studie weniger aufwendig und somit auch kostenglinstiger

4.2 ABO-Konstellation zwischen Spender und Empfanger

Entgegen landlaufigen Annahmen stellt die Blutgruppenunvertréglichkeit zwischen Spender
und Empféanger aufgrund der fiir diese Félle spezifisch moglichen Transplantatmodifikation
heutzutage  keine  unlberwindbare  Barriere mehr im  Transplantationsprozess

hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmark dar.

In unserer retrospektiven Studie fand in 47% der Falle die allogene KMT zwischen ABO-
inkompatiblen Spendern und Empfangern statt. VVon den insgesamt 72 in die Analyse
einbezogenen Spenden wurden 17% ABO-Major-inkompatibel (n = 12), 25% ABO-Minor-
inkompatibel (n = 18) sowie 5% ABO0-Major- und Minor-inkompatibel (n = 4) transplantiert.
Auch in der Literatur werden diese Haufigkeiten in vergleichbarem Umfang belegt. So
beschreiben Worel und Kalhs ebenfalls ein ABO—Mismatch in 40-50% der Gesamtheit der
HSZT. Hierbei entsprechen 20-25% aller HSZT einer ABO-Minor-Inkompatibilitdt. Die
gleiche Prozentzahl entfallt auf die ABO-Major-Inkompatibilitdt zwischen Spender und
Empfénger und auch fir die kombinierte Inkompatibilitat von Major und Minor geben die
Autoren vergleichbare Zahlen an (Worel and Kalhs, 2008). Auch Kimura et al. fuhren in
ihrem retrospektiven Studiendesign Uber den Einfluss der ABO-Inkompatibilitdt zwischen
unverwandten Spendern und Empfangern auf das Ansprechen der Patienten im Anschluss an

die Knochenmarktransplantation, vergleichbare Prozentzahlen fir Japan auf (Kimura et al.,
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2008). Sie geben in ihrer Studie eine ABO-Inkompatibilitat fir 49,2% an, dabei machen ABO-
Major-Inkompatibilitaten 24,9%, ABO-Minor-Inkompatibilitaten 21,7% und kombinierte
Major- und Minor-Inkompatibilititen 2,6% der Félle aus. Auch wenn mehrere
vorangegangene Studien in der Literatur keinen nachteiligen Effekt auf das Ansprechen der
Patienten nach einer ABO-inkompatiblen, allogenen Knochenmarktransplantation belegen
kdnnen (Buckner et al., 1978, Bensinger et al., 1982, Hershko et al., 1980), sind die Risiken
akuter und protrahierter hamolytischer Reaktionen belegt (Petz, 1998, Canals et al., 2004,
Seebach et al., 2005). Die Reduktion des Risikos hamolytischer Komplikationen ist unter
anderem der Grund fiir die Transplantataufarbeitung im Sinne einer Erythrozyten- und/oder
Plasmadepletion mit resultierender Transplantatmodifikation in Volumen und Wirkstoffgehalt

transplantationsspezifischer Zellen.

4.3 Knochenmarkvolumen vor und nach Verarbeitung
In der in Deutschland zurzeit gultigen zentralen Stellungnahme zur Transplantation
hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen sowie in den Richtlinien fir

Stammzelltransplantationen (www.bundesarztekammer.de, Richtlinie zur Herstellung und

Anwendung von hdmatopoietischen Stammzellzubereitungen vom 18.08.2014), wird fir die
allogene Knochenmarktransplantation ein Zielentnahmevolumen von 10-15 ml/kg KG des
Spenders definiert, um die geforderte Mindesttransplantatdosis an Stammzellen von 2-3x10°
NC/kg KG zu gewéhrleisten. Dies entspricht, je nach Gewichtskonstitution des Spenders,
1.000 bis 1.200 ml, wobei 1.500 ml im Gesamtentnahmevolumen nicht Gberschritten und
500 ml nicht unterschritten werden sollten (Goldman, 1994) (Kréger and Sputtek, 2011).

In der vorliegenden Studie lag das Gesamtvolumen aller entnommenen Spenden im Median
bei 1.200 ml. Auch im Gruppenvergleich zwischen un- und weiterverarbeiteten Spenden ist in
der Menge des Ausgangsvolumens kein signifikanter Unterschied zu finden (Median =
1.200 ml). Das fur die Spende gewonnene Knochenmark entspricht somit der in den
Richtlinien empfohlenen Entnahmemenge. Je nach ABO-Konstellation zwischen Spender und
Empfanger erfolgte in unserer Studie eine Anderung des Volumens und der zellularen
Zusammensetzung der Spende durch eine Erythrozyten- und/oder Plasmadepletion mittels
COBE Spectra-Zellseparator. Es resultierte eine signifikante Volumenreduktion der
verarbeiteten Spenden im Vergleich zu ihrem Ausgangsvolumen. In unserer Studie kam es

durch die Transplantatverarbeitung zu einer deutlichen Volumenverminderung um 87% im
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Median. Baker et al. fuhrten in ihrer Studie 1991 U(ber die Zellseparation an acht
Knochenmarkspenden ebenfalls eine Reduktion des Transplantatvolumens um 87% auf
(Baker et al., 1991). Eine vergleichbare Volumendepletion von 88% wurde auch durch
Guttridge et al. in ihrer Studie an 88 Féallen beschrieben, in der der Einfluss verschiedener
Faktoren auf die Volumen- und Erythrozytendepletion mit dem COBE Spectra-Zellseparator
vor der Transplantatgabe analysiert wurde (Guttridge et al., 2006). Desgleichen haben Soydan
et al. Uber den Einfluss des Transplantatvolumens auf den Prozess der Erythrozytendepletion

untersucht und vergleichbare Studienergebnisse publiziert. (Soydan et al., 2007)

Wir belegen somit eine signifikante Volumenreduktion der erythrozyten- bzw.
plasmadepletierten Knochenmarkspenden um einen oben beschriebenen prozentualen Wert,
der mit denen in der Literatur vergleichbar ist. In der weiteren Ausfiihrung werden die
Auswirkungen der Volumenreduktion auf die zellulare Zusammensetzung und das

Engraftment des Transplantates diskutiert.

4.4 Wirkstoffgehalt der nukledren und der CD34-positiven Zellen im

Transplantat

Fur eine erfolgreiche hématologische und immunologische Rekonstitution wird durch
nationale Transplantationsrichtlinien, die in Einklang mit der internationalen Literatur stehen,
eine Transplantatdosis hamatopoietischer Stammzellen von mindestens 2x10° CD34-positiven
Zellen/kg KG des Empféangers empfohlen (Mavroudis et al., 1996, Uharek et al., 1992), wenn
die Stamm- und Progenitorzellen aus dem peripheren Blut gewonnen wurden. Fir das
Knochenmarkblut des Spenders indes liegen die meisten Daten fur den Gehalt nukleérer
Zellen und nicht fir CD34-positive Zellen/kg KG des Empfangers vor, sodass man fir
Transplantate hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen gewonnen aus dem
Knochenmark eine Mindestdosis von 2-3x10® NC definiert hat (Kiefel 2010).

In dieser Studie stimmt der Median der NC/kg KG fur die unverarbeiteten Spenden mit dem
der prozessierten Spenden vor deren Verarbeitung tiberein und liegt mit 3,15 und 3,6x10°
nukledren Zellen/kg des Korpergewichtes des Empfangers im Bereich der fir die
Transplantation empfohlenen Mindestdosis. Auffallig ist in der weiteren Betrachtung der
Verlust der NC im Vergleich der Mediane vor und nach Verarbeitung um etwa 58%, von
3,6x10% auf 1,5x10® NC/kg KG des Empfangers. Die empfohlene Mindestdosis der NC konnte
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somit aufgrund des starken Zellverlustes unter der Transplantataufarbeitung nicht mehr
eingehalten werden. Dieser Zellverlust ist allerdings technisch bedingt zu erwarten, da der
Zellseparator im Rahmen der Sammlung primar mononukledre Zellen sammelt und andere
kernhaltige Zellen praferentiell zurticklasst. Somit kommt es zwar absolut gesehen zu einem
Zellverlust, aber relativ betrachtet, zu einer Anreicherung mononukledrer Zellen, einer
Zellfraktion, in der hinsichtlich der Dichte hdmatopoietische Stamm- und Progenitorzellen zu
finden sind. Auch die Wiederfindungsrate, die sogenannte Zellrecovery der NC, ergibt einen
Wert von 41% im Median nach Verarbeitung und bestatigt den erwahnten nukledren
Zellverlust nach Transplantatverarbeitung. Vergleichbare Angaben zur Recovery nukleérer
Zellen nach Transplantataufarbeitung werden ebenfalls in der Literatur beschrieben (Larghero
et al., 2006, Schwella et al., 1996, Tsubaki et al., 2001) und bestdtigen somit die

Verminderung der NC durch die Transplantatverarbeitung in der vorliegenden Arbeit.

Betrachtet man die Anzahl der CD34-positiven Zellen fiir die unverarbeiteten Spenden und
fur die Transplantate vor geplanter Verarbeitung, so liegt diese fiir unsere Studie mit 2-3x10°
Zellen'ky KG des Empfangers im Bereich der fur Knochenmark geltenden
Standardanforderungen mit einer Mindestdosis im Produkt von >1,5x10° CD34-positiven
Zellen/kg KG. Im Gegensatz zum signifikanten Verlust der NC im Rahmen der Verarbeitung,
zeigen die hier zusammengestellten Daten, dass die Anzahl CD34-positiver Zellen im Median
sogar einen leichten Anstieg um ca. 18% im Verlauf der Verarbeitung aufweisen. Auch die
Recovery der Anzahl CD34-positiver Zellen zeigt in der vorliegenden Studie nach
Produktverarbeitung mit 112% einen Anstieg der Zellen. Eine mogliche Erklarung dieses
Phénomens liegt in der Bestimmung der CD34-positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie,
der Standardmethode zur Bestimmung des hamatopoetischen Potentials von
Stammzellpraparaten. Dieses Verfahren ermdglicht die Analyse von molekularen und
physikalischen Eigenschaften von Zellen in einem Fliussigkeitsstrom. Anhand von Form,
Struktur und Farbung konnen Aussagen zu bestimmten Zelleigenschaften getroffen werden.
Eine wie in unserer Arbeit beschriebene hthere Anzahl CD34-positiver Zellen nach erfolgter
Produktverarbeitung kann so féalschlicherweise durch strukturelle Ahnlichkeit anderer
Zellpopulationen, wie beispielsweise den CD34-positiven Zellen  morphologisch
vergleichbaren Erythroblasten hervorgerufen werden. Es ist auch denkbar, dass die Zellen
durch die substantielle Abreicherung von Thrombozyten und nicht-mononukleédren Zellen
nach der Verarbeitung besser farb- und detektierbar werden, so dass nur eine scheinbare

Vermehrung stattfindet. Vielmehr waére unter den Transplantatverarbeitungsschritten
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bestenfalls mit einer Recovery von 100% oder aber, &hnlich wie bei den NC, mit einem
Zellverlust zu rechnen. Itoh et al. beobachteten in ihrer Studie eine Recovery der CD34-
positiven Zellen nach COBE Spectra-Erythrozytendepletion zwischen 85-92% (Itoh et al.,
2006). Auch in den Studien von Guttridge et al. sowie Koristek und Mayer werden fur die
Anzahl CD34-positiver Zellen Recoverywerte zwischen 77-88% im Median beschrieben
(Guttridge et al., 2006, Koristek and Mayer, 1999).

Aus den Ergebnissen unserer Studie, mit dem deutlichen Verlust von NC nach der
Erythrozyten- und/oder Plasmadepletion mit COBE Spectra-Zellseparator unterhalb der
empfohlenen Mindesttransplantatdosis, ergibt sich die Forderung nach einem alternativen
Parameter fur die Qualitatsbeurteilung hinsichtlich des Wirkstoffgehaltes bei
hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellprodukten, gewonnen aus dem Knochenmark.
Um eine erfolgreiche Transplantation zu garantieren, gelten fir hdmatopoietische Stamm- und
Progenitorzellprodukte, die aus dem  peripheren Blut gewonnen  werden,
Mindesttransplantationsdosen, definiert anhand der CD34-positiven Zellen/kg KG des
Empfangers. In unserer Studie scheinen die CD34-positiven Zellen durch die Verarbeitung in
threm Wert pro kg Korpergewicht weitestgehend unbeeinflusst zu sein und entsprechen vor
sowie nach Erythrozytendepletion der in gultigen Richtlinien bzw. zentralen Gutachten
empfohlenen  Mindesttransplantatdosis.  Somit  scheint auch  fir Stamm- und
Progenitorzellprodukte aus dem Knochenmark die Dosis CD34-positiver Zellen/kg
Korpergewicht des Empfangers ein verlasslicher Marker zur Beurteilung ihrer

hamatopoietischen Potenz zu sein.

4.5 Erythrozytenvolumen und Hamatokritwerte

Eine Erythrozytenreduktion im Endprodukt ist im Rahmen der in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen und untersuchten Konstellation (ABO-Major-, Minor- oder kombinierte
Inkompatibilitat) entscheidend, da sie fur die Vertraglichkeit der Knochenmarktransplantate
zwischen Spender und Empfénger eine essentielle Rolle spielt und fur die Verminderung
gravierender Nebenwirkungen unerl&sslich ist. So vermindert die Depletion der Erythrozyten
im Falle einer ABO-Major-Inkompatibilitdt und die Depletion des Plasmas bei ABO-Minor-

Inkompatibilitat das Risiko einer akuten oder protrahierten Hdmolyse.

In unserer Studie erfolgte fir die weiterverarbeiteten Spenden die Depletion der Erythrozyten

und somit konsekutiv des Erythrozytenvolumens mittels des COBE Spectra-Zellseparators
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um im Median 98% auf ein medianes Restvolumen im Stammzellprodukt von 7 ml. Dies
entsprach im Median 0,15 ml potentiell inkompatibler Erythrozyten/kg KG des Empfangers.
Somit befanden sich die manipulierten Transplantate im empfohlenen Zielbereich von
insgesamt < 20 ml Erythrozytenrestvolumen bzw. von maximal 0,25 — 0,5 ml inkompatibler
Erythrozyten/kg  Korpergewicht des Empfangers fir das zu transfundierende
Stammzellprodukt bei Blutgruppeninkompatibilitat.

Die Verminderung der Erythrozyten im Transplantat korreliert auch mit der zu beobachtenden
medianen Verringerung des Hamatokritwertes um 87%. Guttridge et al. beschreiben in ihrer
Studie Ober den Einfluss verschiedener Faktoren auf die Erythrozytendepletion mit dem
COBE Spectra-Zellseparator ebenfalls eine Erythrozytenreduktion um 98% auf 5 ml
Restvolumen. Sie fihren weiterhin an, dass Erythrozytenvolumina dieser Grofenordnung im
Endprodukt die gefiirchteten Risiken einer blutgruppeninkompatiblen
Knochenmarktransplantation zwischen Spender und Empféanger weitestgehend minimieren
bzw. praktisch ausschlieRen (Guttridge et al., 2006).

4.6 Transplantatengraftment

Uber den Erfolg einer allogenen Knochenmarktransplantation entscheidet letztendlich das
mdoglichst stérungsfrei ablaufende ,,Einnisten© und Anwachsen der HSC im Empféanger mit
einer anschlieenden Normalisierung der Knochenmarkzellularitat und Wiedererlangung
einer kompletten Hamatopoiese. Auch wenn die ABO- Inkompatibilitat zwischen Spender und
Empféanger in der Knochenmarktransplantationsmedizin kein Hindernis darstellt, wurde in
vergangenen Studien bei einer ABO0-Major-Inkompatibilitidt ein verzdgertes Transplantat-
engraftment, vor allem der roten Blutkdrperchen, beobachtet (Rabitsch et al., 2003, Stussi et
al., 2002, Bolan et al., 2001b).

In unserer Studie wurde vergleichend das Thrombozyten- und Leukozytenengraftment
zwischen unverarbeiteten und depletierten Knochenmarkspenden untersucht. Fir das
Thrombozytenengraftment (> 20 Thrombozyten/nl) ergibt sich in der vorliegenden Arbeit
zwischen den beiden Gruppen, den unverarbeiteten Spenden versus den
erythrozytendepletierten Transplantaten mit 22 bzw. 20 Tagen, Kkein signifikanter
Unterschied. Anders verhalt es sich hingegen fur das Leukozytenengraftment zwischen den
unverarbeiteten und den depletierten Spenden. Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied

von drei Tagen zwischen den beiden Gruppen. Das Leukozytenengraftment nach



36

Transplantation wurde in der Patientengruppe, die verarbeitete Spenden erhielt, mit im
Median 21,5 Tage, drei Tage spater erreicht als in der Patientengruppe, die mit
unmanipulierten Produkten transplantiert worden war. In mehreren vorangegangenen Studien
wurde das Engraftment der Thrombozyten und Leukozyten mit der Anzahl der CD34-
positiven Stammzellen je kg KG des Empfangers korreliert. In diesen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass die Menge der pro kg KG transplantierten CD34-positiven Zellen die Zeit zum
Leukozyten- und Thrombozytenengraftment mal3geblich beeinflusst. Bittencourt et al. zeigten
in ihrer Studie Uber den Einfluss der CD34-positiven Stammzelldosis je kg KG des
Empfangers auf die hamatopoietische Rekonstitution nach erfolgter Transplantation
unmanipulierten allogenen Knochenmarks, dass die Transfusion von 3x10° CD34-positiven
Zellen zur Beschleunigung des Engraftments aller Zellreihen flhrt (Bittencourt et al., 2002).
Bittencourts Beobachtungen stitzten sich auf die Aussagen der Studie Singhals et al., die
unter einer geringeren Transplantatdosis von <2x10® CD34-positiven Zellen ein schlechteres
Ansprechen der Patienten post transplantationem anfihrten (Singhal et al., 2000).

In unserer Studie ergibt sich fir die Transplantatdosis der CD34-positiven Zellen kein
signifikanter Unterschied zwischen den unverarbeiteten Spenden und denen, die einer
Erythrozytendepletion unterzogen wurden. Im Median wurden die Patienten mit Produkten
transplantiert, die einen Wert zwischen 2-3x10° CD34-positiven Zellen/kg KG des
Empfangers aufwiesen. Somit waren nach Aussage der vorangegangen Studien mit einer
CD34-positiven  Zelldosis im empfohlenen  Zielbereich keine Auffélligkeiten im
Engraftmentprozess zu erwarten. Dennoch sehen wir ein verzégertes Leukozytenengraftment
flr die Gruppe der Patienten, die erythrozytendepletierte Produkte erhielten. Sicherlich sind
das Engraftment und das Gesamtlberleben von Patienten nach allogener Stamm- und
Progenitorzelltransplantation nicht unifaktoriell begrindet, sodass mit dem gefundenen,
statistisch signifikanten Ergebnis nicht zwangslaufig eine Kausalitat bewiesen ist. Auf das
Engraftment haben weitere Faktoren wie HLA-Kompatibilitdt, Konditionierung und
Immunsuppression einen Einfluss. Aufgrund der geringen Patientenzahl in dieser Studie war

aber eine multivariate Betrachtung nicht mdglich.
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5 Zusammenfassung

Die allogene Transplantation hdmatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen aus dem
peripheren Blut oder aus dem Knochenmark von verwandten und unverwandten
Spendern ist ein etabliertes Verfahren in der Behandlung verschiedener Erkrankungen
des blutbildenden Systems. Eine Blutgruppenunvertraglichkeit zwischen Spender und
Empfanger stellt heutzutage keine Barriere mehr fur die Durchfihrung einer
erfolgreichen Knochenmarktransplantation dar. Dennoch ist die ABO-inkompatible
Transplantation mit der Folge einer modglichen Hamolyse, akut im
Transplantationsprozess, oder verzégert wahrend der einsetzenden hdmatopoietischen
und immunologischen Rekonstitution, mit einem erhohten Mortalitatsrisiko
vergesellschaftet. Die Erythrozyten- und/oder Plasmadepletion des Knochenmark-
produktes bei ABO-Blutgruppeninkompatibilitat zwischen Spender und Empfanger hat
das Ziel, das Risiko einer akuten oder protrahierten H&molyse weitestgehend zu
minimieren. In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob die
Manipulation des Transplantates durch Erythrozyten- und/oder Plasmadepletion einen
signifikanten Effekt auf Produktparameter wie das Volumen, den Hamatokrit, das
Erythrozytenvolumen sowie die zellulare Zusammensetzung hat und ob dies
gegebenenfalls einen Einfluss auf die Ergebnisse der Transplantation hat. Anhand der
Daten von archivierten Transplantationsprotokollen der Sektion fir Stammzell- und
Immuntherapie des Mildred-Scheel-Hauses, Campus Kiel, wurden Daten von 72
Patienten untersucht, die im Zeitraum von 2000 bis 2013 eine allogene
Knochenmarktransplantation erhalten hatten. Hiervon wurden 38 Spenden unverarbeitet
transfundiert und 34 Spenden bei ABO-Inkompatibilitdt zwischen Spender und
Empfanger einer Prozessierung unterzogen. Dabei zeigte sich, dass die Erythrozyten-
und/oder Plasmadepletion zu einem signifikanten Verlust nukleédrer Zellen und von
CD45-positiven Zellen unter die empfohlene Mindesttransplantatdosis von 2-3x10°
nukledren Zellen/kg KG des Empfangers fiihrt. Gleichzeitig kam es zu einer signifikanten
(p=0,0001) Volumeneinengung des Produktes. Die Anzahl der CD34-positiven Zellen
blieb unter der Verarbeitung weitestgehend konstant. Gleichzeitig waren sowohl der
Hamatokrit als auch das Erythrozytenvolumen in den Transplantaten nach Erythrozyten-
und/oder Plasmadepletion signifikant (p=0,0001) geringer im Vergleich zu den

Produktparametern vor Verarbeitung und gegenuber Produkten, die keiner Verarbeitung
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unterzogen worden waren. Im Rahmen des Engraftments ergab sich ein signifikant
spateres Leukozytenengraftment bei Patienten, die ein erythrozytendepletiertes Produkt
erhalten hatten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das Verfahren der
Erythrozyten- und/oder Plasmadepletion zu signifikanten Verédnderungen der
Transplantate fuhrt. Dabei ist ein Kkritischer Punkt, dass nach der Verarbeitung in einem
betrachtlichen Anteil der Produkte nicht mehr die in Richtlinien sowie in einer zentralen
Stellungnahme hinterlegte Mindestdosis nukledrer Zellen/kg KG des Empfangers erreicht
wird. Stattdessen sollte in Zukunft erwogen werden, fur derartige manipulierte Produkte
die Anzahl der CD34-positiven Zellen/lkg KG des Empfangers, die durch die
Manipulation nicht gemindert wurde, als Mal? fir die Glite bzw. den Wirkstoffgehalt von
Knochenmarktransplantaten heranzuziehen. Um dieses Ergebnis zu erharten oder weiter
abzuklaren, ware sicherlich eine multizentrische Analyse derartiger Daten und weiterer
potentieller EinflussgroRen an groReren Patientenkollektiven wiinschenswert und zu

fordern.
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7 Anhang

Der Anhang enthdlt die statistische und  graphische  Gegenuberstellung
transplantatspezifischer KenngroRen wie das Alter, das Knochenmarkvolumen, den
Stammzellgehalt, die Stammzellrecovery sowie Daten zum Engraftment als Box-Whisker-

Plots fur die verschiedenen Gruppen.

7.1 Abb. 1: Altersverteilung der Empfanger in den Gruppen
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Abbildung 1: Altersverteilung der Empfanger. Gruppe 1 (n=38): unverarbeitet
transplantiertes Knochenmarkprodukt, Median: 17 Jahre, Minimum: 1 Jahr, Maximum: 62
Jahre. Gruppe 2 (n=34): verarbeitetes Knochenmarkprodukt, Median: 14,5 Jahre, Minimum:
2 Jahre, Maximum: 68 Jahre
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7.2 Abb. 2: Knochenmarkvolumina vor weiterer Verarbeitung
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Abbildung 2: Knochenmarkvolumina vor weiterer Verarbeitung. Gruppe 1 (n=71):
Knochenmarkvolumen aller Produkte, Median: 1.200 ml, Minimum: 330 ml, Maximum:
2.080 ml. Gruppe 2 (n=38): Knochenmarkprodukte, die keiner Weiterverarbeitung
unterzogen wurden, Median: 1.200 ml, Minimum: 330 ml, Maximum: 2.080 ml. Gruppe 3
(n=33) Knochenmarkprodukte vor weiterer Verarbeitung, Median: 1.200 ml, Minimum:
669 ml, Maximum: 1.892 mi
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7.3 Abb. 3: Knochenmarkvolumina vor/nach Verarbeitung
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Abbildung 3: Knochenmarkvolumina vor und nach der Verarbeitung. Gruppe 1 (n=38):
Knochenmarkprodukte, die keiner Weiterverarbeitung unterzogen wurden, Median: 1.200 ml,
Minimum: 330 ml, Maximum: 2.080 ml. Gruppe 2 (n=33): Knochenmarkprodukte vor der
Verarbeitung, Median: 1.200 ml, Minimum: 669 ml, Maximum: 1.892 ml. Gruppe 3 (n=34):
Knochenmarkprodukte nach der Verarbeitung, Median: 159 ml, Minimum: 105 ml,
Maximum: 238 ml. ** statistisch signifikant (p=0,0001)
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7.4 Abb. 4: Wirkstoffgehalt CD 34-positiver Zellen vor/nach Verarbeitung
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Abbildung 4: Wirkstoffgehalt CD34-positiver Zellen x 10°%kg KG vor und nach
Verarbeitung: Gruppe 1 (n=27): Knochenmarkprodukte, die keiner Weiterverarbeitung
unterzogen wurden, Median: 2,97x10° CD34-positive Zellen, Minimum: 0,45x10° CD34-
positive Zellen, Maximum: 10,4x10° CD34-positive Zellen. Gruppe 2 (n=32):
Knochenmarkprodukte vor der Verarbeitung, Median: 2,76x10° CD34-positive Zellen,
Minimum: 1,07x10° CD34-positive Zellen, Maximum: 19,31x10° CD34-positive Zellen.
Gruppe 3 (n=34): Knochenmarkprodukte nach der Verarbeitung, Median: 3,25x10° CD34-
positive Zellen, Minimum: 0,9x10° CD34-positive Zellen, Maximum: 18,7x10° CD34-
positive Zellen
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7.5 Abb. 5: Wirkstoffgehalt NC vor/nach Verarbeitung
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Abbildung 5: Wirkstoffgehalt der NC vor und nach Verarbeitung. Gruppe 1 (n=36):
Knochenmarkprodukte, die keiner Weiterverarbeitung unterzogen wurden, Median:
3,15x10%kg KG, Minimum: 0,9x10%kg KG, Maximum: 12,2x10%kg KG. Gruppe 2 (n=33):
Knochenmarkprodukte vor der Verarbeitung, Median: 3,6x10%/kg KG, Minimum: 1,2x10%/kg
KG, Maximum: 16,9x10%kg KG. Gruppe 3 (n=34): Knochenmarkprodukte nach der
Verarbeitung, Median: 1,5x10%/kg KG, Minimum: 0,4x10%kg KG, Maximum: 5,6x10%/kg
KG. ** statistisch signifikant
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7.6 Abb. 6: Daten zur Recovery der verschiedenen Wirkstoffe
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Abbildung 6: Daten zur Recovery der verschieden Wirkstoffe im Transplantat Gruppe 1
(n=32): Recovery der CD34-positiven Zellen, Median 111,7%, Minimum: 64,2%, Maximum
217,6 %. Gruppe 2 (n=33): Recovery der NC, Median: 41%, Minimum: 16,5%, Maximum
85,1%. Gruppe 3 (n=32): Recovery der CD45-positiven Zellen, Median: 46,8 %, Minimum:
16,8%, Maximum: 102,7%. ** statistisch signifikant
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7.7 Abb. 7: Daten zum Hamatokrit (HKT) in den Produkten
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Abbildung 7: Daten zum Hamatokrit in den Knochenmarkprodukten. Gruppe 1 (n=16):
Knochenmarkprodukte, die keiner Weiterverarbeitung unterzogen wurden, Median: 27,9%,
Minimum: 20,8%, Maximum: 45,2%. Gruppe 2 (n=32): Knochenmarkprodukte vor der
Verarbeitung, Median: 31,4%, Minimum: 17,7%, Maximum: 39,1%. Gruppe 3 (n=33):
Knochenmarkprodukte nach Verarbeitung, Median: 4%, Minimum: 2,1%, Maximum: 11,9%
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7.8 Abb. 8: Daten zum Erythrozytenvolumen in den Knochenmark-

produkten
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Abbildung 8: Daten zum Erythrozytenvolumen in den Knochenmarkprodukten. Gruppe 1
(n=19): Knochenmarkprodukte, die keiner Weiterverarbeitung unterzogen wurden, Median:
306 ml, Minimum: 126,3 ml, Maximum: 736,3 ml. Gruppe 2 (n=31): Knochenmarkprodukte
vor der Verarbeitung, Median: 352,3 ml, Minimum: 181 ml, Maximum: 591,2 ml. Gruppe 3
(n=28): Knochenmarkprodukte nach der Verarbeitung, Median: 7,2 ml, Minimum: 3,3 ml,
Maximum: 19,9 ml. ** statistisch signifikant
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7.9 Abb.9.1und9.2: Daten zum Erythrozytenvolumen/kg und

Erythrozyteneffizienz nach erfolgter Verarbeitung
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Abbildung 9.1: Gruppe 1: Daten zum Erythrozytenvolumen/kg KG nach
durchgefuhrter Erythrozytendepletion (n=28): Median: 0,15 ml/kg KG,
Minimum: 0,049 ml/kg KG, Maximum: 0,88 ml/kg KG
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Abbildung 9.2: Gruppe 2: Daten zur Erythrozytendepletionseffizienz durch die
Verarbeitung in % (n=28): Median: 97,95%, Minimum: 94,05%, Maximum: 99,07%.

der
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7.10 Abb. 10: Daten zum Engraftment (Leukozyten > 1000, an 3 Tagen)
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Abbildung 10: Daten zum Leukozytenengraftment nach Knochenmarktransplantation.
Gruppe 1 (n=32): Transplantationen mit unmanipuliertem Knochenmark, Median: 18,5 Tage,
Minimum: 5 Tage, Maximum: 31 Tage. Gruppe 2 (n=28): Transplantationen mit
erythrozytendepletiertem Knochenmark, Median: 21,5 Tage, Minimum: 12 Tage, Maximum:
32 Tage. ** statistisch signifikant
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7.11 Abb. 11: Daten zum Engraftment (Thrombozyten > 20/nl)
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Abbildung 11: Daten zum Thrombozytenengraftment. Gruppe 1 (n=18): Transplantationen
mit unverarbeitetem Knochenmark, Median: 22 Tage, Minimum: 11 Tage, Maximum: 35

Tage. Gruppe 2 (n=19): Transplantationen mit erythrozytendepletiertem Knochenmark,
Median: 20 Tage, Minimum: 14 Tage, Maximum: 49 Tage.
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