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1. Einleitung

Das Knochenmark jedes Menschen, mit den in ihm enthaltenen hamatopoie-
tischen Stammzellen, stellt ein lebenswichtiges Organ dar, das bei gesunden
Personen kontinuierlich und lebenslang Blutzellen nachbildet. Die Transplanta-
tion von Knochenmark oder PBSC kann eine kongenitale unzureichende, ge-
storte, krankhaft veranderte oder eine durch Noxen geschadigte Knochenmark-
funktion ersetzen. Durch eine allogene Transplantation wird aber nicht nur das
blutbildende Organ ersetzt, sondern auch ein neues Immunsystem etabliert.
Zudem koénnen bestimmte Enzymfunktionen durch eine solche Transplantation
ersetzt werden.

Die erste Infusion von Knochenmark in einen Menschen erfolgte im Jahr 1939
bei aplastischer Anamie, jedoch ohne Heilungserfolg.1? Einige grundlegende
Erkenntnisse zur Knochenmarktransplantation gehen auf Forschungsarbeiten
tber die Folgen der Nukleartechnik zurtick.>*® Die erste allogene Knochen-
marktransplantation wurde 1957 von E.D. Thomas an einem Patienten mit
Leukamie durchgefiihrt.>® Fir seine Arbeit auf dem Gebiet der Knochenmark-
und Stammzelltransplantation wurde E.D. Thomas 1990 mit dem Nobelpreis fur
Medizin ausgezeichnet. Die friilhen allogenen Knochenmarktransplantationen
gelangen lediglich mit ,isologem“ Knochenmark identischer Zwillinge” oder dem
Knochenmark HLA-identischer Geschwisterkinder.® Stand kein solches Zwil-
lings- oder Geschwisterkind als Spender® zur Verfiigung, entfiel aufgrund der
lebensbedrohlichen Nebenwirkungen auch die Option einer Transplantation,® wie
am Beispiel des an SCID erkrankten Jungen David Vetter.1%11 Erkenntnisse tber
immunologische Grundlagen, wie dem HLA-System, und der Aufbau von
Spenderregistern ermoglichten die Identifikation passender Spender und Trans-
plantationen von freiwilligen Fremdspendern. Die erste Transplantation eines
HLA Ubereinstimmenden nichtverwandten Spenders (MUD) fand 1973 bei einem
Kind mit SCID-Erkrankung statt.!? Dennoch konnte bei zunehmender In-
dikationsstellung nicht fiir jeden Patienten zeitgerecht ein passender Spender

T Zur besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit lediglich die mannliche Form verwendet. Die
weibliche Form ist, wenn nicht explizit anders erwéhnt, selbstversténdlich eingeschlossen.



gefunden werden. Die Suche nach Mdglichkeiten zur Transplantation von alter-
nativen Spendern wurde fortgefihrt. Transplantationen von nicht HLA-identen
Spendern bergen ein besonderes Risiko einer unter Umstanden tddlichen Graft-
versus-Host-Erkrankung. Neue Immunsuppressiva wie MTX und Cyclosporin,®
sowie die Moglichkeit der Transplantatbearbeitung ertffneten den Weg zur
Stammzelltransplantation von nur partiell Ubereinstimmenden Spendern bis hin
zur haploidenten Transplantation Uber die HLA-Barriere hinweg. Gegenstand
aktueller Studien ist es, die haploidente Transplantationsform weiter zu ent-
wickeln, um mdoglichst allen Patienten eine bendtigte Transplantation mit ver-
tretbarer Rate an Nebenwirkungen anbieten zu kénnen und gleichzeitig einen
optimalen Graft-versus-Leukamie/Tumor-Effekt zu erzielen.'34 Die vorliegende
Phase I/1l Studie ist meines Wissens die grofte Studie zu haploidenter Stamm-
zelltransplantation mit CD3 und CD19 Depletion bei Kindern.

1.1. Transplantationszahlen und Spenderverfugbarkeit

Die Auswertung der Transplantationszahlen durch die EBMT in Europa und
assoziierten Landern verzeichnet eine jahrliche Zunahme an durchgefuhrten
Stammzelltransplantationen. Im Jahr 2012 wurden insgesamt 4041 Transplan-
tationen an Kindern durchgefiihrt, wobei 2877 (71,2%) von allogenen Spendern
erfolgten.'®> Bei 1373 Transplantationen wurde auf einen unverwandten Spender
und in 354 Fallen auf einen haploidenten zuriickgegriffen.*®> Im Vergleich zu er-
wachsenen Patienten wurden bei Kindern weniger autologe und mehr allogene
Transplantationen durchgefihrt, was auf ein unterschiedliches Krankheitsspek-
trum zurtickzufihren ist.*®

Im Jahr 2014 stieg die Zahl der durchgefiihrten allogenen Transplantationen bei
Kindern weiter auf 3279.1 Die Zunahme der Transplantationstatigkeit ist auf eine
breitere Indikationsstellung, die Verfugbarkeit und Ausstattung der trans-
plantierenden Zentren sowie auf die Verfugbarkeit passender Spender durch
Spenderdateien zuriickzuftihren.’ Nur ca. 35% der Patienten mit einer Indikation
zur HSCT verfugen Uber einen HLA-passenden Geschwisterspender. Weltweit
sind heute Uber 28 Millionen freiwillige Stammzellspender in 75 Stammzell-

spender-Registern erfasst,’® wodurch sich die Chance, einen passenden



Fremdspender zu finden, deutlich erhoht. Diese Chance ist allerdings je nach
ethnischer Abstammung unterschiedlich und reicht von weniger als 10% bei
Minoritaten bis zu ca. 50% bei Patienten kaukasischer Abstammung.1? 20 21, 22
Die Angaben hierzu variieren stark und hangen von der Definition eines pas-
senden Spenders ab.?? Die Zeitdauer von Initiierung der Spendersuche bis zur
moglichen Transplantation liegt durchschnittlich bei 4 Monaten?® welche damit
unter Umstanden fur den zu transplantierenden Patienten zu spat kommt. Allo-
gene Stammezelltransplantationen akuter Leuk&mien sind am erfolgverspre-
chendsten, solange die Erkrankung kontrolliert und in Remission gehalten
werden kann. Lasst sich fur diese Patienten kein passender Familien- oder
Fremdspender zeitgerecht finden, hangt die mogliche kurative Therapie einer

Stammzelltransplantation von alternativen Spendern ab.?4 25 26

1.2. Indikation zur allogenen HSCT bei Kindern

Zu den ersten Indikationen einer Knochenmark- und Stammzelltransplantation
bei Kindern gehorten neben Leukamien’ die aplastische Anamie?” und Immun-
defekte.?®2° Seither sind neue Indikationen aufgrund maligner als auch nicht-
maligner Erkrankungen hinzugekommen. Das Spektrum der Erkrankungen und
ihr jeweiliger Anteil an den Transplantationszahlen bei Kindern unterscheidet sich
von dem Erwachsener sowohl bei den malignen Erkrankungen als auch durch
typischerweise padiatrische, angeborene Erkrankungen wie Immundefekten,
Stoffwechselerkrankungen oder Hamoglobinopathien.

Die haufigste Indikation fur eine allogene Stammzelltransplantation bei Kindern
ist die ALL (26%), gefolgt von primaren Immundefekten (16%) und der AML
(14%). Solide Tumore stellen mit 2% nur einen geringen Anteil zur Indikation

einer allogenen Transplantation.*®

1.3. Spenderauswahl

Die Auswahl des ,passenden® Spenders ist entscheidend fur den Erfolg einer
Stammzelltransplantation sowie fur das Risiko fur das Auftreten bestimmter Kom-
plikationen wie einer GvHD. Die Definition eines ,passenden“ Spenders richtet

sich malfgeblich nach dem MHC-System. Daruber hinaus konnten weitere



immunologische und klinische Faktoren identifiziert werden, die eine Auswirkung
auf den Transplantationserfolg haben und bei der Auswahl der Spender

zusatzlich bericksichtigt werden sollten.3°

1.3.1. Das MHC-System

Die Entdeckung der HLA-Antigene Ende der 1960er Jahre3l 32 lieferte eine
Erklarung fir Phanomene der Transplantationsmedizin wie Transplantatab-
stoRung oder GvHD. Die verschiedenen HLA-Antigene bilden das sogenannte
MHC-System des Menschen,33 die Grundlage der immunologischen Fremd- bzw.
Selbsterkennung und der T-Zell-vermittelten Immunreaktion.3?

HLA-Antigene sind Glykoproteine auf den Oberflachen von Zellen, von denen
zwel Klassen unterschieden werden. Klasse | — Antigene (HLA-A, HLA-B und
HLA-C) werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und bestehen aus einer
alpha-Kette und einem beta2-Mikroglobulin. Die alpha-Kette bindet zytoplas-
matische Peptidstiicke und prasentiert diese zytotoxischen CD8-positiven T-
Lymphozyten.

Die aus einer alpha- und einer beta-Kette bestehenden Klasse Il — Antigene
(HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP) werden hauptsachlich auf antigenprasentierenden
Zellen, wie dendritischen Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten und aktivierten
T-Lymphozyten exprimiert. Diese Zellen nehmen extrazellulare Antigene durch
Endozytose auf und spalten sie in Peptide. Diese werden an die alpha- und beta-
Kette der HLA Il — Antigene gebunden und CD4-positiven T-Lymphozyten
prasentiert.?0 34

Die Gene fir die HLA-Molekdle liegen auf Chromosom 6 und gehéren zu den
polymorphsten Genen des menschlichen Genoms. In der IPD-IMGT/HLA Data-
base waren zum 14.09.2016 15.020 Allelsequenzen (Klasse I: 11.100 Allele;
Klasse II: 3920 Allele) erfasst.® Die einzelnen Gene liegen als MHC-Komplex in
enger Beziehung zueinander. Sie werden nicht unabhangig, sondern in ihrer
Kombination als HLA-Haplotyp vererbt. Diese gekoppelte Vererbung einzelner
Gene unterschiedlicher Loki wird als Linkage Disequilibrium bezeichnet.3?

Die Vererbung der HLA-Haplotypen folgt den Mendelschen Gesetzen und die

jeweiligen HLA-Allele beider Chromosomen 6 werden kodominant exprimiert.



Somit ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit eines HLA-identen Geschwisterkindes
von 25%, eines HLA-haploidenten Geschwisterkindes von 50%.2° Beide leib-
lichen Eltern sind jeweils HLA-haploident.

Rekombination, Genkonversion und Mutationen fuhrten zur Ausbildung des HLA
— Polymorphismus.3¢ Aufgrund eines unterschiedlich stark ausgepragten Linkage
Disequilibriums ist die Rate von Rekombinationen nicht gleichméRig innerhalb
des MHC-Komplexes verteilt. Rekombinationen zwischen HLA-A und HLA-B
kommen in einer Rate von 0,8%,32 zwischen HLA-B und HLA-DRB1 von 0,94%
und zwischen HLA-DRB1 und HLA-DPB1 von 0,74% vor. 3’ Zwischen HLA-DRB1
und HLA-DQBL1 besteht ein starkes Linkage Disequilibrium.

Erste Testungen zur Histokompatibilitat zwischen Spender und Empfanger er-
folgten mittels Hauttransplantation.” Die Kompatibilitit wurde anhand des Uber-
lebens des Hauttransplantats beurteilt. Der Nachweis von HLA-Antigenen ge-
lang zunachst mit serologischen Methoden.3!: 33 Hierzu wurden Seren von poly-
transfundierten Patienten, mehrfachgebahrenden Frauen oder speziell immuni-
sierten Freiwilligen verwendet.®® Die Bedeutung der identifizierten Antigene fir
den Verlauf einer Transplantation konnte wieder anhand von Hauttransplan-
tationen bestatigt werden.3! Mit Hilfe einer solchen serologischen Typisierung
des HLA-Phanotyps war es moglich, ,identische“ Spender mit niedrigem Auflo-
sungsvermogen zu identifizieren. Eine hochauflésende molekulargenetische
Typisierung des zugrundeliegenden Genotyps mittels PCR war ab 1990 fur HLA-
Allele Klasse Il und seit 1996 fur HLA-Allele Klasse | moglich.®® Diese neuen
Methoden zeigten eine noch gréRere Heterogenitat der HLA-Allele, als
serologisch nachgewiesen werden konnte, und sie ermdglichten den Nachweis
neuer Allele. Einzelnen serologisch definierten HLA Typen kénnen molekular-
genetisch verschiedene Allele zugrunde liegen,®® deren Unterscheidung trans-
plantationsrelevant ist.

Die WHO - Nomenklatur des HLA-Systems beschreibt mit den Buchstaben den
Genlokus (HLA-A). Fur Klasse 1l Allele folgen die Buchstaben der Familie und
der Kette sowie ggf. die Nummerierung des Genortes (HLA-DRB1). Es folgen die
ersten beiden Ziffern der Allel-Familie, welche meist der serologischen Anti-

gengruppe entspricht. Das folgende Ziffernfeld identifiziert das Allel in der Folge



seiner Entdeckung (z.B. HLA-B*15:01).%° In weiteren Feldern kénnen die Allele
hinsichtlich Differenzen in der kodierenden oder nicht kodierenden Region noch
umfassender beschrieben werden. Fur den klinischen Gebrauch erfolgt in der
Regel eine Aufschlisselung der ersten beiden Felder.3°

Mit zunehmender Anzahl nicht Ubereinstimmender HLA-Allele zwischen Spen-
der und Empfanger erhéht sich das Risiko eines Transplantatversagens, einer
GVHD bzw. des Versterbens.*% 4% 43 Nicht jedes Allel-Mismatch hat hierbei die
gleiche Auswirkung auf den klinischen Verlauf. So scheint ein Mismatch der HLA-
Klasse | bei haploidenter HSCT eher Auswirkung auf ein Transplantatversagen,
ein HLA-DR oder HLA-DQ Mismatch auf eine GvHD zu haben.** 45 Wahrend
bestimmte HLA-Konstellationen klar mit einer héheren Morbiditat und hoheren
Mortalitét assoziiert sind, kénnen andere, wie ein C*03:03 vs. C*03:04 Mismatch
toleriert werden.*4 46 Zur Identifizierung eines solchen ,permissiven Mismatch®
konnte in Zukunft eine Epitop-basierte HLA-Bestimmung beitragen.*”- 48

Auf Grundlage des Erkenntniszuwachses und der diagnostischen Moglichkeiten
anderte sich auch die Definition eines passenden Spenders. Der vierte deutsche
Konsensus sieht einen identen Fremdspender gegeben, wenn er hochauflésend
in 10 der 10 HLA-Allele HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 und HLA-DRQL Uber-
einstimmt.*° Eine Spenderauswahl muss aber auch vor dem Hintergrund des
individuellen Krankheitsrisikos und der Dringlichkeit der Transplantation ge-

sehen werden.30. 44

1.3.2.  Der haploidente Spender

Sind Stammzellspender und -empfanger zueinander haploident, teilen sie ledig-
lich einen HLA-Haplotyp. Wie oben dargestellt, werden die HLA-Allele ,en bloc®
als Haplotyp vererbt. Kindern wird von jedem Elternteil je ein Haplotyp vererbt
und sie sind sowohl zur Mutter als auch zum Vater haploident. Zur Bestimmung
der HLA-Haplotypen und deren Segregation genigt bei der Spendersuche in-
nerhalb der Kernfamilie die Testung von HLA-A, B und DRB1.%°

Der zweite, nicht gemeinsame HLA-Haplotyp bedingt ein Mismatch in bis zur
Halfte der HLA-Allele. Zufallsbedingt kdnnen Spender und Empfanger zusatzlich
in Allelen des nicht geteilten Haplotyps tbereinstimmen. Sollten Spender oder



Empfanger in einem HLA-Allel homozygot sein, kann sich ein Mismatch lediglich
in GVHD- oder in AbstoRungsrichtung auswirken.4

Das hohe Mal3 an nicht Ubereinstimmenden HLA-Merkmalen bei haploidenter
HSCT ist mit einem besonderen Risiko eines Transplantatversagens oder einer
GVHD verbunden.*® Der Vorteil haploidenter Spender (bei Kindern in der Regel
die Eltern) liegt in der schnellen Verfigbarkeit der Spender, auch fur eventuelle

spatere Stammzell- oder Spenderlymphozytengaben.!®: 50

1.3.3.  Killer-Cell Immunoglobulin-like Receptor (KIR)

Natural Killer (NK) — Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems und im
Stammzelltransplantat enthalten. Sie sind in der Lage, kdrperfremde Zellen als
fremd zu erkennen und zu lysieren. Dabei unterliegen sie komplexen Regula-
tionsmechanismen, die Gber eine Vielzahl aktivierender und inhibitorischer Re-
zeptoren vermittelt werden, unter anderem den Killer-Cell Immunoglobulin-like
Rezeptoren (KIR).5! Alle NK-Zellen verfiigen iber mindestens einen inhibito-
rischen Kl-Rezeptor.5?

Bindung inhibitorischer KIR an ein passendes HLA | — Molekil hemmt die NK-
Zell-Aktivierung. Zellen, die keine entsprechenden HLA-Moleklle exprimieren
oder diese im Rahmen einer Infektion bzw. malignen Erkrankung herunterregu-
liert haben, sind hingegen den zytotoxischen Angriffen der NK-Zellen ausge-
setzt.52 HLA-C Molektle der Gruppe 1 stellen spezifische Liganden fiir KIR 2DL2
dar. KIR 2DL1 erkennen HLA-C Molekile der Gruppe 2; KIR 3DL1 binden an
HLA-Bw4 und KIR 3DL2 an HLA-A1 und A11.53 % Liganden aktivierender NK-
Zell-Rezeptoren konnten bisher nicht gut definiert werden.

Die KIR werden von 15 Genen sowie 2 Pseudogenen auf Chromosom 19 kodiert
und unabhangig von den Genloci der HLA-Molektile auf Chromosom 6 vererbt.
Die Vererbung der polymorphen KIR-Gene erfolgt ebenfalls in Form von
Haplotypen, wobei hier vereinfacht in die Haplotypen A und B unterschieden
werden kann.>* 5°

Spender-NK-Zellen, deren Hemmung durch fehlenden KIR-Ligand entféllt, sind
in der Lage, durch Lyse von Empfanger T-Zellen das Risiko einer Abstol3ung zu

verringern und einen gemischten Chiméarismus zugunsten des Spenders zu ver-



schieben.>? 5 Im Gegensatz zu T-Zellen scheinen die NK-Zellen selbst keine
GvHD zu verursachen, sondern das Risiko einer GvHD durch Lyse antigenpra-
sentierender Zellen (APC) des Empfangers zu senken. Dieser Mechanismus
konnte hohere T-Zellzahlen im Transplantat zulassen und hierdurch die Immun-
regeneration verkirzen.®” SchlieBlich sind alloreaktive NK-Zellen in der Lage,
Tumorzellen zu lysieren und einen GvL bzw. GvT-Effekt zu vermitteln.5 57
Mittels hochauflosender HLA-Typisierung kann das Vorliegen passender KIR-
Liganden auf Empféangerzellen bestimmt und damit die Alloreaktivitat der NK-
Zellen abgeschatzt werden.>3 %6 Das Ligand-Ligand-Modell orientiert sich an der
Nicht-Ubereinstimmung der als KIR-Ligand in Frage kommenden HLA-Allele zw.
Spender und Empfanger in GvH-Richtung.5": 8 60 Das Rezeptor-Ligand-Modell
berticksichtigt neben der Ligand-Expression auf Empfangerzellen auch die zu
diesem HLA-Typ korrespondierenden KIR auf den Spender-NK-Zellen,58: 60 61
Zudem wird das KIR-Haplotyp-Modell herangezogen, um die Alloreaktivitat der
NK-Zellen vorherzusagen.>> 5% 89 Ein KIR-Haplotyp B des Spenders, war mit
weniger Rezidiven sowie langerem Gesamtiiberleben assoziiert.5°

Sowohl bei Transplantationen unverwandter Spender mit KIR-Mismatch als auch
bei haploidenten Transplantationen mit T-Zell-Depletion und KIR-Mismatch
konnte ein NK-Zell vermittelter GvL-Effekt mit niedrigerer Rezidivrate
myeloischer Leukamien und verbessertem Uberleben gezeigt werden.53 56
Andere Studien konnten einen Uberlebensvorteil nicht bestétigen, wobei unter-
schiedliche Konditionierungsregimen, Patientenpopulationen, Immunsuppres-
sion, der Einsatz von ATG und insbesondere eine T-Zell-Depletion als Ursache
diskutiert wurden.4 51.60. 62,63 Aych wurde eine erhohte infektbedingte TRM be-
schrieben, welche einen mdglichen GvL-bedingten Uberlebensvorteil aufwiegen

konnte.83. 64

1.3.4. Weitere Spenderkriterien

Fur nachfolgende Spendereigenschaften wurde ebenfalls ein Einfluss auf den
Erfolg einer Stammzelltransplantation beschrieben. Ihre Wertigkeit fur die Spen-
derauswahl ist der der HLA-Kompatibilitdt nachrangig und Studienergebnisse

sind hinsichtlich einzelner der genannten Faktoren nicht immer konstant.



Das Risiko einer Transplantatabstof3ung ist erhéht, wenn beim Empfanger pra-
formierte spenderspezifische HLA-Antikorper vorhanden sind. Kann bei Nach-
weis derartiger Antikdrper nicht auf einen anderen Spender gewechselt werden,
kann eine Vorbehandlung des Empfangers mit Rituximab, Plasmapherese oder
Immunglobulinen das Risiko einer AbstoBung vermindern.%®

Selbst bei Transplantation von HLA-identen Spendern kénnen Minor-Histokom-
patibilitatsantigene (mHAgQ) eine GvHD vermitteln. Klasse | HLA prasentieren T-
Zellen korpereigene Peptide. Erkennen Spenderlymphozyten auf diese Art pra-
sentierte empfangerspezifische Peptide, setzt dies eine zytotoxische T-Zell-
Antwort und damit eine GvH-Reaktion in Gang.%® 87 Sind Stammzellspender und
-empfanger unterschiedlichen Geschlechts, ist eine immunologische Antwort von
Frauen stammender Lymphozyten gegen Y-Chromosom-spezifische Proteine
(H-Y-Antigene) moglich.®” Diese Anti-H-Y-Alloimmunisierung kann sowohl T-Zell-
als auch antikérpervermittelt sein, mit den Folgen einer Transplantatabstof3ung
oder einer GvHD.®®

Eine vorausgegangene Schwangerschaft einer Stammzellspenderin ist mit
einem hoheren Risiko einer cGvHD assoziiert.68 69

Sowohl Vater als auch Mutter vererben ihrem Kind jeweils einen HLA-Haplotyp.
In utero wird durch den Kontakt des kindlichen Immunsystems mit Antigenen des
nichtvererbten mdatterlichen HLA-Haplotyps (non-inherited maternal antigens)
eine alloreaktive Toleranz induziert. Dieser immunmodulatorische Effekt halt
lebenslang an und es wurde ein geringeres GvHD-Risiko fur haploidente, NIMA-
nicht Ubereinstimmende Geschwisterspender berichtet.’% 71

Eine Toleranzinduktion des miuitterlichen Immunsystems gegeniber Antigenen
des vererbten vaterlichen HLA-Haplotyps (inherited paternal antigens) ist eben-
falls moglich. Sie ist allerdings nicht immer prasent und es ist auch die Ausbildung
von Antikdrpern oder ein Priming von T-Zellen gegen IPA ist moglich.”

Eine CMV-Erkrankung ist mit einer erh6hten Rate an Komplikationen wie einer
GvHD oder TRM verbunden. Durch die Auswahl eines CMV negativen Spenders
fur einen CMV negativen Empfanger kann eine Ubertragung des Virus und somit
eine CMV-Erkrankung vermieden werden. Bei einem CMV positiven Empfanger

kann jedoch die Auswahl eines CMV positiven Spenders und die damit



verbundene Ubertragung einer CMV - spezifischen Immunitat glinstig
ausfallen.*® 72 Dieser Effekt wird allerdings durch eine T-Zell-Depletion wieder
abgeschwacht.”?

Weitere Spendereigenschaften mit moglichem Einfluss auf den Transplanta-
tionserfolg sind Alter und klinischer Zustand des Spenders; die Blutgruppen-

kompatibilitat sowie Genpolymorphismen bestimmter Zytokine.® 73. 74

1.4. Graft Manipulation

Es existieren verschiedene Methoden zur Bearbeitung von Stammzellprapa-
raten. Diese zielen bei haploidenter Transplantation auf eine T-Zell-Depletion zur
Reduktion einer inakzeptabel hohen GvHD-Rate ab. Die T-Zell-Depletion stellt
eine der ersten Transplantatmanipulationen dar.” Hierfir wurden ex vivo
Prozeduren wie Sojabohnenagglutination und Rosettenbildung mit Schafs-Ery-
throzyten oder gegen T-Zellen gerichtete Antikérper mit Zusatz von Komple-
mentfaktoren angewandt.** 7> 76 Die genannten Verfahren waren zeitaufwendig
und fur PBSC-Transplantate mit hohem Zellgehalt wenig geeignet. Die Effizienz
dieser Depletionsmethoden war mit einer Logstufe gering.14 7>

Die magnetic activated cell sorting (MACS) — Technik eroffnet die Mdglichkeit
einer automatisierten Transplantatbearbeitung auch von zellreichen PBSC-
Praparaten. Die Methode lasst sowohl eine Positiv- als auch eine Negativ-
selektion (Depletion) zu. Mit magnetischen Mikropartikeln (Microbeads) konju-
gierte Antikorper werden mit den Stammzellen inkubiert und binden spezifisch an
Oberflachenproteine der zu selektionierenden Zellen. Die so markierten Zellen
konnen mit Hilfe des CliniMACS-Systems uber ein Magnetfeld von den nicht
markierten Zellen abgetrennt werden.”®: 77

Bei der CD34 oder CD133 Positivselektion werden die Stammzellpraparate mit

CD34 bzw. CD133 spezifischen Antikdrpern inkubiert, von den anderen Zellen
getrennt und transplantiert. Auf diese Weise gehen allerdings auch fur Engraft-
ment, Infektabwehr oder einen GvL-Effekt wichtige Zellen (z.B. NK-Zellen,
dendritische Zellen) verloren. Mittels intensiverer Konditionierung und hoher
Stammzellzahl (Megadose-Konzept) kann dennoch eine hohe Engraftmentrate

erreicht werden.19 76
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Bei der CD3/CD19 Depletion werden CD3 und CD19 positive und mit entspre-
chenden Antikdrpern markierte Lymphozyten selektioniert und verworfen. Das
Transplantat beinhaltet alle nicht markierten Zellen, neben hamatopoietischen
Stammzellen auch Monozyten, NK-Zellen, CD34 negative Stammzellen und
dendritische Zellen. Der Verlust an Stammzellen durch diese Methode ist gering
und ihre biologische Funktion nicht wesentlich beeintrachtigt. Eine gleichzeitige
Depletion der CD19 positiven B-Lymphozyten begriindet sich durch das erhohte
Risiko einer PTLD infolge der CD3-Depletion.t3 75 77

1.5. Konditionierung und Serotherapie

Die Konditionierung des Empfangers schafft die Voraussetzung fur eine erfolg-
reiche Transplantation. Sie soll der Behandlung der Grunderkrankung dienen,
das Immunsystem des Empfangers zur Verhinderung einer Abstol3ung suppri-
mieren und freie Nischen fir die hamatopoietischen Spenderzellen schaffen.”® 7°
Letzter Punkt wird hierbei kontrovers diskutiert.

Die Beseitigung einer malignen Grunderkrankung wurde zun&chst als wesent-
licher Therapiebestandteil einer Konditionierung gesehen. Die nachfolgende
Stammzellgabe sollte lediglich das notwendige Rettungsmandver darstellen, die
Nebenwirkungen der hochdosierten (Radio-) Chemotherapie zu tberleben. Die
Toxizitdt der Konditionierung war dennoch limitierend. Eine Dosiseskalation
fuhrte zwar zu einer geringeren Rezidivrate, welche allerdings durch eine hdhere
TRM relativiert wurde.’® 79 80 Das Konzept eines immunologisch vermittelten
Graft-versus-Leukdmie- bzw. -Tumor-Effekts fihrte zu einem Paradigmen-
wechsel. Konditionierungsschemata mit reduzierter Intensitat zielen auf eine
ausreichende Immunsuppression des Empfangers. Die Elimination residueller
Tumorzellen soll durch alloreaktive Spenderlymphozyten erfolgen.80. 8. 82

Durch die Verminderung der Konditionierungsintensitat kann die Toxizitat und
TRM vermindert werden. Somit kénnen Transplantationen auch Patienten-
gruppen mit schwerwiegenden Begleiterkrankungen zugénglich gemacht
werden. Auch Kindern mit nicht malignen Erkrankungen bietet sich hierdurch die

Mdoglichkeit einer kurativen Therapie mit akzeptabler Organtoxizitat.8!
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Konditionierungsschemata werden anhand der zu erwartenden Zytopenie und
der Notwendigkeit einer nachfolgenden Stammzellgabe in myeloablative
Konditionierung (MAC), Konditionierung mit reduzierter Intensitat (RIC) und nicht-
myeloablative Konditionierung (NMA) unterteilt.”®

Eine MAC bewirkt in der Regel eine tiefe, anhaltende und irreversible Panzyto-
penie. Die hdmatopoietische Regeneration gelingt nur nach Stammzelltrans-
fusion. MAC-Schemata basieren zumeist auf einer Ganzkorperbestrahlung oder
auf einer Kombinationschemotherapie mit alkylierenden Substanzen wie
Busulfan.”® 82

Demgegenuber ist eine NMA-Konditionierung durch eine geringgradigere Zyto-
penie gekennzeichnet, die in der Regel ohne Stammzellsupport Uberwunden
werden kann.” Die Immunablation des Empfangers ermoglicht ein Engraftment
der Spenderstammzellen und die Ausbildung eines gemischten Chimarismus.
Dieser kann bei nicht-malignen Erkrankungen bereits ausreichen, die Grunder-
krankung erfolgreich zu behandeln. Vom Spender abstammende Lymphozyten
sind in der Lage, die Empfangerhamatopoiese zu eliminieren und den Chima-
rismus zugunsten des Spenders zu verschieben, was durch Gabe zusatzlicher
DLI gezielt verstarkt werden kann.”® 8% 81 Das Purinanaloga Fludarabin bildet in
vielen NMA Konditionierungsschemata die immunsupprimierende Grundlage.®?
Nicht-myeloablative Konditionierungen sind mit einer geringeren TRM aber
hoheren Rezidivrate verbunden.’®

Unter RIC werden Schemata zusammengefasst, welche sich weder den MAC
noch den NMA zurechnen lassen. In der Regel ist ein Stammzellsupport
notwendig, um eine stabile Hamatopoiese wiederherzustellen. Die Elimination
einer residualen Empfangerhamatopoiese und von Tumorzellen erfolgt immun-
vermittelt durch Spenderzellen. Dieser Effekt lasst sich durch das Absetzen einer
Immunsuppression, der Gabe von DLI oder Zytokinen (IL-2, IFN-alpha)
verstarken.”® 79.81.82 R|C sind mit einem erhohten AbstoRungsrisiko verbunden,8
konnten aber dennoch erfolgreich auch im haploidenten Transplantationssetting
angewandt werden.*®

Die zusatzliche Gabe gegen CD3 gerichteter Antikorper (OKT3 oder ATG) im
Rahmen der Konditionierung fuhrt zu einer in vivo Depletion von Lymphozyten
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des Empfangers. Diese Serotherapie wirkt, wie auch eine TLI (total lymph node
irradiation), immunsuppressiv und reduziert das Risiko eines Transplantatver-
sagens. Eine Serotherapie kann gezielt bei Patienten mit hohem Abstof3ungs-
risiko oder vorausgegangener AbstoRung eingesetzt werden.??

Eine wiederholte myeloablative Konditionierung in kurzem Zeitabstand nach Ab-
stoRung oder Rezidiv ist mit einer hohen Toxizitat verbunden.®> 86 87 E{ir diese
Patienten wurden erfolgreich immunablative Rekonditionierungsschmemata an-
gewandt, welche eine ausreichende Immunsuppression bei gleichzeitig redu-

zierter Toxizitat erzielen (siehe unten).88. 89,90

1.6. Graft Failure — Graft vs. Host Disease — Graft vs. Tumor Effekt

Der Verlauf einer Stammzelltransplantation wird von verschiedenen immuno-
logischen Phanomenen bestimmt. Diese werden im Wesentlichen zellular durch
die Lymphozyten des Spenders bzw. Empfangers beeinflusst. Eine Transplantat-
abstoRung und eine GvHD erscheinen zueinander invers korreliert.®* MafRnah-
men zur Verhinderung einer drohenden Abstol3ung, wie das Absetzen einer
Immunsuppression oder DLI-Gabe, konnen eine GvHD hervorrufen.8% 8 Da-
gegen kann eine starkere Immunsuppression einer GVHD entgegenwirken, aber
auch einen moglichen Graft-versus-Leukamie/Tumor-Effekt abschwéachen. Eine
Trennung eines GvL/GvT Effektes von einer GvHD ist weiterhin Gegenstand der
Forschungsbemuhungen.

1.7. Engraftment und Graft Failure

Ein wesentliches Erfolgskriterium einer hamatopoietischen Stammzelltrans-
plantation ist das Anwachsen des Transplantats mit dauerhafter Etablierung einer
Spenderhdmatopoiese (Engraftment), die Funktionsaufnahme der antrans-

plantierten Blut- und Immunzellen und sowie eine Toleranzausbildung.%?

1.7.1.  Definition Engraftment und Graft Failure
Das Engraftment wird im Allgemeinen anhand der Zahl neutrophiler Granulo-
zyten definiert. Der erste von drei aufeinanderfolgenden Tagen mit >500/pul

neutrophilen Granulozyten gilt als Tag des Engraftments.®3 9 Alternativ wird in
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gleicher Weise der erste von drei aufeinanderfolgenden Tagen mit >1000/pul
Leukozyten zur Definition des Leukozytenengraftments herangezogen.®* Das
Anwachsen der verschiedenen Zellreihen (trilineage engraftment) kann unter-
schiedlich lange Zeit in Anspruch nehmen. Insbesondere das Engraftment der
Thrombozyten, definiert als erster von drei Tagen mit Thrombozytenzahlen
>20.000/ul ohne Transfusion in den vorangegangenen 7 Tagen, kann verzogert
erfolgen.®

Kann sich dauerhaft keine Spenderhamatopoiese etablieren, spricht man von
einem Transplantatversagen (Graft Failure). Beim primaren Graft Failure etab-
liert sich nie eine Spenderhdmatopoiese (Non-Engraftment), die neutrophilen
Granulozyten steigen nicht >500/pl an drei aufeinanderfolgenden Tagen inner-
halb von 21 Tagen.®® % 97 Auch nach Tag 21 kann es spontan noch zu einem
Anwachsen des Transplantats kommen!%? und andere Definitionen eines PGF
wéahlen eine anhaltende Neutropenie <500/ul bis Tag 28 oder bis zur Gabe eines
Stammzellboosts bzw. von DLI.%® Bei einem PGF bleibt die konditionierungs-
bedingte Zytopenie bestehen, selten kommt es zu einer autologen Rekon-
stitution.%8

Beim sekundaren Graft Failure kommt es nach initialem Engraftment entspre-
chend den oben genannten Kriterien zu einem Verlust der Spenderhamatopoiese
(AbstoRBung).%® %° Der Transplantatverlust kann entweder hyperakut erfolgen,
oder auch allmahlich mit ansteigendem autologen Chimarismusanteil (siehe
unten).84 105

Ein Transplantatversagen tritt meist innerhalb der ersten 100 Tage auf. In der
Literatur finden sich seltene Félle mit einer spateren AbstofRung, z.T. Jahre nach

dem Transplantationszeitpunkt,100. 101

1.7.2. Mechanismen von Engraftment und TransplantatabstoRung

Fir ein Engraftment mussen die in die Blutbahn applizierten Zellen des Trans-
plantats in ausreichender Zahl ihren Weg ins Knochenmark finden (Homing).%?
Nur ca. 10% der transplantierten Stammzellen wandern aus der Blutbahn ins
Knochenmark ein, der Anteil l&sst sich mittels Injektion direkt ins Knochenmark

erhohen, was speziell bei Transplantaten mit wenig Stammzellen vorteilhaft sein
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kann.84 Die Stammzellen bendtigen ein intaktes Microenvironment im Knochen-
mark aus Stromazellen, extrazellularen Proteinen, Zytokinen und Wachstums-
faktoren.%? Eine HLA-Inkompatibilitat kann sowohl das Homing als auch die Zell-
interaktion und Bildung von Wachstumsfaktoren beeintrachtigen.'%? Infektionen
oder Medikamententoxizitat kdnnen sich ebenfalls negativ auf diese Ablaufe aus-
Wirken.84' 99, 103

Entscheidend fur ein dauerhaftes Engraftment ist, dass die Spenderzellen nicht
vom Immunsystem des Empfangers als fremd erkannt und eradiziert werden. Ein
T-Zell vermittelter Mechanismus l&sst sich als entscheidend fir eine solche Ab-
stolRung aufzeigen.®® So geht die AbstoRung i.d.R. mit einem Anstieg autologer
T-Zellen einher.84 102.103 \Wahrend Patienten mit geringerer immunosuppressiven
Konditionierung und héherer Rate verbleibender immunkompetenter Empfanger-
zellen ofter eine Abstol3ung erlitten, trat diese bei Patienten mit SCID seltener
auf.t02 104 Aych die mit der Anzahl des HLA-Mismatches zunehmende Ab-
stoRungsrate weist auf einen T-Zell vermittelten Mechanismus hin.®® Eine Sero-
therapie mit ATG reduziert die Zahl residualer Empfanger T-Zellen und damit das
AbstolRungsrisiko.®> Spender-T-Zellen konnen (ber die Eradikation residualer
Empféanger-T-Zellen eine AbstoRung abwenden,®? 1% wodurch sich ein hoheres
AbstoRungsrisiko nach T-Zell-Depletion des Transplantats erklart.

Daneben sind auch Empfanger-NK-Zellen in der Lage, ein Transplantat abzu-
stoRen.84 99 103, 104 Fine durch AntikGrper vermittelte AbstoRung verlauft im
Gegensatz zu einer zellvermittelten eher subakut, wobei diese Form der Ab-

stolRung noch kontrovers diskutiert wird.84 95 102, 105

1.7.3. Gemischter Chiméarismus und schwache Transplantatfunktion

Ein gleichzeitiges Vorliegen von Empfanger- und Spenderblutzellen nennt man
Chimarismus. Liegt der Anteil der vom Spender stammenden Zellen >95%
spricht man von vollstandigem Spenderchiméarismus (complete chimerism).84 Ein
gemischter Chiméarismus mit steigendem autologen Anteil kann eine Abstof3ung
oder ein Rezidiv ankiindigen.8* 106

Nach einer RIC liegt zunachst haufiger ein gemischter Chimérismus vor und

regelmanRige Chimarismuskontrollen sind notwendig, um frih eine drohende Ab-
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stolBung zu erkennen. Die Chimarismusanalyse kann anhand aller kernhaltigen
Zellen oder in Subpopulationen, wie den CD3-Lymphozyten durchgefihrt
werden, wobei sich der Chimé&rismus in den Populationen unterscheiden kann.
Bei der Chimarismusbestimmung kommen neben zytogenetischen und FACS-
Analysen zumeist DNA-basierte Methoden, beispielsweise die Analyse von Short
Tandem Repeat-Polymorphismen, zur Anwendung.1®

Ein gemischter Chiméarismus (Spenderanteil zwischen 5% und 95%)8° kann auch
dauerhaft bestehen bleiben, ohne in ein Transplantatversagen tberzugehen. Ein
Uber zwei Jahre bestehender stabiler gemischter Chimarismus definiert einen
persistierenden Chimarismus.8

Weiterhin kann die Funktion des Transplantats stark eingeschrénkt sein, ohne
dass ein Graft Failure vorliegt.®® Diese mit Zytopenien einhergehende Funktions-
stoérung kann langfristig oder auch temporéar im Zusammenhang mit Infektionen

oder Medikamenteneinnahme stehen.%*

1.7.4. Risikofaktoren fur ein Graft Failure

Aus den genannten Uberlegungen lassen sich folgende Risikofaktoren eines
Transplantatversagens ableiten und auch in Studien belegen. Eine HLA-Inkom-
patibilitat ist mit einem erhohten Risiko eines Graft Failures assoziiert.®* 102
Dieses Risiko korreliert mit dem Grad der Inkompatibilitdt, wobei ein Mismatch
der verschiedenen HLA-Loki in ihrer Auswirkung nicht gleichwertig ausfallt.*%?
Auch mHAg kénnen ein Transplantatversagen vermitteln.10°

Eine T-Zell-Depletion und eine RIC gehen wesentlich haufiger mit einem Graft
Failure einher. Immunkompetente Zellen des Empfangers werden unzureichend
eliminiert und kénnen eine AbstoRungsreaktion gegen das Transplantat ver-
mitteln.84' 92, 99, 105

Hohere Graft Failure Raten wurden bei Patienten gesehen, die sich zum Trans-
plantationszeitpunkt nicht in Remission befanden, was durch die residuelle
Grunderkrankung, eine intensivere Vortherapie oder durch die Auswahl eines

weniger passenden Spenders bedingt sein kann,102 108
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Eine Sensibilisierung des Empfangers durch (unbestrahlte) Bluttransfusionen,
begunstigt eine AbstoBung. Die ausgebildeten Gedachtnis-T-Zellen lassen sich
nur schwer durch die Konditionierung eliminieren.84 104,105

Andere Faktoren, die mit einer erhdhten Rate eines Transplantatversagens ein-
hergehen, sind eine niedrige Stammzellzahl im Transplantat, eine Schadigung
des Knochenmarkstromas durch die Grunderkrankung oder Vortherapie, eine
Beeintrachtigung des Transplantats durch Kryokonservierung oder eine ABO-
Inkompatibilitat.84 92. 95, 98,107, 108 - Njjcht gesichert ist, ob die ABO-Inkompatibilitat
selbst oder die hierbei angewandte Erythrozytendepletion, die mit einer
Reduktion von Stammzellen und Lymphozyten im Transplantat einhergeht,
ursachlich ist.98: 105

Zudem konnen sich Infektionen (CMV, HHV6, Parvoviren, bakt. Sepsis) oder
myelotoxische Medikamente negativ auf ein Engraftment auswirken.®* Spender-
alter, -geschlecht, klinischer Zustand, Transplantatquelle (PBSC oder Knochen-

mark) wurden als weitere Einflussfaktoren in der Literatur beschrieben.%8

1.7.5. Therapieoptionen bei Graft Failure

Ein Transplantatversagen stellt eine lebensbedrohliche Komplikation einer
Stammzelltransplantation dar und speziell ein priméres Graft Failure ist mit einer
erhohten Morbiditat und Mortalitat verbunden.®+ 103 Die Patienten sind sowonhl
durch Infektionen infolge der langen Aplasiephase geféahrdet, als auch durch die
kumulative Toxizitat der Konditionierung bei erneuter Transplantation in kurzer
zeitlicher Folge.®° Die therapiebedingte Mortalitat nimmt mit kiirzerem Abstand
zur vorherigen Transplantation zu.'°® Es existieren keine standardisierten

Therapieempfehlungen zum Vorgehen bei Transplantatversagen.8?

Pravention eines Graft Failures

Zur Vermeidung eines durch das Empfanger-Immunsystem vermittelten Graft
Failures ist eine ausreichend immunsuppressive Konditionierung notwendig.1%
Eine zusatzliche Serotherapie mit ATG oder OKT3 verstarkt einen solchen im-
munsuppressiven Effekt bei insgesamt guter Vertraglichkeit.®? % Patienten mit

hohem Absto3ungsrisiko kénnen dartber hinaus von einer zuséatzlichen totalen
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Lymphknotenbestrahlung (TLI), welche die Empfanger-Lymphozyten in Zahl
und Funktion unterdriickt, profitieren.89 109

Lassen sich HLA-spezifische AntikOrper beim Empfanger nachweisen, kann
durch eine Behandlung mit Immunglobulinen, Immunabsorption oder B-Zell-
Antikorpern eine Reduktion dieser versucht werden.19°

Schliel3lich beginstigen hohere Stammzellzahlen im Transplantat ebenfalls ein

Engraftment.99:105

Therapieoptionen bei drohendem Transplantatversagen

Die regelmalige Bestimmung des Chimarismus erlaubt es, frihzeitig ein
drohendes Transplantatversagen zu erkennen und therapeutisch darauf zu
reagieren.8 110

Das Absetzen einer Immunsuppression begunstigt die Erholung des Spender-
chimarismus.84 Spender-Lymphozyteninfusionen haben das Potential, Gber die
Beseitigung residualer Empfangerlymphozyten, einen gemischten Chimarismus
zugunsten des Spenders zu verschieben und eine Transplantatabstof3ung ab-
zuwenden.84 103,105 Dije Gabe eines Stammzellboosts wurde ebenfalls erfolg-
reich bei drohendem Graft Failure angewandt.%

Andere Therapieoptionen umfassen die Gabe mesenchymaler Stammzellen
(MSC) welche durch die Interaktion mit hdmatopoietischen Stammzellen und
ihren immunmodulatorischen Effekt ein Engraftment begtinstigen.84 99 107

Der Einsatz von Wachstumsfaktoren, das Absetzen potentiell myelotoxischer
Medikamente sowie die Behandlung von Infektionen oder einer GvHD bilden

weitere Therapieansatze.?

Therapieoptionen bei schlechter Transplantatfunktion
Bei noch bestehendem Spenderchimarismus aber schlechter Transplantat-
funktion in Form von Zytopenien kann, neben den oben aufgefiihrten Mal3-

nahmen, ein Stammzellboost diese Funktion verbessern.84 105
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Therapieoptionen bei Transplantatversagen

Ein Transplantatversagen mit ausbleibender autologer Rekonstitution gefahrdet
die Patienten durch die anhaltende Aplasiephase. Bei nicht malignen Erkran-
kungen und soliden Tumoren kann diese mit Gabe eines autologen Backups als
Rescue-Manover Gberwunden werden.* Ist nach autologer Regeneration / auto-
logem Backup eine erneute Stammzelltransplantation vorgesehen, so ist in der
Regel eine erneute myeloablative Konditionierung erforderlich. Ein kurzer Zeitab-
stand zu einer erneuten Konditionierung, insbesondere unter 60 Tagen, ist
aufgrund der kumulativen Toxizitat mit einer hohen transplantationsassoziierten
Mortalitat verbunden.®

Lasst die Grunderkrankung z.B. bei Leukadmien eine autologe Rekonstitution
nicht zu, kann eine Rekonditionierung mit erneuter Stammzellgabe versucht
werden.?* Die hierdurch verkirzte Aplasiephase senkt das Risiko lebensbe-
drohlicher Infektionen bei einem vergleichsweise geringer toxischem und ver-
traglicherem Rekonditionierungsregime.'®® Die Rekonditionierung muss eine
ausreichend immunablative Wirkung haben, um eine erneute Abstof3ung durch
das residuale Empfanger-Immunsystems zu verhindern.%® Diese Anforderung
erfillen Protokolle mit Fludarabin, Serotherapie, TLI oder einer Kombination
dieser Elemente.84 89 90,103, 111 Aysgehend von einer Immunisierung gegen den
ersten Spender erscheint ein Spenderwechsel nach Rekonditionierung erfolgs-

versprechend.103 111

1.8. Immunrekonstitution

Einer allogenen Stammzelltransplantation folgt zunachst eine globale Immun-
defizienz.'*? Wahrend die vorangegangene Konditionierung und Serotherapie
das Immunsystem des Empféangers gezielt supprimiert, muss sich das trans-
plantierte Immunsystem erst etablieren. Die Rekonstitution des neuen Immun-
systems ist entscheidend fur die Kontrolle von Infektionen und die Ausbildung
eines GvL/GvT-Effektes.!13 114

Die Immunrekonstitution mit der Ausbildung neuer myeloischer und lymphoider
Zellreinen sowie deren vollstandige Funktionsaufnahme erfolgt in unterschied-

lichem Tempo.!'5 116 Sje wird durch Faktoren wie Spenderalter, Grunderkran-
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kung, HLA-Mismatch und Konditionierung / Serotherapie beeinflusst.''® Eine T-
Zell-Depletion oder GvHD verzégern die Immunrekonstitution,16: 117 118 wahrend
nach RIC mit einer schnelleren Rekonstitution zu rechnen ist.11°

Bei Kindern entwickelt sich das neue Spenderimmunsystem aufgrund einer
besseren Thymusfunktion i.d.R. schneller als bei Erwachsenen. Eine intensive
Vortherapie oder eine GvHD beeintrachtigen jedoch diese thymusabhéngige
Reifung.120. 121

Der erste Monat nach Transplantation ist von der Erholung des unspezifischen
zellularen Immunsystems mit neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makro-
phagen und NK-Zellen gekennzeichnet.'4 116 Der Anstieg neutrophiler Granulo-
zyten definiert das Engraftment. Gleichzeitig kann eine normale Funktion der
Granulozyten angenommen werden.1?

Die Zahl der Monozyten steigt innerhalb der ersten zwei Monate nach HSCT und
nach ca. drei Monaten finden sich Monozyten in Lungen- und Lebergewebe. Ihre
Funktion ist zunachst aber noch gestort.11?

Dendritische Zellen steigen in ihrer Zahl nach haploidenter Transplantation nur
langsam und normalisieren sich erst nach etwa einem Jahr.114 122

Fur einen Anstieg der Lymphozyten tGber 300/ul bis Tag 30 wurde ein geringeres
Rezidivrisiko und eine verminderte TRM nach haploidenter Transplantation
berichtet.1'4 NK-Zellen stellen die erste sich regenerierende Lymphozytensub-
population nach haploidenter HSCT dar. Nach Transplantation mit CD34-Positiv-
selektion steigt ihre Zahl schnell an und erreicht Normalwerte innerhalb von ca.
4 Wochen.117: 123 Bei Transplantation mit CD3/CD19-Depletion wurden Normal-
werte friiher, bereits nach 2 Wochen erreicht.'?* Trotz des schnellen Anstiegs der
NK-Zellzahl dauert die Ausreifung ihrer Funktion mit Ausbildung eines reifen
Rezeptorprofils an. Die zytotoxische Aktivitat des zunachst vorherrschenden NK-
Phanotyps CD5619" jst noch reduziert.114 122 Der Anstieg reiferer und zytotoxisch
aktiverer CD569™/CD16* NK-Zellen ist nach Transplantation mit CD3/CD19
Depletion schneller als nach CD34-Selektion.'?* Die NK-Zellen kdnnen sowohl
einen Schutz gegen Infektionen als auch einen GvL/GvT-Effekt vermitteln und so
in der frihen Posttransplantationsphase die langsamere T-Zell-Rekonstitution

teilweise kompensieren.113 125

20



Die Rekonstitution des spezifischen Immunsystems nimmt mehrere Monate in
Anspruch. Ein Anstieg von T-Zellen geht zun&chst auf die Expansion transplan-
tierter CD45R0+ Gedachtnis-T-Zellen zurtick.!6 122,125 Das T-Zell-Rezeptor-
Repertoire ist zu diesem Zeitpunkt noch eingeschrankt.’23 Uber die nachfolgen-
den Monate steigt der Anteil naiver CD45RA+ T-Lymphozyten, welche eine
thymusabhangige Reifung durchlaufen. Mit ihnen nimmt auch das TCR-
Repertoire zu.'# 116,120,125 Als Zeichen der thymusabhangigen Rekonstitution
lassen sich TREC bestimmen.''® Eine geringe Zahl von TREC sechs Monate
nach Transplantation bedingten ein hoheres Rezidivrisiko.!'4

Die Rekonstitution der CD4+ T-Lymphozyten verlauft nach allogener HSCT im
Vergleich zu CD8+ Lymphozyten verzogert, was zu einer veranderten CD4:CD8-
Ratio fuihrt.112.114.120 Dje Rekonstitution regulatorischer T-Zellen ist aufgrund ihrer
Fahigkeit, eine GVHD zu modulieren, von klinischer Bedeutung.'6

Fur die Erholung der B-Lymphozytenzahl und -funktion ist nach haploidenter
Transplantation mit einer langen Zeitspanne von uber einem Jahr zu rechnen.
Ursachlich kommt hier neben einer CD19-Depletion auch eine fehlende Inter-
aktion mit T-Lymphozyten zum Tragen.!'# 125 Die Funktion der B-Lymphozyten
mit Bildung funktionaler Immunglobuline ist in der Regel ebenfalls noch ver-

mindert, so dass Immunglobuline substituiert werden mussen.?

Die Immunrekonstitution wird beeinflusst von der Transplantatbearbeitung, der
Wahl des Konditionierungsregimes und der Serotherapie.!® Strategien zur Ver-
besserung der Immunrekonstitution beinhalten die Gabe von Zytokinen (IL2),
Wachstumsfaktoren!12 117 oder die Gabe von Immunzellen, wie NK-Zellen,

Spenderlymphozyten oder einen adaptiven Immuntransfer,114. 117, 121

1.9. Infektionen

Infektionen tragen bedeutend zur Morbiditat nach allogener Stammzelltransplan-
tation bei und stellen die Hauptursache der nicht rezidivbedingten Mortalitat
dar.’?6: 127 Nach haploidenter HSCT liegt die Zahl der infektionsbedingten
Todesfalle bei 11%-26%.126 128
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1.9.1. Phasen der Infektionsgefahrdung

Je nach Abschnitt der graduell erfolgenden Immunrekonstitution und der noch
bestehenden Immundefizienz variiert das Risiko, eine spezifische Infektion zu er-
leiden. Direkt nach Transplantation sind die Patienten durch eine Neutropenie
und Mukositiden als potentielle Eintrittspforte von Candida und gramnegativer
Erreger sowie durch einliegende Katheter als Eintritt fir grampositive Bakterien
gefahrdet. Diese Pra-Engraftment-Phase fallt nach nicht myeloablativer Konditio-
nierung kirzer aus, mit einer verringerten Infektionsrate. 2’ 129

Die Post-Engraftment-Phase ist von einer weiterhin bestehenden Defizienz der
zellvermittelten spezifischen Immunitat gepragt. Viren wie CMV und ADV sind
neben Aspergillen zunehmend Ursache fur Infektionen. Das Auftreten einer
aGvHD und ihre Behandlung verscharfen das Risiko fir virale, fungale als auch
bakterielle Infektionen.127: 129, 130

In der spaten Post-Transplantationsphase, nach Tag 100, sind die Patienten zu-
nehmend durch bekapselte Erreger gefahrdet. Eine chronische GvHD und eine
Behandlung mit Steroiden pradisponieren fur Pilz- (Aspergillose) und virale
Infektionen, 127, 129, 130

Ungeachtet dieser besonderen Vulnerabilitat gegentber bestimmten Erregern je
nach Zeitpunkt nach Transplantation konnen zu jedem Zeitpunkt auch andere
Infektionen auftreten. Infektionen werden durch eine Immunsuppression oder
GvHD begunstigt. Eine T-Zell-Depletion und Behandlung mit ATG sind Risiko-

faktoren einer viralen Infektion bzw. Reaktivierung.126. 127, 131

1.9.2. Bakterielle Infektionen

Bakterielle Infekte treten meist als Pneumonie oder Sepsis auf. Neben einer
Neutropenie und GvHD stellen einliegende Katheter einen Risikofaktor fir Infek-
tionen durch grampositive Erreger und Mukositiden flr gramnegative Darmkeime
dar.1?6: 120 Ein kultureller Erregernachweis bei neutropenem Fieber gelingt aller-
dings nur in ca. 30%.%7 In einer Studie mit allogen transplantierten Kindern tiber-

wogen Infektionen mit grampositiven Erregern (Staphylokokkus epidermidis,
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Streptokokken viridans Gruppe) Uber gramnegativen (Klebsiellen, E. coli).13° Die
durch Bakteriamie bedingte Sterblichkeit lag bei 6%.13°

1.9.3. Pilzinfektionen

Zur sicheren Diagnose einer invasiven Pilzinfektion wird der Erregernachweis
kulturell oder histopathologisch gefordert (proven infection). Dieser Nachweis ist
nicht immer moglich oder klinisch vertretbar. Es wurden Kriterien festgelegt
(Patienteneigenschaften, klinische Informationen, indirekter Pilznachweis durch
Galaktomanantest), deren Kombination eine invasive Pilzinfektion wahrschein-
lich macht (probable infection).13?

Die kumulative Inzidenz invasiver (probable und proven) Pilzinfektionen lag bei
8,8% nach allogener Transplantation!33 und reichte bis 27% bei HSCT mit alter-
nativem Spender.126 Invasive Pilzinfektionen sind mit einer Mortalitat von 20% bis
tber 50% bei Aspergillosen behaftet.1?”- 133 Aspergillen stellen mit 81% den
haufigsten Pilzerreger vor Candida mit ca. 11% dar'33 und manifestieren sich vor
allem pulmonal.*?” Eine Neutropenie, eine hohergradige GvHD oder eine lang-
fristige Steroidtherapie sind Risikofaktoren solcher Infektionen. Bei Patienten mit

friherer invasiver Pilzinfektion rekurriert diese in ca. 1/3 der Falle.134

1.9.4. Parasitére Infektionen

Infektionen durch Pneumocystis jiroveci lassen sich weitgehend durch eine kon-
sequente Prophylaxe vermeiden. Toxoplasmoseinfektionen treten in Europa bei
ca. 6% der Patienten nach allogener HSCT auf,'?® oft nach Absetzen der
Pneumocystis-Prophylaxe mit Cotrimoxazol, welches auch gegenliber Toxoplas-
mose eine protektive Wirkung zeigt.*?’

1.95. CMV

CMV ist einer der bedeutendsten viralen Erreger im Rahmen einer Stammzell-
transplantation. Durch Auswahl eines CMV-negativen Stammzellspenders fur
CMV-negative Empfanger und durch Transfusion CMV-negativer Blutprodukte
lasst sich das Risiko einer CMV Neuinfektion verringern.13% 136 Nach vorausge-

gangener Infektion persistiert CMV allerdings im Kérper und kann bei Wegfall der
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T-Zell-Kontrolle reaktiviert werden, nach HSCT in bis zu 70%.12° Eine verzOgerte
Immunrekonstitution im T-Zell-Kompartiment (gekennzeichnet durch niedrige
TREC) erhoht das Risiko einer CMV-Reaktivierung.3°

Eine CMV-Viramie kann asymptomatisch verlaufen, das Auftreten klinischer
Symptome zusammen mit CMV-Nachweis im betroffenen Gewebe definiert eine
CMV-Erkrankung.3®> Eine CMV-Pneumonie stellt die gefahrlichste Manifestation
mit erhdhter Mortalitdt dar. Dartber hinaus kann sich CMV gastrointestinal,
seltener als Retinitis oder Enzephalitis manifestieren.**® CMV vermittelt selbst
einen immunsuppressiven Effekt.136

CMV kann mittels Antigennachweis (pp65) oder durch eine sensitivere PCR im
Blut (Vollblut, Leukozyten oder Plasma) diagnostiziert werden. Die PCR erlaubt
auch, den Verlauf der Viruslast quantitativ zu Gberwachen.35 136 Der kulturelle

Virusnachweis ist hingegen weniger sensitiv.13°

Der Benefit einer antiviralen Prophylaxe ist hinsichtlich einer CMV-Erkrankung
oder dem Gesamtuberleben nicht belegt, die Prophylaxe mit Nebenwirkungen
wie einer Knochenmarksuppression verbunden.'*® Eine praemptive Strategie
setzt auf ein enges Monitoring einer CMV-Viramie (z.B. wochentlich CMV-PCR
im Blut) und frilhen Therapie bei noch asymptomatischer Infektion.*3 Die quan-
titative Viruslast im zeitlichen Verlauf ist prognostisch relevant.'3® Eine klinisch
manifeste CMV-Erkrankung ist weiterhin mit einer hohen Mortalitat verbunden.3%
Die CMV-Therapie umfasst Virostatika, die Reduktion einer Immunsuppression
und die Gabe von Immunglobulinen. Resistenzen wurden v.a. gegen Ganciclovir
beobachtet, gangige Resistenzen kénnen mittels DNA-Sequenzierung identifi-
ziert werden.'35 136 Ein Vorteil CMV-spezifischer Immunglobuline gegeniber
normalen Immunglobulinpraparaten ist nicht belegt.3®> Neue Therapieanséatze

verfolgen den adoptiven Immuntransfer CMV-spezifischer T-Zellen,129- 135,136

1.9.6. ADV
ADV-Infektionen kommen bei Kindern endemisch vor. Die Viren persistieren und
kénnen bei Lymphopenie in Form einer asymptomatischen Ausscheidung im

Stuhl oder Viramie reaktiviert werden.*3” ¥ Symptome und Virusnachweis in
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einem betroffenen Organ beweisen eine ADV-Erkrankung.*®® Viramien treten in
6-28% nach allogener Stammzelltransplantation auf'® und konnen sich in eine
manifeste Erkrankung mit Fieber, Zytopenie, Leberenzymanstieg und bis hin zu
Leber- und Multiorganversagen entwickeln. Die Mortalitat einer disseminierten
ADV-Erkrankung bei Kindern liegt bei 19 — 83%.126. 137

ADV kann mittels PCR sensitivim Stuhl als auch im Blut tberwacht und die Virus-
last quantifiziert werden. Die Viruslast im Blut korreliert mit dem Risiko einer ADV-
Erkrankung.'®” Das Konzept der praemptiven Therapie wird auch fir ADV-
Infektionen verfolgt. Die Reduktion einer Immunsuppression, Virostatika sowie
eine adoptive Immuntherapie mit ADV-spezifischen T-Zellen werden in der

Therapie einer ADV-Reaktivierung bzw. Erkrankung eingesetzt.'3": 138

1.9.7. EBVund PTLD

EBV kommt im Rahmen einer HSCT eine Bedeutung als Ausldser einer PTLD
zu. Der Virus persistiert nach vorangegangener Infektion in den B-Zellen. Durch
Wegfall der T-Zell-Kontrolle bei noch nicht abgeschlossener Immunrekonstitution
kann EBV reaktivieren und eine Lymphoproliferation induzieren. Es kommt zu
einer malignen Transformation der B-Lymphozyten mit Immortalisierung, un-
kontrollierter Proliferation, und der Ausbildung eines monoklonalen Lymphoms.
Die typischen Oberflachenmarker der B-Zellen konnen sich hierbei ver-
andern.'39. 140, 141 Bje Lymphome leiten sich in der Regel von B-Lymphozyten des
Spenders und nur in Einzelfallen des Empfangers ab.139 142

Eine PTLD manifestiert sich meist innerhalb der ersten 6 Monate nach Trans-
plantation,4% 142 kann aber noch nach mehreren Jahren auftreten.'3® Nach allo-
gener HSCT liegt die Inzidenz bei 1-4%, die Mortalitat bei tiber 50%.14% 143 Eine
ZNS-Beteiligung ist mit einer schlechten Prognose assoziiert.14!

Unter den Risikofaktoren einer PTLD ist die T-Zell-Depletion hervorzuheben.
Eine tiefgreifende selektive TCD fiihrt zu einem massiven Anstieg der PTLD-
Inzidenz auf 71%.%3! Erst die gleichzeitige Depletion der B-Zellen, als Ort der
Viruspersistenz und Ursprung der PTLD, minimiert dieses Risiko wieder. Eine

T/B-Ratio von >0,25 wurde zur Vermeidung einer PTLD postuliert.13!
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EBV kann ebenfalls mittels PCR im Blut, samt quantitativer Bestimmung der
Viruslast, gemonitort werden, was bei Hochrisikopatienten bis zur Erholung der
T-Zell-Funktion in regelmaRigen Abstanden empfohlen wird.*4* Eine EB-Viramie
geht einer PTLD meist voraus. Als Indikation einer prdemptiven Therapie wurde
eine Viruslast >1000 Kopien/ml oder eine steigende Viruslast vorgeschlagen, ist
aber noch Gegenstand der Diskussion.3°

Virostatika haben sich in der Behandlung einer EBV-Infektion oder PTLD als un-
wirksam erwiesen.3® Rituximab wird sowohl praemptiv als auch therapeutisch
eingesetzt. Das Ansprechen ist insbesondere bei praemptivem Einsatz gut, bei
manifester PTLD geringer.t3® Fihren Rituximab, eine reduzierte Immunsuppres-
sion oder die Gabe EBV-spezifischer T-Zellen'3% 143 nicht zum Erfolg, ist eine

Chemotherapie notwendig.1#

Neben der EBV assoziierten B-Zell-PTLD gibt es auch EBV-negative B-Zell-
PTLD- und T-Zell-PTLD- Formen, auf die hier nicht weiter eingegangen werden

sol|.140

1.9.8. BKV

Bei BK-Viren handelt es sich ebenfalls um Erreger, die nach primérer Infektion
im Korper persistieren und bei Immunsuppression reaktivieren kénnen. Eine
Infektion kann eine hamorrhagische Zystitis und selten auch ein Nierenversagen
verursachen und tragt somit zur Morbiditat nach HSCT bei. Die kumulative
Inzidenz einer hamorrhagischen Zystitis bei Kindern nach allogener HSCT wird
mit 9% angegeben.'#¢ Neben supportiven MalRnahmen wie Blasenspulung und
Hydrierung wird Cidofovir zur Behandlung einer BKV-Infektion angewandt.46

1.9.9. Andere Viren

Weitere im Rahmen einer Stammzelltransplantation durch Neuinfektion aber ins-
besondere durch Reaktivierung relevante Viren sind HSV und VZV. Sie kénnen
mit Aciclovir und Immunglobulinen behandelt werden.?” Durch HHV6-Infektionen
bedingte Pneumonien, Enzephalitiden und Transplantatversagen wurden be-

schrieben.?6 129 Zudem kann HHV6 wohl eine GvHD triggern.t?° Infektionen
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durch respiratorische Viren spielen v.a. in der Spatphase nach Transplantation

eine Rolle.130

1.10. Adoptiver Immuntransfer

Die Ausbildung einer pathogenspezifischen T-Zell-Antwort gegen virale Infek-
tionen kann nach haploidenter HSCT mit T-Zell-Depletion bis zu 12 Monate in
Anspruch nehmen,'#’ in denen die Patienten durch eine héhere Infektionsrate
und kompliziertere Infektionsverlaufe gefahrdet sind. Eine besondere Bedeutung
haben hierbei die Reaktivierung von CMV, EBV und bei Kindern auch ADV.14°
Die zur Verfugung stehenden antiviralen Medikamente sind gerade bei mani-
fester Erkrankung oft nicht effizient genug, die Infektion zu kontrollieren und sie
kénnen zudem mit schwerwiegenden Nebenwirkungen behaftet sein.49 150

Die Verabreichung unspezifischer Spenderlymphozyten-Praparate kann zu einer
Infektkontrolle fuhren, da diese auch pathogenspezifische Lymphozyten
enthalten konnen. Durch den gleichzeitigen Transfer alloreaktiver Zellen ist aller-
dings die Gefahr einer GVHD nicht unerheblich.14°

Die adoptive Immuntherapie zielt auf den Transfer lediglich pathogenspezifischer
Spenderlymphozyten, um die Immunitat gegen bestimmte Pathogene wiederher-
zustellen.'*® Durch den Transfer spezifischer CD8+ T-Lymphozyten kann eine
Infektionskontrolle vermittelt werden. Ohne spezifische CD4+ T-Zellen kdnnen
die CD8+ Lymphozyten allerdings keinen andauernden Schutz vermitteln und
ihre Zahl nimmt im Verlauf ab.4° %1 Die Gabe spezifischer CD4+ T-Lymphozyten
allein oder in Kombination mit spezifischen CD8+ Lymphozyten kann eine anhal-

tende Immunantwort induzieren. 147. 151

Es existieren verschiedene Protokolle zur Isolation pathogenspezifischer T-
Lymphozyten. Altere Protokolle sind zeit- und resourcenaufwendig und schwer
standardisierbar.'>2 Neue Methoden wie der IFN-y capture assay oder die
Streptamer basierte Isolation haben den Zeitaufwand deutlich verkirzt, sind
effektiv, standardisierbar und entsprechen GMP-Bedingungen.®? Beim IFN-y
capture assay werden Spenderlymphozyten ex vivo mit einem entsprechenden

Antigen stimuliert. Die hierdurch aktivierten Lymphozyten sezernieren IFN-y und
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konnen anhand dieses Merkmals erkannt und abgetrennt werden. Hierdurch
werden sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten gewonnen. Diese werden
nach Testung auf Alloreaktivitat und ohne weitere ex vivo — Expansion dem
Patienten transfundiert.48 149 152 Dje Zellen expandieren in vivo und vermitteln
die spezifische Immunitat. Mit dieser Methode lassen sich virusspezifische T-
Zellen innerhalb von Tagen herstellen, die einen langanhaltenden Schutz ver-
mitteln ohne eine hohergradige GvHD auszul6sen. Sie wurden erfolgreich gegen
CMV, EBV, ADV und auch Aspergillus hergestellt und am Patienten sowohl
therapeutisch als auch praemptiv angewandt.147, 148, 149, 150, 152

Falls der Spender Uber keine Immunitét gegen einen spezifischen Krankheitser-
reger verfugt (z.B. CMV negativer Spender), ist auch ein adoptiver Immuntransfer
von einer dritten Partei oder dem Empfanger selbst moglich. 147 150

1.11. GvHD

Eine Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) stellt die haufigste Komplikation
nach allogener HSCT dar, tragt wesentlich zur Morbiditat und Mortalitat bei und
bestimmt damit am Ende auch den Transplantationserfolg mit. Bereits in friihen
Tierversuchen einer Knochenmarktransplantation wurde die GvHD beobachtet
und als ,secondary disease” beschrieben.1%3 154 Sje begrenzte die Spenderaus-
wahl und Transplantationen von sogenannten alternativen Spendern.® Gleich-
zeitig wurde auch schon ein mdglicher Effekt einer allogenen Transplantation
selbst auf die Rezidivhaufigkeit einer malignen Grunderkrankung gesehen (Graft-
versus-Leukamie-Effekt, Graft-versus-Tumor-Effekt).153 155

Die GvHD wird in eine akute und eine chronische Form unterteilt, klassischer-
weise anhand des Abstandes innerhalb von oder Uber 100 Tagen nach
Transplantation. Diese rein zeitliche Unterscheidung ist nicht langer haltbar.
Insbesondere nach RIC oder nach DLI-Gabe kann es zum Auftreten typischer
Zeichen einer aGvHD nach Tag 100 kommen, umgekehrt kdnnen klassische
Symptome einer cGvHD auch vor Tag 100 auftreten. Um dem gerecht zu werden,
schlagt die NIH Konsensus Konferenz eine auf klinischen Zeichen basierende
Definition vor.1%6 Eine akute GvHD liegt bei typischem klinischen Bild ohne gleich-

zeitige Zeichen einer cGvHD vor. Bei Auftreten tber Tag 100 hinweg spricht man
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von einer persistierenden, bei Wiederauftreten nach Tag 100 von einer
rekurrenten und bei Neuauftreten nach Tag 100 von einer spaten aGvHD.'%® Die
chronische GvHD definiert sich durch das typische Krankheitsbild. Zu ihr wird
auch das overlapp-Syndrom gerechnet, bei dem Zeichen einer akuten als auch
einer chronischen GvHD gleichzeitig auftreten.%6

Die GvHD wird durch immunkompetente alloreaktive Spenderlymphozyten verur-
sacht, die nicht vom Immunsystem des Empfangers beseitigt werden kdnnen. Sie
kann nach Stammzellgabe, Stammzellboost oder DLI-Gabe auftreten, aber auch
nach Transfusion nicht leukozytendepletierter Blutkonserven bei Kindern mit Im-
mundefekten.1”: 158 Die Immunreaktion richtet sich in erster Linie gegen diver-
gente HLA-Antigene des Empfangers. Der Grad eines HLA-Mismatchs bestimmt
das Risiko des Auftretens einer GvHD mit entsprechend hohem Risiko nach
haploidenter Transplantation.'®® Aber auch nach Transplantation eines HLA-
identen Spenders kann eine GvHD auftreten, vermittelt durch mHAg oder
Polymorphismen.t57: 160

Zentraler Vermittler der Graft-versus-Host-Erkrankung sind Spender T-Lympho-
zyten. Deren Depletion im Transplantat kann das Auftreten einer GvHD effektiv
verhindern'6% 163 ynd ermdglicht so Uiberhaupt erst die haploidente HSCT.%2 Mit
zunehmender T-Zell Depletion sinkt das Risiko einer GvHD.”> Neben den T-
Lymphozyten sind auch antigenprasentierende Zellen, Zytokine und regula-
torische T-Zellen an der Entstehung der GvH-Erkrankung beteiligt.157: 163

Initilert wird eine akute GvHD uber die Aktivierung antigenprasentierender Zellen
durch inflammatorische Zytokine. Die Zytokine werden im Rahmen der Grunder-
krankung, als Folge einer Therapietoxizitat, Infektion oder gastrointestinaler
Mukosaschadigung freigesetzt. Die so stimulierten Empfanger-APC aktivieren
Spender-T-Lymphozyten, welche expandieren und weitere Zytokine wie IL2 frei-
setzen. AnschlieBend kommt es sowohl Uber Effektorzellen (zytotoxische T-
Lymphozyten, aktivierte NK-Zellen), als auch tber Zytokine zu einer Gewebs-
schadigung und dem klinischen Bild der GvHD. Regulatorische T-, NK-T- und y®-
T-Zellen kdnnen die Proliferation konventioneller T-Zellen herunterregulieren und

einer GVHD entgegenwirken. 157 158, 162,164
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Mechanismen, die zu einer cGvHD fuhren sind weniger gut verstanden. Neben
einer gestorten thymischen Reifung der T-Lymphozyten, scheinen zudem auch
B-Lymphozyten eine Rolle in der Pathogenese zu spielen. 65 166, 167

Die Inzidenz einer GvHD ist bei Kindern, mdglicherweise durch eine bessere
Thymusfunktion, geringer als bei Erwachsenen.168

Somit ergeben sich als Risikofaktoren einer aGvHD insbesondere eine Nicht-
Ubereinstimmung der HLA-Antigene, Nicht-Ubereinstimmung anderer Zielanti-
gene alloreaktiver T-Lymphozyten (u.a. mHAQ), eine Inflammation (Infektion,
Mukositis, Konditionierung) oder die Transplantatzusammensetzung (PBSC,
TCD).1%8. 169,170 A5 Risikofaktor einer cGvHD ist weiterhin zu den genannten eine

vorherige akute GvHD zu nennen. 65 167

1.11.1. akute GvHD

Eine akute GvHD manifestiert sich oft 2-3 Wochen nach Transplantation, insbe-
sondere nach RIC aber auch spater. Die Haut ist meist das zuerst und gleich-
zeitig das am haufigsten betroffene Organ mit einer Beteiligung in ca. 80%. Die
Symptome reichen von einem makulopapuldsen, oft juckenden Ausschlag bis hin
zur Desquamation. Eine gastrointestinale Beteiligung tritt in Gber 50% der Féalle
auf und auRert sich in wassrigen bis blutigen Diarrhoen, Ubelkeit, Schmerzen
und Appetitmangel. Eine Leberbeteiligung zeigt sich als cholestatische Hepato-
pathie. Zuséatzlich konnen Fieber, Gewichtsverlust, Lymphadenopathie oder ein
Befall anderer Schleimhaute auftreten.®”. 160 Die Symptome konnen denen einer
Infektion oder therapiebedingter Toxizitat gleichen.

Ein Grading der aGvHD nach Glucksberg orientiert sich am Ausmal} der Haut-,
Darm- und Leberbeteiligung (Tab. 1).16° Dieses System wurde wiederholt revi-
diert, um subjektive Einflisse auf das Grading zu verringern.t%8 171,172 Keines hat
sich gegenuber dem von Glucksberg beschriebenen als besser erwiesen.1%®
Klinische Signifikanz erreicht eine aGvHD ab Grad II-IV mit vermehrten
Infektionen und hoéherer Sterblichkeit, hauptséchlich infolge infektidser
Komplikationen.158. 160

Die Diagnose der aGvHD wird anhand klinischer Zeichen und Laborwerte ge-

stellt. Aufgrund der Differentialdiagnosen wird eine histologische Sicherung em-
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pfohlen, auch wenn hierzu keine einheitlichen Standards existieren und die
Histologie nicht immer eindeutig ist.1"3

Malnahmen zur Pravention einer aGvHD umfassen die Gabe von Immunsup-
pressiva (CSA, Calcineurininhibitoren, MTX, MMF, Cyclophosphamid).163 168 |m
Zuge der thymusabhéngigen Immunrekonstitution ist eine Toleranzentwicklung
moglich,%8 welche es im Gegensatz zur Transplantation solider Organe erlaubt,
die immunsuppressive Prophylaxe im Verlauf auszuschleichen.?”- 174 Zumindest
bei alternativen Spendern mit einem HLA-Mismatch in = 3 Loki ist eine TCD zur
Verhinderung einer aGvHD notwendig.1%3 Residuale T-Zellen von <25x103/kg bis
40x10%kg im Transplantat l6sten keine hohergradige GvHD aus,’® 1> wahrend
fur residuale CD3+ Lymphozyten von 60x103 CD3/kg eine Zunahme der aGvHD
berichtet wurde.” Ein Uberschreiten von 50x103 CD3/kg im Rahmen einer haplo-
identen Transplantation erfordert in der Regel eine zusatzliche GvHD Prophy-
laxe.” 163 Die praventive Gabe immunmodulatorischer Zellen (Treg, MSC) ist

noch Gegenstand von Studien.163

Tabelle 1: Gradeinteilung der aGvHD nach Glucksberg und Thomas’t

Stadium | Haut Darm Leber
0 Kein GvHD - Exanthem Keine Durchfalle Bilirubin
< 2mg/dl
1 Makulopapuléser Ausschlag, Durchfall >500ml/d Bilirubin
<25% KOF 2-3mg/dl
2 Makulopapuldser Ausschlag, Durchfall >1000ml/d Bilirubin
25-50% KOF >3-6mg/dl
3 Generalisierte Erythrodermie Durchfall >1500ml/d Bilirubin
>6-15mg/dl
4 Generalisierte Erythrodermie mit | Schwere Bauch- Bilirubin >15mg/dI
Desquamation / Blasenbildung schmerzen +/- lleus

I Haut Stadium 1-2; keine Leber- oder Gl-Beteiligung; keine Allgemein-
beeintrachtigung

1 Haut Stadium 1-3; Leber und/oder Gl Stadium 1; milde Allgemeinbeeintréachtigung
Il Haut Stadium 2-3; Leber Stadium 2-4 und/oder Gl Stadium 2-3; deutliche
Allgemeinbeeintrachtigung

\% Haut Stadium 2-4; Leber und/oder Gl Stadium 2-4; extreme Allgemein-
beeintrachtigung

Die Erstlinientherapie einer manifesten aGvHD umfasst neben einer topischen

Behandlung’® den Einsatz von Steroiden.t%7. 163, 173 Es existiert kein einheitlicher
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Standard in Bezug auf Dosierung, Dauer und Ausschleichen der Immun-
suppression.t’3 177 Ein Vorteil einer friihen Intensivierung der Erstlinientherapie
durch zusatzliche Immunsuppressiva ist nicht belegt.'%3 176,177 Das Ansprechen
auf die primare Behandlung ist prognostisch fur den weiteren Verlauf der aGvHD
relevant.'’® Die Therapieaussichten bei Versagen der Erstlinientherapie sind
weiterhin unbefriedigend,°8 170.177 trotz einer Vielzahl von Behandlungsansatzen
mit Immunsuppressiva (Steroide, Calcineurininhibitoren, MMF, Etanercept,
Pentostatin), Antikdrpern (Basiliximab, Alemtuzumab, OKT3, ATG, Infliximab),
ECP, PUVA oder zellularer Therapien (MSC).163. 170. 173, 177 Daneben kommen
supportiven MaBnahmen?8.170. 176 sgwjie einem engen Monitoring auf Infektionen

eine maf3gebliche Bedeutung zu."’

1.11.2. chronische GvHD

Das Erscheinungsbild der chronischen GvHD &hnelt Autoimmunerkrankungen.
Die cGvHD kann unterschiedliche Organe einzeln oder in Form einer Multi-
organerkrankung in verschieden starker Auspragung betreffen.1%6 178 |n der
Folge kénnen schwere Funktionsverluste, wie Sehverlust oder Kontrakturen auf-
treten und bedeutend zur Spatmorbiditat beitragen.8 Neben den fiir eine aGvHD
bekannten Risikofaktoren stellt gerade das vorherige Auftreten einer aGvHD ein
eigenes Risiko fur eine cGvHD dar.”® Allerdings fihrt die aGvHD Pravention
nicht unbedingt zu einer Reduktion einer cGvHD. 167

Historisch wurde die cGvHD in ,limited disease” (lokalisierte Hautbeteiligung
und/oder Leberfunktionsstérung) oder ,extensive disease“ (generalisierte Haut-
beteiligung oder histologischer Nachweis einer chronisch aggressiven Hepatitis
oder Befall eines weiteren Organsystems) eingeteilt.1”® Ein Scoring des National
Institute of Health trifft eine Einteilung in milde, moderate und schwere cGvHD.¢
Die Diagnosestellung erfolgt aufgrund klinisch sicherer Zeichen oder einem nicht
sicheren aber charakteristischen Symptom, bestétigt durch eine Biopsie oder
einen spezifischen Test.'> Die Diagnosestellung ist von der Erfahrung der be-
treuenden Arzte abhéngig und stellt eine besondere Herausforderung dar, wenn
seltene Manifestationsformen auftreten oder die Symptome erst im langfristigen

Verlauf in der hausarztlichen Betreuung zu Tage treten.6”
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Neben einer topischen Therapie wird ab einer cGvHD moderaten Grades eine
Behandlung mit Steroiden und Calcineurininhibitoren empfohlen.166. 168, 180 zyr
Zweitlinientherapie gibt es kein standardisiertes Behandlungskonzept.166. 180
Therapieansatze umfassen unter anderen die Anwendung von Calcineurininhibi-
toren, MMF, Thalidomid, Azathioprin, Sirolimus, Rituximab, Imatinib, ECP, eine
TLI sowie eine symptomatische und supportive Therapie.15’. 165 167, 180 Dije
Therapie ist i.d.R. Gber Monate notwendig,'%® ein Ansprechen kann gemischt
ausfallen.>” Kompliziert wird die cGvHD vor allem durch Infektionen aufgrund
der Immunsuppression durch die cGvHD selbst und deren Therapie. Eine cGvHD

stellt wiederum einen Risikofaktor fir Zweitmalignome dar.1%8

1.12. Komplikationen und Spéatfolgen einer Stammzelltransplantation
Neben Transplantatversagen, Infektionen und einer GvHD kann der Verlauf einer
HSCT durch weitere Nebenwirkungen, therapieinduzierte Toxizitat oder andere
Folgeerkrankungen kompliziert werden. Die Erfassung der Toxizitat auf verschie-
dene Organsysteme kann anhand der Common Toxicity Criteria vorgenommen
werden.8! Zu den typischen reversiblen Nebenwirkungen einer Stammzelltrans-
plantation zahlen Mukositiden mit Schmerzen und Erndhrungsproblemen,
Anamien und Thrombozytopenien oder hamorrhagische Zystitiden. Uber eine
Schéadigung des Gefal3endothels kdnnen Folgeerkrankungen wie eine veno-
occlusive Erkrankung (VOD), eine thrombotische Mikroangiopathie (TMA), ein
,Engraftment Syndrome* oder ein ,Capillary Leak Syndrome* ausgelost werden,
die jeweils friih nach Transplantation auftreten.82

Zu den moglichen Spatfolgen einer Stammzelltransplantation zahlen u.a. endo-
krine Stdrungen, Knochennekrosen, restriktive und obstruktive Lungenerkran-

kungen und auch Sekundarmalignome.4?

1.12.1. Veno-Occlusive Disease

Eine VOD stellt eine potentiell lebensbedrohliche Erkrankung der Leber dar mit
einer Mortalitat von 20-25%, bei schwerer VOD bis 75-95%.182 183, 184 Gje tritt
typischerweise innerhalb der ersten 30 Tage nach Transplantation auf. Die Kon-

ditionierung fuhrt auf Grundlage einer durch Vortherapie, Hepatitis oder Eisen-
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Uberladung geschadigten Leber zu einem Endothelschaden der Lebersinuse mit
nachfolgender Thrombose und Obstruktion. Es bildet sich eine intrahepatische
portale Hypertension aus. Kommt es zuséatzlich zu einer Fibrosierung, ist dies mit
einer schlechten Prognose verbunden.® Typische Symptome einer VOD sind
eine Gewichtszunahme durch Flissigkeitsretention, eine druckschmerzhafte
Hepatomegalie, eine refraktdre Thrombozytopenie und eine Hyperbilirubindmie.
Zur Diagnose werden die Seattle-Kriterien, Baltimore-Kriterien und die revidierten
Seattle-Kriterien herangezogen — bei gleichzeitigem Ausschluss anderer Ur-
sachen wie Infektion, GvHD oder Medikamententoxizitat.'®* Neben dem Moni-
toring klinischer VOD-Zeichen, insbesondere bei Risikopatienten, kann eine
Sonographie oder im Zweifelsfall eine transjugulare Leberbiopsie weiter-
reichende Informationen liefern.18

Eine VOD kann einen milden und selbstlimitierenden Verlauf nehmen, einen
moderaten Verlauf mit kompletter Erholung oder einen schweren Verlauf mit an-
dauernden Symptomen Uber Tag 100 oder gar todlichem Ausgang. In der Regel
bessert sich die Symptomatik innerhalb von zwei bis vier Wochen.18

Eine Vorschadigung der Leber durch vorherige Chemotherapie, Bestrahlung
oder HSCT; eine Konditionierung inshesondere mit alkylierenden Substanzen
wie Busulfan oder Melphalan; eine CMV-Infektion; eine HLH; ein Glutathion-
mangel oder Medikamententoxizitat (CSA, MTX und andere) stellen Risiken fur
eine VOD dar.183 184 Ggf. kann durch Anpassung der Konditionierung oder dem
Verschieben der Transplantation bis zur Ausheilung einer Hepatitis das Risiko
einer VOD vermindert werden. Eine prophylaktische Heparinisierung wird kon-
trovers gesehen. Bei hohem Risiko kann Defibrotide prophylaktisch gegeben
Werden_182, 183, 184

Die Therapie der VOD besteht neben supportiven Mal3hahmen (Flussigkeits- und
Elektrolytbalance, Substitution von Albumin, Katecholamingabe, Dialyse und Be-
handlung hepatischer Enzephalopathie) aus der Gabe von Defibrotide.83 184 Bei
Versagen dieser Behandlung bleiben die Anlage eines portosystemischen

Shunts oder eine Lebertransplantation als ultimo ratio.182 183
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1.12.2. Bronchiolitis obliterans

Eine Bronchiolitis obliterans (BO) ist mit einer cGvHD assoziiert bzw. wird als
eine Organmanifestation der cGVHD gewertet.'42 185 Die Inzidenz nach allogener
HSCT reicht von 5% bis zu 13% bei Patienten mit cGvHD an anderer Lokali-
sation.'® Die BO befallt die kleinen Atemwege und macht sich durch chronischen
Husten bemerkbar. Ein FEV1-Abfall oder air trapping im CT tragen zur Diagnose-
stellung bei.’®> Neben der Behandlung bestehender Infekte werden R-Mimetika,
Azithromycin, Montelukast und Immunsuppressiva (Steroide, Calcineurin-
inhibitoren, ECP) zur Therapie der BO eingesetzt.'® Die Mortalitat betragt bis zu
50%.142

1.12.3. Bronchiolitis Obliterans Organizing Pneumonia

Eine Bronchiolitis obliterans organizing pneumonia (BOOP) ist ebenfalls oft mit
einer GvHD verbunden, kann aber auch ohne diese vorkommen. Diagnostisch
wegweisend sind trockener Husten, Dyspnoe, Fieber und radiologische Veran-
derungen im CT. Die BOOP spricht in der Regel gut auf Steroide an.68

1.12.4. Zweitmalignome

Eine hdmatopoietische Stammzelltransplantation kann die Entwicklung von Mali-
gnomen induzieren. Zweitmalignome treten, abgesehen von Lymphomen, meist
>5 Jahre nach Transplantation auf. Ihre Inzidenz erreicht im Verlauf ca. 8% nach
20 Jahren, ohne dass hier eine Plateauphase erreicht wird.4? 187 Das Risiko fir
die Entstehung solider Tumore nach allogener HSCT ist im Vergleich zur
Normalbevolkerung achtfach erhoht.*®” Risikofaktoren fuir ein solides Zweit-
malignom sind insbesondere eine vorrausgegangene Bestrahlung, eine Be-
handlung mit Azathioprin und eine orale cGvHD flr die Entwicklung eines Mali-
gnoms der Mundhohle .4t 187 Es werden oft ungewohnliche Tumore erworben. 8’
Solide Tumore manifestieren sich bei Kindern insbesondere als Hirn- oder Schild-
drisentumore nach kranialer Bestrahlung. Die hiéchste Inzidenz an Zweittumoren
wurde bei Patienten mit Fanconi-Anamie als Grunderkrankung gefunden.4! Die
Therapie solider Zweitmalignome orientiert sich an der Primarbehandlung ent-

sprechender de novo entstandener Tumore.4!
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Uber die Entstehungsmechanismen der von Spenderzellen ausgehenden
Leukamien oder myelodysplastischer Syndrome ist bisher wenig bekannt.14!
Lymphome treten im Vergleich zu anderen Sekundarmalignomen frither nach
HSCT auf, wozu inshesondere die EBV-positive B-Zell-PTLD beitragt. Von den
EBV-positiven PTLD-Lymphomen kdnnen sogenannte late onset Lymphome
(typischerweise Non Hodgkin Lymphome) abgegrenzt werden, zu denen wohl
auch die T-Zell-PTLD zu zahlen ist.}4

1.13. Non-Relapse-Mortality

Die ,non-relapse-mortality“ bezieht sich auf alle Todesfalle nach HSCT, die nicht
einem Rezidiv oder Progress der Grunderkrankung zuzuordnen sind.*® Als Ur-
sachen nicht rezidivbedingter Todesfélle sind besonders eine GvHD, Infektionen
oder ein Organversagen hervorzuheben. Haploidente Stammzelltransplanta-
tionen tragen aufgrund ihres hoheren GvHD-Risikos und hoherer Infektge-
fahrdung auch ein hoheres Risiko fir nicht rezidivbedingte Todesfalle.** Eine
milde cGvHD mit geringerer Rezidivrate wiegt moglicherweise das Risiko einer
erhohten NRM auf. Bei héhergradiger cGvHD Uberwiegt allerdings das Risiko
eines nicht rezidivbedingten Versterbens.'®® Durch verbesserte Supportiv-
therapie konnte die NRM reduziert werden. So sank z.B. die infektbedingte Sterb-
lichkeit durch Monitoring viraler Infektionen und praemptiver Therapie von 18%

auf 8%.1% 191 Bei haploidenter HSCT mit CD34+ Selektion lag die NRM bei 25-
40%_49, 50, 128

1.14. Graft-versus-Leukamie- / Graft-versus-Tumor-Effekt

Bereits in frihen Versuchen einer HSCT bei Tieren fiel eine niedrigere Rezidiv-
rate bei den Tieren auf, welche nach allogener Transplantation an einer GvHD
erkrankten.'>3 155 Dieser als Graft-versus-Leukamie (GvL) bezeichnete Effekt
konnte spater auch nach allogener HSCT bei Menschen gezeigt werden. 155 192
In Analogie zu Leukamien konnte gegeniber soliden Tumoren auch ein Graft-
versus-Tumor-Effekt gezeigt werden.1%3

Vermittelt wird diese GvL/GvT-Reaktion durch alloreaktive Spenderlymphozyten,

allen voran T-Lymphozyten aber auch NK-Zellen. Eine Beteiligung von B-
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Lymphozyten an der GvL/GvT-Reaktion wird ebenfalls diskutiert.’®* 1% Das
Konzept der allogenen HSCT bei malignen Erkrankungen entwickelte sich von
einem reinen Stammzellersatz nach Radiochemotherapie zu einer Immun-
therapie mit dem GvL/GvT-Effekt als zentralem therapeutischen Mecha-
nismus. 155 194

Eine GvL bzw. GvT-bewirkende Alloreaktivitat kann durch nicht identische HLA-
Antigene, mHAQ oder tumorassoziierte bzw. tumorspezifische Antigene vermittelt
werden. Ideale Zielantigene zeigen eine im Vergleich zu anderen Korperzellen
hohe Expression auf den malignen Zellen, sind von funktioneller Bedeutung fur
die malignen Zellen und werden spezifisch von den Rezeptoren der
Abwehrzellen erkannt.1%

Die GvL/GvT-Reaktion ist eng mit der GVHD verbunden.®% 1% |n Tierversuchen
korrelierte der Grad eines GvL-Effekts jedoch nicht immer mit dem Schweregrad
einer GVHD.'®’ Es konnte sogar ein GvL-Effekt ohne klinische GvHD beobachtet
werden. Bei allogenen Transplantationen auch ohne GvHD wurden weniger
Rezidive beobachtet, als nach syngener bzw. autologer HSCT.1% 19 Umgekehrt
garantiert eine GVHD keinen gleichzeitigen GvL-Effekt.t>®

Viele Bestrebungen konzentrieren sich darauf, einen GvL/GvT-Effekt sicher von
einer GVHD zu trennen und gezielt zu induzieren. Trotz intensiver Forschung ist
dies jedoch bisher nicht zufriedenstellend gelungen.55 195

Strategien, einen GvL/GvT-Effekt zu optimieren, umfassen Spenderauswahl und
Wahl der Konditionierung.1% Der GvL/GvT-Effekt wird von der Diagnose sowie
dem Remissionsstatus beeinflusst. Bei Leuk&dmien wurde ein besseres An-
sprechen in erster kompletter Remission, verglichen mit nachfolgender CR, ge-
sehen. Der GvT-Effekt solider Tumore ist starker bei niedriger Tumorlast.194 195

1.15. Rezidiv und therapeutische Optionen nach HSCT

Ein Ruckfall oder Progress einer hamatologisch malignen Erkrankung als auch
solider Tumore nach HSCT ist mit einer schlechten Prognose behaftet und stellt
die Haupttodesursache nach HSCT dar.1°0. 20

Das Ruckfallrisiko wird wesentlich vom Remissionsstatus bzw. dem Nachweis

einer MRD zum Zeitpunkt der Transplantation beeinflusst.2% 201 Die Patienten
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sind in der Regel bereits intensiv zytostatisch vorbehandelt. Die meisten Kon-
zepte zur Vermeidung bzw. Therapie von Rezidiven zielen auf eine Aus-
schopfung des immunologisch vermittelten GvL/GvT-Effektes ab. Dieser scheint
z.B. bei MDS-Rezidiven einer erneuten zytostatischen Therapie Uberlegen zu
sein.?%? Eine zytostatische Therapie kommt insbesondere zur initialen Reduktion
einer hohen Tumorlast in Betracht. Immuntherapien bergen allerdings das
Potential, ebenfalls eine GvHD auszuldsen oder zu verstarken.

Bei Rezidiv oder steigender MRD-Last kann zunachst eine bestehende Immun-
suppression reduziert bzw. beendet werden.?%0: 203 Als Vermittler eines GvL/ GvT-
Effektes kénnen Spenderlymphozyten sowohl praemptiv bei Hochrisikopati-
enten, als auch therapeutisch nach manifestem Rezidiv eingesetzt werden. Die
Potenz von DLI konnte eindrtcklich bei Patienten mit CML gezeigt werden. Aller-
dings sprechen nicht alle Leukamien gleichermafRen auf DLI an.?°* DLI konnten
auch bei HLA-Inkompatibilitdt zwischen Spender und Empfanger sicher einge-
setzt werden, eine schrittweise Dosiseskalation soll dabei das GvHD-Risiko ver-
mindern.?%4 205 Eine frilhe Lymphozytengabe innerhalb der ersten neun Monate
nach Transplantation ist mit einem schlechteren Outcome verbunden.?% Die
Wirksamkeit der DLI kann ggf. durch z.B. ein Priming der Lymphozyten mit
dentritischen Zellen gesteigert werden. 201

NK-Zellen sind ebenfalls, gerade nach haploidenter Transplantation mit TCD, in
der Lage einen GvL/GvT-Effekt zu vermitteln,*® wobei verschiedene Tumore ein
unterschiedliches Ansprechen zeigen.?%” Spender-NK-Zellen oder IL15 stimmu-
lierte Stammzellboosts konnten bei Rezidiv nach HSCT sicher infundiert werden.
Die zytolytische Aktivitat der NK-Zellen kann durch eine Stimulation mit IL2 oder
IL15 verstarkt werden,20%, 206, 208, 209

Andere Behandlungsansatze umfassen eine ,targeted therapy“ zum Beispiel mit
Tyrosinkinasehemmern,?%® eine immunmodulatorische Therapie mit Interleu-
kinen (IL2) oder Checkpointinhibitoren (Ipilimumab, Pembrolizumab) allein bzw.
zusammen mit DL|.195 196,204

Neben diesen eher unspezifischen MalRnahmen zielt die Therapie mit tumorspe-
zifischen (CH14.18) oder bispezifischen Antikérpern (Blinatumomab) auf charak-

teristische Oberflachenantigene der malignen Zellen.°¢ Die Antikdrper sind in der
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Lage, eine ADCC zu vermitteln.*?* Dies wird in der Therapie von Patienten mit
Neuroblastom mit dem monoklonalen Antikérper gegen GD2 (CH14.18) ange-
wandt und ist Gegenstand aktueller Studien.?0. 211, 212

Durch gentechnische Modifikation von Lymphozyten konnen diese gezielt mit
einem ,chimeric antigen receptor ausgestattet werden, der spezifische Tumor-
antigene erkennt. Der adoptive Transfer derart hergestellter CAR-T- oder CAR-
NK-Zellen richtet die zellulare Immunantwort gezielt gegen Zellen, die
entsprechende Antigene exprimieren.19: 196,204

Schliel3lich stellt die Tumorvakzinierung einen weiteren Ansatz dar, eine tumor-

spezifische Immunitat nach Transplantation auszubilden. 5 195

Der Einsatz dieser MaRnahmen kann bereits praventiv, zur Verhinderung eines
Rezidivs, oder therapeutisch erfolgen. Einer erneuten Reinduktionstherapie
schliel3t sich zumeist eine Konsolidierung mit anschlieRender erneuter HSCT an.
Ein Spenderwechsel kdnnte hier vorteilhaft sein. Die Vortherapie, die kumulative
Toxizitat und der zeitliche Abstand zur vorherigen Transplantation beeinflussen
wiederum das Ergebnis der erneuten Transplantation. Die TRM einer Zweittrans-

plantation wird mit 30% beziffert.2%°

1.16. Fragestellung

Die oben aufgefiihrten Grundlagen zeigen das mdgliche Potential einer haplo-
identen HSCT, einer CD3/CD19 Depletion verglichen mit CD34 Positivselektion
sowie einer Konditionierung mit reduzierter Intensitat. Aufgrund der HLA-Inkom-
patibilitat, TCD und RIC ergeben sich jedoch auch spezielle Risiken fir ein Trans-
plantatversagen, GvHD, Infektionen, Morbiditat und Mortalit&t.

In der vorliegenden Phase I/1l Studie soll ein neues Transplantationsprotokoll auf
seine Durchfuhrbarkeit, sein Sicherheits- und Nebenwirkungsprofil geprift
werden. Das zu Uberprifende Protokoll sieht eine auf Melphalan basierende RIC
und Transplantation mit CD3 und CD19 depletierten hamatopoietischen Stamm-

zellen haploidenter Spender vor.2'2 Die primaren Endpunkte sind die
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l. Evaluation des Engraftments

Il. Evaluation der Toxizitat einer Konditionierung mit Fludarabin,
Thiotepa und Melphalan

II. Evaluation der therapieinduzierten Mortalitdt und Morbiditat

Sekundare Endpunkte der Studie sind die

l. Evaluation der Inzidenz bakterieller, viraler und mykotischer
Infektionen

Il. Evaluation der Inzidenz einer GvHD

II. Evaluation der Immunrekonstitution

V. Evaluation von Therapieansprechen, Rezidivrate und Uberleben

V. Evaluation der Langzeittoxizitat

2. Material und Methoden

2.1. Prufplan

Bei der hier vorgestellten Studie handelt es sich um eine prospektive multizen-
trische Phase I/Il Studie unter der Leitung von Prof. Dr. P. Lang und Prof. Dr. R.
Handgretinger. Der Prifplan wurde durch die zustandige Ethikkommission der
Universitatsklinik Tubingen gepruft und bewilligt. Die Studiendurchfiihrung folgt
den Grundsatzen der Deklaration von Helsinki von 1964 und deren revidierter
Fassung?'* sowie den Prinzipien der GCP.?!5 Die Studie wurde beim BfArM und
der Kassenarztlichen Vereinigung entsprechend Arzneimittelgesetz 867 ange-
meldet. 216 Die Teilnahme erfolgte freiwillig nach ausfihrlicher Aufklarung. Die
teiinehmenden Probanden wurden gegen mogliche gesundheitliche Schaden

versichert.

2.1.1. Ein-und Ausschlusskriterien

Eine Studienteilnahme war fur Patienten mit primar therapierefraktaren malignen
hamatologischen Erkrankungen, malignen soliden Tumoren oder einem ent-
sprechenden Rezidiv mdglich. Zudem konnten Patienten mit nichtmaligner Er-
krankung und erhéhter Gefahr der Transplantatabstofung eingeschlossen wer-
den. Weitere Einschlusskriterien umfassten ein Alter bis zu 25 Jahren bei Diag-

nosestellung, das Fehlen eines HLA-identen Familien- oder Fremdspenders und
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die Zustimmung der Patienten bzw. Sorgeberechtigten bei minderjahrigen
Kindern.
Nachfolgende Kriterien fuhrten zu einem Ausschluss an der Studienteilnahme:
e Karnofsky-Index < 50
e vorausgegangene HSCT innerhalb der letzten 6 Monate
e massive Progression einer malignen Erkrankung vor geplanter HSCT
e eingeschrankte Herzfunktion mit Ejektionsfraktion <25%
e eingeschrankte Nierenfunktion mit einer Kreatininclearance <40ml/min
e respiratorische Insuffizienz mit Sauerstoffbedarf oder einer DLCO <30%
e Bilirubin >4 mg/dl; GOT/GPT >400U/I
e aktives zerebrales Krampfleiden

e schwerwiegende, nicht beherrschte Infektion

2.1.2. Rekrutierungszeitraum

Zwischen dem 25.04.2003 und dem 05.11.2013 wurden insgesamt 157 haplo-
idente HSCT mit CD3/CD19 Depletion entsprechend Studienprotokoll bei 151
Patienten durchgefihrt. Die meisten HSCT (n=30) wurden 2007 durchgefihrt.

2.1.3. Teilnehmende Zentren

An der Studie nahmen sieben Transplantationszentren teil. In Tibingen wurden
mit 135 Transplantationen (86%) die meisten HSCT durchgefiihrt. Die weiteren
Transplantationen verteilten sich auf Zentren in Jena (n=12); Graz (n=3); Halle
(n=2); Kiel (n=2); Minchen (n=2) und Greifswald (n=1).

2.1.4. Abbruchkriterien
Die Abbruchkriterien nach den ersten funf Transplantationen (Transplantatab-
stoBung oder GvHD 2 III° bei 2 3 von 5 Patienten) traten nicht ein,?3” so dass die

Studie Uber den besagten Zeitraum weitergefuhrt werden konnte.
2.2. Patienten

Eine Beschreibung der Stichprobe findet sich in Tabelle 2. Das Patientenkollektiv
stellt sich &uRRerst heterogen dar. Es wurden Kinder aufgrund 25 verschiedener
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Diagnosen transplantiert. Die Verteilung der Diagnosen unterscheidet sich von
der fir allogene Transplantationen bekannten. So wurden 67 HSCT (42,7%)
aufgrund eines soliden Tumors durchgefihrt. Die haufigste Diagnose stellt ein
Neuroblastom (n=41) dar.

Das Alter bei Transplantation reicht von 4 Monaten bis zu 26,5 Jahren (Median
8,1 Jahre). Die Altersverteilung ist nicht gleichmafig und spiegelt in erster Linie
das Erkrankungsalter der verschiedenen Diagnosen und deren Anteil an den

durchgefuhrten Transplantationen wider.

Stoffwechsel-
Immundefekt erkrankung

MDS RC

Andmien ALL

andere solide

Tumore
Ewing - Sarkom\

AML

' MDS RAEB T

JMML

Abb. 1: Diagnosen Studienpatienten

Unter den Patienten mit maligner Grunderkrankung befanden sich 29,5% nicht in
Remission (NR) bzw. litten an einer fortschreitenden Erkrankung (PD), 77,3%
hatten im Vorfeld mind. ein Rezidiv und 26,5% mehr als ein Rezidiv erlitten. Die
Patienten waren entsprechend intensiv vorbehandelt, einschlief3lich vorausge-
gangener autologer/syngener und allogener Stammzelltransplantationen.

Unter den Patienten, welche die Studie aufgrund einer erneuten Transplantation
bzw. Gabe eines autologen Backups vorzeitig beendeten, wurden sechs im wei-
teren Verlauf erneut in die Studie eingeschlossen und ein zweites Mal nach

Studienbedingungen transplantiert.
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Tabelle 2: Patienteneigenschaften

Gesamte Leukéamien Solide Tumore Nicht Maligne
Population Erkrankungen
Anzahl HSCT n=157 n=65 n=67 n=25
Anzahl Patienten n=151 n=63 n=65 n=23
Alter in Jahren Median 8,1 10 8,6 5,6
Range; Anzahl 0,3-26,5; n=157 | 1,0-26,3; n=65 2,4-26,5; n=67 0,3-16,3; n=25
Geschlecht m:w 95:62 35:30 50:17 10:15
KI Median 90 90 80 100
Range; Anzahl 40-100; n=140 40-100; n=59 40-100; n=57 50-100; n=24
Diagnose ALL* n=36 NB n=41 Anamien***
AML** n=22 Ewing n=11 n=13
MDS-RAEB n=4 | RMS n=9 Immundefekt****
JMML n=3 Hodgkin n=2 n=8
ALCL n=1 Stoffwechsel-
Hepatobl. n=1 Erkrankung *****
SySa n=1 n=4
Undiff. Sarkom
n=1
Remissionsstatus CR1 n=10 CR1 n=3
CR2 n=13 CR2 n=8
CR>2n=14 CR>2n=1
NR1/RAEB-T PR1 n=10
n=7 PR2 n=25
NR2/RAEB-T PR >2 n=9
n=13 NR/PD1 n=0
NR>2/RAEB-T NR/PD2 n=8
n=8 NRPD>2 n=3
Vortransplantation
¢ nur autolog n=48 n=1 n=47 n=0
e mind. eine allogen n=30 n=23 n=2 n=5
autolog & allogen n=1 n=0 n=1 n=0
eine allogen n=26 n=20 n=1 n=5
zwei allogen n=3 n=3 n=0 n=0
Konditionierung
e MAC n=26 n=15 n=4 n=7
e RIC n=131 n=50 n=63 n=18
e Zusatzliche TLI n=14 n=2 n=2 n=10
Serotherapie
¢ ATG n=39 n=10 n=25 n=4
e OKT n=117 n=54 n=42 n=21
« Keine Serotherapie n=1 n=1 n=0 n=0

ALL*— ALL, B-NHL, undiff. Leukamie als Rezidiv ALL. BCR/ABL pos n=7, Infant-Leukdmie n=1
AML**— MDS-assoziiert n=1, sekundare AML nach T-NHL bzw. T-ALL n=2
Anamien***— SAA, Sichelzellanamie, Thalassamie, MDS-RC
Immundefekt****— SCID, MHC-II-Defizienz, CVID, Mb. Kostmann, B-Zell-Mangel, IFN-y-Rez-

Defekt, Chediak-Higashi

Stoffwechselerkrankung*****— Tay-Sachs, metachromatische Leukodystrophie
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Weitere sechs Patienten wurden haploident CD3/CD19 depletiert transplantiert,
jedoch ohne jegliche vorherige Konditionierung oder im Rahmen einer Rekondi-
tionierung nach vorheriger Nicht-Studien-Transplantation. Diese sechs Patienten
wurden als Beobachtungspatienten gefuhrt, flossen aber nicht in die Studien-

auswertung ein.

2.3. Spender

Als Spender wurden haploidente Familienspender, in der Regel ein Elternteil, ge-
wabhlt. Bei mehreren gleichwertigen moglichen Spendern wurde dem Spender mit
einem KIR-Mismatch der Vorzug gegeben. Voraussetzung fir eine Spende
waren guter gesundheitlicher Zustand sowie das Einverstandnis. Alle Spender
wurden von unabhéangiger Seite auf das Vorliegen von Kontraindikationen oder
Ausschlusskriterien entsprechend dem Prifplan untersucht. Im Rahmen einer

Rekonditionierung erfolgte in neun Fallen ein Spenderwechsel.

Tabelle 3: Spendereigenschaften

Spender

Geschlecht ménnlich / weiblich n=80 n=77
Verwandschaftsgrad Vater n=73 Mutter n=74

Bruder n=5 Schwester n=1

Onkel n=2 Tante n=2
Alter Median 39,1 Jahre

(17,4 -57,5 Jahre)

CMV-Status positiv / negativ n=100 / n=57

Spenderwechsel bei Rekonditionierung nicht berlcksichtigt

2.3.1. HLA-Mismatch

Die HLA-Typisierung wurde in unterschiedlicher Auflosung durchgefiihrt, wobei
entweder 6 HLA-Antigene; 8 HLA-Antigene; 10 HLA-Antigene niedrigauflosend
oder 10 HLA-Allele hochaufldsend untersucht wurden. Bei Einbeziehung der
nicht getesteten Allele und hochauflosender Untersuchungsmethoden kdnnte die
Anzahl der HLA-Nichtubereinstimmungen héher liegen, als in der Testung nach-

gewiesen wurden.
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Alle nachgewiesenen Nicht-Ubereinstimmungen wurden gleichwertig behandelt,
unabhangig vom betroffenen HLA-Antigen. Lag eine Nicht-Ubereinstimmung
lediglich in GvHD- oder AbstoRungs-Richtung vor, wurde diese dennoch immer
als Mismatch gewertet.

Fur vier Patienten lagen keine oder uneindeutige Typisierungsergebnisse bei der

Auswertung vor.

Tabelle 4: HLA - Ubereinstimmung

Anzahl kein 1 MM 2 MM 3 MM 4 MM 5 MM
HSCT MM
6 HLA-Ag n=4 n=0 n=0 n=2 n=2
8 HLA-Ag n=14 n=0 n=0 n=0 n=4 n=10
10 HLA-Ag n= 92 n=1 n=2 n=4 n=7 n=19 n= 59
10 HLA-Allele HA n=43 n=0 n=0 n=1 n=3 n=14 n=25
Keine Information n=4
Gesamt n= 157 n=1 n=2 n=7 n=16 n=43 n= 84

Spenderwechsel bei Rekonditionierung nicht berlcksichtigt

2.4. Transplantat

2.4.1. Mobilisierung und Sammlung der Spender-Stammzellen

Zur Mobilisierung der Stammzellen wurde den Spendern G-CSF (Granocyte®) in
einer Dosierung von 10ug/kg/d Uber 5 Tage subkutan verabreicht (ggf. mit vor-
heriger Gabe von GM-CSF (Leukine®) 250ug/m2/d s.c. Uber 3 Tage). Die Stamm-
zellen wurden aus dem peripheren Blut mittels Leukapheresen an Tag 6 und 7
gewonnen. Bei nicht ausreichend gewonnener Stammzellzahl wurde an Tag 8
eine weitere Leukapherese durchgefiihrt. Bei weiterhin unzureichender Stamm-
zellspende wurde nach 4 Wochen eine erneute Stammzellmobilisation und
Sammlung nach oben beschriebenem Prinzip vorgenommen. Es wurden nur
PBSC verwendet. Zur Gewinnung von Spender T-Lymphozyten oder virus-

spezifischen T-Zellen war eine erneute Leukapherese mdaglich.

2.4.2. Transplantat — Bearbeitung

Die Stammzellen wurden direkt nach Apherese mit speziellen, gegen CD3 bzw.
CD19 gerichteten und an magnetische Mikropartikel konjugierten Antikdrpern
(Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany) inkubiert. Im Anschluss erfolgte

die automatische Depletion der so markierten CD3 und CD19 positiven Zellen
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mittels CliniMACS-Apparatur, Miltenyi. Eine detaillierte Beschreibung der CD3/
CD19 Depletion findet sich bei Gordon und Schumm.’> 77

Zusatzlich zur CD3 und CD19 Negativselektion wurde in 61 Transplantaten teil-
weise eine CD34 oder CD133 Positivselektion durchgefuhrt. Mit Hilfe gegen
CD34 bzw. CD133 gerichteter und mit magnetischen Microbeads konjugierter
Antikérper wurden die entsprechenden Zellen des Apheresats in zusatzlichen

Separationsdurchgangen mit dem CliniMACS System herausselektioniert.”®

2.4.3.

Stammzellen konnten in der Regel in ausreichendem Mal3 mobilisiert und ge-

Transplantatzusammensetzung

sammelt werden. Die angestrebte Zahl von 210x108 CD34/kgKG wurde in 121
Transplantaten (77%) erreicht. In 15 Transplantaten lag die Zahl CD34+ Zellen
unter 6 x 108/kgKG.

Mit der oben beschriebenen Methode wurde eine ausreichende T- und B-Zell
Depletion erreicht. 89 Transplantate enthielten <50x103/kgKG CD3+ Zellen.
Transplantate von Patienten mit maligner Erkrankung und Remissionsstatus NR/
PD enthielten mehr CD3+ Zellen/kgKG als von Patienten in CR/PR (Mann-
Whitney-Test, p=0,0091).

Tabelle 5: Transplantatzusammensetzung

CD34 CD3 CD19 CD56 CD14
x 108/kg x 10%/kg x 10%/kg x 108/kg x 108/kg
Anzahl mit Daten zur Zellzahl 157 155 129 126 111
Minimum 1,80 2,84 0,38 91 32,83
Median 14,87 44,51 26,09 73,9 472,68
Maximum 55,98 172,67 561,03 379,05 3299,13

Rekonditionierung und zusatzliche Stammzellboosts nicht berucksichtigt

2.4.4.

Die Stammzelltransplantation erfolgte an Tag O oder in zwei Portionen an Tag 0

Stammzelltransplantation und zusatzlicher Zelltransfer

und 1. Eine Stimulation der Hamatopoiese mit G-CSF war entsprechend Proto-
koll mdglich aber nicht obligat.

Ein spaterer Stammzellboost aufgrund geringer initialer Stammzellzahl oder
schlechter Transplantatfunktion wurde bei 42 Transplantationen verabreicht. Bei

drohendem Transplantatversagen oder zur Verstarkung eines GvL/GvT-Effektes
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erhielten 25 Patienten DLI. Ein adoptiver Immuntransfer virusspezifischer T-
Zellen erfolgte in sechs Patienten. Acht Patienten wurden zusatzlich NK-Zellen
infundiert. Die in diesem Rahmen zusatzlich verabreichten Zellzahlen werden in
der weiteren Auswertung aufgrund der grof3en individuellen Unterschiede der

Indikation und zeitlichen Abfolge nicht berlcksichtigt.

2.5. Konditionierung, Serotherapie und Rekonditionierung

Patienten mit soliden Tumoren, eingeschrankter Organfunktion oder Nachweis
potentiell gefahrlicher Erreger wurden vorzugsweise mit einem auf Melphalan
basierenden RIC-Schema konditioniert (n=131). Die verbleibenden Konditionie-
rungen erfolgten entsprechend den Vorgaben der Therapiestudien mit myeloab-
lativen Schemata basierend auf Busulfan (n=11), TBI (n=11) oder Treosulfan
(n=4).

Tabelle 6: intensitatsreduzierte Konditionierungsprotokolle (RIC)

RIC Medikament Zeitraum Einzeldosis Gesamtdosis

Fludarabin Tag -8 bis -5 40mg/mz2/ 1h 160mg/m?
Thiotepa Tag -4 2 x5mg/kg / 4h 10mg/kg

Mel - Flud - TT

© ud Melphalan Tag -3 bis -2 70mg/m2/ 1h 140mg/m2

Serotherapie
Clofarabin Tag -8 bis -5 50mg/m? 200mg/m?
Thiotepa Tag -4 2x5mg/kg/4h | 10mg/kg

Mel - Clof - TT Melphalan Tag -3 bis -2 70mg/mz2/ 1h 140mg/m?
Serotherapie

Die Konditionierungsprotokolle wurden dem Zustand der Patienten angepasst
und ggf. modifiziert. So erhielten Patienten nach vorheriger Absto3ung oder er-
hohtem AbstoRungsrisiko eine zusatzliche TLI (n=14). Weiterhin erhielten
Patienten zusatzlich Myelotarg (n=3), Schadelbestrahlung / Bestrahlung (n=2),
Depocyte i.th. (n=1) oder eine Radioimmuntherapie (n=1).

Abgesehen von einem Patienten erhielten alle zur Prophylaxe einer Transplantat-
abstofRung eine Serotherapie. Diese wurde zunachst mit OKT-3 (n=117) durch-
gefuhrt. Nachdem OKT-3 im Jahr 2012 nicht mehr erhaltlich war, wurde die Sero-
therapie auf ATG (n=39) umgestellt.
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2.5.1. Rekonditionierung

Aufgrund eines Transplantatversagens erhielten 11 Patienten eine Rekonditio-
nierung mit erneuter Gabe eines CD3/CD19 depletierten Transplantats. Zur Re-
konditionierung wurden Schemata bestehend aus Fludarabin, Thiotepa und TLI
(n=9), Fludarabin, VP16 und TLI (n=1) oder Cyclophosphamid, Thiotepa und TLI
(n=1) verwandt. Eine erneute Serotherapie erfolgte mit OKT3 und ATG (n=8)
oder lediglich ATG (n=3). Patienten mit erfolgreicher Rekonditionierung wurden
als Studienpatienten fortgefihrt, nachbeobachtet und hinsichtlich GvHD, Immun-
rekonstitution, Komplikationen und Uberleben mit in die Auswertung einbezogen.
Dabei wurden die Eigenschaften des neuen Spenders und Transplantats bertck-
sichtigt.

Drei weitere Patienten erhielten eine Rekonditionierung mit anschlieRender Gabe
eines nicht CD3/CD19 depletierten Transplantats. Diese Patienten schieden zum

Zeitpunkt der Transfusion des neuen Transplantats aus der Studie aus.

2.6. Uberwachung und Supportivtherapie

Die Patienten wurden bis Tag 100 nach HSCT mind. wéchentlich zu klinischen
Kontrollen einbestellt und insbesondere auf das Auftreten von Infektionen, einer
GvHD oder Toxizitatszeichen untersucht. Zwischen Tag 100 und 200 waren die
Kontrollen in monatlichen, danach vierteljahrlichen Abstanden vorgesehen. Ein
Grading der aGVvHD erfolgte entsprechend den Glucksberg-Kriterien.

2.6.1. GvHD-Prophylaxe

Eine GvHD-Prophylaxe wurde standardméafig bei einem T-Zell-Gehalt von
>25x10% CD3/kgKG mit Cyclosporin A oder Mofetilmycophenolat durchgefuhrt.
Bei manifester GvHD = II° wurde eine Behandlung nach jeweiligem Standard der

teilnehmenden Zentren und gangigen Therapieempfehlungen eingeleitet.

2.6.2. Monitoring von Immunrekonstitution und Chiméarismus
Die Rekonstitution des Immunsystems und der Chimarismus wurden regelmafig
vom Zeitpunkt des Engraftments gemonitort. Bis Tag 100 erfolgten die Mes-

sungen aus dem peripheren Blut wéchentlich, bis Tag 200 monatlich und darauf-
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hin 3-monatlich. Die Messung der Immunrekonstitution von T- und B-Lympho-
zyten sowie der NK-Zellen erfolgte per FACS mit fluorochrom markierten Anti-
korpern gegen die Oberflachenproteine CD3, CD4, CD8, CD19 und CD56. Die
Bestimmung des Chimarismus wurde mittels PCR-Bestimmung von Mikro-
satelliten-Markern in mononuklearen Zellen durchgefiihrt.?” Zudem wurde der T-

Zell-Chimarismus mittels FACS analysiert.?'®

2.6.3. Remissionsbeurteilung
Zur Remissionsbeurteilung wurde bei malignen hamatologischen Erkrankungen
eine Knochenmarkpunktion an Tag 30, 60 und 100 und bei soliden Tumoren eine

geeignete Bildgebung an Tag 100 durchgefuhrt.

2.6.4. Infektiologisches Monitoring

Ein infektiologisches Monitoring wurde bis Tag 100 wochentlich, danach in Ab-
hangigkeit der T-Zell-Regeneration und individuellen Infektionsgefahrdung
durchgefuhrt. Es umfasste ein Screening auf virale Infektionen / Reaktivierung
mittels PCR auf CMV (Plasma, Urin und Rachensptilwasser) sowie ADV im Stuhl.
Bei Bedarf wurde das Screening auf BKV im Urin, ADV, EBV, BKV und HHV6 im
Plasma erweitert. Wéchentlich wurden Aspergillus- und Candida-Antigen mittels
Galaktomannantest bestimmt und mikrobiologische Uberwachungskulturen von
Rachenabstrichen und Urinproben angelegt.

2.6.5. Infektionsprophylaxe

Alle Patienten erhielten spatestens mit Beginn der Konditionierung eine Prophy-
laxe gegen Pneumocystis carinii (z.B. Cotrimoxazol); Pilzinfektionen (z.B. lipo-
somales Amphotericin B, Caspofungin oder nach vorheriger invasiver Pilzinfek-
tion Voriconazol) und ggf. Darmbakterien (z.B. Colistin, ab Tag 0 Metronidazol).
Eine antivirale Prophylaxe wurde bei CMV seronegativem Empfanger und
Spender mit Aciclovir durchgefihrt. Bei CMV seropositivem Empfanger und/oder
Spender erfolgte die Prophylaxe vor HSCT mit Ganciclovir und danach mit

Foscavir i.v. gefolgt von Valganciclovir p.o.. Das Prophylaxeschema wurde dem
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Risikoprofil der Patienten und den aktuellen Standards der jeweiligen Klinik ange-

passt. Die Prophylaxe wurde mindestens bis Tag 100 fortgefihrt.

2.7. Nachbeobachtungszeitraum

Die Auswertung erfolgte mit dem Informationsstand zum gewahlten Stichtag
30.04. 2016. Die Nachbeobachtung endete mit der letzten dokumentierten Vor-
stellung (n=44), dem Versterben des Patienten (n=74) oder dem Ausscheiden
aus der Studie (n=39). Gruinde fur ein Ausscheiden waren die Gabe eines auto-
logen Backups / syngene Transplantation (n=10), erneute HSCT (n=7), Rekondi-
tionierung mit nachfolgender Gabe eines nicht CD3/CD19 depletierten Trans-
plantats (n=3) oder die Teilnahme an einer anderen Therapiestudie (CH14.18,
Blinatumomab; n=19). Die Nachbeobachtungszeit der noch lebenden Patienten
betrug im Median 71 Monate (1,3 — 12,2 Jahre).

2.8. Datenerfassung

Die Dokumentation der Patientendaten, der diagnostischen Maflinahmen und
Untersuchungsbefunde sowie der therapeutischen MalRhahmen und Medika-
mentengaben erfolgte in den behandelnden Zentren in deren regularer Be-
handlungsdokumentation.

Die fur die vorliegende Studie relevanten Daten wurden, nach Einwilligung der
Patienten oder deren gesetzlicher Vertreter, durch die Universitats-Kinderklinik
Tlbingen, Abteilung fur padiatrische Hamatologie und Onkologie, erfasst. Die
Daten wurden sowohl in standardisierten Dokumentationsbdgen als auch durch
spezifische Nachfrage erhoben. Fur die in Tubingen transplantierten Patienten
wurden die Daten zusatzlich durch Recherche in der Originaldokumentation
(Labordaten, Kurven, Arztbriefe) erganzt und stichpunktartig tberprift. Die Daten
wurden in Form einer Microsoft Excel Tabelle (Version 1802) auf den Rechnern
der Universitats-Kinderklinik Tibingen abgelegt.

Die erhobenen Daten unterliegen der arztlichen Schweigepflicht, zudem werden

die ICH-GCP-Richtlinie?'> und das Landesdatenschutzgesetz?!® berticksichtigt.
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2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde durch die Universitats-Kinderklinik Tubingen,
Abteilung fur padiatrische Hamatologie und Onkologie in Zusammenarbeit mit
dem Institut fur Medizinische Biometrie vorgenommen.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel (Version 1802). Fir die sta-
tistische Analyse (t-Test, Anova, Fisher's Exact Test, Kaplan-Meier-Analyse,
Mann-Whitney-Test, Kruskall-Wallis-Test) und graphische Darstellung wurde
Graph Pad Prism, Version 7 und Version 8, der Firma GraphPad Software, Inc.
verwendet.

Zudem wurde eine univariate post — hoc Analyse durch das CPCS (,Centre for
Pediatric Clinical Studies®) der Universitats-Kinderklinik Tibingen entsprechend
dem ,Statistischer Auswertungsplan fur posthoc Analysen. V2.2 (19.10.2016)"
vorgenommen. Die Auswertung wurde mittels SAS, unter Verwendung der Log
Regression, Kruskall-Wallis-Test, Wilkoxon-Test, Kaplan-Maier-Analyse und Log
Rank-Test, Kumulative Inzidenz aufgrund konkurrierender Risiken und Cox-
Regression, vorgenommen. Aufgrund der univariaten Ergebnisse kam keine

multivariate Auswertung zu Stande.

3. Ergebnisse

Die hier dargestellten Ergebnisse der Studie sind zur Veroffentlichung geplant.
Die Veroffentlichung bezieht neben den eigenen Ergebnissen auch die statis-
tische Auswertung des CPCS ein. Die hier dargestellten Ergebnisse basieren,
wenn nicht anders gekennzeichnet, auf meinen eigenen mit GraphPad-Prism
durchgefuhrten Analysen. Durch die Verwendung unterschiedlicher statistischer
Testverfahren kénnen die Ergebnisse (z.B. p-Wert, Odds Ratio) geringfiigig

differieren, eine Signifikanzanderung ergibt sich dabei nicht.

3.1. Engraftment

Ein erfolgreiches Anwachsen des Transplantates konnte bei 150 Transplanta-
tionen erreicht werden, in 144 Fallen innerhalb von 28 Tagen, in den verbleiben-
den 6 innerhalb von 40 Tagen. In 7 Fallen kam es zu einem primaren Transplan-

tatversagen (PGF). Bei 17 Patienten trat nach initialem Engraftment eine Ab-
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stolBung (SGF) auf. Somit erlitten insgesamt 24 Patienten ein Graft Failure
(15,3%).

Unter Anwendung einer Rekonditionierung mit erneuter Infusion eines CD3/
CD19 depletierten Transplantats (s.u.) konnte schlie3lich bei 143 Patienten ein
Engraftment erzielt werden (Final Engraftment mit CD3/CD19 depletiertem
Transplantat 91,1%).

Der erste von drei aufeinanderfolgenden Tagen mit neutrophilen Granulozyten
(Take) lag im Median bei 10 Tagen (Spanne 7-40d). Mit G-CSF Gabe wurde
dieser friher erreicht (Median 10 vs. 19d; Mann Whitney Test p<0,0001). Trans-
fusionsunabhéngige Thrombozytenzahlen >20.000/ul wurden im Median nach 11

Tagen (Spanne 2-188d) erreicht.
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Abb. 2: Zeit bis zum Anstieg der neutrophilen Granulozyten >500/ul / Thrombozyten >20.000/ul

Patienten nach vorheriger allogener Transplantation erlitten signifikant weniger
oft ein Graft Failure (GF, SGF) als Patienten, die erstmals allogen transplantiert
wurden. Patienten nach allogener Vortransplantation erhielten allerdings auch
Ofter eine TLI im Rahmen der Konditionierung (23,3% vs. 5,5%) und die Trans-
plantate enthielten mehr CD3+ Zellen (Median 56,9 vs. 43x103%kg), in der uni-
variaten Auswertung hatten beide Parameter selbst keinen Einfluss auf das
Engraftment. Eine multivariate Auswertung war, wie oben ausgefihrt, nicht

mdoglich.?20
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Tage nach SCT
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Abb. 3: Zeitpunkt des Erreichens von >500/ul neutrophiler Granulozyten (Median und Range) mit
und ohne G-CSF

Ein positiver CMV-Serostatus sowohl des Spenders als auch des Empfangers
war jeweils mit einem schlechteren Engraftment (GF) assoziiert. Bei Trans-
plantation von >60x103/kg CD3 traten weniger Falle mit Transplantatversagen
(GF, SGF) auf. Eine geringere Zahl an PGF war nach Serotherapie mit OKT im
Vergleich zu ATG zu verzeichnen, dieser Effekt war unter Einbeziehung
sekundarer Graft Failure nicht mehr darstellbar.
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Abb. 4: Zahl CD34+, CD3+ und CD56+ Zellen im Transplantat (Median, Range) bei Engraftment
und Graft Failure (GF)

Patientenalter, -geschlecht, Diagnosegruppe (hamatogen maligne vs. solide vs.
nicht maligne), Remissionsstatus, Karnofsky-Index, Konditionierung (MAC vs.
RIC), zusatzliche TLI, G-CSF Gabe, Spenderalter, -geschlecht, HLA-Mismatch
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(<8 vs. 3-5MM, <4 vs. 4-5MM, <5 vs. 5MM), Verwandschaftsgrad (Eltern vs.
Geschwister, Onkel, Tante), und die Zahl der transplantierten CD34+ und CD56+
Zellen (< vs. > Median) hatten statistisch keinen Einfluss auf ein erfolgreiches En-
graftment. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. Alle Patienten mit Graft

Failure wiesen ein Mismatch in mind. 3 HLA-Allelen auf.

3.1.1. Chimarismus

Informationen zum Chimarismus (PCR-Gesamt-, PCR CD3- oder FACS CD3-
Chiméarismus) an Tag 100 lagen fir 116 Patienten vor. Bei 12 Patienten war der
Chiméarismus gemischt, davon in 4 Féllen der Gesamtchimarismus. In den ver-
bleibenden 7 Fallen lag ein MC ausschliellich im CD3-Kompartiment vor, bei
komplettem Gesamtchiméarismus von 95-100%. Bei drei dieser Patienten mit ge-
mischtem CD3-Chimarismus lag eine Diskrepanz zwischen PCR und FACS-
Befund vor, drei weitere Patienten befanden sich bereits in einer Rezidivsituation
einer Leukamie.

Nach einem Jahr lagen Informationen zu 56 Patienten vor. Zwei der zwo6lf Kinder
mit MC an Tag 100 hatten weiterhin einen gemischten Chimarismus, drei der
Patienten zeigten nach einem Jahr einen kompletten Spenderchimarismus, funf
hatten ein Rezidiv erlitten oder waren verstorben und zu den verbleibenden zwei
Kindern lagen keine Informationen vor. Ein neu aufgetretener gemischter

Chimarismus nach komplettem Chiméarismus an Tag 100 trat nicht auf.

Tabelle 7: Einflussfaktoren auf das Engraftment

- 0, -
Einflussfaktoren quahl Engraft (%) Wahr p-Wert Od(.js 95% ClI
Patienten ment scheinlk. ratio
Geschlecht Patient
Méannlich 95 79 83,2 0.65 073 03-183
Weiblich 62 54 87,1
CMV Patient
CMV positiv 7 60 77,9 0.03 034 | 013-087
CMV negativ 80 73 87,95
Diagnose
Maligne 132 115 87,1 0.07 038 | 0.14-099
Nicht Maligne 25 18 72,0
Remissionsstatus
Ham. Maligne CR 37 31 83,8 0.72 062 | 016-2.34
Ham. Mal. NR / 28 25 89,3

54



Solide CR /PR 56 49 87,5 0,99 07 0,06 — 5.14
Solide NR / PD 11 10 90,9
Vorherige HSCT
1. allogene HSCT 127 103 81,1 0,01 w 1.85 — e
= 2. allogene HSCT 30 30 100
Spendergeschlecht
Maﬁn!mh 80 67 83,8 0.83 0.86 037 -2.13
Weiblich 77 66 85,7
Geschlecht - match
Mnl-Mnl / WbI-Wbl 86 71 82,6 0,51 0.69 0.29 — 1,69
MnlI-Wbl/WbI-Mnl 71 62 87,3
Spender CMV
CMV posmY 100 80 80,0 0,04 0.30 0.11 - 0,86
CMV negativ 57 53 93,0
CMV match
CMV neg/neg 50 47 94 0,03 0.26 0,08 — 0,86
CMV mind. 1 positiv 107 86 80,4
HLA match
5 Mismatch 84 67 79,8 0,07 0.38 014 — 1,02
<5 Mismatch 69 63 91,3
Konditionierung
MAC 26 23 88,5 077 | 068 | 02-243
RIC 131 110 83,97
Serotherapie
ATG 39 32 82,1 061 | 078 | 0,29-1,98
OKT 117 100 85,5
Zusatzliche TLI
TLI 14 14 100 0.13 - 0,82 — =
keine TLI 143 119 83,2
Graft Manipulation
CD3/CD19 Depletion 96 81 84,4 0,99 0,03 04-231
Zusatzl. Selektion 61 52 85,3
Graft comp. CD34
6

< 14,87 x 10%/kg 78 66 84,6 >0,99 0,98 043222
> 14,87 x 108/kg 79 67 84,8
Graft comp. CD3
< 44,51 x 10%/kg 77 62 80,5 0.19 0.54 023 — 1,33
> 44,51 x 10%/kg 78 69 88,5
< 60 x 10%/kg 113 90 79,7 0005 | 0,095 | 0,01-057
> 60 x 10%kg 42 41 97,6
Graft comp. CD56

6
< 73,9 x 10%/kg 63 55 87,3 0,99 0.87 031 —2.34
> 73,9 x 108/kg 63 54 85,7
G-CSF
G-CSF 147 123 83,7% 0.36 w 0,53 — «
No G-CSF 10 10 100%
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3.1.2.  Weiterbehandlung nach Graft Failure
Die Patienten mit Transplantatversagen wurden wie folgt weiterbehandelt:

> Rekonditionierung mit Gabe CD3/CD19 depletierter haploidenter Stamm-

zellen (n=11)

> Rekonditionierung mit Gabe eines anderweitigen Transplantats (n=3)

> Gabe eines autologen Backup / syngene Transplantation (n=10)
Die Wahl der nachfolgenden Behandlung wurde maf3geblich von der Diagnose
bestimmt. Wéahrend alle 9 Patienten mit hAmatogener maligner Erkrankung re-
konditioniert wurden, erhielten acht der neun Patienten mit solidem Tumor ein
autologes Backup.
Durch Rekonditionierung mit Gabe CD3/CD19 depletierter Stammzellen wurde
bei 10 Patienten erfolgreich ein ,finales Engraftment” erzielt. Ein Patient verstarb
noch vor einem mdoglichen Engraftment. In zwei Fallen wurde auf den urspriing-
lichen Spender zurtickgegriffen, in neun Fallen ein Wechsel auf einen anderen
haploidenten Familienspender vollzogen. Die Transplantate bei Rekondi-
tionierung enthielten mehr CD3+ Zellen [Median 44,5 (2,8-172,7) x103/kg vs. 74,8
(33,3-162,4) x10%kg] und CD56+ Zellen [Median 73,9 (9,1-379,1) x108/kg vs.
129,1 (43,8-377,9) x10%kg]. Die rekonditionierten Patienten wurden weiter ent-
sprechend Studienprotokoll nachbeobachtet und in der Auswertung bertck-
sichtigt.
Drei Patienten wurden rekonditioniert mit anschliel3ender Gabe eines nicht CD3/
CD19 depletierten Transplantats (MUD, haploident CD34-Selektion, haploident
a/B-Depletion). Bei allen Patienten konnte hierdurch ein Engraftment erreicht
werden. Ab dem Zeitpunkt der erneuten Stammzellgabe endete die Studienbe-
obachtung.
Neun Patienten mit GF und solidem Tumor oder nicht-maligner Erkrankung er-
hielten ein Backup ihrer autologen Stammzellen. Eine Patientin wurde syngen
transplantiert. Die Studienbeobachtung endete mit Gabe des Backups. Eine er-
neute allogene Stammzelltransplantation zu einem spateren Zeitpunkt wurde bei
sechs dieser Patienten durchgefuihrt (haploident CD3/CD19 depletiert n=4;
haploident a/B-depletiert n=2).
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Der Zeitabstand zwischen Transplantation und erneuter Stammzellgabe bei Re-
konditionierung lag im Median bei 44 (34-93) Tagen, zwischen Transplantation

und Gabe des autologen Backups bei 23,5 (17-85) Tagen.

3.2.  Immunrekonstitution

Daten zur Immunrekonstitution lagen von den in Tubingen und Greifswald trans-
plantierten Patienten vor. Die Immunrekonstitution nach Rekonditionierung
wurde in der Auswertung mitbertcksichtigt.

Die Rekonstitution der Lymphozyten setzte friih ein. So waren bereits nach zwei

Wochen im Mittel >500/ul und nach 150 Tagen fast 1000/ul Lymphozyten zahl-
bar.

25001
2000- -~ CD3+
-H- CD3+CD4+ T

= 15001
= A CD3+CD8+
N
<
N
o)
N

Abb. 5: Immunrekonstitution der T-Lymphozyten. Mittelwert und Standardabweichung
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Abb. 6: Immunrekonstitution der B-Lymphozyten und NK-Zellen. Mittelwert und Standard-
abweichung

CD56+ NK-Zellen stellten die erste sich regenerierende Lymphozyten-Subpopu-
lation dar. Sie dominierten innerhalb der ersten drei Monate. lhre Zahl stieg auf
fast 300/ul an Tag 14.

Ein Anstieg der CD3+ T-Lymphozyten begann ca. 3 Wochen nach HSCT (Mittel-
wert 27/ul, Spanne 0 — 1352/ul). Im Verlauf stiegen die Zahlen auf 186/ul (0 —
1977/ul) an Tag 90; 441/pl (9 — 2845/ul) an Tag 180; 961/ul (42 — 3658/ul) an Tag
365 und 1390/ul (59 — 2972/ul) an Tag 730. Die CD3+CD4+ und CD3+ CD8+ T-
Lymphozytenzahlen stiegen im Mittel >50/ul an Tag 60; >100/ul an Tag 120 und
>500/ul an Tag 730.

Die Rekonstitution der CD19+ B-Lymphozyten begann an Tag 30. Nach 60
Tagen lag die Zahl der B-Zellen im Mittel bei >100/ul und nach 2 Jahren bei
>500/ul.

Die Auswahl der Serotherapie hatte Einfluss auf die Immunrekonstitution an Tag
90. Nach ATG-Therapie lag die Zahl der CD3+, CD3+CD4+ und CD3+CD8+
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Lymphozyten unter der Zahl nach OKT3 — Serotherapie. Die Zahl der CD19+
Lymphozyten lag hingegen dartber. Nach Tag 180 liel3 sich kein Unterschied der
Immunrekonstitution zwischen den mit ATG oder OKT3 behandelten Patienten
aufzeigen.

Diagnosegruppe, allogene Vortransplantation, Konditionierung, HLA-Mismatch
(5MM vs. <6MM) sowie die Transplantatzusammensetzung (Zahl CD34+, CD3+,

CD56+ Zellen) zeigten statistisch keinen Einfluss auf die Immunrekonstitution.

3.3. Infektionen

Die Uberwachung auf mogliche virale Infektionen zeigte eine CMV-Viramie bzw.
einen CMV-Nachweis in einer BAL bei 27 Patienten. Bei drei der Patienten be-
stand die CMV-Reaktivierung bereits vor Beginn der Konditionierung. Eine CMV-
Erkrankung wurde bei 9 Patienten unter dem klinischen Bild einer Pneumonie
(n=7) oder Knochenmarksuppression (n=2) diagnostiziert.

Eine ADV-Reaktivierung wurde bei 48 Patienten im Stuhl / RSW detektiert. Bei
17 Patienten lag eine Viramie vor, 7 Patienten entwickelten eine symptomatische
Erkrankung (Pneumonie / positive BAL n=4; Sepsis / Meningitis n=2; MAS n=1).
Eine Reaktivierung im Blut / positive BAL von sowohl CMV als auch ADV trat bei

5 Patienten auf.

5 1004 ¢+ CMV (Blut, BAL)
[
= gol -+ ADV(BIUY
s
2 601 — EBV (B
&
g 40+
£
o 20-
O 1 1 | | I

0 2 4 6 8 10 12 14
Jahre nach HSCT

Abb. 7: Kumulative Inzidenz der Reaktivierung von CMV, ADV und EBV im Blut. 1-Kaplan Meier

Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, Tod, letzte dokumentierte Vorstellung
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Zwolf Patienten reaktivierten EBV, von diesen entwickelten 3 eine PTLD. BKV
wurde im Urin von 66 Patienten erfasst, eine hamorrhagische Zystitis mani-
festierte sich bei 23 Patienten.

Ein adoptiver Immuntransfer ADV-spezifischer T-Zellen erfolgte bei 4 Patienten,

zwei weiteren wurden ADV und CMV spezifische T-Lymphozyten verabreicht.
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Abb. 8: Kumulative Inzidenz der Reaktivierung von BKV im Urin und ADV im Stuhl. 1-Kaplan

Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, Tod, letzte dokumentierte Vorstellung

Vier Patienten wurden mit vorbestehender aktiver Aspergillusinfektion (probable
infection) transplantiert. Zwei erwarben eine Aspergillusinfektion nach Transplan-
tation (proven n=1, probable n=1). Drei Patienten erlitten eine Candidainfektion
(proven n=1, probable n=2) in Form einer Sepsis (n=2) oder einer Pneumonie
(n=1). Einer der Patienten wies zeitgleich eine Fusarium-Sepsis auf.

Pneumocystis carinii verursachte eine Pneumonie bei zwei Patienten. Eine
bakterielle Sepsis mit katecholaminpflichtiger Hypotension oder Beeintrachtigung
einer Organfunktion komplizierte den Transplantationsverlauf von 15 Patienten.
Ein Erregernachweis in einer Blutkultur gelang lediglich in einem Fall mit

Nachweis von E. coli.

60



Tabelle 8: Inzidenz relevanter Infektionen / symptomatische Virusreaktivierung

Erreger Patientenzahl
CMV Erkrankung n=9 (5,7%)
Pneumonie n=7
Myelosuppression n=2
ADV Erkrankung n=7 (4,5%)
Pneumonie n=4
Sepsis / Meningitis n=2
MAS n=1
BKYV Zystitis n= 23 (14,6%)
EBV PTLD n= 3 (1,9%)
Aspergillose, neu erworben n= 2 (1,3%)
Candidose / Candida Pneumonie n= 3 (1,9%)
Pneumocystis carinii Pneumonie n= 2 (1,3%)
Bakterielle Sepsis n= 15 (9,6%)
Blutkultur negativ n=14
Blutkultur positiv n=1

3.4. GvHD

Die Diagnose einer akuten GvHD wurde bei 90 Patienten, zumeist aufgrund kli-
nischer Kriterien gestellt. Bei 55 Patienten trat lediglich eine milde aGvHD I° auf,
wahrend 35 Patienten eine relevante aGvHD II-1V° (aGvHD II° n=25; aGvHD III°
n=7; aGvHD IV° n=3) entwickelten. Patienten, deren Serotherapie ATG beinhal-
tete, entwickelten seltener eine aGvHD II-1V°. Patienten, welche nach Transplan-

tation nochmals DLI oder einen SZ-Boost erhielten erkrankten haufiger an einer

aGvHD II-IV° (Tab. 10).

Tabelle 9: Inzidenz GvHD

GvHD

aGvHD Grad Grad | n=55
Grad Il n=25

Grad llI-1IV n=10

Manifestation Haut n=63

Haut + Darm / Darm n=23

Haut + Darm + Leber / Haut + Leber n=4

cGvHD Grad Limited disease n=8
Extended disease n=19

Manifestation Haut / Haut + Auge n=10

Haut + Darm / Haut + Darm + Leber n=6

Darm n=7

+ Lungenbeteiligung n=4
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Eine cGvHD trat bei 27 Patienten auf (limited disease n=8; extended disease
n=19). Das Vorliegen eines overlap Syndroms wurde nicht erfasst. Eine ATG be-
inhaltende Serotherapie war mit einer geringeren cGvHD Inzidenz verbunden.
Patienten mit soliden Tumoren und ohne ausreichendes Therapieansprechen vor

Transplantation (NR, PD) entwickelten haufiger eine cGvHD (Tab. 11).
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80- —— aGVvHD II° (16,5%)
@)
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|
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Jahre nach HSCT

Abb. 9: Kumulative Inzidenz aGvHD. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der
Studie, Tod, letzte dokumentierte Vorstellung

Zur Behandlung der GvHD kamen Steroide, MMF, CSA, Tacrolimus, Etanercept,

Infliximab, Basiliximab, PUVA, ECP, MSC sowie Soderm und Protopic zum
Einsatz.

Vier Patienten verstarben aufgrund einer GvHD (aGvHD III° n=1; cGvHD, ex-
tended disease Haut + Darm +/- Lunge n=3).
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Tabelle 10: Einflussfaktoren auf das Auftreten einer aGvHD

: Anzahl aGvHD II- | (%) Wahr- Odds 0
Einflussfaktoren Patienten Ve scheinlk. p-Wert ratio 95% ClI
Diagnose
Maligne 132 29 21,97
Nicht Maligne 25 6 24,0 0.8 112 1 041-314
Remissionsstatus
Ham. Maligne CR 37 10 27,0
Ham. NR / RAEB 28 5 17,9 0,59 0.59 0,19 2,04
Solide CR /PR 56 10 17,9
Solide NR / PD 11 4 36,4 0.22 | 263 | 0.74-963
Vorherige HSCT
1. allogene HSCT 127 28 22,1
> 7-2

> 2. allogene HSCT 30 7 23,3 0,99 0.93 0.3 36
Konditionierung
RIC 122 32 26,2
MAC 24 2 8,3 0,08
Rekonditionierung 11 1 9,1
Serotherapie
OKT 107 30 28,0
ATG / Rekond ATG 49 5 10,2 0,01 0,29 0,12 -0,77
+/- OKT
HLA Mismatch
5 Mismatch 87 17 19,5
<5 Mismatch 66 16 24,2 055 | 076 | 034-17
Graft comp. CD34
< 15,16 x 10%/kg 78 15 19,2
> 15,16 x 106/kg 79 20 25,3 0.4 142 | 068-30
Graft comp. CD3
< 47,42 x 103/kg 77 13 16,9

17 1 - 2
247,42 x 103/kg 78 21 26,9 0. 8 0.85-3.9
< 60 x 10%kg 113 22 19,5
> 60 x 10%/kg 42 12 28,6 0.28 06 | 0.26-143
Graft comp. CD56
< 73,9 x 10%/kg 64 14 21,9

> 11 46 — 2

= 73,9 x 108/kg 64 13 20,3 0.99 ' 0,46 - 2,66
DLI/SZ-Boost
Gabe DLI/SZ-Boost 56 18 32,1
Keine DLI/SZ-Boost 101 17 16,8 0.04 | 043 019-092
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Tabelle 11: Einflussfaktoren auf das Auftreten einer cGvHD

0, -
Einflussfaktoren | ~"28M | coypp | POWaNT 1 ere | 9995 | o506 ¢
Patienten scheinlk. ratio
Diagnose
Maligne 132 24 18,2
Nicht Maligne 25 3 12,0 057 1 06l ) 018-214
Remissionsstatus
Ham. Maligne CR 37 7 18,9
Ham. NR / RAEB 28 4 14,3 0.74 0.71 0.21-275
Solide CR /PR 56 8 14,3
Solide NR / PD 11 5 45,5 0.03 0.2 | 005-081
Vorherige HSCT
1. allogene HSCT 127 24 18,9
2,1 2 —
> 2. allogene HSCT 30 3 10 0.3 ' 0.62-6,99
Konditionierung
RIC 122 21 17,2
MAC 24 6 25,0 0,19
Rekonditionierung 11 0 0
Serotherapie
OKT 107 24 22,4
ATG / Rekond ATG 49 3 6,1 0,01 0,23 0,07 -0,72
+/- OKT
HLA Mismatch
5 Mismatch 87 13 14,9
<5 Mismatch 66 14 21,2 0,39 065 | 028-15
Graft comp. CD34
< 15,16 x 10%/kg 78 15 19,2
> 15,16 x 106/kg 79 12 15,2 053 | 075 | 033-17
Graft comp. CD3
< 47,42 x 103/kg 77 11 14,3
7 -1,82
247,42 x 103/kg 78 14 17,9 0,66 0.76 0,33 8
< 60 x 10%kg 113 18 15,9
> 60 x 10°7kg 42 7 16,7 >0.99 1 085 | 0.36-241
Graft comp. CD56
< 73,9 x 10%/kg 64 5 7,8
7 12-1
= 73,9 x 108/kg 64 13 20,3 0.0 0,33 0,
DLI/ SZ-Boost
Gabe DLI/SZ-Boost 56 12 21,4
Keine DLI/SZ-Boost 101 15 14,9 0.38 0.64 | 0.28-146

3.5.

Andere transplantationsassoziierte Komplikationen

Eine VOD komplizierte den Transplantationsverlauf bei drei Patienten (1,9%). Bei

ihnen kam je ein auf Busulfan, TBI oder Melphalan basierendes Konditio-

nierungsschema zum Einsatz. Es traten keine VOD-bedingten Todesfalle auf,

zwei der Patienten mit VOD verstarben jedoch an einer CMV-Infektion.
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An einer BO bzw. BOOP erkrankten 10 Patienten (6,4%). Einer verstarb an einer
GvHD mit BOOP.

Eine EBV positive PTLD trat bei drei Patienten (1,9%) im Anschluss an die HSCT
auf. Die Zahl der CD19 positiven Zellen im Transplantat unterschied sich nicht
von Patienten ohne PTLD, das T/B-Verhdltnis lag bei >0,25. Weitere zwei
Patienten (1,3%) entwickelten ein Zweitmalignom in Form eines Angiosarkoms
bzw. einer vulvaren intraepithelialen Neoplasie 3,6 respektive 2 Jahre nach
HSCT. Beide Patienten wurden im Rahmen der Studie mit einem auf Melphalan
basierenden Protokoll konditioniert, beide wurden zu einem friheren Zeitpunkt
bereits autolog bzw. allogen transplantiert. Eine PTLD/ Zweitmalignom stellte die
Todesursache bei zwei Patienten dar (PTLD, Angiosarkom).

Es wurde kein Fall einer TMA beobachtet, allerdings wurde wahrend des

Studienzeitraumes nicht systematisch auf diese Komplikation hin untersucht.

3.6. OAS und Non-Relapse Mortality

Bis zum 30.04.2016 verstarben insgesamt 90 der 157 Patienten. Die Todes-
ursache war in 71 Fallen ein Rezidiv oder ein Progress der Grunderkrankung und
in 19 Fallen nicht rezidivbedingt. 16 Todesfalle (11 rezidiv-, 5 nicht rezidivbedingt)
traten bei Patienten auf, welche bereits aus der Studie ausgeschieden waren
(autologes Backup, Folgetransplantation, Einschluss in Folgestudie). In der
Betrachtung des OAS und der NRM wurden diese mitberucksichtigt.

Tabelle 12: Todesursache

Todesursache Anzahl (n=90)
Rezidiv / progrediente Erkrankung / Rezidivbehandlung n=71
Non-Relapse Mortality n=19
Virale Infektion n=5
CMV n=2
ADV n=2
EBV-PTLD n=1
Bakterielle Sepsis =

GvHD

Sekundarmalignom (ohne PTLD)
Kardiomyopathie

Sekundéare HLH

Unbekannt

Rekonditionierung, nachfolgende Transplantation

333ﬁ333
NW RPN
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Sechs Monate nach hamatopoietischer Stammzelltransplantation betrug die
kumulative Inzidenz der nicht rezidivbedingten Todesfélle 4,8%, nach einem Jahr
8,7%. Der friheste nicht rezidivbedingte Todesfall ereignete sich 3 Tage nach
Rekonditionierung, der letzte tber 4 Jahre nach Transplantation, bedingt durch
ein Sekundarmalignom. Haupttodesursache stellten nach Rezidiven Infektionen,
insbesondere durch Viren, dar gefolgt von einer GvHD. Die Todesursachen sind

in Tabelle 12 aufgefuhrt.
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Abb. 10: Gesamtiberleben (OAS). Kaplan Meier Kurve, zensiert: letzte dokumentierte

Vorstellung
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Abb. 11: Kumulative Inzidenz nicht rezidivbedingter Todesfélle. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert:

Tod durch Rezidiv, letzte dokumentierte Vorstellung
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Abb. 12: Kumulative Inzidenz nicht rezidivbedingter Todesfélle nach angewandter Konditio-

nierung. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Tod durch Rezidiv, letzte dokumentierte Vorstellung

Die NRM lag bei Patienten mit nicht maligner Grunderkrankung hoéher als bei
Patienten mit maligner. Eine aGvHD Grad II-IV bzw. eine cGvHD waren ebenfalls
mit einer erhdhten, nicht rezidivbedingten, Sterblichkeit assoziiert, wahrend Alter,
Karnofski-Index, eine vorausgegangene Transplantation, Konditionierung, die
Graftzusammensetzung, HLA-Mismatch oder Immunrekonstitution an Tag 90

keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die NRM hatten.

3.7. Rezidiv

Es wurden 132 Transplantationen aufgrund einer malignen Grunderkrankung
durchgefiihrt. Von diesen Patienten erlitten 71 ein Rezidiv, Rezidive nach Be-
endigung der Studienteilnahme werden hier nicht beriicksichtigt. Rezidive stellten
das haufigste Ereignis der Studie dar. Ihre kumulative Inzidenz betragt 58,1% ein
Jahr (63 Rezidive) und 64,3% zwei Jahre (69 Rezidive) nach Transplantation.
Das friheste Rezidiv trat nach 22 Tagen auf, das spateste nach 3 Jahren (Median

151 Tage).
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Abb. 13: Kumulative Inzidenz von Rezidiven bei maligner Grunderkrankung (ALL, AML, solide
Tumore) je nach Remissionsstatus vor Transplantation. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert:
Ausscheiden aus der Studie, Tod, letzte dokumentierte Vorstellung
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Abb. 14: Kumulative Inzidenz von Rezidiven bei soliden Tumoren je nach Remissionsstatus vor
Transplantation. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, Tod, letzte doku-

mentierte Vorstellung
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Abb. 15: Kumulative Inzidenz von Rezidiven bei Neuroblastom, Rhabdomyosarkom und Ewing
Sarkom je nach Remissionsstatus vor Transplantation. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Aus-
scheiden aus der Studie, Tod, letzte dokumentierte Vorstellung

Der Remissionsstatus vor Transplantation stellte einen statistisch signifikanten
Einflu3faktor fiir das Auftreten eines spateren Rezidivs dar. Patienten in erster
kompletter Remission oder mit erstem partiellen Ansprechen erlitten weniger
Rezidive als Patienten mit vorausgegangenem Rezidiv oder ohne Therapie-

ansprechen vor HSCT.
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Abb. 16: Kumulative Inzidenz von Rezidiven bei Leukamien je nach Remissionsstatus vor Trans-
plantation und vorheriger Transplantation. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der
Studie, Tod, letzte dokumentierte Vorstellung
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Das Konditionierungsregime, ein HLA-Mismatch, die Transplantatzusammen-
setzung und das Auftreten einer akuten oder chronischen GvHD hatten keinen

signifikanten Einfluss auf eine spéatere Rezidiventstehung.
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Abb. 17: Kumulative Inzidenz von Rezidiven bei maligner Grunderkrankung je nach Auftreten
einer aGvHD. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, Tod, letzte doku-

mentierte Vorstellung
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Abb. 18: Kumulative Inzidenz von Rezidiven bei maligner Grunderkrankung je nach Auftreten
einer cGvHD. 1-Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, Tod, letzte doku-

mentierte Vorstellung
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Abb. 19: Immunrekonstitution der CD3+ T-Lymphozyten bei Patienten mit maligner Grunder-
krankung mit bzw. ohne Rezidiv. Mittelwert und Standardabweichung
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Abb. 20: Immunrekonstitution der CD56+ NK-Zellen bei Patienten mit maligner Grunderkrankung
mit bzw. ohne Rezidiv. Mittelwert und Standardabweichung
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Abb. 21: Gesamtiiberleben (OAS) der Patienten mit maligner Erkrankung und Rezidiv / Progress
nach HSCT. Kaplan Meier Kurve, zensiert: letzte dokumentierte Vorstellung

Berucksichtigt man zusatzlich die Patienten, welche nach Ausscheiden aus der
Studie ein Rezidiv / Progress der Grunderkrankung erlitten (n=7), traten Rezidive
/ Progress bei 87 der 132 Patienten mit maligner Erkrankung auf. Von diesen ver-
starben 71 Patienten an dem Rezidiv / Progress. Keiner der Patienten verstarb
an einer nicht rezidivbedingten Ursache. Sieben Patienten mit Rezidiv befanden
sich weiterhin unter Studienbeobachtung. Das Uberleben der Patienten mit
Rezidiv lag 5 Jahre nach Transplantation bei 9% (Abb. 21).

3.8. Therapiestrategien nach Transplantation

Verschiedene Therapien zur Verstdrkung eines immunologischen, gegen die
maligne Grunderkrankung gerichteten Effekts wurden nach Transplantation pra-
emptiv bzw. nach erneutem Rezidiv versucht. Hierzu zéhlte die Gabe von
Effektorzellen. Acht Patienten mit Leukdmien und zwdlf Patienten mit soliden
Tumoren wurden DLI transfundiert. Acht Patienten erhielten NK-Zellen.

Zur Induktion einer ADCC wurden der bispezifische Antikdrper Blinatumomab
oder der monoklonale CD19-Antikorper bei Patienten mit ALL sowie der mono-
klonale Antikorper CH14.18 bei Patienten mit Neuroblastom angewandt. Die

Wirksamkeit von CH14.18 bei Neuroblastompatienten nach haploidenter Trans-
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plantation wurde in einer eigenen Studie untersucht, in welche 18 Patienten aus
der vorliegenden Studie eingeschlossen wurden.?2!

Eine erneute HSCT nach Rezidiv wurde in acht Fallen durchgefthrt, wobei zwei
Patienten erneut haploident mit CD3/CD19-Depletion, vier Patienten haploident
mit alpha/beta-Depletion und zwei Patienten von einem unverwandten Spender

transplantiert wurden.

3.9. Ereignisfreies Uberleben (EFS)

Fur das Ereignisfreie Uberleben wurde das jeweils zuerst eintretende Ereignis
Rezidiv (n=70), Tod in Remission (n=13) oder Sekundarmalignom (n=2) gezahlt.
Durch das Uberwiegen von Rezidiven wird das EFS maRgeblich von den
Faktoren beeinflusst, die auch fiir die Entstehung von Rezidiven von Bedeutung

sind (Diagnosegruppe, Remissionsstatus vor Transplantation).
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Abb. 22: Ereignisfreies Uberleben (EFS) gesamte Studiengruppe. Ereignis: Tod, Rezidiv,
Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, letzte
dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 23: Ereignisfreies Uberleben (EFS) ALL und AML nach Remissionsstatus. Ereignis: Tod,
Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, letzte

dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 24: Ereignisfreies Uberleben (EFS) ALL je nach Remissionsstatus vor Transplantation und
vorheriger Transplantation. Ereignis: Tod, Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve,
zensiert: Ausscheiden aus der Studie, letzte dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 25: Ereignisfreies Uberleben (EFS) AML je nach Remissionsstatus vor Transplantation,
MDS-RAEB und JMML. Ereignis: Tod, Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zen-
siert: Ausscheiden aus der Studie, letzte dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 26: Ereignisfreies Uberleben (EFS) Neuroblastom, Ewing Sarkom und Rhabdomyosarkom
nach Remissionsstatus. Event: Tod, Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert:
Ausscheiden aus der Studie, letzte dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 27: Ereignisfreies Uberleben (EFS) Neuroblastom, Ewing Sarkom und Rhabdomyosarkom
nach Remissionsstatus. Event: Tod, Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert:
Ausscheiden aus der Studie, letzte dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 28: Ereignisfreies Uberleben (EFS) Neuroblastom, Ewing Sarkom und Rhabdomyosarkom.
Event: Tod, Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der

Studie, letzte dokumentierte Vorstellung.
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Abb. 29: Ereignisfreies Uberleben (EFS) nicht maligner Erkrankungen. Event: Tod, Sekundér-
malignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert: Ausscheiden aus der Studie, letzte dokumentierte

Vorstellung.
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Abb. 30: Ereignisfreies Uberleben (EFS) aller Patienten bei erster allogener HSCT bzw. allogener
Folgetransplantation. Event: Tod, Rezidiv, Sekundarmalignom. Kaplan Meier Kurve, zensiert:
Ausscheiden aus der Studie, letzte dokumentierte Vorstellung.

3.10. Beobachtungspatienten

Zusatzlich zu der bisher beschriebenen Studienpopulation wurden weitere sechs

Patienten als Beobachtungspatienten gefuhrt und flossen nicht in die obige Aus-
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wertung ein. Bei lhnen handelt es sich um Kinder mit Transplantation eines
CD3/CD19 depletierten Transplantats ohne vorherige Konditionierung bzw. im
Rahmen einer Rekonditionierung nach anderer HSCT.

e Transplantation ohne Konditionierung bei SCID n=1

e Transplantation ohne Konditionierung aus Aplasie bei AML n=1

e Rekonditionierung nach anderer HSCT (3x MUD, 1x MSD) n=4

Alle Beobachtungspatienten zeigten ein erfolgreiches Engraftment. Ein Patient
entwickelte eine aGvHD Grad Il und im Verlauf auch eine cGvHD. Zwei Patienten
mit maligner Grunderkrankung entwickelten ein Rezidiv (AML NR2, Neuro-
blastom PR3) und verstarben hieran. Die anderen vier Patienten befanden sich

zuletzt weiterhin unter Beobachtung.

4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war, die Durchfuihrbarkeit einer haploidenten
Stammzelltransplantation mit CD3 und CD19 depletierten Transplantaten zu
prufen. Die Methode der Zelldepletion peripher gewonnener Stammzellpraparate
mittels magnetischer Mikropartikel und dem CliniMACS-System konnte in der
klinischen Patientenversorgung erfolgreich etabliert werden. Es wurde eine aus-
reichende Depletion der CD3+ Lymphozyten auf 44,51 x10%/kgkG Median und
der CD19+ Lymphozyten auf 26,09 x103/kg Median erreicht. Die Zahl der CD34+
Stammzellen lag Median bei 14,87 x10°/kgKG, die angestrebte Stammzellzahl
von >10 x108/kgkG wurde mehrheitlich (n=121) erreicht.

Die Transplantate standen zeitnah zur Verfigung und lieRen auch eine kurz-
fristige Rekonditionierung als Rescue — Mal3Bhahme nach Abstol3ung sowohl bei
Studienpatienten als auch nach anderer vorheriger Transplantation (Beobach-

tungspatienten) zu.

Engraftment
Einer der priméren Endpunkte der Studie ist das Engraftment nach Transplan-
tation. Fur allogene HSCT wurden in der Literatur Graft Failure Raten zwischen

5,6 und bis zu 15% beschrieben.% 9. 102,222 Fin priméares Transplantatversagen
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nach erster myeloablativer Stammzelltransplantation von Kindern trat bei 6,8%
auf.?® Eine RI-Konditionierung erhoht das Risiko eines Transplantatversagens
um das 2,6 bis 5-fache verglichen mit einer myeloablativen Konditionierung.8* %°
Die Nicht-Ubereinstimmung von 2-3 HLA-Allelen oder eine haploidente Trans-
plantation war mit Graft Failure Raten von 13 - 21% verbunden.*% 99192 E{jr Trans-
plantationen eines HLA - nicht identen Spenders in Kombination mit einer T - Zell
- Depletion wurden Graft Failure Raten bis zu 75% genannt.®% 92. 99, 109

Wir konnten in der Studie ein primares Engraftment in 95,5% (PGF 4,5%), ein
dauerhaftes Engraftment ohne Abstol3ung (SGF) in 84,7% erzielen. Durch die
Anwendung einer zusatzlichen Rekonditionierung lief3 sich die Graft Failure Rate
von insgesamt 15,3% auf 8,9% senken (Final Engraftment 91,1%). Somit waren
die Engraftment - Ergebnisse einer Transplantation unter Studienbedingungen
trotz der Risikofaktoren eines HLA-Mismatch, einer T - Zell - Depletion und einer
Konditionierung mit reduzierter Intensitat denen einer allogenen Transplantation
eines passenden unverwandten (MUD) oder teilweise passenden Spenders nicht
unterlegen. Verglichen mit haploidenter Transplantation CD34+ selektionierter
Transplantate kam es seltener zu einem primaren Transplantatversagen (PGF
15%, early GF 20%),% %0 223 was am Ehesten durch andere im Transplantat ver-
bleibende Zellen (T-Zellen, NK-Zellen) vermittelt wird. Die Ergebnisse decken
sich mit denen anderer Studien bei Kindern und Erwachsenen, welche CD3 —
depletierte Stammzellen transplantierten (PGF 8,2 — 27,8%, SGF 7,1 — 15,4%,
GF 13 - 33’3%).122, 224,225, 226, 227

Spate sekundare AbstoRungen wurden noch Jahre nach Transplantation be-
richtet.’% Diese stehen moglicherweise in Konkurrenz zu friher auftretenden
Todesfallen nach HSCT, wodurch die tatsachliche Rate eines SGF hoher liegen
konnte.

In der univariaten Auswertung hatten sowohl die verbleibende T-Zellzahl im
Transplantat, eine vorherige allogene Transplantation, der CMV-Status von
Spender und Empfanger als auch die Art der Serotherapie Einfluss auf das
Engraftment.

Eine verbleibende T-Zellzahl > 60 x103 /kgkG war signifikant mit weniger Graft

Failure verbunden, ohne eine Zunahme klinisch relevanter GvH — Erkrankungen
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zu verursachen. Dieses Ergebnis ist jedoch mit Vorsicht zu interpretieren. Nur ein
Patient mit Graft Failure erhielt >60 x103 /kgkG CD3+ Lymphozyten. Ein En-
graftment war mit 4,73 x103/kgKG CD3+ Lymphozyten im Transplantat moglich
und es konnte keine notwendige Mindestzahl an T- Zellen fur ein erfolgreiches
Engraftment abgegrenzt werden.

Die Zahl der CD34+ Zellen im Transplantat unterschied sich nicht signifikant
zwischen Patienten mit Graft Failure und erfolgreichem Engraftment. Zellzahlen
eines maoglichen spateren Boosts oder die Gabe zuséatzlicher DLI wurden nicht
bertcksichtigt.

Patienten, welche bereits im Vorfeld allogen transplantiert wurden, erlitten
weniger haufig ein Graft Failure. Auch hier sind die Ergebnisse bei einer Odds-
Ratio von « vorsichtig zu bewerten. Die Literatur zum Einfluss der Vortherapie ist
ebenfalls nicht eindeutig. So wurde sowohl eine geringere Rate an PGF nach
intensiver Vortherapie berichtet,% als auch ein vermehrtes Transplantatversagen
durch ein therapiebedingt gestortes Mikroenvironment des Knochenmarks.8
Eine CMV-Infektion ist ein bekannter Risikofaktor eines Graft Failures.84 9% 105
Ein positiver Serostatus sowohl des Spenders als auch des Empfangers war in
unserer Studie mit einem schlechteren Engraftment verbunden.

Patienten, deren Konditionierung ATG beinhaltete erlitten haufiger ein primares
Transplantatversagen als Patienten mit OKT3 — Serotherapie. Dies kann durch
die ATG-Wirkung auf die transplantierten Zellen bedingt werden.?? 228 Auf das
Graft Failure insgesamt, unter Berlcksichtigung eines SGF, war der Einfluss der

Serotherapie nicht langer signifikant.

Rekonditionierung

Nach einem Transplantatversagen konnten Patienten, insbesondere solche mit
Leukdmien ohne Mdglichkeit eines autologen Backups, erfolgreich mit einer Re-
konditionierung und Infusion eines CD3/CD19 depletierten haploidenten Trans-
plantats behandelt werden. Die Transplantate standen innerhalb kurzer Zeit
(Median 44 Tage zwischen Transplantation und erneuter Stammzellgabe) zur

Verfigung. Insgesamt war das Rekonditionierungsregime mit einem tolerablen
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Toxizitatsprofil verbunden, ein Patient verstarb an einem MAS in Verbindung mit

Reaktivierung verschiedener Viren.

Immunrekonstitution

Die Rekonstitution der NK-Zellen verlief schnell. Bereits nach zwei Wochen
wurden im Mittel Normwerte (291 CD56+ NK-Zellen/ul) erreicht, die auch im
weiteren Verlauf stabil zwischen 200 und 300/ul lagen. Der Anstieg der NK-Zellen
erfolgte friher als nach haploidenter HSCT CD34+ selektionierter Trans-
plantate,117123 wahrscheinlich bedingt durch die Ubertragung von NK- und
anderen Zellen im Transplantat.?4

Die Erholung der T- und B- Lymphozyten setzte innerhalb von zwei Monaten
nach HSCT ein und erreichte Werte >100/ul innerhalb von 60 Tagen. Erwartungs-
gemal verlief die Rekonstitution der T-Zellen zdgerlicher als nach allogener
HSCT eines passenden Spenders bei Erwachsenen?3° oder Kindern.1t5 231
Andere Studien mit Verwendung CD3 depletierter Transplantate fanden eine
schnellere Erholung der T-Lymphozyten, wéhrend die Erholung der anderen Zell-
linien mit unseren Ergebnissen vergleichbar war.?? 227 Die im Vergleich zu den
CD3+CD4+ Zellen hohere Zahl der CD3+CD8+ Lymphozyten im ersten Jahr
nach HSCT entspricht der beschriebenen Immunrekonstitution nach allogener
Transplantation.11? 114, 122

Eine Serotherapie mit ATG bewirkte 90 Tage nach HSCT eine langsamere Re-
generation der CD3+ T-Lymphozyten als nach OKT-Serotherapie. Wie fur das
Engraftment scheint hierfur der Einfluss von ATG auf die transplantierten Zellen

verantwortlich zu sein.122 228

GvHD

Die CD3-Depletion war ausreichend, um eine GvHD als schwerwiegendste Kom-
plikation der haploidenten HSCT weitgehend zu verhindern. Die kumulative In-
zidenz einer klinisch relevanten aGvHD II-IV° lag bei 23,8% nach 150 Tagen
(Grad 1lI-1V° 7,1%) und nach diesem Zeitraum traten keine neuen Falle einer
aGvHD II-IV° mehr hinzu. Die Inzidenz lag somit unter der, welche nach allogener

HSCT passender Geschwisterspender berichtet wurde (aGvHD II-IV° 35-
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50%),%%% 229 jedoch geringfligig Uber der nach haploidenter HSCT mit CD34+
Selektion (aGVvHD II-1V° 7-19%, aGVHD llI-IV° 1,5%).76: 110. 190,232 Dje Ergebnisse
waren mit denen anderer Studien mit CD3 — Depletion vergleichbar (aGvHD II-
IV° 22,2-48%; aGVHD llI-1V° 8-13%).122 225, 226, 228

Wahrend die Zahl der verbleibenden CD3+ Zellen im Transplantat keinen Ein-
fluss auf die Entstehung einer aGvHD hatte, war nach zusatzlicher Stammzell-
oder Spenderlymphozytengabe ein vermehrtes Auftreten einer klinisch rele-
vanten aGvHD zu verzeichnen. Eine aGvHD nach Stammzellboost wurde mit
einer Haufigkeit von Uber 30% beschrieben®® und kann durch die neuerliche
Transfusion immunkompetenter Spenderlymphozyten erklart werden. Eine ATG-
Serotherapie war mit einer geringeren Inzidenz einer akuter GvHD verbunden,
wobei die ATG-Wirkung auf die transplantierten Zellen eine Rolle spielen
durfte. 122228

Die kumulative cGvHD-Inzidenz lag nach einem Jahr bei 23,99% (extended
cGvHD 16,96%). Danach trat keine neue cGvH-Erkrankung mehr auf. Fur die
Transplantation passender Geschwisterspender (cGvHD 13 — 46%)7 und
passender unverwandter Spender (cGvHD ~70%)%¢” wurden hohere, fir haplo-
idente CD34+ selektionierte HSCT (10-15%)°% 76 190 njedrigere Inzidenzen be-
richtet. Andere Studien zu haploidenter HSCT mit CD3-Depletion zeigten
vergleichbare Ergebnisse (cCGVHD 11-28%).122: 225,226

Wie auch fur die aGvHD war eine ATG-Serotherapie mit einer niedrigeren In-
zidenz einer cGvHD verbunden. Die Gabe zusatzlicher Stammzellpraparate oder
DLI blieb ohne statistisch signifikanten Einfluss auf die Entstehung einer cGvHD.
Patienten mit soliden Tumoren und ohne Therapieansprechen zum Transplan-
tationszeitpunkt (NR, PD) entwickelten haufiger eine cGvHD. Ob hier weitere
Faktoren, wie eine frihzeitigere Beendigung einer Immunsuppression zur
Verstarkung eines GvT-Effektes eine Rolle spielen, konnte anhand der vor-
liegenden Daten nicht gepruft werden.

Eine GvHD war Ursache fur 4 von 90 Todesféllen.
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Infektionen

Infolge der T-Zell-Depletion stellt die Infektion bzw. Reaktivierung viraler Erreger
ein haufiges Phanomen dar. Die kumulative Inzidenz einer systemischen Virusre-
aktivierung nach 5 Jahren betrug 21% fur CMV, 12% fir ADV und 11% fur EBV.
Durch konsequentes Monitoring, eine praemptive Therapie und den Einsatz
virusspezifischer T-Zellen konnte bei den meisten Patienten jedoch eine mani-
feste Erkrankung verhindert werden.

Das Vorliegen manifester Aspergilloseinfektionen oder Virdmien bereits vor
Beginn der Konditionierung ist Ausdruck einer intensiv vorbehandelten Hoch-
risikopopulation.

Infektionen stellten die haufigste nicht rezidivbedingte Todesursache dar. Mit
sieben infektbedingten Todesféllen lag die Rate fataler Infektionen deutlich unter
der fiur passende Fremdspender beschriebenen,'?6 moglicherweise durch eine

intensivere infektiologische Uberwachung innerhalb der Studie.

Toxizitat

Die Mehrheit der Patienten wurde mit einem RIC-Schema konditioniert. Dieses
wurde gut toleriert. Insgesamt wurde fur die Studienpatienten keine das Ubliche
Mald einer allogenen Transplantation Gberschreitende Toxizitat beobachtet. Die
CD19 - Depletion war suffizient, abgesehen von drei Patienten, eine PTLD zu
verhindern. Eine VOD trat bei drei Patienten auf ohne einen Todesfall zu be-
dingen. In der Langzeitbeobachtung traten zwei sekundare Neoplasien auf, ein
Patient verstarb aufgrund einer Organtoxizitat. Rekonditionierungen, zusatzliche
Zellgaben und Folgetherapien wurden ebenfalls in einem vertretbaren Rahmen

unerwinschter Nebenwirkungen vertragen.

NRM

Die nicht rezidivbedingte Mortalitat lag bei 4,8% 6 Monate; 8,7% ein Jahr; 11,2%
zwei Jahre und 18,3% funf Jahre nach HSCT. Hierbei wurden zwei Todesfélle
eingerechnet, die in Folge einer erneuten Transplantation auftraten. Die nicht
rezidivbedingte Mortalitat lag somit unter der beschriebenen flr allogene HSCT
(TRM an Tag 100: 13%; TRM nach 2 Jahren: 9-26%)'" 191 als auch fiir haplo-
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idente HSCT mit CD34+ Selektion (TRM 25-40%).21 4% 128 Andere Studien mit
CD3-Depletion fanden eine TRM zwischen 20 und 33%.22% 226. 228 Qbwohl 78
Patienten im Vorfeld bereits transplantiert wurden, liegt die NRM deutlich unter
der fur Zweittransplantationen beschriebenen von 30-60%.8% 20 Das Auftreten
einer aGvHD Grad II-IV oder einer cGvHD war mit einer erhfhten NRM
verbunden. Die Wahl des Konditionierungsregimes zeigte keine Auswirkung auf
die NRM.

Ein Versterben aufgrund eines Rezidivs steht in ,Konkurrenz® mit dem Ver-
sterben aufgrund einer nicht rezidivbedingten Ursache, was die héhere NRM bei
Patienten mit nicht maligner Erkrankung im Vergleich zu Patienten mit
Malignomen erklaren kann. Ohne ein Versterben aufgrund eines Rezidivs kann

eine hohere NRM angenommen werden.

OAS und EFS

Das Gesamtuberleben nach 5 Jahren betrug 39,96%.

Rezidive stellten mit 71 Rickfallen innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums
das haufigste unerwiinschte Ereignis nach HSCT dar, so dass Ereignisfreies und
Rezidivfreies Uberleben sich weitgehend glichen. Das EFS nach einem halben

Jahr betrug 60,9% und sank im weiteren Verlauf auf 34,2% nach 5 Jahren.

Erkrankungsansprechen

Die kumulative Inzidenz von Rezidiven der 132 Patienten mit maligner Grunder-
krankung betrug 58,1% nach einem und 66,8% nach funf Jahren. Zellzahlen im
Transplantat, GvHD-Rate und die Immunrekonstitution unterschieden sich nicht
zwischen Patienten mit oder ohne Rezidiv. Einziger statistisch signifikanter Ein-
flussfaktor war der Remissionsstatus zum Transplantationszeitpunkt. Patienten
mit maligner Erkrankung in CR (Leukamien) bzw. CR oder PR (solide Tumore)
erlitten weniger Rezidive als Patienten ohne Therapieansprechen (NR) bzw. pro-
gredienter Erkrankung (PD). Bei soliden Tumoren ergaben sich signifikant
weniger Ruckfalle bei Patienten in erster CR oder PR verglichen mit Patienten
nach vorausgegangenem Rezidiv. Andere Studien und Fallserien mit CD3 —

depletierter HSCT fanden eine geringere Rezidivrate von ca. 33%, wobei sich
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hier 80%-100% der Patienten mit maligner Erkrankung zum Transplantations-
zeitpunkt in kompletter Remission befanden.1?? 226, 227 Die Ergebnisse stimmen
mit Berichten Uberein, die einen Einfluss von Remissionsstatus oder friheren
Rezidiven auf das erkrankungsfreie Uberleben beschreiben.233. 234

In unserer Patientenkohorte mit hohem Anteil von Patienten mit Remissions-
status NR, PD bzw. Patienten nach vorherigem Rezidiv erscheint der GvL/GVT —
Effekt unzureichend, weitere Rezidive effektiv zu verhindern. Dagegen kdnnten
Patienten zu einem friiheren Erkrankungszeitpunkt oder -stadium besser von der
beschriebenen Transplantationsmethode profitieren.

Die Prognose der Patienten mit Rezidiv oder Progress nach Studientransplanta-
tion war schlecht. Mehr als 90% dieser Patienten verstarben an dem Rezidiv bzw.
Progress ihrer Grunderkrankung.

Folgetherapie

Die haploidente HSCT mit Etablierung eines neuen Immunsystems bot eine
Basis fur nachfolgende zellularen Therapien (DLI, NK-Zellen), der Gabe spezi-
fischer Antikdrper zur Verstarkung einer ADCC'?4 235 oder Immunmodulatoren
(IL2). So wurden 19 Patienten im Anschluss an die Transplantation in Studien zu
Folgetherapien eingeschlossen. 18 Patienten mit Neuroblastom nahmen an einer
Studie mit dem CH14.18 Antikorper teil,?*? ein Patient an einer Studie mit
Blinatumomab. Die Evaluation dieser Therapieansatze ist nicht Teil dieser
Auswertung. Die Patienten schieden mit Eintritt in die Folgestudie aus der

vorliegenden Untersuchung aus und wurden ab dem Zeitpunkt zensiert.

Limitierung und Anmerkungen

Es finden sich diverse Faktoren, welche die Aussagekraft der Studie limitieren
oder zumindest in der Bewertung der Ergebnisse beachtet werden sollten. Diese
Phase I/ll Studie erfolgte nicht randomisiert kontrolliert und ohne Vergleichs-
gruppe. Zum Vergleich wurden historische Daten und andere Studien heran-
gezogen, welche unter Umstanden andere Patienten, beispielsweise

Erwachsene, einschlossen.
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Das Patientenkollektiv war dufRerst heterogen mit einer Vielzahl potenzieller Ein-
flussfaktoren. Die vielen sich hieraus ergebenden Subgruppen mit jeweils gerin-
ger Patientenzahl schrankten die Auswertbarkeit ein. Unsere Studienpopulation
schloss viele Hochrisikopatienten ein, deren Prognose bereits zum Studieneintritt
als aulerst ungunstig zu bewerten war. Des Weiteren stellten Patienten mit
soliden Tumoren, insbesondere Neuroblastomen, einen grof3en Anteil der
Studienteilnehmer dar, welche auf3erhalb der hier vorliegenden Studie nicht
regelhaft allogen transplantiert werden.

Fur die Auswertung lagen nicht fir alle Patienten vollstadndige Daten vor. Im lang-
fristigen Verlauf wurden die Patienten auch von heimatnahen Kliniken oder
Hausérzten betreut und es ist nicht auszuschlieen, dass hier erhobene Be-
funde nicht an die Studienleitung weitergeleitet wurden.

Es lieRen sich fur Zielparameter wie das Engraftment Einflussfaktoren mit statis-
tisch signifikanten p-Werten darstellen. Bei genauer Betrachtung z.B. der Odds
Ratio sind einige dieser Ergebnisse jedoch kritisch zu hinterfragen. Die Studie
war nicht zum Nachweis solcher Gr63en konzipiert.

Patienten nach Rekonditionierung wurden fir die weitere Auswertung in der
Studie belassen. Es missen zusatzliche Einflussfaktoren und Nebenwirkungen
durch das Rekonditionierungsregime und die Aplasiephase bis zur
Rekonditionierung in Betracht gezogen werden.

Die HLA-Typisierung wurde hinsichtlich der Anzahl der typisierten Allele und dem
Auflésungsvermdgen nicht einheitlich durchgefiihrt. Hierdurch kénnte die Anzahl
der Nichtlibereinstimmungen bei Patienten, die nicht in 10 Allelen HA typisiert
wurden, hoher liegen. Es wurde keine Unterscheidung getroffen, in welchem Allel
eine Nichttbereinstimmung auftrat und in welcher Richtung (Graft versus Host
oder umgekehrt).

Mogliche zusatzliche Variablen wie die Art, Dosierung und Dauer einer Immun-
suppression, die Zahl spater verabreichter Zellen bei DLI-Gabe oder Stamm-
zellboost konnten aufgrund ihrer Vielzahl und individuellen Unterschiede nicht

spezifischer in der Betrachtung beriicksichtigt werden.
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In die Auswertung des OAS und der NRM flossen alle Patienten ein. Mdgliche
Effekte nachfolgender Therapien, wie Antikérpergabe oder eine erneute Trans-
plantation, lie3en sich hier nicht ausschliel3en.

Das Auftreten einzelner Ereignisse stand in moglicher Konkurrenz zueinander
(competing risk).2%¢ Fir einen an einer Infektion verstorbenen Patienten lie? sich
nicht sagen, ob nicht zu einem spateren Zeitpunkt ein Rezidiv der Grunderkran-
kung héatte auftreten kdnnen. Ein Ausscheiden aus der Studie zugunsten einer
nachfolgenden Studie konnte als konkurrierendes Ereignis gewertet werden,
stellte aber kein zufalliges Risiko dar. Auch zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse
mit vorherigen Studien wurde zur Auswertung dieser Studie auf die Kumulative
Inzidenz anhand der Kaplan-Meier Methode, trotz ihrer Einschrankungen bei

konkurrierenden Risiken, zurtickgegriffen.

5. Zusammenfassung

Die hier vorgestellte Studie stellt die gro3te Studie zu haploidenter HSCT mit
CD3/CD19 Depletion sowohl bei Kindern insgesamt, als auch bei kindlichen
soliden Tumoren dar. Es konnte die breite klinische Anwendbarkeit mit den Vor-
teilen der schnellen Spenderverflugbarkeit gezeigt werden. Hinsichtlich der defi-
nierten primaren Endpunkte war die Transplantation mit CD3/CD19 depletierten
Transplantaten anderen allogenen Transplantationen passener Spender nicht
unterlegen. Trotz RIC-Konditionierung und T-Zell-Depletion lieBen sich zu-
friedenstellende Engraftmentraten erzielen. Ein schnell verfugbares Rekon-
ditionierungsregime bot eine Therapieoption nach Graft Failure. Unter Betrach-
tung der sekundaren Endpunkte ergab sich ein akzeptables Nebenwirkungs-
profil. GvHD, therapieassoziierte Toxizitat und TRM Uberstiegen nicht das Malf3
allogener Transplantationen passender Spender. Die Immunrekonstitution verlief
verzogert, durch intensives Monitoring und konsequente praemptive Therapie
lieBen sich infektiologische Komplikationen jedoch in vertretbarem Rahmen
halten. Rezidive konnten allerdings weiterhin nur in nicht zufriedenstellendem
Mafll mit dem GvL/GvT-Effekt allein verhindert werden, wobei die Hochrisiko-
konstellation der Studienpatienten bertcksichtigt werden muss. Kinder in einem

friheren Erkrankungsstadium ohne rechtzeitig verfiigbaren passenden Spender
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konnten bedeutender von dieser Transplantationsmethode profitieren. Sie ist
durch ein mit allogener MUD-Transplantation vergleichbares Mald an
Nebenwirkungen vertretbar. Die untersuchte Transplantationsmethode bietet
zudem die Grundlage fur nachfolgende Immuntherapien, um den GvL/GvT zu
verstarken.

Dem Prinzip der Negativdepletion der GvHD verursachenden Zellen folgend,
sollen in neu initiilerten Studien diese Zellen noch gezielter depletiert werden. In
diesen Studien werden gezielt T-Zellen mit a/B-T-Zell-Rezeptor oder CD45RA+
T-Zellen negativ depletiert.238 239 Andere fiir einen moglichen GvL/GvT-Effekt und
die Infektabwehr verantwortlichen Immunzellen werden im Transplantat

belassen.
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