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1. Einfuhrung

1.1. Allgemeines

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt fir viele Patienten mit
maligner hamatologischer Erkrankung und angeborenen Defekten des hdamatologischen- und des
Immunsystems eine etablierte Behandlungsmethode mit kurativem Potential dar (Copelan, 2006;
Storb et al., 1997; Thomas, 2004; E. D. Thomas et al., 1977; E. D. Thomas, Lochte, Lu, & Ferrebee,
1957). Besonders fur Patienten mit rezidivierter und/oder refraktirer myeloischer oder
lymphatischer Erkrankung, bei denen eine konventionelle Chemotherapie oder eine andersartige
neuere, z.B. zielgerichtete Therapie, keine Remission erzielen kann, ist und bleibt die allogene HSZT
die effektivste Behandlung mit kurativem Potential (Gokbuget et al., 2012; Schmid et al., 2012;
Zittoun et al., 1995). Dies gilt auch flir Patienten mit Rezidiv einer akuten Leukdmie (AL) nach einer
ersten allogenen Stammzelltransplantation (Eapen et al., 2004; Gokbuget et al., 2012; Schmid et al.,

2012).

Zum Konzept HSZT gehort die Ubertragung von pluripotenten himatopoetischen Stammzellen eines
gesunden Spenders auf den Empfanger (Patient). Zwischen Spender und Empfinger bestehen
naturgemald genetische Unterschiede; daher wird die Methode als ,allogene” Transplantation
bezeichnet. Eine unterschiedlich intensive strahlen- und/oder chemotherapeutische und
immunsuppressive Vorbehandlung, die ,Konditionierung”, geht voraus. Dabei werden nicht
myeloablative (NMA) von myeloablativen (MA) Konditionierungsregimen unterschieden (Bacigalupo
et al.,, 2009; Giralt et al., 1997); alternativ kann eine Konditionierung mit reduzierter Intensitat
(,reduced intensity conditioning”; RIC) erfolgen. Zur Prophylaxe von TransplantatabstoRBung und
einer Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) ist dabei eine intensive immunsuppressive Behandlung
erforderlich, die — im Gegensatz zur Transplantation von anderen Organen - allerdings nicht
lebenslang erfolgen muss. Ziel der allogenen HSZT ist die Rekonstitution einer intakten Hamatopoese
(Engraftment) sowie die Generierung des neuen Immunsystems, beides abstammend vom gesunden
Spender, mit Erreichen eines kompletten Chimarismus und einer Toleranz. So kann durch die
Induktion einer Toleranzreaktion im Verlauf nach allogener Transplantation ein Absetzen der
Immunsuppression ohne allo-reaktive Komplikationen wie TransplantatabstoRung oder GvHD
ermoglicht werden. Mit diesem komplexen Konzept wird eine im Vergleich mit einer
konventionellen Behandlung wesentlich intensivere Bekdampfung der Grunderkrankung maoglich (E.

Thomas et al., 1975; E. D. Thomas et al., 1975). Ein Hauptteil der Kontrolle der malignen Erkrankung,
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ggef. ihre Heilung wird durch den (ber ,immunkompetente” Spenderzellen vermittelten Graft-versus-
Leukamie (GvL) Effekt erreicht (Horowitz et al., 1990; H. J. Kolb, 2008; H. J. Kolb et al., 1995; Mathe et
al., 1965).

Die Hauptkomplikationen dieses Behandlungsverfahrens folgen aus der bidirektionalen Allo-
Reaktivitat, die Gber ,immunkompetenten” Empfanger- und Spenderzellen vermittelt wird, wobei
diese mit dem Grad der HLA-Disparitat zwischen Spender und Empfianger ansteigt. Die
TransplantatabstoBung wird durch Empfanger T-Zellen hervorgerufen, die versuchen das ,fremde”
Spenderimmunsystem zu eliminieren (host-versus-graft; HvG Richtung). Die GvHD wird Gber Spender
T-Zellen vermittelt, die das als ,fremd” erkannte Empfangerimmunsystem angreifen (graft-versus-
host; GvH) (Ferrara, Levine, Reddy, & Holler, 2009). Die GvHD kann sich akut entziindlich an Haut,
Darm oder Leber manifestieren, aber auch die Himatopoese und das Immunsystem des Patienten
betreffen und tritt klassischerweise bzw. typischerweise haufig innerhalb der ersten drei Monate
nach allogener HSZT auf. Die Klassifikation der akuten GvHD (aGvHD) erfolgt nach Ausdehnung bzw.
dem Schweregrad der Symptome sowie der Anzahl der beteiligten Organe (Glucksberg et al., 1974;
Przepiorka et al., 1995). Im weiteren Verlauf kann sich diese ,de novo“, ,lberlappend” oder mit
einem gewissen Abstand zur akuten Erkrankung (,quiescent”), aber auch in einem fortschreitenden
Verlauf (,progressiv”) zu einer chronisch entziindlichen, fibrosierenden Erkrankung mit Beteiligung
aller Organsysteme entwickeln. Diese klinischen Erscheinungsformen werden als chronische GvHD
(cGvHD) bezeichnet. Die Klassifikation der cGvHD erfolgt inzwischen nach komplexen Kriterien, die
,diagnostische” und ,typische Symptome” beinhalten sowie die einzelnen Organsysteme und das
Ausmal ihrer Funktionseinschrankung einbeziehen (Filipovich et al., 2005). Als Hauptkomplikation
der allogenen HSZT tragt die GvHD bei schweren Verlaufsformen signifikant zur
transplantationassoziierten Mortalitat (TRM) bei (Ferrara et al., 2009; Kuzmina et al., 2012). Weitere
Hauptkomplikationen sind Organtoxizitdten infolge einer intensiven myeloablativen Vorbehandlung,
aber auch als Folge einer intensiven Immunsuppression bei GvHD. Dazu kommen Infektionen aller
Art. Opportunistische Infektionen stehen im Vordergrund, die in ihrer Art und im zeitlichen Verlauf in
Abhédngigkeit der hamatologischen und immunologischen Rekonstitution auftreten (Einsele et al,,
2001; Meyers & Atkinson, 1983), und wiederum in enger Assoziation zur GvHD und ihrer

notwendigen intensiven immunsuppressiven Behandlung stehen.
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1.2. Allogene Stammzellspender

Voraussetzung der allogenen HSZT ist, dass ein geeigneter HLA-kompatibler Stammzellspender
identifiziert werden kann. Die Kompatibilitit von Spender und Empfanger wird im Sinne der
,Gewebevertriglichkeit“ von der Ubereinstimmung der HLA-Merkmale bestimmt (Copelan, 2006).
Beim Menschen wird eine spezifische Genregion, die sich auf dem kurzen Arm des Chromosom 6
befindet, als ,Humanes Leukozyten Antigen” (HLA) bezeichnet. Hier befindet sich eine Gruppe von
Genen des ,Major Histocompatibility Complex” (MHC), die fur die HLA-Oberflichenmolekiile
kodieren; diese sind die fiir die allogene Stammzelltransplantation grundlegend bedeutsamen
,Histokompatibiltdatsantigene”. Anhand von Funktion und Verteilung im MHC der HLA-Genregion
unterscheidet man zwei ,klassische” Gen-Klassen: Die Klasse [|-Gene kodieren fir die
hamatopoetische Stammzelltransplantation relevanten HLA-Merkmale A, B und C. Zu den Klasse I-
Genen gehoren die HLA-Merkmale DR, DQ und DP. Stimmen Spender und Empfanger in allen HLA-
Loci der Klasse | und Il Gberein, spricht man im Familienbereich von einem HLA-identischen Spender
(,matched related donor”; MRD) bzw. HLA-identischen Geschwisterspender (,sibling donor“; SIB)
und im Fremdspenderbereich von einem HLA-gematchten Fremdspender (,matched unrelated
donor; MUD). Historisch gesehen waren die besten Ergebnisse zu erzielen, wenn die
Blutstammzellspende durch einen HLA-identischen Familienspender erfolgte (Szydlo et al., 1997).
Inzwischen koénnen gleichwertige Transplantationsergebnisse auch bei Verwendung eines HLA-
kompatiblen unverwandten Spenders erreicht werden (Dahlke et al., 2006; Kiehl et al., 2004; Ringden
et al., 1993; Saber et al., 2012). Diese Ubereinstimmung im HLA-Muster wird allerdings nur bei ca.
30% der Patienten mit einem Geschwisterspender und bei ca. 50% der Patienten kaukasischen
Ursprungs mit einem Fremdspender gefunden (Ballen, Koreth, Chen, Dey, & Spitzer, 2012; Ottinger,
Grosse-Wilde, Schmitz, & Grosse-Wilde, 1994). Als Alternative fiir die Patienten ohne obengenannte
Spender kommt die Transplantation von Blutstammzellen aus Nabelschnurblut, die sogenannte
,Cord Blood Transplantation” (CBT), und die Transplantation von einem HLA-haploidentischen
Familienspender in Frage. Bei einem haploidentischen Stammzellspender besteht zusatzlich die
Moglichkeit der adoptiven Immuntherapie, da dieser in der Regel auch fiir einen Stammzellboost
oder eine Spenderlymphozytengabe (donor lymphocyte infusion; DLI) zur Verfligung steht, wahrend

dies bei der CBT nicht umsetzbar ist.
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1.3. Die HLA-haploidentische Stammzelltransplantation

Der groRe Vorteil der haplo-HSZT ist die nahezu universelle und zeitnahe Verfligharkeit von Spendern
aus der Familie. Diese ist eine Folge der Vererbung der HLA-Merkmale, die innerhalb einer Familie
»en bloc” nach dem Mendelschen Vererbungsmodus weitergegeben werden. So erbt jeder Mensch
jeweils einen halben Chromosomensatz (Haplotyp) von der Mutter und einen vom Vater (Abb. 1).
Entsprechend sind Eltern mit ihren Kindern immer HLA-haploidentisch und umgekehrt. Bei
Geschwistern ist gemall dem Erbgang die Wahrscheinlichkeit 50%, dass Patient und Spender genau
einen HLA-Haplotypen gemeinsam besitzen. Bei Vorhandensein von Geschwistern und/oder Eltern
bzw. Kindern ist die Wahrscheinlichkeit der haploidentischen Spenderverfiigbarkeit groRer als 90%,
wobei zumeist noch der ,beste” Stammzellspender innerhalb der Kernfamilie ausgesucht werden
kann. Eine zeitaufwandige und ggf. wenig erfolgversprechende Fremdspendersuche kann entfallen.
Dies ist insbesondere fiir Patienten von Vorteil, bei denen bei aggressiver Erkrankung eine dringliche

Indikation zur allo-HSZT ohne Zeitverlust besteht.

Abb. 1: Darstellung der Vererbung der HLA-Merkmale/Haplotypen in einer Familie
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Das Hauptproblem in der HLA-haploidentischen Transplantation ist bedingt durch die besonders

stark ausgepragte bidirektionale Allo-Reaktivitdat. HLA-haploidentische Transplantationsversuche in
den 80iger und 90iger Jahren mit unmanipulierten, d.h. T-Zellhaltigen Stammzellpraparaten fihrten
aufgrund einer hohen Anzahl von TransplantatabstoRung und GvHD zu unbefriedigenden
Behandlungsergebnissen. Die TRM war mit Gber 50% als erheblich zu bewerten (Anasetti et al., 1990;

Beatty et al., 1985; Powles et al., 1983; Szydlo et al., 1997). Nur ca. 10 % dieser Patienten lberlebten
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langerfristig (Anasetti et al., 1990). Da fiir die GvHD in erster Linie die allogenen Spender T-Zellen
verantwortlich sind, wurde mit verschiedenen Methoden versucht, diese aus dem Transplantat zu
eliminieren (Kernan et al., 1986; Korngold & Sprent, 1978). Die Entfernung der T-Zellen aus dem
Stammezelltransplantat erwies sich als Meilenstein im Bereich der haplo-HSZT zur Verringerung der
GvHD Rate (Reisner, Kapoor, O'Reilly, & Good, 1980), allerdings war diese ex-vivo T-Zelldepletion
auch mit einer erhdhten AbstoBungsrate verbunden (Ash et al., 1991), und ein besseres
leukdmiefreies Uberleben (LFS) wurde erneut nicht erreicht (Ash et al., 1991; Jabado et al., 1996;
Mehta et al., 2004). Hier wird das ,,Haplo-Dilemma“ bei der Uberwindung der HLA-Barriere deutlich:
T-Zellen im Transplantat flihren zu hohen Raten von GvHD mit hoher assoziierter Mortalitat bei
gutem Engraftment wahrend die T-Zelldepletion des Transplantats ohne ausreichende Ablation des

Immunsystems des Empfangers zu hohen AbstoRungsraten bei niedrigen GvHD Raten fiihrt (Abb. 2).

Das , Haplo-Dilemma“

% Haplo - Zellen®

%t GVHD 3 Abb. 2: Das ,haplo-Dilemma“
, Darstellung der Problematik der

o+ bidirektionalen Allo-Reaktivitit bei
der Uberwindung der HLA-Barriere.

4 Engraftment §

In der Folgezeit wurden verschiedene Strategien zur Uberwindung der HLA-Barriere entwickelt,
insbesondere mit dem Ziel der Verringerung der AbstoRungsrate. Neben intensiven, myeloablativen
und stark immunsuppressiven Konditionierungsregimen sowie dem ,Mega-dose Konzept”
(Transplantation einer hohen Anzahl von CD34+ Zellen), wurde eine Anzahl von weiteren in-vivo
und/oder in- vitro T-Zell Depletionsverfahren (TCD) zur Verringerung von allo-reaktiven T-Zellen im
Transplantat und Patienten angewandt und evaluiert (Aversa et al., 1994; Aversa et al., 1998; Aversa
et al., 2005; Ciceri et al., 2008; Martelli et al., 2014; Rizzieri et al., 2007). Mittels dieser komplexen
haploidentischen Behandlungskonzepte konnten zwar geringere AbstoRungs- und GvHD-Raten erzielt
werden, jedoch blieb die verzogerte bzw. beeintrachtigte Rekonstitution des Immunsystems weiter
problematisch. Die TRM (36-66 %) blieb weiterhin hoch (Aversa et al., 1998; Aversa et al., 2005; Ciceri
et al., 2008; Klingebiel et al., 2010; Lang et al., 2004; Mehta et al., 2004; Rizzieri et al., 2007; Walker
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et al.,, 2004). Ursache dafiir war in erster Linie eine erhohte Infektionsrate. Mehr als 2/3 der
Patienten verstarben an opportunistischen, v.a. viralen Infekten (Aversa et al., 1998; Aversa et al.,
2005; Ciceri et al., 2008; Rizzieri et al., 2007); gleichzeitig erkrankten viele Patienten aufgrund der
bestehenden T-Zelldefizienz an einem EBV-assoziierten Posttransplantationslymphom (PTLD) (Ciceri
et al.,, 2008; Curtis et al., 1999; Rizzieri et al., 2007). Zudem zeigte sich erneut, dass nur eine
unbefriedigende Krankheitskontrolle zu erzielen war, besonders bei Patienten mit fortgeschrittener
akuter Leukdmie (Aversa et al., 1994; Aversa et al., 1998; Aversa et al., 2005; Ciceri et al., 2008;
Klingebiel et al., 2010; Lang et al., 2004; Rizzieri et al., 2007). So konnte fiir diese Patienten wiederum
nur ein krankheitsfreies Uberleben (DFS) von weniger als 10% nach 2 Jahren erzielt werden (Ciceri et
al., 2008; Klingebiel et al., 2010; Lang et al., 2004). Neuere Anséatze in der TCD haplo-HSZT mit ex-vivo
Manipulation des Transplantats favorisieren inzwischen mehr selektive in-vitro Verfahren zur T -
Zelldepletion, die auch in Kombination mit einer reduzierten Konditionierung angewandt werden
kdnnen. Hierzu zdhlt beispielsweise die CD3+/CD19+ Selektion des Stammzellpréparats, wodurch
Zellen wie z.B. NK-Zellen, Monozyten und dendritische Zellen im Transplantat verbleiben, oder - als
Weiterentwicklung dieses Ansatzes - die isolierte Selektion von alpha/beta T-Zellen, wobei
gamma/delta T-Zellen mit ihrer postulierten antiviralen und antitumoralen Aktivitit im
Stammpzelltransplantat verbleiben (Bertaina et al., 2014; Bethge et al., 2008; Federmann et al., 2012;
Godder et al., 2007; Handgretinger, 2012; Lang et al., 2004; Scheper et al., 2013). Gleichzeitig sind
verschiedene Verfahren der adoptiven Immuntherapie entwickelt worden, um das Problem der
beeintrachtigten Immunrekonstitution nach ex-vivo manipulierter haplo-HSZT zu minimieren ohne
dass eine Erhohung der GvHD Inzidenz induziert wird. So kann z.B. eine ex-vivo selektive,
manipulierte Spenderlymphozytengabe durchgefiihrt werden, bei welcher mittels Photodepletion
eine isolierte Depletion von allo-reaktiven T-Zellen erreicht wird, wahrend anzunehmenderweise
regulatorische T-Zellen ausgespart werden (Bastien et al., 2010; Mielke et al., 2008). Auch ist es
inzwischen methodisch moglich, Spenderlymphozyten bereits vor Transfusion mit einem Suizidgen zu
versehen. Derart verdanderte Zellen kénnen im Falle der GvHD medikament6s gezielt ausgeschaltet
werden (Di Stasi et al., 2011). Ein weiterer Ansatz ist die mehrfache Transfusion von CD4+/CD25+
regulatorischen Spender T-Zellen, die nach einer TCD haplo-HSZT zu einer effektiven Rekonstitution
von regulatorischen T-Zellen bei gleichzeitig geringer GvHD Rate flihren kénnen (Di lanni et al., 2011;
Edinger et al., 2003; Martelli et al., 2014; Nguyen et al., 2008). Durch den adoptiven Transfer von
virusspezifischen T-Zellen konnte eine Reduktion von besonders nach TCD haplo-HSZT auftretenden
schwerwiegenden Viruserkrankungen, wie beispielsweise die einer CMV-, EBV oder
Adenoviruserkrankungen erreicht werden (Feucht et al., 2015; Feuchtinger et al., 2010; Leen et al.,
2009; Moosmann et al., 2010; Perruccio et al., 2005). Insgesamt konnten bei der TCD haplo-HSZT

somit ermutigende Ergebnisse mit Minimierung von AbstoBung und GvHD bei besserer
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Immunrekonstitution erzielt werden. Die Kontrolle einer aktiven Erkrankung blieb jedoch auch damit
weiter begrenzt. AbschlieRend darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass es sich bei allen ex-vivo
Manipulationsansatzen des Stammzellprdaparats in der haplo-HSZT immer um einen aufwendigen
Stammzellherstellungsprozess handelt, der in grolRem Umfang zeitliche, ortliche und finanzielle

Ressourcen bindet; diese Sachlage begrenzt den Einsatz dieser Transplantationsverfahren.

Eine neuere Strategie in der haplo-HSZT verzichtet nun wiederum auf komplexe in-vitro
Manipulationsverfahren zur T-Zelldepletion des Stammzelltransplantats und nitzt die
immunsuppressive, antiproliferative und toleranzinduzierende Eigenschaft von Cyclophosphamid.
Nach der Transplantation eines allogenen, unmanipulierten, also nicht T-Zelldepletierten
hamatopoetischen Stammzellpraparats wirkt Cyclophosphamid in-vivo selektiv depletierend auf
proliferierende allo-reaktive T-Zellen (Eto et al., 1990; Luznik & Fuchs, 2010; Luznik et al., 2008;
Mayumi & Good, 1989; Mayumi, Himeno, Tokuda, & Nomoto, 1986; Mayumi, Umesue, & Nomoto,
1996; O'Donnell et al., 2002; Ross, Jones, Komanduri, & Levy, 2013). Die Raten fiir AbstoRung und
GvHD waren mit dieser Strategie bei der unmanipulierten haplo-HSZT nach nicht myeloablativer
(NMA) Konditionierung vorteilhaft und resultierten in einer niedrigen TRM. Diese lag in der
Pilotstudie aus Baltimore nach einem Jahr bei 15% (Luznik et al., 2008). Auch die
Immunrekonstitution zeigte sich im Vergleich zu einem TCD haplo-HSZT Verfahren mit CD34+
Selektion des Stammzellpraparats deutlich verbessert (Ciurea et al.,, 2012). In dieser HLA-
haploidentischen Transplantationssituation zeigte sich die Anzahl der ,,HLA-Mismatche” weder mit
dem Risiko fiir eine GvHD verknlpft, noch ergab sich ein negativer Einfluf hinsichtlich des
ereignisfreien Uberlebens (EFS), vielmehr deutete sich ein geringeres Rezidivrisiko bei gleichzeitig
verbessertem EFS an (Y. L. Kasamon et al., 2010). Dies kann mdglicherweise als Hinweis auf einen
verbesserten GvL Effekt vermittelt durch die HLA-Disparitdit in der haploidentischen

Transplantationssituation dienen.

Ein selektiver Effekt von Cyclophosphamid bei der T-Zelldepletion wird postuliert: Ruhende T-Zellen,
die nach der Transplantation z.B. eine virusspezifische Immunitat oder eine antileukdamische Aktivitat
gewadhrleisten konnen, werden von der Depletion ausgespart, wahrend gleichzeitig proliferierende,
allo-reaktive T-Zellen depletiert werden (Luznik & Fuchs, 2010; Ross et al., 2013). Eine Schlisselrolle
scheint hierbei der Aldehyddehydrogenase (ALDH) zuzukommen, die als Enzym fiir die Entgiftung des
Aldehyds Cylophosphamid zustandig ist. Himatopoetische Stammzellen und regulatorische T-Zellen,
die dieses Enzym erhoht intrazytoplasmatisch exprimieren, zeigten sich ,resistent” gegeniiber dem
zytotoxischen Effekt von Cyclophposphamid; dagegen erfolgt ein selektives ,killing“ von naiven T-
Zellen (C. G. Kanakry et al., 2013). Somit kann aus dem ,ruhenden” Pool der Zellen eine erfolgreiche
und robuste hamatopoetische und immunologische Rekonstitution erfolgen bei gleichzeitig guter

Kontrolle der bidirektionalen Allo-Reaktivitat.
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Trotz vorteilhafter Ergebnisse hinsichtlich TransplantatabstoBung und GvHD konnten durch das
unmanipulierte, HLA-haploidentische  Transplantationsverfahren mit  Posttransplantations-
Cyclophosphamid (PTCY) bei rezidivierter/refraktarer maligner hamatologischer Erkrankung bzw.
Hochrisikoerkrankung nur unbefriedigende dauerhafte Remissionen erreicht werden. Dabei waren
die Ergebnisse bei AL deutlich schlechter als bei Lymphomerkrankungen (Burroughs et al., 2008;
Castagna, Crocchiolo, et al., 2014; Kanate et al., 2016; Luznik et al., 2008; McCurdy et al., 2015; A. M.
Raiola et al., 2014). So lag die Rezidivrate der Patienten mit AL, die in der Pilotstudie aus Baltimore
(veroffentlicht 2008) behandelt worden waren, nach einem Jahr bei tiber 50% (Luznik et al., 2008).
Dies spiegelte sich in dieser Studie in einem entsprechend niedrigen EFS wieder, welches nach einem
Jahr bei 34% und nach zwei Jahren bei 26% lag (Luznik et al., 2008). Leukdmie-Patienten, mit Hoch-
und Hochstrisikokonstellation klassifiziert nach ,,Disease risk index” (DRI) — hierbei wird insbesondere
die Krankheitsentitdt und der Erkrankungsstatus vor Transplantation zur Risikoklassifizierung
herangezogen (Armand et al., 2014) — hatten nach einem Jahr nach NMA Konditionierung zur haplo-
HSZT mit PTCY ein inakzeptabel hohes Rezidiv-Risiko von fast 60%. Insgesamt ergab sich somit erneut
fiir diese Gruppe ein geringes DFS von 35% nach 1 Jahr (McCurdy et al., 2015). Angesichts dieser
unginstigen Ergebnisse konnte die Indikation zur unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY bei
Patienten mit nicht remittierter maligner hamatologischer Neoplasie als alternative
Behandlungsmethode bei Fehlen eines HLA-kompatiblen Familien- oder Fremdspenders nur

zurlickhaltend gestellt werden.

1.4 Das sequentielle Therapiekonzept in der allogenen
Stammzelltransplantation zur Behandlung von Patienten mit

Hochrisikoerkrankungen

Durch die Verwendung eines ,sequentiellen Therapiekonzepts” konnten in der HLA-gemachten
Transplantationsituation bessere Ergebnisse bezliglich Remission und entsprechenden
Uberlebensparametern bei Hochrisiko AML und MDS, ebenso bei rezidivierter oder refraktirer
Erkrankung erreicht werden (Schmid, Schleuning, Ledderose, Tischer, & Kolb, 2005; Schmid et al.,
2006). Ein sequentielles Konzept sieht, wie beispielsweise das sog. ,,FLAMSA-RIC” Regime (Schmid et
al.,, 2005; Schmid et al.,, 2006) vor, dass im zeitlich engen Zusammenhang vor einer allogenen
Stammzelltransplantation eine intensive Chemotherapie durchgefiihrt wird; anschlieRend findet die
Konditionierung mit reduzierter Intensitat (RIC) statt (Abb. 3). Auf diese Weise soll eine Reduktion
der Erkrankungslast und im besten Fall eine erneute Remission erzielt werden. Damit kann ein

verlangertes Zeitfenster fir den nach der Transplantation einsetzenden GvL Effekt gewonnen
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werden. Entstanden ist dieses Konzept in der Zeit der zunehmenden Anwendung der Konditionierung
mit reduzierter Intensitat, die im Vergleich mit der MAC weniger Toxizitat nach sich zieht und so auch
die Behandlung von élteren und komorbiden Patienten ermdéglicht (Arnold et al., 1998; Gratwohl,
Baldomero, Passweg, & Urbano-Ispizua, 2002; Ringden et al., 1993; Ringden et al., 2009;
Witherspoon et al., 2001). Die RIC hat aber auch den Nachteil der geringeren Krankheitskontrolle (de
Lima et al.,, 2004). Dies gilt insbesondere fiir fortgeschrittene Krankheitszustande. So zielt dieses
Konzept nicht auf die hochstmogliche ,Eradikation” der malignen hamatopoetischen Stammzelle
durch eine intensive, also myeloablative Konditionierung ab, vielmehr soll dadurch eine ,Balance”

erreicht werden, die Zeit fiir eine immunologisch vermittelte Erkrankungskontrolle ldsst, die ggf. nach

Transplantation durch die Gabe von DLIs verstarkt werden kann.

b PBSCT  Off Prophylactic
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Abb. 3: Das ,FLAMSA-RIC“ Regime in der HLA-gematchten Transplantationsituation (aus: Neue
Ansdtze in der Stammzelltransplantation, Klinische Kooperationsgruppe Hamatopoetische
Zelltransplantation, Institut fir Immunologie und LMU Minchen, Hans-Jochem Kolb, Christoph
Schmid, 2005)

Schmid und Schleuning et al. berichteten 2005 erstmalig (iber die Behandlungsergebnisse von 75
Patienten (medianes Alter 52 Jahre; Spanne: 19 bis 66 Jahre), die mit einer akuten myeloischen
Neoplasie von einem HLA-identischen Geschwisterspender (n=37) oder HLA-kompatiblen
Fremdspender (n=38) nach dem ,FLAMSA-RIC” Protokoll (Abb. 3) transplantiert worden waren
(Schmid et al.,, 2005). Bei den meisten dieser Patienten (n=59) bestand bei progressivem oder
refraktdarem Verlauf eine Hochrisikosituation; 79 % der Patienten wiesen zum Zeitpunkt der
Transplantation eine aktive Erkrankung auf. Patienten mit einem Rezidiv nach einer ersten allogenen
Transplantation waren allerdings von der Analyse ausgeschlossen. Dieser sequentielle
Behandlungsansatz erwies sich in der HLA-gematchten Transplantationssituation bei guter
Toleranzinduktion als sicher und ausreichend gut vertraglich: Ein Engraftment mit vollstandigem

Chimarismusbefund war bei allen Patienten, die den Tag + 30 nach Transplantation tberlebt hatten,
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zu erzielen. Gleichzeitig hatten 88% dieser Patienten zu diesem Zeitpunkt eine komplette Remission
(CR) erreicht. Die GvHD Raten waren moderat und grundsétzlich vergleichbar mit denen, die nach
MAC zu beobachten sind: 49% der Patienten entwickelten eine akute GvHD des Grades II-IV (24%
schwer: Grad IlI-IV) und 45% zeigten Manifestationen einer chronischen GvHD, die bei 42% dieser
Patienten eine extensive Verlaufsform annahm. Ebenfalls moderat war die Toxizitdt, die diesem
Behandlungsregime zuzuschreiben war. Mit 26 Episoden einer behandlungsassoziierten Toxizitat des
Grades lll und IV war diese ebenfalls moderat; flinf Patienten starben an der Toxizitdt. Insgesamt
wurde trotz der zeitlich nahen Verknipfung einer intensiven Chemotherapie mit einer
Konditionierungsbehandlung zur allogenen Transplantation in diesem Hochrisikokollektiv keine
exzessiv erhohte TRM beobachtet: Diese lag an Tag +30 nach HLA-gematchter Transplantation bei
20% und erreichte nach einem Jahr 33%. Parallel zeigte sich eine gute Erkrankungskontrolle: Nur 15
Patienten rezidivierten; nach zwei Jahren lag das geschitzte leukdmiefreie Uberleben (LFS) bei
bemerkenswerten 40%. Insgesamt konnte hier auch ohne den Einsatz einer MAC eine sehr gute
Erkrankungskontrolle fiir Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung bei lberschaubarer Toxizitat
und akzeptabler TRM erreicht werden (Schmid et al., 2005). Bestatigt wurden die positiven
Ergebnisse dieses sequentiellen Behandlungskonzepts in der HLA-gematchten
Ersttransplantationssituation fir Patienten mit refraktarer AML im Rahmen einer multizentrischen
Nachfolgestudie (Schmid et al., 2006). Erneut zeigte sich eine gute antileukdmische Aktivitdt mit
einem 2- und 4-Jahres LFS von 37% und 30% bei einer akzeptablen Vertraglichkeit (1-Jahres TRM:
17%). Vor kurzem wurden diese gilinstigen Ergebnisse des sequentiellen Therapiekonzepts mit Einsatz
des ,,FLAMSA-RIC” Protokolls in der Behandlung von Patienten mit rezidivierter bzw. refraktarer AML
und MDS im Rahmen einer EBMT-Registeranalyse, in der 267 Patienten nach HLA-gematchter HSZT

untersucht worden waren, erneut bestatigt (Ringden et al., 2016).

In unserem Zentrum wurde im Jahre 2009 die sequentielle Therapiestrategie neu in das
unmanipulierte  HLA-haploidentische =~ Stammzelltransplantationskonzept mit  PTCY  fir

Hochrisikopatienten integriert.

Im Rahmen dieses Behandlungskonzepts wird in Analogie des ,,FLAMSA-RIC” Regimes eine intensive
Chemotherapie zur Zytoreduktion (z.B. Clofarabin 30 mg/m? i.v. Uber 5 Tage) verabreicht. Bereits
nach drei Pausentagen wird mit einer intensivierten Konditionierung fir die nachfolgende HLA-
haploidentischen Stammzelltransplantation begonnen. Ziel der Zytoreduktion ist es auch hier - wie
oben angefiihrt - die ,Leukdamielast” zu verringern und im besten Falle eine erneute Remission zu
induzieren, um damit mehr Zeit fiir die im Folgenden beabsichtigte GvL Reaktion zu gewinnen. Ein
potentieller Nachteil in der Durchfiihrung dieses sequentiellen Konzeptes in der haplo-HSZT liegt in

seiner moglichen Toxizitat.
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2. Zielsetzung

Die unmanipulierte haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY zur GvHD Prophylaxe gilt als ein sicheres und
gut vertragliches Verfahren zur Uberwindung der HLA-Barriere in der allogenen
Stammzelltransplantation. Aufgrund der nahezu sicheren und meistens kurzfristigen
Spenderverflgbarkeit, sowie der im Vergleich zu Depletionsverfahren einfachen Durchfiihrbarkeit, ist
sie eine wertvolle alternative Therapieoption fiir Patienten ohne Aussicht auf einen konventionellen
Stammzellspender. Problematisch bleibt allerdings die unbefriedigende Erkrankungskontrolle, die
durch dieses Verfahren in der urspriinglich beschriebenen Form erzielt wird. Dies gilt besonders fiir

Hoch- und Hochstrisikoerkrankungen bzw. nicht-remittierte Erkrankungen.

Das Ziel dieser Arbeit ist zu zeigen, dass das urspriinglich beschriebene Verfahren zur
unmanipulierten HLA-haploidentischen hdmatopoetischen Stammzelltransplantation mit Einsatz von
PTCY zur GvHD Prophylaxe durch die Einfiihrung eines sequentiellen Therapiekonzepts gut vertraglich
modifiziert werden kann und somit bei akzeptabler Toxizitat eine bessere Erkrankungskontrolle bei

Patienten mit rezidivierter oder refraktdrer hématologischer Neoplasie zu erreichen ist.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der unmanipulierten haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY fir
Patienten mit rezidivierter/refraktarer AL oder aggressiver Lymphomerkrankung unter besonderer
Berlicksichtigung des sequentiellen Therapiekonzepts dargelegt. Toxizitatsprofil und Komplikationen
werden evaluiert. Die Virusinfektionen und ihre Komplikationen nach haplo-HSZT mit PTCY werden
im  Kontext der Immunrekonstitution und vergleichend zu anderen haplo-HSZT
Transplantationsverfahren besonders beriicksichtigt. Die besondere Bedeutung der sequentiellen
Therapie in der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY fiir die Behandlung rezidivierter und
refraktdarer hamatologischer Neoplasien, auch als Zweittransplantationsverfahren fiir Patienten mit
Rezidiv nach einer ersten HLA-gematchten allogenen Stammzelltransplantation, wird diskutiert.
Basierend auf unseren bisherigen Ergebnissen wird ein Therapiekonzept fur Patienten mit Hoch- und
Hochstrisikoerkrankungen skizziert, die keine Aussicht auf einen konventionellen Stammzellspender
haben, oder bei denen aufgrund eines aggressiven Krankheitsverlaufs eine dringliche

Transplantationsindikation besteht.

Diesen Ausfiihrungen vorangestellt ist ein ausfiihrlicher Uberblick zum Transplantationsverfahren der

unmanipulierten haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY.
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3. Die unmanipulierte HLA-haploidentische
Stammzelltransplantation mit Einsatz von

Posttransplantations-Cyclophosphamid: Ein Uberblick

In den letzten Jahren fand ein Verfahren zur haplo-HSZT ohne in vitro-Manipulation, d.h ohne in-vitro
T-Zelldepletion des Stammzellprdparats, zunehmende Anwendung. Dieses Verfahren zur
unmanipulierten haplo-HSCT, das in Baltimore und Seattle, USA, entwickelt wurde, liberwindet die
HLA-Barriere durch die Immunsuppression mit hochdosiertem Cyclophosphamid, das erst nach der
Transplantation appliziert wird und die selektive in-vivo Depletion von allo-reaktiven T-Zellen bewirkt

(siehe Abb. 4) (Luznik et al., 2008; O'Donnell et al., 2002).

Seit 2009 wurden bei uns die Patienten ohne einen konventionell verfligbaren HLA-gematchten

Stammazellspender mit diesem Verfahren behandelt.

Bone Marrow
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Cyclophosphamide (Cy) " USIOE CSF
L kgl TBI CSF
5 mg/kg/day 2008k, "
BT + Tacrolimus

Day -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 45 10 20 30 407 90 180

R f

Fludarabine 30 mg/m2/day Cdyaiosr?rg:’;%/)dg?"

days 3,4 (n=40)

Abb 4: Unmanipulierte HLA-haploidentische Stammzelltransplantation mit
Posttransplantations-Cyclophosphamid (Luznik et al., 2008)

Entwicklung:

Bereits in den 60-iger Jahren konnte gezeigt werden, dass das immunsuppressiv wirksame
Zytostatikum Cyclophosphamid das Uberleben von allogenen Hauttransplantaten bei Ratten
verlangern kann, wenn es kurz nach der Transplantation bis Tag +4 verabreicht wird (Berenbaum &

Brown, 1963). In Experimenten mit PTCY im Modell der allogenen Hauttransplantation bei der Maus
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zeigte sich, dass die vorherige Gabe von sehr hohen Dosen von Spender-Milz-Zellen eine lang
anhaltende Toleranz erzeugt (Mayumi et al., 1986). Dieser toleranzinduzierende Effekt von
Cyclophosphamid nach der Transplantation wird einerseits Uber eine peripher und im Thmyus
stattfindende Depletion von allo-reaktiven Empfanger T-Zellen vermittelt, wahrend gleichzeitig
toleranzspezifische Suppressor-T-Zellen des Empfangers generiert werden (Eto et al., 1990; Mayumi
et al.,, 1996). Die Durchfihrung einer ,Konditionierung“ und Addition von Knochenmarkzellen
ermoglichte dann die Entstehung eines minimalen hdamatopoetischen Chimarismus und eine
lebenslange Toleranz (Mayumi & Good, 1989). In diesem Mausmodell der allogenen
Blutstammzelltransplantation zeigte sich, dass diese Elimination von Empfanger T-Zellen gleichzeitig
einherging mit einer Depletion von an Tag 1 und 2 proliferierenden, allo-reaktiven Spender T-Zellen
(Ross et al., 2013). Dagegen wurden in einer lymphopenen Umgebung ,,ruhende” Zellen geschont,
die beispielsweise antivirale oder antileukdamische Aktivitat entfalten kénnen (Luznik & Fuchs, 2010;
Ross et al., 2013). Eine Toleranzinduktion mit Cyclophosphamid war allerdings nur zu erreichen,
wenn es hochdosiert nach der Transplantation gegeben wurde (Nirmul, Severin, & Taub, 1973; Ross
et al.,, 2013); gleichzeitig flihrte dies auch zu einem Engraftment nach nur niedrigdosierter
Ganzkorperbestrahlung (,total body irradiation; TBI) mit 2 Gray (Gy) (Luznik, Jalla, Engstrom,
lannone, & Fuchs, 2001).

In diesem Modell der unmanipulierten haplo-HSZT mit hochdosiertem PTCY ist neben der Depletion
von allo-reaktiven T-Zellen aber auch die Persistenz regulatorischer T-Zellen erforderlich, um letale
Verlaufe der GvHD zu verhindern (Ganguly et al., 2014). Eine Schllsselrolle spielt in diesem
Zusammenhang das Enzym Aldehydehydrogenase (ALDH), das fir die Entgiftung des intrazelluldren
Aldehyds von Cylophosphamid sorgt. Himatopoetische Stammzellen und regulatorische T-Zellen, die
dieses Enzym intrazytoplasmatisch vermehrt exprimieren, zeigen sich gegeniliber dem zytotoxischen
Effekt von Cyclophposphamid ,resistent”. Dagegen tritt bei naiven T-Zellen ein selektives , killing” ein
(C. G. Kanakry et al., 2013); so kann aus dem ,ruhenden” Pool eine hamatopoetische und
immunologische Rekonstitution bei gleichzeitig guter Kontrolle der bidirektionalen Allo-Reaktivitat
erreicht werden. Die selektive in-vivo Depletion von allo-reaktiven T-Zellen bei Schonung der
reguldren Hamatopoese tritt in dem engen Zeitfenster (bis Tag +3 und +4) nach der Transplantation
auf, in dem Cyclophosphamid hoch dosiert gegeben wird. Darin liegt das Grundprinzip der

Uberwindung der HLA-Barriere in der unmanipulierten HLA-haploidentischen Situation.

Ubertragung in die klinische Anwendung und frithe Behandlungsergebnisse:

Die erfolgreiche klinische Anwendung dieses Konzepts der unmanipulierten haplo-HSZT mit Einsatz

von PTCY erfolgte in den ersten Jahren des 21. Jahrhunderts (Luznik et al., 2008; O'Donnell et al.,
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2002). Mit diesem haplo-HSZT-Konzept (Abb. 4) wurden in Baltimore und Seattle 68 Patienten mit
verschiedenen hamatologischen Erkrankungen mit Hochrisikoprofil (AML n=27; ALL n=4; MDS n=1;
CML/CMML n=6; M. Hodgkin n=13; NHL n=10; CLL n=3; Multiples Myelom n=3; PNH N=1) behandelt,
wobei ein Teil der Patienten (Seattle: n=28) nur an Tag +3 nach haplo-HSZT hochdosiertes
Cyclophosphamid erhielt, wiahrend die anderen Patienten (Baltimore: n=40) an Tag +3 und +4 jeweils
50 mg/kg Cyclophosphamid i.v. erhielten, bevor an Tag +5 die weitere GvHD Prophylaxe mit
Tacrolimus und Mycophelolat Mofetil (MMF) einsetzte (Luznik et al., 2008). Nach NMA
Konditionierung kam es bei 9/66 Patienten (13%) zu einer AbstoBung des Transplantats, wobei 8/9
dieser Patienten eine autologe hdamatopoetische Restitution zeigten. Die Inzidenz der akuten GvHD
(Grad II-1V: 34%), und besonders die der schweren akuten GvHD (Grad llI-IV) mit insgesamt nur 6%
war vergleichsweise niedrig. Auffallend war zudem, dass bei den Patienten, die Cyclophosphamid an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen (+3 und +4) nach haplo-HSZT erhalten hatten, die Inzidenz der
extensiven chronischen GvHD nur bei 5% lag, wahrend die andere Gruppe der Patienten, die nur an
einem Tag (+3) Cyclophosphamid erhalten hatten, eine Inzidenz von 25% aufwies. Infektiose
Komplikationen wie CMV-Reaktivierung (38 %) und invasive Pilzerkrankungen (7%) traten selten auf.
Die TRM von 15% nach einem Jahr war vergleichsweise niedrig. Die Erkrankungskontrolle war jedoch
in dieser Patientengruppe mit Hochrisikoprofil limitiert, obwohl 77% der Patienten auf eine
Vortherapie angesprochen hatten und nur 10% (3/31) der Patienten mit akuter Leukdmie zum
Zeitpunkt der haplo-HSZT eine aktive Erkrankung hatten. Die Rezidivinzidenz (RI) lag nach 1-Jahr bei
51% und nach 2-Jahren bei 58%; daher war ein EFS von nur 34% nach 1-Jahr und von 26% nach 2-

Jahren zu beobachten.

Bemerkenswert in dieser ersten Studie (Luznik et al., 2008) war, dass das EFS fir Patienten mit
lymphatischen Erkrankungen signifikant besser war als das flr Patienten mit myeloischer Erkrankung
(HR 0.54; p=0.04). Dementsprechend wurden sowohl bei Patienten mit Morbus Hodgkin (HL)
(Burroughs et al., 2008; A. Raiola et al., 2014), als auch bei Patienten mit Lymphomen der B- und T-
Zellreihe (Castagna, Crocchiolo, et al., 2014; Dietrich et al., 2016; J. A. Kanakry, Y. L. Kasamon, C. D.
Gocke, et al., 2013; Kanate et al., 2016) mit diesem Konzept der unmanipulierten haplo-HSZT nach

NMA Konditionierung mit PTCY gute Behandlungsergebnisse mit niedriger TRM erzielt.

Ubereinstimmend wurden in diesen frithen Studien eine niedrige Inzidenz von GvHD, eine akzeptable
Rate von TransplantatabstoRungen (teils mit autologer Regeneration), sowie eine moderate Zahl von
infektiosen Komplikationen einschlielich der Abwesenheit von PTLDs beobachtet (Ciurea et al.,
2012; J. A. Kanakry, Y. L. Kasamon, J. Bolanos-Meade, et al., 2013; Luznik et al., 2008). Frih gab es
bereits Hinweise, dass durch den Einsatz von PTCY eine ausreichend gute und rasche
Immunrekonstitution, &dhnlich der nach einer HLA-identischen Geschwistertransplantation,

ermoglicht wird. Daraus folgten, besonders im Vergleich zur haplo-HSZT mit einer in-vitro
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Manipulation des Transplantats zur T-Zelldepletion (Ciurea et al.,, 2012), offensichtlich weniger
Infektionen und eine niedrigere TRM. Diese niedrige TRM zeigte sich auch im Vergleich zu anderen
unmanipulierten haploidentischen Transplantationsansdtzen ohne Einsatz von PTCY (Huang et al.,
2009). So erscheint die Kontrolle der bidirektionalen Allo-Reaktivitdt in der haplo-HSZT auf diese
Weise optimierbar, ohne dass eine Manipulation des Stammzellprdparats erforderlich ist. Gleichzeitig
scheint der Grad der HLA-Disparitat keinen negativen Einfluss auf die Behandlungsergebnisse nach
unmanipulierter haplo-HSZT mit Verwendung von PTCY zur GvHD Prophylaxe zu haben. In einer
Gruppe von 185 Kindern und Erwachsenen mit verschiedenen hamatologischen Erkrankungen war
die Anzahl der ,HLA-Mismatche” weder mit dem Risiko einer GvHD verknipft, noch ergab sich ein
negativer Einfluss auf das EFS. Vielmehr deutete sich ein geringeres Rezidivrisiko und ein
verbessertes EFS an, moglicherweise infolge eines durch die HLA-Disparitat verbesserten GvL-Effekts

(Y. L. Kasamon et al., 2010).

Insgesamt bestatigte sich also auch in der klinischen Anwendung, dass durch PTCY eine effektive und
selektive in-vivo T-Zelldepetion erreicht wird, wahrend die Hamatopoese geschont wird und

»schitzende” regulatorische T-Zellen (iberleben (C. G. Kanakry et al., 2013; Roberto et al., 2015).

Beide Arten der Transplantatquelle, also Knochenmark und G-CSF-mobilisierte periphere
Blutstammzellen (PBSZ), konnen wohl gleichwertig in der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY
eingesetzt werden (Castagna, Crocchiolo, et al., 2014; O'Donnell et al., 2016). Auch eine adoptive
Immuntherapie mit unspezifischen, d.h. nicht manipulierten Spenderlymphozyten, war nach dieser
haploidentischen Transplantationsform ohne wesentlich erhdhtes Risiko fiir eine GvH-Reaktion

durchfiihrbar (Ghiso et al., 2015; Zeidan et al., 2014).

Erkrankungskontrolle als Hauptproblem:

Das Hauptproblem der Erkrankungskontrolle, das bereits die Pilotstudie aus Baltimore 2008
belastete, (1-Jahres RIl: >50%), bestand auch bei den Anwendungen im weiteren Verlauf. Die
Prognose, besonders fiir Patienten mit rezidivierter/refraktdrer  Erkrankung bzw.
Hochrisikoerkrankung war eingeschrankt. So wurde fiir Patienten mit verschiedenen Hoch- und
Hochstrisikoerkrankungen (z.B. aggressives refraktares NHL, AML und MDS ohne Remission, komplex
aberranter Karyotyp bei AML) eine Rl von 67% mit entsprechend niedrigem PFS von 22% nach 3
Jahren berichtet (McCurdy et al., 2015). Mit dem Ziel der Verbesserung der Erkrankungskontrolle
wurde die Konditionierung zur haplo-HSZT mit PTCY im Sinne der Myeloablation intensiviert (Di Stasi

et al., 2014; Raiola et al., 2013; Solomon et al., 2012). Dennoch blieb die Erkrankungskontrolle bei
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Patienten, die mit aktiver Erkrankung transplantiert worden waren, limitiert, wahrend

erwartungsgemal eine hohere TRM zu beobachten war.

Vergleich mit anderen Formen der allogenen Stammazelltransplantation:

Vergleichende Studien zeigten eine Gleichwertigkeit der Ergebnisse dieser unmanipulierten haplo-
HSZT mit PTCY sowohl mit einer Transplantation von Blutstammzellen aus Nabelschnurblut
(Brunstein et al.,, 2011; A. M. Raiola et al.,, 2014; Ruggeri et al., 2015), als auch mit einer HLA-
gemachten unverwandten Stammzelltransplantation (Bashey et al., 2013; Burroughs et al., 2008; Di
Stasi et al.,, 2014; Kanate et al., 2016; A. M. Raiola et al.,, 2014). Nur mit der HLA-identischen
Geschwistertransplantation waren bessere Ergebnisse zu erzielen (Bashey et al., 2013; A. M. Raiola et

al., 2014).

Im Einzelnen traten bei der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY mit NMA Konditionierung
gegeniber der CBT insbesondere eine geringere AbstoRungsrate und eine geringere Inzidenz von
schwerer akuter (haplo-HSZT Grad IlI-IV: 0% vs CBT Grad IlI-IV: 21%) und chronischer GvHD (haplo-
HSZT: 13% vs CBT: 25%) auf (Brunstein et al., 2011). Daher ergab sich auch eine niedrige TRM fiir die
haplo-HSZT (haplo-HSZT: 7% vs CBT: 24%). Unterlegen war die Erkrankungskontrolle: 45% der
Patienten erlitten nach einer haplo-HSZT ein Rezidiv, 31% der Patienten nach einer CBT (Brunstein et
al.,, 2011). Anzumerken ist, dass hier die Ergebnisse eines Patientenkollektivs mit eher giinstigem
Risikoprofil analysiert wurden; so befanden sich zum Zeitpunkt der Transplantation ca. 90% der
Patienten mit akuter Leukdmie in Remission und alle Patienten mit einer Lymphomerkrankung
hatten zumindest eine partielle Remission (PR) erreicht (Brunstein et al.,, 2011). In der 1-
Jahresanalyse ergaben sich allerdings keine relevanten Unterschiede in der Uberlebenszeit bei diesen
beiden Patientenkollektiven: Unmanipulierte haplo-HSZT: OS/PFS nach einem Jahr 62/48% vs CBT:
OS/PFS nach einem Jahr 54/46% (Brunstein et al., 2011). Eine weitere retrospektive Analyse aus
Genua zeigte, dass die unmanipulierte haplo-HSCT mit Einsatz von PTCY nicht nur als gleichwertig mit
einer HLA-identischen Geschwistertransplantation zu betrachten ist, sondern auch zu besseren
Behandlungsergebnissen fiihren kann als die Transplantation von Blutstammzellen aus
Nabelschnurblut (A. M. Raiola et al.,, 2014). Diese Ergebnisse bekraftigten die Relevanz der
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY im Bereich der Transplantation mit alternativen Spendern.
Allerdings steht eine prospektive Priifung der Vergleichbarkeit verschiedener allogener Spender noch
aus. Kirzlich wurde eine grofle retrospektive EBMT Registerstudie publiziert, in der die
Behandlungsergebnisse von 1446 Patienten mit akuter Leukdmie (AML n=918; ALL n=528) nach einer
unmanipulierten haplo-HSZT mit denen nach einer CBT verglichen wurden (Ruggeri et al., 2015). Die

Analyse betraf 518 Patienten, die haploidentisch, und 928 Patienten, die mit Blutstammzellen aus
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Nabelschnurblut transplantiert worden waren. Mehr als 75% der Patienten wurden in Remission
transplaniert, wobei signifikant mehr Patienten in der unmanipulierten haplo-HSZT Gruppe an einer
fortgeschrittenen Erkrankung litten. Mehr als 70% dieser Patienten wurden myeloablativ
konditioniert. Verschiedene Varianten der unmanipulierten haplo-HSZT, auch solche, die mit einer
intensiven Immunsuppression inklusive Anti-Thymozytenglobulin (ATG) vor haplo-HSZT ohne den
Einsatz von PTCY durchgefiihrt wurden, fanden Eingang in diese Analyse; insgesamt wurde bei 163
(31%) der Patienten eine haplo-HSZT mit PTCY durchgefiihrt. In der Gesamtkohorte konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich TRM, Rl und DFS zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden. Betrachtet man allerdings die Gruppe der unmanipulierten haplo-HSZT, die mit
PTCY und somit ohne ATG transplantiert worden waren, isoliert, wird in dieser Gruppe eine
signifikant geringere TRM bei hoherem DFS, besonders bei Patienten mit ALL, deutlich. Somit deutet
sich auch hier, erneut im Vergleich zur CBT, die Sicherheit und gute Vertraglichkeit, aber auch
moglicherweise eine bessere Erkrankungskontrolle durch den Einsatz der unmanipulierten haplo-

HSZT mit PTCY an.

Zusammenfassend ist das hier beschriebene unmanipulierte haplo-HSZT Protokoll mit PTCY sicher
und vertraglich mit geringer AbstolRungsrate, akzeptablen GvHD Raten und niedriger TRM. Es
ermoglicht eine ausreichend gute Kontrolle der starken bidirektionalen Allo-Reaktivitdt und damit
eine sichere Uberwindung der HLA-Barriere. Der sonst bei einer in-vitro Manipulation des
Transplantats erforderliche zeit- und kostenintensive technische und auch anspruchsvolle
regulatorische Aufwand ist begrenzt. Obwohl durch die Intensivierung der Konditionierung eine
verbesserte Erkrankungskontrolle besonders fiir Patienten in Remission oder mit Standardrisiko
erzielt werden konnte, bleibt bei Patienten mit Hochstrisiko- bzw. aktiver Erkrankung die

Verhinderung eines Rezidivs weiterhin problematisch.
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4. Virusinfektionen im Kontext der
Immunrekonstitution nach unmanipulierter haplo-

HSZT mit PTCY

4.1. Hintergrund:

Ein Hauptproblem der haplo-HSZT besteht, wie dargelegt, in der starken bidirektionalen Allo-
Reaktivitat, die in friihen Transplantationsversuchen mit unmanipulierten HLA-haploidentischen
Stammzellpraparaten zu hohen Raten von TransplantatabstoRung und GvHD gefiihrt hatte (Anasetti
et al., 1990; Beatty et al., 1985; Powles et al., 1983). Zur Uberwindung der HLA-Barriere wurden
verschiedene Transplantationsverfahren entwickelt, die anfangs eine intensive, spater auch eine
Konditionierung mit reduzierter Intensitat enthielten. Dazu kam der der Einsatz von verschiedenen
in-vivo (z.B. ATG; Alemtuzumab) und in-vitro T-Zelldepletionsverfahren (z.B. CD34+ Selektion,
CD3+/CD19+ Depletion des Transplantates) (Aversa et al., 1998; Bethge et al., 2008; Handgretinger et
al., 2001; Rizzieri et al., 2007). Wahrend die Allo-Reaktivitdt besser kontrolliert wurde, fihrte die T-
Zelldepletion ungewollt zu einer Reduktion der zelluldren Immunitat mit deutlich verzégerter bzw.
beeintrachtigter Rekonstitution des Immunsystems. Die hohen Raten an Infektionen, aber auch von
Rezidiven und Toxizitat sind als Folge der ausgeprdgten und langerfristigen T- und B-Zelldefizienz
anzusehen (Aversa et al., 1998; Ciceri et al., 2008; Handgretinger et al., 2001; H.-J. Kolb et al., 2004;
Lacerda et al., 2003; Rizzieri et al., 2007). Mit der in-vitro T-Zelldepletion des Transplantats war daher
bei der haplo-HSZT trotz Riickgang der AbstoRungs- und GvHD Raten haufig eine hohe TRM (36-66%)
zu beobachten (Aversa et al., 1994; Aversa et al., 2005; Ciceri et al., 2008; Klingebiel et al., 2010; Lang
et al., 2004; Mehta et al.,, 2004; Rizzieri et al., 2007; Walker et al., 2004); mehr als 2/3 dieser
Patienten starben an opportunistischen, v.a. Virusinfekten (Aversa et al., 1994; Aversa et al., 2005;
Ciceri et al., 2008; Rizzieri et al., 2007); zudem wurde eine hohe Rate an EBV-assoziierten
Posttransplantationslymphomen (PTLD) mit hoher Mortalitdt beobachtet (Ciceri et al., 2008; Curtis et
al.,, 1999; Moosmann et al., 2010; Rizzieri et al., 2007). Eine Weiterentwicklung der haplo-HSZT im
Hinblick auf eine rasche und robuste Immunrekonstitution mit dem Ziel der Minimierung der

infektiosen Komplikationen war demnach die Hauptaufgabe.
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Der Einsatz von PTCY brachte hier, bei der Verwendung eines unmanipulierten, d.h. T-Zellhaltigen (T-
cell-replete; TCR) Transplantates fir die haplo-HSZT Verbesserungsschritte. Wie dargelegt, flihrt
Cylophosphamid, kurz nach der haplo-HSZT appliziert, zu einer selektiven in-vivo Depletion von allo-
reaktiven T-Zellen, wahrend ruhende Zellen mit regenerativem, moglicherweise auch antiviralen
Potential, wie z.B. Memory T-Zellen geschont werden (Luznik & Fuchs, 2010; Luznik et al., 2008; Ross
et al.,, 2013). Eine Schllsselrolle spielt dabei das Enzym Aldehydehydrogenase (ALDH), das den
intrazelluldar vorhandenen Aldehyd von Cyclophosphamid entgiftet. Himatopoetische Stammzellen
und regulatorische T-Zellen weisen dieses Enzym in erhdhter Konzentration auf und zeigten sich
gegeniber dem zytotoxischen Effekt von Cyclophposphamid , resistent”, wahrend bei naiven T-Zellen
ein selektives , killing” erfolgt (C. G. Kanakry et al., 2013) Somit kann aus dem ,ruhenden” Pool der
Zellen eine hamatopoetische und immunologische Rekonstitution bei gleichzeitig guter Kontrolle der

bidirektionalen Allo-Reaktivitat erreicht werden.

Friihzeitig hatten sich Hinweise ergeben, dass bei Einsatz von PTCY nach einer TCR/haplo-HSZT eine
zligige Immunrekonstitution eintritt (Ciurea et al., 2012; Luznik et al., 2008). In einer Gruppe von
Patienten, die ein unmanipuliertes haploidentisches Transplantat und PTCY zur GvHD Prophylaxe
erhalten hatten (n=32) traten weniger bakterielle, virale und signifikant weniger fungale Infektionen
auf, als bei Patienten, die mit einem in-vitro manipulierten Transplantat (CD34+ Selektion, T-cell-
deplete; TCD) und ATG zur in-vivo T-Zelldepletion ohne Posttransplantations-Immunsuppression
behandelt worden waren (Ciurea et al., 2012). Die Rekonstitution von CD4+ und CD8+ T-Zellen verlief
in der TCR-Gruppe rascher. Im Verlauf wurden signifikant hohere mediane T-Zell Werte beobachtet:
Nach sechs Monaten wurde in der TCR-Gruppe eine CD4+ T-Zellanzahl von fast 200/ul erreicht,
wahrend in der TCD Gruppe dieser Wert nur bei ca. 70/ul lag (p=0.04). Bei nicht signifikant
unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich von Engraftment und akuter sowie chronischer GvHD
hatten die Patienten nach TCR-haplo-HSZT mit PTCY weniger infektiose Komplikationen und eine
verbesserten Immunrekonstitution und daher eine signifikant geringere TRM als Patienten nach TCD

haplo-HSZT (TCR/PTCY haplo-HSZT: 16% vs TCD haplo-HSZT: 42%; p=0.02).

Vor diesem Hintergrund analysierten wir retrospektiv das Auftreten von Virusinfektionen und ihrer
Komplikationen und die damit assoziierte Morbiditat und Mortalitdt bei Patienten, die an unserem
Transplantationszentrum in den Jahren 2006 bis 2011 mittels zweier unterschiedlicher
haploidentischer Transplantationsverfahren behandelt worden waren. Die Analyse der

Immunrekonstitution erfolgte im Kontext dazu.

Tabelle 1: Patienten- und Behandlungscharakteristika sowie Behandlungsergebnisse der beiden haplo-HSZT
Gruppen (TCR/PTCY versus cTCR/TCD)
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Anzahl (%)

Charakteristika TCR/PTCY TCR/TCD p-Wert
Gesamtzahl Patienten 27 (100) 28 (100)
Grunderkrankung
AML 13 (48) 20 (71)
ALL 4(15) 3(11)
Lymphom-Erkrankung 10(37) 2(7)
Andere (SAA, CML, BC, MPN) 0 1(4)/1(4)/1(4)
Fortgeschrittene Erkrankung 25 (93) 20(71)
HSZT 2/3 13 (48) 0
Alter in Jahren, Median (Zeitspanne) 43 (23 -61) 30.5 (18 - 60)
Geschlecht
Mannlich 14 (52) 22 (79)
Weiblich 13 (48) 6(21)
Konditionierungsintensitat
RIC 19 (70) 20 (71)
MAC 8(30) 8(29)
GvHD
Akute GvHD II-IV 8(30) 8(29)
Chronische GvHD 2(7) 8(29)
CMV — Serostatus (Spender / Empféanger)
Positiv — positiv 7 (26) 11 (39)
Negativ — negativ 14 (52) 7 (25)
Positiv - negativ 1(3) 5(18)
Negativ - positiv 5(19) 5(18)
EBV — Serologie positiv (Empfanger) 27 (100) 28 (100)
Herpesvirusinfektionen 6(22) 26 (93)
CMV Reaktivierung 8(31) 16 (59)
PTLD 0 7(25)
Ergebnisse % %
1-Jahres TRM 22 39 0.27
1-Jahres VIRM 0 29 0.009
1-Jahres OS 59 39 0.28
1-Jahres PFS 55 38 0.47
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Abkiirzungen: TCR/PTCY, T-cell-replete/Posttransplantations-Cyclophosphamid; ¢TCR/TCD, kombiniert T-cell-replete/T-cell-deplete;
AML, Akute Myeloische Leukdmie; ALL, akute lymphatische Leukdmie; SAA, schwere aplastische Andmie; CML, chronische
myeloische Leukdmie; MPN, myeloproliferative Neoplasie; HSZT, hdmatopoietische Stammzelltransplantation; RIC, Konditionierung
mit reduzierter Intensitdt; MAC, myeloablative Konditionierung; GvHD, graft-versus host disease; CMV, Zytomegalievirus; EBV,
Epstein-Barr Virus, PTLD, post-transplantationsLymphom; TRM, therapieassoziierte Mortalitdt; VIRM, virusinfection-related
mortality; 0S, Gesamtiiberleben; PFS, Progressionsfreies Uberleben.

4.2. Die haploidentischen Transplantationsverfahren und ihre Ergebnisse

Das haploidentische cTCR/TCD Verfahren:

CTCR/TCD Gruppe: 28 Patienten; medianes Alter 31 Jahre (Tabelle 1). Dieses friiher angewandte
haploidentische Transplantationsverfahren sah zur Uberwindung der HLA-Barriere neben einer im
Rahmen der Konditionierung erfolgten in-vivo T-Zelldepletion mit Kaninchen-ATG (5x20 mg/kg), die
Gabe eines unmanipulierten, nicht G-CSF stimulierten Stammzellprdparats (Knochenmark an Tag O;
TCR) vor, das an Tag +6 nach haplo-HSZT mit einem in-vitro T-Zelldepletierten Blutstammzellprdparat
kombiniert wurde (CD6+ depletierte, G-CSF-mobilisierte PBSZ; TCD). In diesem haplo-Setting mit zwei
kombinierten Stammzellquellen kam die Standardimmunsuppression Ciclosporin A (CyA) und MTX

(15 mg/m2 Tag +1 und 10 mg/m2 Tag +3 und +7) hinzu (H.-J. Kolb et al., 2004).

Das haploidentische TCR/PTCY Verfahren:

TCR/PTCY Gruppe: 27 Patienten, medianes Alter 43 Jahre (Tabelle 1). Das zweite haploidentische
Transplantationsverfahren setzte, wie bereits beschrieben, zur in-vivo Depletion von allo-reaktiven T-
Zellen das Alkylans Cyclophosphamid ein. Es wird in hoher Dosierung (50mg/kg; Tag +3 und +4) kurz
nach der Transplantation eines unmanipulierten, nicht G-CSF stimulierten Knochenmark- bzw. G-CSF
stimulierten, unmanipulierten Blutstammzellpraparats gegeben, bevor die
Standardimmunsuppression mit Tacrolimus und MMF an Tag +5 einsetzt (Luznik et al., 2008;

O'Donnell et al., 2002).

In beiden haplo-HSZT Gruppen (TCR/PTCY und cTCR/TCD) waren die meisten Patienten an einer
akuten Leukdmie erkrankt, wobei die Patienten der TCR/PTCY Gruppe zum Zeitpunkt der HSZT
haufiger eine fortgeschrittene Erkrankung aufwiesen: Bei 13 Patienten der TCR/PTCY Gruppe erfolgte
eine zweite oder dritte allogene HSZT bei Rezidiv nach einer bereits erfolgten allogenen

Stammzelltransplantation, dagegen hatte kein Patient der cTCR/TCD Gruppe eine erneute allo-HSZT
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erhalten hatte (Tabelle 1). Insgesamt war somit a priori von einer unglinstigeren Prognose der

TCR/PTCY haploidentisch transplantierten Patienten auszugehen.

Charakteristika und Ergebnisse der haplo-HSZT Verfahren

Sowohl in der TCR/PTCY als auch in der cTCR/TCD Gruppe zeigten alle Patienten, die Tag +30 erlebt
hatten, ein Engraftment der Neutrophilen; in beiden Gruppen trat keine AbstoBung auf. Die Inzidenz
der aGvHD des Grades II-IV war in beiden Gruppen gleich verteilt, wahrend mehr Patienten in
CTCR/TCD Gruppe an einer cGvHD litten (Tabelle 1). Wihrend mehr Patienten in der cTCR/TCD
Gruppe ein Risikokonstellation (Spender und/oder Empfinger seropositiv) fir eine CMV
Reaktivierung aufwiesen, war die Hochriskokonstellation (Spender negativ/Empfanger positiv)

(Ganepola et al., 2007) in beiden Gruppen gleich verteilt.

Methoden

Alle asymptomatischen und symptomatischen Virusinfektionen, die bis zum Tag +180 bzw. ein Jahr
nach haplo-HSZT aufgetreten waren, wurden bericksichtigt. Die Immunrekonstitution wurde
qguantitativ. anhand von absoluten Lymphozytenwerten (mediane Anzahl/pul) und der
entsprechenden, durchflusszytometrisch bestimmten Lymphozytensubpopulationen (CD3+, CD4+,
CD8+ T-Zellen, NK Zellen und B-Zellen) an definierten Zeitpunkten nach der Transplantation (Tag +30,
+100, +180) verfolgt. Alle Patienten erhielten eine antivirale Standardprophylaxe mit Aciclovir bis
ausreichend CD4+ Zellen nachgewiesen und die Immunsuppression abgesetzt werden konnten. Bei
regelmaligem Monitoring der CMV- und EBM-Virusreplikation im peripheren Blut mittels PCR wurde

bei Hinweisen auf eine Virusreaktivierung eine praemptive Behandlungsstrategie verfolgt.

Virusinfektionen in der HLA-haploidentischen Transplantation

Insgesamt wurden 139 Episoden einer Virusinfektion beobachtet, wobei 68 symptomatisch und 20
mit einer aktiven Organerkrankung assoziiert waren. Eine Virusinfektion war bei 46/55 (82%) der
haploidentisch transplantierten Patienten nachweisbar. Eine dhnliche Inzidenz von Virusinfektionen
wurde auch nach einer CBT oder nach einer HLA-mismatch MUD-Transplantation gesehen
(Mulanovich et al., 2011; Parody et al., 2006; Ruggeri et al., 2011). In unserem haploidentisch
transplantierten Patientenkollektiv traten Virusinfektionen haufiger in der cTCR/TCD-Gruppe (96%)

als in der TCR/PTCY-Gruppe (70%) auf. Insbesondere Virusreaktivierungen und symptomatische

31



Viruserkrankungen waren in der cTCR/TCD Gruppe (51 Episoden) haufiger als in der Gruppe der mit

PTCY haplo-transplantierten Patienten (17 Episoden).

Herpesvirusinfektionen nach haploidentischer Transplantation

Wir konnten zeigen, dass weniger Herpesvirusinfektionen nach haplo-HSZT auftraten, wenn PTCY zur
GvHD Prophylaxe verabreicht worden war. So waren in der TCR/PTCY Gruppe nur 22%
Herpesvirusinfektionen zu beobachten, wahrend - moglicherweise im Zusammenhang mit der
Behandlung mit ATG (s.u.) - in der cTCR/TCD Gruppe 93% Herpesvirusinfektionen zu verzeichnen
waren (Tabelle 2). Fur alle anderen, also alle nicht Herpesvirusinfektionen (Adenovirus, JC/BK Virus,

RSV, Influenza, Parvo B19 u. a.) war dies nicht zu beobachten.

n (%)
All patients (n=55) cTCR/TCD (n=28) TCR/PTCY (n=28)
Herpesviruses
HSV 10 8(29.6) 2(7.4)
vzv 2 2(7.1) 0(0)
cMV 16 12 (42.9) 4(14.8)
HHV-6 44 23 (82.1) 21(77.8)
EBV 24 19 (71.4) 15 (18.6)
Other viruses
RSV 1 1(3.6) 0(0)
ADV 9 5(17.9) 4(14.8)
Influenzavirus A 3 2(7.1) 1(3.7)
Polyomavirus JC/BK 24 11 (39.3) 13 (48.1)
Parvo B19 6 4(14.3) 2(7.4)
Rotavirus 0 0(0) 0(0)
Norovirus 0 0(0) 0(0)
Patients infected with > 1 virus 46 27 (96.4) 19 (70.3)
Patients infected with > 1 herpesvirus 32 26 (92.9) 6(22.2)

Abkiirzungen: HSV, Herpes simplex virus; VZV, Varicella Zoster Virus, CMV, Cytomegalovir; HHV-6, Humanes Herpesvirus 6, EBV,
Epstein-Barr Virus; RSV, Respiratory Syncytial Virus; ADV, Adenovirus

Tabelle 2: Virusinfektionen nach haplo-HSCT: TCR/PTCY Gruppe versus cTCR/TCD Gruppe; aus (Tischer et al.,
2015)
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Zudem konnten wir in einer Analyse der Inzidenz von Adenovirusinfektionen nach allogener
Stammzelltransplantation, die wir an unserem Zentrum {iber einen Zeitraum von 5 Jahren
durchgefiihrt hatten, im Vergleich zu alternativen Transplantationsverfahren feststellen, dass nach
einer TCR/PTCY haplo-HSZT weniger Adenovirusinfektion aufgetreten waren als nach einer CBT oder
einer HLA-mismatch MUD Transplantation (Hubmann et al.,, 2016). Dementsprechend kann
angenommen werden, dass bei Verwendung des PTCY in der haplo-HSZT auch das Auftreten bzw. die

Reaktivierung von Adenovirusinfektionen limitiert werden kdnnen.

Herpesviridiae CMV und EBV

Eine CMV Reaktivierung wurde bei 12/27 Patienten (57%) in der cTCR/TCD-Gruppe mit
entsprechender Risikokonstellation fiir die Reaktivierung festgestellt. Demgegeniiber entwickelten in
der TCR/PTCY-Gruppe nur 4/13 Patienten (31%) mit Risikokonstellation eine CMV Reaktivierung. Eine
dhnliche CMV Reaktivierungsrate (38%) war in der in Baltimore und Seattle durchgefiihrten
Pilotstudie zur unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY nach nicht myeloablativer Konditionierung
berichtet worden (Luznik L BBMT 2008). Bemerkenswert ist, dass &hnlich niedrige
Reaktivierungsraten sonst nur nach einer HLA-gematchten Stammzelltransplantation zu erwarten

sind (Chang et al., 2012).

Bei gleicher Verteilung der Patienten beziglich einer Hochrisikokonstellation fir die CMV-
Reaktivierung (s.0.) zeigte sich haufiger eine Reaktivierung in der cTCR/TCD- als in der TCR/PTCY-
Gruppe (5/5 vs 1/5 Patienten). Diese hohe CMV-Reaktivierungsrate bei Hochrisikokonstellation wird
auch gesehen, wenn in der unmanipulierten haploidentischen Transplantation mit Applikation von
zwei Stammzellprdparaten (G-CSF stimuliertes Knochenmark und PBSZ) eine intensive Pra-und
Posttransplantations-Immunsuppression inklusive ATG zur in-vivo T-Zelldepletion eingesetzt wird
(Chang et al., 2012; Huang et al., 2009; Lu et al., 2006). Eine dhnlich hohe CMV-Reaktivierungsrate
nach haplo-HSZT, auch bei Einsatz von PTCY, wird dann beobachtet, wenn die Posttransplantations-
Standardimmunsuppression mit z.B. CyA vor der Gabe von Cyclophosphamid begonnen wird. So
berichtete die Transplantationsgruppe aus Genua (Raiola et al.,, 2013) von einer CMV-
Reaktivierungsrate von 50% trotz Einsatz von PTCY; dabei waren 5/6 der Hochrisikopatienten
betroffen. Auch in dieser Analyse war die mediane Anzahl der CD4+ Zellen an Tag 100 mit 140/pl
deutlich niedriger als bei unseren PTCY haplotransplantierten Patienten: 200/ul. Zudem fihrte in
unserem Patientkollektiv die praemptive medikamentdse antivirale Behandlung, die im Falle einer
CMV Reaktivierung eingeleitet wurde, in der TCR/PTCY-Gruppe hiufiger zu einem Behandlungserfolg
als in der cTCR/TCD-Gruppe (100% gegeniiber 50%).
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Sehr auffillig ist, dass kein Patient nach der TCR/PTCY haplo-HSZT mit PTCY ein PTLD entwickelte;
dagegen erlitt eine hohe Anzahl von Patienten (7/28; 25%) nach cTCR/TCD-haploidentischer
Transplantation diese schwerwiegende Komplikation. Flinf der Patienten verstarben. Mit einer
adoptiven Immuntherapie mit EBV-spezifischen T-Zellen, die bei fiinf dieser Patienten durchgefiihrt
wurde, konnte eine Remission des PTLDs erreicht werden, wenn sie in einem friihen Stadium der
Erkrankung einsetzte (Moosmann et al., 2010). Hauptausldser dieser malignen B-Zellerkrankung nach
allogener Transplantation ist eine profunde T-Zelldefizienz; als ursdchlich anzunehmen ist also eine
verzogerte und unzureichende Immunrekonstitution, wie sie nach einer in-vivo T-Zelldepletion mit
ATG oder auch bei ex-vivo T-Zelldepletion mit Manipulation des Transplantats auftritt. Eine dhnlich
hohe PTLD-Rate, wie sie in unserer cTCR/TCD-Gruppe aufgetreten war, ist nur nach einer CBT mit
Einsatz von ATG beschrieben (Brunstein et al., 2006). Dagegen traten, wie in verschiedenen Studien
gezeigt, bei unmanipulierter haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY keine PTLDs auf (J. A. Kanakry, Y. L.

Kasamon, J. Bolanos-Meade, et al., 2013; Raiola et al., 2013; Solomon et al., 2012).

4.3. Immunrekonstitution nach haplo-HSZT

Die verbesserte Kontrolle der Herpesvirusinfektionen nach haplo-HSZT war mit einer schnelleren
Rekonstitution der CD4+T-Zellen in der TCR/PTCY-Gruppe verbunden. Es zeigte sich, dass an allen
nach der Transplantation untersuchten Zeitpunkten die Anzahl der CD4+ T-Zellen in der TCR/PTCY-
Gruppe hoher war als in der Vergleichsgruppe; dies war besonders am Tag +100 nach
Transplantation auffillig. Hier war die Anzahl der CD4+ T-Zellen doppelt so hoch wie in der cTCR/TCD
Gruppe (206/ul vs 102/ul) (Abb 4).
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Median counts/ul c¢TCR/TCD c¢TCR/TCD c¢TCR/TCD TCR TCR TCR
Lymphocytes 280 630 1115 211 650 920
CD3+ T cells 66 424 858 71 375 551
CD4+ T cells 21 102 157 39 206 230
CD8+ T cells a4 272 683 28 110 140
NK cells 100 146 230 53 341 140
B cells 5 14 82 1 97 175

Day +30 Day +100 Day +180 Day +30 Day +100 Day+180

Abb. 4: Rekonstitution der Lymphozyten und ihrer Subpopulationen (mediane Anzahl/ul) nach haplo-HSZT in
der TCR/PTCY- und der cTCR/TCD-Gruppe (Tischer et al., 2015).

Moglicherweise fuihrt das ATG, das bei der Konditionierungsbehandlung zur cTCR/TCD haplo-HSZT in
hoher Dosis zur Prophylaxe von AbstoBung und GvHD eingesetzt wurde, zu den beobachteten
Unterschieden hinsichtlich der T-Zellrekonstitution. ATG bewirkt in-vivo eine ausgepragte T-
Zelldepletion mit der Folge einer erheblichen und verlangerten Lymphopenie nach der HSZT (Finke et
al., 2009; Ruggeri et al., 2011). Davon betroffen ist insbesondere das Kompartiment der CD4+ T-
Zellen; nach der Applikation von ATG sind niedrige Anzahlen von CD4+ T-Zellen sowie eine niedrige
CD4+/CD8+ T-Zell -Ratio zu beobachten. Diese Verhiltnisse zeigten sich auch bei unserer cTCR/TCD
Transplantationsgruppe. Auch bei einem anderen, derzeit populdaren Ansatz zur unmanipulierten
haplo-HSZT, welcher zur Uberwindung der HLA-Barriere eine intensive Immunsuppression inklusive
ATG verwendet, wird eine bemerkbar verzogerte Rekonstitution des CD4+ T-Zellkompartiments
berichtet (Huang et al., 2009). So waren — dhnlich wie in unserer cTCR/TCD Gruppe — nach diesem
von der chinesischen Transplantationsgruppe angewandten Verfahren innerhalb der ersten 6
Monate nach haplo-HSZT nur CD4+ T-Zell Werte <200/ul berichtet worden (Huang et al., 2009). Eine
dhnlich verzogerte CD4+ T-Zellrekonstitution ist sonst nur bei Einsatz von Verfahren zur in-vitro T-
Zelldepletion des Stammzelltransplantats, wie z.B. der CD34+ Selektion, zu beobachten (Aversa et al.,
2005). Dagegen zeigte sich in der mit PTCY haploidentisch transplantierten Patientengruppe eine
deutlich bessere Rekonstitution der CD4+ T-Zellen: Bereits 3 Monate nach haplo-HSZT, und im

weiteren Verlauf andauernd, wurde ein Wert von 200/l CD4+ T-Zellen erreicht. Ahnliche Werte
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werden sonst nur nach einer HLA-gematchten Geschwistertransplantation gemessen (Chang et al.,,

2012).

Die Applikation von hohen Dosen von ATG ist demnach bei haplo-HSZT als kritisch zu bewerten; die
Méglichkeit zur Uberwindung der HLA-Barriere ohne ATG kann der Hauptvorteil der unmanipulierten

haplo-HSZT mit PTCY sein.

Wie bereits erwdhnt, hatten Ciurea et al. nach TCR/PTCY haploidentischer Transplantation bei 32
Patienten ebenfalls eine verbesserte Immunrekonstitution beobachtet (Ciurea et al.,, 2012); als
Vergleichsgruppe dienten 33 Patienten, bei welchen eine haplo-HSZT mit in-vitro Manipulation
(CD34+ Selektion) des Stammzellpraparats sowie eine in-vivo T-Zelldepletion mit ATG durchgefiihrt
worden war. Auch in dieser TCD-Gruppe war im Verlauf nach der Transplantation die Anzahl der
CD4+ T-Zellen zu allen Zeitpunkten deutlich niedriger als in der TCR/PTCY Gruppe. Patienten der TCD
Gruppe hatten ein 1.5-fach erhéhtes Risiko, eine Virusinfektion zu entwickeln. Die Ergebnisse unserer
Analyse bestatigen und prazisieren diese Befunde. Die TCR/PTCY haplo-HSZT ermdglicht eine bessere
Kontrolle von Herpesvirusinfekion und die virusassoziierte Mortalitdt (VIRM) wird signifikant

reduziert (siehe Tabelle 1).

4.4, Outcome und Uberlebenspradiktoren nach haplo-HSZT

Das mediane Follow-up war mit 6.8 Jahren (Spanne: 6.1-7.4) in der cTCR/TCD Gruppe langer als in
der TCR/PTCY Gruppe mit 2.8 Jahr (Spanne: 2.4-3.8). Bei Vergleich der beiden haplo-HSZT Gruppen
ergaben sich auf den ersten Blick keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Outcome-
Parameter des Gesamtiiberlebens (0OS), des progressions-freien Uberlebens (PFS) sowie der TRM
(Tabelle 1); auch die kumulative Rezidivinzidenz (1-Jahr RI: TCR/PTCY 22% vs cTCR/PTCY 21%; p=0.56)
war nicht signifikant unterschiedlich. Diese Ergebnisse sollten jedoch im Zusammenhang mit der
bereits dargelegten a priori prognostisch unglinstigeren Ausgangssituation der Patienten in der
TCR/PTCY Gruppe gesehen werden. Es zeigte sich ein Trend zur verbesserten TRM in der TCR/PTCY
Gruppe (1-Jahres TRM 22% vs cTCR/TCD 39%; p=0.27); moglicherweise aufgrund der geringen
Fallzahlen in beiden Gruppen bestand allerdings kein signifikanter Unterschied. Insgesamt starben 19
Patienten an einer Komplikation nach haplo-HSZT (TCR/PTCY-Gruppe: 7 Patienten; cTCR/PTCY-
Gruppe: 12 Patienten). Bemerkenswert ist, dass Infektionen, besonders Virusinfektionen, als
Todesursache haufiger in der cTCR/TCD-Gruppe vorkommen (cTCR/TCD: 8/11 Patienten vs TCR/PTCY:

1/6 Patienten). 25% der Patienten in der cTCR/TCD-Gruppe entwickelten ein PTLD, 5 Patienten
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starben daran. Die infektidse Haupttodesursache in der TCR/PTCY Gruppe war die invasive
Aspergillose, wobei 4 Patienten an dieser verstarben. Hinsichtlich der infection-related mortality
(IRM) bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden haplo-HSZT Gruppen (siehe
Tabelle 1) wahrend eine signifikant héhere VIRM in der cTCR/TCD Gruppe zu beobachten war (1-
Jahres VIRM 29% vs TCR/PTCY 0%; p=0.009; Tabelle 1). Eine Risikofaktoranalyse ergab folgende
Pradiktoren, die an Tag 100 nach Transplantation einen positiven Einfluss auf das Gesamtiberleben
der haploidentisch transplantierten Patienten hatten: Ein Lymphozytenwert >300/ul, ein CD3+ T-
Zellwert >200/pl, sowie ein CD4+T-Zellwert >150/pl. Der Einsatz von Kortikosteroiden in einer
Dosierung von mehr als 1 mg/kg war hingegen mit einem signifikant schlechteren Outcome

korreliert.

4.5. Zusammenfassung:

Wir konnten durch unsere Analyse die Ergebnisse anderer Transplantationsgruppen hinsichtlich der
TCR/PTCY haplo-HSZT nicht nur bestatigen, sondern auch prazisieren. Vorteile der unmanipulierten
haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY gegenliber einem anderen haploidentischen
Transplantationsverfahren, welches auf dem Einsatz von ATG vor der Transplantation und zwei
kombinierten Stammzelltransplantaten beruht, sind vor allem eine raschere Rekonstitution der CD4+

T-Zellen und die damit verbundene deutlich geringere Anzahl von Herpesvirusinfektionen.

Die Patienten der TCR/PTCY haplo-HSZT Gruppe zeigten nicht nur weniger CMV Reaktivierungen,
sondern sie sprachen auch besser auf eine antivirale Behandlung an. Kein Patient der TCR/PTCY-
Gruppe entwickelte die lebensgefahrlich Komplikation eines PTLDs. Entsprechend war die VIRM

dieser Patienten signifikant besser als die der Patienten der anderen haplo-HSZT Gruppe.

Es ist anzunehmen, dass beim Einsatz von Cyclophosphamid nach einer T-Zellhaltigen haplo-HSZT ein
Teil der antiviralen Immunitat bewahrt werden kann, sodass die Verbesserung der Kontrolle von

latenten Virusinfektionen, wie der Herpesvirusinfektion, daher stammt.

Das Transplantationsverfahren der TCR/PTCY haplo-HSZT leistet so einen Beitrag zur L6sung des
Problems der verzogerten Immunrekonstitution und der daraus resultierenden Virusinfektionen. Der
Vergleich dieser neueren Strategie mit einem alteren und aufwandigeren haploidentischen
Transplantationsverfahren zeigt die Fortschritte, die durch den Einsatz von PTCY in der

haploidentischen Transplantation erzielt werden kdnnen.
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5. Die sequentielle Therapie als Behandlungskonzept
in der unmanipulierten HLA-haploidentischen
Stammzelltransplantation mit Posttransplantations-
Cyclophosphamid bei Patienten mit
rezidivierter/refraktarer himatologischer Neoplasie

5.1. Hintergrund

Die Ergebnisse der unmanipulierten haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY nach NMA Konditionierung
waren bei Hochrisikopatienten unbefriedigend: Das 1-Jahres bzw. 2-Jahres EFS in der Pilotstudie aus
Baltimore/Seattle betrug 34% bzw. 26% (Luznik et al., 2008). Nach einem Jahr hatten mehr als 50%
der Patienten ein Rezidiv entwickelt, obwohl sich mehr als 90% der Patienten zum Zeitpunkt der
haploidentischen Transplantation in einer Remission ihrer AL befunden hatten. Auch in
nachfolgenden Studien zeigte sich, dass Patienten mit Hoch- oder Hochstrisikoerkrankung nach
,Disease Risk Index”“ (Armand et al., 2014) nach NMA Konditionierung und unmanipulierter haplo-
HSZT mit PTCY ein hohes Rezidivrisiko hatten: Dieses lag nach einem Jahr bei 58%, wahrend das DFS
bei 35% nach nach einem Jahr betrug (McCurdy et al., 2015). Die Indikation zur unmanipulierten
haplo-HSZT mit PTCY bei nicht remittierter hamatologischer Neoplasie konnte also als alternative
Behandlungsmethode bei Fehlen eines HLA-kompatiblen Familien- oder Fremdspenders nur

zuriickhaltend gestellt werden.

Wie bereits dargelegt, waren bessere Ergebnisse bezliglich Remission und Rezidivrate bei Patienten
mit Hochrisikoerkrankung bzw. rezidivierter oder refraktarer AML in der HLA-identischen oder —
kompatiblen Transplantationssituation durch ein ,sequentielles Therapiekonzept” erreichbar (Schmid
et al.,, 2005; Schmid et al., 2006). Das sog. ,FLAMSA-RIC“ Regime, das an unserem Zentrum
entwickelt wurde, wird inzwischen auch an anderen Transplantationszentren zur Behandlung von
Hochrisiko-Patient mit AML und MDS eingesetzt (Malard et al., 2016; Ringden et al., 2016; Schmid et
al., 2008)

Dieses ,sequentielle Therapiekonzept” wurde im Jahre 2009 an unserem Zentrum in die Behandlung
der Patienten mit rezidivierter bzw. refraktdrer hamatologischer Erkrankung integriert. Bei diesen
Patienten wurde aufgrund der Nichtverfligbarkeit eines konventionellen Stammzellspenders die

Alternative einer sequentiellen haplo-HSZT mit PTCY angewandt.
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Wie  ausfiihrlich dargelegt, hatte  sich  das unmanipulierte HLA-haploidentische
Transplantationsverfahren mit PTCY zur GvHD Prophylaxe und NMA Konditionierung als gut
vertraglich und sicher erwiesen. Bei akzeptabler AbstoBungs- und geringer GvHD-Rate ergab sich eine
bemerkenswert niedrige 1-Jahres TRM von 15% (Luznik et al., 2008). Diesem Verfahren zur haplo-
HSZT konnte eine intensive Chemotherapie im Rahmen des ,,sequentiellen Therapiekonzeptes” kurz

vor Beginn der intensivierten Konditionierungsbehandlung zur Transplantation hinzugefiigt werden.

Das Ziel dieser sequentiellen Therapie - intensive Chemotherapie kurz vor dem Beginn der
Konditionierung- ist die Leukamielast vor der Stammzelllibertragung zu verringern und dadurch mehr

Zeit fir den nach der Transplantation eintretenden GvL Effekt zu gewinnen.

Fiir diese Zytoreduktion ist die Wahl der effektivsten Substanz von Bedeutung. Clofarabin ist ein
Purinanalogon der zweiten Generation mit akzeptablem Sicherheitsprofil, dessen antileukdamische
Aktivitat bei myeloischen und lymphatischen Blasten nachgewiesen wurde (Breccia et al., 2010; Jeha
et al., 2006; Karp et al.,, 2007; Long-Boyle et al., 2011; Scappini et al., 2012). Clofarabin-basierte
Therapien waren nicht nur bei Patienten mit akuter myeloischer und lymphatischer Leukdmie
(Kantarjian et al., 2003), sondern auch bei Lymphomerkrankungen wirksam, und dies auch bei
Versagen einer vorausgegangen Rituximab-haltigen Therapie (Abramson et al., 2013; Nabhan et al.,
2011). Wirksamkeit bei guter Vertraglichkeit wurde auch bei alteren Patienten und Patienten mit
rezidivierter akuter Leukdamie gezeigt (Faderl et al., 2006; Grigoleit et al., 2009; Jeha et al., 2006).
Zudem hat Clofarabin ein gewisses immunsuppressives Potential (Robak, 2006), sodass es fiir den
Einsatz bei der HLA-haploidentischen Transplantation mit ihrer starken bidirektionalen Allo-
Reaktivitdt besonders geeignet erscheint. Der sichere und effektive Einsatz von Clofarabin war bei
der HLA-identischen Geschwistertransplantation und der HLA-kompatiblen
Fremdspendertransplantation mehrfach gezeigt worden (Andersson et al.,, 2011; Buchholz et al.,
2012; Chevallier et al., 2012; Farag et al., 2011; Kebriaei et al., 2012; Locke et al., 2010; Magenau et
al., 2011; Middeke et al.,, 2016). Dazu kommt, dass die meisten erwachsenen Patienten mit
rezidivierter akuter Leukdamie und aggressiver Lymphomerkrankung dieses Chemotherapeutikum

aufgrund des bestehenden Zulassungsstatus zuvor noch nicht erhalten hatten.
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5.2. Ergebnisse der sequentiellen Therapie in der unmanipulierten HLA-
haploidentischen Transplantation mit PTCY bei Patienten mit aktiver

akuter Leukamie und aggressiver Lymphomerkrankung

Akute Leukdamie: Patienten- und Behandlungscharakteristika

18 Patienten (medianes Alter: 39 Jahre; Spanne 20-69 Jahre; mannlich: n=9) mit akuter Leukamie
(AML n=15; ALL n=3) wurden im Rahmen des sequentiellen Therapiekonzepts unmanipuliert HLA-
haploidentisch mit Einsatz von PTCY transplantiert. Alle Patienten litten zum Zeitpunkt der haplo-
HSZT an einer aktiven Erkrankung. Zudem waren alle Patienten ausgepragt vorbehandelt.
Entsprechend sind diese Patienten als Hochstrisikokollektiv zu betrachten: 44% erhielten mindestens
zwei chemotherapeutische Vortherapien ohne eine Remission zu erreichen, 6% hatten sich bereits
einer autologen Stammzelltransplantation unterzogen; bei 61% wurde dieses Verfahren als
Zweittransplantationsverfahren bei Rezidiv nach einer ersten allogenen Transplantation angewandt.
Demnach hatten alle Patienten eine ungiinstige Prognose mit dem hohen Risiko eines erneuten
Rezidivs sowie todlicher transplantationsassoziierten Komplikationen zu erwarten (Barrett et al.,
1991; Gokbuget et al., 2012; Henslee-Downey et al., 1997; Schmid et al., 2012). Alle Patienten
erhielten Clofarabin (5x30 mg/m? Uber 5 Tage) zur Zytoreduktion, bevor nach drei Tagen
Therapiepause die Konditionierung begonnen wurde. Als ,,Back-bone” der GvHD Prophylaxe wurde
PTCY (50 mg/kg an Tag+3 und Tag+4) eingesetzt, gefolgt von einer Standardimmunsuppression ab
Tag +5 mit Tacrolimus (Zielspiegel 8-12 pg/l) und MMF (4 x 500 mg), analog dem urspriinglichen
,Baltimore” Protokoll. Die Intensitdt der Konditionierungsbehandlung wurde im Vergleich zu diesem
urspriinglichen Protokoll, welches 2 Gy TBI in der Konditionierung vorsah, erhoht. So wurde eine
erkrankungs- bzw. patientenspezifische Modifikation der Konditionierungsintensitdt bei >90% der
Patienten durchgefiihrt: Eine dosisintensivierte Konditionierung mit 4-12 Gy TBI wurde bei 5
Patienten durchgefiihrt, 10 Patienten erhielten statt TBI eine Konditionierung mit Melphalan (110
mg/m?) und bei zwei der ALL- Patienten mit Rezidiv nach einer ersten allogenen HSZT erfolgte die
Konditionierung mit Treosulfan (10-12 g/m?) +/- Etoposid (40mg/kg). Als Stammzellquelle diente
zumeist nicht stimuliertes Knochenmark (14/18 Patienten; 78%); alle Patienten erhielten G-CSF ab
Tag +5 bis zum Engraftment der Neutrophilen. Das Therapieschema zur sequentiellen Therapie in der

unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY bei akuter Leukdamie zeigt Abb. 6.
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Abb. 6: Die sequentielle Therapie mit Clofarabin in der unmanipulierten HLA-
haploidentischen Transplantation mit PTCY bei nicht remittierter akuter Leukdmie (Tischer
et al., 2013)

Aggressive Lymphomerkrankung: Patienten- und Behandlungscharakeristika

Ebenso wurden 16 Patienten (medianes Alter 53 Jahre; Spanne 23-68; mannlich n=11) mit
aggressiver, nicht remittierter Lymphomerkrankung (Mantelzelllymphom (MCL) n=7;
Angioimmunoblastisches Lymphom (AILT) n=2; DLBCL n=1; sDLBCL n=5; B-lymphoblastisches
Lymphom (B-LBL) n=1) im Rahmen des sequentiellen Therapiekonzepts unmanipuliert HLA-
haploidentisch mit Einsatz von PTCY zur GvHD Prophylaxe transplantiert. Eine Chemotherapie-
refraktdre Erkrankung lag bei 11 Patienten vor (69%), 4 Patienten hatten eine (PR) erreicht, ein
Patient zeigte eine stabile Erkrankung (SD). Im Median hatten diese Patienten bereits 5 Zyklen
(Spanne 1-8) einer Immunchemotherapie inklusive Rituximab erhalten. Bei 50% (8/16) dieser
Patienten war zuvor eine autologe Stammzelltransplantation durchgefiihrt worden. Demnach
handelte es sich auch hier um ein Hochstrisikokollektiv. Auch diese Patienten hatten eine ungiinstige
Prognose mit hohem Komplikations- und Rezidivrisiko nach einer allo-HSZT zu erwarten (Sirvent et

al., 2010; van Kampen et al., 2011).

In der Vorbereitung zur HLA-haploidentischen Transplantation erhielten auch diese Patienten im
Rahmen des sequentiellen Therapiekonzepts eine zytoreduktive Vorbehandlung mit Clofarabin, die -
nach kurzer Pause — mit einer reduzierten Konditionierungsbehandlung mit Melphalan (110m/m?)
zur unmanipulierten haplo-HSZT (Knochenmark als Stammzellquelle n=14; PBSZ als Stammzellquelle
n=2) kombiniert wurde. Alle Patienten erhielten hochdosiertes Cyclophosphamid mit 50 mg/kg KG an
Tag +3 und +4 nach der Transplantation, gefolgt von einer Immunsuppression mit Tacrolimus
(Zielspiegel 8-12 pg/l) und MMF (4 x 500 mg/d) ab Tag + 5 und G-CSF bis zum Engraftment der

Neutrophilen. Abb. 7 zeigt das Therapieschema der sequentiellen Therapie mit Clofarabin in
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Vorbereitung zur unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY bei Patienten mit aggressiver

Lymphomerkrankung.
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Abb. 7: Therapieschema zur sequentiellen Therapie in der unmanipulierten HLA-haploidentischen
Transplantation mit PTCY bei aggressiver Lymhomerkrankung (Zoellner et al., 2015)

TransplantatabstoBung, Engraftment und Chimarismus in der sequentiellen unmanipulierten

haplo-HSZT mit PTCY

Das von uns angewandte Therapieschema der sequentiellen unmanipulierten HLA-haploidentischen
Transplantation mit PTCY als GvHD-Prophylaxe (Eto et al., 1990; Luznik & Fuchs, 2010; Luznik et al.,
2008; O'Donnell et al., 2002; Ross et al., 2013) zeigte ein ausreichend immunsuppressives Potential:
Wahrend in der Patientenkohorte mit akuter Leukdmie eine TransplantatabstoRung bei einem
Patienten nach NMA Konditionierung zu beobachten war (Tischer et al., 2013), trat bei den
Patienten mit aggressiver Lymphomerkrankung bei intensivierter Konditionierung keine primare
TransplantatabstoBung mehr auf (Zoellner et al., 2015). Damit lagen die AbstoBungsraten niedriger
als die, welche fir das urspriingliche ,Baltimore” Protokoll nach NMA Konditionierung beschrieben
worden waren (13% TransplantatabstoBung) (Luznik et al., 2008). Zudem konnten wir zeigen, dass
die AbstofRungsrate dhnlich der war, welche bei Einsatz einer sequentiellen Therapie in der HLA-
gematchten Transplantationssituation nach Anwendung des , FLAMSA-RIC” Protokolls beobachtet

worden war (Schmid et al., 2005; Schmid et al., 2006).

Wahrend in der unmanipulierten HLA-haploidentischen Transplantation durch PTCY proliferierende,
allo-reaktive T-Zellen depletiert werden, werden ruhende Zellen von dieser zytotoxischen Substanz,
die zu einem DNA-Schaden der Zelle fiihrt, offensichtlich geschont (Luznik & Fuchs, 2010; Luznik et
al., 2008; Ross et al., 2013). Aus diesem ,,ruhenden” Zellpool wird eine stabile Rekonstitution der

Hamatopoese ermoglicht (Luznik & Fuchs, 2010). So beobachteten bereits Luznik und Kollegen in der
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Pilotstudie aus Baltimore und Seattle im Jahr 2008 bei mehr als 80% der Patienten ein stabiles
Engraftment, wobei eine Rekonstitution der Neutrophilen bzw. Thrombozyten im Median nach 15
bzw. 24 Tagen stattfand (Luznik et al., 2008). Entsprechend wurde in &hnlicher Weise ein
Engraftment der Neutrophilen, definiert als Neutrophile >500/ul an drei aufeinanderfolgenden Tagen
bei 83% (15/18) unserer Patienten mit akuter Leukdmie im Median nach 18 Tagen (Spanne 15-20),
und bei 100% der Patienten mit Lymphomerkrankung im Median nach 19 Tagen (Spanne 14-36)
erreicht, wobei 3 Patienten mit akuter Leukdmie in der Aplasie vor Tag +30 an Infektionen verstorben
waren. Ein Engraftment der Thrombozyten, definiert als Thrombozyten >20 G/l an fiunf
aufeinanderfolgenden Tagen ohne Transfusion, konnte in beiden Kohorten bei nur geringfligig
weniger Patienten erreicht werden: 72% (13/18) der Patienten mit akuter Leukdmie und 88% (14/16)
der Patienten mit Lymphomerkrankung zeigten dieses. Der zeitliche Verlauf des Neutrophilen- und
Thrombozytenengraftments nach sequentieller HLA-haploidentischer HSZT ist exemplarisch fir die

Gruppe der Patienten mit aggressiver Lymphomerkrankung in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Neutrophilen-/Thrombozytenengraftment nach sequentieller HLA-
haploidentischer Transplantation mit PTCY bei aggressiver Lymphomerkrankung.

Ahnliche Ergebnisse beziiglich des Engraftments wurden bei sequentieller HLA-kompatibler HSZT mit
Einsatz von Clofarabin fir Patienten mit rezidivierter und refraktarer AML und MDS in der HLA-
gematchten Transplantationssituation berichtet: 24/27 dieser Patienten erreichten ein stabiles
Engraftment, wahrend auch hier 3 Patienten in der Aplasie verstorben waren (Buchholz s Euro J
haemtol 2012). Nur durch Einsatz eines myeloablativen Regimes, das zeitgleich in der

Konditionierung Clofarabin enthielt, konnte nach HLA-gematchter HSZT bei mehr als 90% der
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Patienten ein Engraftment erzielt werden (Farag et al., 2011; Kebriaei et al., 2012; Magenau et al.,

2011).

Ein vollstandiger Chimarismus im Knochenmark und peripheren Blut (CD3+ Zellen) war bei allen
Patienten nachweisbar, die Tag +100 nach sequentieller haplo-HSZT mit PTCY erlebt hatten und kein
Rezidiv aufwiesen. Ein Verlust des kompletten Chimarismus (< 90% Spenderzellen) war bei allen

unserer Patienten mit der Entwicklung eines Rezidivs assoziiert.

GVHD in der sequentiellen unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY

Bereits im Rahmen der Pilotstudie aus Baltimore konnte fiir Patienten mit verschiedenen
hamatologischen Erkrankungen gezeigt werden, dass hochdosiertes Cyclophosphamid, das an Tag +3
und +4 nach der Transplantation eines unmanipulierten, also T-Zellhaltigen haploidentischen
Stammzellpraparates, gegeben wird, eine effektive GvHD Prophylaxe ermdglicht: Nur 34% der
Patienten entwickelten eine akute GvHD Grad I-IV (Cl nach 200 Tagen), wobei nur 6% von diesen eine
schwere GvHD des Grads llI-IV zeigten, und die Inzidenz der extensiven chronischen GvHD bei nur
5% lag (Luznik et al., 2008). Durch eine derartige Anwendung von Cyclophosphamid, kann eine sehr
effektive in-vivo Depletion von proliferierenden, allo-reaktiven T-Zellen erreicht werden (Luznik &
Fuchs, 2010; Luznik et al., 2001). Wie bereits ausgefiihrt, scheint hierbei dem Enzym ALDH eine
Schllsselrolle zuzukommen: Zellen, welche - wie die pluripotente hamatopoetische Stammzelle oder
regulatorische T-Zellen - intrazytoplasmatisch ALDH in héherem Male exprimieren, zeigen sich
resistent gegen den zytotoxischen Effekt von Cyclophosphamid, wahrend andere Zellen, wie z.B.
naive T-Zellen, ,gekillt” werden (C. G. Kanakry et al., 2013). So kann nicht nur eine rasche
Rekonstitution der Himatopoese erfolgen, sondern es wird gleichzeitig eine Toleranz induziert, die
wohl im Wesentlichen dazu beitragt, dass mittels PTCY in der unmanipulierten haplo-HSZT die
Entwicklung einer akuten und chronischen GvHD, und besonders die einer schweren Verlaufsform

verhindert.

Entsprechend konnten auch wir sowohl bei Patienten mit akuter Leukdmie, als auch bei Patienten
mit aggressiver Lymphomerkrankung sehr niedrige GvHD Raten nach der sequentiellen
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY feststellen. Nur 2/18 (11%) der Patienten mit akuter
Leukdmie, und nur ein Patient mit Lymphomerkrankung entwickelten eine schwere aGvHD Grad llI-
IV, wahrend in beiden Patientengruppen keine schwere cGvHD auftrat; sehr haufig zeigte sich eine
milde Verlaufsform der cGvHD. Die Raten von akuter und chronischer GvHD verteilt nach der

jeweiligen Grunderkrankung sind in Tabelle 3 dargelegt.

44



Anzahl (%)

GvHD Akute Leukamie Aggressives Lymphom
Gesamtzahl Patienten 18 (100) 16 (100)
Akute GvHD 9 (50) 10 (62.5)
Grad | 5(28) 4 (25)
Grad Il 2 (11) 5(31)
Grad Il 1(5.5) 1(6)
Grad IV 1(5.5) 0
Chronische GvHD 5(27.5) 4 (25)
Mild 4(22) 4 (25)
Moderat 1(5.5) 0
Schwer 0 0

Tabelle 3. Akute und chronische GvHD nach sequentieller haplo-HSZT mit PTCY

Insgesamt  zeigten sich somit geringere GvHD-Raten als in der HLA-gematchten
Transplantationssituation bei Einsatz von Clofarabin synchron verbunden mit einer myeloablativen
Konditionierung (30% aGvHD Grad IlI-1V; 31% moderate und schwere cGVHD) (Magenau et al., 2011).
Auch nach einer sequentiellen Therapie, verbunden mit einer RIC nach dem sog. ,FLAMSA-RIC“
Protokoll waren die GvHD-Raten héher (24% aGvHD Grad IlI-1V; 21% extensive cGvHD) (Schmid et al.,
2006). Besonders bemerkenswert ist auch, dass die GvHD Raten unserer Patienten mit aggressiver
Lymphomerkrankung merkbar niedriger waren, als die, welche fiir die HLA-gematchte
Transplantation mit NMA Konditionierung berichtet worden waren (Khouri & Champlin, 2012; Khouri
et al, 1998). Es zeichnete sich also ab, dass die sequentielle Behandlungsstrategie in der
unmanipulierten haplo-HSZT - post oder propter — mit PTCY zur GvHD Prophylaxe zu geringen GvHD

Raten fuhrt.

5.3 Toxizitat und Infektionen bei der sequentiellen unmanipulierten haplo-

HSZT mit PTCY

Wir konnten zeigen, dass die sequentielle Therapie mit Einsatz einer intensiven zytoreduktiven

Chemotherapie (hier Clofarabin) in der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY nicht mit vermehrter
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Toxizitat verbunden ist. Angesichts der Tatsache, dass alle Patienten ausgepragt vorbehandelt waren,
keine Remission der Grunderkrankung aufwiesen, und auch Patienten mit Rezidiv nach einer ersten
allogenen Transplantation einschlieBlich einer vorab angewandten myeloablativen TBI in unsere
Analyse eingeschlossen worden waren, ist die beobachtete Toxizitat nach sequentieller haplo-HSZT

mit PTCY als tGberraschend niedrig zu bewerten.

In der Patientenkohorte mit akuter Leukdamie entwickelten 45% der Patienten (8/18 Patienten) im
Zeitraum von Start der sequentiellen Therapie bis Tag +30 nach unmanipulierter haplo-HSZT mit
PTCY eine schwerwiegende, therapieassoziierte Toxizitat (Grad Ill und IV nach CTCAEvs3.0 des
National Cancer Instituts), wobei vier dieser Patienten mehr als zwei Toxizitdten mit Grad IlI-IV
aufwiesen. Am haufigsten war eine transiente Erhéhung der Transaminasen (44%), welche im engen
zeitlichen Zusammenhang mit der Clofarabinapplikation stand, eine Mukositis (39%), sowie in jeweils
17% eine Hautveranderung inklusive eines Hand-FulB-Syndroms, sowie eine Erhéhung des Kreatinins

und Ubelkeit/Erbrechen zu beobachten.

Eine Aufstellung der behandlungsassoziierten Toxizitat, die fur jeden einzelnen Patienten mit akuter

Leukdamie gesondert analysiert wurde, ist Tabelle 4 zu entnehmen.

N =18
Toxicities Grade | Grade ll Grade lll Grade IV
Gl tract
Mucositis 6 5 5 2
Nausea & vomiting 2 8 3 -
Diarrhea 2
Cardiovascular system
Hypertension 3 2 - -
Arrhythmia 2 1 - -
Lung
Dyspnoea - 1 - -
Urinary tract
Creatinine elevation 6 - 2 1
Hemorrhagic cystitis - 1 1 -
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Liver

Hyperbilirubinemia

Elevation of transaminases
CNS

Headache

Confusion

Paraesthesia
Constitutional symptoms

Fever

Musculoskeletal Pain
Skin

Hand-foot syndrome

Rash

1

7

10

Tabelle 4: Behandlungsassoziierte Toxizitdt bei sequentieller haplo-HSZT mit PTCY bei Patienten mit akuter
nicht-remittierter Leukdamie (Tischer et al., 2013)

Ahnliche Ergebnisse fanden sich in der Patientenkohorte mit aggressiver Lymphomerkrankung: Ca.

die Halfte der Patienten (9/16; 56%) entwickelte eine schwere Toxizitit des Grades IlI-IV, wobei auch

hier am haufigsten eine transiente Erhéhung der Transaminasen (38%) zu beobachten war, wahrend

bei reduzierter Konditionierung mit Melphalan weniger haufig eine schwere Mukositis (19%),

Ubelkeit und Erbrechen (19%) auftraten.

In Tabelle 5 sind die transplantationsassoziiert aufgetretenen Toxizitditen bei Patienten mit

aggressiver Lymphomerkrankung aufgefiihrt.

16
Toxicities Grade | Grade Il Grade lll Grade IV
Gl tract
Mucositis 9 4 2 1
Nausea & vomiting 3 7 3 -
Diarrhea 1 4 - R
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Cardiovascular system

Hypertension 1 - - -

Sinus tachycardia 3 1 - -
Lung

Dyspnoea - 1 - -

Pleural effusion - 2 - -

Urinary tract

Creatinine elevation 4 3 1

Hemorrhagic cystitis - 1 - 1
Liver

Hyperbilirubinemia - 6 - -

Elevation of transaminases - 4 5 1

Ascites 1 - - -

Veno occlusive disease - - - -

CNS
Headache 1 1 - -
Dizziness 1 1 - -
Somnolence - 1 - -

Constitutional symptoms

Fever - 2 - -

Musculoskeletal Pain - 1 - -
Skin

Hand-foot syndrome 1 1 1 -

Rash 4 4 - -

Tabelle 5: Behandlungsassoziierte Toxizitdt bei sequentieller haplo-HSZT mit PTCY bei Patienten mit nicht-
remittierter aggressiver Lymphomerkrankung (Zoellner et al., 2015).

Akutes Nierenversagen (ANV) ist eine mogliche schwerwiegende Komplikation, die im
Zusammenhang mit der Applikation von Clofarabin, besonders bei weiteren Risikofaktoren

beschrieben ist (Kintzel, Visser, & Campbell, 2011; Locke et al., 2010). Wahrend nach sequentieller
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haplo-HSZT mit Einsatz von Clofarabin drei Patienten mit akuter Leukdmie ein ANV mit
Dialysepflichtigkeit entwickelten, kam es bei Patienten mit einer Lymphomerkrankung nicht dazu.
Zwei unserer Patienten mit ANV zeigten ein septisches Krankheitsbild mit Multiorganversagen
(MOF). Sie wurden intensivmedizinisch inklusive mechanischer Beatmung und kontinuierlicher
Hamofiltration behandelt. Einer der drei Patienten entwickelte ein ANV in engem zeitlichen
Zusammenhang mit der Applikation von Clofarabin und musste intermittierend mit einer

Hamodialyse versorgt werden; eine terminale Niereninsuffizienz wurde nicht beobachtet.

In keiner unserer Patientenkohorten trat eine ,veno occlusive disease” (VOD) auf. Diese gilt als
schwerwiegende, lebensgefahrliche Komplikation nach allo-HSZT, die zum Leberversagen fiihren
kann. Als gefahrdet gelten ausgepragt vorbehandelte Patienten mit myeloproliferativer Erkrankung
(MPN) und Patienten, die eine myeloablative (MAC) Konditionierungsbehandlung mit Busulfan oder
TBI erhalten haben, sowie Patienten mit Transaminasenerhdhung als Hinweis auf eine

vorbestehende Leberschadigung (Carreras et al., 1998).

Eine schwerwiegende hamorrhagische Zystits (HZ; Grad lll-IV) war bei jeweils einem Patienten mit
AML und einem Patienten mit aggressivem Lymphom zu beobachten; beide Patienten hatten eine
medikamentdse Konditionierung mit reduzierter Intensitdt erhalten. Bei beiden Patienten waren
allerdings mehrere Millionen Kopien von Polyomaviren (BK- und JC) im Urin nachweisbar, sodass die

Genese dieser HZ als nicht ausschliellich toxisch angenommen werden kann.

Bei Patienten mit verschiedenen myeloischen und Ilymphatischen Erkrankungen wurde
vergleichsweise haufig eine schwerwiegende Lebertoxizitdt (Bilirubinerhohung) nach Clofarabin
(Dosierung 20-40 mg/m®) in der HLA-gematchten Transplantationssituation nach MAC (Magenau et
al.,, 2011) beobachtet. Dies erklart sich moglicherweise durch die gleichzeitige Anwendung von
Clofarabin und Busulfan in dieser Konditionierungsbehandlung. Eine solche gleichzeitige Applikation
toxischer Substanzen ist in unserem Behandlungskonzept nicht enthalten. Durch die isolierte, also
demnach ,,schonende” Gabe von Clofarabin zur Zytoreduktion mit 3 Tagen Pause vor dem Beginn der
Konditionierung wird moglicherweise ausreichend Zeit fiir das Abklingen der durch die intensive
Zytoreduktion verursachten akuten Toxizitat gewonnen. Es ist anzumerken, dass beziiglich der TRM
tendenziell schlechtere Ergebnisse berichtet werden, wenn Clofarabin synchron und nicht sequentiell
im Rahmen einer myeloablativen, aber auch nicht myeloablativen Konditionierung zur HLA-

gematchten HSZT eingesetzt wird (19-31%) (Farag et al., 2011; Magenau et al., 2011).

Wie bereits erldutert, flihrt PTCY nach unmanipulierter haplo-HSZT zur selektiven Depletion von allo-
reaktiven T-Zellen, wahrend ruhende Zellen, wie z.B. memory T-Zellen, die ein antivirales Potential
besitzen konnen, geschont werden (Luznik & Fuchs, 2010). Eine rasche und wirksame

Immunrekonstitution kann so aus dem ,ruhenden” Pool der Zellen erfolgen. Die
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Immunrekonstitution  kann so  verlaufen, wie sie nach einer HLA-gematchten
Stammpzelltransplantation zu erwarten ist (Chang et al., 2012) und quantitativ besser und schneller
als diejenige, die nach einer haplo-HSZT mit Einsatz von in-vivo und in-vitro T-Zelldepletion
beobachtet wird (Ciurea et al., 2012; Tischer et al., 2015). Auch in der Pilotstudie (Baltimore/Seattle)
von 2008 war nur eine geringe Anzahl von infektiose Komplikationen wie CMV-Reaktivierung (38%),

eine invasive Pilzerkrankunge (7%) und kein PTLD berichtet worden (Luznik et al., 2008).

Wir konnten zeigen, dass auch bei Einsatz eines ,,sequentiellen Therapiekonzepts” nach haplo-HSZT
mit PTCY nur wenig virale Komplikationen zu erwarten sind. Eine CMV-Reaktivierung trat nur bei 19%
der Patienten mit aggressiver Lymphomerkrankung bei entsprechender Risikokonstellation auf;
keiner dieser Patienten entwickelte eine manifeste CMV Erkrankung, ebenso wurde kein EBV-
assoziiertes PTLD beobachtet. Dieses ist eine schwerwiegende Komplikation nach allogener
Stammzelltransplantation, die mit hoher Mortalitdt einhergeht und besonders bei persistierender T-

Zelldefizienz beobachtet wird (Heslop & Rooney, 1997).

Ebenso war die Anzahl der invasiven Pilzerkrankungen gering. Bei prophylaktischer antimykotischer
Behandlung waren 2 Fungamien (1 Patient mit Lymphomerkrankung: C. Parapsilosis und 1 Patient
mit AML: Fursarien) zu beobachten. Eine wahrscheinliche invasive Pilzerkrankung wurde bei 2

Patienten mit Lymphomerkrankung beobachtet.

5.4. Die transplantationsassoziierte Mortalitat

Friihe Versuche mit unmanipulierter HLA-haploidentischer Transplantation hatten bei hohen
AbstolRungs- und GvHD-Raten zu einer inakzeptabel hohen TRM geflihrt, die in den einzelnen Studien
mehr als 50% betrug (Anasetti et al., 1990; Beatty et al., 1985; Powles et al., 1983). So war diese
haploidentische Transplantationsform keine gute, alternative Moglichkeit in der Situation des
fehlenden HLA-kompatiblen Stammzellspenders. Demgegentiber hatte sich bereits in der Pilotstudie
aus Baltimore (2008) angedeutet, dass durch Einsatz von PTCY in der unmanipulierten haplo-HSZT bei
niedrigen GvHD- und Infektionsraten (siehe oben) eine bemerkenswert niedrige TRM (1-Jahres TRM:
15%) erreicht werden konnte (Luznik et al., 2008). In dieser ersten Studie wurden 68 Patienten mit
verschiedenen hamatologischen Hochrisikoerkrankungen (v.a. remittierter Erkrankung), untersucht,
wobei bei der durchgehend angewandten NMA Konditionierung von einem geringeren

Toxizitatspotential auszugehen war. Zudem (berlebten alle Patienten, bei denen es zu einer
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primdren Transplantatabstofung nach NMA Konditionierung kam (13%), eine autologe

Rekonstitution der Himatopoese war méglich (Luznik et al., 2008).

Die ,sequentielle Therapie” ging auch in der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY, wohl aufgrund
der guten Kontrolle der bidirektionalen Allo-Reaktivitat, mit einer moderaten Toxizitdt und einer
geringen Anzahl von schwerwiegenden Infektionen in unserer Patientenkohorte mit einer
akzeptabler TRM einher. So ist die TRM vergleichbar mit derer, die nach sequentieller Therapie fir
die HLA gematchte Transplantationsituation gefunden wurde (Schmid et al., 2005; Schmid et al.,
2006). In unserer haplo-HSZT Patientenkohorte lag die 1-Jahres TRM fiir Patienten mit akuter
Leukdamie bei 23%; fir Patienten mit aggressiver Lymphomerkrankung konnten wir eine 1-Jahres

TRM von 19% berichten.

Eine dhnliche TRM wurde nach unmanipulierter haplo-HSZT mit PTCY und einer myeloablativen
Konditionierung fiir Patienten mit aktiver Erkrankung berichtet: Die TRM lag hier bei 26% nach 18
Monaten (Raiola et al., 2013). Von einer franzdsischen Transplantationsgruppe wurde fiir Patienten
mit fortgeschrittener AML und MDS mit Hochrisikosituation in Remission eine 1-Jahres TRM von 20%
berichtet. Patienten mit aktiver Erkrankung wiesen eine héhere TRM von 34% auf (Devillier et al.,
2016). Dagegen wiesen alle Patienten unserer Kohorte mit akuter Leukdmie, aber auch die mit
aggressiver Lymphomerkrankung zum Zeitpunkt der Transplantation eine aktive Erkrankung auf.
Demnach stellt sich dieses Ergebnis anderer Transplantationsgruppen im Vergleich zu unserem nach

sequentieller haplo-HSZT mit PTCY als merkbar ungtlinstiger dar.

Das sequentielle Therapiekonzept in der HLA-gematchten Transplantationssituation (FLAMSA-RIC)
hatte bei Patienten mit Hochrisiko AML und MDS &hnliche Ergebnisse bezliglich der TRM: Diese lagen
nach einem Jahr bei 17% (Schmid et al., 2005) bzw. 33% (Schmid et al., 2006). Auch in diesen Studien
wiesen mehr als 80% der Patienten eine aktive Erkrankung zum Zeitpunkt der Transplantation auf,
allerdings waren keine Patienten mit Rezidiv nach einer ersten allogenen Stammzelltransplantation,
die a priori eine hoéheres Risiko flir transplantationsassoziierte Komplikationen zu erwarten haben,
eingeschlossen (Bosi et al., 2001; Christopeit et al., 2013; Eapen et al., 2004; Platzbecker et al., 2008;
Shaw et al., 2008; Vrhovac et al., 2016).

Da bisher ein sequentielles Transplantationskonzept fiir Patienten mit Lymphomerkrankungen nicht
beschrieben wurde, kénnen dazu keine vergleichenden Uberlegungen angestellt werden. Die in
unserer Patientenkohorte beobachtete TRM (19% nach einem Jahr) liegt im unteren Bereich der
Spanne (11-41%), die in der Behandlung von Lymphomerkrankungen sowohl fiir die unmanipulierte
haplo-HSZT mit PTCY, als auch fiir die HLA-gematchte HSZT mit RIC beschrieben wird (Castagna,
Bramanti, et al., 2014; Castagna et al., 2016; Dietrich et al., 2016; Doocey et al., 2005; Kanate et al.,
2016; Luznik et al., 2008; Rigacci et al., 2012; Sirvent et al., 2010; Wirk et al., 2014). Im Jahr 2014
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wurden die Ergebnisse von 49 Patienten mit fortgeschrittener Lymphomerkrankung nach
unmanipulierter haplo-HSZT mit PTCY berichtet (Castagna, Bramanti, et al.,, 2014). Ein Drittel der
Patienten in dieser Studie war an einem aggressiven NHL erkrankt; nur 8% dieser Patienten hatte vor
Transplantation keine Remission erreicht (Castagna, Bramanti, et al., 2014). Die TRM lag fir diese
Gesamtkohorte nach einem Jahr bei bemerkenswert niedrigen 16%, wobei auch hier in den meisten
Fallen eine NMA Konditionierung analog zum urspriinglichen ,Baltimore” Protokoll angewandt
worden war. Ebenso niedrig war die 1-Jahres TRM (11%) nach NMA haplo-HSZT mit PTCY bei
erwachsenen Patienten mit einer Lymphomerkrankung inklusive der HL, wobei auch hier in erster
Linie Patienten mit Chemotherapie-sensitiver Erkrankung (93%) und niedrigem DRI (nur 8% ,High-
Risk“) behandelt worden waren. In einer EBMT Registeranalyse wurden 59 Patienten mit NHL
untersucht, bei denen eine unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY zumeist in Remission durchgefiihrt

worden war: Die 2-Jahres TRM lag hier bei 25% (Dietrich et al., 2016).

Die Einfliihrung der sequentiellen haplo-HSZT in die unmanipulierte haplo-HSZT hat demnach auch
bei Patienten mit aggressiver, nicht remittierter Lymphomerkrankung nicht zu einer relevanten

Erhohung der TRM gefihrt.

5.5 Erkrankungskontrolle / Rezidive

Wie bereits dargelegt, war bereits aus der initialen Pilotstudie aus dem Jahr 2008 ersichtlich, dass die
Erkrankungskontrolle durch eine unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY nach NMA Konditionierung
limitiert ist. So hatten Patienten (n=68), die hauptsachlich an einer akuten Leukdamie, einem NHL oder
einem HL erkrankt waren und Uberwiegend eine Remission zum Zeitpunkt der Transplantation
erreicht hatten (>80%), nach einem Jahr eine Rezidivinzidenz (RI) von Giber 50% (1-Jahres Rl: 51%; 2-
Jahres RI: 58%) (Luznik et al., 2008). Auch bei folgenden Untersuchungen zeigte sich, dass Patienten
mit hohem DRI nach einer unmanipulierten haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY nach nicht
myeloablativer Konditionierung eine Rl von tiber 50% hatten (DRI Hoch- und Héchstrisiko: 1-Jahres Rl
58%; 3-lahres Rl 68%) (McCurdy et al., 2015). Zudem hatte sich in zwei parallel durchgefiihrten
multizentrischen Studien, welche die Ergebnisse einer CBT mit denen einer unmanipulierten haplo-
HSZT mit PTCY verglichen, gezeigt, dass die unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY eine hohere 1-
Jahres Rl von 46% gegeniiber der CBT mit einer 1-Jahres Rl von 31% hatte (Brunstein et al., 2011).

Wir haben das Konzept der ,sequentiellen Therapie” in die unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY
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integriert, um die Erkrankungskontrolle bei unseren Patienten mit Hochstrisikoerkrankung zu

verbessern.

Akute Leukdmie

Bei 14/18 (78%) Patienten mit akuter Leukdmie konnte an Tag +30 nach sequentieller haplo-HSZT mit
PTCY eine Remission der Grunderkrankung erzielt werden. Ein Rezidiv trat bei 8/18 (44%) der
Patienten in dieser Kohorte im Median nach 6 Monaten (Spanne: 1-15) auf. Erneut ist darauf
hinzuweisen, dass es sich hierbei um die Patienten mit dem hdchsten Risikopotential handelte: Alle
hatten zum Zeitpunkt der sequentiellen haplo-HSZT eine aktive Erkrankung, wobei ca. 50% ein
Rezidiv nach einer ersten allogenen Transplantation aufwiesen. Nach sequentieller Therapie in der
HLA-gematchten Transplantationssituation (,,FLAMSA-RIC” Protokoll) war bei 88-91% der Patienten
mit rezidivierter/refraktarer AML und MDS eine Remission an Tag + 30 induziert worden. In dieser
Studie hatten geringfligig weniger Patienten ein Rezidiv nach einem Jahr (1-Jahres RI: 37%)
entwickelt (Schmid et al., 2005; Schmid et al., 2006). Anzumerken ist, dass keine Patienten mit
Rezidiv nach einer ersten allogenen Stammzelltransplantatin und keine ALL-Patienten in diese Studie
eingeschlossen worden waren (Schmid et al., 2006). In gleicher Weise konnte in der HLA-gematchten
Transplantationssituation nach einer nicht sequentiellen Clofarabin-haltigen myeloablativen
Konditionierung bei 80% der Patienten mit fortgeschrittener myeloischer und lymphatischer
Erkrankung an Tag +30 nach Transplantation eine erneute Remission induziert werden, wobei in

dieser Studie eine Rl von 42% nach 2 Jahren beobachtet worden war (Magenau et al., 2011).

Unsere Ergebnisse geben einen ersten Hinweis, dass die sequentielle Therapie in der HLA-
haploidentischen Transplantationssituation mit PTCY hinsichtlich der Remissionsinduktion dhnlich

wirksam sein kann wie die in einer HLA-gematchten Transplantationssituation.

Aggressive Lymphomerkrankung, GvL-Effekt:

Nach sequentieller haplo-HSZT mit PTCY konnte bei 94% unserer Patienten mit nicht komplett
remittierter aggressiver Lymphomerkrankung und zugleich bei 91% der Chemotherapie-refraktaren
Patienten an Tag +30 nach Transplantation eine erneute Remission (CR n=4; PR n=11) induziert
werden. Dabei hatten auch 88% der Patienten mit Rezidiv nach einer autologen Transplantation eine
erneute Remission erreicht. Insgesamt rezidivierten nur 36% der chemorefraktdren Patienten
unserer Patientenkohorte. Somit ist diese sequentielle haploidentische Therapiestrategie

bemerkenswert effektiv bei der Induktion einer erneuten Remission.
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Insbesondere konnte nach der sequentiellen haplo-HSZT bei sechs der Patienten mit aggressiver
Lymphomerkrankung innerhalb der ersten 3 Monate eine progressive Verbesserung des
Remissionstatus erzielt werden (siehe Tabelle 6). So hatten finf Chemotherapie-refraktdre Patienten
mit PR an Tag +30 ohne weitere Therapie an Tag 100 eine CR erreicht. Zudem konnten wir
beobachten, dass zwei weitere Patienten im weiteren Verlauf nach Absetzen der immunsuppressiven

Behandlung an Tag +360 nach der Transplantation eine CR erreichten.

Response
Patient Diagnosis ASCT prior to Clofarabine Day 30 Day 100 Day 360
1 AILT yes refractory CR CR CR
2 AILT no refractory CR PD CR
3 MCL yes SD PR PR PR
4 MCL yes refractory PR PR CR
5 MCL yes refractory PR CR CR
6 MCL no refractory PR NR NR
7 MCL yes refractory PR CR CR
8 MCL no PR PR CR NR
9 MCL no refractory PR CR NR
10 sDLBCL yes refractory PR CR PD
11 DLBCL yes refractory PR PR PD
12 sDLBCL yes refractory PD NR NR
13 sDLBCL no PR CR PD NR
14 sDLBCL no PR PR PR CR
15 sDLBCL no PR CR CR CR
16 B-LBL no refractory PR CR CR

Tabelle 6: Verlauf der Remissionsinduktion nach sequentieller haplo-HSZT mit PTCY bei Patienten mit
aggressiver Lymphomerkrankung Zoellner AK et. al, BMT 2015.

Bei zwei von drei der nach sequentieller haplo-HSZT rezidivierten Patienten wurde eine adoptive
Immuntherapie mit DLI durchgefiihrt: Beide Patienten zeigten ein Ansprechen (1 x PR; 1 x CR) ohne
dass eine schwere GvHD induziert wurde. Eine dhnliche Remissioninduktion nach DLI wurde fir
redizivierte Patienten in der HLA-gematchten Transplantationssitutation berichtet, wobei allerdings

alle dieser Patienten bereits vor Transplantation eine chemosensitive Erkrankung hatten
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(Wondergem et al., 2014). Ein GvL Effekt scheint in der Behandlung von Patienten mit aggressiver
Lymphomerkrankung in der HLA-gematchten Transplantationssituation evident zu sein (Bishop et al.,
2008; Gopal et al.,, 2011; van Kampen et al., 2011; Wondergem et al., 2014). Der Eintritt dieses
Effektes kann haufig eine langere Zeit in Anspruch nehmen (Baron et al., 2005). So zeigen Patienten
mit aggressiver Lymphomerkrankung, die primar Chemotherapie-refraktar sind bzw. im Rezidiv keine
erneute Remission erzielen kdnnen, oft eine Progression ihrer Grunderkrankung, bevor die allogene
HSZT realisiert und der postulierte GvL Effekt einsetzen kann (Rezvani et al., 2008) Insgesamt weisen
unsere Ergebnisse darauf hin, dass auch bei Patienten mit aggressiver Lymphomerkrankung mit der
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY ein substanzieller GvL Effekt induziert werden kann, wobei —
analog zur Behandlung der AML in der HLA-gematchten Transplantationsituation - durch den Einsatz

der sequentiellen Therapiestrategie mehr Zeit fiir die Entwicklung dieses Effekts erwirkt wurde.

5.6. Ergebnisse der Uberlebenzeitanalysen der sequentiellen
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY bei Patienten mit fortgeschrittener

akuter Leukamie und aggressiver Lymphomerkrankung

Hintergrund

Aufgrund einer exzessiv hohen TRM (>50%) war fiir Patienten, die im Rahmen von friihen Ansatzen
der unmanipulierten haplo-HSZT behandelt worden waren, langerfristig nur ein niedriges
Gesamtiiberleben (10%) beobachtet worden (Anasetti et al., 1990; Beatty et al., 1985; Powles et al.,
1983). Der Einsatz von PTCY zur GvHD Prophylaxe hatte in der unmanipulierten haplo-HSZT einen
deutlichen Fortschritt gebracht: Bei geringer AbstolRungs- und GvHD-Rate war die TRM in der
Pilotstudie von 2008 aus Baltimore und Seattle mit 15% bemerkenswert niedrig (Luznik et al., 2008).
Wegen der unzureichenden Erkrankungskontrolle, ersichtlich an der hohen Rezidivinzidenz von
>50%, schlug sich dieses ungiinstige TRM-Ergebnis in dieser ersten Studie nicht in einem
Uberlebensvorteil nieder. So betrug das OS in dieser Kohorte der unmanipuliert haploidentisch
transplantierten Patienten zwar nach einem Jahr bzw. zwei Jahren noch 46% bzw. 36%, aber das EFS
nur 34% bzw. 26% (Luznik et al., 2008). Angesichts dessen, dass in dieser ersten klinischen Studie zur
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY zwar Patienten mit hohem Risikoprofil, aber in erster Linie nur
solche in Remission eingeschlossen worden waren, sind diese Ergebnisse als unbefriedigend zu

bewerten. So wiesen zum Zeitpunkt der Transplantation nur 10% der Patienten mit akuter Leukdamie
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eine aktive Erkrankung auf; ebenso hatten die meisten Lymphompatienten eine Remission erreicht
(Luznik et al., 2008). Auch in den Folgestudien zeigte sich, dass insbesondere Patienten mit einer
Hoch- bzw. Hochstrisikoerkrankung nach DRI nach NMA unmanipulierter haplo-HSZT mit PTCY trotz
guter Vertraglichkeit (1-Jahres TRM: 5%) bei hoher Rezidivrate (1-Jahres RI: 58%) ein niedriges PFS zu
erwarten hatten. So lag das 1-Jahres PFS von 60 Patienten mit Hoch- und. Hochstrisikoerkrankung bei

37% wahrend das 1-Jahres OS immerhin 55% betrug (McCurdy et al., 2015).

In dieser ersten Pilotstudie aus Baltimore (Luznik et al., 2008) fiel auf, dass das EFS fiir Patienten mit
lymphatischer Erkrankung signifikant besser war als fir Patienten mit myeloischer Erkrankung (HR
0.54; p=0.04). Mit dieser ersten Beobachtung lbereinstimmend konnten mit dem haploidentischen
Transplantationsansatz gute Behandlungsergebnisse mit niedriger TRM sowohl bei Patienten mit HL
(Burroughs et al., 2008; Castagna et al., 2017; A. Raiola et al., 2014; A. M. Raiola et al., 2014), als auch
bei Patienten mit fortgeschrittenen Lymphomen der B- und T-Zellreihe erreicht werden (Castagna,
Bramanti, et al., 2014; Dietrich et al., 2016; J. A. Kanakry, Y. L. Kasamon, C. D. Gocke, et al., 2013). So
wurde bei Patienten mit HL, die in ca. 2/3 der Fille an einer rezidivierten oder refraktidren
Erkrankung litten, ein gutes PFS von 51% nach 2 Jahren (Burroughs et al., 2008) oder von 63% nach 3
Jahren beobachtet (A. Raiola et al., 2014). Die Inzidenz der akuten GvHD (Grad II-1V: 11-24%) war
gering und es kam zu keiner TransplantatabstoRung (Burroughs et al., 2008). Ebenso wurden kaum
infektiosen Komplikationen beobachtet (CMV Reaktivierung: 42%; kein PTLD; invasive
Pilzerkrankungen: 8%), und es ergab sich folglich bei den Hodgkin Lymphomen eine bemerkenswert
niedrige TRM (4%) (A. Raiola et al., 2014). Ahnliches war bei 49 Patienten mit aggressiver bzw.
indolenter fortgeschrittener Lymphomerkrankung (HL 55%) zu beobachten, die in Gber der Halfte der
Falle eine erneute Remission (55% CR, 37% PR) vor haplo-HSZT erreicht hatten (Castagna, Bramanti,
et al, 2014). Eine niedrige Komplikationsrate (aGvHD II-IV: 26%; cGvHD: 5%; <10%
TransplantatabstoBung, CMV Reaktivierung: 29%, kein PTLD; invasive Pilzerkrankung. 12%)
resultierte auch in dieser retrospektiven Analyse in einer niedrigen TRM (16%), wobei sich eine gute
Erkrankungskontrolle ergab: Das 2-Jahres PFS lag bei 55%. Fiir Patienten mit aggressivem NHL und
MCL, die Uberwiegend keine Remission erreicht hatten, war mit diesem haploidentischen
Transplantationsansatz allerdings nur noch ein PFS von 35% nach 2 Jahren bzw. 23% nach 3 Jahren zu

erzielen (Y. L. Kasamon, Bolanos-Meade, J., Gladstone, D, 2013).

Zur Verbesserung der Erkrankungskontrolle wurde von den Transplantationsgruppen aus Genua
(Italien) und Atlanta (USA) das urspriingliche aus Baltimore/Seattle (USA) stammende
Transplantationsverfahren zur haplo-HSZT modifiziert. Die Intensitat der
Konditionierungsbehandlung wurde verstarkt: So erfolgte entweder eine
chemotherapeutisch/medikamentés-basierte  (z.B. Busulfan oder TBI-basierte) myeloablative

Konditionierung (Raiola et al., 2013; Solomon et al., 2012). Gleichzeitig wahlte die ,Atlanta Gruppe”
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eine andere Art der Transplantatquelle; unmanipulierte, G-CSF mobilisierte PBSZ wurden als
Transplantat mit hoherem T-Zellgehalt anstelle von Knochenmark, wie im urspriinglichen ,Baltimore
Protokoll“ vorgesehen, gegeben. Damit wurde eine Verstarkung des GvL Effektes beabsichtigt
(Solomon et al., 2012). Die Gruppe aus Genua hingegen wahlte Knochenmark als Transplantatquelle
und eine Variation im zeitlichen Ablauf der GvHD Prophylaxe; die Immunsuppression mit CyA und
MMF wurde vor der Applikation des PTCY begonnen (Raiola et al., 2013). Dies schien keinen Einfluss
auf die Induktion einer Toleranzreaktion zu haben. Ahnliche AbstoRungs- und GvHD Raten wie im

|II

urspringlichen ,,Baltimore Protokoll” mit Tacrolimus und MMF an Tag +5 nach der Applikation von
Cyclophosphamid wurden gesehen (Luznik et al., 2008). Insgesamt ergab sich trotz der
myeloablativen Konditionierung auf den ersten Blick erstaunlicherweise keine deutlich erhohte TRM
(4-18%), wobei erwartungsgemall die Abstofungsraten mit ca. 1% deutlich geringer waren als
anfanglich nach nicht myeloablativer Konditionierung (Luznik et al., 2008). Fir Patienten, die mit
rezidivierter hamatologischer Erkrankung nach dem” Genua Protokoll” transplantiert worden waren,
ergab sich allerdings nach myeloablativer Konditionierung eine hohere TRM. Diese lag nach 6
Monaten geschatzt bei 26%. Auch die Inzidenz der akuten (Grad Il-1V) bzw. chronischen GvHD von
12-46 % bzw. 10-56 % war erhoht, sowohl nach dem ,Genua-“ also auch nach dem , Atlanta-
Protokoll“ (Raiola et al., 2013; Solomon et al., 2012, 2015). Dies war besonders bei Patienten, die mit

Hochrisikoerkrankung unter Verwendung von TBI und peripheren Blutstammzellen nach dem

,Atlanta Protokoll“ transplantiert worden waren, zu beobachten (Solomon et al., 2015).

Die Erkrankungskontrolle war fiir 50 Patienten mit verschiedenen hamatologischen Erkrankungen
inklusive Lymphomerkrankungen, die nach ,Genua Protokoll” transplantiert worden waren,
vergleichsweise befriedigend (Raiola et al., 2013). Ein Rezidiv trat bei 26% aller Patienten auf. Das
erkrankungsfreie Uberleben lag nach 18 Monaten bei 51%. Die 27 Patienten allerdings, die mit
rezidivierter bzw. aktiver Erkrankung transplantiert worden waren, hatten erwartungsgemall eine

schlechtere Prognose. Nur 37% dieser Patienten (iberlebten erkrankungsfrei nach 18 Monaten.

Auch fir die nach dem , Atlanta Protokoll“ transplantierten Patienten wird eine glinstigere Prognose
bei verbesserter Erkrankungskontrolle berichtet (Solomon et al., 2012, 2015). So wurde ein EFS von
50% nach einem Jahr bei Einsatz von Busulfan (n=20) (Solomon et al., 2012) bzw. von 73% nach 2
Jahren bei Einsatz von TBI in der Konditionierung berichtet (n=30). Dabei betrug die Rezidivinzidenz
24% in der TBI Gruppe (Solomon et al., 2015) und 40% in der Busulfan Gruppe (Solomon et al., 2012)
betrug. Anzumerken ist, dass Patienten sowohl mit myeloischer als auch mit lymphatischer
Erkrankungen in die Analyse eingingen, und ca. 3/4 der Patienten sich zum Zeitpunkt der
intensivierten unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY in Remission befanden. Betrachtet man die
Subgruppe der Patienten mit Hochrisikoerkrankungen, ergibt sich nur noch ein erkrankungsfreies

Uberleben von 39%, wobei die Rezidivrate in der TBI Gruppe ebenfalls bei 50% liegt (Solomon et al.,
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2015). Nahere Angaben beziglich der Behandlungsergebnisse fir Patienten, die mit aktiver
Erkrankung haploidentisch transplantiert worden sind, sind nicht genau eruierbar; es wird lediglich
die sehr schlechte Prognose erwahnt, die diese Patienten bei Verwendung des ,Atlanta Protokolls”

zu erwarten haben (Solomon et al., 2012, 2015).

Die MD Anderson-Transplantationsgruppe aus Houston/USA wiederum teilte die Ergebnisse der
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY nach myeloablativer Konditionierung isoliert fiir Patienten mit
AML und MDS mit (Di Stasi et al., 2014). Fur Patienten mit aktiver Erkrankung war das Ergebnis

unbefriedigend: Das 1-Jahres EFS war mit 10% als sehr unglinstig zu bewerten.

Die Ergebnisse einer in 2015 veroffentlichten Registeranalyse des Center for International Blood and
Marrow Transplant Research (CIBMTR) zur unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY (n=88) im Vergleich
zur HLA-gematchten Fremdspendertransplantion (n=737) bei AML (67% in Remission) zeigen, dass
durch eine myeloablative Konditionierung in dieser haploidentischen Transplantationssituation
gegenliber einer Konditionierung mit reduzierter Intensitat zwar keine signifikanten Unterschiede
beziiglich der TRM (1-Jahr MAC: 12%; 1-Jahr RIC: 6%) auftreten, dass aber auch die RI (1-Jahr MAC:
41%; 1-Jahr RIC: 43%) und das OS (1-Jahr MAC: 65%; 1-Jahr RIC: 64 %) nicht merkbar unterschiedlich
ausfallt (Ciurea et al., 2015). Es zeigte sich bei gleich guter Vertraglichkeit kein Uberlebensvorteil fiir
Patienten, die nach einer MAC unmanipuliert haploidentisch mit PTCY transplantiert worden waren.
Interessanterweise wurde in dieser Studie nach einer unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY trotz
myeloablativer Konditionierung eine geringere GvHD Inzidenz beobachtet als nach einer MUD

Transplantation.

Insgesamt konnte durch Intensivierung der Konditionierungsbehandlung in der unmanipulierten
haplo-HSZT mit PTCY fiir Patienten mit einer Hochrisikoerkrankung ein im Vergleich zur Pilotstudie
aus dem Jahr 2008 verbessertes Ergebnis erzielt werden. Fir Hochstriskopatienten, die mit aktiver
Erkrankung behandelt worden waren, blieb die Erkrankungskontrolle und somit die Prognose jedoch

weiterhin begrenzt.

Zur Reduktion der Erkrankungslast und Verstarkung der Erkrankungskontrolle fihrten wir das
Konzept der ,sequentiellen Therapie” in die unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY ein. Eine intensive
zytoreduktive Chemotherapie mit Clofarabin wurde verabreicht, bevor nach kurzer Pause eine
Konditionierungsbehandlung zumeist in reduzierter Intensitat als Vorbereitung zur unmanipulierten
haplo-HSZT mit PTCY begonnen wurde. Alle mit diesem Konzept behandelten Patienten befanden
sich in einem fortgeschrittenen Stadium mit aktiver bzw. nicht komplett remittierter Erkrankung.

Dabei waren auch Patienten mit Rezidiv nach einer ersten allogenen Transplantation.
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Vor diesem Hintergrund sind die Ergebnisse der sequentiellen haplo-HSZT mit PTCY als
vielversprechend anzusehen. Mit einem medianen Follow-up von 19 Monaten (Spanne: 15-39)
zeigten die Patienten mit nicht remittierter aktuer Leukdamie ein 1-Jahres OS von 56% (95% Cl: 31-74),

das RFS lag bei 39% (95% Cl: 18-60). Die Uberlebenskurven hierfiir sind in Abb.9 dargestellt.
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Clofarabin-haltige Regime zur HLA-kompatiblen HSZT erbringen vergleichsweise dhnliche Ergebnisse:
Nach MAC mit Busulfan war fur Patienten mit nicht remittierter AML ein 1-Jahres OS von 48%
berichtet worden, wahrend das korrespondierende EFS bei 41% lag (Magenau et al.,, 2011).
Insgesamt wird eine Spanne von 38-61% bezliglich des 1-Jahres OS berichtet (Andersson et al., 2011,
Farag et al., 2011; Locke et al., 2010). Allen diesen Untersuchungen ist jedoch gemeinsam, dass so
gut wie kein Patient mit Rezidiv nach einer ersten allogen HSZT untersucht wurde; entsprechend ist
das Risikoprofil dieser Behandlungsgruppen als vergleichsweise geringer einzuordnen, eine a priori
glinstigere Prognose dieser Patienten kann angenommen werden. Die Vergleichbarkeit bleibt somit

eingeschrankt.

Im Rahmen des sogenannten , FLAMSA-RIC” Protokolls, das dem sequentiellen Therapiekonzept in
der HLA-gematchten Transplantationssituation entspricht, wurden ebenfalls keine Patienten mit
Rezidiv nach einer ersten allogenen Transplantation untersucht (Schmid et al., 2005; Schmid et al.,
2006). Mit den gleichen genannten Einschrdankungen, zeigten sich auch hier keine wesentlich
unterschiedlichen Ergebnisse: Bei 103 Patienten mit refraktarer AML (99 mit aktiver Erkrankung)
betrug das 1-Jahres OS 54%, das entsprechende LFS lag vergleichsweise hoher bei 50% (Schmid et al.,
2006). Zudem wurde bei 75 Patienten mit Hochrisiko-AML, die Uberwiegend Chemotherapie-
refraktdr waren, nach sequentieller Therapie ein 2-Jahres OS von 42% und ein 2-Jahres LFS von 40%

berichtet (Schmid et al., 2005).
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Fiir Patienten mit nicht komplett remittierter aggressiver Lymphomerkrankung waren die Ergebnisse
nach sequentieller haplo-HSZT bemerkenswert. Mit einem medianen Follow-up von 21 Monaten
(Spanne: 12-41) lag das 2-Jahres OS bei 69% (95%: Cl 41-86), wahrend das PFS bei 50% lag (95% Cl:
25-71) lag (Abb.10).
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Auch hier wird die Vergleichbarkeit der Behandlungsergebnisse eingeschriankt durch die
Heterogenitat der Patientenkohorten, dem retrospektiven Charakter der Analyse sowie durch kleine
Fallzahlen. Insbesondere fir refraktdre, aggressive Lymphomerkrankungen liegen wenig
Vergleichsdaten vor (Gopal et al., 2011; Sauter et al., 2014; Sirvent et al., 2010). Eine sequentielle
Therapie war bisher in der Behandlung von Patienten mit aggressiver Lymphomerkrankung nicht
angewandt worden. Dennoch ist das Outcome nach sequentieller haplo-HSZT mit PTCY auch im
Vergleich zur HLA-gematchten Transplantation mit reduzierter Konditionierungsintensitat als sehr
glnstig anzusehen (Gopal et al., 2011; Sauter et al., 2014; Sirvent et al., 2010). So berichteten Gopal
et al. Uber 40 Patienten mit persistierender indolenter und aggressiver Lymphomerkrankung (85%
Chemotherapie-refraktar): Das PFS nach 2 Jahren mit 31% war vergleichsweise niedrig (Gopal et al.,
2011). Far die Subgruppe der diffus groRzelligen B-Zelllymphome (DLBCL) und MCL, die in unserer
Kohorte mehr als % der Diagnosen ausmachten, waren nur sehr frilhe Behandlungsergebnisse
angegeben worden: Nach 6 Monaten lag das PFS fir DLBCL bei 50% und fir MCL bei 43%.
Demgegeniiber konnten wir diese glinstigen Behandlungsergebnisse in unserer Hochstrisikokohorte
auch langerfristig bestatigten. Glass und Kollegen berichteten {iber die Ergebnisse einer
randomisierten Phase-lI- Studie, im Rahmen derer 86% Patienten mit aggressiver T- und B-
Zelllymphomerkrankung (55% Chemotherapie-refraktdr) von einem HLA-kompatiblen Spender nach
myeloablativer Konditionierung mit Busulfan transplantiert worden waren: Vergleichsweise war das
1-Jahres PFS hier mit 45% leichtgradig geringer, wahrend die TRM mit 35% jedoch merkbar héher
war (Glass et al., 2014).
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Durch den Einsatz eines sequentiellen Konzepts in der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY scheint
zeigt sich eine Verbesserung des Outcomes im Vergleich zu einer alleinigen unmanipulierten haplo-
HSZT mit PTCY fir Patienten mit refraktarem aggressiven Lymphom erreichbar zu sein; die
Vergleichsdaten hierzu sind noch begrenzt. So war nach alleiniger NMA unmanipulierter haplo-HSZT
mit PTCY fiir Patienten mit aggressivem NHL und MCL, die (iberwiegend keine Remission erreicht
hatten, nur ein 2-Jahres PFS von 35% berichtet worden (Y. L. Kasamon, Bolafios-Meade, J., Gladstone,

D, 2013).

Wie bereits erwahnt, wurde bisher ein sequentielles Transplantationskonzept in der Behandlung von
Patienten mit Lymphomerkrankungen nicht eingesetzt; eine vergleichende Diskussion ist somit an

dieser Stelle nicht moglich.

5.7. Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigte sich die sequentielle unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY sowohl fir
Patienten mit nicht remittierter akuter Leukdmie, als auch fiir Patienten mit nicht komplett
remittierter, Chemotherapie-refraktarer aggressiver Lymphomerkrankung als sicher und gut
vertraglich mit guter Kontrolle der bidirektionalen Allo-Reaktivitat, akzeptabler Toxizitdt und einer

geringen Infektionsrate; dies spiegelt sich wieder in einer vergleichsweise gemaRigten TRM.

Durch EinfUihrung des sequentiellen Konzepts konnte eine vergleichsweise verbesserte
Erkrankungskontrolle erzielt werden, die Ergebnisse dhneln denen, die bei der Behandlung von
Patienten mit Hochrisko- AML und MDS nach dem , FLAMSA-RIC” Protokoll in der HLA-gematchten
Transplantationssituation erzielt wurden. Erstmalig konnten wir zeigen, dass bei aggressiver, nicht
remittierter Lymphomerkrankung durch das Konzept der sequentiellen Therapie eine gute friihe
Erkrankungskontrolle erreicht werden kann. Dieses Konzept tragt mutmallich wesentlich dazu bei,

dass ausreichend Zeit fur die Entwicklung eines GvL Effekts erwirkt wird.

So kann bei Fehlen eines konventionellen, HLA-kompatiblen Stammzellspenders die sequentielle
unmanipulierte haplo-HZT mit Einsatz von PTCY als wertvolle alternative Therapieoption fir

Patienten mit Hochstrisikoerkrankungen angesehen werden.
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6. Die unmanipulierte HLA-haploidentische
Stammzelltransplantation mit Einsatz von
Posttransplantations-Cyclophosphamid als
Zweittransplantationsverfahren bei Patienten mit
Rezidiv einer akuten Leukdmie nach erster allogener
Stammzelltransplantation

6.1. Hintergrund

Die Prognose von Patienten, die nach einer ersten allogenen Stammazelltransplanation (HSZT1) ein
Rezidiv ihrer Grunderkrankung erleiden, ist infaust (Barrett et al., 1991; Kishi et al., 1997; Porter et
al.,, 2010; Schmid et al., 2012); eine Standardtherapieempfehlung existiert in dieser schwierigen
Situation nicht. Mogliche Therapiealternativen (alleine oder in Kombination) kénnen eine erneute
chemotherapeutische Behandlung mit bevorzugtem Einsatz von hypometylierenden Substanzen,
eine Behandlung mit Antikorpern oder anderen zielgerichteten Substanzen, sowie eine
Spenderlymphozytengabe sein (Pawson et al., 2001; Schmid et al., 2007; Schmid et al., 2004;
Schroeder et al., 2013). Angesichts der Tatsache, dass bisher eine langerfristige Remission nur nach
einer erneuten immuntherapeutischen Intervention wie der Gabe von Spenderlymphozyten oder
einer zweiten allogenen hiamatopoetischen Stammzelltransplantation zu erreichen war (Andreola et
al., 2015; Gokbuget et al., 2012; Pawson et al., 2001; Pollyea et al., 2007; Schmid et al., 2012), kann
flr Patienten mit gutem Performance Status und ohne wesentliche Begleiterkrankungen eine
erneute, zweite allogene Stammzelltransplantation (HSZT2) in Betracht gezogen werden. Unter der
Annahme, dass das Rezidiv auf ein Versagen des GvL Effekts, der durch hamatopoetische
Stammzellen des ersten Spenders induziert werden sollte, zurlickzufiihren ist, wird im Einzelfall auch
ein Wechsel des Stammzellspenders fiir die HSZT2 erwogen (Christopeit et al., 2013; Duus et al.,
2005; Eapen et al., 2004). Welche Rolle der Spenderwechsel in dieser Zweittransplantationssituation
spielt, ist allerdings unklar. Hierzu liegen nur wenige Erfahrungen vor, die in retrospektiven Analysen
aufgearbeitet werden; Daten einer prospektiven Studie fehlen (Christopeit et al., 2013; Duus et al.,

2005; Eapen et al., 2004; Ruutu et al., 2015; Shaw et al., 2008).

Im Rahmen einer gréReren, retrospektiven Analyse bezliglich der Fragestellung des Spenderwechsels

in der HLA-gematchten Transplantationssituation war die Durchfiihrbarkeit auch bei Einbeziehung
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von unterschiedlichen MUDs gezeigt worden; es ergab sich ein Trend zu einem verbesserten
Gesamtliberleben, wenn nach einer ersten MUD Transplantation ein anderer, alternativer MUD zur
HSZT2 herangezogen wurde (Christopeit et al., 2013). In einer groBen EBMT-Registeranalyse wurde
ein Trend zu einer geringeren Rezidiv-assoziierten Mortalitdt bei einem Wechsel des
Stammzellspenders beobachtet. Dieser positive Effekt wurde jedoch durch eine erhéhte TRM,
insbesondere bei Wechsel des MUDs, aufgehoben. Ein eindeutiger Uberlebensvorteil bei
Spenderwechsel konnte in dieser (Ruutu et al., 2015) und in anderen Studien nicht gezeigt werden

(Christopeit et al., 2013; Eapen et al., 2004; Vrhovac et al., 2016).

6.2. Behandlungsergebnisse der unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY als

Zweittransplantationsverfahren

Der Einsatz einer zweiten unmanipulierten HLA-haploidentischen HSZT mit PTCY zur GvHD
Prophylaxe bei Patienten mit Rezidiv nach einer vorangegangenen allogenen HSZT erschien aus
folgenden Griinden glinstig: Das Verfahren hatte sich bei niedriger TRM als gut vertraglich erwiesen
(Luznik et al., 2008), die Spenderverfiigbarkeit ist, besonders im Vergleich zu einem MUD
unproblematisch und es kann ein verbesserter GvL Effekt angenommen werden, der durch die
besondere HLA-Disparitat in der haploidentischen Situation vermittelt werden kann (Huo et al., 2012;
Y. L. Kasamon et al., 2010). Wir behandelten 20 Patienten (medianes Alter 37 Jahre: range 21-59; 12
mannlich; AML n=14; ALL n=5; biphanotypische AL n=1), wobei 12 dieser Patienten ein Rezidiv nach
einer ersten MUD Transplantation aufwiesen. Bei 50% der Patienten lag die Remissionsdauer nach
HSZT1 unter 6 Monaten. Alle Patienten (85%), die vor der HSZT2 keine Remission erreicht hatten,
wurden nach dem Konzept der ,sequentiellen Therapie” behandelt (Schmid et al., 2012; Schmid et
al., 2005; Tischer et al., 2013). Die Konditionierungsbehandlung bestand in Analogie zum , Baltimore
Protokoll“ aus Cyclophosphamid und Fludarabin (Luznik et al.,, 2008), dann erfolgte eine
Intensivierung der Konditionierung mit Melphalan oder TBI bzw. mit Treosulfan und Etoposid bei
Patienten, die bei der HSZT1 bereits eine TBI erhalten hatten. Als GvHD Prophylaxe wurde
Cyclophosphamid in hoher Dosis (50 mg/kg KG) an Tag +3 und +4 nach der unmanipulierten haplo-
HSZT gegeben. Behandlungsschema siehe Abb. 11.
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Abb. 11 Therapieschema zur unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY als
Zweittransplantationsverfahren fir Patienten mit Rezidiv einer akuten
Leukamie nach erster allogener Transplantation aus (Tischer et al., 2013)

Damit konnte auch in dieser speziellen, immunologisch unibersichtlichen Transplantationsituation
eine sehr gute Kontrolle der bidirektionalen Allo-Reaktivitat erreicht werden. Ein Engraftment wurde
bei 85% der Patienten erreicht; eine akute Abstoflung trat nicht ein. Diese Ergebnisse waren sicher
mit denen vergleichbar, die mit einer ersten unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY (Ciurea et al.,
2012; Luznik et al., 2008) erzielt worden waren, die aber auch nach einer zweiten HLA-gematchten
allogenen Transplantation erreicht wurden (Bosi et al., 2001; Duus et al., 2005; Hosing et al., 2005;
Kedmi et al., 2009; Michallet et al., 2000). Gleichzeitig zeigte sich eine bemerkenswert geringe GvHD
Rate: So war eine aGvHD Grad II-IV nur bei 35% der Patienten zu beobachten, wahrend nur 5 dieser
Patienten (25%) eine cGvHD in milder oder moderater Ausprdagung entwickelten. Auch diese
Ergebnisse entsprachen denen, die nach einer ersten unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY
beschrieben worden waren (Ciurea et al.,, 2012; Luznik et al., 2008). Die GvHD-Raten waren auch
zumindest vergleichbar und teilweise besser als die, welche nach einer zweiten HLA-gematchten
HSZT, vor allem bei Spenderwechsel, beschrieben worden waren (Christopeit et al., 2013; Eapen et
al., 2004; Martino et al, 1994; Shaw et al, 2008). In der HLA-gematchten
Zweittransplantationssituation mit Spenderwechsel eines MUDs wurde eine Inzidenz der aGvHD

Grade II-IV von 54% beschrieben (Christopeit et al., 2013).

Die Toxizitdt des Behandlungskonzeptes war insgsamt moderat (Tabelle 7): Ein Drittel der Patienten
entwickelte eine hohergradige (Grad llI-IV) Toxizitat. Am haufigsten litten die Patienten an einer
schweren Mucositis (30%). Bei 20% der Patienten war eine hohergradige Hyperbilirubindmie mit
voriibergehender Erh6hung der Transaminasen zu beobachten, wobei keine VOD zu diagnostizieren
war. Wesentlich haufiger (21-64%) war eine VOD nach einer HLA-gematchten Zweittransplantation
auch ohne Spenderwechsel und besonders bei Einsatz von Busulfan in der

Konditionierungsbehandlung (Michallet et al., 2000; Radich et al., 1993). Bei 6 Patienten wurde
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wegen eines akuten Nierenversagens eine Hamodialyse erforderlich, finf dieser Patienten
entwickelten ein MOF und wurden intensivmedizinisch einschlieSlich mechanischer Beatmung und

kontinuierlicher Hamofiltration behandelt.

Toxicities Grade | Gradel ll Gradel lll Grade IV
Gl tract
Mucositis 3 9 4 2
Nausea & vomiting 2 5 -
Diarrhea 2

Cardiovascular system

Hypertension 1 2 - -

Arrhythmia 3 - -
Lung

Dyspnoea - 2 - -

Urinary tract

Creatinine elevation 5 2 3 1
Hemorrhagic cystitis - 1 1 -
Liver
Hyperbilirubinemia 2 4 2 2
Elevation of transaminases 2 4 3 1
Ascites 1
CNS
Headache 1 3 - -
Confusion 1 - - -
Paraesthesia 1

Constitutional symptoms

Fever - 8 - -
Musculoskeletal Pain 1

Skin
Hand-foot syndrome 1 3 3 -
Rash 4 3 - -

Tab7.: Behandlungsassoziierte Toxizitdt nach einer zweiten unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY (Tischer et
al., 2014)
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Wie in der Diskussion der Virusinfekte bereits dargelegt (Ciurea et al., 2012; Luznik & Fuchs, 2010;
Luznik et al., 2008; Tischer et al., 2015) war bei Einsatz von PTCY auch in dieser HLA-haploidentischen
Zweittransplantationsituation eine rasche und robuste Immunrekonstitution zu erreichen (siehe Abb.

12). So wurden bereits an Tag +100 nach haplo-HSZT >250/ul CD4+ T-Zellen von gemessen.
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Abb. 12: Immunrekonstitution nach zweiter unmanipulierter
haplo-HSZT mit PTCY (Tischer et al., 2014)

Die Rate der viralen Komplikationen war gering: Nur 30% der Patienten entwickelten eine CMV
Reaktivierung. PTLDs wurden nicht beobachtet. Allerdings entwickelten 30% der Patienten eine
invasive, pulmonale Aspergillose, die bei 5/6 dieser Patienten trotz antimykotischer
Doppelbehandlung (Rieger et al., 2008) nicht zu kontrollieren war und meist als (Teil-)Todesursache
resultierte. Denkbare Griinde fiir die erhohte infektassoziierte Letalitdt sind ausgepragt
vorbehandelten Patienten mit einer invasiven Aspergillose in der Anamnese, sowie die liberwiegende

Verwendung von Knochenmark als Stammzellquelle (70%).

Wie bereits erwdhnt, ist die Prognose von rezidivierten Patienten mit AL nach der ersten allogenen
HSZT infaust (Barrett et al., 1991). In dieser schwierigen klinischen Situation ist die erneute, zweite,
allogene Stammzelltransplantation bisher als die einzige therapeutische Option mit kurativem
Potential anzusehen (Gokbuget et al., 2012; Schmid et al., 2012). Einschrankend muss die damit

verbundene  erhdhte  Toxizitdit erwdhnt werden. So  wird fiir  HLA-gematchte
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Zweittransplantationsverfahren eine 1-Jahres TRM von 23-45% bei Verwendung des urspriinglichen
Stammzellspenders (Eapen et al., 2004; Kedmi et al., 2009; Michallet et al., 2000), und von 35-51%
bei Wechsel des Stammzellspenders beschrieben (Christopeit et al., 2013; Eapen et al., 2004; Hosing
et al., 2005; Michallet et al., 2000). Das Outcome nach HSZT2 (zumeist ohne Spenderwechsel) war
begrenzt: Das 1-Jahres OS lag bei 14-20% (Kedmi et al., 2009; Mrsic et al., 1992; Radich et al., 1993).
Bessere Ergebnisse wurden im Rahmen einer grofleren EBMT Registeranalyse von 2004 berichtet
(Eapen et al., 2004). In dieser Studie wurde das Outcome von 279 Patienten analysiert, die ein
Rezidiv einer AL (29% mit CML; 50% jinger als 30 Jahre) nach einer HLA-identischen
Geschwistertransplantation erlitten hatten und in 85% der Falle vom selben HLA-identischen
Stammzellspender wiederholt transplantiert wurden (Eapen et al., 2004). Das 1-Jahres OS lag hier bei
41%, das 1-Jahres RFS betrug geschatzt 38%. In vielen weiteren kleinen Fallserien wurde fir
Patienten nach HSZT2 ohne Spenderwechsel ein 1-Jahres OS von 34-52% beschrieben (Grullich, Bertz,
Spyridonidis, Muller, & Finke, 2008; Kishi et al., 1997; Tomonari et al., 2002). Im Jahre 2013 wurden
in einer multizentrischen, deutschen Studie die Ergebnisse der HSZT2 bei 179 Patienten (medianes
Alter 39 Jahre) mit Rezidiv einer AL nach einer ersten HLA-gematchten Transplantation (MRD n=75;
MUD n=104) untersucht, wobei ein Wechsel des Stammzellspenders bei 97 der Patienten erfolgt war
(Christopeit et al., 2013). Hier ergab sich ein 1-Jahres OS von 33%, wahrend das 1-Jahres RFS 25%
betrug. Wie bereits dargelegt, zeigte sich der Spenderwechsel, der im Rahmen der HSZT2 vollzogen
worden war, als durchfithrbar, wenngleich dadurch auch kein Uberlebensvorteil erreicht werden

konnte (Christopeit et al., 2013).

Angesichtes dieser beschriebenen Behandlungsergebnisse, sind unsere Erfahrungen mit einer
zweiten haplo-HSZT mit PTCY und Spenderwechsel bei Patienten mit Rezidiv einer AL nach HSZT1
durchaus glnstig. Erneut ist an dieser Stelle das Hochstrisikoprofil unserer Patienten hervorzuheben:
85% der Patienten wiesen zum Zeitpunkt der HSZT2 eine refraktare Erkrankung auf und erhielten
entsprechend eine sequentielle Therapie (Clofarabin n=14; FLAMSA n=2; FLAG-Ida n=1; andere n=3).
Bei 50% der Patienten betrug die Remissionsdauer nach HSZT1 weniger als 6 Monate und 60% dieser
Patienten hatten vorab eine MUD Transplantation erhalten. Die Behandlungsvertraglichkeit war gut:
Die 1-Jahres TRM lag bei akzeptablen 36%. Bei 88% der evaluierbaren Patienten konnte an Tag +30
nach haplo-HSZT eine Remission erreicht werden; das 1-Jahres OS betrug 45% und das 1-Jahres RFS
lag bei 33%.

Demnach  sind unsere  Ergebnisse mit denen einer zweiten  HLA-identischen
Geschwistertransplantation ohne Spenderwechsel vergleichbar, aber auch besser als nach HSZT2

nach Verwendung des gleichen oder eines anderen MUD.
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Faktoren wie das Alter der Patienten, der Remissionstatus vor HSZT und die Dauer der Remission
nach HSZT1 haben Einfluss auf das Uberleben der Patienten nach HSZT2 (Christopeit et al., 2013;
Ruutu et al., 2015; Vrhovac et al.,, 2016). In unserer retrospektiven Analyse mit kleiner Fallzahl
konnten wir allein die Dauer der Remission nach HSZT1 als signifikanten Pradiktor des Uberlebens
bestatigen. Wie erwahnt, hatten alle Patienten mit nicht remittierter Erkrankung vor HSZT2 eine
sequentielle Therapie erhalten. Wir konnten zeigen, dass durch diese Behandlungsform auch in der
HLA- haploidentischen Zweittransplantation eine verbesserte Erkrankungskontrolle erreicht werden
konnte; daher hatte der Remissionstatus vor HSZT2 moglicherweise keinen EinfluR auf das
Uberleben. Demnach sollte eine zweite unmanipulierte haplo-HSZT nur bei Patienten in Betracht
gezogen werden, deren Remissionsdauer nach HSZT1 mehr als 6 Monate betrdgt. Das Nicht-
Erreichen einer Remission schliel8t unserer Meinung nach eine zweite haplo-HSZT nicht aus, wenn ein

sequentielles Therapiekonzept zum Einsatz kommt.

6.3. Zusammenfassung

Erstmalig konnten wir in einer groRReren Fallserie zeigen, dass eine zweite, unmanipulierte haplo-
HSZT mit Einsatz von PTCY erfolgreich bei Patienten mit Rezidiv einer AL nach einer ersten allogenen
Transplantation durchgefiihrt werden kann. Die bessere, d.h. kurzfristige Spenderverfiigbarkeit der
HLA-haploidentischen Familienspender gegeniiber eines MUD sowie der mutmalRlich bessere GvL
Effekt konnten wesentliche Vorteile dieser Transplantationsstrategie fiir Patienten mit ansonsten
infauster Prognose darstellen. Dieses haploidentische Zweittransplantationsverfahren mit
Spenderwechsel war gut vertraglich und ermdglichte zudem eine gute Erkrankungskontrolle mit
giinstigen frithen Behandlungsergebnissen. Die Analyse der Uberlebenspradiktoren zeigte, dass nur
die Remissionsdauer nach HSZT1 einen Einfluss auf das Uberleben dieser Patienten hatte, wahrend
der Remissionstatus vor HSZT2 mit Einsatz der sequentiellen Therapie keine Rolle spielte. So kdnnen
wir folgern, dass eine zweite unmanipulierte haplo-HSZT nur bei Patienten, deren Erkrankung mehr
als 6 Monate nach HSZT1 in Remission geblieben war, in Betracht gezogen werden sollte, wahrend
gleichzeitig das Nicht-Erreichen einer Remission eine zweite haplo-HSZT mit PTCY bei Einsatz eines
sequentiellen Therapiekonzepts nicht ausschliel3t. So erachten wir die zweite unmanipulierte haplo-
HSZT mit PTCY als wertvolle Alternative fiir alle Patienten mit Rezidiv nach HSZT1, auch wenn zuvor

keine Remission erreicht werden konnte.
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7. Zusammenfassung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation ist fir eine Vielzahl von Patienten mit nicht-
malignen und malignen hamatologischen Erkrankungen eine kurative Therapieoption. Fiir Patienten
mit Hochrisiko- bzw. rezidivierter oder refraktarer Erkrankung stellt sie aktuell die einzige Mdoglichkeit
der Heilung dar. Zur Durchfiihrung einer allogenen Transplantation muss ein geeigneter, im besten
Fall, ein HLA-identischer bzw. HLA-kompatibler Stammzellspender zur Verfligung stehen. Ein solcher
Spender ist nur in begrenztem Umfang (30%) als HLA-identischer Geschwisterspender verfiigbar. Ein
HLA-kompatibler Fremdspender kann in bis zu 50% in nationalen und internationalen
»Spenderegistern” identifiziert werden. Fir alle anderen Patienten sind Alternativen zu prifen. Eine
Option kann zum Beispiel die Anwendung von Blutstammzellen aus Nabelschnurblut, die sogenannte
CBT, sein. Auch die Transplantation von einem HLA-haploidentischen Familienspender kommt unter
bestimmten Voraussetzungen in Frage. Die nahezu universelle (>90%) und schnelle
Spenderverfligbarkeit ist ein besonderer Vorteil des haploidentischen Verfahrens. Zudem besteht bei
der Transplantation von einem haploidentischen Stammzellspender die Moglichkeit der adoptiven
Immuntherapie, da der Spender in der Regel auch fir einen Stammzellboost oder eine

Lymphozytenspende zur Verfligung steht. Dies ist bei der CBT nicht umsetzbar.

Das Hauptproblem in der HLA-haploidentischen Transplantationsituation ist die starke bidirektionale
Allo-Reaktivitdt, die sich in TransplantatabstoBung und GvHD widerspiegelt, und die in friihen
Transplantationsversuchen mit unmanipulierten haploidentischen Stammzellen zu einer inakzeptabel
hohen TRM (>50%) mit niedrigem, langerfristigen Uberleben (<10%) gefiihrt hat. Zur Verbesserung
dieser unzureichenden Behandlungsergebnisse wurden im weiteren Verlauf verschiedene in-vitro
Verfahren zur T-Zelldepletion des haploidentischen Stammzellpraparats etabliert. Bei stark
reduzierter zellularer Immunitdt und einer nach der manipulierten HLA-haploidentischen
hamatopoetischen Stammzelltransplantation (haplo-HSZT) verzogert erfolgenden

Immunrekonstitution, blieben jedoch Infektionen und Rezidive die prognosebestimmenden Faktoren.

Die Verfahren der haplo-HSZT wurden mit dem Einsatz von Posttransplantations-Cyclophosphamid
zur GvHD Prophylaxe revolutioniert. Die in der HLA-haploidentischen Situation vorherrschende starke
bidirektionale Allo-Reaktivitdit kann durch hochdosiertes Cyclophosphamid, das kurz nach der
Transplantation eines T-Zellhaltigen, also unmanipulierten Stammzellpraparats gegeben wird, sicher
kontrolliert werden. Durch PTCY wird eine effektive in-vivo Depletion von ,allo-reaktiven” Zellen

erreicht, wahrend ,ruhende” Zellen mit ihrem regenerativen, hamatopoetischen und moglicherweise
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antiviralen und antileukdmischen Potential geschont werden. Das zytoplasmatische Enzym
Aldehyddehydrogenase hat hier insofern eine Schliisselrolle, da es in hamatopoetischen Stammzellen
und regulatorischen T-Zellen das Aldehyd Cyclophosphamid entgiftet und diese Zellen so gegen die

zytotoxische Wirkung der Substanz ,resistent” macht.

Bei Einsatz von PTCY zur GvHD Prophylaxe kann nach unmanipulierter haplo-HSZT eine
Immunrekonstitution angenommen werden, die quantitativ derjenigen nach einer HLA-identischen
Transplantation gleicht. Im Vergleich zu einem anderen haploidentischen Transplantationsverfahren,
bei dem eine in-vitro T-Zelldepletion (CD34+ Selektion) des Stammzelltransplantats zur Uberwindung
der HLA-Barriere durchgefiihrt wurde, war die Immunrekonstitution nach unmanipulierter haplo-
HSZT mit PTCY verbessert; weniger Infekte, v.a. weniger Pilzinfektionen wurden beobachtet. In
unserem Vergleich von Virusinfektionen im Zusammenhang mit der Immunrekonstitution nach
unmanipulierter haplo-HSZT mit PTCY mit einem anderen haplo-HSZT Verfahren, das sich einer in-
vivo Depletion mit ATG und zweier haploidentischer Stammzelltransplantate, eines davon T-
Zelldepletiert, bediente, konnten wir die bisherigen Ergebnisse prazisieren. Als Vorteil der
unmanipulierten haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY konnten wir ebenfalls die rasche
Immunrekonstitution, besonders die ziigige Rekonstitution der CD4+ T-Zellen, identifizieren. Damit
verbunden beobachteten wir in unserer Patientenkohorte eine deutlich geringere Anzahl von
Herpesvirusinfektionen. Es zeigten sich nicht nur weniger CMV Reaktivierungen, sondern auch ein
verbessertes Ansprechen auf die antivirale Therapie. Kein Patient erkrankte nach der
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY an der lebensgefdhrlichen Komplikation eines PTLD, im
Gegensatz zu 25% PTLD-Féllen in der von uns beschriebenen haplo-HSZT Gruppe, in der ATG zu in-
vivo T-Zelldepletion und CD6-depletierte PBSZ in Kombination mit einem unmanipulierten

Knochenmarkpraparat zur HLA-haploidentischen Transplantation verwendet wurde.

So ist anzunehmen, dass bei Einsatz von Cyclophosphamid nach einer T-Zellhaltigen haplo-HSZT, bei
rascher Immunrekonstitution, auch ein Teil der antiviralen Immunitat bewahrt werden kann; es kann
also eine verbesserte Kontrolle von latenten Virusinfektionen, wie die einer Herpesvirusinfektion,
erfolgen. Dieses Transplantationsverfahren verbessert das Problem der verzogerten
Immunrekonstitution und Virusinfektionen nach haplo-HSZT. Der Vergleich dieser neuen Strategie
mit dem genannten alteren und wesentlich aufwandigeren haploidentischen
Transplantationsverfahren, zeigt die Fortschritte, welche durch den Einsatz von PTCY in der

haploidentischen Transplantation erzielt werden kdnnen.

Das Hauptproblem des anfanglich angewandten Verfahrens der unmanipulierten haplo-HSZT mit
PTCY, das sich einer NMA Konditionierung bediente, war die unzureichende Erkrankungskontrolle.

Dies deutete sich bereits in der Pilotstudie aus Baltimore aus dem Jahr 2008 an: Mehr als 50% der
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Patienten hatten nach einem Jahr ein Rezidiv entwickelt. Auch nachfolgende Studien zeigten eine
hohe Rezidivinzidenz (RI) bei ungeniigendem erkrankungsfreien Uberleben (EFS). Besonders
Patienten mit Hochrisikoerkrankungen nach DRI waren betroffen. Zur Verbesserung der
Erkrankungskontrolle wurde von verschiedenen Transplantationsgruppen eine Intensivierung der
Konditionierungsbehandlung vorgenommen. Bei akzeptabler Toxizitdt zeigten sich jedoch die
Ergebnisse fir Patienten, die zum Zeitpunkt der haplo-HSZT mit PTCY eine aktive Erkrankung
aufwiesen, nur bedingt verbessert. Nach unserer Erfahrung sind giinstigere Ergebnisse fiir Patienten
mit fortgeschrittener Erkrankung nur durch ein sequentielles Therapiekonzept zu erzielen. Dieses
sieht vor, dass durch eine intensive zytoreduktive Chemotherapie, die kurz vor Beginn einer
Konditionierung mit reduzierter Intensitat verabreicht wird, eine Reduktion der Erkrankungslast und
im besten Falle eine erneute Remission erreicht werden kann, und so ausreichend Zeit fiir den

erwinschten GvL Effekt gewonnen wird.

Mit dem Ziel der Verbesserung der Erkrankungskontrolle integrierten wir im Jahr 2009 die
sequentielle Therapie in die unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY. Das vorab beschriebene glinstige
Toxizitatsprofil dieses haplo-HSZT  Verfahrens, das dem einer HLA-identischen
Geschwistertransplantation ahnlich ist, lieR die Addition zytotoxischer Substanzen, die kurz vor
Beginn der Konditionierung verabreicht werden, als moglich und durchfiihrbar erscheinen. Diese
sequentielle unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY zeigte sich sowohl bei Patienten mit aktiver akuter
Leukamie, als auch bei Patienten mit Chemotherapie-refraktarer aggressiver Lymphomerkrankung als
sicher und gut vertraglich. Die bidirektionale Allo-Reaktivitdit war gut kontrolliert, die Toxizitat
akzeptabel und die Infektionsrate relativ gering. Dies spiegelt sich in einer vergleichsweise
gemaligten 1-Jahres TRM von 23% fir Patienten mit aktiver akuter Leukdmie und von 19% fir

Patienten mit nicht komplett remittierter Lymphomerkrankung wider.

Durch Einfihrung des sequentiellen Konzepts konnte bei unseren Patienten mit
Hochrisikoerkrankung eine vergleichsweise befriedigende Erkrankungskontrolle erzielt werden.
Behandlungsergebnisse, dhnlich wie bei Patienten mit Hochrisiko AML und MDS nach dem ,,FLAMSA-
RIC“ Protokoll in der HLA-gematchten Transplantationssituation, zeichnen sich ab. Zudem konnten
wir erstmalig zeigen, dass bei aggressiver, nicht remittierter Lymphomerkrankung eine
bemerkenswert gute friihe Erkrankungskontrolle durch die sequentielle Therapie erreicht werden
kann. So konnte anzunehmenderweise ausreichend Zeit fir die Entwicklung des GvL Effekts

gewonnen werden, dessen Auswirkungen wir beobachten konnten.

Aufgrund unserer ersten Ergebnisse der sequentiellen haplo-HSZT kann angenommen werden, dass
bei Fehlen eines konventionellen, HLA-kompatiblen Spenders diese sequentielle unmanipulierte HLA-

haploidentische Stammzelltransplantation mit Einsatz von PTCY zur GvHD Prophylaxe eine wertvolle
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alternative Therapieoption flir Patienten ist, welche vor Transplantation keine Remission der
Grunderkrankung  erreichen  konnten. Ein  besonderer Vorteil dieses alternativen
Transplantationsverfahrens ist es, dass aufgrund der unkomplizierten und raschen Verfligbarkeit
eines haploidentischen Familienspenders auch Patienten mit aggressiv verlaufender Erkrankung eine
potentiell kurative Behandlung ohne Verzégerung erhalten kénnen. Ein systematischer Vergleich der
Ergebnisse der sequentiellen Therapie in der HLA-gematchten versus HLA-haploidentischen

Transplantationssituation wird vorbereitet.

U.a. basierend auf unseren Behandlungsergebnissen wurde eine deutschlandweite Multizentrum-
Studie zur Behandlung von aggressiven Lymphomen mit einer unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY

initiiert.

Wir konnten erstmalig in einer groBeren Fallserie zeigen, dass eine zweite, unmanipulierte haplo-
HSZT mit PTCY bei Patienten mit Rezidiv einer akuten Leukd@mie nach einer ersten allogenen
Transplantation erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Die bessere und kurzfristige
Spenderverfligbarkeit der HLA-haploidentischen Familienspender gegeniiber einem MUD sowie der
mutmaRlich bessere GvL Effekt konnten wesentliche Vorteile dieser Transplantationsstrategie fir
Patienten mit infauster Prognose darstellen. Die Analyse der Uberlebenspradiktoren zeigte, dass nur
die Remissionsdauer nach HSZT1 einen Einfluss auf das Uberleben dieser Patienten hatte, wahrend
der Remissionstatus vor HSZT2 mit Einsatz der sequentiellen Therapie keine Rolle spielte. So kénnen
wir daraus schlieRen, dass eine zweite unmanipulierte haplo-HSZT mit PTCY nur bei Patienten, die
langer als 6 Monate nach HSZT1 in Remission waren, in Betracht gezogen werden sollte. Jedoch
schliellt das Nicht-Erreichen einer Remission eine zweite haplo-HSZT mit PTCY bei Einsatz eines
sequentiellen Therapiekonzepts nicht aus. Demnach sehen wir die zweite unmanipulierte haplo-HSZT
mit PTCY als wertvolle Behandlungsoption fiir Patienten mit Rezidiv nach HSZT1 ohne kurzfristig
verfligbaren Stammzellspender an, auch wenn zuvor keine Remission erreicht werden konnte.
Unsere publizierten Erfahrungen gaben AnstoR fiir eine deutschlandweite Multizentrum-Analyse, die
die Ergebnisse der haploidentischen Zweittransplantation bei Patienten mit Rezidiv nach einer ersten

allogenen Stammzelltransplantation evaluieren wird.

Zusammenfassend konnten wir die Vorteile des alternativen Transplantationsverfahrens der
unmanipulierten haplo-HSZT mit PTCY nicht nur bestadtigen, sondern auch prazisieren und erweitern.
Zum einen waren bei guter Immunrekonstitution weniger Herpesvirusinfekte zu beobachten; die
lebensgefahrliche Komplikation eines PTLD trat nicht auf. Zum anderen konnten auch bei Patienten
mit aktiver und aggressiv verlaufender Erkrankung durch die Addition des sequentiellen
Therapiekonzepts bei akzeptabler Toxizitdit befriedigende Ergebnisse hinsichtlich der

Erkrankungskontrolle erzielt werden. Die Ergebnisse sind mit denen der sequentiellen Therapie in der

72



HLA-gematchten Transplantationssituation gut vergleichbar. Fiir Patienten mit aktiver und
aggressiver Erkrankung ist das unmanipulierte HLA-haploidentische Transplantationsverfahren mit
Einsatz von PTCY zur GvHD Prophylaxe in Kombination mit einem sequentiellen Therapiekonzept
eine sinnvolle Alternative, wenn ein konventioneller Stammzellspender nicht zur Verfligung steht. Sie
bietet diesen Patienten die einzige Option einer potentiell kurativen Behandlung. Das Gleiche gilt
auch fir Patienten mit Rezidiv einer akuten Leukdmie nach einer ersten allogenen

Stammzelltransplantation.
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