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II.  Klinischer und wissenschaftlicher Hintergrund

Die chronische lymphatische Leukédmie (CLL) zéhlt zu den hiufigsten leukédmisch
verlaufenden Lymphomen bei Erwachsenen in den westlichen Industrielindern und
macht 1% aller neudiagnostizierten Krebsfille aus. Die alters-adjustierte Inzidenz liegt
bei 4,6 Fillen pro 100.000, das Erkrankungsrisiko liegt bei 0,6%. Das mediane Alter
bei Diagnosestellung betrdgt 70 Jahre, wobei am haufigsten Menschen im Alter von 65-
74 Jahren erkranken, der Anteil unter 45-Jahriger liegt unter 10%. Es besteht ein
Geschlechterunterschied, wobei Minner iiberwiegen (1,9:1). Die relative S5-Jahres-
Uberlebensrate ist in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich gestiegen und liegt aktuell

bei 88,5% (2014-2020) 2:62:6466

Sehr hiufig wird die fiir die CLL typische Lymphozytose bei einer routinemafigen
Blutuntersuchung entdeckt. In einigen Fillen geht der CLL eine monoklonale B-Zell-
Lymphozytose (MBL) im Sinne einer Vorldufererkrankung voraus. Die liberwiegende
Zahl der Patienten hat eine langsam fortschreitende, asymptomatische Krankheit, die
tiber viele Jahre hinweg keine Behandlung erfordert. Im Gegensatz dazu gibt es auch
eine symptomatische, aggressive Form der CLL, die bereits kurz nach Diagnosestellung

behandelt werden muss.

Durch ein besseres Verstdndnis der molekularen Grundlagen der malignen
Transformation der B-Zelle, konnten zuletzt viele neue, zielgerichtete Therapien der
CLL entwickelt werden '**°. Vor allem die Entschliisselung des B-Zell-Rezeptor-
Signalwegs stellt einen grolen Meilenstein dar, da die Blockade der Bruton-
Tyrosinkinase (BTK) oder der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) therapeutisch
genutzt werden kann. In Deutschland sind die BTK-Inhibitoren (BTKi) Ibrutinib 7%,
Acalabrutinib 222 Zanubrutinib 2*°° und Pirtobrutib ** inzwischen fiir symptomatische,
fortgeschrittene Stadien zugelassen. Zusitzlich kommen BCL-2-Inhibitoren (BCL-21),
wie Venetoclax, erfolgreich zum Einsatz. Diese richten sich gegen die BCL2 (B-cell
lymphoma 2)-abhéngigen Signalwege, die in der CLL eine Dysregulation der Apoptose
verursachen 7°°°. Neue Zweitgenerations-BCL-2i, wie Sonrotoclax und Lisaftoclax, die
Venetoclax-Resistenz iiberwinden kdnnen, sind in klinischen Studien verfiigbar '+
Kombinationstherapien aus zielgerichteten Wirkstoffen und monoklonalen Anti-CD20-
Antikorpern sowie die Kombination von Ibrutinib oder Acalabrutinib mit Venetoclax

haben sich mittlerweile als Therapiestandard in der Erst- und Zweitlinientherapie



etabliert ©!8.2030.35455158 ©Qeit 2024 liegt die FDA-Zulassung fiir die CAR-T-
Zelltherapie mit Lisocabtagen Maraleucel als Behandlung fiir erwachsene Patienten mit
rezidivierter/refraktdrer CLL oder kleinzelligem lymphozytischem Lymphom (SLL)
vor, die bereits mindestens zwei vorherige Therapielinien erhalten haben, darunter
einen BTK-Inhibitor und einen BCL-2-Inhibitor 3. Als neues Therapiekonzept stehen
in Studien fiir doppel- und tripelrefraktire CLL-Patienten sog. Proteolyse-gezielte
Chimiren (PROTACsS) fiir BTK zur Verfiigung . Eine nahezu verschwindend geringe
Rolle spielen inzwischen die klassischen Chemotherapeutika, wie Fludarabin,
Chlorambucil oder Bendamustin. Chemoimmuntherapien wie FCR sind inzwischen
aufgrund der hohen Zahl der sekundidren Zweitneoplasien, inklusive MDS/AML (2-
5%), obsolet 2°. Die allogene Stammzelltransplantation (HSCT) bleibt eine Option, die
aufgrund ihrer kurativen Intention zu einer Langzeit-Krankheitskontrolle fiihren soll.
Im Zeitalter der zielgerichteten Therapie wird sie bei einem sehr selektiven
Patientenkollektiv, nach Ausschdpfung aller anderen Therapieoptionen eingesetzt >4,
Ein Therapieindikation besteht im Allgemeinen nur im fortgeschrittenen Stadium C
sowie in den frithen Stadien B oder A, wenn die Kriterien fiir eine Therapiepflichtigkeit
nach IWCLL 2018 erfiillt sind ?*. Bislang ist keines der zielgerichteten, innovativen

Medikamente fiir die asymptomatische CLL zugelassen.

Da die CLL im klinischen Verlauf und unter biologischen Aspekten eine heterogene
Erkrankung darstellt und aufgrund der Beobachtung, dass heute fast 80% der Patienten
in frilhen Stadien diagnostiziert werden, ist die Definition von unabhéngige
Prognosefaktoren und die Entwicklung von prognostischen Modellen fiir ein sicheres
Patientenmanagement ab Diagnosestellung wichtig. Vor allem die Identifikation und
Charakterisierung innovativer Parameter, die Hochrisikopatienten definieren, die
moglichweise von einer risikoadaptierten, frithzeitigen Therapie profitieren kdnnten,
stellt eine Notwendigkeit dar, um moglichst genaue Modelle zu entwickeln, die eine
Ubertherapie vermeiden und auch einen Behandlungsvorteil fiir die Patientengruppe

zeigen konnen.

Prognostische Modelle dienen primdr zur Abschitzung des progressionsfreien
Uberlebens (PFS), der Zeit bis zur ersten Therapie (TTFT) und des Gesamtiiberleben
(OS) unabhéngig von einer Therapie und somit der Risikostratifizierung und Selektion

von Hochrisikopatienten, die in klinischen, risikoadaptierten Studien fiir frithe Stadien



behandelt werden konnen 3%,

International am héufigsten wird der CLL-IPI
(International Prognostic Index) genutzt °'. Er basiert auf einer Metaanalyse von 3472
therapie-naiven CLL-Patienten in der Hauptkohorte, 838 Patienten in der Mayo- und
416 Patienten in der SCAN- Validierungskohorte. Das mediane Follow-up in dieser
Metaanalyse war 79,9 Monate. Die fiinf Parameter, die das klinische Outcome der CLL-
Patienten prognostizieren sind: 7P53-Status, IGHV-Status, Beta-2-Mikroglobulin,
klinische Stadieneinteilung nach Rai I-IV und Alter. Die Patienten werden in 4
verschiedene Risikogruppen kategorisiert mit signifikant unterschiedlichem Outcome
fiir PFS, TTFT und OS. Der CLL-IPI wurde nicht spezifisch fiir frithe Stadien der CLL
entwickelt und inkludiert daher iiberwiegend Patienten, die unmittelbar nach
Diagnosestellung therapiepflichtig waren. 32 % der Patienten waren im frithen Stadium
Binet A. Die Entwicklung des CLL-IPI erfolgte in der Ara der Chemoimmuntherapie,
inzwischen wurde dieser Score auch fiir Patienten unter zielgerichteter Therapie
validiert *°. Nur wenige Prognosemodelle wurden ausschlieBlich fiir Patienten in frithen
Stadien entwickelt '2333° Bereits seit mehr als vier Dekaden werden in klinischen
Studien friihzeitige, risikoadaptierte Therapien in asymptomatischen frithen CLL-
Stadien untersucht %10 13:27.32.40.41.47.54 7w ar konnte in den verschiedenen Studien eine
Verldngerung des PFS oder TTFTs, aber nicht des OS nachgewiesen werden, sodass
die Beobachtungstrategie bis zum symptomatischen Progress weiterhin die Empfehlung
der internationalen Leitlinien ist und der Fokus weiterhin auf der Identifikation der

geeigneten Hochrisikopatienten liegt >,

Nach dem Krankheitsprogress gelten vor allem therapie-induzierte Infektionen als
zweithdufigste Todesursache. Durch den intrinsischen Immundefekt der CLL ist der
Grad und die Qualitit der Immunsuppression deutlich anders als bei der Behandlung
anderer indolenter Lymphome und erfordert besondere Beachtung 2!°°. Bereits in
frilhen Stadien kommt es zu einer Immundysregulation, die sich bereits wahrend der
Observationsphase verschlechtert, sogar ohne CLL-Progression. Einen positiven Effekt
auf die Mortalitét scheint die Entwicklung der zielgerichteten Therapien zuhaben. Zwar
treten unter BCL2-Inhibitoren, BTK-Inhibitoren, PI3K-Inhibitoren in Kombinationen
mit anti-CD20-Antikorpern in etwa einem Viertel der Patienten schwerwiegende
Infektionen auf, diese fiihren aber nicht mehr zu einer Verkiirzung des

Gesamtiiberlebens 8.



Praventive Vakzinierungen gegen Pneumokokken, Influenza, Herpes zoster, Diphterie,
Pertussis und Tetanus (DPT) werden nach AGIHO-Leitlinie 2017 fiir Patienten mit
Lymphom, multiplem Myelom, myeloproliferativen Neoplasien stark empfohlen .
Inzwischen liegt auch die STIKO-Empfehlung fiir die jdhrliche SARS-CoV-2
Auffrischung vor und auch die RSV-Vakzinierung wird bei Patienten iiber 60 Jahren
mit bestimmten Vorerkrankungen und tiber 75-Jéhrigen als Standardimpfung vor. CLL-
Patienten zeigen eine besonders schlechte Immunantwort, da sowohl ihre B- als auch
T-Zell-Funktion durch die Erkrankung und deren Therapie erheblich gestort sind, was
zu einer geschwiichten humoralen und zelluliren Immunabwehr fiihrt 3. Wihrend der
COVID-19-Pandemie wurde bei CLL-Patienten mit verschiedenen SARS-CoV-2-
Impfstrategien (heterologe Vakzinierungen, repetitive Boostervakzinierungen)

versucht, die Impfantwort zu verbessern *2¢

. Die Reaktion des angeborenen
Immunsystems, die im Allgemeinen innerhalb weniger Tage nach Impfung erfolgt, und
die durch Interferon vermittelte Signalisierungsaktivierung, einschlieBlich der
Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs, ist bei den verschiedenen Impfstrategien bei

CLL-Patienten bislang noch nicht untersucht *’

. Die Boostervakzinierungen verbessern
vor allem auch die zellulire T-Zell-Immunantwort, mit konsekutiver schnellerer
Viruseliminierung und einem milderen Krankheitsverlauf . Fiir die Immunantwort
scheint die Art der CLL-Therapie und der Zeitpunkt der Vakzinierung in Abhéngigkeit
vom CLL-Therapieansprechen wesentlich. Erste Ergebnisse liegen zu verschiedenen

zielgerichteten Therapie vor, allerdings ohne Empfehlungscharakter > 7.

Immungeschwichte Menschen, vor allem himatologische Patienten nach B-Zell-
depletierender Therapie oder unter medikamentdser Immunsuppression, hatten
wihrend der COVID-19-Pandemie ein besonders hohes Risiko fiir einen schweren
Krankheitsverlauf mit Krankenhausaufenthalten, Uberweisungen auf Intensivstationen

und Todesfillen selbst nach wiederholter SARS-CoV-2 Impfung.

Bei fehlender Immunantwort auf Vakzinierungen koénnen diese Patienten durch
verschiedene, den jeweiligen Subtypen das SARS-CoV-2-Virus angepassten,
monoklonalen Antikorper passiv geschiitzt werden. Die Antikdrper werden direkt
verabreicht und blockieren das Virus an seiner Eintrittsstelle in die Zelle. Dadurch wird
das Infektionsrisiko reduziert, noch bevor eine Exposition gegeniiber dem Virus

stattgefunden hat 7.



Die monoklonale Antikdrperkombination Tixagevimab/Cilgavimab hat sich als
vielversprechende pridexpositionelle Prophylaxe bei immunsupprimierten Patienten,
insbesondere solchen mit himatologischen Erkrankungen, erwiesen, die aufgrund ihrer
Therapie oder Grunderkrankung ein hohes Risiko fiir schwere COVID-19-Verlaufe
aufweisen '°. Die Kombination dieser Antikdrper zielt auf das Spike-Protein des SARS-
CoV-2 ab, indem sie das Virus an der Eintrittsstelle in die Wirtszelle blockiert und somit
eine  Infektion  verhindert.  Klinische  Studien  haben  gezeigt, dass
Tixagevimab/Cilgavimab die Inzidenz von COVID-19 bei hochriskanten Patienten
signifikant senkt und in Kombination mit einer guten Vertraglichkeit als wirksame
PriventivmaBnahme fiir diese vulnerablen Gruppen angesehen wird . Bislang war die
Wirksamkeit und die Wirkungsdauer wihrend der frithen Omicron-Welle nicht klar, da
vor allem die Subtypen BA.2, BA.5 und XBB.1 einen Wirksamkeitsverlust der

Antikorper ausldsten .

Fir CLL-Patienten mit Hochrisiko-Genetik und  Resistenz ~ gegeniiber
Chemoimmuntherapie oder zielgerichteten Therapien bleibt die allogene
Stammzelltransplantation oft die letzte Option !>*. Der dabei vermittelte Graft-versus-
Leukémie-(GvL)-Effekt kann eine langfristige Krankheitskontrolle bis hin zur Heilung
ermoglichen. Allerdings geht die Transplantation mit einem hohen Risiko fiir
chronische GvHD einher, die eine langwierige Immunsuppression erfordert und die
Non-Relapse-Mortalitdt signifikant erhoht. Durch endotheliale Schidigung und
Komplementaktivierung kann dies zur Entwicklung einer transplantationsassoziierten
thrombotischen Mikroangiopathie (TA-TMA) fiihren, einer schweren Komplikation
mit Mikroangiopathie, Thrombozytopenie und Andmie. Diese Form der TMA tritt in
der Regel mehrere Wochen bis Monate nach der Transplantation auf und kann sowohl
bei Nieren- als auch bei anderen Organtransplantationen, inklusive allogener
hiimatopoietische Stammzelltransplantationen beobachtet werden !!'. Sie wird hiufig
mit der Verwendung von Immunsuppressiva, insbesondere Calcineurininhibitoren wie
Tacrolimus, in Verbindung gebracht, die eine Schidigung der endothelialen Zellen und
die Bildung mikrovaskulirer Thromben verursachen '®. Wihrend fiir die Definition der
frihen TA-TMA diagnostische Konsensuskriterien bestehen, ist bei der spdten TA-
TMA, das heit nach Tag +100, noch nicht einmal die genaue Atiologie verstanden,
jedoch spielen auch hier immunologische und vaskuldre Mechanismen eine zentrale

Rolle 3!, Ein friihzeitiges Erkennen und eine spezifische Therapie sind entscheidend,



um die Transplantation zu retten und die Prognose der betroffenen Patienten zu
verbessern. Diagnostischer Goldstandard ist der histologische Nachweis der
Mikroangiopathie, wobei dieser am hiufigsten an Nierenbiopsien erfolgt **. Studien zur
Diagnostik der Mikroangiopathie in Knochenmarkbiopsien liegen bislang keine vor,
obwohl diese Biopsien in der klinischen Routine regelmaBig durchgefiihrt werden.
Auch die klinischen Risikofaktoren fiir eine spidte TA-TMA nach allogener
Stammzelltransplantation sind erst in wenigen Studien untersucht ?®. Im Rahmen einer
prospektiven, monozentrischen, interventionellen Phase-2-Studie zur Untersuchung
von Knochenverlust nach HSCT und der Anwendung von Zolendronsdure wurden
zusitzlich Knochenmarkbiopsien, entnommen zwischen Tag +100 und +4624 post
allogener Transplantation, auf histopathologische Merkmale einer spéten
transplantationsassoziierten thrombotischen Mikroangiopathie (TA-TMA) untersucht

und mit klinischen Parametern korreliert 2.



III. Einleitende Zusammenfassung

Im vorliegenden Habilitationsprojekt liegt der Fokus auf der Untersuchung von
Prognosefaktoren und der Entwicklung von prognostischen Modellen in frithen CLL-
Stadien (Kapitel III.1, II1.2, IIL.3) und die risikoadaptierte Therapie der
asymptomatischen CLL im Stadium Binet A (Kapitel I11.4). Des Weiteren erfolgt eine
Untersuchung der Privalenz und Prophylaxe von Infektionen bei Binet A-Patienten
unter Chemotherapie (Kapitel II1.5) und der besonderen Situation von himatologischen
Patienten, inklusive CLL-Patienten, wihrend der COVID-19-Pandemie mit einem
besonderen = Augenmerk auf die  Immunantwort unter  verschiedenen
Vakzinierungsstrategien gegen SARS-CoV-2 (Kapitel I11.6) und die Wirksamkeit und
Vertraglichkeit von monoklonalen Antikdrpern als Praexpositionsprophylaxe wéhrend
der Omicron-Welle (Kapitel III.7). Zudem wird in einem gemeinsamen Projekt mit
dem Institut fiir Pathologie der LMU Miinchen die spite transplantations-assoziierte
thrombotische Mikroangiopathie an Knochenmarkbiopsien immunhistologisch
charakterisiert und als diagnostisch ergdnzende Option in Kombination mit bereits
definierten Parametern und neuen Risikoparametern wie der chronischen GVHD und
Virusinfektionen beschrieben (Kapitel I11.8).

Im Folgenden werden die Teilprojekte einleitend kurz dargestellt.

1. Teilprojekt

Zu Beginn des Habilitationsprojekts wurden klinische, biochemische und genetische
Parameter von 710 CLL-Patienten im Stadium Binet A (einem friihen Stadium
entsprechend) auf ihre Relevanz als Prognosefaktoren fiir PFS, TTFT und OS analysiert
(Kapitel IV.1). Die Patienten wurden prospektiv im Rahmen des CLL1-Protokolls der
DCLLSG untersucht. Bei 539 Patienten wurden in der multivariaten Analyse die
unabhingigen Prognoseparametern del(17p), del(11q), IGHV-Mutationsstatus, Serum-
B2-Microglobulin und die Lymphozytenverdopplungszeit identifiziert, welche als
Grundlage fiir Entwicklung des prognostischen Modells CLL1-PM dienten. Dieses
Modell verbessert insbesondere die Stratifikation der Binet A Patienten zu Hochrisiko
versus Niedrigrisiko. Die Ergebnisse des vorgestellten Teilprojekts wurden bereits zur
Planung der Risikostratifikation in nachfolgenden klinischen Interventionsstudien bei
Patienten im Stadium Binet A herangezogen. Ziel war es, die Wirksamkeit neuer,

zielgerichteter Substanzen in definierten Hochrisikogruppen mit frither CLL zu



evaluieren und gleichzeitig eine Ubertherapie asymptomatischer Patienten zu

vermeiden.

2. Teilprojekt

In diesem Teilprojekt wurden Datensdtze von mehr als 400 ,,watch and wait* Patienten
aus dem CLL1-Protokoll (s.0.) (22% der Gesamtpopulation von 1799 CLL-Patienten)
fiir die Berechnung des priadiktiven CLL-IPI eingesetzt, einem gemeinsamen Projekt
der International CLL-IPI Working Group. Neben dem Hauptendpunkt
Gesamtiiberleben konnte dadurch zusitzlich der sekunddre Endpunkt TTFT berechnet
und mit externen Kohorten validiert werden. Folgende Parameter sind zur Berechnung
erforderlich: Alter (</> 65 Jahre), Binet-Stadium (A/B oder C), 32-Mikroglobulin (</>
3,5 mg/dl), IGHV-Mutationsstatus (mutiert/unmutiert), del(17p) bzw. TP53-
Mutationsstatus (keine Aberration/del(17p) versus aberrantes TP53). Die Ergebnisse
des vorgestellten Teilprojekts fithrten dazu, dass der CLL-IPI mittlerweile zur
Abschitzung der Prognose vor Einleitung einer Erstlinientherapie international
angewendet wird und inzwischen mehrfach revalidiert wurde, zuletzt bei Patienten, die
nicht mehr mit Chemoimmuntherapie behandelt werden, sondern mit zielgerichteten

Medikamenten wie BTKi oder BCL2i.

3. Teilprojekt

In diesem Teilprojekt wurden in einer retrospektiven Datenanalyse von elf publizierten,
internationalen Patientenkohorten mit insgesamt fast 5000 Patienten, inklusive 547
CLLI1-Patienten, die drei unabhingigen Parameter IGHV-Mutationsstatus, absolute
Lymphozytenzahl iiber 15x10%/L und der Nachweis von tastbaren Lymphknoten
definiert, welche das Risiko fiir eine vorzeitige Behandlung (TTFT) voraussagten. Die
Ergebnisse des vorgestellten Teilprojekts fithrten dazu, mit dem IPS-E einen im
Vergleich zu CLL1-PM und CLL-IPI einfacher zu erhebenden Score zu entwickeln, der

beim Design neuer klinischer Studien in frithen Stadien eingesetzt werden kann.

4. Teilprojekt
In diesem Teilprojekt wurde die friihzeitige, risiko-adaptierte Therapie der CLL mit
Fludarabin im Stadium Binet A 1im Rahmen des CLL1-Protokolls bei

Hochrisikopatienten, die etwa 25-30 % darstellen, randomisiert gepriift. Aufgrund der

10



beschleunigten Krankheitsprogression ist die Lebenserwartung dieser Patienten
reduziert, wodurch die Entwicklung neuer, effektiver Therapieansidtze im Rahmen
frither Phase IlI-Interventionsstudien erforderlich wird. Im CLL1-Protokoll wurde der
friihe Einsatz von Fludarabin, einem Purinanalogon fiir Hochrisikopatienten im
Stadium A gepriift. Die Risikostratifizierung erfolgte anhand der Kombination der
Parameter Knochenmarkinfiltration, Lymphozytenverdopplungszeit, 32-Mikroglobulin
und Thymidinkinase. Die Auswertungen zeigten eine signifikante Verlingerung des
PFS und TTFT, allerdings zeigte sich kein signifikanter Unterschied im OS. Die
Ergebnisse des vorgestellten Teilprojekts fithrten dazu, dass die Therapieempfehlung
im Rahmen der nationalen und internationalen Leitlinien fiir friihe, asymptomatische

Stadien unverdndert die abwartende ,,watch and wait*-Strategie bleibt.

5. Teilprojekt

In diesem Teilprojekt wurde bei 617 Binet A-Patienten ohne Nachweis einer
sekunddren Hypogammaglobulindmie, eines zelluliren Immundefekts oder einer
Neutropenie die Pravalenz von Infektionen untersucht. Die Patienten wurden im CLL1-
Protokoll nach Studieneinschluss tiber 24 Monate dokumentiert. Bei etwa einem Drittel
der Patienten wurden Infektionen berichtet, bei weniger als drei Prozent handelte es sich
um schwere Infektionen. Patienten mit einer Hochrisikokonstellation fiir eine rasche
Krankheitsprogression hatten eine deutliche hohere Infektionsrate als Patienten ohne
Hochrisikokonstellation. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten,
die friihzeitig mit Fludarabin behandelt wurden oder denen, die erst bei
therapiepflichtigen Progress Therapie erhielten. Es wurden iliberwiegend virale und
bakterielle Infektionen dokumentiert. Weichteilinfektionen, Atemwegsinfektionen und
Fieber unbekannten Ursprungs waren am haufigsten, wobei Weichteilinfektionen
signifikant hdufiger im Fludarabin-Arm waren. Signifikant mehr schwere Infektionen
der Atemwege und der Weichteile wurden im Fludarabin-Arm dokumentiert, ebenso
sind signifikant mehr schwere Infektionen der Atemwege und der Weichteile im
Fludarabin-Arm aufgetreten. Nach einer medianen Beobachtungszeit von 60 Monaten
verstarben 31 Patienten an einer Infektion (8 Patienten im Fludarabin-Arm, 8 Patienten

im Hochrisiko-Beobachtungsarm, 15 Patienten im Niedrigrisiko-Beobachtungsarm).

6. Teilprojekt
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In diesem Teilprojekt wurde die humorale und zellulire Immunantwort und das
Immuntranskriptom mittels RNA-Sequenzierung nach heterologer SARS-CoV-2-
Vakzinierung und Boostervakzinierung von CLL-Patienten, die entweder therapie-naiv
oder verschiedene stark vortherapiert waren, wihrend der COVID-19-Pandemie
untersucht. Fokus war sowohl die friihe Reaktion des angeborenen Immunsystems auf
die Impfung durch den Anstieg von Interferon-gamma und der Expression von Genen,
die den JAK/STAT-Signalweg aktivieren und die humorale und zelluldre
Immunantwort. In Kooperation mit den National Institutes of Health (USA)
untersuchten wir bei 15 CLL/SLL-Patienten, die mindestens eine Impfung gegen
SARS-CoV-2 erhalten hatten. Die humorale Immunantwort war 40% nach zweimaliger
Impfung, und 53% nach Boostervakzinierung. Die T-Zellantwort lag bei 80% und 93%
und war unabhéngig von einer CLL-spezifischen Behandlung. Die durch Interferon
vermittelte Signalisierungsaktivierung, einschlielich der Aktivierung des JAK-STAT-
Signalwegs, die im Allgemeinen innerhalb weniger Tage nach der Impfung erfolgte,
war unabhingig von der Stirke der Antikorperantwort. Die Boostervakzinierungen
verbesserten vor allem die zelluldre T-Zell-Immunantwort, wovon vor allem stark
vorbehandelte Patienten profitieren, die weder auf wiederholte noch auf heterologe
Impfungen eine humorale Immunantwort zeigten. Die beste Immunantwort nach drei
Vakzinierungen zeigten Patienten mit posttherapeutisch  rekonstituiertem
Immunsystem, belegt durch eine zunehmende Zahl an IGHV-Gen-Klonotypen. Fiir die
Immunantwort war die Art der CLL-Therapie und der Zeitpunkt der Vakzinierung in
Abhingigkeit vom CLL-Therapieansprechen ausschlaggebend. Dabei profitierten
Patienten unter BTKi mehr als unter BCL2i. Patienten, die fiir weniger als zwei Jahre
mit einem BTKi therapiert waren, wiesen eine hohere Serokonversion auf als Patienten,
die ldnger als 5 Jahre therapiert wurden. Patienten, die bereits vor der Booster
Vakzinierung seropositiv waren, blieben auch fiir mehr als 6 Monate danach unter BTKi
seropositiv. Allerdings sind diese Ergebnisse aufgrund der niedrigen Zahl der Patienten

eingeschrinkt in ihrer Aussagekraft.

7. Teilprojekt

Die COVID-19-Pandemie hat besonders immungeschwichte, hédmatologische
Patienten vor grofle Herausforderungen gestellt. Aufgrund einer eingeschrinkten

Immunantwort sind diese Personen anfilliger flir schwere Verldufe und profitieren oft
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weniger von Impfungen. Die Entwicklung monoklonaler Antikorper hat daher eine
entscheidende Rolle in der Priavention und Behandlung von SARS-CoV-2-Infektionen
gespielt. In diesem Teilprojekt wurde der Stellenwert der monoklonalen
Antikorperkombination  Tixagevimab/  Cilgavimab zur COVID-19  spezifischen
Praexpositionsprophylaxe bei Patienten mit hamatologischen Neoplasien untersucht, welche
sich in der Miinchen Klinik ambulant oder stationir in Behandlung befanden. Bei einem
Antikorpertiter gegen das Spike-Protein von SARS-CoV-2 unter 1000 BAU/ml erhielten sie die
Kombination der monoklonalen Antikdrper Tixagevimab / Cilgavimab intramuskular entweder
in der Dosierung von 300 mg oder 600 mg. Nach einer medianen Beobachtungszeit von fast 300
Tagen konnte gezeigt werden, dass trotz Praexpositionsprophylaxe innerhalb von sechs
Monaten in 22,1% der Félle eine Durchbruchinfektion eintrat, die im Vergleich zu
Durchbruchinfektionen, die mehr als sechs Monate nach der Priexpositionsprophylaxe
aufiraten, milder verliefen. Vor allem Patienten mit einer B-Zell-depletierenden Therapie wie
anti-CD20-Antikorper  innerhalb von sechs bzw. zwolf Monaten vor der

Praexpositionsprophylaxe erlitten signifikant hdufiger eine Durchbruchinfektion.

8. Teilprojekt

Die transplantations-assoziierte thrombotische Mikroangiopathie (TA-TMA) ist eine schwere
endotheliale Komplikation nach allogener Stammzelltransplantation mit einer hohen
Mortalitétsrate. Diagnostisch herausfordernd ist vor allem die TA-TMA, die spit nach der
Transplantation auftreten kann und nicht rechtzeitig erkannt und behandelt wird. (late TA-
TMA). In Kooperation mit dem Pathologischen Institut der LMU, wurden in
Knochenmarkbiopsien von 14 Patienten, darunter drei Patienten mit indolenten Non-Hodgkin-
Lymphom, inklusive CLL, nach allogener Transplantation (median +176 Tage) Zeichen der
endothelialen Mikroangiopathie detektiert (Zunahme der endothelialen Mikrogefifle, von
Willebrand Faktor-positive Konglomerate in den Sinus). Im Vergleich zu Patienten ohne spéte
TA-TMA hatten Patienten mit spater TA-TMA héufiger schwere chronische, steroid-refraktire
GVHD und Reaktivierungen von Viruserkrankungen, wie HHV6, Adenovirus und EBV.
Zudem war das OS und das rezidivfreie Uberleben (RFS) diesen spiten TA-TMA Patienten
verklirzt
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IV.1 Teilprojekt 1: Prognostisches Modell fiir neu diagnostizierte
CLI.-Patienten im Binet-Stadium A: Ergebnisse der
multizentrischen. prospektiven CLIL.1-Studie der Deutschen

CLL-Studiengruppe
(Hoechstetter M. A. et al. Leukemia 2020)

Der heterogene klinische Verlauf der frithen CLL-Stadien erschwert die
Prognoseeinschitzung fiir den einzelnen Patienten. Prognostische Modelle, die
klinische, biochemische und genetische Parameter integrieren, sind fiir ein
risikoadaptiertes Management in dieser Patientengruppe essenziell '%*°. Ziel der
multizentrischen, risikostratifizierten, prospektiven CLL1-Studie war die Entwicklung
eines prognostischen Modells (CLL1-PM), das zur Identifizierung von Risikogruppen
dient und Patienten mit giinstiger von solchen mit ungiinstiger Prognose und einem
raschen Krankheitsprogress unterscheidet. Aktuell werden fiir Hochrisikopatienten
klinische, risikoadaptierte Therapien nur in Studien angeboten !3-27-32:40.34,

879 CLL-Patienten im Stadium Binet A wurden in die CLL1-Studie eingeschlossen.
Die Erstdiagnose musste innerhalb der letzten drei Jahre erfolgt sein und die
Altersgrenze lag bei 74 Jahren. Das Patientenscreening umfasste die zentrale Erhebung
von bekannten Risikoparametern wie der Lymphozytenverdopplungszeit (LDT), des
B2-Mikroglobulins, ~ der =~ Thymidinkinase®®,  sowie  zytogenetischer  und

molekulargenetischer ~ Parameter !4,

Histologische  Berichte  iiber  das
Knochenmarkinfiltrationsmuster wurden durch fiinf deutsche Referenzpathologen fiir
Lymphome validiert. 710 Patienten konnten risikostratifiziert werden: Hochrisiko fiir
Progression (HR) war definiert durch ein diffuses Knochenmarkinfiltrationsmuster oder
eine Lymphozytenverdopplungszeit weniger als 12 Monate in Kombination mit
Thymidinkinase > 7,0 U/L  oder [B2-Mikroglobulin  groBer 3,5 mg/L.
Hochrisikopatienten wurden zentral 1:1 randomisiert zu Hochrisiko-Fludarabin
(experimenteller Therapiearm) versus Beobachtung (Standardarm). Patientin, die
Fludarabin erhielten, wurden fiir die Erhebung des CLL1-PM ausgeschlossen.

539 klinisch, biochemisch und genetisch charakterisierte Patienten wurden bis zur
Krankheitsprogression, zur Einleitung einer Erstlinienbehandlung oder zum Tod
beobachtet.

Eine univariate Analyse von 30 Parametern, die bei Studieneinschluss erhoben wurden,

zeigte, dass Alter > 60 Jahre, ménnliches Geschlecht, ALC > 20/nL, Hamoglobin
ménnlich < 14 g/dL und weiblich < 12 g/dL, axillire Lymphadenopathie, Rai-Stadium
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> 1, Kreatinin ménnlich > 1,2 mg/dL und weiblich > 1,0 mg/dL, LDT < 12 Monate,
Beta2-MG > 3,5 mg/L, TK > 7 U/L, del(17p), del(11q), Trisomie 12, unmutierter IGHV-
Status und mutiertes NOTCH-Gen signifikant mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben
(primdrer Endpunkt) und Zeit bis zur ersten Behandlung (sekundédrer Endpunkt)
assoziiert waren, wahrend das Knochenmarkinfiltrationsmuster fiir beide Endpunkte
nicht signifikant war (OS: p = 0.234, TTFT: p = 0.064).

Die multivariate Analyse identifizierte sechs unabhéngige Faktoren, die mit dem OS
und dem TTFT assoziiert sind: del(17p), unmutiertes IGHV, del(11q), B2-
Mikroglobulin >3,5 mg/dL, Lymphozytenverdopplungszeit (LDT) <12 Monate und
Alter > 60 Jahre.

Unter Verwendung einer gewichteten Bewertung der unabhéangigen Faktoren wurde das
CLL1-PM entwickelt, das Patienten in vier Risikogruppen einteilte. Das CLL1-PM
erwies sich als pradiktiv fiir OS und TTFT. So betrug das Risiko fiir eine Behandlung
nach fiinf Jahren 85,9 %, 51,8 %, 27,6 % bzw. 11,3 % fiir Patienten mit sehr niedrigem
(0-1,5), niedrigem (2—4), hohem (4,5-6,5) und sehr hohem Risiko (7-14) (P < 0,001).
Bemerkenswerterweise bestétigten wir neben den Faktoren des CLL-IPI auch del(11q)
und LDT als prognostische Marker in der frilhen CLL. Insgesamt konnten unsere
Ergebnisse dazu beitragen, Patienten im Binet-Stadium A effektiver zu stratifizieren,
dies ist insbesondere im Kontext klinischer Studien zur Evaluierung der Wirksamkeit

neuer Medikamente bedeutungsvoll *3.

15



1,01
0.8
®©
S o6
z
3
(7]
E
-
O 04
0,2 .
0,0
1 1 I 1 1 1 I I 1 1 1 I 1
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
Time to Event [OS] (months)
P <0.001
Number at risk 0 12 24 3 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156
Very low 336 335 331 322 306 294 262 215 160 113 68 33 15 2
Low 119 115 111 108 106 100 89 71 49 34 19 14 & 1
High 65 64 63 59 54 50 43 29 21 12 10 4 1 0
Very high 19 18 16 15 13 9 8 5 2 1 1 1 1 0
Discrimination: C-statistics, C = 0.739 (95% CI, 0.686— 0.790)
AIC=445
Abbildung 1 Gesamtiiberleben, aufgeteilt nach CLL1-PM Risikogruppen. Der vollstindige

Analysedatensatz umfasst den Datensatz von 539 Patienten.
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Analysedatensatz umfasst den Datensatz von 539 Patienten.
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IV.2 Teilprojekt 2: Ein internationaler prognostischer Index fiir
Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie (CLL-IPI):
eine Metaanalyse individueller Patientendaten.

Zur Verbesserung der Prognoseabschitzung von bisher therapienaiven
symptomatischen CLL-Patienten wurde in einem internationalen Konsortium der CLL-
IPI entwickelt ¢!, Die individuellen Patientendaten aus acht Phase-3-Studien aus
Frankreich, Deutschland, Polen, dem Vereinigten Konigreich und den USA wurden
verwendet, um den vollstdndigen Analysedatensatz von 3472 behandlungsnaiven CLL-
Patienten zu erstellen; 2308 wurden zufillig in den Trainingsdatensatz und 1164 in den
internen Validierungsdatensatz aufgeteilt. 838 Patienten wurden in die MAYO-Kohorte
und 416 in die SCAN-Kohorte aufgenommen. Das mediane Alter der Patienten im
vollstindigen Analysedatensatz betrug 61 Jahre (Spanne: 27-86). Es wurde eine
univariate Analyse sowie multivariate Analysen mit 27 Basisfaktoren durchgefiihrt,
wobei das Gesamtiiberleben als primérer Endpunkt diente.

Fiinf unabhéngige prognostische Faktoren wurden im Trainingsdatensatz identifiziert:
TP53-Status (keine Auffalligkeiten vs. del[17p] oder TP53-Mutation oder beides),
IGHV-Mutationsstatus ~ (mutiert  vs.  unmutiert),  Serum-f2-Mikroglobulin-
Konzentration (<3,5 mg/L vs. >3,5 mg/L), klinisches Stadium (Binet A oder Rai 0 vs.
Binet B—C oder Rai [-1V) und Alter (<65 Jahre vs. >65 Jahre). Unter Verwendung einer
gewichteten Bewertung der unabhidngigen Faktoren wurde ein prognostischer Index
abgeleitet, der vier Risikogruppen innerhalb des Trainingsdatensatzes identifizierte, die
sich in ihrer Gesamtiiberlebensrate nach 5 Jahren signifikant unterschieden: niedriges
Risiko: 93,2 % [95 % CI 90,5-96,0], mittleres Risiko: 79,3 % [75,5-83,2], hohes
Risiko: 63,3 % [57,9—68,8], sehr hohes Risiko: 23,3 % [12,5-34,1].

(Log-Rank-Test zum Vergleich des Uberlebens iiber die vier Risikogruppen p<0,0001;
C-Statistik, ¢=0,723 [95 % CI 0,684-0,752]). Diese Risikogruppen wurden in den

internen Validierungs- und externen Validierungsdatensitzen bestitigt.

Zudem wurde die Zeit bis zur ersten Behandlung bei 403 Watch-and-Wait-Patienten
aus der CLL1-Studie (22% von 1799 in der Score-Population; 57 % von 710 in der
CLL1-Studie) analysiert. In dieser Gruppe wurden signifikante Unterschiede zwischen
den vier Risikogruppen festgestellt. Die Zeit bis zur ersten Behandlung wurde auch fiir
die externen Validierungsdatensitze analysiert. Die Ergebnisse stimmten mit denen der
Watch-and-Wait-Patienten in der Score-Population iiberein (Abbildung 3). Die
Ergebnisse des vorgestellten Teilprojekts fiihrten dazu, dass der CLL-IPI mittlerweile
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zur Abschitzung der Prognose vor Einleitung einer Erstlinientherapie international
angewendet wird und inzwischen mehrfach revalidiert wurde, zuletzt bei Patienten, die
nicht mehr mit Chemoimmuntherapie behandelt werden, sondern mit zielgerichteten

Medikamenten wie BTK-Inhibitoren oder BCL2-Inhibitoren °.
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Abbildung 3 Zeit bis zur ersten Behandlung der chronischen lymphatischen Leukdmie gemaf den CLL-



IPI-Risikogruppen. (A) Watch-and-Wait-Gruppe im vollstdndigen Analysedatensatz (CLL1-Studie; 403
Patienten). Die externen Validierungsdatensitze sind (B) die MAYO-Kohorte mit 838 Patienten und (C)
die SCAN-Kohorte mit 416 Patienten. Die p-Werte stammen aus dem Log-Rank-Test iiber alle vier
Gruppen.
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IV.3 Teilprojekt 3: Internationaler Prognosescore fiir
asymptomatische chronische lymphatische Leukimie in frithem

Stadium

(Condoluci A, Terzi di Bergamo L, Langerbeins P, Hoechstetter M. A. et al. Blood
2020)

In dieser multizentrischen, internationalen retrospektiven Beobachtungsstudie war es
das Ziel, ein prognostisches Score-System zu entwickeln, um die Zeit bis zur ersten
Behandlung (TTFT) bei Patienten mit CLL und friithzeitiger, asymptomatischer
Erkrankung vorherzusagen (International Prognostic Score for Early-stage CLL [IPS-
E]). Individuelle Patientendaten aus 11 internationalen Kohorten von Patienten mit
frihem Stadium der CLL (n=4933) wurden retrospektiv analysiert, um den
prognostischen Score IPS-E zu erstellen und zu validieren. Einschlusskriterien fiir die
Patienten waren: Erstvorstellung in einem hidmatologischen Zentrum nach 1996,
bestitigte CLL durch Durchflusszytometrie, Binet-Stadium A bei Diagnose, durch
Blutbild und kérperliche Untersuchung definiert, und aktive Uberwachung als initiale
Behandlung, definiert durch keinen Behandlungsbedarf innerhalb der ersten 3 Monate
nach Diagnose. 333 Patienten der Universitéit Stidpiemont wurden als Trainingskohorte
definiert. 19 Baselineparameter wurden uni- und multivariat analysiert mit dem
primdren Endpunkt TTFT. Patienten der CLL1-Studie (N=547), CLL7-Studie (N=339),
der O-CLLIGISL (N=312), M.D. Anderson Cancer Center (N=1225), der Universitit
Barcelona (N=355), der Universitit Brno (N=269), der Universitit Southampton
(N=226), der Sapienza Universitit (N=223), der SCAN-Kohorte (N=223) und der Mayo
Clinic (N=881) waren in der Validierungskohorte.

Drei Kovarianten waren konstant und unabhéngig mit der TTFT korreliert: unmutiertes
Immunoglobulin-Schwerketten-Variable-Gen (/GHV), absolute Lymphozytenzahl
hoher als 15 % 10%/L und das Vorhandensein von tastbaren Lymphknoten. Das IPS-E
war die Summe der Kovarianten (jeweils 1 Punkt) und unterteilte Patienten in
Niedrigrisiko (Score 0), intermedidres Risiko (Score 1) und Hochrisiko (Score 2-3),
wobei sich ein deutlicher Unterschied im TTFT zeigte. Die Genauigkeit des Scores
wurde in den Validierungskohorten, die nach dem Binet-System stadiengerecht
eingeteilt wurden, und einer Kohorte, die nach dem Rai-System stadiengerecht
eingeteilt wurde, liberpriift. Der C-Index lag bei 0,74 in der Trainingsreihe und bei 0,70
in der Gesamtgruppe der Validierungsreihen. In der Metaanalyse der Trainings- und

Validierungskohorten betrug das 5-Jahres-kumulative Risiko fiir TTFT 8,4 %, 28,4 %
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und 61,2 % bei Niedrigrisiko-, intermedidrem Risiko- und Hochrisiko-Patienten. Das
IPS-E ist ein einfaches und robustes prognostisches Modell, das die Wahrscheinlichkeit
des Behandlungsbedarfs bei Patienten mit frithzeitigem Stadium der CLL vorhersagt.
Das IPS-E kann in der klinischen Behandlung und in der Planung von klinischen

Studien fiir friihzeitige Interventionen niitzlich sein %%,
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Abbildung 4 Univariable und multivariable Analyse der Zeit bis zur ersten Behandlung (TTFT).
(A) Forest-Plot der Hazard Ratios fiir die 19 Kovariablen, die in der univariablen Analyse auf eine
Assoziation mit TTFT untersucht wurden. Die ausgefiillten Késtchen zeigen das Hazard Ratio, die
horizontalen Linien die 95%-Konfidenzintervalle (95% KIs). Die rote gepunktete Linie markiert eine
Hazard Ratio von 1. Das Balkendiagramm links zeigt den durch Mehrfachtestung bereinigten -logl0 P-
Wert nach Bonferroni-Korrektur. Die rote durchgezogene Linie markiert das Signifikanzniveau von 0,05.
(B) Forest-Plot der Hazard Ratios fiir die fiinf Kovariablen, die in der multivariablen Analyse auf eine
Assoziation mit TTFT untersucht wurden. Die ausgefiillten Késtchen zeigen die Hazard Ratio, die
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horizontalen Linien die 95%-KlIs. Die rote gepunktete Linie markiert ein Hazard Ratio von 1. Das
Balkendiagramm links zeigt den -logl0 P-Wert. Die rote durchgezogene Linie markiert das
Signifikanzniveau von 0,05.
(C-D) Das Balkendiagramm zeigt den Prozentsatz der Auswahl der Kovariablen im finalen
multivariablen Modell iiber die 9 Binet-A-Validierungskohorten hinweg. Die rote Linie markiert die
Schwelle, die als Einschlusskriterium im finalen Modell festgelegt wurde.
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IV.4 Teilprojekt 4: Friihzeitige, risiko-adaptierte Therapie der CLL
im Stadium Binet A (CLL1-Protokoll)
(Hoechstetter M.A. et al. Leukemia 2017)

Mehr als 80 % der CLL-Patienten werden im Frithstadium Binet A bei
asymptomatischer Erkrankung diagnostiziert und sind nach Leitlinien nicht
therapiebediirftig, sondern werden bis zum symptomatischen Progress oder Ubergang
in ein Stadium C regelmdBig beobachtet. Etwa 25-30% der Patienten weist aufgrund
von ungiinstigen klinischen, biochemischen und genetischen Faktoren einen
ungiinstigen  Krankheitsverlauf mit raschem Krankheitsprogress und einer
progressionsfreien Zeit von weniger als 24 Monaten auf. Die Lebenserwartung dieser
Patienten ist CLL-bedingt eingeschrinkt im Unterschied zu Patienten mit einer
smouldering CLL oder Patienten mit einem very-low risk-Profil, die eine normale
Lebenserwartung aufweisen >>.

In randomisierten klinischen Studien, die eine sofortige Behandlung mit Chlorambucil
als Monotherapie oder in Kombination mit Prednisolon bei Patienten im Stadium Binet
A mit dem Hinauszdgern der Therapie bis zum symptomatischen Progress verglichen
haben, fiihrt die therapeutische Friihintervention zu einer Verzdgerung des
Krankheitsprogresses, ohne einen Uberlebensvorteil zu bringen. Zudem kam es
wihrend des Beobachtungszeitraums zu einem gehduften Auftreten von sekundéren
Primdrmalignomen mit konsekutiven Todesféllen, sodass das Patientenmanagement
weiterhin die Hinauszogerung der Therapie blieb 3>,

In der randomisierten, multizentrischen Phase-11I-Studie (CLL1-Protokoll) der
DCLLSG wurde in einem analogen Studiendesign zu den genannten Studien der frithe
Einsatz von Fludarabin fiir Hochrisikopatienten im Stadium Binet A, die mit hoher
Wabhrscheinlichkeit einen therapiepflichtigen Progress innerhalb von 2 Jahren erleiden,
gepriift. Die Risikostratifizierung erfolgte anhand der Kombination der Parameter
Knochenmarkinfiltration (diffuses Muster), Lymphozytenverdopplungszeit (<12
Monate), B2-Mikroglobulin (> 3,5 mg/l) und Thymidinkinase (>7,0 U/I). Die HR-
Patienten wurden zentral 1:1 randomisiert zwischen Fludarabin 25 mg/m?, intravends,
Tag 1-5, wiederholt alle 28 Tage fiir 6 Zyklen und Beobachtung.

189 (26,6%) von 710 eingeschlossenen Patienten wurden in den HR-Arm stratifiziert.
Die Parameter Geschlecht, Anzahl weiller Blutkdrperchen, absolute Lymphozytenzahl,
Héamoglobin, Thrombozyten, Laktatdehydrogenase, Kreatinin, Lymphadenopathie,
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Splenomegalie, Rai-Stadium, Deletion 17p, Deletion 11q, Deletion 13q, Trisomie 12,
NOTCHI1-, SF3B1- und IGHV-Mutationsstatus unterschieden sich in der univariaten
Analyse bei den Hochrisikopatienten signifikant von den Niedrigrisikopatienten. Von
den 189 HR-Patienten wurden 93 randomisiert der HR-F-Gruppe und 96 der HR-
W&W-Gruppe zugeteilt. Insgesamt erhielten 70 Hochrisiko-Fludarabin (HR-F)-
Patienten mindestens einen Behandlungszyklus, ein Patient brach die Behandlung nach
2 Tagen aufgrund von Unvertrdglichkeit ab. Insgesamt wurden 22 Patienten nicht
behandelt, sondern im Rahmen von W& W weiter beobachtet, ohne weitere detaillierte
Angaben. Die Abbruchrate betrug 24,7 %.

Insgesamt wurden 388 Behandlungszyklen verabreicht (median: 6), davon 373 (96 %)
in geplanter Dosierung, 9 (2,3 %) mit 50 % und 6 (2,1 %) mit 25 % Dosisreduktion. 57
von 70 HR-F-Patienten (80,3 %) erhielten alle sechs Zyklen. Nebenwirkungen traten
bei 248 Zyklen (63,9 %) auf, am hiufigsten himatologische Toxizitdten. Haufige nicht-
hdmatologische Nebenwirkungen waren Infektionen, allergische Reaktionen und
erhohte Leberenzyme. Es gab keine therapiebedingten Todesfille. Insgesamt erreichten
27 Patienten (38,6 %) eine Komplettremission) und 37 (52,9 %) eine partielle
Remission, was zu einer Gesamtansprechrate von 91,4 % fiihrte. Fiinf Patienten (7,1 %)
zeigten eine stabile Erkrankung, und bei einem Patienten (1,4 %) kam es zu einer
Progression. Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 8,5 Jahren (0-13,9) lag
das mediane PFS bei 59,4 Monaten, das mediane TTFT bei 110,2 Monaten. Das
mediane Gesamtiiberleben (OS) wurde nicht erreicht; nach 10 Jahren lebten 74,7 % der
Patienten. HR-Patienten hatten ein signifikant kiirzeres PFS, TTFT und OS im
Vergleich zu LR-Patienten (p<0,001). HR-F-Patienten hatten ein ldngeres medianes
PFS und TTFT im Vergleich zu HR-W&W-Patienten. Das PFS betrug 30,1 vs. 12,9
Monate (p <0,001), das TTFT 74,2 vs. 41,1 Monate (p =0,04). Beim Gesamtiiberleben
(OS) zeigte sich kein signifikanter Unterschied (126,8 Monate vs. nicht erreicht;
p=0,75). (Abbildung 5). Bei 35 HR-W&W-Patienten (36,5 %) war keine konsekutive
Behandlung im Beobachtungszeitraum notwendig, wéihrend 61 (63,5 %) aufgrund einer
»aktiven Erkrankung® therapiert wurden: 27,9 % erhielten Fludarabin-Monotherapie,
23,0 % Fludarabin und Cyclophosphamid, 19,7 % Chlorambucil-Monotherapie und
8,2 % Fludarabin, Cyclophosphamid und Rituximab. Die Gesamtansprechrate auf die
Folgebehandlungen lag bei 59 %. Es wurden insgesamt 148 Todesfille (20,8 %)
gemeldet, davon 38 (40,9 %) in der HR-F-Kohorte, 35 (36,5 %) in der HR-W&W-
Kohorte und 75 (14,4 %) in der LR-Kohorte. Der iiberwiegende Teil der Patienten (59
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Patienten; 39,9 %) verstarb an CLL. Insgesamt 23 Patienten (15,5 %) starben an
sekundéren Primdrtumoren, davon 2 Patienten (5,3 %) in der Behandlungsgruppe (HR-
F). Die hdufigsten Tumoren waren Lungen- und Magenkarzinome. Ein Patient starb an
einer intrakraniellen Blutung aufgrund einer myelodysplastischen Syndrom-bedingten
Zytopenie. Fiinf Patienten starben an einer Richter-Transformation, darunter ein
Hodgkin-Lymphom. Ein HR-F-Patient entwickelte 6 Jahre nach Therapie eine Richter-
Transformation, wihrend alle anderen zur LR-Gruppe gehdrten. Insgesamt starben 36
Patienten (24,3 %) aus anderen Griinden, hauptsidchlich aufgrund von Infektionen
(44,4 %) und koronaren Herzkrankheiten (19,4 %). Kardiogene Todesfille standen
nicht im Zusammenhang mit einer kurzen Lymphozytendopplungszeit (p = 0,612).
Trotz signifikanter Verldngerung des PFS und TTFT durch die risikoadaptierte,
frithzeitige Fludarabintherapie zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
Gesamtiiberleben. Frithes Fludarabin verschlechterte das Uberleben der progressiven
HR-F-Patienten im Vergleich zu den progressiven HR-W&W-Patienten nicht
signifikant. Insgesamt bestétigten diese Daten, dass Patienten im Stadium Binet A nicht
von einer frithzeitigen Therapie profitieren und die Therapie bis zum symptomatischen
Progress hinausgezogert werden soll *2.

Das Nachfolgeprotokoll CLL7 der DCLLSG, das in Zusammenarbeit mit der
franzosischen CLL Intergroup anhand der Vorergebnisse aus dem CLL]1-Protokoll
entwickelt wurde, priifte in einer Phase-III-Studie den friihen, risikoadaptierten Einsatz
von Chemoimmuntherapie mit Rituximab, Fludarabin und Cyclophosphamid fiir
Hochrisikopatienten im Stadium Binet A. Die Risikostratifizierung erfolgte anhand der
Parameter Lymphozytenverdopplungszeit, Thymidinkinase, IGHV-Mutationsstatus
und Zytogenetik (del(17p), del(11q), Trisomie 12). Es zeigte sich eine signifikante
Verlingerung des ereignisfreien Uberlebens (EFS), allerdings kein signifikanter
Unterschied im Gesamtiiberleben ?’. Die Ergebnisse des CLLI12-Protokolls, einer
verblindeten Phase-I1I-Studie, in welchem bei Hochrisikopatienten im Stadium Binet A
der Einsatz von Ibrutinib versus Placebo gepriift wird, zeigen ebenso eine Verldngerung
des EFS, PFS und der Zeit bis zur nidchsten Therapie filir die Ibrutinib-therapierten
Patienten, bei noch fehlendem Vorteil fiir das Gesamtiiberleben *°. Somit wird aktuell
eine frithzeitige Therapie von Hochrisikopatienten im Stadium Binet A auBerhalb von

Studien noch nicht empfohlen.
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Abbildung 5 Kaplan-Meier-Schitzungen von PFS, TTFT und OS fiir alle Patienten (a), nach
Risikostratifizierung (b) und nach Randomisierung (c). Hochrisikopatienten mit frither, risiko-adaptierter
F-Therapie (HR-F) wurden zu Beginn der Studienbehandlung fiir PFS zensiert, sofern nicht anders
angegeben. Fir TTFT war die Erstlinientherapie das Ereignis fiir Hochrisiko-,,Watch and Wait*“- (HR-
W&W) und Niedrigrisiko-,,Watch and Wait“- (LR-W&W)-Patienten, und die Zweitlinientherapie nach
der Studienbehandlung mit Fludarabin war das Ereignis fiir Hochrisiko-Fludarabin- (HR-F) Patienten.



IV.S Teilprojekt S: Priavalenz von Infektionen in frithen Stadien der

CLL (CLL1-Protokoll)
(Bergmann MA et al., DGHO Jahrestagung, 2010)

Das durch die CLL verursachte dysregulierte Immunsystem, mit B- und T-
Zelldysfunktion, Hypogammaglobulinimie und Autoimmunkomplikationen, fithrt mit
fortschreitender Erkrankung zu schwerwiegenden Komplikationen. So sind Infektionen
die zweithdufigste Ursache fiir Morbiditdt und Mortalitdt. Patienten im Friithstadium
Binet A weisen sehr oft keine krankheitsbedingten Immundefekte wie
Hypogammaglobulindmie, eingeschrinkte zellvermittelte Immunitit oder gestorte
Neutrophilenfunktion auf 2!°°. Das prospektive Phase-III-Protokoll CLL1 der
Deutschen CLL Studiengruppe stratifizierte Patienten im Stadium Binet A in eine
Gruppe mit niedrigem (LR) und eine mit hohem Progressionsrisiko (HR). HR-Pat.
wurden randomisiert einer Watch-and-Wait-Gruppe (HR-W) oder einer
Behandlungsgruppe (HR-F) zugewiesen, um zu priifen, ob ein frither Beginn mit
Fludarabin das PFS bei HR-Pat. verldngert. In dieser Studie wurden Héufigkeit und
Schweregrad von Infektionen regelméBig erfasst.

Zwischen 1997 und 2004 wurden 728 Pat. eingeschlossen. Die Erhebung zu Infektionen
erfolgte liber einen Zeitraum von 24 Monaten nach Studieneinschluss. Diese Analyse
basiert auf auswertbaren Daten von 617 Patienten. Das mediane Alter lag bei 60 Jahren,
59,6 % waren ménnlich. Die medianen Werte von IgG, IgA und IgM lagen bei1 9025 g/L,
1510 g/L bzw. 590 g/L, bei einem Median von 4,4 G/L Neutrophilen. 11,3% der
Patienten wiesen einen erniedrigten IgA- Spiegel, 8,4% einen erniedrigten IgG- Spiegel
und 15,3 einen erniedrigten IgM-Spiegel auf. Obwohl es eine Tendenz zu mehr
Infektionen bei erniedrigten Ig-Spiegeln gab, war der Unterschied nicht statistisch
signifikant.

Infektidse Ereignisse wurden bei 200 Patienten (32,4 %) berichtet, darunter 18 Patienten
mit schweren Infektionen (2,5%). In den drei Gruppen traten infektiose
Komplikationen bei 31,1 % der Pat. im LR-Arm, bei 41,5 % im HR-F-Arm und bei
30,4% 1im HR-W-Arm auf, wobei es zwischen den Hochrisikogruppen keinen
signifikanten Unterschied gab (Ereignisse gesamt: HR-F vs. HR-W: p=0,14;
hohergradige Ereignisse HRF 16,7 % vs. HRW 10,5 %; p=0,69). Die hiufigsten
Ereignisse waren virale (39,8 %) und bakterielle (36,1 %) Infektionen, wihrend

Pilzinfektionen selten waren (1,5 %). Weichteilinfektionen, Infektionen der Atemwege
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und Fieber unklarer Genese (FUO) waren die hdufigsten Infektionsarten, wobei
Weichteilinfektionen signifikant hdufiger im HRF-Arm beobachtet wurden. Auch
schwere Infektionen der Atemwege und Weichteile traten signifikant haufiger in der
HR-F-Gruppe auf.

Nach einer medianen Beobachtungszeit von 60 Monaten verstarben 61 Patienten, in 31
Féllen wurden infektiose Ereignisse dokumentiert (8 HR-F, 8 HR-W, 15 LR). Wihrend
der frithen Fludarabintherapie wurden keine tddlichen Infektionen beobachtet.
Potenzielle Risikofaktoren fiir Infektionen wurden untersucht: Ein erhohter
Serumkreatininwert erwies sich in dieser Analyse als moglicher Pradiktor fiir ein
erhohtes Infektionsrisiko. Bei 10 CLL-Patienten lag der Kreatininwert tiber 1,5 mg/dl,
davon entwickelten 9 eine Infektion. Somit traten bei 90 % dieser Patienten Infektionen
auf, obwohl der Grofteil der Patientenkohorte (98 %) einen Kreatininwert unterhalb
dieses Schwellenwerts aufwies. Der Unterschied in den Infektionsraten zwischen
Patienten mit > 1,5 mg/dl und < 1,5 mg/dl Serumkreatinin lag bei 58,2 %.

Auch eine Hypogammaglobulindmie erwies sich als potenzieller Risikofaktor: In der
Auswertung der Immunglobuline IgA, IgG und IgM zeigten sich hohere Infektionsraten
bei Patienten mit erniedrigten Werten im Vergleich zu jenen mit normalen oder
erhohten Spiegeln. Dabei handelt es sich jedoch lediglich um einen statistischen Trend.
Weitere mogliche Risikofaktoren fiir Infektionen konnten Splenomegalie, ein
erniedrigter LDH-Wert sowie eine reduzierte Thrombozytenzahl sein.
Binet-A-Patienten haben aufgrund ihres guten Immunstatus mit normalen
Immunglobulin- und Neutrophilenwerten ein sehr niedriges Risiko flir hohergradige
Infektionen. Obwohl die Indizenz fiir Infektionen und hohergradigen Infektionen im
HR-F-Arm hoher war als in den unbehandelten Armen, wurde wihrend der

Fludarabintherapie kein Todesfall beobachtet.
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Patients with Infections
Immunogloulin Patients(n) (%) P-value
(Yes/No)
IgA (mg/dl) 441 34,0% (150/291) ns
>70 (88.7%)
56 37,5% (21/35)
<70 (11.3%)
IgG (mg/dl) 456 33,8% (154/302) ns
>600 (91.6%)
42 38,1% (16/26)
< 600 (8.4%)
IgM (mg/dl) 421 33,7% (142/279) ns
>30 (84.7%)
76 36,8% (28/48)
<30 (15.3%)

Abbildung 6 Immunglobulinspiegel und Haufigkeit der Infektionen.
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Abbildung 7 Haufigkeit der Infektionen pro Studienarm. (Cohort I = HR-F, Cohort II = HR-W, Cohort
III = LR).




IV.6 Teilprojekt 6: Humorale und zellulire Immunantwort nach
heterologer Vakzinierung von immunsupprimierten CLL-

Patienten gegen SARS-CoV-2
(Lee HK und Hoechstetter MA. et al. Blood Adv. 2023)

CLL-Patienten gelten als Hochrisikopatienten fiir eine schwere COVID-19-Infektion,
hauptséchlich aufgrund ihrer komplexen zugrunde liegenden Immundefizienz und einer
unzureichenden Immunantwort auf Infektionen. Sie leiden nicht nur unter einer durch
die Krankheit selbst verursachten Immunstorung, sondern ihr Immunsystem wird
zusdtzlich durch therapiebedingte Effekte beeintrachtigt. Patienten, die wihrend einer
Chemoimmuntherapie mit einem Anti-CD20-Antikorper wie z. B. Rituximab oder
Obinutuzumab behandelt wurden oder unter Therapie mit einem B-Zell-Signalweg-
Inhibitor wie einem BTK-Inhibitor oder einem BCL-2-Inibitor stehen, haben ein
schlechteres Ansprechen auf eine COVID-19 Vakzinierung als therapienaive Patienten
3. Zuverlissige Daten zur Immunogenitiit von zwei Dosen homologer oder heterologer
BNT162b2/ChAdOx1-Impfschemata bei Leukdmiepatienten zeigten eine verbesserte
humorale und/oder zellulire Immunantwort 26, Auch bei Personen ohne hiimatologische
Erkrankung fiihrt ein heterologes Impfschema zu einer gesteigerten humoralen
Immunreaktion *. Die potenziellen Vorteile solcher heterologen Impfstrategien wurden
bereits 2021 von der Europdischen Arzneimittel-Agentur diskutiert. Vor allem die
Booster-Vakzinierung verbesserten die niedrigen Ansprechraten auch bei CLL-
Patienten, die innerhalb der letzten 12 Monate eine Therapie erhalten hatten. Die
Vakzinierung generiert eine T-Zell-vermittelte Immunantwort durch T-Zellen und
wodurch bei fehlender humoraler Antwort eine suffiziente Immunantwort gegen
COVID-19 erreicht werden kann ©°.

Mittels RNA-Seq von peripheren Immunzellen konnte gezeigt werden, dass bei
gesunden Personen nach standardisiertem homologem BNT162b2-Impfschema oder
einem heterologen ChAdOx1/BNT162b2-Regime bestimmte genetische Signalwege
innerhalb der ersten zwei Tage nach der Impfung unterschiedlich aktiviert werden,
wobei dieser Effekt in der heterologen Kohorte ausgeprigter ist *7. In der Literatur
liegen jedoch bisher keine Berichte liber die Antwort des Immuntranskriptom bei
Patienten mit CLL vor, die COVID-19-Impfstoffe erhalten haben. In diesem Teilprojekt
wurden die angeborenen und humoralen Immunantworten von 15 CLL/SLL-Patienten

iber einen Zeitraum von vier Monaten nach der dritten COVID-19 Impfdosis (Booster)
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systematisch erfasst. Ergidnzend erfolgt eine detaillierte Analyse des Krankheitsstatus,
der therapeutischen MaBnahmen sowie der individuellen Immunantwort auf eine
SARS-CoV-2-Infektion im Verlauf der Nachbeobachtung. Zwischen Juni und Juli 2021
erhielten 5 seronegative Patienten, alle schwer vortherapiert, die Boosterimpfung nach
zwei Dosen homologer BNT162b2/ChAdOx1-Vakzinierung. 10 Patienten erhielten die
zweite homologe oder heterologe Impfung, die Hélfte der Patienten war seropositive
nach ChAdOx1-Vakzinierung. Zum Zeitpunkt der Vakzinierung hatten 14 von 15
Patienten noch keine COVID-19 Infektion durchgemacht. Zwischen Oktober und
Dezember 2021 erhielten 10 Patienten die dritte Dosis mit BNT162b2. Bei 4 Patienten
kam es wihrend des Beobachtungszeitraums zu einer Durchbruchinfektion mit der
Omicron-Variante. SARS-CoV-2-spezifische T-Zellen wurden mittels QuantiFERON
SARS-COV-2 Assay, SARS-COV-2 Antikorper mittels Anti-SARS-COV-2 Elisa IgG
und SARS-COV-2 (strain MUC IMB-1, clade B1) neutralisierende Antikorper-Titer
wurden in 96-well tissue Kulturplatten untersucht. Bulk-RNA-Sequenzierungen
wurden an 3 Millionen PBMCs durchgefiihrt, die vor der zweiten Impfung (2-Dosen-
Kohorte; D0) bzw. vor der dritten Impfung (3-Dosen-Kohorte; DO) entnommen wurden
sowie an den Tagen 1/2 (D1/2), 7 (D7) und in Woche 4 bis 5 (W4-5) nach der Impfung.
Die Antikorperantwort nach zwei Impfdosen lag bei 40%, (6/15 Patienten), davon
waren 2 von 6 Patienten ohne Therapie. 8/15 Patienten hatten eine Antikdrperantwort
nach der Booster-Impfung (53%). Bei Patienten, die kurz vor oder nach der
Boosterimpfung mit der Erstlinientherapie Acalabrutinib (BTKi) gestartet haben,
konnte noch 6 Monaten nach der Impfung eine Serokonversion nachgewiesen werden.
Patienten, die innerhalb von 12 Monaten vor der Impfung mit einem Bruton-
Tyrosinkinase-Inhibitor (BTKi) und Venetoclax + anti-CD20-Antikérper behandelt
wurden, zeigten eine schwichere Immunantwort im Vergleich zu jenen, die nur mit
BTKi behandelt wurden. Die T-Zell-Antwort lag nach zwei Dosen bei 80% (12/15
Patienten) und erhohte sich nach der Booster-Dosis auf 93%. Die T-Zellantwort war
unabhingig von klinischen Parametern, intrinsischem Immunsystem und
Behandlungsstatus. Die  Untersuchung der  Vakzin-induzierten-angeborenen
Immunantwort und die transkriptionale Antwort in PBMCs zeigte, dass
interferonvermittelte Signalwege, einschlieBlich der Aktivierung des JAK-STAT-
Signalwegs, typischerweise innerhalb weniger Tage nach der Impfung aktiviert wurden
— unabhéngig von der Stirke der Antikorperantwort. Eine zunehmende Anzahl an

IGHV-Genen wurde mit einer B-Zell-Rekonstitution und einer verbesserten humoralen
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Antwort bei geimpften Patienten assoziiert. Die T-Zell-Antwort bei CLL-Patienten
schien unabhingig vom Behandlungsstatus zu sein, wihrend eine hohere humorale
Immunantwort mit einer BTKi-Therapie und B-Zell-Rekonstitution verbunden war 6.
Die Booster-Impfung war besonders wirksam, wenn der intrinsische Immunstatus durch
die CLL-Behandlung verbessert wurde. Einschrinkungen der Studie bestanden in der

kleinen Kohorte sowie in unterschiedlichen Therapie- und Impfprotokollen.
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Abbildung 8 Humorale und T-zelluldre Immunantwort nach zweiter Dosis und Boostervakzinierung. (A) 1gG-
Antikdrperbindung im Plasma gegen die S1-Doméne des SARS-CoV-2-Spike-Proteins bei Patienten mit
CLL.

(B) Neutralisierende Antikorperantwort gegen das RBD (Rezeptorbindungsdoméne) des SARS-CoV-2-
Spike-Proteins. (C) IFN-y-Spiegel wurden aus Blutproben gemessen, die 24 Stunden lang mit einem
SARS-CoV-2-Peptidcocktail stimuliert wurden, der die Antigene Agl, Ag2 und Ag3 enthdlt. Ein I[FN-y-
Wert von >0,1 ITU/mL wurde als positive Reaktion gewertet. Patienten mit messbarer Reaktion sind in

Rot gekennzeichnet.
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Abbildung 9 SARS-CoV2-T-Zell-Gedéchtniszellen. (A) Balkendiagramme zeigen die Anzahl der Klonotypen bei
jedem Patienten nach der Impfung, (B) Boxplots zeigen die Induktionsrate der Nutzung variabler (V) Gene der TCRa- und

TCRB-Kette.



IV.7 Teilprojekt 7: Einsatz und Wirksamkeit der monoklonalen
Antikorperkombination Tixagevimab / Cilgavimab als
Priaexpositionsprophylaxe bei Patienten mit himatologischen
Malignomen und Immunsuppression mit einem hohen Risiko fiir

einen schweren Verlauf von COVID-19
(Hoechstetter MA et al., Eur J Haematol. 2025)

Das vorliegende Teilprojekt untersuchte die Wirksamkeit und Sicherheit der
monoklonalen Antikérperkombination Tixagevimab/ Cilgavimab zur COVID-19
spezifischen Praexpositionsprophylaxe bei Patienten mit hdmatologischen Neoplasien
wéhrend der friilhen Omicronwelle, in der die Subtypen BA.2, BA.5 und XBB.I
vorherrschten %. 86 Patienten erhielten zwischen Februar und August 2022 aufgrund
einer beeintrachtigten Impfantwort mit einem Antikdrpertiter gegen das Spike-Protein
von SARS-CoV-2 unter 1000 BAU/ml (72 %) und B-Zell-Depletion (46,5 %)
Tixagevimab / Cilgavimab intramuskuldr entweder in der Dosierung von 300 mg oder
600 mg. Die Nachverfolgung erfolgte prospektiv bis April 2023, mit einer medianen
Nachbeobachtungszeit von 297 Tagen.

Bei 32,6 % der Patienten traten Durchbruchinfektionen mit SARS-CoV-2 auf, wobei
22,1 % innerhalb von sechs Monaten infiziert wurden (angenommene Periode in der die
Primérexpositionsprophylaxe wirksam ist). 67,9 % der Patienten erlitten ihre
Durchbruchinfektion wihrend der Omicron-Subtyp BA.5 in Bayern prddominant war,
28,6 % wihrend der Omicron-Subtyp BA.2 pradominant war und 3,6% wihrend der
Omicron-Subtyp XBB.1 priddominant war. 5 % erlitten Infektion spéter als 6 Monate.
Infektionen innerhalb der ersten sechs Monate verliefen milder und kiirzer. Eine B-Zell-
Depletion mit einem Anti-CD20-Antikorper wie Rituximab oder Obinutuzumab
innerhalb von sechs (p = 0,035) bzw. zwolf Monaten (p = 0,016) wurde als Risikofaktor
fir Durchbruchinfektionen identifiziert. Patienten, die nur eine einzelne Dosis
Tixagevimab / Cilgavimab erhalten haben, hatten eine niedrigere Infektionsrate als
Patienten, die eine doppelte Dosis erhalten haben. Allerdings waren in der
Patientengruppe, die die doppelte Dosis erhalten haben, mehr Patienten mit einer CLL
und einer B-Zell-Depletion. Zudem war in diesem Zeitintervall die neutralisierende
Aktivitdt der monoklonalen Antikérper aufgrund verschiedener Omicronvarianten
reduziert. Es wurden keine neuen sicherheitsrelevanten Ereignisse berichtet, lediglich
in einem Fall trat eine Neuralgie CTCAE Grad 3 auf, die vollstandig reversibel war. Die

Daten zeigen, dass die Priexpositionsprophylaxe mit Tixagevimab-Cilgavimab
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Patienten mit kiirzlich erfolgter B-Zell-Depletion (innerhalb von 12 Monaten) bleiben

schwere COVID-19-Verldufe bei Patienten mit hdmatologischen Neoplasien wirksam
reduziert, insbesondere innerhalb der ersten sechs Monate — selbst in der Omicron-Ara.

jedoch weiterhin einem erhohten Risiko ausgesetzt.
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Abbildung 10 Chronologische Présentation der Durchbruchinfektionen, neue regionale COVID-19 Fille, BA.S

Variante, XBB.1 Variante und Zeitpunkt der Applikation von Tixagevimab-Cilgavimab.
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Abbildung 11 SARS-CoV-2 Infektionsrate der 28 infizierten Patienten, 13 Patienten erhielten eine Einzeldosis und 15

Patienten erhielten eine Doppeldosis mit Tixagevimab-Cilgavimab.



IV.8 Teilprojekt 8: Untersuchung und Beschreibung der spéten
transplantations-assoziierten thrombotischen Mikroangiopathie
TA-TMA) bei Patienten nach allogener
tammzelltransplantation in Knochenmarkpriparaten und
deren Assoziation mit chronischer GVHD und viralen
Infektionen

(Hill W., ..., Hoechstetter MA., Eur ] Haematol. 2024)

Die transplantations-assoziierte thrombotische Mikroangiopathie (TA-TMA) ist eine
schwerwiegende Komplikation nach allogener hadmatopoetischer
Stammzelltransplantation (HSCT) mit kumulativen 3-Jahres Inzidenz von 3 % und
einer hohen Mortalititsrate von 60-90 % bei unbehandelten Patienten '!. Vor allem
CLL-Patienten, die nach einer allogenen HSCT ein hohes Risiko fiir eine chronischen
GVHD aufweisen und konsekutiv langwierig immunsuppressiv behandelt werden
miissen, haben ein erhohtes Risiko fiir eine spiate TA-TMA. Die klinischen Symptome
der TA-TMA iiberlappen mit anderen Komplikationen nach allogener Transplantation
wie z. B. dem Kapillarlecksyndrom, dem Engraftmentsyndrom, der akuten GvHD, der
diffusen alveolaren Hdmorrhagie, der disseminierten intravaskuléren Koagulation oder
der Veno-okklusiven Erkrankung. Der diagnostische Goldstandard fiir die TA-TMA ist
der Nachweis der Mikroangiopathie in Gewebeproben, wobei die TA-TMA am
hiufigsten in der Niere diagnostiziert wird. Nierentypisch ist der Nachweis von
verdickten kapilliren Wénden, fragmentierten Erythrozyten, okkludierte Gefdl3e,
endotheliale Separationen mit Schwellung, fibrinoider Deposition und Debris sowie
Mikrothromben in den Glomeruli und charakteristische Muster von C4d-Ablagerungen

in den Arteriolen *.

Typische Merkmale der Darm-Mikroangiopathie sind
Kryptenverlust, Odeme mit Blutungen, apoptotische Epithelzellen, residuelle
neuroendokrine Zellen und Thrombozytenthromben. Sie ermoglichen die Abgrenzung
von GvHD oder viralen Infektionen wie CMV-Kolitis. TA-TMA kann auch in Haut-,
Lungen- und Gehirngewebe nachgewiesen werden®,

Der Beschreibung und die Definition von diagnostischen Merkmalen einer
Mikroangiopathie und Endothelschdden im Knochenmark als Hinweis fiir eine spéte
TA-TMA liegen bislang nicht vor. Die Auswertung von Knochenmarkbiopsien ab Tag
+100 nach HSCT im Rahmen einer klinischen Studie zeigte eine Vermehrung von
zahlreichen atypischen Mikrogefden. Klinische Parameter, Laborparameter und
Behandlungsergebnisse, die zu den 36 Biopsien vorlagen, wurden mit dem Ziel

ausgewertet, um diese in die bestehenden diagnostischen Konsensuskriterien der TA-

TMA einzubeziehen. Die medianen Nachbeobachtungszeit lag bei 13 Jahren. Zwischen
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September 2002 und Juni 2004 wurden Knochenmarkbiopsien von 36 Patienten der
Stammezelltransplantationseinheit des Universitdtsklinikum der LMU Miinchen
untersucht. Die Patienten wurden im Rahmen einer prospektiven monozentrischen
interventionellen Phase-2 Studie zur Untersuchung von Knochenverlust nach HSCT
und den Einsatz von Zolendronsiure zwischen Tag +100 und +4624 punktiert?. Spite
TA-TMA wurde anhand modifizierter Jodele-Kriterien diagnostiziert: anhaltende oder
progressive Thrombozytopenie <50 G/L oder >50 % Abfall, erhhte LDH, erniedrigtes
Héamoglobin, Hypertonie, erhohtes losliches C5b-9 und Proteinurie (>1 mg/ml).
Auffillig war, dass >2 % Schistozyten im Blut selten nachweisbar waren. 5 pm dicke
Knochenmarkschnitte wurden mit Hédmatoxylin-Eosin, Giemsa und Silberretikulin
gefdrbt. Endothelzellen wurden mittels CD34- und von Willebrand Faktor (VWF)-
Farbung dargestellt. CD34+, VWF+ und CD8+ Zellen wurden mit monoklonalen
Mausantikorpern markiert und mit Standardnachweismethoden visualisiert.

Jeweils ein Facharzt fiir Pathologie und Hédmatologie begutachteten die Proben. Die
Anzahl der CD34+, VWF+ MikrogefiBe und CD8+ T-Zellen wurde in 1 mm?
Knochenmark bei 100- und 400-facher VergroBerung mikroskopisch gezahlt.
Typische Befunde wurden als VWF+ Plaque-Sinusse beschrieben — definiert als
Mikrosinusse mit VWF-Ablagerung >15 x 8 um oder verdickter GefaBwand. Sechs
Bereiche pro Schnitt wurden analysiert. Als Kontrolle dienten Proben von drei Nicht-
HSCT-Patienten mit unauffalligem Knochenmark.

14 Patienten erfiillten die Kriterien fiir eine spite TA-TMA, davon hatten 11 Patienten
bereits eine friihe TMA. 10 Patienten hatte eine friilhe TA-TMA und 12 Patienten hatten
nie Anzeichen einer TA-TMA. Patienten mit spédter TA-TMA waren jlinger als solche
ohne TA-TMA (p =0,001). Cyclosporin A (CSA) wurde standardméBig mit MTX (n =
25) oder MMF (n = 11) verabreicht. Bei TA-TMA-Patienten zeigte sich eine héhere
CSA-Gesamtdosis (median 13,5g vs. 8,7g; p = 0,048) und eine ldngere CSA-
Behandlungsdauer (162 vs. 97 Tage; p = 0,007). Auch Steroide wurden langer gegeben
(347 vs. 145 Tage; p = 0,012). Patienten mit spater TA-TMA und friiherem TA-TMA-
Verlauf waren jiinger als Patienten mit nur frither TA-TMA (p = 0,027). Sie erhielten
haufiger Knochenmark (allein oder kombiniert) als Stammzellquelle (p = 0,045).

Im Vergleich zu frither TA-TMA =zeigten sich bei dieser Gruppe hohere CSA-
Gesamtdosen (18 g vs. 6,4 g; p = 0,014), lingere CSA-Behandlungsdauer (182 vs. 62
Tage; p=0,014) und ldngere Steroidtherapie (268 vs. 145 Tage; p =0,025). Die Analyse
endothelialer Marker zeigte bei spiter TA-TMA deutlich mehr VWF+ Mikrogefifle,
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VWF+ Plaque-Sinusse und CD8+ T-Zellen als bei Nicht-TA-TMA- und Nicht-HSCT-
Patienten, vergleichbar mit frither TA-TMA.

Ein Anstieg der CD34+ Mikrogefifie korrelierte mit einer fritheren TA-TMA (p =
0,014). Thrombin wurde nicht nachgewiesen; VWF+ Megakaryozyten lagen im oberen
Normbereich.

Bei Patienten mit chronischer GVHD (¢cGVHD) fanden sich signifikant erhohte Werte
fiir VWF+ Mikrogeféale (19.7 vs. 7.3/mm2; p < 0,001), VWF+ Plaque-Sinusse (2.9 vs.
0.5/mm2; p<0,001), CD34+ Endothelzellen (19.7 vs. 8.5/mm2; p <0,001) und CD8+
T-Zellen (43.8 vs. 21.2/mm2; p < 0,001) im Vergleich zu Patienten ohne cGvHD,
unabhéngig vom cGvHD-Subtyp. Schwere chronische (p = 0,002), steroidrefraktire
GvHD (p =0,007) sowie Reaktivierungen von HHV6 (p = 0,002), EBV (p = 0,003) und
Adenovirus (p = 0,005) traten bei spiter TA-TMA deutlich héufiger auf.

Im multivariaten Regressionsmodell unter Einbeziehung der Variablen Alter, aGvHD,
cGvHD, Stammzellquelle, Virusinfektionen, CSA-Einnahme sowie VWF+
MikrogefdBlen und CD8+ T-Lymphozyten, die univariat signifikant waren (p < 0,05),
zeigte sich, dass ¢cGvHD und ein Alter unter 44 Jahren bei HSCT signifikante
Risikofaktoren fiir spite TA-TMA waren (p = 0,011 und p = 0,024).

Das Gesamt- und riickfallfreie Uberleben war bei spiter TA-TMA kiirzer als bei
Patienten ohne spite TA-TMA (5-Jahres-OS: 78,6 % vs. 90,2 %; RFS: 71,4% vs.
86,4 %).

Zusammenfassend sind chronische alloimmunologische Mikroangiopathie im
Knochenmark, verbunden mit chronischer, steroidrefraktirer GvHD und/oder
Virusinfektionen, zentrale Befunde der spiten, hochriskanten TA-TMA, die klinische

Aufmerksamkeit erfordert.
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Abbildung 12 Immunhistopathologische Befundung des Knochenmarks identifiziert Endothelzellen und
Plaque-Sinusse bei einem Patienten mit schwerer chronischer GVHD (A—D) und zwei anderen Nicht-HSCT-
Patienten.

(A) Hamatoxylin-Eosin gefarbtes, hypozelluldres Knochenmark.

(B) CD34-Farbung hebt die Anzahl und Verteilung der Mikrogefif3e hervor.

(C, D) von Willebrand-Faktor (VWF)+ Mikrogefafle im selben Bereich zeigen eine intensive
zytoplasmatische und membrandse VWF-Expression. Charakteristische Veranderungen der VWF+
Mikrogefédfie mit unregelmiBig geformten Plaques in der Wand kleiner, manchmal erweiterter Mikrogefafe,
sogenannte Plaque-Sinusse. Megakaryozyten dienen als interne Kontrollen.

(E, F) Nicht verdickte VWF+ Mikrogefdfie, die in Nicht-HSZT-Patienten gefunden wurden. Bilder bei 100-
und 400-facher VergroBerung.



V.  Zusammenfassung und Ausblick

Im vorliegenden Habilitationsprojekt konnten zahlreiche prognostische Parameter fiir
einen raschen Krankheitsprogress und einen aggressiven Krankheitsverlauf der frithen
chronischen lymphatischen Leukidmie herausgearbeitet und in einem neuen
prognostischen Modell integriert werden (CLL1-PM). Diese Ergebnisse konnten fiir
weitere Projekte, die sich mit der Prognostizierung der CLL beschiftigen, genutzt
werden. Die Ergebnisse der interventionellen Phase 3- Studie mit dem risikoadaptierten
Einsatz von Fludarabin im Stadium Binet A bestétigten die Behandlungsfiihrung von
asymptomatischen CLL-Patienten in nationalen und internationalen Leitlinien
beitragen. Weitere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten eine wissenschaftliche
Rationale fiir innovative zukiinftige Studienkonzepte bei frither CLL. Als Beispiel seien
hier die prospektiven, multizentrischen CLL7- und CLL12 Protokolle der Deutschen CLL-
Studiengruppe genannt, die in der Tradition des CLL1-Protokolls entwickelt wurden.
Anhand dieses Teilprojekts konnte auch illustriert werden, dass eine kombinierte
Betrachtung mehrerer Biomarker die Genauigkeit der Prognoseabschitzung erh6hen
konnte und damit Hochrisikopatienten, die von einer frithzeitigen Therapie am ehesten
profitieren, besser selektionierten konnte. In weiterfiihrenden Projekten wurden derzeit
die bereits entwickelten Modelle in Patientenkollektiven, die mit zielgerichteten
Therapien behandelt wurden, reevaluiert. Kombinierte Evaluationen mehrerer
Biomarker aus verschiedenen Studien der Deutschen CLL-Studiengruppe, u.a. auch
jene der vorliegenden Arbeit, zukiinftig im Hinblick auf eine optimierte

Vorhersagekraft geplant.

Ein zweiter Fokus des vorliegenden Habilitationsprojekts lag auf der Untersuchung von
der Inzidenz von Infektionen bei frither CLL sowie der spezifischen Situation von
hdmatologischen Patienten, inklusive CLL-Patienten, wéhrend der COVID-19-
Pandemie in Bezug auf die Immunantwort nach SARS-CoV-2-Vakzinierung und der
Rolle von monoklonalen Antikdrpern gegen SARS-CoV-2 im Einsatz als
Praexpositionsprophylaxe gegen schwere COVID-19 Verldufe. In einer
interdisziplindren Arbeitsgruppe mit Kollegen des National Institute of Diabetes des
NIH, Bethesda, USA, dem Institut der klinischen Chemie der Technischen Universitat
Miinchen sowie dem Bundeswehrinstitut fiir Mikrobiologie in Miinchen konnte an einer

kleinen heterogenen CLL-Kohorte in transkriptionellen Analysen gezeigt werden, dass
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die Aktivierung interferonvermittelter Signale, einschlielich der Aktivierung des JAK-
STAT-Wegs, in der Regel innerhalb weniger Tage nach der SARS-CoV-2 Impfung
auftrat, jedoch unabhingig von der Grof3e der Antikérperantwort war. Vor allem T-
Zell-Antworten bei Patienten mit CLL waren unabhidngig vom Behandlungsstatus,
wiahrend eine hohere humorale Antwort mit BTKi-Behandlung und B-Zell-
Rekonstitution verbunden war. Diese Ergebnisse unterstiitzen die nationale Leitlinie zur
supportiven Therapie der Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie und Medizinische
Onkologie (DGHO), dass auch immunsupprimierte und B-Zell-depletierte Patienten
eine Immunantwort nach Vakzinierung produzieren und daher geimpft werden sollen.
Auch der Einsatz der PrEP ist bei himatologischen Patienten vor allem in den ersten
sechs Monaten nach Verabreichung von Vorteil und verhindert schwere COVID-19-
Verldufe. Hier werden die monoklonalen Antikorper laufend an die SARS-CoV-2-

Subtypen angepasst und sind fiir immunsupprimierte Patienten als PreP zugelassen.

Ein dritter Fokus lag auf der Charakterisierung der spiten TA-TMA nach HSCT in
Knochenmarkbiopsien. Spiate TA-TMA wird hidufig aufgrund der iiberlappenden
Symptome mit anderen Spitkomplikationen der HSCT zu spit diagnostiziert und
behandelt. Da regelméBige Knochenmarkbiopsien in der tiglichen Routine nach HSCT
als Remissionskontrolle eingesetzt werden, kann durch die zusétzliche histologische
Charakterisierung in Kombination mit bereits TA-TMA definierenden Parametern die
Diagnostik der TA-TMA erleichtert werden. Vor allem Hochrisikopatienten mit
schwerer chronischer, steroidrefraktirer GvHD, wie sie hdufig bei transplantierten
CLL-Patienten auftritt, sowie mit Reaktivierungen von HHV6, EBV und Adenovirus
konnten davon profitieren, da eine zielgerichtete Behandlung der TA-TMA die
Mortalitit senkt.
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VI. Abkiirzungsverzeichnis
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VII. Verzeichnis der Abbildungen

Abbildung 1 Gesamtiiberleben, aufgeteilt nach CLL1-PM Risikogruppen. Der
vollstdndige Analysedatensatz umfasst den Datensatz von 539 Patienten.

Abbildung 2 Zeit bis zur ersten Therapie aufgeteilt nach CLL1-PM Risikogruppen. Der
vollstdndige Analysedatensatz umfasst den Datensatz von 539 Patienten.

Abbildung 3 Zeit bis zur ersten Behandlung der chronischen lymphatischen Leukdmie
gemal den CLL-IPI-Risikogruppen. (A) Watch-and-Wait-Gruppe im vollstdndigen
Analysedatensatz (CLL1-Studie; 403 Patienten). Die externen Validierungsdatensétze sind
(B) die MAYO-Kohorte mit 838 Patienten und (C) die SCAN-Kohorte mit 416 Patienten.
Die p-Werte stammen aus dem Log-Rank-Test {liber alle vier Gruppen.

Abbildung 4 Univariable und multivariable Analyse der Zeit bis zur ersten Behandlung
(TTFT). (A) Forest-Plot der Hazard Ratios fiir die 19 Kovariablen, die in der univariablen
Analyse auf eine Assoziation mit TTFT untersucht wurden. Die ausgefiillten Kéistchen
zeigen das Hazard Ratio, die horizontalen Linien die 95%-Konfidenzintervalle (95% KlIs).
Die rote gepunktete Linie markiert eine Hazard Ratio von 1. Das Balkendiagramm links
zeigt den durch Mehrfachtestung bereinigten -log10 P-Wert nach Bonferroni-Korrektur.
Die rote durchgezogene Linie markiert das Signifikanzniveau von 0,05. (B) Forest-Plot
der Hazard Ratios fiir die fiinf Kovariablen, die in der multivariablen Analyse auf eine
Assoziation mit TTFT untersucht wurden. Die ausgefiillten Késtchen zeigen die Hazard
Ratio, die horizontalen Linien die 95%-KIs. Die rote gepunktete Linie markiert ein Hazard
Ratio von 1. Das Balkendiagramm links zeigt den -log10 P-Wert. Die rote durchgezogene
Linie markiert das Signifikanzniveau von 0,05. (C-D) Das Balkendiagramm zeigt den
Prozentsatz der Auswahl der Kovariablen im finalen multivariablen Modell iiber die 9
Binet-A-Validierungskohorten hinweg. Die rote Linie markiert die Schwelle, die als
Einschlusskriterium im finalen Modell festgelegt wurde.

Abbildung 5 Kaplan-Meier-Schitzungen von PFS, TTFT und OS fiir alle Patienten (a),
nach Risikostratifizierung (b) und nach Randomisierung (c). Hochrisikopatienten mit
frither, risiko-adaptierter F-Therapie (HR-F) wurden zu Beginn der Studienbehandlung fiir
PFS zensiert, sofern nicht anders angegeben. Fiir TTFT war die Erstlinientherapie das
Ereignis fiir Hochrisiko-,,Watch and Wait“- (HR-W&W) und Niedrigrisiko-,,Watch and
Wait“- (LR-W&W)-Patienten, und die Zweitlinientherapie nach der Studienbehandlung
mit Fludarabin war das Ereignis fiir Hochrisiko-Fludarabin- (HR-F) Patienten.

Abbildung 6 Immunglobulinspiegel und Haufigkeit der Infektionen.

Abbildung 7 Haufigkeit der Infektionen pro Studienarm. (Cohort I = HR-F, Cohort Il =
HR-W, Cohort IIT = LR).

Abbildung 8 Humorale und T-zelluldre Immunantwort nach zweiter Dosis und
Boostervakzinierung. (A) IgG-Antikdrperbindung im Plasma gegen die S1-Doméne des
SARS-CoV-2-Spike-Proteins bei Patienten mit CLL. (B) Neutralisierende
Antikorperantwort gegen das RBD (Rezeptorbindungsdomine) des SARS-CoV-2-Spike-
Proteins. (C) IFN-y-Spiegel wurden aus Blutproben gemessen, die 24 Stunden lang mit
einem SARS-CoV-2-Peptidcocktail stimuliert wurden, der die Antigene Agl, Ag2 und
Ag3 enthélt. Ein IFN-y-Wert von >0,1 IU/mL wurde als positive Reaktion gewertet.
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Patienten mit messbarer Reaktion sind in Rot gekennzeichnet.

Abbildung 9 SARS-CoV2-T-Zell-Gedéchtniszellen. (A) Balkendiagramme zeigen die
Anzahl der Klonotypen bei jedem Patienten nach der Impfung. (B) Boxplots zeigen die
Induktionsrate der Nutzung variabler (V) Gene der TCRa- und TCRB-Kette.

Abbildung 10 Chronologische Prisentation der Durchbruchinfektionen, neue regionale
COVID-19 Fille, BA.5 Variante, XBB.1 Variante und Zeitpunkt der Applikation von
Tixagevimab-Cilgavimab.

Abbildung 11 SARS-CoV-2 Infektionsrate der 28 infizierten Patienten, 13 Patienten
erhielten eine Einzeldosis und 15 Patienten erhielten eine Doppeldosis mit Tixagevimab-
Cilgavimab.

Abbildung 12 Immunhistopathologische Befundung des Knochenmarks identifiziert
Endothelzellen und Plaque-Sinusse bei einem Patienten mit schwerer chronischer GvHD
(A-D) und zwei anderen Nicht-HSCT-Patienten. (A) Hiamatoxylin-Eosin gefarbtes,
hypozelluldres Knochenmark. (B) CD34-Farbung hebt die Anzahl und Verteilung der
Mikrogefilie hervor. (C, D) von Willebrand-Faktor (VWF)+ Mikrogefdfle im selben
Bereich zeigen eine intensive zytoplasmatische und membrandse VWF-Expression.
Charakteristische Verdnderungen der VWF+ Mikrogefille mit unregelméBig geformten
Plaques in der Wand kleiner, manchmal erweiterter Mikrogefél3e, sogenannte Plaque-
Sinusse. Megakaryozyten dienen als interne Kontrollen. (E, F) Nicht verdickte VWF+
Mikrogefile, die in Nicht-HSZT-Patienten gefunden wurden. Bilder bei 100- und 400-
facher Vergroferung.
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