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1 Grundlagen

Die allogene hamatopoetische Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation
stellt bei vielen hamatologischen Krankheitsentitdten die einzige kurative
Therapieoption dar. Sowohl maligne Erkrankungen wie akute myeloische oder
lymphatische Leukdmien und Lymphome als auch nicht-maligne Erkrankungen wie
die schwere aplastische Anamie (SAA) werden zunehmend mittels allogener
Stammzelltransplantation (SCT) einer mdglicherweise langanhaltenden Remission
oder Heilung zugeflihrt. Die allogene SCT baut ihre Wirksamkeit zum einen auf die
zytotoxische und immunsuppressive Konditionierung auf, zum anderen spielt der
Graft-versus-Leukamie (GvL) - Effekt zur Eliminierung potentieller residualer
Leuk&miezellen eine groBe therapeutische Rolle (Schleuning, 2000). In den letzten
Jahren kam es durch wissenschaftlichen Fortschritt zu neuen und veranderten
Indikationsstellungen einer allogenen SCT. Beispielsweise flhrte die Entwicklung
des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinio zur Therapie der Philadelphia-Chromosom-
positiven chronischen myeloischen Leukdmie (CML) zu einem Rulckgang der
allogenen SCT bei der CML. Im Gegensatz dazu wurde bei den Leuk&mien und
Lymphomen vermehrt die Indikation zur allogenen SCT auch bei risikodrmeren
Formen und zu einem friheren Zeitpunkt der Erkrankung gestellt. Daneben stieg die
Altersgrenze, unterhalb derer eine SCT aufgrund der kérperlichen Erfordernisse des
Patienten durchgefihrt werden kann, durch Anwendung dosisreduzierter
Konditionierungsschemata mit verringerter Toxizitat an. Die ErschlieBung neuer
Stammzellquellen wie die Cord-blood-Transplantation oder die haploidentische
Stammzelltransplantation stellen zudem bei fehlendem HLA (Human Leukocytes
Antigen) - identischen Spender neue Stammzellquellen dar (Copelan, 2006;
Gratwohl et al., 2007; Ljungman et al., 2006). Trotz aller Fortschritte auf dem Gebiet
der allogenen SCT bleibt jedoch weiterhin die bei ca. 40% der Patienten auftretende
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) sowie ihre erfolgreiche Therapie eine groBe
Schwierigkeit. Die GvHD tragt im Wesentlichen zu einer erhéhten Morbiditat und
Mortalitdt der Posttransplantationspatienten bei, die sich bezlglich ihrer
Grunderkrankung in Remission befinden.



1.1 Graft-versus-Host-Disease

Die GvHD ist die Folge einer immunologischen Reaktion der Spender-T-
Lymphozyten gegen die Alloantigene des Empfangers, die von speziellen
antigenprasentierenden Zellen (APCs) immunogen auf der Oberflache prasentiert
werden. Sie manifestiert sich bevorzugt an Haut, Darm und Leber. Urspringlich
wurde die GvHD 1951 von Lorenz et al. bei Mausen als sogenannte ,zweite
Krankheit® nach der Strahlenkrankheit und Rettung der Blutbildung durch
Transplantation von allogenem Knochenmark und allogenen Milzzellen beschrieben
(Lorenz et al., 1951; Van Bekkum et al., 1967). Derselbe Effekt wurde auch bei den
ersten allogenen Transplantationen beim Menschen offensichtlich. Nach Billingham
et al. missen insgesamt drei Bedingungen erflllt sein, damit es zur Entwicklung
einer GvHD kommen kann: Applikation immunkompetenter  Zellen,
Histoinkompatibilitat zwischen Empfanger und Spender sowie Unfahigkeit des
Empfangers, die transplantierten Zellen zu zerstéren (Billingham et al., 1966). Die
Entdeckung des Major-Histokompatibilitats-Komplexes (MHC) und der Human
Leukocyte Antigene (HLA) erlaubten die Auswahl geeigneter Spender. HLA-
Antigene sind Genprodukte des MHCs, sie werden auf der Oberflache aller
kernhaltigen Zellen exprimiert und sind essentiell fir eine allogene Immunreaktion
(Krensky et al., 1990; Petersdorf et al., 2006). Auch bei kompletter Kompatibilitat der
HLA-Merkmale von Empfanger und Spender kann es trotz prophylaktischer
immunsuppressiver MaBnahmen zum Auftreten einer GvHD kommen. Ziele dieser
Reaktion sind die Minor-Histokompatibilitats-Antigene (MiHAs). Die GvHD stellt die
haufigste Komplikation nach allogener SCT dar und ist damit leider fir einen
GroBteil der Morbiditdt und transplantationsassoziierten Mortalitdt (TRM)

verantwortlich (Deeg, 2007).

1.1.1 Allgemeine Einteilung

Bei der GvHD werden grundsétzlich zwei Formen voneinander unterschieden. Die
akute GvH-Reaktion tritt bis Tag 100 nach hdmatopoetischer Knochenmark- und
Stammzelltransplantation auf; ab Tag 100 spricht man schlieBlich von einer
chronischen GvHD. Diese traditionelle Einteilung wird mittlerweile um eine neue



Einteilung, welche durch die National Institutes of Health (NIH) Consensus
Conference geschaffen wurde, erweitert. Grund dafir ist die Vielfaltigkeit des
GvHD-Auftretens: zum einen kénnen vor Tag 100 bereits Symptome vorhanden
sein, welche eher typisch fir eine chronische GVHD sind, zum anderen kann die
akute Form dber Tag 100 hinaus fortbestehen ohne klinische Zeichen einer
chronischen GvHD (Filipovich et al., 2005).

1.1.2 Pathophysiologie

Bei der Genese der GvHD wirken zahlreiche Effektorzellen, inhibitorische und
inflammatorische Zytokine mit und es kommen diesbeziglich fortlaufend neue
Erkenntnisse hinzu. Die GvHD stellt eine komplexe Interaktion zwischen
kdrpereigener Immunitat und Immunreaktion des Transplantates dar.

1.1.2.1 Das 3-Stufen-Modell der GvHD-Entstehung

Die Entstehung einer GvH-Reaktion, wie wir sie zum jetzigen Zeitpunkt verstehen,
lAuft in drei Schritten ab, wie in Abbildung 1 dargestellt (Ferrarra et al., 2005;
Ferrarra et al., 2006; Hill et al., 2000; Reddy et al., 2003):

Im Rahmen von Vortherapien des Patienten, vorangehenden Infektionen sowie
durch die Ganzkdrperbestrahlung und zytotoxischen Therapien, welche zur
Konditionierung des Patienten vor SCT erfolgen, kommt es zu einer Schadigung,
nicht nur von Immunzellen, sondern auch von endothelialen und epithelialen Zellen.
Diese fuhrt zur Ausschattung groBer Mengen inflammatorischer Zytokine wie
beispielsweise Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) und férdert
dadurch die Aktivierung antigenprasentierender Zellen des Empféngers. Hier
spielen vor allem dendritische Zellen (DCs) eine groBe Rolle, da unterschiedliche
Teilgruppen der DCs zur GvHD-Modulation beitragen. Besonders wichtig scheint die
Gewebeschadigung des Gastrointestinaltrakis zu sein, welche die systemische
Translokation immunstimulierender Produkte wie Lipopolysaccharide (LPS)
ermdglicht, die die Aktivierung der APCs férdern (Hill et al., 2000). Die APCs



prasentieren neben den MHC-Molekilen auch Minor-Histokompatibilitats-Antigene
gegenuber den Donor-T-Zellen (Shlomchik et al., 1999).

Im zweiten Schritt ereignet sich nun eine Aktivierung der T-Lymphozyten des
Spenders, welche ihrerseits Interferon-y (INF- y), IL-2 und TNF-a ausschitten und
auf diesem Wege zu einer T-Zell-Expansion und —Aktivierung fihren. Das Muster
der Zytokinausschittung hangt hierbei von der alloantigenen Prasentation ab und
wirkt sich auf die Verteilung der T-Helferzellen-1 (IL-2, TNF-a) und T-Helferzellen-2
(IL-4, IL-10) aus (Ferrarra et al., 2005).

Die sich nun anschlieBende zellulare und inflammatorische Effektorphase besteht
aus einer komplexen Kaskade, an der auf der zellularen Ebene zytotoxische
Effektorzellen und Natural-Killer (NK)-Zellen beteiligt sind und auf der
inflammatorischen Ebene Zytokine wie TNF-a, IL-1 und Nitritoxid (NO). Die
Gewebe- und Organschadigung entsteht letztendlich durch eine Interaktion der
kdrpereigenen Immunantwort (Effektorzellen wie NK-Zellen und LGLs) mit der
alloreaktiven Immunreaktion (T-Zellen).

GVHD (1) Re
pathology
Host
tissues | Smaill
IL-1 intestine

Abbildung 1: Das 3-Stufen-Modell der GvHD-Genese nach Hill et al., 2000



1.1.2.2 Regulatorische Zellpopulationen und Chemokine

Neueren Erkenntnissen zufolge spielen in der Pathophysiologie der GvHD
zusatzlich regulatorische Chemokine, regulatorische APCs sowie mesenchymale
Stammzellen (MSC) und regulatorische T-Zellen (Treg) eine tragende Rolle (Tse et
al., 2003; Wysocki et al., 2005).

Neben den APCs des Empfangers kénnen auch Spender-APCs die GvH-Reaktion
verstarken, indem sie die Proteine des Empfangers im Sinne eines ,,Cross priming®
den Spender-T-Zellen darbieten (Auffermann-Gretzinger et al., 2002; MacDonald et
al., 2005). Da sich die Gruppe der dendritischen Zellen aus unterschiedlichen
Teilgruppen zusammensetzt wie den Langerhans Zellen der Haut, den von
Monozyten abgeleiteten DCs (mDCs) und den Makrophagen, nehmen zahlreiche
Zellgruppen Einfluss auf die Entstehung der GvHD, und deren exakte Aufgabe ist
aktuell Gegenstand multipler wissenschaftlicher Untersuchungen (Banchereau et
al., 1998; Duffner et al., 2004).

Daneben werden auch nicht-hadmatopoetische Zellen wie vom Knochenmark
abstammende mesenchymale Stammzellen auf ihre immunregulatorische
Wirksamkeit in der Genese der GvHD und im therapeutischen Bereich untersucht
(Tse et al., 2003). Im Tiermodell zeigte sich ein inhibitorischer Effekt der MSCs auf
die GvHD (Tian et al, 2008).

Regulatorische T-Zellen (Treg) greifen ebenso in das komplexe Geschehen einer
GvH-Reaktion mit ein. Diese CD4+CD25+ Zellen werden zum einen zur Erhaltung
der Selbsttoleranz benétigt (Shevach, 2001), zum anderen erzeugen sie Toleranz
gegentber allogenen Organtransplantaten und verhindern in
Knochenmarktransplantationsmodellen die Ausbildung einer tddlich verlaufenden
GvHD (Cohen et al., 2002; Hoffmann et al., 2002; Taylor et al., 2002). Daneben
kénnen Treg des Spenders die GvHD supprimieren ohne den GvL-Effekt zu
zerstoren. Im Mausmodell inhibieren Treg die GvHD tber MHC | und MHC Il und
unterdricken die frihe T-Zell-Expansion und deren IL-2-Rezeptorexpression im
Rahmen der GvH-Reaktion (Edinger et al., 2003).

Das Zusammenspiel und das Potential all dieser Effektorzellen in der Genese und
Aufrechterhaltung der GvHD ist weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher

Bestrebungen.



1.1.2.3 Toleranzerzeugung

Im Gegensatz zur Transplantation solider Organe wie beispielsweise Lunge oder
Leber sind Patienten nach allogener Stammzelltransplantation nicht lebenslang auf
immunsuppressive Medikamente angewiesen, da sich im Lauf der Zeit eine
sogenannte  Toleranz  zwischen den  Spender-Stammzellen und dem
Empfangergewebe entwickelt. Man unterscheidet eine zentrale Toleranz, welche
vom Thymus durch Elimination alloreaktiver Zellen vermittelt wird, und eine
periphere Toleranz. Letztere spielt bei Erwachsenen, bei denen sich der Thymus far
gewdhnlich zuriickgebildet hat, die Hauptrolle. Die periphere Toleranz bedeutet eine
Kontrolle der alloreaktiven Zellen durch Lymphozyten (Marshall, 2006). Die
Zellpopulation, welche als entscheidend fur die Entstehung und Erhaltung einer
Toleranz nach allogener SCT identifiziert wurde, ist die Gruppe der CD4+CD25+
regulatorischen T-Zellen (Sakaguchi et al., 1995). Diese Zellen sind in der Lage,
ohne Verlust des Graft-versus-Tumor-Effektes selektiv die GvHD zu hemmen und
kontrollieren. Neben der Sekretion von Zytokinen ist dabei der direkte Zell-Zell-
Kontakt entscheidend (Edinger et al., 2003; Marshall, 2006). Im Rahmen der
chronischen GvHD lassen sich vermehrt Treg im peripheren Blut nachweisen,
nach Abklingen der GvHD geht die Anzahl der Treg zurlick (Clark et al., 2004). Die
Rolle der Treg im Rahmen der ECP wird unter 1.2.1.3.2 naher erlautert.

1.1.3 Inzidenz und pradisponierende Faktoren

Die GvHD stellt die haufigste Komplikation nach allogener
Knochenmarktransplantation und PSCT dar. Neben Rezidiven der Grunderkrankung
und nicht-kontrollierbaren Infektionen durch Bakterien, Viren oder Pilze tragt sie zu
einem GroBteil der Posttransplantationsmortalitédt bei. Ungeféhr 40% aller Patienten
entwickeln im Anschluss an die SCT eine relevante akute GVHD (Grad II-IV);
abhangig von bestimmten Risikofaktoren kann der Anteil der betroffenen Patienten
zwischen 10% und 80% schwanken (Deeg, 2007).

Die Risikofaktoren fir die Entwicklung einer GvHD lassen sich in zwei Gruppen
aufteilen: zum einen die Faktoren, die durch den Spender bedingt sind, zum
anderen die Faktoren auf Seiten des Empfangers.



Spenderabhingige Risikofaktoren Empfiangerabhingige Risikofaktoren

e HLA-Kompatibilitat e Hohes Alter
e Mismatch des Geschlechts e Konditionierung
e Alloimmunisierung durch Geburten e  GvHD-Prophylaxe

oder Transfusionen
e Stammzellquelle (PBSC>KM>CB)

Tabelle 1: Risikofaktoren fir die Entwicklung einer Graft-versus-Host Disease nach
Apperley et al., 2008

Die HLA-Kompatibilitdt zwischen Empfanger und Spender ist eines der
Hauptkriterien, von denen eine GvHD abhé&ngt. Bei verwandten HLA-identischen
Spendern ist dementsprechend das Risiko einer GvHD geringer als bei
unverwandten Spendern oder gar Spendern mit HLA-Mismatch (Kanda et al., 2003;
Wojnar et al., 2006). Geschlechtsdifferenz zwischen Spender und Empfanger zahlt
ebenso zu den Faktoren, die eine GvHD bedingen kbénnen, wobei weibliche
Spender bei mannlichen Empfangern als Risikofaktor gelten (Saliba et al., 2007).
Zusatzlich stellen Spenderinnen mit vorangegangener Schwangerschaft oder
Spender, die selbst schon Transfusionen von Blutprodukten erhalten haben, durch
die sogenannte Alloimmunisierung eine gréBere Gefahr dar (Nash et al., 1992;
Remberger et al., 2008). Die fur die allogene Transplantation gewahlte
Stammzellquelle hat ebenso Einfluss. Hier tragen periphere Blutstammzellen
(PBSC) das gréBere Risiko gegentber allogenem Knochenmark (KM). Cord Blood
(CB)-Transplantationen sind nach bisherigen Erkenntnissen mit der geringsten
GvHD-Rate unter den drei Stammzellquellen assoziiert (Brunstein et al., 2007;
Cutler et al., 2001). Nach neuerem Kenntnisstand spielen aber auch MiHAs eine
groBe Rolle. Diese werden von Regionen auBerhalb des MHC kodiert, manche
werden auch auf malignen Zellen exprimiert, was speziell einen GvL-Effekt
induzieren kann. Zusatzlich modulieren, wie bereits bei der Pathophysiologie der
GvHD erwéahnt, inflammatorische und inhibitorische Zytokine und ihre Rezeptoren
die GvH-Reaktion. Fir die Zukunft wird voraussichtlich eine Typisierung von Genen,
die diese Immunmodulatoren betreffen, zur bekannten HLA-Typisierung hinzutreten
(Baron et al., 2007; Dickinson et al., 2005).

Auf Seiten der Empfangerkriterien ist sicherlich das Alter des Patienten einer der
Hauptrisikofaktoren. Altere Patienten entwickeln wohl eher eine GvHD als jiingere.



Die Ursache dafiir ist nicht hinreichend geklart. Altere Empfanger-APCs scheinen
hierbei mit einer héheren GVHD-Rate verknlpft zu sein (Kanda et al., 2003;
Ordemann et al., 2002; Urbano-Ispuza et al., 2002). Durch dosisreduzierte und
nicht-myeloablative Konditionierungsschemata, die vor allem bei alteren Patienten
aufgrund verringerter Toxizitdt zum Einsatz kommen, tritt die GvHD spater und
verzdgert auf. Als ursdchlich hierfir wird das Vorhandensein sogenannter
gemischter Chiméarismen, die das Fortbestehen von Empféangerzellen
wiederspiegeln, verantwortlich gemacht (Mielcarek et al., 2005). Zusatzlich ist die
Rate und Intensitat akuter GvHD in bisherigen Studien geringer als bei Patienten mit
konventioneller dosisintensiver Konditionierung (Aoudjhane et al., 2005; Le Blanc et
al., 2004).

Die Rate an chronischer GvHD ist bei beiden Konditionierungsstrategien ahnlich
hoch (Deeg et al., 1991; Mielcarek et al., 2003). Die GvHD Prophylaxe mit
Cyclosporin A (CyA) ergab ein Dosis- und Metabolitenspiegel-abh&ngiges Risiko fur
die Entwicklung einer GvHD: Patienten mit suffizienten CyA-Spiegeln entwickelten
weniger GvHD als Patienten mit zu niedrigen Metabolitenspiegeln kurz vor
Engraftment (Kanda et al., 2006). Die Kombination von CyA mit Mycophenolat
Mofetil (MMF) erbrachte keinen signifikanten Vorteil gegentber einer alleinigen
GvHD-Prophylaxe mit CyA (Mohty et al., 2004).

Die chronische GvHD tritt ungeféhr bei 20%-70% der Patienten auf, welche die
ersten drei Monate nach Transplantation UGberleben. Bei der ausgepragten
chronischen GvHD lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der Inzidenz
zwischen PBSC und KM als Stammzellquelle feststellen, PBSC scheinen aber in
manchen Auswertungen ein héheres Risiko fir eine chronische GvHD mit sich zu
bringen. Die Therapiedauer jedoch, um die GvHD ad&aquat zu behandeln, ist in der
PBSC-Gruppe langer (Flowers et al., 2002; Lee SJ, 2005).

1.1.4 Akute GvHD

Obwohl mittlerweile die klassische Unterteilung zwischen akuter und chronischer
GvHD, bezogen auf Tag 100 nach SCT, zunehmend verlassen wird, existieren
weiterhin Unterschiede in der Art und Weise der klinischen Manifestationen, der
Graduierung, der Therapie und Prognose dieser beiden Formen der GvHD, welche



eine Differenzierung dieser beiden Krankheitsbilder weiterhin notwendig machen.
Die akute GvHD tritt normalerweise frihestens mit Beginn der hdmatopoetischen
Regeneration auf, entsprechend ungefahr ab Tag +15 bis +25 nach allogener SCT
(Deeg, 2007). Bei dosisreduzierten Konditionierungen kann es jedoch auch deutlich

spater zur Entwicklung einer akuten GvHD kommen (Couriel et al., 2004a).

1.1.4.1 Klinische Manifestationen und histopathologische Befunde

Die akute GvHD manifestiert sich bevorzugt an drei Organen: Haut, Leber und
Darm. Es kénnen jedoch auch andere Organe betroffenen sein, wie beispielsweise
Gelenke, Augen oder Mundschleimhaut. Die Patienten entwickeln des ofteren
Fieber, einen eingeschrankten Allgemeinzustand und bei schwereren Formen
Gewichtsverlust. Histopathologisch findet man in den Gewebeschichten, die
hauptsachlich fir Regeneration und Proliferation verantwortlich sind, namlich die
Epithelien, oft Zellapoptosen und lymphozytare Infiltrationen nebeneinanderliegend,
was als ,Satellitenzellnekrosen® bezeichnet wird.

Die Hauterscheinungen treten meistens in Form eines makulopapulésen Exanthems
auf, welches oft am Stamm beginnt, jedoch unterschiedlichste Verteilungsmuster
aufweist. Bei manchen Patienten wiederum sind anfangs primar die FuBsohlen und
Handflachen betroffen. Das Exanthem kann Juckreiz auslésen oder mit Schmerzen
verbunden sein. In besonders ausgepragten Fallen kann es auch zu Blasenbildung
und Hautablésung kommen, verbunden mit einem Proteinverlust. Die Einschatzung
der Schwere erfolgt nach Prozenten der betroffenen Areale auf die
Gesamtoberflache des Kérpers bezogen. Durch Biopsie einer betroffenen Hautstelle
lassen sich manchmal die klassischen histopathologischen Zeichen einer GvHD
nachweisen, gelegentlich ist eine Unterscheidung von einem Arzneiexanthem aber
nicht mdglich. Virusexantheme dagegen sind, falls vorhanden, mittels Virus-
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachzuweisen. Im Falle einer Haut-GvHD wirde
man eine epidermotrope lymphozytére Infiltration mit vakuolarer Degeneration der
Epidermalzell- und Basalzellschicht sehen sowie zusétzlich eine gestorte
epidermale Reifung und Keratinozytennekrosen. Diese Verdnderungen finden sich
charakteristischerweise in der N&he der dermo-epidermalen Verbindungen. Oft

schwierig zu erkennen sind die charakteristischen ,Satellitenzellnekrosen® (Aractingi



et al., 1998; Hausermann et al., 2008; Jacobsohn et al., 2007b; Johnson et al.,
1998).

Die akute GvHD der Leber &auBert sich in einer Hepatopathie mit Anstieg der
Cholestaseparameter im Serum des Patienten. Teilweise tritt ein Ikterus mit hohen
Bilirubinwerten auf. Die Transaminasen zeigen meist keine spezifische Reaktion,
kébnnen aber auch ein hepatitisches Bild wie bei einer Virushepatitis anzeigen
(Akpek et al., 2002). Palpatorisch und sonographisch kann die Leber vergréBert
sein. Die Diagnose einer Leber GvHD ist schwer zu stellen, da auch andere
Atiologien fiir die beobachteten Leberwertverdnderungen verantwortlich sein
kdnnen: Toxizitdt durch Medikamente, Infektionen oder die Veno-occlusive disease
(VOD, Lebervenenverschlusskrankheit). Gewissheit bringt schlieBlich eine
transvendse Leberbiopsie, falls die Biopsie ausreichend groB ist. Falls erkennbar,
sieht man teilweise nekrotische Hepatozyten, segmentale Zerstérung der kleinen
Gallengange, Veranderungen im periduktalen Epithel sowie Gallengangsatypien,
aber normalerweise keine Sklerose. Eine virale oder toxische Genese der
Leberveranderungen kann mittels Biopsie von der GvHD unterschieden werden
(Jacobsohn et al., 2007b; Mc Donald, 2006).

Die Darm-GvHD fiihrt bei den betroffenen Patienten zu Ubelkeit und griinlich-
wassrigen Durchféllen, die ein hohes MaB an Frequenz und Stuhlvolumen erreichen
kénnen. Je nach Intensitat der Auspragung kommen auch starke Blutbeimengungen
hinzu, die eine Hamoglobin-Wirksamkeit aufweisen und schwer zu kontrollieren
sind. Einhergehend mit der Darm-GvHD treten EiweiBverluste, Gewichtsverlust,
abdominelle Schmerzen und eine Schwachung des Allgemeinzustandes auf (Martin
et al., 2004; Ross et al., 2005). Eine milde Variante der Darm-GvHD mit Symptomen
wie Ubelkeit, Appetitlosigkeit und gegebenenfalls Erbrechen betrifft nur den oberen
Gastrointestinaltrakt und ist besser mittels Immunsuppressiva in den Griff zu
bekommen als die ausgepragtere GvHD des unteren Dinn- und Dickdarms.
Bioptisch kann eine Virusinfektion nicht immer von der GvHD unterschieden
werden, wobei vor allem die Infektion mit Cytomegalie-Viren (CMV) ein &hnliches
klinisches Bild hervorruft und auch mit der Darm-GvHD kombiniert sein kann
(Jacobsohn et al., 2007 b). Im Falle der GvHD sieht man in den Epithelien der
Darmkrypten lymphozytare Infiltrationen, die mit apoptotischen Zellen benachbart
sind. CMV-Befall kann eventuell in Form von Riesenzellbildung mit hellen
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Einschlusskérperchen sichtbar werden, bei frischen Infektionen gelingt jedoch oft

nur der Nachweis von CMV-Early-Antigen.

Abbildung 2: Makulopapuléses Exanthem einer akuten Haut-GvHD (links), flissig-
blutige Diarrhoe bei schwerer Darm-GvHD (rechts)

1.1.4.2 Stadieneinteilung und Graduierung

Die akute GvHD wird seit 1974 nach den klassischen Glucksberg Seattle (GS)
Kriterien in Stadien und Grade eingeteilt. Die Stadien spiegeln die Schwere der
Auspragung in den einzelnen Organsystemen, welche Haut, Leber und Darm
umfassen, wieder. Die Graduierung zeigt die Gesamtauspragung, also die
Organmanifestationen in Kombination an. Nach Glucksberg et al. flieBt in die
Graduierung auch der Allgemeinzustand des Patienten mit ein. Diese Aufteilung
wurde 1995 modifiziert, indem die Einschatzung des Performance Status

weggelassen wurde (Glucksberg et al., 1974; Przepiorka et al., 1995).

ST Haut Leber Darm Klinischer
adium
(makulopapuléses Exanthem) | (Bilirubin) (Durchfille) Zustand
1 < 25% der Korperoberflache 2 -3 mg/dl > 500 ml normal
2 25-50% der Kérperoberflache | 3,1 - 6 mg/d| > 1000 ml leichte
Einschrankung
3 generalisierte Hautrétung 6,1 - 15 mg/dl > 1500 ml Tl
Einschrankung
4 generalisierte Hautrétung mit > 15 mg/dl starke abdominelle schwere
Blasenbildung, Desquamation Schmerzen * lleus | Einschrankung

Tabelle 2: Stadieneinteilung der akuten GvHD in den Organsystemen nach Glucksberg
etal., 1974
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Grad Haut Leber Darm
| Stadium 1-2 0 0
Il Stadium 3 oder Stadium 1 oder Stadium 1
[} ---- Stadium 2 — 3 oder Stadium 2 - 4
v Stadium 4 oder Stadium 4 ----

Tabelle 3: Graduierung der akuten GvHD nach der Consensus Conference 1995
(Przepiorka et al., 1995)

Im Jahr 1997 wurde schlieBlich durch die International Bone Marrow Transplant
Regqistry (IBMTR) eine weitere Klassifizierung der akuten GvHD eingeflhrt, der
IBMTR Severity Index, welcher die starkste Auspragung der GvHD mit der TRM und
dem Therapieversagen (TF) korrelieren soll, ohne subjektive Messwerte wie den
Performancestatus des Patienten einzubeziehen. Ursachlich dafar war die
Beobachtung, dass oft Patienten mit demselben Grad an GvHD, aber
unterschiedlichem Organverteilungsmuster, signifikante Unterschiede in TRM und
TF hatten (Rowlings et al., 1997).

Index Haut Leber Darm
(maximales Stadium) | (maximales Stadium) | (maximales Stadium)
A 1 0 0
B 2 1-2 1-2
C 3 3
D 4 4

Tabelle 4: IBMTR Severity Index nach Rowlings et al., 1997, die Stadienangaben entsprechen
denen des Glucksberg Seattle Scores

Verschiedene Studien versuchten, einem der beiden Graduierungssysteme einen
prognostischen Vorteil zuzuweisen. Cahn et al. konnten zwar dem GS Score eine
bessere Voraussagekraft fir das kurzfristige Uberleben zuweisen, der IBMTR
Severity Index dagegen zeigte weniger Fehler in der Abweichung der Einschatzung
des Schweregrades von einem Beobachter zum anderen. Insgesamt lieB sich also
kein eindeutiger Vorteil flr eines der beiden Systeme feststellen (Cahn et al., 2005).
Eine weitere Analyse mit kleinerer Patientenzahl wiederum ergab einen pradiktiven
Vorteil fir den IBMTR Severity Index bezlglich TRM und TF (Martino et al., 1999).
Im klinischen Alltag hat bis heute der GS Score die gréBere Prasenz.
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1.1.4.3 Pravention der akuten GvHD

Da die akute GvHD eine der Hauptkomplikationen nach allogener SCT darstellt,
gleichzeitig aber der GvL-Effekt eine wichtige Rolle in der Therapie der
Grunderkrankung spielt, ist die optimale GvHD-Prophylaxe immer noch eines der
Hauptthemen wissenschaftlicher Bestrebungen.

Die seit Uber 20 Jahren angewandte Kombination eines Calcineurin-Inhibitors (CyA,
Tacrolimus) mit drei oder vier Gaben niedrig-dosiertem Methotrexat (MTX) erweist
sich in der Pravention der akuten GvHD bis heute als eine der wirksamsten
Optionen bei myeloablativer Konditionierung (Storb et al, 1986; Zikos et al., 1998).
Der Vergleich zwischen CyA und Tacrolimus in Kombination mit MTX erbrachte
zwar eine signifikant niedrigere Rate akuter GvHD im Tacrolimus-Arm, der Anteil
chronischer GvHD und das Gesamtiberleben waren jedoch vergleichbar (Nash et
al, 2000). Fur Patienten, die eine dosisreduzierte Konditionierung erhalten, zeigte
sich in einigen Studien die Kombination von CyA mit MMF als sinnvoll (Niederwieser
et al., 2003; Schmid et al., 2006). Daneben kommen aktuell auch Sirolimus und
Tacrolimus in Kombination erfolgreich als prophylaktische Immunsuppression zur
Anwendung. In seltenen Fallen erfolgt auch der Einsatz des monoklonalen Anti-
CD52-Antikdrpers Alemtuzumab (Kottaridis et al., 2000).

Da die T-Zellen fur die Auspragung der GvHD verantwortlich gemacht werden, war
einer der Versuche, eine GvHD zu verhindern, die T-Zell-Depletion des
Transplantats ex vivo. Durch eine erhéhte Rate an Abstossungen, Rezidiven und
Infektionen konnte jedoch weder das Gesamtiberleben (OS), das krankheitsfreie
Uberleben (DFS) noch die TRM im Vergleich zu einem nicht-depletierten
Transplantat verbessert wurden, so dass diese Methode mittlerweile in den
Hintergrund getreten ist (Marmont et al., 1991). Die T-Zell-Depletion in vivo durch
Antithymozytenglobulin (ATG)-Applikation vor Transplantation dagegen ist ein heute
gangiges und etabliertes Schema zur Prophylaxe der GvHD, da zum einen die
Immunantwort des Spenders gedampft wird und zum anderen die Spender T-Zellen
verringert werden (Finke et al., 2000; Holler et al., 1998; Zander et al., 1999).
Patienten, die im Rahmen der Konditionierung eine Total Lymphoid Irradiation (TLI)
und eine T-Zell-Depletion mittels ATG erhalten hatten, entwickelten keine oder nur
eine sehr geringe GvHD (Lowsky et al., 2005).
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Immunsuppressivum Wirkmechanismus

Cyclosporin A (CyA) Calcineurininhibitor: Blockade der T-Zell-Aktivierung

Tacrolimus Calcineurininhibitor: Blockade der T-Zell-Aktivierung

Mycophenolat Mofetil (MMF) Inhibierung der DNA-Synthese: Lymphozytenapoptose

Sirolimus Makrolidantibiotikum: Blockade der B- und T-Zell-Aktivierung

Methotrexat (MTX) Antimetabolit, Folsdureantagonist

Antithymozytenglobulin (ATG) Vom Kaninchen oder Pferd abstammender Antik6rper gegen
humane T-Zellen

Tabelle 5: Immunsuppressiva zur GvHD-Prophylaxe, modifiziert nach Apperley et al., 2008

1.1.4.4 Therapiemdglichkeiten der akuten GvHD

Therapie der Wahl beim erstmaligen Auftreten einer akuten GvHD ist die
intravendse Gabe von Glukokortikosterioden. Der Wirkmechanismus besteht zum
einen in einer Lyse der Lymphozyten wahrend der Interphase, zum anderen wirken
antiinflammatorische Mechanismen (Deeg, 2007). Die Start-Dosis betragt 2 mg
Prednisolon/kg Kérpergewicht (KG), wobei manche Zentren auch hdéhere Dosen
applizieren, namlich 3-4 mg/kg KG. Das Therapieansprechen wird bei einer héheren
Startdosis nach drei Tagen beurteilt. Patienten, die bis zu diesem Zeitpunkt keinen
adaquaten Ruckgang der GvHD Erscheinungen aufweisen, bendtigen zlgig eine
Zweitlinientherapie (Hsu et al., 2001; Van Lint et al., 2006). Bei Patienten, die ein
Ansprechen auf die Steroidtherapie zeigen, kann die Dosis langsam reduziert
werden, beispielsweise um 10% alle zwei bis drei Tage. Eine primare
Dosisintensivierung der Prednisolon-Therapie auf initial 10 mg/kg KG konnte kein
verlangertes Uberleben und keine reduzierte TRM gegeniiber der konventionellen
Dosierung mit 2 mg/kg KG bewirken (Van Lint et al., 1998). Ein komplettes
Ansprechen auf die Steroidtherapie zeigen im Schnitt 25-40% der Patienten,
abhangig von der anfanglichen Schwere der GvHD. Eine relevante klinische
Verbesserung der Symptome lasst sich bei ungefahr 40-50% der Patienten mit
GvHD II-IV° feststellen (Martin et al., 1990; Weisdorf et al., 1990). Hauptprobleme
der langerfristigen Steroidtherapie sind an erster Stelle die gesteigerte Rate
schwerer, lebensbedrohlicher Infektionen, daneben die osteonekrotische Wirkung,
Blutzuckerentgleisungen und Unruhezustande.
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Far Patienten, die als steroidrefraktar gelten, existieren zahlreiche Strategien, aber
nur wenige kontrollierte Studien Uber die Anwendung von Zweitlinientherapien. Bis
dato konnte sich kein  wissenschaftlich belegter Ansatz als die
erfolgversprechendste Therapie bei Steroidrefraktaritat etablieren. Durchschnittlich
liegen die Ansprechraten in der Zweitlinienlinientherapie zwischen 35 und 70% mit
einem 1-Jahres-Uberleben von nur 30%. Neben der GvHD spielen als
Todesursache vor allem infektibse Komplikationen die Hauptrolle (Bacigalupo,
2007; Deeg, 2007; Kim, 2007).

Zweitlinien-Therapie Beispiel

Immunsupressive Substanzen Tacrolimus, Sirolimus, MMF (falls nicht zur Prophylaxe)
Orale nicht-resorbierbare Steroide Budesonid (Entocort®) bei Darm -GvHD
T-Zell-Antikdrper Antithymozytenglobulin (ATG)

Monoklonale Antikérper Anti-IL-2-Rezeptor-AK: Daclizumab (Zenapax®)

Anti-TNFa-AK: Infliximab, Etanercept
Anti-CD3-AK: OKT3
Anti-CD52-AK: Alemtuzumab (Campath®)

Inhibitor der Adenosin-Deaminase Pentostatin
Zelltherapien Mesenchymale Stammzellen (MSC)
Extrakorporale Therapie Extrakorporale Photopherese (ECP)

Tabelle 6: Therapiemdglichkeiten der steroidrefraktaren akuten GvHD, modifiziert nach Apperley
et al., 2008

Die Kombination von Prednisolon 5 mg/kg KG mit ATG bei Patienten, die nicht auf
die initiale Steroidtherapie ansprachen, erbrachte keinen signifikanten Vorteil im
Uberleben oder in der TRM gegeniiber der Steroid-Monotherapie. Das 5-Jahres-
Uberleben war 34% in der ATG-Gruppe gegeniiber 36% in der Steroid-
Monotherapie-Gruppe (Van Lint et al, 2006).

Die Anwendung monoklonaler Antikérper, wie beispielsweise des IL-2-Rezeptor-AK
Daclizumab, zeigte zwar ein Ansprechen der GvHD, ein groBes Problem stellt hier
aber die erhdhte Infektionsrate dar (Antin et al., 2004). Antikérper, die gegen TNF-a
gerichtet sind, wie Infliximab, oder gegen den TNF-a-Rezeptor, wie Etanercept,
erwiesen sich ebenfalls in der Second-Line-Therapie erfolgreich mit Ansprechraten
bis zu 70% und vollstdndigem Ansprechen bei bis zu 60% der Patienten (Couriel et
al., 2004 b; Uberti et al., 2005). Negativ dagegen ist auch bei dieser
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Therapiestrategie die hohe Rate an Infektionen, insbesondere Pilzinfektionen (Marty
et al., 2003), weshalb der Einsatz kritisch zu sehen ist. Die Immunsuppressiva, die
auch in der Prophylaxe der GvHD erfolgreich und haufig Anwendung finden, kénnen
selbstverstandlich auch im Rahmen der Therapie eingesetzt werden. MMF
beispielsweise erreichte bei der Zweitlinientherapie Ansprechraten bis zu 40-50%
und ein 2-Jahres-Uberleben von 26%, wobei die Fallzahl eher gering und der Effekt
nicht sicher MMF alleine zuzuschreiben war (Deeg, 2007). Die Therapie der
steroidrefraktdaren GvHD mit Sirolimus resultierte in guten Ansprechraten, néamlich
57%, jedoch traten bei der Halfte der Patienten entweder Nebenwirkungen wie
Myelosuppression oder ein  hamolytisch-urdmisches Syndrom oder ein
Therapieversagen auf, was zum Absetzen des Medikaments flhrte. Von den
Patienten, die ein Therapieansprechen zeigten, tUberlebten 50% mehr als 400 Tage
nach Transplantation (Benito et al., 2001). Pentostatin, ein Inhibitor der Adenosin-
Deaminase, welcher zum Zelltod von T- und NK-Zellen flhrt, konnte zwar bei 64%
der Patienten eine komplette Remission der GvHD bewirken, das 1-Jahres-
Uberleben lag aber auch hier nur bei 26% (Foss et al., 2006; Margolis et al., 2000).
Ein seit einigen Jahren durchgefuhrter neuer Therapieansatz bei Patienten mit
schwerster GvHD (Grad llI-IV) ist die Applikation von MSCs, welche einen
immunmodulatorischen und Gewebe-regenerierenden Effekt haben. Bei 19 von 40
behandelten Patienten (47,5%) erzielte man ein komplettes Ansprechen der GvHD
und bei neun (22,5%) eine Besserung der Symptomatik (Le Blanc et al., 2006;
Ringden et al., 2006).

Ein relativ neues, zunehmend etabliertes Verfahren zur Therapie der GvHD stellt die
extrakorporale Photopherese dar, zu der an spaterer Stelle noch genauer berichtet

wird.

1.1.4.5 Prognose der akuten GvHD

Entscheidend flir die Prognose der akuten GvHD ist das Ansprechen auf die
Erstlinientherapie, welches unmittelbar mit dem Uberleben korreliert (Deeg, 2007).
Ungefahr 25 bis 40% der Patienten zeigen auf die Therapie mit Glukokortikoiden
einen kompletten Rickgang der akuten GvHD, abh&ngig von der Organverteilung
und dem Schweregrad der Immunreaktion (Deeg, 2007; Weisdorf et al., 1990). Der
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Teil der Patienten, der leider auf eine Steroidtherapie kein suffizientes Ansprechen
erreicht, hat eine deutlich erhéhte TRM gegenlUber den Steroid-Respondern,
teilweise Uber 60% (Bacigalupo, 2007; Van Lint et al., 2006). Diese resultiert nicht
alleine aus der Schwere der GvHD, sondern auch aus der deutlich erhdhten
Infektionsrate unter mehrfacher immunsuppressiver Therapie. Ein weiteres
Folgeproblem der akuten GvHD ist nicht zuletzt das erhéhte Risiko, eine
ausgepragte chronische GvHD zu entwickeln.

1.1.5 Chronische GvHD

Die chronische GvHD ist neben Infektionen eines der Langzeitprobleme nach
allogener KMT und PBSCT, da sie die Lebensqualitat der Betroffenen teilweise
stark einschrankt und gleichzeitig einen groBen Beitrag zur Non-Relapse-Mortalitat
leistet (Wingard et al., 1989). Ungefahr 20 bis 70% der Patienten, die Tag 100 nach
Transplantation Uberleben, entwickeln eine chronische GvHD (Zorn et al., 2005).
Das Risiko, eine chronische GvHD zu erleiden, wird durch folgende Faktoren
begunstigt (Atkinson et al., 1990; Eisner et al., 1995; Wagner et al., 1998):

Spenderabhéngige Risikofaktoren Empféngerabhéngige Risikofaktoren
e PBSC anstelle von KM als Stammzellquelle e Hohes Patientenalter
e Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) e Vorangehende akute GvHD
e Weiblicher Spender fiir mannlichen e Kortikosteroid-Therapie an Tag
Empfanger +100 nach PBSCT/KMT
e Fremdspender oder HLA-Mismatch-Spender

Tabelle 7: Risikofaktoren fir die Entwicklung einer chronischen GvHD modifiziert nach Apperley
et al., 2008
Die genaue Pathophysiologie der chronischen GvHD ist bis heute nicht komplett
verstanden worden. Die systemische Dysregulation des Immunsystems spielt eine
Hauptrolle, vermittelt Uber TH2-Zellen und resultierend in einem gleichzeitigen
Auftreten von Alloimmunitat, Autoimmunitat und Immundefizienz (Lee et al., 2003;
Ratanatharathorn et al., 2001).
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1.1.5.1 Klinische Manifestationen und Einteilung

Die klinische Symptomatik der chronischen GvHD (cGvHD) reicht von
Veranderungen eines isolierten Organs bis hin zu vielfaltigsten Beeintrachtigungen
mehrerer Organsysteme. Oft &hneln die Erscheinungsbilder denen bestimmter
Autoimmunerkrankungen wie dem Sjérgren-Syndrom oder der Sklerodermie. Haufig
sind mucositische Veranderungen, die von Erythemen Uber lichenoide
Erscheinungen und Ulcerationen bis hin zu Schleimhautatrophie und Xerostomie
reichen (Redding et al., 1998). Bei der chronischen Haut GvHD unterscheidet man
grundsatzlich zwei Stadien: die lichenoide und die sklerodermiforme GvHD. Erstere
tritt meist friher im Verlauf auf und manifestiert sich bevorzugt an Handflachen und
FuBsohlen sowie periorbital, an den Ohren, aber auch an der Glans penis oder an
der vaginalen Schleimhaut. Die sklerodermiforme GvHD bildet entzindliche
Lasionen und Ulzerationen vor allem an den Extremitaten, bei Progression entsteht
eine systemische Sklerose. Die inflammatorischen Reaktionen enden schlieBlich in
fibrotischem Gewebeumbau, was zu Kontrakturen und Mobilitatseinschrankungen
fuhrt (Aractingi et al., 1998; Basuk et al., 1987). Von einer schwerwiegenden Sicca-
Symptomatik kdnnen samtliche Schleimhdute betroffen sein, wobei gerade an den
Augen durch die Keratokonjunktivitis sicca eine Visuseinschrankung bis hin zum
kompletten Visusverlust entstehen kann. Die chronische Leber GvHD &uBert sich in
einer Cholestase, ein isolierter Befall der Leber ist eher selten, genauso das
Auftreten einer Zirrhose (Strasser et al., 1999). Einschrankungen in der
Lebensqualitdt bringt die chronische GvHD des Gastrointestinaltraktis durch
beispielsweise Osophagitis und Osophagusstrikturen, resultierend in Dysphagie,
sowie durch Pseudoobstruktionen und Dysmaotilitat mit sich (McDonald et al., 1981).
Manche Patienten wiederum leiden an ausgepragten Lungenveranderungen unter
dem Bild einer Bronchiolitis obliterans, welche schlieBlich in einer progredienten
Atemwegsobstruktion mit respiratorischem Versagen enden kann (Epler, 1988).
Diese Patientengruppe spricht oft schlecht auf jegliche Art von Therapie an.
Beteiligungen des zentralen Nervensystems sowie Myositiden, Myasthenia gravis
und andere Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises sind nicht sehr haufig,
treten aber durchaus im Rahmen der chronischen GvHD auf (Tse et al., 1999). Das
Hauptproblem der ausgedehnten und lange anhaltenden GvHD ist jedoch die
Immunschwache, die opportunistischen Infektionen durch Pilze, Viren oder
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Pneumocysten Raum bietet, insbesondere bei Patienten, die unter Langzeit-
Immunsuppression mit Kortikosteroiden stehen (Fraser et al., 2007).

Die chronische GvHD wurde friiher in eine begrenzte (limited) oder ausgedehnte
(extensive) Form eingeteilt. Eine neuere Klassifizierung bezieht die Anzahl
betroffener Organe und den Schweregrad, mit dem jedes Organ involviert ist, mit
ein. Score 0 bedeutet dementsprechend keine Symptome, Score 1 milde
Symptome, Score 2 maBig starke Symptome und Score 3 eine ausgepragte,
schwere Symptomatik am jeweiligen Organsystem. Die Gesamtauspragung wird

schlieBlich nach Anzahl der betroffenen Organe abgeschatzt.

Anzahl der Organe Milde cGvHD MéBig starke cGvHD Schwere cGvHD
1 Organ Score 1 Score 2 Score 3
2 Organe Score 1 Score 2 Score 3
= 3 Organe Score 1 Score 3
Lungenbefall Score 1 Score 2

Tabelle 8: Scoring der chronischen GvHD zur Einschatzung des Gesamt-Schweregrades
modifiziert nach Apperley et al., 2008; Filipovich et al., 2005
Eine weitere Einteilung der vielfaltigen Symptome und Manifestationen der
chronischen GvHD wurde durch die NIH Working Group vorgenommen, welche
,<diagnostische Zeichen®, ,charakteristische Zeichen“, ,andere Merkmale der
chronischen GvHD* und ,allgemeine Zeichen oder Symptome® unterscheidet
(Filipovich et al., 2005).

1.1.5.2 Prophylaxe, Therapie und Prognose der chronischen GvHD

Der Versuch, eine prophylaktische Therapie gegen das Auftreten einer chronischen
GvHD zu etablieren, erzeugte keine geringere Inzidenz der Erkrankung. Weder die
Kombination von Tacrolimus mit MMF, noch eine verlangerte Applikation von CyA
bis 24 Monate nach SCT fir Patienten mit akuter GvHD in der Vorgeschichte
konnten eine Verringerung der ausgedehnten chronischen GvHD und ein
verbessertes Uberleben gewahrleisten (Fraser et al., 2007; Kansu et al., 2001). Bis
heute existieren also keine gesicherten Ansatze, die eine Prophylaxe der

chronischen GvHD darstellen wiirden.
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Kommt es nun zu einer relevanten chronischen GvHD stehen mehrere
Therapiemdglichkeiten zur Verfigung. Zum einen findet die Kombination von
Steroiden in einer anfénglichen Dosierung von 1-2 mg/kg KG mit oralem CyA
Anwendung, welche aber durch die oft lange anhaltende Steroidtherapie Probleme
durch Infektionen und steroidspezifische Nebenwirkungen aufwirft. Die Erfolgsraten
liegen bei einem 4-Jahres-Uberleben von 50 bis 70% (Sullivan et al., 1988). Der
Versuch, die initiale Therapie der chronischen GvHD durch Addition von
beispielsweise Thalidomid, welches immunmodulatorisch wirksam ist, zu
verbessern, erbrachte weder glnstigere Ansprechraten als die alleinige Therapie
mit Prednisolon und CyA, noch Vorteile im Uberleben (Arora et al., 2001). Derzeit
laufen viele Bestrebungen, die initiale Therapie der chronischen GvHD zu
optimieren. Insgesamt ist die Evaluation des Ansprechens gerade bei Patienten mit
sklerodermiformen Hautveranderungen aufgrund des oft langsamen Rickgangs der
Manifestationen schwierig einzuschatzen (Vogelsang, 2001). Bei Versagen der
Erstlinientherapie kommen, wie auch bei der akuten GvHD, Substanzen wie MMF,
Tacrolimus, Sirolimus oder Pentostatin mehr oder weniger erfolgreich zum Einsatz
mit Response-Raten bis 80% und einem 3-Jahresliberleben von teilweise tber 50%
(Jacobsohn et al., 2007 a; Jurado et al., 2007; Tzakis et al., 1991; Vogelsang,
2001). Ein neuer Ansaiz bezieht die Rolle von B-Zellen in der Pathogenese der
chronischen GvHD mit ein. Der monoklonale Anti-B-Zell-AK Rituximab, der gegen
CD20 auf der Oberflache der B-Lymphozyten gerichtet ist, zeigte in einer Phase I/ll-
Studie bei 21 refraktdren Patienten nach durchschnittlich 38 Zyklen eine
Ansprechrate von 70% und eine Ansprechdauer von einem Jahr. Dieser Erfolg war
jedoch beschrankt auf Patienten mit kutaner und muskuloskelettaler Manifestation
der chronischen GvHD (Cutler et al., 2006). Ein relativer neuer, aber
erfolgsversprechender Therapieansatz ist zudem die extrakorporale Photopherese
(ECP), welche in letzter Zeit gerade bei der chronischen GvHD gute Resultate
erzielt hat (siehe Abschnitt 1.2.2.2).

Besonders wichtig in der Behandlung chronischer GvHD Patienten ist eine
adaquate Infektionsprophylaxe, da immer noch der GroBteil der Patienten, der nicht
Uberlebt, an Infektionen durch Pilze, Viren, Pneumocystis carinii oder Bakterien
(bevorzugt Hamophilus influenzae und Streptokokkus pneumoniae) verstirbt.
Daneben spielen supportive TherapiemaBnahmen eine groBe Rolle: Tranenersatz
fur Patienten mit Keratokonjunktivitis sicca, Ursodeoxycholsdure bei hepatischer
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GvHD, Osteoporoseprophylaxe und —therapie, krankengymnastische Therapie und
parenterale Erndhrung bei Wasting-Syndrom (Apperley et al., 2008; Vogelsang,
2001).

Die Prognose der chronischen GvHD wird natirlich in erster Linie vom Schweregrad
der Auspragung bestimmt und, davon abhangig, an zweiter Stelle durch die Dauer
und Notwendigkeit immunsuppressiver TherapiemaBnahmen. Die Evaluation
pradiktiver Faktoren erbrachte das Resultat, dass ein direkter Ubergang von einer
akuten GvHD in eine chronische GvHD sowie lichenoide Hautmanifestationen und
ein Serum-Bilirubin-Wert von mehr als 1,2 mg/dl zu Beginn der cGvHD sich
unabh&ngig voneinander als negative Faktoren fiir das Uberleben erweisen. Die 6-
Jahreslberlebensrate lag flur Patienten ohne einen dieser Faktoren bei 70%, bei
Vorhandensein eines Faktors bei 43% und bei zwei oder allen drei Faktoren bei nur
20%. Durchschnittlich lebten in dieser Analyse noch 42% der chronischen GvHD
Patienten nach 10 Jahren. Andere Studien wiederum konnten Thrombozytenwerte
von weniger als 100 000/ul bei Beginn der chronischen GvHD als negativen
prognostischen Faktor evaluieren (Vogelsang, 2001; Wingard et al., 1989).

1.2 Extrakorporale Photopherese (ECP)

Die ECP stellt ein seit 1970 etabliertes Verfahren dar, welches aus einer
extrakorporalen Photochemotherapie von Leukozyten besteht, mit UVA-Licht (UV:
ultraviolettes Licht) und Psoralen arbeitet und primar flr die Therapie von Psoriasis
eingesetzt wurde (Parrish et al., 1974). Im Folgenden werden zum einen die
Funktionsweise der ECP und deren Méglichkeiten im Rahmen der GvHD-Therapie
erbrtert und zum anderen die weiteren Anwendungsbereiche der ECP beschrieben.
Die praktische Durchfihrung wird unter 2.2 erlautert.

1.2.1 Funktionsweise der ECP

Die ECP nutzt bei ihrem Wirkmechanismus UVA-Licht (Wellenldnge 320-400 nm)
und die photoaktive Substanz 8-Methoxypsoralen (8-MOP).
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UVA-Licht besitzt im Vergleich zu UVB-Licht ein deutlich niedrigeres
Energiepotential, wird von der DNA geringer absorbiert und kann dadurch nur
wenige und geringe biologische Effekte auslésen. Um eine adaquate Wirkung zu
erzielen, bendtigt UVA-Licht eine photosensibilisierende Substanz, welche das UV-
Licht absorbieren und indirekte Effekte bewirken kann (Cridland et al., 1994). Im
Falle der ECP stellt 8-MOP diesen Sensitizer dar. 8-MOP ist ein Pflanzenextrakt
aus Psoralea-Pflanzen und wurde bereits 1947 als die aktive Substanz in der Ammi-
Majus-Pflanze beschrieben.

1.2.1.1 Photoaktivierung des Buffy Coat

Bei jeder ECP-Anwendung werden ungefahr 5-10% der mononukledren Zellen
eines Patienten mittels Zentrifugation von den restlichen Blutbestandteilen getrennt.
Erythrozyten und Plasma werden dem Patienten sogleich reinfundiert, wahrend die
Leukozyten mit dem Photosensitizer 8-MOP versetzt und anschlieBend dem UVA-

Licht ausgesetzt werden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des ECP-Verfahrens nach Marshall, 2006

Die Kombination von 8-MOP und UVA resultiert in einer Aktivierung von 8-MOP,
welches als relativ kleines Molekll schnell in die Zelle und deren Kern wandern
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kann. In Abwesenheit von UVA-Licht ist 8-MOP biologisch inaktiv, durch die
Aktivierung mit UVA-Licht ist es nun aber in der Lage, kovalente Bindungen mit den
Pyrimidinbasen der DNA zu formen und die beiden DNA-Strdnge zu vernetzen.
Zusatzlich kann 8-MOP im aktivierten Zustand Proteine und Lipide an sich binden
(Heshmati, 2003). Nach Abschalten des UVA-Lichts springt 8-MOP innerhalb eines
Sekundenbruchteils wieder in seine inaktive Form zurlck. Im Anschluss an die
Photoaktivierung werden die behandelten Zellen dem Patienten wieder intravends
zurtckgegeben.

Abbildung 4: Vernetzung der beiden DNA-Strange unter 8-MOP/UVA-EinfluB,
nach Therakos Photopheresis

1.2.1.2 Apoptose

Der exakte Wirkmechanismus der ECP-Behandlung ist bis dato nicht komplett
aufgeschlisselt und verstanden worden und bleibt daher Gegenstand zahlreicher
wissenschaftlicher Untersuchungen. Die photoaktivierten mononuklearen Zellen,
welche auch die fir die GvHD verantwortlichen T-Zellen enthalten, verlieren in vitro
ihre Proliferationsfahigkeit und gehen nach wenigen Stunden in Apoptose (Truitt et
al., 1999). Der Effekt der ECP lasst sich jedoch nicht alleine durch die geringe Zahl
an apoptotischen reinfundierten T-Zellen erklaren. Denn zum einen wird die
Mehrzahl der pathogenen T-Zellen, die in den durch die GvHD betroffenen Organen
sitzen, durch die ECP-Prozedur nicht direkt erfasst. Zum anderen befinden sich die
reinfundierten Zellen zum Zeitpunkt der Reinfusion noch nicht in Apoptose. Es
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missen also indirekte Mechanismen bei der Wirkungsweise der ECP eine groBe
Rolle spielen.

1.2.1.3 Immunmodulatorische Effekte und pathophysiologischer Hintergrund

In verschiedenen Tiermodellen konnten bisher einige Pathomechanismen der ECP
eruiert werden, welche sowohl in einer Anti-Tumor-Aktivitat als auch in einer
Reduktion  der  Alloreaktivitdt der  Donor-T-Lymphozyten und  einer
Toleranzentstehung resultieren.

So lieB sich im Mausmodell zeigen, dass die ECP selektiv eine bestimmte
Immunreaktion gegen einen  Stimulus  unterdrickt, wahrend andere
Immunreaktionen zu einem spateren Zeitpunkt, beispielsweise gegen infektidse
Trigger, unberiihrt bleiben. Ubertragen auf die GvHD bedeutet dies, dass die ECP
lediglich die aktiven und flir die GvHD-Reaktion verantwortlichen T-Lymphozten
beeinflusst (Maeda A et al., 2005; Suchin et al., 1999). Im Gegensatz zu den
konventionellen Immunsuppressiva gibt es keine Hinweise darauf, dass die
Anwendung der ECP die Rate an Rezidiven, Infektionen oder Sekundarmalignomen
erhoht (Bisaccia et al., 2003; Dall’Amico et al., 2002).

1.2.1.3.1 Vakzinierung

Bezliglich des Anti-Tumor-Effektes der ECP, welcher in der Behandlung von
malignen Erkrankungen beobachtet werden kann (siehe 1.2.3), spielt die
Vakzinierungs-Hypothese eine entscheidende Rolle.

Nach Berger et al. wird durch die Zellseparation bei der ECP ein Stimulus fir
Monozyten gesetzt, sich in aktivierte dendritische Zellen zu differenzieren. Diese
dendritischen Zellen prasentieren die Tumor-Antigene und fahren zu einer
Immunantwort mit Produktion und Proliferation von zytotoxischen T-Zellen und NK-
Zellen als Effektorzellen (Berger et al., 2001).

24



1.2.1.3.2 Toleranzinduktion

Die ECP soll ihren Haupt-Wirkmechanismus der selektiven Immunmodulation bei
der Therapie der GvHD durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen (Treg)
erlangen (siehe 1.1.2.3). Im Mausmodell konnten Maeda et al. nachweisen, dass
die durch ECP induzierten regulatorischen T-Zellen {berschieBende
Kontaktreaktionen verhindern kdénnen und, dass diese Fahigkeit ohne die Treg
verloren geht (Maeda A et al., 2005). Ubertragen auf den Patienten wurde in einer
prospektiven Analyse an 27 ECP-Patienten, von denen 9 eine akute und 18 eine
chronische refraktdre GvHD aufwiesen, die Korrelation eines klinischen
Ansprechens auf die ECP zur Menge der nachgewiesenen Treg untersucht. Die
mediane Nachbeobachtungszeit in dieser Studie betrug 24 Monate und die mediane
Zahl an ECP-Applikationen 20. Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der
CD4+CD25+ Treg beim 6. Zyklus ECP (12. Anwendung) bei den Patienten, die auf
die ECP angesprochen haben (Treg 20,1% versus 1,8% bei Patienten ohne
Ansprechen). Interessanterweise brachte diese Analyse ebenso folgende Tatsache
zum Vorschein: der GroBteil der ansprechenden Patienten waren Patienten mit
chronischer GvHD und somit konnte der deutliche Anstieg der Treg auch priméar bei
diesen Patienten verzeichnet werden. Die Autoren vermuten daher, dass die Treg
vor allem bei der Kontrolle der chronischen GvHD eine Rolle spielen und, dass die
Immunmodulation durch ECP an unterschiedlichen Punkten in der Pathogenese der
GvHD ansetzt (Di Biaso et al., 2009).

1.2.1.3.3 Effekte auf dendritische Zellen

Die dendritischen Zellen tragen als APCs eine Schliisselrolle bei der Kontrolle von
Immunantworten. Man nimmt an, dass die ECP die dendritischen Zellen zur
Produktion von Treg anregt. Ein potentieller Mechanismus hierbei ist, dass durch das
Vorhandensein apoptotischer Zellen nach der ECP es zu einer Ausschittung von
immunsuppressiven Zytokinen (1I-10, TGF-B) kommt, welche die Produktion
tolerogener dendritischer Zellen férdert (Savill et al., 2002). Peritt hat diesen
Pathomechanismus der ECP im Jahr 2006 naher beschrieben: die durch die ECP in
Apoptose gebrachten Zellen werden mittels Phagozyten, also APCs, aufgenommen.
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In den APCs werden durch die Aufnahme apoptotischer Zellen verschiedene

funktionelle Veranderungen erzeugt (Peritt, 2006):

e Verminderte Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-13
e Erhdhte Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie TGF-8 und IL-10

e Verminderte Fahigkeit, T-Zell-Antworten zu stimulieren

e Deletion von CD8-positiven-T-Effektorzellen

e Induktion von Treg

Abbildung 5 verdeutlicht nochmals den Unterschied zwischen Immunsuppression

und Immunmodulation:
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Abbildung 5: Potentieller Mechanismus der GvHD-Toleranz durch ECP, nach Peritt, 2006

Die apoptotischen Zellen bewirken eine Férderung der Selbsttoleranz, vermittelt
Uber APCs, ohne Verlust anderer Abwehrmechanismen, wahrend die
konventionellen Immunsuppressiva, die zur GvHD-Therapie eingesetzt werden, die
Abwehrreaktion gegenlber infektibsen oder anderen Gefahren durch ihren

Wirkmechanismus vermindern.

26



1.2.2 ECP in der Behandlung der GvHD

Die ECP wurde zuerst als Therapie der chronischen GvHD eingesetzt, seit ungefahr
zehn Jahren gibt es auch wenige Berichte lber die Anwendung im Rahmen der
akuten steroidrefraktaren GvHD. Die ECP-Therapie ermdglicht es bisweilen, die
Dosis an Kortikosteroiden zu reduzieren, was mit Hilfe anderer Zweit- oder
Drittlinien-Therapien bei refraktarer GvHD oft nicht bewerkstelligt werden kann
(Dall’Amico et al., 2002). Inwieweit die ECP als Prophylaxe der GvHD eingesetzt
werden kann und soll, ist bisher nicht genau evaluiert. Aus dem Jahr 2004 existiert
ein Bericht Gber Anwendung der ECP im Rahmen einer dosisreduzierten
Konditionierung zusammen mit Pentostatin bei 55 Patienten. Die Raten an akuter
und chronischer GvHD waren in dieser Phase Il-Studie relativ niedrig mit 9% akuter
GvHD und 12% ausgepragter chronischer GvHD. Des Weiteren zeigten sich kein
Einfluss der ECP auf das Engraftment und ein gutes 2-Jahres-Gesamtiberleben
von 58% (Miller et al., 2004). Andere Berichte wiederum widerlegen einen Vorteil in
der GvHD-Pravention bei Einschluss der ECP in die Konditionierung. Eine
multizentrische Phase |I-Studie mit 65 Patienten konnte im Vergleich zu anderen
myeloablativen Konditionierungsschemata keine niedrigeren GvHD-Raten (44%
akut, 26% ausgepragt chronisch) erreichen (Devergie A, 2004).

1.2.2.1 Einsatzmdglichkeiten bei der akuten GvHD

Die ECP kommt bei der akuten GvHD bei Vorliegen einer Steroidrefraktaritat als
Zweitlinientherapie normalerweise mit initial zwei Anwendungen pro Woche zum
Einsatz. Bei Ansprechen kann die Haufigkeit der Therapie auf zwei-wdchentliche
Abstande reduziert werden. Eine zeithahe Anwendung scheint Vorteile im
Ansprechen mit sich zu bringen. Die Effizienz der ECP-Therapie bei der
steroidresistenten akuten GvHD ist bisher bereits in einigen Vorarbeiten
beschrieben worden, von denen die meisten jedoch auf sehr kleine Patientenzahlen
Bezug nehmen. Eine Ausnahme bilden 2 Studien, welche von Greinix et al.
verdffentlicht wurden: eine Pilotphase mit 21 Patienten und darauf aufbauend eine
Phase-II-Studie mit insgesamt 59 Patienten (Pilotstudie: 21 Patienten, Phase-II-
Studie: 38 Patienten). Diese Phase-lI-Studie ergab zum einen sehr gute bis gute
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Ansprechraten der steroidrefraktdren Patienten unter ECP-Therapie mit einem
kompletten Ansprechen von 82% der Hautmanifestationen und jeweils von 61% der
Darm- und Leber-GvHD. Zum anderen zeigte sich, dass ein spaterer Beginn der
Erstlinien-GvHD-Therapie mit Kortikosteroiden die Chance auf eine komplette
Remission der GvHD unter ECP-Therapie signifikant verbessert. Alle Patienten
hatten zu Beginn der ECP 2 Sitzungen pro Woche an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen erhalten und bei Ansprechen weiterhin 2 Zyklen alle zwei bis vier Wochen bis
zum maximalen Ansprechen. Beziiglich des Uberlebens konnten Patienten, welche
komplett auf die ECP-Therapie angesprochen haben, ein Gesamtliberleben von
59% nach vier Jahren erreichen, verglichen mit 11% bei den Patienten ohne
komplettes Ansprechen. Folgende Faktoren beeinflussten in dieser Studie negativ
das Gesamtiberleben: ein hoher Ausprédgungsgrad der GvHD und eine
Manifestation an mehreren Organen bei Beginn der ECP, eine héhere Steroiddosis
vor ECP und das Nichterlangen einer kompletten Remission unter ECP innerhalb
der ersten drei Therapiemonate (Greinix et al., 2006).

Perfetti et al. berichteten 2008 Uber insgesamt 23 Patienten mit steroidrefraktarer
akuter GvHD, welche im Median 10 Zyklen ECP erhalten hatten. In dieser
retrospektiven Analyse konnten 52% der Patienten eine komplette Remission der
GvHD erreichen. Das Gesamtlberleben lag bei 48% nach einem medianen Follow-
up-Zeitraum von 37 Monaten. Unter ECP-Therapie konnte die durchschnittliche
Steroiddosis bei der Patientengruppe signifikant von 2,4 mg/kg auf 0,2 mg/kg
reduziert werden. Die Raten an kompletten Remissionen differierten bei den
unterschiedlichen GvHD-Auspragungen zwischen 70% bei GvHD Grad Il, 42% bei
GvHD Grad Il und 0% ftir Patienten mit GvHD Grad IV (Perfetti et al., 2008).

Reference Patients Complete Complete Complete Overall

] or partial or partial or partial survival
response (skin)  response (liver) response (gut)

Messina et al. (20032 24 27133 9714 15/18 18/33

Greini (2005)2 65 93% 5% 74% 33/65

Smith ef af. (1998)3 5] — 0/ — 0/

Miller ef &/, (10983 4 373 244 33 274

Sniecinski et &, (19952 11 142 111 /5 711

Salvaneschiet al. (200175 © &9 1/5 /5 &/

Percentage of patients — 83 a5 75 —

who responded to ECP (50-100) (0-65) (60-100)

(CR/PRin %)

Abbildung 6: Publizierte Studien zur ECP-Therapie bei akuter GvHD nach Marshall, 2006
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Abbildung 6 enthalt einen Uberblick lber die bisher vorliegenden Daten zur
Therapie der akuten GvHD mit ECP (Marshall, 2006). In dieser Auflistung fehlen
jedoch die beiden zuvor zitierten und erlauterten Arbeiten von Greinix et al. aus dem
Jahr 2006 und Perfetti et al. aus dem Jahr 2008. Wie aus der Ubersicht zu
erkennen, ist die ECP besonders bei den Hautmanifestationen eine
erfolgsversprechende Therapie, obwohl in manchen Berichten auch gute
Ansprechraten von Leber und Darm beschrieben werden. Bis heute gibt es keine
Daten zu einem Einsatz der ECP in Kombination mit Kortikosteroiden als

Erstlinientherapie.

1.2.2.2 ECP als Therapie der chronischen GvHD

Zur Therapie der chronischen GvHD mit ECP existieren deutlich mehr Vorberichte
als bei der akuten GvHD. Die ersten Fallreporte und Auswertungen kleiner
Patientengruppen stammen aus den Jahren 1994-1996 (Owsianowski et al., 1994;
Rossetti et al., 1996). Bei Patienten, die langfristig einer Steroidtherapie in
Kombination mit anderen Immunsuppressiva wie beispielsweise MMF aufgrund
ihrer schweren chronischen GvHD bedurfen, stellt die ECP eine vielversprechende
therapeutische Option dar. Ziel der Therapie ist es letztendlich, langfristig Steroide
einzusparen und damit auch die Nebenwirkungen der Steroidtherapie =zu
minimieren. AuBer Rituximab, welches nach Cutler et al. einen steroideinsparenden
Effekt in der Therapie der chronischen GvHD haben soll, existieren keine
Immunsuppressiva, die diesen Effekt bisher bewirken konnten (Cutler et al., 2006;
Lee SJ et al., 2003). Die Haufigkeit der ECP-Sitzungen variiert je nach Patientenfall
und Schwere der GvHD individuell, es gibt bis dato keinen vorgeschriebenen
Standard. Im Allgemeinen werden anfanglich zwei Sitzungen pro Woche in zwei-
wdchentlichem Abstand durchgefihrt und bei klinischem Ansprechen die Frequenz
reduziert.

Im Jahr 2008 zeigte eine prospektiv-randomisierte multizentrische Studie bei
insgesamt 95 Patienten mit steroidrefraktarer, vor allem kutaner chronischer GvHD,
von denen 48 Patienten ECP zuséatzlich zur Standardtherapie erhielten, dass die
ECP einen steroideinsparenden Effekt in dieser Situation aufweist. Zusatzlich
konnte bei den ECP-Patienten eine Verbesserung des Total Skin Score (TTS),
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welcher die Hautverdnderungen in zehn Regionen erfasst, um 14,5% im Vergleich
zu 8,5% bei Patienten ohne ECP-Therapie nach 12 Wochen verzeichnet werden.
8,3% der Patienten im ECP-Arm erreichten eine mindestens 50%ige Reduktion der
Steroiddosis bei gleichzeitiger Abnahme des TTS um mindestens 25%. In der
Kontrollgruppe erfullten diese Kriterien 0% der Patienten (Flowers et al., 2008).

Eine retrospektive Analyse aus dem Jahr 2006 von 71 Patienten mit schwerster
chronischer GvHD, welche alle mit ECP behandelt wurden, erbrachte mit
Ansprechraten von 61% gute Resultate. Ein besonders gutes Ansprechen lie3 sich
bei Manifestationen an Haut (Ansprechrate 59%, bei Sklerodermie 42%) und
Schleimhauten (Ansprechrate 77%) sowie Augen (Ansprechrate 67%), Lunge
(Ansprechrate 54%) und Leber (Ansprechrate 71%) feststellen. In dieser Analyse
konnte eine persistierende Thrombozytopenie als signifikanter Faktor, der mit einem
schlechten Ansprechen verknlpft ist, evaluiert werden. Daneben zeigte sich ein
Gesamtlberleben von 53% nach einem Jahr. Bei insgesamt 22% konnten die
Steroide ein Jahr nach Beginn der ECP-Therapie komplett abgesetzt werden
(Couriel et al., 2006).

1.2.3 Andere Anwendungsgebiete und Therapieresultate

Die kombinierte Anwendung von Methoxypsoralen und UVA-Licht fand bereits in
den 1970er Jahren im Rahmen der sogenannten PUVA-Therapie bei Psoriasis statt
(Parrish et al., 1974). Hier kommt es jedoch, im Gegensatz zur ECP, zu einer oralen
Methoxypsoralengabe und einer rein lokalen Therapie an der Haut. Die Indikation
zur PUVA-Therapie hat sich mittlerweile auf einige andere Hauterkrankungen wie
beispielsweise kutane T-Zell-Lymphome (CTCL) ausgeweitet (Morison, 2004). Aus
der Beobachtung, dass die PUVA-Therapie bei systemischem Progress der
Lymphome wirkungslos war, stammt die Weiterentwicklung zur ECP-Therapie mit
direkter Wirkung auf die im Blut zirkulierenden Tumorzellen. So konnten in ersten
Patientenberichten Uber die ECP bei CTCL eine komplette Remission mancher
Patienten und ein verbessertes Uberleben bei ECP-Patienten im Vergleich zu einer
retrospektiven Kontrolle verzeichnet werden (Edelson et al., 1987). Im Jahr 1988
erfolgte schlieBlich in den USA die FDA-Zulassung der ECP als selektive
Immuntherapie bei fortgeschrittenem CTCL. Momentan wird neben den CTCL auch
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das Sezary-Syndrom (leukédmische Ausschwemmung der Mycosis fungoides) mit
ECP behandelt (Lundin et al., 2004). Wie unter 1.2.1.3 naher erlautert, bewirkt die
ECP, obwohl nur ein geringer Anteil der Zellen Gberhaupt der ECP direkt ausgesetzt
ist, bei diesen Entitadten die Entwicklung einer systemischen Immunantwort gegen
den Tumor sowie eine Reduktion der Tumorzellen. Neuere Studien kombinieren die
ECP-Therapie bei kutanen T-Zell-Lymphomen mit immunstimulierenden
Substanzen wie beispielsweise INF-a, um die zytotoxische T-Zell-Funktion zu
fordern. In einer retrospektiven Analyse aus dem Jahr 2002 an 47 Patienten mit
fortgeschrittenem CTCL erhielten zwei Drittel der Patienten zusatzlich zur ECP
mehrere immunstimulierende Medikamente. Die Kombinationstherapie konnte das
Ansprechen der Hautmanifestationen von 75% in der ECP-Monogruppe auf 84% bei
der Kombinationstherapie anheben und das mediane Uberleben von 65 auf 74
Monate verlangern (Suchin et al., 2002). Bei frihen Stadien des CTCL wird
momentan der Einsatz der ECP in klinischen Studien erprobt.

Weitere Anwendungsgebiete der ECP stellen die atopische Dermatitis, die
Sklerodermie sowie zunehmend auch die OrgantransplantatabstoBung bei soliden

Organtransplantationen, hier vor allem der Lunge, dar.

1.3  Zielsetzung und Bedeutung der Arbeit

Die Graft-versus-Host Disease stellt eine der haufigsten Komplikationen nach
allogener SCT dar und ist fur eine hohe Morbiditdt und Mortalitat der Patienten
verantwortlich. Gerade Patienten, die auf die Therapie mit Steroiden nicht oder nicht
ausreichend ansprechen, haben daher ein hohes Risiko, an den Folgen der GvHD
oder an den Nebenwirkungen der GvHD-Therapie, insbesondere Infektionen, zu
versterben. Wenngleich die Hochdosis-Steroidgabe Mittel der Wahl in der
Behandlung der akuten GvHD ist, so gibt es keinen vielversprechenden Standard
fir eine Zweitlinien- oder Drittlinientherapie bei Steroidversagern. Hinzu kommt,
dass die meisten Substanzen, wie beispielsweise OKT3, Daclizumab oder andere
Antikérper, hohe Nebenwirkungsraten haben und durch ihre starke
immunsuppressive  Wirkung schweren Infektionen den Weg bahnen. Die
extrakorporale Photopherese dagegen baut ihren Wirkmechanismus nach
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bisherigem Verstédndnis auf eine Immunmodulation mit Erzeugung einer Toleranz
auf und ist eine sehr nebenwirkungsarme Prozedur.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirksamkeit der extrakorporalen Photopherese, welche
bereits erfolgreichen Einsatz in der Therapie etlicher Hauterkrankungen und in der
Behandlung der chronischen GvHD gefunden hat, bei der akuten GvHD-Therapie
zu evaluieren. Aufgrund des sehr geringen Nebenwirkungsspektrums und der
immunmodulatorischen Effekte der ECP bietet sich die Anwendung bei den akuten
GvHD-Patienten an, die eine steroidrefraktare GvHD aufweisen. Entscheidender
MaBstab zur Beurteilung der Effektivitat ist zum einen die Einsparung an Steroiden,
die durch die ECP erreicht werden kann. Zum anderen stehen natdrlich der
Uberlebensvorteil, das Ansprechen der einzelnen Organmanifestationen und die
spatere Entwicklung einer chronischen GvHD im Mittelpunkt der Uberlegungen.
Anhand der erhobenen Patientendaten soll auBerdem versucht werden, die Gruppe
der ECP-Patienten zu charakterisieren, die optimal auf die Behandlung anspricht
und besonderen Benefit aus der Therapie ziehen kann.
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2 Patienten und Methoden

Im Folgenden wird zuerst das Kollektiv der Patienten charakterisiert und
anschlieBend die Methode der extrakorporalen Photopherese  sowie deren
praktische Anwendung beschrieben.

2.1 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 30 Patienten mit akuter GvHD nach allogener hdmatopoetischer
Zelltransplantation in die retrospektive Auswertung eingeschlossen. Alle Patienten
unterzogen sich zum ersten Mal der allogenen SCT, wobei manche von ihnen
bereits im Rahmen von Vortherapien eine autologe KMT oder SCT erhalten hatten.
Die Patienten, welche mit ECP behandelt wurden, waren allesamt auf die GvHD-
Therapie mit Steroiden refraktar. Refraktaritat ist definiert als eine ausbleibende
deutliche Besserung der GvHD-Manifestationen nach 3 Tagen Steroidtherapie oder
eine Zunahme der GvHD.

30 Patienten mit akuter GvHD, refraktar auf Steroidtherapie

e Alter
Median 50 Jahre
range [21-72 Jahre]
e  Geschlecht
ménnlich 23
weiblich 7
e  Grunderkrankung
ALL 1
AML 19
MDS 1
OMF 1
CLL 2
Multiples Myelom 3
B-NHL 3
e  Stadium der Grunderkrankung zum Transplantationszeitpunkt
komplette Remission 4
partielle Remission 3
refraktér/im Rezidiv 22
ohne Vortherapie 1

e  Spendertyp
HLA-identisch verwandt
HLA-identisch unverwandt 10
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HLA-different verwandt
HLA-different unverwandt

Stammzellquelle

periphere Blutstammzellen
Knochenmark
Nabelschnurblut

KM und CD6-depletierte PBSC

Geschlechtsdifferenz Spender - Empfanger

méannlich in ménnlich
mannlich in weiblich

weiblich in weiblich

weiblich in ménnlich

double cord blood
(weiblich/méannlich) in weiblich

Prophylaktische Immunsuppression

CyA, MMF
CyA, MTX
Sirolimus

Tacrolimus, Sirolimus

Konditionierungstherapie

4 Gy TBI/ ATG / Endoxan
Busulfan / ATG / Endoxan

12 Gy TBI/ ATG / Endoxan (Eto)
Mel / Flu / ATG / Endoxan

Zev / Flu/ ATG / Endoxan

FBM / ATG

Rituximab / Flu / Endoxan

24

—_

-
w

- = N W w N
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Nr. Alter Diagnose %ﬂ Stadium Spender  HLA % ssc  Konditionierung IS
1 53 AML f refraktar sib df m mp 4Gy-ATG-CY CSA-MTX
2 48 MMY m PR unr id m pb Mel-Flu-ATG-CY ~ CSA-MMF
3 50 MMY f PR unr df m pb Mel-Flu-ATG-CY  CSA-MMF
4 41 AML m refraktér unr id m pb 4Gy-ATG-Cy CSA-MMF
5 57 CLL m refraktér unr id f pb 12Gy-ATG-Cy CSA-MMF
6 37 AML m CR unr df m pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
7 69 AML m Rezidiv unr id m pb BUS-ATG-CY CSA-MMF
8 35 AML m Rezidiv sib id f pb 4Gy-ATG-Cy CSA-MMF
9 50 AML f refraktér sib id m pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
10 65 B-NHL f Rezidiv unr df m/f cb Zev-Flu-ATG-Cy Tac-Rapa
11 26 AML m CR sib df f mp 4Gy-ATG-CY CSA-MTX
12 61 AML m Rezidiv unr df m pb BUS-ATG-Cy CSA-MMF
13 57 AML f Rezidiv unr id m pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
14 72 AML m Rezidiv sib id m pb FBM-ATG CSA-MMF
15 21 ALL m Rezidiv unr df f ma 12Gy-ATG-Etoposid CSA-MTX
16 68 AML m CR unr id m pb BUS-ATG-CY CSA-MMF
17 55 MDS m unbehandelt sib id f pb BUS-ATG-CY CSA-MMF
18 65 AML m Rezidiv unr id m pb BUS-ATG-CY CSA-MMF
19 57 MMY m Rezidiv unr df f pb Mel-Flu-ATG-CY ~ CSA-MMF
20 42 AML m Rezidiv sib id m pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
21 30 B-NHL f PR unr df m pb Zev-Flu-ATG-Cy  Rapa-MMF
22 40 AML m refraktér unr id m pb 4 Gy-ATG-Cy CSA-MMF
23 41 AML m refraktar sib id f pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
24 48 OMF m refraktér unr id f pb BUS-Cy-ATG CSA-MTX
25 35 AML m refraktér unr df m pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
26 22 AML m Rezidiv unr df f pb 4Gy-ATG-Cy CSA-MMF
27 66 AML f Rezidiv unr df f pb BUS-ATG-CY CSA-MMF
28 51 AML m refraktar sib id m pb 4Gy-ATG-CY CSA-MMF
29 38 CLL m refraktar unr id m pb 12Gy-ATG-CY CSA-MMF
30 52 B-NHL m CR sib id f pb Ritux-Flu-CY CSA-MMF
Tabelle 9: Gesamtibersicht aller 30 Patienten (CR komplette Remission, PR partielle Remission >
bezogen auf die Grunderkrankung des Patienten; unr unverwandt, sib verwandt, df
different, id identisch; m ménnlich, w weiblich; SSC Stamzellquelle, pb periphere
Blutstammzellen, ma Knochenmark, mp Knochenmark und periphere Blutstammzellen
an Tag +6, cb Cord blood; Gy Gray, CY Cyclophosphamid=Endoxan; IS prophylaktische
Immunsuppression, CSA Cyclosporin A)
2.2 Therakos® Photopherese-System

Die Photopherese wurde ausschlieBlich an den UVAR® XTS™ Geraten der Firma
Therakos (Johnson & Johnson Company, Coronation Road, Ascot, Berkshire, SL5

9EY, UK)

durchgeflnhrt.

Dieses Geréat

wurde

im Jahr

1998 aus dem

Vorgangermodell UVAR® entwickelt. Aktuell befindet sich bereits seit kurzer Zeit ein

Nachfolgemodell (CFS™) in Anwendung, welches aber in unserem Zentrum noch

nicht zum Einsatz kommt.
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Photoaktivierungsmodul

Zentrifuge

Fluid Logic Modul

Abbildung 7: Therakos UVAR® XTS™ Photopherese-System

2.2.1 Gerateaufbau

Die drei wesentlichen Komponenten des Photopheresesystems sind die Zentrifuge,
das Fluid Logic Modul (FLM) und die Photoaktivierungskammer. In der Zentrifuge
werden bei jeder ECP-Behandlung 5-10% der Leukozyten eines Patienten von den
restlichen Blutbestandteilen separiert. Im sogenannten Fluid-Logic-Modul laufen alle
entscheidenden Infusionssysteme vom Patienten und aus dem
Photopheresesystem zusammen. Abbildung 8 zeigt systematisch den Aufbau des
Fluid Logic Moduls:
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Zufluss Antikoagulans
Ruckfluss Antikoagulans

Patientenleitung

Kochsalzlésung
} Plasmartickfluss

Zentrifuge Zufluss

Zentrifuge Ruckfluss

‘l‘_“'_'_-_.-
J } Behandlungsleitung

q —

Abbildung 8: Therakos UVAR® XTS™ Photopherese-System, Fluid Logic Modul

In der Photoaktivierungskammer findet die eigentliche Therapie mit der

Photoaktivierung des Buffy Coat statt.

5
~

Abbildung 9: Therakos UVAR® XTS™ Photopherese-System, Photoaktivierungskammer
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Neben diesen drei Hauptbestandteilen enthdlt jedes Behandlungsset einen
elektronischen Datentrager, der Fehlermeldungen bei jeder Behandlung abspeichert

und bei Bedarf ausgelesen werden kann.
2.2.2 Funktionsweise
Zur besseren Verstandlichkeit der praktischen Vorgehensweise der ECP zeigt

Abbildung 10 eine schematische Ubersicht (iber das komplette System und die

Verbindung zum Patienten:

N

Flasma | Retum Recirculation

Antcoagulant | Saline Bag Bag Bag
—— e’ e a =
o Liata sy
——
Operator
Interiace
=
“=~a
Hamatoot
Cunetls
— Photoactivation
UVAR XTS Fluid Module
Logic Modida —_— ——
-~ j
Opbca
4 Sensor
Systam
Caatihon . Microprncessor
Gowl o
—rr— ‘_5. .
=
Fluid Logic Centrifuge Photoactivation
Controlier Well Chamber
T

Abbildung 10: Therakos UVAR® XTSTM, schematischer Uberblick

Das vom Patienten mit einer optimalen Flussgeschwindigkeit von 30 ml/min
abgezogene Vollblut flieBt initial in das FLM und wird dort mit Kochsalzlésung und

einer geringen Menge Antikoagulans (Heparin 20 IE/ml Kochsalzlésung NaCl 0,9%)
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versetzt. AnschlieBend wird es aus dem FLM in die Zentrifuge zur Separation von
Leukozyten und restlichen Blutbestandteilen weitergeleitet. Erythrozyten und
Blutplasma werden dem Patienten reinfundiert. Innerhalb der Zentrifuge ergibt sich
im Rahmen des Prozesses folgendes Bild:

IN

—..!I.[._ ouT

Buffy Coat Layer

\\. :;3. w

Plasma Layer

Red Cell
Layer

Abbildung 11: Therakos UVAR® XTS™ Photopherese-System, Haemonetics® Zentrifuge

Die roten Blutkdrperchen setzen sich aufgrund ihres héheren Gewichts am Boden
und im AuBenbereich der Zentrifugenglocke ab, wahrend das Blutplasma im oberen
und inneren Bereich verweilt. Zwischen diesen beiden Schichten befindet sich der
gewlnschte Buffy Coat, welcher Granulozyten, Lymphozyten und auch die
Thrombozyten enthalt. Das Plasma und ein Teil der Thrombozyten verlasst Uber
den Ablauf die Zentrifuge. Ein optischer Sensor erkennt die Grenze zwischen
Erythrozyten und Buffy Coat, welcher elutriert wird und zurlick in das FLM und von
dort in die Bestrahlungskammer gelangt. Die Erythrozyten werden zusammen mit
dem Blutplasma zurtick zum Patienten gegeben.
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Lymphocytes

Thrombocytes

/ Platelets

Granulocytes

- Fasma
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»w Stem Cells

Ernythrocytes
Rod Blood Solle

Abbildung 12: Therakos UVAR® XTS™ Photopherese-System, schematische Darstellung
der Zellseparation

Diese Prozedur wird je nach GrdBe der Zentrifugenglocke zwischen zweimal und
sechsmal wiederholt, bevor ausreichend Buffy Coat gesammelt wurde. Durch
Aufteilung der Buffy Coat-Gewinnung in maximal 6 Zyklen mit zwischenzeitlicher
Rickgabe der anderen Blutbestandteile wird ein zu groBes extrakorporales
Volumen vermieden. Nach Erlangen des Buffy Coat befindet sich dieser im
Behandlungsbeutel, wo er mit 8-MOP versehen wird. Die applizierte Menge richtet
sich nach dem Volumen des Buffy Coats und betragt 0,017ml/ml Buffy Coat. Nun
kommt es in der Photoaktivierungskammer zur UVA-Bestrahlung. Nach
stattgefundener Bestrahlung erhélt der Patient die behandelten Leukozyten zurtick.

2.2.3 8-Methoxypsoralen (8-MOP)

8-MOP wird, wie bereits erlautert, als Photosensitizer im Rahmen der ECP
verwendet. Der Handelsname des Praparates lautet UVADEX, die Konzentration
der Lésung betragt 0,02mg/ml Methoxsalen. Die Anwendung ist ausschlieBlich zur
Injektion in den gesammelten Buffy Coat auBerhalb des Patienten zugelassen. Die
Dosis berechnet sich folgendermaBen:

40



e Behandlungsvolumen Buffy Coat x 0,017 = Menge UVADEX in ml
e Beispiel: Buffy Coat 250ml - 250ml x 0,017 = 4,25m| UVADEX

Die errechnete Menge UVADEX wird unmittelbar vor Beginn der UVA-Bestrahlung
in den Behandlungsbeutel injiziert. Die ehemals orale UVADEX-Applikation hatte
bisweilen Ubelkeit und Erbrechen zur Folge, diese unerwiinschten Wirkungen sind
bei der extrakorporalen Anwendung nicht beschrieben. Eine Phototoxizitat des
Medikamentes ist ab einer systemischen Exposition von 30 ng/ml nicht sicher
auszuschlieBen. Die in praklinischen Sicherheitsstudien gemessene Konzentration
von Methoxsalen im Plasma nach Reinfusion der ECP-behandelten Leukozyten lag
unter 10ng/ml. Die Anwendung erscheint daher absolut unbedenklich.

2.3 Anwendung der ECP

Die extrakorporale Photopherese (ECP) kam in unserer retrospektiven Analyse
ausschlieBlich bei akuten GvHD-Patienten zur Anwendung. Nahezu alle Patienten
waren zum Beginn der Behandlung noch stationar auf einer Transplantationsstation.
Nach Entlassung der Patienten erfolgte bei manchen Patienten eine ambulante

Therapiefortsetzung.

2.3.1 Indikationsstellung und Definition der Steroidrefraktaritat

Die GvHD-Therapie mittels ECP kam fir die Patienten in Frage, welche auf die
initiale Behandlung mit Hochdosis-Steroiden nicht angesprochen hatten und somit
als ,steroidrefraktar® galten. Von Steroidrefraktaritat ist auszugehen, wenn nach
dreitdgiger Prednisolon-Therapie mit 1-2 mg /kg KG alle acht Stunden keine
Besserung der GvHD-Symptomatik erreicht werden konnte oder eine
Verschlechterung eintrat. Das Ansprechen der Steroidtherapie wurde nach
klinischen GVHD-Zeichen (Exanthemausbreitung, Lebewerte, Durchfélle) beurteilt.
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2.3.2 Patientenbezogene Behandlungsvoraussetzungen

Alle Patienten, welche mit ECP behandelt wurden, waren Uber die Funktionsweise
der Behandlung und deren potentielle Nebenwirkungen aufgeklart und mit der
Therapie einverstanden. Voraussetzung fur die Durchfihrbarkeit der Therapie

waren:

e stabile Kreislaufverhaltnisse (Blutdruck >100 mm Hg systolisch)
e Hamoglobinwert > 9,5 g/dI
e Thrombozytenzahl >30 G/I

e fehlende Kontraindikationen gegen eine Heparingabe

Bei Patienten, die sich aufgrund der ausgepragten GvHD in einem sehr reduzierten
Allgemeinzustand befanden, bestand die Mdglichkeit der direkten Durchfihrung im
Krankenzimmer. Alle anderen Patienten wurden in einem separaten, speziell fir die
Bedurfnisse der KMT-Patienten abgestimmten Raum behandelt, wobei maximal

zwei Patienten gleichzeitig anwesend waren.

2.3.3 Behandlungsfrequenz

Die ECP erfolgte bei unseren Patienten zweimal wéchentlich, in Einzelfallen bei
Beginn der Therapie auch dreimal wochentlich. Die Behandlungstage mussten
hierbei nicht direkt aufeinanderfolgen. Bei Ansprechen und deutlich gebesserten
Symptomen wurde die Frequenz auf eine Sitzung pro Woche oder zwei Sitzungen
in 14-tdgigem Abstand verringert.

2.3.4 Definition der Kriterien des Ansprechens anhand der Steroideinsparung

Das Ansprechen der ECP wird in vielen Vorberichten anhand rein klinischer
Parameter, die bei der taglichen Untersuchung der Patienten erhoben werden,
beurteilt. Da diese Evaluation jedoch eine subjektive Einschatzung mit sich bringt,
wurde unser Patientenkollektiv mittels objektiverer Parameter bezlglich des

42



Ansprechens beurteilt. Die Dosis an Kortikosteroiden (Prednisolon), die ein Patient
zur erfolgreichen Therapie der GvHD benétigt, spiegelt oft sehr gut das Ansprechen
wieder. Erleiden Patienten eine Verschlechterung der GvHD-Manifestationen, so
muss oft die Dosis an Kortikosteroiden hochgesetzt oder langsamer reduziert
werden. Ziel der ECP-Therapie ist neben Verbesserung der klinischen GvHD-
Erscheinungen eine schnellere Steroidreduktion und somit verminderte
Nebenwirkungsrate der Steroide zu erreichen. Aus diesem Grund soll im Folgenden
das Ansprechen der ECP anhand der Steroidreduktion beurteilt werden.

Zur objektiven Einschatzung des Therapieerfolgs wurden vier Stufen des
Ansprechens festgelegt und die Patienten anschlieBend diesen Stufen zugeordnet.
Die Kriterien des Ansprechens wurden vor Beginn der Auswertung folgendermafBen

definiert:

e CR (komplettes Ansprechen, complete response)
Komplettes Absetzen der Steroide und aller anderen Immunsuppressiva
e PR (partielles Ansprechen, partial response)
Reduktion der Steroiddosis auf 10 mg taglich oder weniger
e MR (vermindertes Ansprechen, minor response)
Reduktion der Steroiddosis auf maximal 50% der Ausgangsdosis vor
ECP-Start, aber mehr als 10 mg taglich
¢ NR (fehlendes Ansprechen, no response)
Erhdéhung der Steroiddosis, keine Méglichkeit der Reduktion oder eine

Reduktion um weniger als 50% der Ausgangsdosis vor ECP

Der Zeitraum, in welchem die Reduktion erfolgen musste, umfasste den gesamten
Nachbeobachtungszeitraum. Hatte ein Patient eine niedrigere Steroiddosis nur far
weniger als einen Monat erreicht und musste anschlieBend wieder mit héheren
Dosen behandelt werden, so war das Response-Kriterium der niedrigeren Dosis
nicht dauerhaft erflllt. Zur Verdeutlichung ein Beispiel: Patient A hat eine Reduktion
der Steroiddosis auf 10 mg erreicht, was ihn eigentlich der Gruppe der Partiellen
Response (PR) zuweisen wirde. Aufgrund wieder zunehmender GvHD wird jedoch
nach 25 Tagen die Kortikosteroidgabe auf 30 mg angehoben. Dies bedeutet nun,
dass der Patient noch keine PR dauerhaft erreicht hat und zur Gruppe der Minor
Reponse (MR) gehért.
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2.4 Datenerhebung und -auswertung

Die 30 Patienten, welche in die Datenerhebung und —auswertung miteinbezogen
wurden, wurden alle an der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen, Standort
GroBhadern, in der Transplantationseinheit fir hdmatopoetische Zelltransplantation
behandelt. Die Datenrekrutierung erfolgte retrospektiv. anhand der KMT-
Verlaufsbbégen, Laborwerte und Photophereseberichte.

In den KMT-Verlaufsbdgen werden alle ambulanten und stationaren Aufenthalte des
Patienten ab der ersten ambulanten Visite vor Transplantation dokumentiert. Aus
den Bobgen gehen sowohl die Indikation zur Transplantation und die
Vorerkrankungen des Patienten als auch die klinischen Verlaufe (Labor,
Mikrobiologie, klinische Visite, Bildgebung, Knochenmark- und
Chimarismusbefunde, antimikrobielle Therapie, Immunsuppression) wahrend und
nach erfolgter Transplantation hervor. Die Photophereseberichte enthalten die
Vitalparameter, applizierten Infusionen, die Dosis von 8-MOP und den Verlauf der
jeweiligen Photopheresesitzung. Ebenso werden aktuelle Probleme des Patienten
und etwaige Nebenwirkungen festgehalten. Die photographische Dokumentation
der Patienten wurde durch die Photoabteilung des Klinikums erstellt.

Die statistische Datenerhebung und —auswertung erfolgte zum einen mit Microsoft
Windows-Excel, zum anderen mit dem SPSS17-Statistikprogramm. Die
Uberlebensanalysen wurden nach Kaplan-Meier, die statistische Signifikanz mit
dem Logrank-Verfahren berechnet. Die univariate Analyse erfolgte mit Hilfe des Chi-
Quadrat-Verfahrens und der Korrelation nach Pearson sowie dem Exakten Test
nach Fisher. Des weiteren wurde die kumulative Inzidenz fir das Erreichen der
CR/PR mit dem SAS-Programm berechnet.
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3 Ergebnisse

Fiur einen vollstandigen Uberblick tber die Effektivitdt der ECP in der Therapie der
GvHD wurden sowohl der Schweregrad der GvHD, die Organverteilung und der
Zeitpunkt des Auftretens berlcksichtigt, als auch die Mdoglichkeit der
Steroidreduktion unter ECP-Therapie als MaBstab fir das Ansprechen sowie das
Uberleben der Patienten und begleitende Virusinfektionen, die gegebenenfalls die
GvHD zusatzlich triggern. Daneben galt das Interesse der Rate an chronischer
GvHD, deren Auspragung und eventueller erneuter ECP-Zyklen.

3.1 Akute GvHD

Die Patienten wurden anhand der aktuell giiltigen Stadien- und Gradeinteilung der
akuten GvHD nach Glucksberg et al. evaluiert. Eine therapiebedrftige GvHD liegt
ab einer Grad Il-Auspragung vor. Somit hatten alle Patienten, bei denen die
immunsuppressive Therapie mit Kortikosteroiden begonnen wurde, mindestens

diesen Grad erreicht.

3.1.1 Schweregrad der akuten GvHD

Der Schweregrad der akuten GvHD wurde nach der starksten Auspragung, die

erreicht wurde, benannt. Es zeigt sich folgende Verteilung:

Grad akute GvHD Patientenzahl
Il 7
[l 13
\% 10

Tabelle 10: Haufigkeit der GvHD-Schweregrade

Es entwickelten zwei Drittel der steroidrefraktaren Patienten eine milde oder méaBige
GvHD (Grad Il und Ill) und das restliche Drittel eine schwerste GvHD (Grad 1V).
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Betrachtet man die verschiedenen Spendertypen, so erhédlt man diese Auspragung

der GvHD in den einzelnen Subgruppen:

Spendertyp Grad akute GvHD Patientenzahl

Il 2

HLA-identisch verwandt Il &
v &

Il 2

HLA-identisch unverwandt Il 5
v 3

Il 0

HLA-different verwandt Il 1
v 1

Il 3

HLA-different unverwandt [l 4
v <

Tabelle 11: GvHD-Auspragung abhangig vom Spendertyp

Die einzelnen Spendergruppen unterscheiden sich nur geringfliigig in der
Schweregradverteilung der GvHD mit vorwiegend Grad Il und Grad IV GvHD in
allen Spendergruppen.

Bezlglich des Spender-Empfanger-Geschlechts zeigt sich bei weiblichen Spendern
und mannlichen Empféngern eine etwas héhere Rate an GvHD Grad 1V, bei etwas
geringerem Auftreten einer Grad Il GvHD, wie diese Ubersicht veranschaulicht:

Spendergeschlecht Grad akute GvHD Patientenzahl
Il 3
weiblich in mannlich Il 3
vV 4
mannlich in mannlich [l 2
weiblich in weiblich 1 11
mannlich in weiblich IV 6

Tabelle 12: GvHD-Auspragung abhangig vom Spender-Empfénger-Geschlecht
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Die Patientin, die ein Doppel-Nabelschnur-Transplantat (mannlich/weiblich) erhalten
hatte, entwickelte eine Grad Il GvHD.

3.1.2 Organverteilung der akuten GvHD

Bezlglich des Ansprechens auf die Therapie mit ECP scheint, laut bisherigen
Ergebnissen bei der chronischen GvHD, die Organverteilung eine wichtige Rolle zu
spielen. Daher wurde diese auch bei unseren Patienten mit akuter GvHD analysiert.
Dabei wurden die drei Hauptmanifestationen Haut, Leber und Darm berUcksichtigt.
Unter ,andere  Manifestationen® fallen  beispielsweise = Gelenk-  und
Muskelbeteiligungen, die Sicca-Symptomatik und die Mikroangiopathie.

Folgende Tabelle zeigt die Zahl der Organe, die bei unseren Patienten mit akuter

GvHD betroffen waren:

Anzahl an betroffenen Organen Patientenzahl
1 Organ 6
2 Organe 10
3 Organe 11
> 3 Organe 3

Tabelle 13: Organbefall der akuten GvHD nach Anzahl an Organen (Haut, Leber, Darm und
-andere Manifestationen®)

Hier nun die Organmanifestationen nach Organen aufgeteilt:

Betroffene Organe Patientenzahl (%)
Haut 30 von 30 (100,0%)
Leber 12 von 30 (40,0%)
Darm 23 von 30 (76,7%)
Andere 6 von 30 (20,0%)

Tabelle 14: Organbefall der akuten GvHD nach Organen (Haut, Leber, Darm und
»-andere Manifestationen®)
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Tabelle 14 zeigt deutlich, dass alle Patienten einen Befall der Haut aufwiesen,

welche als das am besten mittels ECP zu behandelnde Organ gilt.

3.1.3 Zeitpunkt des GvHD-Auftretens

Nach alter Definition wird die GvHD, welche bis spatestens Tag 100 nach PBSCT
auftritt, als akute GvHD gewertet. Neuere Einteilungen bezeichnen aber auch spater
erscheinende Formen der GvHD als akut, falls das Erscheinungsbild eher der
akuten als der chronischen GvHD entspricht.

Die klinischen Zeichen einer GvHD traten in unserer Patientengruppe friihestens an
Tag 9 nach Transplantation auf, spatestens an Tag 160, im Median 20 Tage nach
PBSCT/KMT. Der Patient, welcher erst an Tag 160 eine akute GvHD erlitt, hatte bei
fehlendem Leukozytentake eine zweite Stammzellgabe erhalten. 50 Tage nach

dieser war es zu der beschriebenen akuten GvHD gekommen.

Auftreten akute GvHD (Tage nach PBSCT/KMT)

Minimum Maximum Median
9 160 (50) 20

Tabelle 15: Zeitpunkt des Auftretens einer behandlungsbedirftigen akuten GvHD
(mindestens Grad Il)

3.2 Durchflhrung der extrakorporalen Photopherese
Die ECP kam bei allen Patienten mit Steroidrefraktaritdt zum Einsatz. Wurde bei

einem Patienten die Indikation zu ECP gestellt, fand die erste Sitzung innerhalb der

ersten beiden Tage nach Indikationsstellung statt.
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3.2.1 Zeitpunkt, Frequenz und Dauer der Therapie

Abhangig vom Auftreten der akuten GvHD wurde mit der ECP zwischen Tag 15 und
165 nach Transplantation begonnen, im Median lag der Start der Therapie an Tag
43. Der Zeitabstand nach Beginn der akuten GvHD bis zur Indikationsstellung und
letztendlich Durchfihrung der ECP schwankte innerhalb der 30 Patienten zwischen
einem Tag und 102 Tagen, im Median dauerte es 18 Tage vom Auftreten der GvHD
bis zur ersten ECP-Therapie. Die relativ groBe Schwankung lasst sich dadurch
erklaren, dass bei manchen Patienten initial die GvHD-Symptomatik gut auf die
Therapie mit Steroiden ansprach und erst im Verlauf, oft schon nach Ende des
stationaren Aufenthaltes, die akute GvHD wieder aufflammte und refraktar auf die
Kortikoidgaben war.

Die ECP fand bei den refraktaren Patienten im Durchschnitt zweimal pro Woche
statt, zu Beginn der Therapie teilweise dreimal wdchentlich. Bei klinischem
Ansprechen der Therapie konnte die Frequenz der ECP reduziert werden auf eine
Anwendung pro Woche. Bei vollstandigem Abklingen der Symptome wurde die
ECP beendet.

Die mediane Dauer der ECP-Therapie betrug 54 Tage, die mediane Anzahl der
ECP-Sitzungen 15. Die letzte ECP wurde im Median an Tag 114 nach
Transplantation durchgefihrt.

3.2.2 Applikation weiterer Immunsuppressiva

Ein Teil der Patienten, welche aufgrund einer steroidrefraktdren GvHD mit ECP
behandelt wurden, erhielten zuséatzlich weitere Immunsuppressiva, um das
Voranschreiten der GvHD einzuddmmen. Je nach akutem Verlauf und Dynamik der
Erkrankung wurden die Immunsuppressiva zeitgleich oder nach Beginn der ECP
gestartet. Zur Anwendung kamen OKT3, Daclizumab, Etanercept, Tacrolimus,
Sirolimus und Methotrexat sowie lokal Entocort. In Einzelféllen schwerster GvHD
wurden zuséatzlich im Verlauf der Behandlung Pentostatin, Pentaglobin und
mesenchymale Stammzellen appliziert. Eine Gruppe von 8 Patienten erhielt
ausschlieBlich ECP als ,second line* Therapie (8 von 30 Patienten, 26,7%).
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Anzahl zusatzlicher Inmunsuppressiva Patientenzahl (%)
0 8 (26,7%)
1 4 (13,3%)
2 4 (13,3%)
>3 14 (46,7%)

Tabelle 16: Anzahl der zusatzlich zu ECP und Steroiden eingesetzten Immunsuppressiva zur
Behandlung der akuten GvHD

3.2.3 Nebenwirkungen der ECP-Therapie

Im Gegensatz zu vielen immunsuppressiven Substanzen gilt die ECP als
nebenwirkungsarme Prozedur. Bei unserem Patientenkollektiv kam es zu keinerlei
schwerwiegenden Nebenwirkungen. Insgesamt lieBen sich folgende, potentiell der
ECP-zuzuordnende, unerwiinschte Wirkungen feststellen:

e Mdudigkeit und korperliche Erschépfung am Tag der Behandlung und, in
wenigen Fallen, am Tag nach der Behandlung

¢ Photosensibilitdt der Augen (Besserung durch das protektive Tragen einer
UV-Schutzbrille)

e Vorzeitige Transfusion von Blutprodukten bei Hamoglobinwerten < 9,5 g/dl
und Thrombozytenwerten < 30 G/I (anstelle von folgenden
Transfusionsuntergrenzen: Hamoglobin < 8 g/dl, Thrombozyten < 10 G/I)

e Hypotonie durch extrakorporales Volumen, durch intravendsen

Volumenersatz in allen Fallen gut zu beherrschen

In keinem der Félle musste die ECP-Therapie aufgrund von unerwiinschten
Wirkungen abgebrochen werden. In Einzelféllen wurde bei behandlungsrefraktarer
GvHD und massiver Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes die ECP nicht mehr

fortgesetzt.
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3.3 Ansprechen der ECP-Therapie

Das Ansprechen der ECP-Therapie wurde nach den unter 2.3.4 genannten Kriterien

evaluiert.

3.3.1 Ansprechraten des Patientenkollektivs

Die 30 Patienten verteilten sich folgendermafBen auf die vier Responsegruppen:

Response Patientenzahl (%)
CR 11 (36,7%)
PR 9 (30,0%)
MR 4 (13,3%)
NR 6 (20,0%)

Tabelle 17: Ansprechen der Patienten auf die ECP-Therapie anhand der Steroidreduktion

Hieraus wird ersichtlich, dass zwei Drittel der Patienten sehr gut (CR) und gut (PR)
auf die ECP-Therapie angesprochen haben und zum Ende des
Nachbeobachtungszeitraums entweder gar keine Immunsuppression (CR) mehr
bendtigten oder nur noch geringe Steroiddosen (PR). Die ECP hat bei diesem Teil
der Patienten eine Einsparung an Steroiden und an geflrchteten potentiellen
Nebenwirkungen ermdglicht. FUr das verbliebene Drittel der Patienten konnte leider
nur eine geringe (MR) oder gar keine (NR) Verbesserung der GvHD verzeichnet
werden, was zu einem hohen Bedarf an Kortikosteroiden zur Therapie der GvHD
geflhrt hat.

Um exakter beurteilen zu kdénnen, welche Patienten ein gutes Ansprechen
aufwiesen, wurde zusatzlich eine Subgruppenanalyse beziglich der GvHD-

Auspragung durchgefihrt:
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Ausprigung akute GVHD Anzahl Patienten
Il (7 Patienten) 3 5 5 0
Il (13 Patienten) 5 7 0 3
IV (10 Patienten) 3 0 5 E

Tabelle 18: Ansprechen der Patienten auf die ECP-Therapie, unterteilt nach Auspragungsgrad
der GvHD

Aus Tabelle 18 wird deutlich ersichtlich, dass vor allem Patienten mit Grad || GvHD
und Grad Il GvHD eine gutes bis hervorragendes Ansprechen zeigten, wahrend bei
der Grad IV GvHD immerhin noch drei Patienten gut ansprachen. Die restlichen
sieben Patienten profitierten jedoch nicht von der ECP-Therapie.

Unter den Patienten mit steroidrefraktarer GvHD Grad II, konnten bei jedem
Patienten die Steroide zumindest auf 50% der Ausgangsdosis vor Start der ECP
reduziert werden und knapp die Halfte der Patienten bendtigte im Verlauf keinerlei
Kortisontherapie mehr. Flr die Patienten mit GvHD Grad Il konnte mittels ECP bei
mehr als 90% eine Reduktion der Steroiddosis auf weniger als 10mg erreicht
werden.

Von den Patienten mit schwerster GvHD (Grad IV) gewann leider die Halfte
dberhaupt keinen Profit aus der Therapie, wahrend 30% hervorragend ansprachen
und langerfristig keine Steroidgaben mehr erhielten.

3.3.2 Steroidreduktion des Gesamtkollektivs

Betrachtet man die Steroiddosis, die das Patientenkollektiv vor Beginn und nach
Beendigung der ECP-Therapie erhielt, so ergibt sich folgendes Bild:

Die mediane Dosis, welche Patienten vor Start der ECP appliziert bekamen, lag bei
150mg taglich. Unter dieser Dosis zeigte sich somit kein ausreichendes Ansprechen
der GvHD-Manifestationen, so dass mit der ECP-Therapie begonnen wurde.

Nach Beendigung der ECP konnten die Patienten auf eine mediane Dosis von 5mg
Prednisolon pro Tag reduziert werden. Einige Patienten bendtigten jedoch weiterhin
relativ hohe Kortikoidgaben bei refraktarer GvHD.
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Uberblickt man die Steroiddosis nach 100-tagiger ECP-Therapie, so lassen sich
folgende Werte festmachen: die mediane Dosis zu diesem Zeitpunkt lag bei 7,5mg
taglich (range 0-15mg). Insgesamt 8 der 30 ECP-Patienten waren 100 Tage nach
Beginn der ECP verstorben. Diese Patienten wurden folglich nicht in die Analyse
miteinbezogen. Es Iasst sich also feststellen, dass innerhalb der ersten 100 Tage
ECP bei den Uberlebenden eine deutliche Reduktion der Prednisolondosis
stattfand, wahrend nach diesem Beobachtungsintervall die Reduktion nur noch
geringflgig durchgefihrt werden konnte.

3.3.3 Zeitpunkt des Ansprechens

Um genauer den Zeitpunkt des Ansprechens festzumachen, wurden die Zeitpunkte
analysiert, wann die Patienten die jeweilige Stufe des Ansprechens erflllen
konnten.

Insgesamt 11 Patienten erreichten eine CR nach den definierten Kriterien des
Ansprechens. Die Zeitspanne, bis die Steroidgaben endgultig beendet werden
konnten und somit die CR-Kriterien erflllt waren, lag im Median bei 163 Tagen,
gerechnet ab Beginn der ECP-Therapie, und bei 180 Tagen, gerechnet nach SCT.
Es konnten also im Median innerhalb von weniger als 6 Monaten nach Beginn der
ECP-Therapie die Prednisolongaben bei diesen 11 Patienten, die initial eine
refraktdre GvHD aufwiesen, komplett beendet werden. Von Interesse war auBerdem
der Zeitpunkt, wann in dieser Patientensubgruppe die PR erreicht wurde. Hier
ergaben sich folgende Resultate: im Median dauerte es bis zum Erflillen der PR 67
Tage nach ECP-Beginn (range 11-113). Verglichen mit den Zeitpunkten der CR
wurde somit rasch nach Beginn der ECP eine Kortikoiddosis von 10 mg oder
weniger bendtigt, wahrend das endglltige Absetzen der Steroide erst nach einer
relativ groBen Zeitspanne gelang.

Bei 9 Patienten konnte eine PR verzeichnet werden. Die PR-Gruppe erreichte
dieses Kriterium im Median 55 Tage nach Start der ECP, wobei die Zeitspanne bei
den einzelnen Patienten zwischen 18 und 154 Tagen lag. Vom Tag der SCT ab
gerechnet dauerte es zwischen 63 und 197 Tagen bis zum Erreichen der PR, im
Median 112 Tage.
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Aufgrund der geringen Patientenzahl in der MR-Gruppe (4 Patienten) wurde auf die
Auswertung beziglich des Zeitpunktes der MR verzichtet. Abbildung 13 zeigt die
kumulative Inzidenz fur die CR-Gruppe und fiir die Patienten mit Erreichen einer PR
(insgesamt 20 Patienten, davon 11 CR und 9 PR).
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Abbildung 13: Kumulative Inzidenz fir das Erreichen einer CR (rote Kurve) und
PR (blaue Kurve)

Insgesamt waren 7 der 30 Patienten ein Jahr nach Transplantation ohne jegliche

Immunsuppression.
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Grad

Zeitpunkt aGvHD

Start ECP

Anzahl ECP-

Dauer ECP

Steroiddosis

MR

PR

CR

Minimale Steroiddosis

Ansprechen

Nr. .GvhD ~ (dnachSCT)  (dnachSCT) Sitzungen (d) (mg/Tag) vor ECP  d nach ECP d nach ECP d nach ECP nach ECP
1 3 17 18 32 214 300 13 113 224 0 CR
2 3 27 37 21 60 240 9 66 81 0 CR
3 3 20 122 17 53 150 26 56 283 0 CR
4 3 12 114 9 25 150 9 60 nr 5 PR
5 2 25 37 13 42 180 8 69 nr 75 PR
6 2 18 35 24 83 150 10 110 nr 10 MR
7 3 14 42 15 55 80 11 nr nr 10 NR
8 2 9 27 13 48 90 6 67 229 0 CR
9 4 29 50 21 64 90 na nr nr 7,5 MR
10 2 25 48 15 65 50 49 63 98 0 CR
11 4 24 47 9 37 60 13 73 112 0 CR
12 2 14 38 9 34 120 9 81 87 0 CR
13 3 30 57 8 27 50 4 55 nr 25 PR
14 4 18 46 14 52 90 29 nr nr 17,5 NR
15 3 19 22 11 30 300 1 9 175 0 CR
16 3 14 48 21 82 100 37 70 nr 5 PR
17 2 24 56 28 166 200 6 68 nr 5 PR
18 2 35 70 18 227 80 13 349 nr 10 MR
19 4 10 15 25 139 270 10 181 nr 5 NR
20 4 33 92 7 30 10 na na nr 0 NR
21 3 14 20 10 34 270 9 44 nr 75 PR
22 4 9 15 9 69 270 13 nr nr 45 NR
23 3 44 104 22 107 20 31 31 nr 75 PR
24 4 160/50 167/57 11 34 150 14 nr nr 30 NR
25 4 21 28 6 8 210 11 nr nr 75 MR
26 4 10 17 35 137 210 20 89 163 0 CR
27 3 20 27 5 15 270 12 36 nr 25 PR
28 3 30 103 15 63 15 na 11 400 0 CR
29 4 10 19 5 14 330 11 31 47 0 CR
30 3 34 43 15 168 210 6 154 nr 5 PR
Median 20 43 15 54 150 11 55 163 5

Tabelle 19: Gesamtlbersicht der ECP-Behandlung und Steroidgaben (d Tage; nr nicht erreicht, Patient hat nicht so lange gelebt; na Information nicht

verfligbar); Patient 24: 2 Stammzellgaben, 1. Zahl entspricht Zeit nach 1. SCT, 2. Zahl nach 2. SCT
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3.34 Auspragung der akuten GvHD 30 und 100 Tage nach Start der ECP

Um einen ersten Erfolg der ECP anhand klinischer Parameter beurteilen zu kénnen,
wurden die einzelnen Organmanifestationen 30 Tage nach Start der ECP-Therapie
evaluiert. Um die Kontinuitdt des Ansprechens der verschiedenen GvHD-
Manifestationen zu dokumentieren, wurden die Auspragungsstadien ebenfalls 100
Tage nach Start der ECP erhoben. Die folgende Tabelle zeigt die Verteilung der
Haut-, Leber- und Darm-GvHD auf die einzelnen Stadien nach Glucksberg, zum
einen vor Start der ECP und zum anderen jeweils 30 Tage und 100 Tage nach Start
der ECP-Therapie.

Stadium Haut Stadium Leber Stadium Darm Auswertbare

Zeitpunkt 01 23 401 2 3 4 (01 2 3 4 Falle
Start ECP 0|]0|0(f27| 3 (18| 5|4 |03 |7 (3|3 (6 |11 30
nach 30 Tagen 1518 (3|2 |2 (22|5|0(2]|1|12(6 |25 ]|5 30
nach 100 Tagen 15/5(2|0|0 (183 |0 |1 |0 (117 ]|2]| 1|1 22

Tabelle 20: Auspragung der GvHD-Manifestationen 30 und 100 Tage nach Start ECP

Wie aus der Tabelle 20 ersichtlich lag zu Beginn der ECP bei allen Patienten
mindestens eine Stadium 3 Haut GvHD vor, die sich innerhalb der ersten 30 ECP-
Tage deutlich zuriickbildete und nur bei insgesamt vier Patienten noch Stadium 3
und 4 aufwies. Ein Grossteil der Patienten (18 Patienten, 60%) zeigte ein
komplettes Abklingen der Hauterscheinungen.

Bei der Leber GvHD war vor Start der ECP eine betrachtlicher Teil der Patienten
nicht betroffen, von den Patienten jedoch, welche eine mittelschwere oder schwere
Leber GvHD (7 Patienten, 23,3%) hatten, lieB sich nach 30 Tagen ECP bei fast
allen Patienten eine Verbesserung verzeichnen.

Was die Auspragung der Darm GvHD betrifft, so wiesen einige Patienten vor Beginn
der ECP-Behandlung ein mittelschweres bis schwerstes Stadium auf. Diese
Patienten konnten nach 30-tagiger ECP-Behandlung zumindest teilweise deutlich in
ihrer Symptomatik gebessert werden, bei einem geringen Teil der Patienten gelang
sogar eine komplette Kontrolle der Darm-Manifestationen. Insgesamt nahm der
Anteil einer Darm GvHD Stadium 2, 3 und 4 ab, dagegen der Anteil von Stadium 0

und 1 zu.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei allen drei Organen eine deutliche
Besserung der Manifestationen 30 Tage nach Therapiestart der ECP erreicht
werden konnte. Die Haut war hierbei das Organ, welches am besten mittels
Photopherese zu behandeln ist.

Die Haut GvHD zeigte weiterhin, auch an Tag 100 nach Start der ECP, ein sehr
gutes Ansprechen. Bei den Patienten, die zu diesem Zeitpunkt am Leben waren (22
von 30 Patienten, 73,3%), konnte man einen deutlichen Rickgang der Stadien 3
und 4 auf die Stadien 0, 1 und 2 verzeichnen. Kein Patient wies 100 Tage nach
Start der ECP Stadium 3 und 4 der Haut GvHD auf, wobei insgesamt 8 Patienten
bereits verstorben waren.

Der Schweregrad der Leber GvHD war initial nur bei wenigen Patienten sehr hoch
(Stadium 3 und 4 bei insgesamt 3 Patienten, 10%) und zeigte nach 100-tagiger
Therapie einen Rickgang der Schwere, jedoch muss auch hier erneut festgestellt
werden, dass insgesamt 22 Patienten zu diesem Zeitpunkt der Evaluation noch am
Leben waren und 8 Patienten verstorben waren. Von den 8 verstorbenen Patienten
wies 1 Patient zu Beginn der ECP eine Leber GvHD Stadium 4 auf, die restlichen
Patienten litten an einer milden Leberbeteiligung ( 2 Patienten Stadium 1 und 1
Patient Stadium 2), wahrend 4 der 8 Verstorbenen keine Leber GvHD zeigten.
Bezlglich der Darm GvHD zeigt sich nach 100-tagiger Therapie, dass die Patienten,
welche zu Beginn an einer schwersten Darm GvHD litten (11 Patienten), zu einem
groBen Teil (7 Patienten) eine deutliche Verbesserung der Manifestationen
erreichte, aber auch, dass 8 Patienten bereits nach 100 Tagen verstorben waren
und ein Patient keine Verbesserung der Symptomatik erzielte. Die Patienten mit
niedrigen oder mittelschweren Stadien an Darm GvHD (Stadium 1-3), die nach 100-
tagiger Therapie noch am Leben waren, hatten allesamt gut auf die ECP-Therapie

angesprochen.

3.3.5 Ansprechraten bei Kombination der ECP mit Sirolimus
Da viele der Patienten, bei denen ECP als Zweitlinientherapie nicht ausreichend

war, zusatzlich Sirolimus erhielten, wurde das Ansprechen in Abhangigkeit einer
stattgefundenen Sirolimusgabe evaluiert.
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Ansprechen . Strolimus :
1a nnein

CR 5 6

PR 4 5

MR 2 2

NR 2 4

Gesamt: 13 17

Tabelle 21: Ansprechen in Abhéngigkeit einer zuséatzlichen Sirolimusgabe

Von den 13 Patienten mit Sirolimus erreichten 9 eine CR oder PR (69,2%), wahrend
dies in der Gruppe ohne Sirolimus bei 11 von 17 Patienten (64,7%) gelang. Dies
stellt keinen signifikanten Unterschied dar (p=0,634).

3.4 Uberleben der GvHD-Patienten

Das Uberleben der 30 Patienten, welche aufgrund ihrer steroidrefraktaren GvHD mit
ECP behandelt wurden, wurde hinsichtlich verschiedener Subgruppen beurteilt, um
einen Anhaltspunkt zu erhalten, welche Patienten besonders von der ECP als
Therapie der akuten GvHD profitierten.

3.4.1 Uberleben

An erster Stelle der Analyse steht das Uberleben der Patienten. Der
Nachbeobachtungszeitraum betrug zwischen 45 und 1073 Tage nach SCT. Das
relativ kurze Follow-up einiger Patienten rihrt daher, dass diese Patienten frihzeitig
an den Folgen der GvHD oder an einem Rezidiv verstorben sind, worauf an
spaterer Stelle noch genauer eingegangen wird.

Beim letzten Kontakt waren noch 12 von 30 Patienten am Leben (40%), der
Medianwert lag bei 394 Tagen.
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Die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier ergibt folgendes Bild:
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Abbildung 14: Uberleben der 30 ECP-Patienten im Nachbeobachtungszeitraum

3.4.1.1  Uberleben nach Auspragung der GvHD

Um herauszufinden, welchen Einfluss die Schwere der GvHD auf das Uberleben
und auf das Ansprechen der GvHD Manifestationen hat, wurde eine Analyse
hinsichtlich Auspragungsgrad und Uberleben durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Gradeinteilungen der GvHD nach Glucksberg et al. beriicksichtigt.

Es zeigt sich folgendes Gesamtiberleben in den einzelnen GvHD Gruppen:

Grad der akuten GvHD Patientenzahl Uberleben (%)
I 7 4 (57,1%)
Il 13 7 (53,8%)
\Y 10 1(10,0%)

Tabelle 22: Uberleben abhangig vom Auspragungsgrad der akuten GvHD
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Die Grad Il und auch Grad Il GvHD lasst somit einen deutlichen Uberlebensvorteil
gegeniiber der GvHD Grad IV erkennen. Uberraschend erscheint vor allem, dass
auch Patienten mit Beteiligung von Leber und/oder Darm (Grad lIll) ein sehr gutes
Uberleben zeigten und annédhernd gleiche Raten an Gesamtiiberleben aufwiesen
wie die Grad Il GvHD.

Im Folgenden nun die graphisch-statistische Aufarbeitung der eben gezeigten
Resultate in Form einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve:
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Abbildung 15: Uberleben abhangig vom Auspragungsgrad der akuten GvHD,
dargestellt in einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Es zeigt sich gleiches Uberleben fir Patienten mit GVHD Grad Il und I, w&hrend
das Uberleben von Patienten mit GvHD Grad IV deutlich schlechter war(p=0,015).
Dieses Ergebnis kénnte mit dem Ansprechen auf ECP erklarbar sein.
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3.4.1.2  Uberleben nach Ansprechen auf die ECP

Das Ansprechen wurde auch hier anhand der vorgegebenen und definierten
Response-Kriterien (siehe 2.3.4) beurteilt. Es ergeben sich folgende
Uberlebensraten abhangig von den Responsegruppen:

Responsegruppe Patientenzahl Uberleben (%)
CR 11 6 (54,5%)
PR 9 5 (55,5%)
MR 4 1 (25,0%)
NR 6 0 (0,0%)

Tabelle 23: Uberleben abhangig vom Ansprechen der akuten GvHD

ErwartungsgeménB sind die Uberlebensraten bei den Patienten, welche sehr gut
oder gut angesprochen haben und gar keine Steroidtherapie oder maximal 10 mg
Prednisolon taglich bendtigten, deutlich héher als bei denen, welche ein geringes
oder gar kein Ansprechen zeigten. Hier die Darstellung anhand einer Kaplan-Meier-
Uberlebenskurve:
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Abbildung 16: Uberleben abhéngig vom Ansprechen der akuten GvHD,
dargestellt in einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Offensichtlich ist die Uberlebenschance von PR Patienten nicht unterschiedlich von

der von CR Patienten.

3.4.1.3  Uberleben nach Spendertypen und Spendergeschlecht

Da die HLA-Identitat des Spenders eine groBe Rolle bei der Entwicklung einer
GvHD spielt und eine geringere Ubereinstimmung der HLA-Merkmale mit einem
héheren Risiko einer schweren GvHD einhergeht, wurde das Uberleben der
unterschiedlichen Spendertypen verglichen. Insgesamt zwei der 30 Patienten
wurden von einem HLA-differenten  (haploidentischen) Familienspender
transplantiert. Aufgrund der sehr kleinen Patientengruppe wurden diese bei der

Uberlebensanalyse nach Spendertypen nicht beriicksichtigt.
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Spendertyp Patientenzahl Gesamtuberleben (% )
HLA-different unverwandt 10 4 (40,0%)
HLA-identisch unverwandt 10 3 (30,0%)

HLA-identisch verwandt 8 4 (50,0%)

Tabelle 24: Uberleben der Patienten, abhangig vom Spendertyp (ohne haploidentische
Spender, 2 Patienten)

Die in Tabelle 24 dargestellten Uberlebensraten lassen vermuten, wenn auch an
einer sehr kleinen Patientenpopulation, dass Patienten mit HLA-identischem
Familienspender etwas besser auf die ECP angesprochen haben als
Fremdspender-Transplantierte und einen Uberlebensvorteil erreichten. Diese
Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant bei einem p-Wert von 0,388
zwischen HLA-differenten unverwandten Spendern und HLA-identischen
verwandten Spendern sowie einem p-Wert von 0,344 zwischen HLA-identischen
verwandten und unverwandten Spendern.

Die Unterschiede in den einzelnen Spendergruppen beruhen nicht auf
verschiedenen Schweregraden der GvHD, wie die GvHD-Auspragung unter 3.1.1
auffihrt.

Von weiterem Interesse war neben der HLA-Identitdt der Spender das
Spendergeschlecht. Da als Risikofaktor fir das Auftreten einer GvHD insbesondere
weibliche Spender fir méannliche Empféanger gelten, wurde diese Spender-

Empféanger-Konstellation von den restlichen (,andere®) unterschieden.

Spender-Empfanger Patientenzahl Gesamtiiberleben (% )
weiblich in mannlich 10 6 (60,0%)
andere 20 6 (30,0%)

Tabelle 25: Uberleben der Patienten, abhingig von der Spender-Empfanger-Konstellation

Die  mannlichen Patienten, welche eine Stammzelltransplantat von einem
weiblichen Spender erhalten haben, Uberlebten zu einem deutlich héheren Anteil,
wobei auch hier bei geringer Fallzahl keine statistische Signifikanz zu verzeichnen
war (p=0,133). Die GvHD-Auspragung in den beiden Subgruppen war geringflgig
unterschiedlich mit etwas mehr Grad IV GvHD in der Gruppe mit weiblichen
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Spendern und méannlichen Empfangern. Das mediane Gesamtiberleben in dieser

Gruppe lag bei 421 Tagen, in der Vergleichsgruppe bei 336 Tagen.
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Abbildung 17: Uberleben nach Geschlecht Spender-Empfanger

3.4.1.4 Uberleben nach Organverteilung

Unabhangig von der Schwere der einzelnen Organmanifestationen soll im
Folgenden der Einfluss der von der GvHD befallenen Organe hinsichtlich des
Uberlebens dargestellt werden. Die Anzahl der Organmanifestationen wurde fiir die
Auswertung in folgende zwei Gruppen unterteilt:

e 1 oder 2 Organe (Gruppe 1)

e 3 oder mehr Organe (Gruppe 2)
Bei funf Patienten war zuséatzlich zu Haut, Leber und Darm GvHD eine
Mikroangiopathie nachweisbar, diese Patienten wurden der Gruppe ,3 oder mehr

Organe” zugeteilt.
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Es zeigt sich folgendes Gesamtiberleben, wobei die Prozentzahl sich auf die

Anzahl der Patienten in der jeweiligen Subgruppe bezieht:

Anzahl an betroffenen Organen | Patientenzahl Uberleben (% )
1 oder 2 16 11 (68,8%)
3 oder=3 14 1(7,1%)

Tabelle 26: Uberleben abhangig von der Anzahl der betroffenen Organe

Die Patienten, welche nur einen Befall von ein oder zwei Organen hatten, wiesen
ein deutlich besseres Uberleben auf als die Patienten mit 3 oder mehr
Organmanifestationen. Die folgende Abbildung stellt das Uberleben anhand einer

Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir die beiden Subgruppen dar.
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Abbildung 18: Uberleben abhangig von der Anzahl der betroffenen Organe,
dargestellt in einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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Wie bereits aus Tabelle 26 ersichtlich, war fir die Patienten mit ausgepragtester
GvHD, welche Haut, Leber und Darm betrifft, die Uberlebenswahrscheinlichkeit
deutlich geringer als fur Patienten mit Befall von einem oder zwei Organen. Dieser
Uberlebensunterschied war statistisch signifikant (p=0,01). Bei Gruppe 1 wurde der
Median im Uberleben zum Ende des Follow-Up-Zeitraumes noch nicht erreicht, bei
Gruppe 2 lag das mediane OS bei 280 Tagen.

3.4.1.5 Uberleben in Abhangigkeit der immunsuppressiven Begleitmedikation

Wie unter 3.2.2 beschrieben erhielt ein Teil der Patienten zuséatzlich zur ECP

weitere Immunsuppressiva, dabei stellte Sirolimus eines der am haufigsten

applizierten Medikamente dar.

Sirolimus Anzahl Patienten Uberleben (%)
ja 13 6 (46,2%)
nein 17 6 (35,3%)

Tabelle 27: Uberleben in Abhéngigkeit einer zusétzlichen Sirolimus-Therapie

Patienten mit zusatzlicher Einnahme von Sirolimus in Kombination zur ECP zeigten
ein etwas besseres Uberleben als Patienten ohne Sirolimus. Der Unterschied war
nicht statistisch signifikant (p=0,189). Das mediane OS lag in der Sirolimus-Gruppe
bei 589 Tagen gegeniber 301 Tagen in der Vergleichsgruppe. Der Schweregrad
der GvHD war in den beiden genannten Patientengruppen anndhernd gleich, so
dass eine Vergleichbarkeit gegeben ist.

3.4.1.6  Uberleben in Abhangigkeit einer Mikroangiopathie
Alle Patienten (5 Patienten, 16,7% des Gesamtkollektivs), die eine Mikroangiopathie

als Zeichen der GvHD aufwiesen, litten an einer schweren oder schwersten GvHD
(Grad Il und Grad V). Um den Einfluss einer zusatzlichen Mikroangiopathie auf das
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Uberleben bei schwerer und schwerster GvHD zu evaluieren, wurden folgende
Subgruppen gebildet:

e GvHD Grad Il und IV ohne Mikroangiopathie (Gruppe A)
e GvHD Grad Ill und IV mit zusatzlicher Mikroangiopathie (Gruppe B)

In Gruppe A befanden sich insgesamt 17 Patienten, davon 10 (58,8%) mit GvHD
Grad lll und 7 (41,2%) mit GvHD Grad IV. In Gruppe B waren 3 Patienten (60,0%)
mit GvHD Grad Ill und 2 Patienten (40,0%) mit GvHD Grad 4. Bezliglich des
Gesamtlberlebens im Nachbeobachtungszeitraum zeigt sich folgende Verteilung,
wobei sich der Uberlebensanteil auf die jeweilige Subgruppe bezieht:

Mikroangiopathie Patientenzahl Gesamtiiberleben (% )
nein (Gruppe A) 17 7 (41,2%)
ja (Gruppe B) 5 1 (20,0%)

Tabelle 28: Uberleben abhangig vom zusétzlichen Auftreten einer Mikroangiopathie bei
Patienten mit Grad Ill und Grad IV GvHD

Wenngleich die Patientenzahlen in den beiden Gruppen sich unterscheiden, so ist
dennoch der prozentuale Anteil an Grad Ill und IV GvHD sehr &hnlich, so dass eine
Vergleichbarkeit der beiden Gruppen gegeben ist. Die Mikroangiopathie hatte hier
einen negativen Einfluss auf das Uberleben.

Der Uberlebensvorteil fiir Patienten mit Mikroangiopathie im Vergleich zu denen
ohne Mikroangiopathie war statistisch nicht signifikant (p=0,34). Betrachtet man
jedoch das mediane Gesamtiberleben in den beiden Gruppen, so lag dieses bei
den Patienten ohne Mikroangiopathie bei 573 Tagen im Vergleich zu 280 Tagen in
der Gruppe B.

4 der 5 Mikroangiopathie-Patienten hatten zu keiner Zeit Sirolimus als
Immunsuppression erhalten, so dass die Mikroangiopathie als Manifestation der
GvHD und nicht als Nebenwirkung von Sirolimus einzustufen ist.
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3.4.1.7  Uberleben in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt des ECP-Therapiestarts

Ob ein friher Start der ECP bei Patienten mit steroidrefraktarer GvHD einen Vorteil
beziiglich der Uberlebenschancen eines Patienten mit sich bringt, ist bisher nicht
abschlieBend geklart. Um dies zu evaluieren, wurden zwei Vergleichspopulationen
gebildet:

e Patienten, bei denen zwischen Auftreten der akuten GvHD und Start der ECP
maximal 18 Tage lagen (Gruppe 1)

e Patienten, bei denen zwischen Auftreten der GvHD und Start der ECP mehr
als 18 Tage lagen (Gruppe 1)

Die Grenze von 18 Tagen wurde gewahlt, da im Median 18 Tage zwischen Beginn
der ECP-Manifestationen und dem Start der ersten ECP-Sitzung lagen (siehe
3.2.1). Mit dieser Grenze lieBen sich 16 Patienten der Gruppe | und 14 Patienten
der Gruppe |l zuteilen. Die beiden Gruppen waren beziglich des Schweregrads der
GvHD folgendermaBen charakterisiert:

Gruppe GvHD Grad Il GvHD Grad lll | GvHD Grad IV
| (16 Patienten) 3 (18,8%) 7 (43,7%) 6 (37,5%)
Il (14 Patienten) 4 (28,6%) 6 (42,8%) 4 (28,6%)

Tabelle 29: Verteilung der GvHD-Auspragungsgrade in den beiden Patientengruppen | und Il
(I: Start ECP maximal 18 Tage nach GvHD, Il: Start ECP mehr als 18 Tage nach
GvHD)

Gruppe | wies einen etwas héheren Anteil an GvHD Grad IV auf, ansonsten waren
die beiden Gruppen ausgewogen verteilt. Die Uberlebensanalyse erbrachte
folgende Resultate:

Bei den Patienten, welche innerhalb der ersten 18 Tage nach Auftreten der GvHD
einer ECP-Therapie zugeflhrt wurden, lag das Gesamtliberleben mit 5 von 16
Patienten (31,3%) niedriger als bei den Patienten mit verz6gertem ECP-Start, bei
denen 7 von 14 Patienten am Leben sind (50,0%). Ursachlich hierfir kann der
etwas geringere Anteil an Grad IV GvHD in Gruppe Il sein. Des Weiteren befanden
sich in dieser einige Patienten, welche aufgrund eines primaren Steroidresponse
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vorerst keine zusatzliche GvHD Therapie bendtigten und erst bei Wiederauftreten
der GvHD eine Zweitlinientherapie mittels ECP erhielten. Das mediane OS lag in
Gruppe | bei 318 Tagen und in Gruppe Il bei 573 Tagen.

3.4.1.8 Uberleben in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt des GvHD-Auftretens

Der Median des GvHD-Auftretens bei unserem Patientenkollektiv lag an Tag 20
nach SCT. Dieser Tag wurde daher als Grenze gewdahlt, um einen
Uberlebensunterschied von Patienten mit steroidrefraktarer GvHD unter ECP-
Therapie abhangig vom Manifestationszeitpunkt zu erarbeiten. Es wurden 2
Gruppen definiert:

e Patienten mit Auftreten der GvHD bis Tag 20 (Gruppe a)
e Patienten mit Auftreten der GvHD nach Tag 20 (Gruppe b)

Gruppe a konnten 16 Patienten zugeordnet werden, Gruppe b 14 Patienten. Die

beiden Gruppen wiesen folgende Verteilung bezlglich des Schweregrads der GvHD

auf:
Gruppe GvHD Grad Il GvHD Grad lll | GvHD Grad IV
a (16 Patienten) 3 (18,8%) 8 (50,0%) 5 (31,2%)
b (14 Patienten) 4 (28,6%) 5 (35,7%) 5 (35,7%)

Tabelle 30: Verteilung der GvHD-Auspragungsgrade in den beiden Patientengruppen a und b
(a: Beginn GvHD bis Tag 20 nach SCT, b: Beginn GvHD mehr als 20 Tage nach SCT)

Gruppe a enthielt etwas mehr Patienten mit einer GvHD Grad Il anstelle von Grad
[I. Der Patientenanteil mit schwerster GvHD (Grad IV) war ein beiden Gruppen
annahernd gleich. In Gruppe a lag das Gesamtiberleben im
Nachbeobachtungszeitraum mit 5 Patienten (31,7%) niedriger als in Gruppe b (7
Patienten, 50,0%). Dieser Uberlebensunterschied war statistisch nicht signifikant
(p=0,253). Als Ursache fiir den geringen Uberlebensvorteil von Patienten mit
spaterer GvHD kdénnen zwei Sachverhalte vermutet werden: Zum einen lag der

Anteil an Grad Il GvHD in der Gruppe b etwas niedriger als in Gruppe a. Zum
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anderen scheint eine spater einsetzende GvHD in manchen Féllen einen weniger

fulminanten Verlauf als bei einer friher beginnenden GvHD zu nehmen.

3.4.2 Transplantationsassoziierte Mortalitat (TRM) an Tag 100 und Tag 365 nach
Stammzelltransplantation

Die behandlungsrefraktare akute GvHD ist neben infektidsen Komplikationen eine
Ein

wichtiger MaBstab zur Evaluation des Behandlungserfolgs bei der refraktaren GvHD

der haufigsten Todesursachen nach allogener Stammzelltransplantation.
ist die sogenannte
TRM) 100 Tage und 365 Tage nach SCT. Dazu zdhlen alle
Todesursachen, die in Zusammenhang mit der Transplantation und der daraus

transplantationsassoziierte Mortalitdt (Transplant-Related

Mortality,

folgenden Immunsuppression stehen. Rezidiv-bedingte Todesfalle werden separat
aufgefihrt und gehéren nicht zur TRM.

Der erste Evaluationszeitpunkt der TRM wurde an Tag 100 nach SCT gesetzt. Zu
diesem Zeitpunkt waren 2 der 30 Patienten (6,7%) an Folgen der Transplantation
verstorben. Eine weitere Patientin aus dem Kollektiv verstarb an Tag 84 nach SCT
an einem Rezidiv ihrer Grunderkrankung (B-NHL). Die initial refraktare GvHD war

bei dieser Patientin erfolgreich behandelt worden.

TRM Tag 100 TRM Tag 365
Gesamt: 2 Patienten (6,7%) Gesamt: 12 Patienten (40,0%)
Grad Il° e Ve Il° e Ve
GvHD 0 0 2 2 3 7
Response | CR PR MR NR CR PR MR NR
0 0 1 1 2 2 2 6
Todes- GvHD Infektion GvHD Infektion unbekannt
ursachen 1 1 5 6 1

Tabelle 31: TRM an Tag 100 und 365 nach SCT nach Schweregrad der GvHD und Ansprechen,
Todesursachen

Aufgrund der Schwere der GvHD erscheint eine TRM von 6,7% an Tag 100 nicht
sehr hoch, wenngleich die GvHD oft eine lange Behandlung nach sich zieht, bis sie
letztendlich ursachlich fur das Versterben der Patienten ist.
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Um den langerfristigen Verlauf genauer beurteilen zu kdnnen, wurde als zweiter
Evaluationszeitpunkt ein Jahr nach SCT gewahlt (TRM Tag 365). Insgesamt 12 der
30 Patienten (40,0%) waren nach einem Jahr an transplantationsassoziierten
Ursachen verstorben.

Far Patienten mit steroidrefraktédrer GvHD Grad Il und Grad Il zeigte sich unter
ECP-Therapie eine anndhernd gleiche TRM nach einem Jahr, wéhrend die
Patienten mit schwerster GvHD (Grad IV) im Vergleich dazu eine deutlich hdhere
Mortalitat hatten. Eine Grad Ill GvHD scheint kein héheres Risiko fir eine TRM mit
sich zu bringen als eine GvHD Grad Il.

Bezlglich der verschiedenen Responsegruppen lasst sich fir die Patienten ein
deutlicher Vorteil erkennen, welche auf die ECP-Therapie angesprochen haben mit
annahernd gleicher TRM in der CR- und PR-Gruppe. Ein Erfolg der ECP-Therapie
filhrt zu einem verbesserten Uberleben und einer niedrigeren TRM ein Jahr nach
SCT. Einschrankend muss an dieser Stelle festgehalten werden, dass manche der
ECP-Patienten erst relativ spat nach vorlbergehendem Ansprechen auf die
Steroidtherapie eine schwere GvHD entwickelt haben, was durchaus Einfluss auf
die TRM an Tag 365 haben kénnte. Ursachlich flr das Versterben waren in

gleichem MaBe die refraktdre GvHD und Infektionen.

3.4.3 Todesursachen

Insgesamt 18 Patienten (60,0%) verstarben wahrend des gesamten Follow-up
Zeitraumes, das bedeutet, 6 Patienten verstarben spéter als an Tag 365 nach SCT.
Auch bei diesen 6 Patienten spielten Infektionen und die Refraktaritat der GvHD die
entscheidende Rolle. Oft waren die Todesursachen eine Kombination mehrerer
Morbiditaten. Tabelle 32 gibt einen Uberblick (iber den Grad der GvHD, das
Ansprechen auf die ECP-Therapie und das Uberleben der Patienten sowie die

Ursachen im Falle des Todes.
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Tag Taq 365 .
Grad _— Tag 365 Patient . Uberleben Patient
Nr. akute AnSPre- zusdtzliche 100 “obt:0  unterls Shronische™q % k™ “lebt:o Todesursache
= GVHD chen Immunsuppression  lebt:0 tot:1 hein:0 GvHD SCT tot:1
- tot:1 —— ja:t - —
1 3 CR Sirolimus 0 0 0 2 979 0
Enbrel, Sirolimus, Entocort, cGvHD,
2 3 CR Tacrolimus 0 0 0 2 644 1 Infektionen
3 3 CR Sirolimus 0 0 1 1 1036 0
Tacrolimus, Cellcept,
4 3 PR Sirolimus 0 0 1 2 589 0
5 2 PR 0 0 1 1 301 0
6 2 MR 0 1 1 2 289 1 unbekannt
: cGvHD,
7 3 NR  Zenapax, MTX, Tacrolimus 0 1 1 2 318 1 Infektionen
8 2 CR MTX 0o 0 0 0 368 1 Sepsis im
Rezidiv
9 4 MR MTX, Zenapax, Sirolimus, 0 1 5 502 1 Sepsis
Tacrolimus, Cellcept P
10 2 CR 0 0 0 0 433 0
Sirolimus, Tacrolimus, Sepsis,
no4 CR Pentaglobin 0 0 0 2 420 ! Pneumonie
Sepsis,
12 2 CR 0 1 1 0 139 1 Pheumonie
13 3 PR Zenapax, Cellcept 0 1 1 1 194 1 Sepsis
MTX, Entocort,
Sulfasalazin, OKT, Enbrel, refraktare
44 NR Sirolimus, Zenapax, 0 1 1 0 12 1 GvHD, Sepsis
Tacrolimus
15 83 CR Zenapax, Sirolimus 0 0 0 0 1073 0
OKT, Entocort, Sirolimus,
16 3 PR Zenapax, 0 0 1 2 573 1 cGvHD
Rituximab, Tacrolimus
17 PR 1 2 854
18 MR  MTX, Sirolimus, Tacrolimus 0 1 1 658
Enbrel, Entocort,
Sirolimus, Tacrolimus, refraktare
19 4 NR Rituximab, OKT, Zenapax, 1 1 0 280 1 aGvHD, Sepsis
Pentaglobin, MSC, MTX
Sirolimus, Enbrel, Entocort, »
20 4 NR Zenapax, Pentostatin, 0 1 1 0 142 1 refraktare .
. ; aGvHD, Sepsis
Pentaglobin, Tacrolimus
Rezidiv mit
21 3 PR MTX, Entocort 1 1 1 0 84 1 respiratorischer
Insuffizienz
refraktare
22 4 NR OKT, MTX, Zenapax 1 1 1 0 86 1 GvHD, Sepsis
23 3 PR 0 0 1 2 1052 0
Sirolimus, Tacrolimus, refraktare
24 4 IR Enbrel o1 ! 0 207 1 GuHD, Sepsis
Sepsis, bei
25 4 MR OKT, MTX 1 1 1 0 45 1 EBV-PTLD
26 4 CR OKT, MTX, Zenapax 0 0 0 1 421 0
27 3 PR Sirolimus 0 1 1 0 108 1 Sepsis
28 3 CR 0 0 1 1 730 0
cGvHD,
29 4 CR 0 1 1 2 353 1 Infektionen
30 3 PR  Zenapax, Enbrel, Sirolimus 0 0 1 2 824 0

Tabelle 32 : Ubersicht aller Patienten beziiglich Uberleben und Todesursachen (Tag 365 jeweils

bezogen auf Tage nach SCT; d Tage; PTLD Posttransplantationslymphom)
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3.5 Begleitende Virusinfektionen und -reaktivierungen

Eine der wichtigsten klinischen Differentialdiagnosen neben der GvHD stellen immer
Virusinfektionen oder Virusreaktivierungen dar. Aus diesem Grund wurden sowohl
bei makulopapulésen Exanthemen, die dem klinischen Bild einer GvHD
entsprechen, als auch bei GvHD-typischen Diarrhoen und in manchen Fallen auch
bei persistierender Leberwerterhbhung zum Ausschluss einer viralen Genese
Biopsien fur die virologische Diagnostik entnommen. Zusatzlich wurden einmal pro
Woche im EDTA Blut als Surveillance die Patienten einem viralen Screening
unterzogen. Im Falle eines signifikanten Virusnachweises wurde parallel zur

immunsuppressiven Therapie eine virostatische Therapie eingeleitet.

3.5.1 Virusnachweis in der Hautbiopsie

Alle 30 Patienten zeigten einen Hautbefall der akuten GvHD und jeder dieser
Patienten wurde vor Start der Steroidtherapie diagnostisch einer Hautbiopsie
zugefuhrt. Bei dieser Biopsie wurde neben der histologischen Aufarbeitung ebenso
die Virusanalyse mittels PCR angewandt, da differentieldiagnostisch gerade bei der
Haut-GvHD ein Befall durch Parvo B19 oder HHV6 im Raum steht. Folgende Viren

wurden routinemaBig bei vorliegender Hautbiopsie untersucht:

e HSV

e CMV

e EBV

e HHV6

e ParvoB19

Bei 17 Patienten (56,7%) konnten in den Hautbiopsien keinerlei Virus-DNA bzw.
—RBNA nachgewiesen werden. Bei den restlichen 13 Patienten ergaben sich
folgende Haufigkeiten:

e HHV6: 6
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e Parvo B19: 6
e EBV: 4
e HSV: 1
e Adenovirus: 1

Wie die Aufzahlung erkennen lasst, wiesen einige Patienten gleichzeitig mehrere
verschiedene Viren in den Biopsien auf. Die folgende Tabelle beschreibt die
Haufigkeit, mit der ein oder mehrere Viren bei den 13 Patienten gefunden wurden:

Anzahl Viren in der Hautbiopsie Patientenzahl (%)
1 9 von 13 (69,2%)
2 3 von 13 (23,1%)

>3 1 von 13 (7,7%)

Tabelle 33: Haufigkeit der Anzahl der in der Hautbiopsie nachgewiesenen Viren

Welche Rolle diese Viren als Trigger fur die Haut GvHD spielen oder, ob sie ein
zusatzliches Phdnomen neben der kutanen GvHD sind, ist nicht mit Sicherheit zu
beantworten. Die nachgewiesenen Virusmengen waren allesamt im sehr geringen
bis geringen Bereich (maximaler Wert: 11 000 Genomaquivalente (Geq) bei Parvo
B19).

3.5.2 Virusnachweis im Gastrointestinaltrakt

Bei Auftreten von Diarrhoen wurden alle Patienten zum einen im Stuhl auf eine
virale Genese untersucht. Zum anderen wurde bei Veracht auf eine Darm GvHD
eine Koloskopie durchgefihrt, bei der zum einen Biopsien fir eine histologische
Diagnostik und zum anderen fir eine Virusanalyse entnommen wurden. Im Stuhl

und in der Darmbiopsie wurden normalerweise folgende Viren untersucht:

e HSV
e EBV
e CMV

74



e HHVG6
e Norovirus
e Rotavirus

e Adenovirus

Die Biopsiestelle hing von der makroskopischen Beschaffenheit der
Darmschleimhaut ab und lag in vielen Fallen im terminalen lleum bzw. Kolon. Bei
zusétzlicher Symptomatik wie Inappetenz, Erbrechen und persistierende Ubelkeit
wurde ebenso eine Gastroskopie durchgeflihrt mit Entnahme von Biopsien. Der
Ubersichtlichkeit halber und, da die Biopsie die exaktere Methode des Nachweises
im Vergleich zur Stuhldiagnostik darstellt, sind im Folgenden die in der Biopsie

mittels PCR gefundenen Viren aufgelistet:

e HHVE: 13
e EBV: 9
e Parvo B19: 5
e CMV: 5
e HSV: 2
e Adenovirus: 1

Bei 8 Patienten wurde aufgrund fehlender Darm GvHD (7 Patienten) oder sehr
milder Erscheinungen (1 Patient) keine Koloskopie mit Biopsie durchgefiihrt. Von
den 22 biopsierten Patienten zeigten 5 Patienten (22,7%) einen negativen Befund
in der Virusdiagnostik. Die restlichen 17 Patienten hatten, wie auch bei der Haut, oft
mehrere Viren gleichzeitig nachweisbar. Tabelle 34 gibt eine Ubersicht tber die

Haufigkeit der Anzahl gleichzeitig diagnostizierter Viren:

Anzahl Viren in der Darmbiopsie Patientenzahl (%)
1 6 von 17 (35,3%)

2 7 von 17 (41,2%)

>3 4 von 17 (23,5%)

Tabelle 34: Haufigkeit der Anzahl der in der Darmbiopsie nachgewiesenen Viren

75



Die Mehrzahl der biopsierten Patienten hatte somit maximal 2 verschiedene Viren in
der Darmschleimhaut nachweisbar. Auch hier gilt, &hnlich wie bei der Haut, dass die
Viren zum einen die GvHD férdern kdénnen, zum anderen jedoch unklar ist,

inwieweit diese die Schwere der GvHD bedingen.

3.5.3 Virusnachweis im Blut

Die Routinediagnostik zur frihzeitigen Erkennung einer Virusreaktivierung im Blut
wird normalerweise einmal wdchentlich durchgefiihrt. Bei héherem Risiko unter
Steroidtherapie wird diese Diagnostik bezlglich CMV auf zweimal wdéchentlich

erhoht. Folgende Viren wurden im Blut untersucht:

e CMV
e EBV
e HHV6

Unter den 30 Patienten blieben 20 Patienten (66,7%) wahrend des gesamten
stationaren Aufenthaltes komplett ohne Virusnachweis im peripheren Blut. Bei den

dbrigen 10 Patienten waren folgende Viren nachzuweisen:

e EBV: 5
e CMV: 4
e HHVE: 4
e Adenovirus: 1

Adenovirus gehoérte nicht zu einer Routinebestimmung, sondern wurde bei
positivem Nachweis in der Darmbiopsie und im Stuhl im Blut nachbestimmt. Auch
die Messungen im peripheren Blut brachten bei manchen Patienten gleichzeitig

mehrere verschiedene Viren zum Vorschein:

76



Anzahl Viren im peripheren Blut Patientenzahl (%)
1 5 von 10 (50,0%)
2 5 von 10 (50,0%)

>3 0 von 10 (0,0%)

Tabelle 35: Haufigkeit der Anzahl der im peripheren Blut nachgewiesenen Viren

3.5.4 Virusnachweis in anderen Organen

Von besonderem Belang bei den ,anderen Organen“ dirfte vor allem die Leber
sein. Es wurde bei insgesamt 3 Patienten eine Leberbiopsie durchgefihrt. Von
diesen lag in zweien kein Virus vor, beim dritten Patienten zeigten sich geringe
Mengen EBV (200 Genomédquivalente). Andere Organe, jedoch eher nicht mit
relevantem Virusnachweis, waren bei 2 Patienten das Knochenmark mit geringen
Mengen HSV bzw. EBV und die Speicheldrise mit Nachweis von EBV bei einem
Patienten.

3.6  Chronische GvHD nach ECP

Die chronische GvHD stellt fiir viele Patienten, welche die SCT (berleben und
rezidivirei bleiben, eine langfristige Beeintrachtigung der Lebensqualitat dar und
kann, genauso wie die akute GvHD, lebensbedrohlich sein.

3.6.1 Inzidenz der chronischen GvHD nach ECP-Therapie

Die 12 Patienten, welche zum Ende des Nachbeobachtungszeitraumes am Leben
waren, wurden hinsichtlich des Vorhandenseins und der Schwere einer chronischen
GvHD untersucht. Insgesamt 10 der 12 Patienten (83,3%) entwickelten im Verlauf
eine chronische GvHD, davon 6 Patienten eine leichte Form (Grad 1) und 4
Patienten eine schwere Form (Grad 2). Der Gradeinteilung wurde die éaltere
Klassifikation der chronischen GvHD mit insgesamt drei Schweregraden zugrunde
gelegt (siehe 1.1.5.1).
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Grad der ¢ GvHD Patientenzahl (%)
0 2 von 12 (16,6%)
1 5 von 12 (41,7%)
2 5 von 12 (41,7%)

Tabelle 36: Haufigkeit der chronischen GvHD bei den 12 lebenden Patienten

Von den Patienten, die Uberlebt haben, entwickelten nahezu alle Patienten eine
chronische GvHD, wenn auch nicht alle eine schwere Form. Die Patienten mit
ausgedehnter chronischer GvHD hatten fast alle initial eine akute GvHD mit
Schweregrad Il oder IV.

3.6.2 Applikationsraten einer erneuten ECP bei chronischer GvHD

Als Therapie der chronischen GvHD hat sich die ECP in den letzten Jahren
zunehmend etabliert. Daher liegt es nahe, dass ein Teil der Patienten, die eine
chronische GvHD nach Uberstehen der akuten GvHD zeigen, erneut mittels ECP
behandelt wurden und immer noch werden. In unserer Analyse wurden im
Nachbeobachtungszeitraum insgesamt 5 Patienten (41,7%) erneut einer ECP als
Therapie der chronischen GvHD zugeflhrt.

3.7  Charakterisierung der CR- und PR-Patienten

Um herauszufinden, welche Patienten den gréBten Profit aus der ECP-Therapie
ziehen kdnnen, wurden die insgesamt 20 Patienten, die eine komplette und partielle
Remission erreicht haben, genauer evaluiert.

3.7.1 Transplantationsspezifische Eigenschaften

Die 20 Patienten wiesen folgende Spendereigenschaften, Altersverteilung und
Grunderkrankungen auf:
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20 Patienten der CR- und PR-Gruppe

e Alter
Median 51 Jahre
range [21-68 Jahre]
e  Geschlecht
mannlich 14
weiblich

e  Grunderkrankung
ALL 1
AML 11
MDS
CLL
Multiples Myelom
B-NHL

W NN =

e  Spendertyp
HLA-identisch verwandt
HLA-identisch unverwandt
HLA-different verwandt

N D oo

HLA-different unverwandt
e  Stammzellquelle

periphere Blutstammzellen 16

Knochenmark 1

Nabelschnurblut 1

KM und CD6-depletierte PBSC 2
e  Geschlechtsdifferenz Spender-Empféanger

mannlich in ménnlich

ménnlich in weiblich

weiblich in weiblich

weiblich in mannlich

double cord blood

(weiblich/mannlich) in weiblich

- 0O =+ O O

¢ Prophylaktische Inmunsuppression
CyA, MMF 15
CyA, MTX

Tacrolimus, Sirolimus 1

—_

Rapamune, MMF

¢ Konditionierungstherapie
4 Gy TBI/ ATG / Endoxan
Busulfan / ATG / Endoxan
12 Gy TBI/ ATG / Endoxan
Mel / Flu/ ATG / ATG / Endoxan
Zev / Flu/ ATG / Endoxan
Rituximab / Flu / Endoxan

= N NN W A~

Setzt man diese Charakteristika zu denen der Gesamtpopulation in Relation, so
lassen sich weder beziiglich Alters- und Geschlechtsverteilung noch bezlglich der
Grunderkrankung eindeutige Unterschiede feststellen. Was den Spendertyp betrifft,
so waren in der CR- und PR-Gruppe die vier verschiedenen Spendertypen &hnlich
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wie in der Gesamtpopulation verteilt. Der Anteil an peripheren Blutstammzellen war
in der CR- und PR-Gruppe etwas niedriger als in der Gesamtgruppe der Patienten
(80,0% versus 86,7%), da sowohl der Patient mit Knochenmark als Stammzellquelle
als auch die beiden haploidentischen Transplantationspatienten und die Patientin,
welche Nabelschnurblut erhalten hat, sich in der CR-Gruppe befanden. Diese
Tatsache bringt es auBerdem mit sich, dass der Anteil an CyA und MMF als
prophylaktische Immunsuppression in der CR- und PR-Gruppe niedriger lag,
verglichen mit dem Gesamtkollektiv. Bezlglich der Konditionierungstherapie
erreichten alle Patienten, die mit 12 Gy TBI konditioniert wurden eine CR oder PR.
Aufgrund der insgesamt wenigen Patienten, die mit dieser Strategie behandelt

wurden, lassen sich jedoch keine weiteren eindeutigen Schllisse ziehen.

3.7.2 Schwere und Verteilung der GvHD

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die Schwergrad-Verteilung der akuten
GvHD fir Patienten mit CR und PR.

Grad aGvHD CR PR
Il &) 2
0l 5 7
v 3 0
Gesamt: 11 9

Tabelle 37: Schwere der GvHD in der CR- und PR-Gruppe

Verglichen mit dem Gesamtkollektiv war erwartungsgeman der Anteil an Grad Il und
Grad Il GvHD (85% versus 66,7%) bei den CR- und PR-Patienten héher und der
Anteil an Grad IV GvHD niedriger. Wie bereits durch den Schweregrad der GvHD
zum Ausdruck gebracht wird, konnten selbst bei Beteiligung mehrerer Organe die
Kortikosteroide bei manchen Patienten im Verlauf der ECP-Behandlung abgesetzt
werden. Hier die Organverteilung der 20 CR- und PR-Patienten:
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Anzahl an betroffenen Organen Patientenzahl (%)
1 Organ 3 (15,0%)
2 Organe 9 (45,0%)
3 Organe 8 (40,0%)
> 3 Organe 0 (0,0%)

Tabelle 38: Anzahl der von der GvHD betroffenen Organe bei den 20 CR- und PR-Patienten

Nur zwei Patienten in dieser Gruppe litten an einer Mikroangiopathie, wahrend
nahezu alle Patienten zusatzlich zu der Hautbeteiligung entweder eine Darm-GvHD
(13 Patienten, 65,0%) oder eine Leber-GvHD (3 Patienten, 15,0%) oder beides (5
Patienten, 25,0%) hatten. Das AusmaB der Organmanifestation hatte hier
anscheinend keinen Einfluss auf das Ansprechen der GvHD auf die ECP-Therapie.
Lediglich bei der Mikroangiopathie lasst sich Folgendes feststellen: von den
insgesamt funf Patienten mit Mikroangiopathie befanden sich 3 in der Gruppe der
MR-und NR-Patienten (10 Patienten) und 2 unter den 20 CR-und PR-Patienten.
Das Auftreten einer Mikroangiopathie lasst sich daher gegebenenfalls mit einem
schlechteren Therapieansprechen verknupfen.

In der CR-Gruppe trat die GvHD im Median an Tag 20 (range 9-44) nach
Transplantation auf, identisch mit einem medianen Auftreten an Tag 20 in der
Gesamtpopulation. Auch hier lasst sich somit kein Unterschied zwischen den CR-
und PR-Patienten und den restlichen Patienten feststellen. Die ECP wurde in der
CR- und PR-Gruppe im Median an Tag 41 nach Transplantation begonnen, in der
Gesamtgruppe der Patienten an Tag 43.

An diesen Parametern, kann daher keine eindeutige Aussage dariber getroffen
werden, warum die CR- und PR-Patienten im Vergleich zur den restlichen Patienten
sehr gut und gut angesprochen haben.
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3.7.3 Uberleben und Todesursachen

In der Gruppe der CR-Patienten sind aktuell noch 6 Patienten am Leben (54,5%), in
der Gruppe der PR-Patienten 5 (55,6%). Die Todesursachen waren Gberwiegend
Infektionen. Fasst man die CR-und PR-Patienten zusammen, so leben aktuell noch
11 von 20 Patienten (55,0% versus 40% in der Gesamtpopulation).

3.7.4 CR/PR-beeinflussende Faktoren

Die CR/PR-Gruppe (20 Patienten) wurde der MR/NR-Gruppe hinsichtlich
unterschiedlichster Faktoren, die gegebenenfalls einen Einfluss auf das Erreichen
einer CR oder PR haben kdnnten, in einer univariaten Analyse gegenlbergestellt.
Die statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests, die
Signifikanz wurde zweiseitig durch den Exakten Test nach Fisher beziehungsweise
durch den Chi-Quadrat-Test nach Pearson bestimmt. Dies fUhrte zu folgendem

Ergebnis:
Altersgruppe CR/PR MR/NR Gesamt p-Wert
20-35 Jahre 6 1 7
26-50 Jahre 4 5 9 0,193
51-75 Jahre 10 4 14
Gesamt 20 10 30
Diagnose CRIPR MR/NR  Gesamt p-Wert
AML, ALL, MDS, OMF 13 9 22
B-NHL, CLL, MMY 7 1 8 0,210
Gesamt 20 10 30
Geschlechtsdifferenz CR/PR MR/NR Gesamt p-Wert
weiblich in mannlich 8 2 10
weiblich in weiblich 1 0 1 0,324
mannlich in weiblich 4 1 5
mannlich in mannlich 6 7 13
Gesamt 19 10 29
Grad akute GvHD CR/PR MR/NR Gesamt p-Wert
Il 5 2 7
1 12 1 13 0,007
v 3 7 10
Gesamt 20 10 30
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Spender CR/PR MR/NR Gesamt p-Wert
HLA-id., verwandt 5 3 8
HLA-dif., verwandt 2 0 2 0,726
HLA-id., unverwandt 6 4 10
HLA-dif., unverwandt 7 8 10

Gesamt 20 10 30

Tabelle 39: Das Ansprechen beeinflussende Faktoren (univariate Analyse)

Far das Erreichen einer CR/PR war lediglich der Grad der GvHD hochsignifikant,
die Geschlechtsdifferenz zwischen Spender und Empféanger hatte keinen
signifikanten Einfluss auf das Ansprechen. Weitere Faktoren, welche hier nicht
detailliert aufgeflhrt sind, aber ebenfalls statistisch berechnet wurden, waren:
Stadium der Grunderkrankung (p=0,372), Konditionierung (p=0,538) sowie der
Zeitpunkt des GvHD-Auftretens (p=1,000) und des ECP-Beginns (p=0,709).

3.7.5 CR-beglnstigende Faktoren

Mit Hilfe des Kaplan-Meier-Verfahrens wurden Faktoren untersucht, die den
Zeitpunkt der CR und die Wahrscheinlichkeit einer CR beginstigen. Hierbei wurde
anstelle des Uberlebens als Endpunkt die CR und anstelle der Uberlebenszeit die
Zeit bis zum Erreichen einer CR gesetzt. Das Signifikanzniveau wurde mit dem
Logrank-Verfahren berechnet. Untersucht wurden folgende Faktoren:

Alter, Grunderkrankung, Spender-Empfénger-Konstellation bezlglich Geschlecht
und HLA-Matching, Stadium der Grunderkrankung, Konditionierungsregime, Grad
und Zeitpunkt der GvHD sowie Zeitpunkt des ECP-Beginns nach GvHD-
Manifestation. Als signifikant vorteilhaft fir das schnelle Erreichen der CR erwies

sich lediglich ein jingeres Alter der Patienten zwischen 20 und 35 Jahren.

Altersgruppe CR PR/MR/NR Gesamt

20-35 Jahre 5 2 7 p-Wert
26-50 Jahre 2 7 9

51-75 Jahre 4 10 14 0,04
Gesamt 11 19 30

Tabelle 40: Anteil der CR-Patienten nach Altersgruppen
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3.8  Photographische Darstellung des Ansprechens

Das Ansprechen der GvHD auf die ECP-Behandlung lasst sich abgesehen von der
objektiv fassbaren Steroiddosis auch klinisch sehr gut an den Hautmanifestationen
festmachen. Die folgenden Abbildungen zeigen zwei Patienten, jeweils vor und
nach Beendigung der ECP. Beide Patienten litten an einer steroidrefraktaren GvHD
mit einer deutlichen Hautmanifestation (Patient 1: Haut Stadium 3, Patient 2: Haut
Stadium 4). Die Aufnahmen wurden vor Beginn der ersten ECP-Sitzung
aufgenommen und nach Ende des letzten Behandlungstages.

Abbildung 19 stellt Patient 1 dar, Abbildung 20 Patient 2.
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Abbildung 19: Haut GvHD vor Start der ECP-Therapie (Bild oben),
Haut GvHD nach 6 Wochen (12 Sitzungen) ECP (Bild unten)
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Abbildung 20: Haut GvHD vor Start der ECP-Therapie (Bild oben),
Haut GvHD nach 4 Wochen (8 Sitzungen) ECP (Bild unten)
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3.9 Gesamtlibersicht in tabellarischer Form

. St PR CR
Zeipunt St ER - CR ; Lebt
. " Geschlecht ECP (d (d Anspreche st ! Uberleben
Nr. Alter Diagnose Sta Spender HLA ssc s aGuHD a zusétzliche Immunsuppression cGVHD
Spender rung d nach scT) @ ngrch Eafcph Eaicph D Gy d nach SCT) Todesursache
1 s AML f refrakiar  sb df m mp 4GyATGOY o 17 18 13 224 CR 3 Sirolimus 2 979 lebt
2 48 MMy m PR wrid m b MelFILATG-CY  Sone 27 7 e 8  OR 3 Enbrel, Sirolimus, Entocort, Tacrolimus 2 644 CGYHD, Infektionen
3 50 MMY f PR wr o d m b MelFlLATGOY o 20 122 56 283 CR 3 Sirolimus 1 1036 lebt
4 @ AML m refraktar i m P 4GyATGCy i 12 14 60 PR 3 Tacrolimus, Cellcept, Sirolimus 2 589 lebt
5 57 oL m refraktar  unr id f B 126yATGCY e 25 37 6 PR 2 1 301 lebt
6 a7 AML m CR unr of m P 4GyATGOY o 18 3B 110 o MR 2 2 289 unbekannt
) AML m Rezidv  ur  id m g BUSATGOY o 14 2 o N 3 Zenapax, MTX, Tacrolimus 2 318 GGVHD, Infektionen
8 AML m Rezidv  sib id f P 4GyATGCy  Cen 9 27 &7 229 OR 2 MTX 0 368 Sepsis im Rezidiv
9 50 AML f refrakiar  sib id m B 4GyATGOY o 29 50 oo MR 4 MTX, Zenapax, Sirolimus, Tacrolimus, Gellcept 2 502 Sepsis
10 65 BNHL t Rezidv  unr  df mt ©  Zev-FLATGCy TacSr 25 ® 6 9 OR 2 0 433 lebt
1 2 AML m CR sib ot f mp  4Gy-ATG-CY fws& 24 47 73 112 CR 4 Sirolimus, Tacrolimus, Pentaglobin 2 420 Sepsis, Pneumonie
12 et AML m Rezidv  unr  df m P BUSATGCy ot 14 s 8 & CR 2 0 139 Sepsis, Pneumonie
13 57 AML f Rezidv  unr id m P 4GyATGOY ot 30 57 55 o PR 3 Zenapax, Celloept 1 194 Sepsis
" - CSA- MTX, Entocor, Sulfasalazin, OKT, ;
1 72 AML m Rezidv  sib id m o FBMATG  Cort 18 % o o MR 4 Entre) S e s 0 12 refraktare GVHD, Sepsis
15 21 ALL m Rezidv  unr df 1 ma 126Gy ATGE oy 19 22 9% 175 CR 3 Zenapax, Sirolimus 0 1073 lebt
16 68 AML m CR unr id m pb  BUS-ATG-CY a?vﬁ: 14 8 70 PR 3 OKT, E;E";?:;i‘ff;‘c"r‘:lfhﬁ”apax' 2 573 ¢GVHD
17 55 MDS m ”"be”(a“de' sib id f pb BUS-ATG-CY a‘m 24 5% 68 nr PR 2 2 854 lebt
18 65 AML m Rezidv  unr id m B BUSATGCY ot 35 70 348 MR 2 MTX, Sirolimus, Tacrolimus 1 658 lebt
19 57 MMy m Rezidv  unr  df f b MelFILATGOY o 10 15 181w NR 4 o basaiani mas Wb 0 280 refraktare aGVHD, Sepsis
CSA- Sirolimus, Enbrel, Entocort, Zenapax, -
20 4 AML m Rezidv  sib id m P 4GyATGOY o 33 © na wm  NR 4 Pentotisin, Dealaa s Zonaba: 0 142 refraktare aGvHD, Sepsis
21 30 B-NHL f PR unr o m pb  Zev-FIu-ATG-Cy MS,'JIF 14 20 44 PR 3 MTX, Entocort 0 84 Rezidiv l’;‘;‘.]::?;f;""““’
2 40 AML m refraktar i m P 4GRATGCy  Cen 9 5w o NR 4 OKT, MTX, Zenapax 0 86 refraktére GVHD, Sepsis
28 41 AML m refrakiar  sib id f B 4GyATGOY  Con 44 104 31 o PR 3 2 1052 lebt
24 48 omMF m refraktar e id f P BUSCyATG Gon 16050 16757 m  w  NR 4 Sirolimus, Tacrolimus, Enbrel 0 207 refraktére GVHD, Sepsis
25 35 AML m refraktar  unr df m B 4GyATGOY  Son 21 28 oo MR 4 OKT, MTX 0 45 Sepsis, bei EBV-PTLD
26 22 AML m Rezidv  unr  df f P 4GyATGCy oot 10 17 8 163 CR 4 OKT, MTX, Zenapax 1 421 lebt
27 66 AML f Rezidv  unr of f P BUSATGOY  Come 20 27 3% oo PR 3 Sirolimus 0 108 Sepsis
28 5t AML m refraktér  sib id m P 4oyATGOY o 30 103 11 400  CR 3 1 730 lebt
29 33 cLL m refraktar i m b 12GyATGCY  Con 10 19 31 47 CR 4 2 353 GVHD, Infektionen
0 52 B-NHL m CR sib id 1 B RCFUCY G 34 43 154 o PR 3 Zenapax, Enbrel, Sirolimus 2 824 lebt

Tabelle 41: Gesamtubersicht aller 30 Patienten
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4 Diskussion

Die eigenen Ergebnisse und die Erfolge sollen im Vergleich zu den bisher
erhobenen Daten an anderen Zentren im Folgenden diskutiert werden.

4.1 Beurteilung des Patientenkollektivs bezliglich Schwere und Organverteilung
der GvHD

Unter den 30 ECP-Patienten mit steroidrefraktérer akuter GvHD befand sich ein
groBer Anteil mit schwerer und auch schwerster GvHD. Insgesamt 76,7% wiesen
eine Grad Il oder Grad IV GvHD auf, welche im Allgemeinen bei Steroidrefraktaritat
eine sehr schlechte Prognose hat. Vergleicht man diese Raten mit anderen Studien
wie beispielsweise der von Perfetti et al. aus dem Jahr 2008, so zeigt sich in
unserem Patientenkollektiv eine deutlich héhere Rate an Grad Ill (43,4% versus
30,4%) und auch Grad IV (33,3% versus 26,1%) GvHD (Perfetti et al., 2008). Auch
in der groBten bisher publizierten Studie mit 59 Patienten von Greinix et al. liegt der
Anteil an Grad Il GvHD mit 22% der Patienten und Grad IV GvHD (17%) deutlich
niedriger (Greinix et al., 2006).

Unterteilt man die 30 ausgewerteten Patienten nach Spendertypen, so zeigt sich bei
den HLA-identischen Familienspendern sogar eine etwas héhere Rate an Grad IV
GvHD als bei den Fremdspendern (37,5% versus 30%). Bezliglich des Spender-
Empfanger-Geschlechts ergaben sich nur geringfligige Unterschiede in der GvHD-
Auspragung zwischen weiblichen und méannlichen Spendern, obwohl in
Vorberichten weibliche Spender aufgrund einer Alloimmunisierung durch
vorangegangene Geburten als Risikofaktor flir das Auftreten einer GvHD gelten
(Saliba et al., 2007). Betrachtet man die Verteilung und Manifestation der GvHD auf
die drei ,Hauptorgane“ Haut, Leber und Darm, so war bei allen Patienten die Haut
von der GvHD betroffen, wahrend mehr als drei Viertel auch eine Darm GvHD
(76,7%), aber nur einer geringer Anteil eine Leberbeteiligung (40,0%) aufwiesen.
80% aller Patienten hatten 2 oder mehr von der GvHD involvierte Organe, wobei
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fast bei der Hélfte der Patienten Haut, Leber und Darm betroffen waren und 10%
der Patienten zusatzlich andere Manifestationen wie eine Mikroangiopathie oder
Gelenkbeteiligung hatten. Zieht man auch hier andere Studien zum Vergleich heran,
so erscheint in der Phase Il Studie von Greinix et al. mit 53% der Anteil an solitarer
Hautbeteiligung héher als bei unserer Patientengruppe, 34% haben zwei Organe
und 13% drei Organe, die von der GvHD betroffen sind. Bei Perfetti et al. dagegen
leiden etwas mehr Patienten an einer Leber- und Darm GvHD als in unserer
Patientengruppe (Leber 47,8% versus 40%, Darm 87% versus 76,7%), wenngleich
der Auspragungsgrad der GvHD insgesamt niedriger liegt. Dementsprechend sind
in der Perfetti-Patientengruppe bei mehr Patienten 2 Organe befallen, der Anteil an
3-Organbeteiligung liegt aber niedriger als in unserer Analyse (39,1% versus
46,7%). Es lasst sich also insgesamt bei unserer Patientengruppe bei einem
GroBteil der Patienten von einer eher schweren und disseminiert verteilten GvHD
ausgehen, auch im Vergleich zu den bisher vorliegenden Daten anderer Zentren.

4.2 Beurteilung des Ansprechens

Das Ansprechen kann anhand der klinischen Situation, also an den GvHD-Stadien
von Haut, Leber und Darm, beurteilt werden. Diese Einschatzung ist jedoch in
manchen Punkten vom Untersucher abhangig und daher als eher subjektiv
einzuordnen. Einen weit objektiveren MaBstab stellt die Dosis an Kortikosteroiden
dar, die ein Patient zur erfolgreichen Therapie der GvHD bendtigt. Bei vielen
refraktdren Patienten ist es nicht mdglich, die Kortikoidgaben wie geplant, das heiBt
alle 3 Tage um ca. 10%, zu reduzieren, ohne dass die GvHD sich wieder
verschlechtert. Bei einem Teil der Patienten kommt es bereits initial zu einem
mangelhaften Ansprechen der GvHD auf die Kortikosteroide. Aus diesem Grund
stellt die Menge der applizierten Kortikosteroide zugleich einen MaBstab flr das
Ansprechen der GvHD auf die Therapie dar. Gelingt es bei einer refraktaren GvHD
mittels einer Zweitlinientherapie, in unserem Fall der ECP, die Kortikosteroide
deutlich zu reduzieren oder gar abzusetzen, so ist von einem sehr guten bis guten
Ansprechen der GvHD auf die Zweitlinientherapie auszugehen. Dementsprechend
wurde in unserer retrospektiven Analyse die Kortikoidmenge, die ein Patient zur
erfolgreichen Therapie der GvHD bendtigt, als objektiver Parameter gewahlt, der
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sehr gut das Ansprechen beschreibt. Auch in anderen Studien zur akuten und
chronischen GvHD spielt die Kortisondosis der mit ECP behandelten Patienten eine
Rolle, sie dient aber bisher nicht als objektiver MaBstab des Ansprechens.

Bei der vorliegenden Patientengruppe erreichten anhand der definierten Response-
Kriterien 11 Patienten (36,7%) eine CR und 9 Patienten eine PR (30,0%). Bei zwei
Drittel der initial refraktdren Patienten konnte somit eine erfolgreiche Therapie
mittels ECP verzeichnet werden. Im Vergleich zu den bisher vorliegenden Daten ist
dies ein durchaus gutes Ergebnis (Dal’Amico et al., 2002). Besonders unter den
Patienten mit GvHD Grad Ill (13 Patienten) erscheinen die CR-Rate von 38,5% (5
Patienten) und die PR-Rate von 53,8% (7 Patienten) sehr hoch. Nur ein Patient in
dieser Subgruppe zeigte kein gutes Ansprechen. In der Gruppe der Patienten mit
Grad IV GvHD erzielten immerhin 3 der 10 Patienten (30,0%) eine CR, was daflr
spricht, dass die ECP sogar bei schwerster GvHD letztendlich ein Absetzen der
Steroide ermdglichen kann. Kritisch angemerkt muss an dieser Stelle jedoch
werden, dass ein Teil der Patienten zusatzlich aufgrund der Schwere der GvHD
weitere Immunsuppressiva im Verlauf der Therapie erhielt. Die Kortikoidgaben des
Gesamtkollektivs vor ECP lagen im Median bei 150 mg taglich, wobei einige
Patienten bis zu 300 mg erhielten. Nach der ECP konnte eine Dosis von 5mg téglich
(Median) verzeichnet werden. Ahnliche Beobachtungen diesbeziiglich wurden auch
in anderen retrospektiven Analysen beschrieben (Perfetti et al., 2008). In der CR-
Gruppe wurde rasch nach Beginn der ECP die PR erreicht (67 Tage nach ECP-
Start), wahrend das endgultige Absetzen der Kortikosteroide im Median 163 Tage
bendtigte. Auch in der Gruppe der Patienten, die eine PR erzielten, gelang dies im
Median bereits nach 55 Tagen. Einschrankend muss jedoch festgestellt werden,
dass manche Patienten bei Beginn der ECP niedrige Dosen an Kortikosteroiden
aufwiesen und daher die 10mg-PR-Dosis friher erreicht werden konnte als bei initial
hdheren Dosen. In der univariaten Analyse lieB sich lediglich der Schweregrad der
GvHD als signifikanter Faktor fir das Erreichen einer CR und PR festmachen, alle
anderen evaluierten Faktoren hatten keinen signifikanten Einfluss auf das
Ansprechen. Dabei zeigten gerade der Zeitpunkt der GvHD-Manifestation (p=1,000)
und der Zeitpunkt des ECP-Starts (p=0,709) einen Uberraschend hohen p-Wert.
Evaluiert man aussschlieBlich das Erreichen der CR und den Zeitpunkt der CR, so
erlangten jlingere Patienten signifikant mehr und friher die CR. Alle anderen

90



untersuchten Faktoren kdnnen hier keine Auftrennung bezlglich der
Wahrscheinlichkeit einer CR vornehmen.

Betrachtet man das Ansprechen der einzelnen Organsysteme Haut, Leber und
Darm, so lasst sich wie in Vorberichten anderer Zentren (Greinix et al., 2006;
Perfetti et al.,, 2008) Folgendes feststellen: die Hautmanifestationen zeigten das
beste Ansprechen auf die ECP-Therapie mit einem Rickgang der
Auspragungsstadien bei nahezu allen Patienten nach 30 Tagen ECP und einem
kompletten Fehlen hoher Stadien (3 und 4) nach 100 Tagen ECP. Was die Leber
GvHD betrifft, so konnte nach 30-tdgiger ECP-Therapie ein Ruckgang der
Leberwerte bei allen Patienten mit Leberbeteilgung verzeichnet werden, ebenso
nach 100 Tagen ECP, obwohl einschrankend erwahnt werden muss, dass 8
Patienten zu diesem Evaluationszeitpunkt verstorben waren. Unter den 8
Verstorbenen hatte jedoch nur ein Patient eine Leber GvHD Stadium 4. Auch die
Darm GvHD konnte mittels ECP in niedrigere Stadien sowohl nach 30 Tagen ECP
als auch nach 100 Tagen uberfihrt werden, bei Patienten mit schwerster
Auspragung zeigte sich jedoch bisweilen kein Ansprechen oder die Patienten waren
100 Tage nach ECP-Start bereits verstorben (8 Patienten, 26,6%). 7 von 11
Patienten mit schwerster Darm GvHD (Stadium 4) erreichten eine Verbesserung
unter 100-tagiger ECP-Therapie.

Das Ansprechen der GvHD auf die ECP Therapie héngt daher sowohl vom
Verteilungsmuster der Manifestationen, also Haut, Leber und Darm, ab, als auch
von der Schwere, wobei auch Patienten mit Grad IV GvHD eine komplette
Remission der GvHD unter ECP-Therapie erreichen kénnen.

4.3 Uberlebensraten

Das Uberleben der Patienten mit steroidrefaktdrer GvHD stellt einen
Hauptgesichtspunkt unserer Analyse dar. In den letzten Jahren und Jahrzehnten
konnte keine Zweitlinientherapie bei Steroidrefraktaritat als Standard etabliert
werden. Ob die ECP tatsachlich einen Uberlebensvorteil, zumindest fiir einen Teil

der behandelten Patienten, gewahren kann, soll nun erértert werden.
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4.3.1 Das Uberleben beeinflussende Parameter

Wéhrend eines Nachbeobachtungszeitraums von maximal 1073 Tagen konnten ein
medianes Gesamtiberleben von 394 Tagen sowie ein Gesamtiberleben von 40%
erreicht werden. Dieses erscheint aufgrund der bereits geschilderten
Zusammensetzung des Patientenkollektivs relativ  hoch. Erwartungsgeman
Uberlebten Patienten mit Grad Il und Grad Il GvHD signifikant besser als Patienten
mit Grad IV GvHD (p=0,015), wobei Uberraschenderweise zwischen Grad Il und
Grad Il GvHD kein Unterschied in den Uberlebensraten bestand. Beziiglich der
Responsegruppen ergibt sich ein sehr ahnliches Bild: Patienten, die auf die ECP-
Therapie angesprochen haben (CR und PR), wiesen einen Uberlebensvorteil
gegentber denen auf, die nur sehr gering (MR) oder gar nicht angesprochen haben
(NR). So waren zum Ende des Nachbeobachtungszeitraums 55% der CR- und PR-
Gruppe am Leben, wahrend in der MR-Gruppe 75% und in der NR-Gruppe 100%
der Patienten verstorben waren. Zwischen den CR- und PR-Patienten lasst sich
erneut kein Unterschied im Uberleben festmachen, es scheint also eine geringe
Steroiddosis von 10 mg Prednisolon taglich keinen negativen Einfluss auf das
Uberleben zu haben, zumindest in diesem kleinen Patientenkollektiv. Die Art des
Spenders konnte keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben nehmen. Die
Gruppe der Fremdspender zeigte eine etwas schlechteres Uberleben (30% und
40%) als die Familienspender (50%), wobei dies nicht statistisch signifikant war und
aufgrund der kleinen Subgruppen nur sehr vorsichtig interpretiert werden sollte.
Entgegen der in der Literatur erwéhnten héheren Rate an GvHD (Apperley et al.,
2008) bei weiblichen Spendern und mannlichen Empfangern zeigte sich in unserer
Auswertung zum einen fur die Gruppe mit weiblichen Spendern/méannlichen
Empfangern ein Uberlebensvorteil gegeniiber den Patienten, die eine andere
Spender-Empfanger-Konstellation hatten und zum anderen, dass die Mehrzahl der
Patienten mit refraktarer GvHD einen mannlichen Spender aufwies. Das Uberleben
von 60,0% bei weiblichen Spendern/méannlichen Empfangern gegeniber 30,0% bei
anderen Empfanger-Spender-Konstellationen erscheint auf den ersten Blick deutlich
héher, ist jedoch aufgrund der geringen Patientenzahl und den ungleichen
Vergleichsgruppen nicht statistisch signifikant (p=0,133). Relativ groBen Einfluss auf
das Uberleben hat, einhergehend mit dem Gesamtgrad der GvHD, die Anzahl an
Organen, welche von der GvHD betroffen sind. So ergab sich ein signifikant
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besseres GesamtlUberleben (p=0,01) fur die Patientengruppe mit maximal 2 Organ-
GvHD gegeniber der Gruppe, bei der Haut, Leber und Darm gleichzeitig involviert
waren. Dies spiegelt sich auch im medianen Uberleben wieder mit einem medianen
OS von 280 Tagen fir die 3-Organ-Gruppe gegenlber einem nicht erreichten
Median des OS bei 1- oder 2-Organbefall. Die immunsuppressive Begleitmedikation
Sirolimus zusatzlich zu Steroiden und ECP lieB flr die Sirolimusgruppe einen
Uberlebensvorteil erkennen (46,2% versus 35,3%). Die gefiirchtete Nebenwirkung
einer Mikroangiopathie lieB sich nur bei einem Patienten feststellen, wobei bei
diesem nicht sicher differenziert werden kann, ob die Mikroangiopathie nicht eher
als GvHD-Manifestation einzuordnen ist. Ob das Vorhandensein einer zusatzlichen
Mikroangiopathie als ein negativer Prediktor fiir das Uberleben dienen kann, kann
aufgrund der kleinen Patientengruppe von 5 Patienten, welche eine
Mikroangiopathie erlitten, nicht sicher gesagt werden, es lasst sich jedoch
Folgendes festhalten: Der Vergleich zwischen den anndhernd gleich
zusammengesetzten Gruppen von Grad Il und Grad IV GvHD mit und ohne
Mirkoangiopathie lasst ein besseres Uberleben bei fehlender Mikroangiopathie
erkennen (41,2% versus 20,0%). Trotz fehlender statistischer Signifikanz sollte in
zukinftigen Studien dieser Sachverhalt genauer analysiert und bericksichtigt
werden. Eine Erklarung fiir das schlechtere Uberleben kann ein vermindertes
Ansprechen der mikroangiopathischen GvHD auf die ECP-Therapie sein, wobei
gegebenenfalls ein anderer Pathomechanismus in der Genese dieser GvHD
zugrunde liegen kénnte. Entgegen der bisherigen in der Literatur aufgeflhrten
Vermutung, dass ein sehr friher Beginn der ECP einen Vorteil im Ansprechen mit
sich bringt (Lee et al., 2003; Perfetti et al., 2008), ergab sich in unserer Auswertung
folgendes Bild: bei einem medianen Abstand von 18 Tagen zwischen der akuten
GvHD und dem Beginn der ECP lieB sich fur die Patienten ein besseres
Gesamtiberleben messen, die spater als 18 Tage nach GvHD-Manifestation mit der
ECP begonnen haben. Ursache hierflr durfte jedoch sein, dass einige Patienten in
dieser Subgruppe primar auf die Steroide angesprochen haben und sich erst im
Verlauf eine Steroidabhangigkeit zeigte, so dass die GvHD dieser Patienten
eventuell primar bereits einen weniger aggressiven Verlauf nahm. Zusatzlich lag
ein etwas geringerer Anteil an Grad IV GvHD in der Gruppe mit spaterem ECP-
Beginn vor. Der Vergleich zwischen einer friiher einsetzenden GvHD und einer
spateren GvHD zeigte ein geringfligig schlechteres Gesamtiiberleben fiir Patienten
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mit einem Beginn der GvHD vor Tag 20 nach SCT (OS 31,7% versus 50,0% bei
GvHD nach Tag 20). Urséchlich kdnnte eine etwas aggressivere Verlaufsform der
friiher einsetzenden GvHD sein.

Ahnlich wie fiir das Gesamtiiberleben ergibt sich auch fiir die TRM nach einem Jahr
eine hohe TRM fur Grad IV GvHD gegenuber Grad |l und Grad Ill GvHD. Ebenso ist
die TRM fir Patienten, die auf die ECP ansprachen und eine CR oder PR
erreichten, deutlich niedriger als fir MR- oder NR-Patienten. Einen Schwerpunkt der
Todesursachen bilden erwartungsgemaB bei diesem stark immunsupprimierten
Patientenkollektiv Infektionen, vor allem Sepsis und Pneumonien.
Zusammenfassend lassen sich die Auspragung der GvHD und das Ansprechen auf
die ECP als das Uberleben beeinflussende Parameter festmachen, wobei
signifikante Unterschiede zwischen einer GvHD Grad Il/lll und einer GvHD Grad IV
bestehen sowie zwischen CR-/PR-Patienten und Patienten, welche nicht auf die
ECP angesprochen haben. Eine weitere wichtige Rolle spielt die Anzahl an von der
GvHD befallenen Organen, wobei die Mikroangiopathie eine zusétzliche Trennung
beziiglich des Uberlebens vornimmt.

4.3.2 Uberleben im Vergleich zu anderen ECP-Studien

Vergleicht man unsere Resultate mit der bisher gréBten publizierten Studie von
Greinix et al. aus dem Jahr 2006, so liegt die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 4
Jahren in der Greinix-Analyse mit 47,0% flr alle Patienten etwas hdéher als in
unserem Patientenkollektiv mit einem OS von 40,0% bei einem maximalen
Nachbeobachtungszeitraum von 3 Jahren. Betrachtet man ausschlieBlich die
Patienten, die eine CR erreichen konnten, so liegt in der Greinix-Auswertung die
Gesamtlberlebensrate mit 59% etwas Uber der unserer CR-Patienten (54,5%). An
dieser Stelle muss jedoch angemerkt werden, dass die Remissionskriterien in den
beiden Analysen unterschiedlich definiert sind. FUr Patienten ohne CR liegt das OS
mit 11,0% niedriger als bei unseren PR-Patienten (55,5%) und auch niedriger als
bei unseren MR-Patienten (25,0%). Ahnlich sind in beiden Analysen die Faktoren,
die das Uberleben beeinflussen: der Grad der GvHD und die Anzahl an Organen,
die involviert sind (Greinix et al., 2006). Bei Perfetti et al. zeigte sich in der etwas
kleineren Patientengruppe von 23 Patienten ein Gesamtlberleben von 48% versus
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40% in unserer Gruppe. Die beiden Vergleichsgruppen waren jedoch
unterschiedlich zusammengesetzt mit héheren Raten an GvHD Grad Il und IV bei
unseren 30 Patienten (Perfetti et al., 2008). Innerhalb der ersten 90 Tage nach
ECP-Start verstarben in der Perfetti-Auswertung bereits 11 der 23 Patienten
(43,5%), wahrend bei unseren Patienten 100 Tage nach Beginn der ECP noch 22
der 30 Patienten am Leben waren (73,3%). In retrospektiven Analysen mit weitaus
geringeren Patientenzahlen ergaben sich sehr unterschiedliche Uberlebensraten,
welche zwischen 0% und 100% lagen. Dall’Amico zeigte in seiner Ubersichtsarbeit
aus dem Jahr 2003 insgesamt 11 Studien, auch mit padiatrischen Patienten, mit
Patientenzahlen zwischen 1 und 21 Patienten auf, wobei das Gesamtiberleben bei
insgesamt 53% festzumachen war. Diese Uberlebensrate resultiert jedoch aus einer
sehr heterogenen Patientenpopulation und bezieht auch Kinder in die Auswertung
mit ein (Dall’Amico et al., 2003).

Zusammenfassend liegt das GesamtlUberleben in unserer Patientengruppe in etwa
gleich mit dem in anderen Studien erreichten Uberlebensraten. Beriicksichtigt man
die Schwere der GvHD, welche in unserer Population besonders ausgepragt
erscheint, so sind die Resultate des OS durchaus zufriedenstellend, wenn auch
noch verbesserungswirdig. Um deren Wertigkeit jedoch genauer zu evaluieren,

sollten andere Zweitlinientherapien nicht unerwahnt bleiben.

4.3.3 Uberleben im Vergleich zu anderen Zweitlinientherapien

Es existieren verschiedenste Ansatze, um die sehr schlechte Prognose der
Patienten mit steroidrefraktdrer GvHD zu verbessern, welche primar auf eine
Inaktivierung der alloreaktiven T-Zellen und Verminderung der Inflammation
abzielen (Deeg, 2007). Trotz Mangel an kontrollierten prospektiven Studien |asst
sich allgemein feststellen, dass es keine etablierte Zweitlinientherapie gibt, welche
erfolgsversprechende Resultate liefern kénnte. Der anti-CD3-Antikérper Visilizumab
konnte im Jahr 2002 mit einer Ansprechrate von 32% bei steroidrefaktarer GvHD
und einem 6-Monats-Uberleben von 32% im Vergleich zur ECP in unserer
Patientengruppe keine Uberzeugenden Resultate liefern (Carpenter et al., 2002).
Ein dhnliches OS wie in unserer Analyse ergab die Anwendung von Infliximab,
einem anti-TNFa-AK, bei Steroidrefaktaritat. Bei 21 Patienten wurde ein OS von
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38% und eine Ansprechrate von 60% erreicht, jedoch lag die Inzidenz von
chronischer GvHD bei den Uberlebenden mit 100% sehr hoch (Couriel et al., 2000).
Die Anwendung von Pentostatin in der steroidrefaktaren Situation konnte zwar in
einer Phase-I-Studie gute Ansprechraten zeigen, vor allem von Haut (81%) und
Darm (79%), welche vergleichbar mit dem Ansprechen der ECP in unserer
Population sind, das 1-Jahres-Uberleben war jedoch mit 26% deutlich schlechter als
in unserer Auswertung (Margolis et al., 2000). Der Einsatz von Sirolimus als
Zweitlinientherapie der akuten GvHD kann gute Ansprechraten erzielen, das
Gesamtiberleben liegt jedoch mit 33% unter dem mittels ECP erreichten OS.
Zusétzlich muss die Applikation von Sirolimus kritisch hinterfragt werden, da es oft
aufgrund eines erhdhten Nebenwirkungsprofils (Myelosuppression) zu einem
Therapieabbruch kommt (Benito et al., 2001). Insgesamt konnte nach bisheriger
Datenlage keine Zweitlinientherapie bei Steroidrefraktaritat als der ECP Uberlegen
identifiziert werden. Die Hauptproblematik der erhéhten Infektions- und bisweilen
auch Toxizitatsraten ist im Falle der ECP nicht gegeben. Daher stellt die ECP,
gerade bei der Haut-GvHD, eine wahre Therapiealternative zu anderen

immunsuppressiven Optionen dar.

4.4 Virusinfektionen und —reaktivierungen

Im Rahmen der standardmaBig durchgefihrten Biopsien der Organe, die eine
Manifestation der GvHD aufweisen, konnten zahlreiche Virusbefunde, manchmal
auch in Kombination, erhoben werden. Allen Befunden gemeinsam bleibt aber, dass
die Relevanz hinsichtlich der klinischen Verlaufe und der Intensitat der GvHD nicht
klar abgegrenzt werden kann. Zum einen erhéht die Immunsuppression das Risiko
fir Virusinfektionen, zum anderen kann der Virus als Trigger fir die GvHD dienen.
Daher wurde bei vorhandener klinischer Manifestation und Virusnachweis in der
PCR eine virostatische Therapie begonnen. Inwieweit diese Therapie bei Rickgang
der Virusmenge auch das Ansprechen der GvHD auf die ECP beeinflusst hat, kann
leider nicht differenziert werden. In vielen Féllen lagen nur geringe Mengen Virus
vor. Knapp die Halfte aller Patienten hatte in der Hautbiopsie einen positiven
Virusnachweis, wobei HHV6 und Parvo B19 am haufigsten waren. Die klinischen
Bilder der Haut-GvHD sind gerade denen eines HHV6-Exanthems oder einer Parvo
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B19-Infektion sehr ahnlich, so dass dieses Ergebnis nicht lberraschend ist. Auch
die Kombination von zwei oder drei verschiedenen Viren trat in seltenen Fallen in
der Hautprobe auf. In den Biopsien aus dem Gastrointestinaltrakt iberwogen HHV6
und EBV sowie Parvo B19 und CMV. Typische Differentialdiagnose zu einer Darm-
GvHD sind Virusinfektionen, v.a. durch CMV oder Adenoviren. Letztere konnten in
unserer Patientengruppe einmal nachgewiesen werden. Der Anteil an Patienten mit
positivem Virusbefund, wenn auch teilweise nur in kleinen Mengen, lag in den
Kolonbiopsien relativ hoch, namlich 17 von 22 biopsierten Patienten (77,2%). Im
Blut dagegen war lediglich ein Drittel der Patienten von einer Virusinfektion
betroffen, wobei CMV und EBV an vorderster Stelle in der Haufigkeit standen.
Jeweils 50% der Patienten hatten nur einen beziehungsweise 2 Viren zur gleichen
Zeit per PCR detektierbar. Um genauere Zusammenhange zwischen der Schwere
der GvHD, der nachgewiesenen Viruslast und —art sowie dem Ansprechen der
GvHD zu eruieren, waren gréBere Fallzahlen notwendig. Gleichzeitig miBten eine
exakte Analyse der antiviralen Therapie und eine Dokumentation des Ansprechens,
am besten durch Verlaufsbiopsien, erfolgen, worauf im Rahmen dieser Auswertung

verzichtet wurde.

4.5 Chronische GvHD und Todesursachen

Ein GroBteil der Uberlebenden Patienten entwickelte im Verlauf eine chronische
GvHD, bei 4 Patienten (33,3% der Uberlebenden) musste eine schwere chronische
GvHD festgestellt werden. Diese Resultate entsprechen zum einen der Tatsache,
dass das Vorhandensein einer akuten GvHD einen Risikofaktor fir eine spatere
chronische GvHD darstellt (Apperley et al., 2008). Zum anderen liegen die Raten
chronischer GvHD bei Anwendung anderer Zweitlinientherapien steroidrefaktarer
GvHD bei den Uberlebenden &hnlich hoch (Couriel et al., 2000). Bei Einsatz der
ECP wurde auch in Vorberichten eine hohe Rate an chronischer GvHD bei den
steroidrefraktaren Patienten beobachtet, die Gberlebt haben, wie beispielsweise bei
Perfetti et al. 100% (Perfetti et al.,, 2008). Da die ECP bisher als Therapie der
chronischen GvHD weit etablierter ist als bei der akuten GvHD erscheint es nicht
verwunderlich, dass 41,7% der Uberlebenden Patienten aufgrund ihrer chronisichen
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GvHD erneut einer Photopherese-Behandlung unterzogen wurden. Unter diesen 5
Patienten befand sich ein Patient mit milder chronischer GvHD.

Entsprechend der Hauptgefahr einer schweren Immunsuppression bei Zustand
nach allogener SCT und gleichzeitiger Anwendung mehrerer immunsuppressiver
Substanzen bei nicht beherrschter akuter GvHD steht an erster Stelle der
Todesursachen der 18 verstorbenen Patienten eine Sepsis. Teilweise lag zusatzlich
eine Pneumonie vor, manche Patienten verstarben jedoch auch primar an den
Folgen der schwersten GvHD und der damit einhergehenden Reduzierung des
Allgemeinzustandes. Auch dies entspricht den Vorberichten Uber akute
streoidrefraktdre GvHD, sowohl bei Anwendung der ECP als auch bei Applikation
anderer Immunsuppressiva. Die ECP an sich gilt im Vergleich zu anderen
immunsuppressiven Substanzen als weniger risikoreich, den Weg fir schwere
Infektionen zu bahnen, da ihr Wirkprinzip auf Immunmodulation anstelle von
Immunsuppression aufgebaut ist (Marshall, 2007). Zugleich konnten die Steroide
bei erfolgreicher ECP-Therapie reduziert werden, was zusatzlich zu verringerter
Infektionsgefahr fiihrt. Dies gilt jedoch nicht fir die Gruppe der Patienten, die eine
NR oder MR erreicht haben. Die Mehrzahl der verstorbenen Patienten gehdrt
diesen beiden Gruppen an, daher kann auch die Todesursachenverteilung mit
einem Uberwiegen von GvHD und Infektionen logisch begriindet werden.
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5 Zusammenfassung

Die akute GvHD stellt eine der Hauptkomplikationen nach allogener
h&matopoetischer Stammzelltransplantation dar. Gerade bei Refraktaritat auf die
primare Standardtherapie mit Kortikosteroiden liegt ein sehr hohes Risiko vor, an
den Folgen der unbeherrschten GvHD oder an Infektionen im Rahmen der
ausgepragten Immunsuppression zu versterben. Bisher konnte keine
Zweitlinientherapie bei Steroidrefraktaritat als erfolgsversprechend etabliert werden.
Die extrakorporale Photopherese ist eine extrakorporale Photochemotherapie, bei
der mittels UVA-Licht und 8-Methoxypsoralen die behandelten Leukozyten in
Apoptose gehen und anschlieBend zu einer Immunmodulation mit Entstehung einer
Toleranz fihren. Der genaue Mechanismus dieses gut tolerablen Verfahrens ist
nicht abschlieBend geklart. Nachdem die Anwendung im Rahmen der chronischen
GvHD gute Ergebnisse erzielen konnte, werden zunehmend auch Patienten mit
akuter GvHD mittels ECP behandelt. Bisher existieren jedoch nur wenige
Vorberichte, die gréBte Studie umfasst 59 Patienten.

In der hier vorliegenden retrospektiven Analyse von 30 Patienten mit
steroidrefraktarer akuter GvHD wiesen 7 Patienten (23,3%) eine GvHD Grad Il, 13
Patienten (43,4%) eine GvHD Grad Ill und 10 Patienten (33,3%) eine GvHD Grad IV
auf. Die akute GvHD trat im Median an Tag 20 nach Stammzelltransplantation auf
und im Median wurde 18 Tage nach Beginn der GvHD mit ECP gestartet. Die
Kriterien des Ansprechens wurden abhangig von der bendtigten Menge an
Kortikosteroiden folgendermaBen definiert: CR bedeutet ein komplettes Absetzen
der Kortikosteroide, PR eine maximale Dosis von 10 mg taglich, MR eine Reduktion
der Dosis auf weniger als 50% der Ausgangsdosis vor ECP aber mehr als 10mg
und NR eine Reduktion um weniger als 50% oder keinerlei Ansprechen. Nach einer
medianen Anzahl von 15 ECP-Sitzungen Uber einen Zeitraum von 54 Tagen
(Median) ergaben sich folgende Ansprechraten: 11 Patienten (36,7%) erreichten
eine CR, 9 (30,0%) eine PR, 4 (13,3%) eine MR und 6 (20,0%) eine NR. Im Median
konnten die Steroide von 150mg vor ECP auf 5 mg nach ECP reduziert werden.
Wéhrend des Nachbeobachtungszeitraums von maximal 1073 Tagen und einer
medianen Follow-Up-Zeit von 777 Tagen Uberlebten insgesamt 12 der 30 Patienten,
entsprechend 40,0%. Das mediane Gesamtlberleben lag bei 394 Tagen. Ein
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signifikanter Unterschied (p=0,015) im Gesamtiberleben ergab sich zwischen
Patienten mit GvHD Grad Il (57,1) / Grad lll (53,8%) und Grad IV (10,0%). Ebenso
signifikant besser (berlebten die Patienten, die sehr gut oder gut (CR und PR) auf
die ECP angesprochen haben (OS 54,5% und 55,5%) im Gegensatz zu denen, die
kaum (MR, OS 25,0%) oder nicht (NR, OS 0,0%) von der ECP profitierten.
Patienten mit GvHD-Befall von maximal 2 Organen (OS 68,8%) zeigten einen
signifikanten Uberlebensvorteil (p=0,01) gegeniiber den Patienten mit Befall von 3
oder mehr Organen (OS 7,1%). Weitere Parameter, die Einfluss auf das OS
nehmen, aber aufgrund der kleinen Patientengruppe nicht statistisch signifikant
waren, sind das Auftreten einer Mikroangiopathie (OS 41,2% ohne Mikroangiopathie
versus 20,0% mit Mikroangiopathie), der Zeitpunkt der GvHD (OS 31,0% bei GvHD
vor Tag 20 versus 50,0% bei GvHD ab Tag 20) und die Spender-Empfanger-
Geschlechts-Konstellation (OS 60,0% bei weiblichem Spender/ménnlichem
Empfanger versus 30,0% bei den anderen Konstellationen). Patienten, die
zusatzlich zur ECP Sirolimus erhielten, erreichten bessere Uberlebensraten als
Patienten ohne Sirolimus (46,2% versus 35,3%). Die TRM ein Jahr nach SCT
betrug 40%, wobei auch hier fir GvHD Grad Il und Ill im Gegensatz zu GvHD Grad
IV ein deutlicher Vorteil vorhanden war. Die TRM an Tag 365 in den einzelnen
Response-Gruppen teilt sich folgendermaBen auf: 18,2% in der CR-Gruppe, 22,2%
in der PR-Gruppe, 50,0% in der MR-Gruppe und 100,0% in der NR-Gruppe. An
Todesursachen fuhrend waren infektiose Komplikationen, teiweise in Kombination
mit Folgen der GvHD. 83,3% der am Leben verbliebenen Patienten litten im
weiteren Verlauf an einer chronischen GvHD, davon aber nur 33,3% an einer
schweren chronischen GvHD. Als signifikanter Faktor fir das Erreichen einer CR
oder PR erwies sich in einer univariaten Analyse lediglich der Grad der GvHD.
Zusammenfassend konnte durch Einsatz der ECP bei steroidrefraktéren Patienten
mit akuter GvHD im Vergleich zu anderen Therapieoptionen ein fiir die Situation der
Steroidrefraktaritdt gutes Gesamtlberleben erreicht werden, wobei kein
Uberlebensunterschied zwischen Patienten mit CR und PR festzustellen war.
Insgesamt profitieren jedoch nicht alle Patienten und die Effektivitat sollte in Zukunft
anhand prospektiver Studien genauer evaluiert werden.
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Food and Drug Administration
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Graft-versus-Host
Graft-versus-Host Disease
Graft-versus-Leukdmie

Gray

Humaner Herpesvirus Typ 6
Human Leukocytes Antigen
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MR Minor Response
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MTX Methotrexat

NIH National Institutes of Health

nm Nanometer

NO Nitritoxid

NR No Response

OMF Osteomyelofibrose

OS Gesamtiberleben (Overall survival)
PBSC Periphere Blutstammzellen

PBSCT Periphere Blutstammzelltransplantation
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction)
PR Partial Response
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TBI Total Body Irradiation (Ganzkdrperbestrahlung)
TF Treatment Failure (Therapieversagen)
TH2 T-Helfer-Zellen 2
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TGF
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TNF

Treg
TRM

TTS
USA
VOD
Zev

Tumorwachstumsfaktor (Tumor-Growth-Factor)

Total Lymphoid Irradiation

Tumornekrosefaktor

regulatorische T-Zellen

Transplantationsassoziierte Mortalitat (Transplant-Related
Mortality)

Total Skin Score

United States of America

Veno-occlusive disease, Lebervenenverschlusskrankheit

Zevalin
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