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1. Einleitung

1.1.  Entwicklung der himatopoetischen Stammzelltransplantation

Die Grundlagen fiir die hdmatopoetische Stammzelltransplantation wurden Anfang der fiinfziger
Jahre des 20. Jahrhunderts gelegt. Experimentelle Untersuchungen zeigten, dass letal bestrahlte
Maiuse nach Transfusion autologer [Jacobson 1951] oder allogener [Lorenz 1951] Knochen-
markzellen iiberlebten. Die Gabe von Knochenmarkzellen eines Spender-Méausestammes sicherte
das Uberleben eines Hauttransplantates vom gleichen Spenderstamm beim Empfingertier [Tren-
tin 1956]. Damit wurde bewiesen, dass hdmatopoetische Zellen zur Repopulierung des Kno-
chenmarks fiihren kénnen, und dass durch sie eine Toleranz gegeniiber Xenotransplantaten er-
zeugt werden konnte. Anfang des 21. Jahrhunderts ist die allogene Stammzelltransplantation ein
wichtiger Bestandteil der Behandlung maligner und benigner hdmatologischer Erkrankungen mit

kurativem Therapieansatz.

Die hiufigsten Indikationen zur allogenen Stammzelltransplantation (SZT) sind akute myeloi-
sche Leukdmien (AML) mit ca. 2000 an das internationale Knochenmarkregister (IBMTR) ge-
meldeten Fillen im Jahre 2002, akute lymphatische Leukdmien (ALL) mit ca. 1300 Fillen, chro-
nische myeloische Leukdmien (CML), ca. 700 Félle, myelodysplastische Syndrome (MDS), ca.
700 Fille, Non-Hodgkin-Lymphome (NHL), ca. 900 Félle und chronische lymphatische Leuka-
mien (CLL), ca. 300 Félle, auBerdem nichtmaligne Erkrankungen wie aplastische Andmien, Im-
mundefekte und angeborene Stoffwechselerkrankungen (ca. 600 Fille). Ca. 75% werden von
HLA-kompatiblen verwandten Spendern und 25% von HLA-kompatiblen unverwandten Spen-
dern transplantiert [IBMTR-Database 2003].

Die hohe transplantationsassoziierte Morbiditdt und Mortalitit (TRM) fiihrte zu einer Indikati-
onsbeschriankung auf jlingere Patienten ohne gestorte Organfunktionen. Dabei werden im All-
gemeinen Patienten bis zu einer Altersgrenze von 50 - 55 Jahren fiir eine HLA-identische
Stammzelltransplantation akzeptiert. ALL, AML, MDS, CML, CLL, NHL und multiple Myelo-
me (MM) sind aber mit Ausnahme der kindlichen ALL Erkrankungen, die in der groen Mehr-
zahl der Fille jenseits des 50. Lebensjahres auftreten. Altere Patienten haben hiufig weitere in-
ternistische Erkrankungen und eingeschrinkte Organfunktionen, die eine Konditionierung mit
Chemo- und Strahlentherapie ausschlieBen. Die Mehrzahl der Patienten kommt damit schon aus
Altersgriinden nicht fiir eine Transplantation in Frage, so dass allogen stammzelltransplantierte
Patienten im Median bis zu 2 Dekaden jlinger sind als der Altersmedian dieser Erkrankungen in

der Bevolkerung.



Auch jiingere Patienten, die eine intensive Induktions- und Konsolidationschemotherapie erhal-
ten haben, kénnen durch schwere Infektionen, vor allem Pilzpneumonien (hédufig bei akuten
Leukémien) und medikamentds toxische Organschédden, die vor allem Nieren und Herz betref-
fen, Kontraindikationen gegen eine Standardkonditionierung aufweisen [Arnold 2002].

Ebenso konnen Patienten mit Rezidiven nach allogener SZT wegen der bereits verabreichten
hochdosierten Radio-Chemotherapie nicht erneut einer konventionellen Konditionierung zur

Retransplantation zugefiihrt werden.

Drei aktuelle Entwicklungen haben die allogene Stammzelltransplantation entscheidend verdn-

dert:

1. In den letzten 5 - 8 Jahren ist es zu einer deutlichen Zunahme der peripheren Blutstamm-
zelltransplantationen (PBSZT) und Riickgang der Knochenmarktransplantationen (KMT) ge-
kommen [DRST 2001]. Die Apherese aus dem peripheren Blut nach Stammzellmobilisation
mit einem hdmatopoetischen Wachstumsfaktor umgeht die in Vollnarkose durchzufiihrende
Knochenmarkentnahme. Die PBSZT ist mit einer rascheren himatopoetischen Rekonstitution
von neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten verbunden [Schmitz 1998, Blaise 2000],
scheint aber mit einer etwas hoheren Rate chronischer Transplantat-gegen-Wirt Erkrankungen
einherzugehen [Bensinger 2001]. Nach PBSCT wird in einigen Studien ein besseres krank-
heitsfreies und Gesamt-Uberleben beobachtet, mdglicherweise durch Reduktion der trans-
plantationsassoziierten Mortalitit (TRM) und einen stirkeren Transplantat-gegen-Leukémie

(graft-versus-leukemia, GvL)-Effekt [Elmaagacli 1999, Bensinger 2001].

2. Die Verbesserung der DNA (Desoxyribonukleinsdure)-basierten HLA (Haupthistokompa-
tibilititskomplex)-Typisierung der Klassen I und II hat zusammen mit der stindig wachsen-
den Zahl freiwilliger Spender (Ende 2001 waren 2,7 Millionen Spender im amerikanischen
Knochenmarkspenderregister (NMDP) erfasst und groftenteils Klasse I und II typisiert) zu
einer Zunahme unverwandter Transplantationen bei jiingeren und &lteren Patienten gefiihrt,

die in Deutschland im Jahre 2001 erstmalig hiufiger als verwandte Transplantationen durch-

geflihrt wurden [DRST 2001].

3. Die Altersgrenze hat sich durch die Verbesserung der supportiven Therapie nach oben ver-
schoben, der Anteil iiber 50-jdhriger Patienten an der Gesamtheit allogen transplantierter Pati-
enten ist inzwischen auf 15 - 20 % gestiegen und hat sich damit innerhalb der letzten 10 Jahre

fast verdreifacht [[IBMTR 2003].



1.2.  Konzept der Myeloablation

Erfolgreiche hamatopoetische Stammzelltransplantationen miissen im Unterschied zur allogenen
Transplantation solider Organe eine doppelte Immunbarriere iiberwinden, die Wirt-gegen-
Transplantat- bzw. Abstoungsreaktion (host-versus-graft reaction, HvG) und die Transplantat-
gegen-Wirt-Reaktion (graft-versus-host disease, GVHD). Die Entwicklung verschiedener hoch-
dosierter Strahlen- und Chemotherapieprotokolle mit maximal tolerablen Dosierungen fiihrte zur
effektiven Unterdriickung der AbstoBBungsreaktion [Buckner 1974]. Die Zerstorung der Empfan-
gerhdmatopoese (Myeloablation) durch die hochdosierte Konditionierungstherapie wurde als der
entscheidende Faktor fiir die Eradikation des malignen Zellklons und die Stammzellgabe als
Uberbriickung der Knochenmarkaplasie angesehen [Buckner 1974].

Die drei Ziele der myeloablativen Konditionierung lieen sich damit wie folgt beschreiben:

1. Immunsuppression des Empfingers zur Uberwindung der HvG-Reaktion
2. Zerstérung maligner hdmatopoetischer Zellen und Eradikation des malignen Zellklons
3. Herstellen einer Knochenmarkaplasie, um Platz fiir das neue Transplantat zu schaffen

[Storb 1998].

Dosislimitierender Faktor der Konditionierung ist die nichthdmatologische Organtoxizitit. Die
himatologische Toxizitit ist bei ausreichender Zahl transplantierter himatopoetischer Stammzellen
mit Uberwindung der Knochenmarkaplasie nicht dosisbegrenzend [Blaise 2000, Bensinger 2001].
Wihrend das Risiko eines Transplantatversagens (HvG-Reaktion) bei HLA-identischem Spender
bei unter 2 % liegt [Anasetti 1989], fiihrt die Gabe allogener Zellen in Abhédngigkeit bekannter
Risikofaktoren wie HLA-Kompatibilitdt, Krankheitsstadium, Alter des Patienten und Geschlecht
des Spenders trotz medikamentdser Prophylaxe in 20 — 80 % zu einer GVHD [Beatty 1985].

Die Intensitit der Konditionierung ist ein Risikofaktor fiir eine akute GvHD, weil es durch die
Gewebsschiadigung zu Mukosaschidden mit Translokation von proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-1, IL-6 und TNF-alpha ins Blut kommt (4bbildung I). Die dadurch ausgeloste weitere
Zytokinfreisetzung (,,cytokine storm‘) wird als wichtigster Faktor fiir die weitere Gewebsscha-
digung angesehen. Proinflammatorische Zytokine sowie die verdnderte Oberflaichenantigenpri-
sentation flihren zu einer unspezifischen Aktivierung von antigenprésentierenden Zellen und
Makrophagen des Empfangers und zur Amplifikation der Alloreaktivitit der Spender-T-
Lymphozyten [Ferrara 1991, Holler 2002].

Die Fraktionierung der Ganzkorperbestrahlung sowie supportive Mafinahmen zur Senkung der Toxi-
zitit der hochdosierten Chemotherapie hatten eine Reduktion der therapieinduzierten Nebenwirkun-

gen zur Folge [Deeg 1984, Shank 1990, Thomas 1990]. Die allogene SZT ist aber immer noch mit



einer hohen TRM assoziiert. Die hdufigsten transplantationsassoziierten Todesursachen sind Infekti-

onen, unkontrollierte akute oder chronische GvHD und Organversagen [IBMTR 2003].

GVHD {1} Recipient conditioning
Pathophysiology Tissue Damage
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Abbildung 1. Pathophysiologie der akuten GvHD.
[Ferrara 1998]

Der giinstige Einfluss des Immuneffektes der Spenderzellen auf das rezidivfreie Uberleben nach
allogener SZT wurde schon frith erkannt (Barnes 1957). Der antileukdmische Effekt der alloge-

nen SZT wurde in groflen retrospektiven Untersuchungen und Registerdaten nachgewiesen:

1. Syngene Transplantationen wiesen zusammen mit T-Zell-depletierten Transplantaten die

hochsten Rezidivraten auf [Horowitz 1990].

2. Nach allogener SZT konnte auch ohne GvHD noch eine deutliche Senkung des Rezidivrisi-
kos gegeniiber der syngenen Transplantation oder der T-Zell-Depletion beobachtet werden, er-

klarbar durch eine subklinische GVHD, die einen GvL-Effekt auslost [Horowitz 1990].

3. Eine Rezidivsenkung war sowohl durch eine akute wie auch eine chronische GvHD mog-
lich, der starkste Effekt wurde durch eine Kombination von akuter und chronischer GvHD

ausgelost [Weiden 1979, Horowitz 1990, Ringdén 1996].

4. Mit dem Konzept einer GVL vereinbar sind randomisierte Studien, die durch eine weniger

intensive GVHD-Prophylaxe das Rezidivrisiko senken konnten [Storb 1989a].



5. Die Wirksamkeit des GvL-Effektes wurde am beeindruckendsten durch die Féhigkeit von
Spender T-Lymphozyteninfusionen (donor lymphocyte infusions, DLI) demonstriert, die bei

rezidivierten Leukdmien nach allogener SZT eine erneute Remission induzieren konnen

[Kolb 1995, Porter 2000].

Durch die Transplantation wird eine antileukdmische Reaktion der Spenderzellen gegen Emp-
fangergewebe ausgelost, die zu einer Rezidivsenkung fiihrt und sich klinisch meist als GvHD

manifestiert [Weiden 1979, Horowitz 1990].

1.3.  Chimérismus nach allogener Stammzelltransplantation

Als Chimarismus wird der Nachweis lymphohdmatopoetischer Zellen bezeichnet, die nicht vom
Wirtsorganismus stammen. Als gemischter Chimdrismus wird der gleichzeitige Nachweis von
Spender- und Empfangerzellen bezeichnet.

In dlteren Chimidrismusstudien wurden Blutgruppenbestimmungen, zytogenetische Krankheits-
marker, Immunglobulinisotypennachweise oder Y-Chromosomnachweise mittels Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierungs-Analyse eingesetzt. Diese Ansdtze hatten den Nachteil eines geringen
Polymorphismusgrades, niedriger Sensitivitdt, der Notwendigkeit eines molekularen Markers
oder einer Spender-Empfanger-Geschlechtsdifferenz [ Antin 2001].

DNA-basierte Techniken haben zu einer deutlichen Erhéhung der Sensitivitit der Chimérismus-
untersuchungen gefithrt. Vor allem die quantitative Analyse kurzkettiger repetitiver DNA-
Sequenzen wie Minisatelliten oder die ,,variablen Anzahlen von Tandemwiederholungen® (vari-
able number of tandem repeats, VNTR) sowie kurze repetitive Mikrosatelliten (short tandem
repeats, STR) in einzelnen Leukozytensubpopulationen ermdglicht den Nachweis eines gemisch-
ten Chimérismus bei geringen Zellzahlen und bei Fehlen molekularer Erkrankungsmarker. Die
Verwendung einer Multiplex-Polymerasekettenreaktion (PCR) mit Primern gegen neun iiber das
Genom verstreute STR und die Verwendung einer geschlechtschromosomspezifischen Sonde
erlaubt eine eindeutige Zuordnung einer DNA-Probe zu einem Individuum und hat sich in den
letzten Jahren als wichtige Methode zur Untersuchung des Chimérismus etabliert [Thiede 1999,
Nagy 2000, Massenkeil 2003]. Vorteile sind der hohe Polymorphismusgrad der verwendeten
Marker, die spezifische Untersuchung einzelner Leukozytensubpopulationen, die geringe Zahl

bendtigter Zellen und die Unabhéngigkeit von molekularen Krankheitsmarkern.

Im Gegensatz zu einer hochdosierten Strahlen- und Chemotherapie kann in Tierexperimenten durch
eine dosisreduzierte Konditionierung gezielt ein gemischter Chimédrismus (mixed chimerism, MC)

herbeigefiihrt werden [Sykes 1999, Spitzer 2000]. Ein stabiler gemischter Chimérismus nach



Stammzelltransplantation, also die Koexistenz von Spender- und Empfangerzellen beim Transplan-
tatempféanger, kann in klinischen Untersuchungen bei nichtmalignen hdamatologischen Erkrankungen
wie den Hdmoglobinopathien jenseits der frilhen Anwachsphase (,,engraftment®) des Transplantates
mit einer Normalisierung pathologischer Krankheitsparameter einhergehen [Andreani 1996, Slavin
1998]. Die Induktion eines gemischten Chimérismus scheint HvG- und GvH-Reaktion nach Trans-

plantation gegenseitig zu neutralisieren [Childs 1999, Spitzer 2000].

1.4.  Spenderlymphozyteninfusionen nach allogener Stammzelltransplantation
Die anti-leukdmische Potenz von DLI wurde anfinglich flir Patienten mit rezidivierter CML
nach allogener SZT bewiesen, Chimirismusuntersuchungen wurden nicht durchgefiihrt [Kolb
1995]. Anhaltende Remissionen werden vor allem bei molekularen und zytogenetischen Rezidi-
ven der CML beobachtet [Dazzi 2000], spite Rezidive konnen jedoch noch nach mehreren Jah-
ren auftreten [Porter 1999].

Patienten mit groBer Tumorzellmasse und rascher Wachstumskinetik der Grunderkrankung, d.h.
Blastenkrisen der CML sowie ALL oder AML hatten eine geringere Ansprechrate auf DLI und
ein deutlich geringeres progressionsfreies Uberleben nach 1 - 2 Jahren [Kolb 1995, Collins 1997,
Porter 2000]. Prophylaktische DLI (prdemptive Gabe) schienen dagegen bei einer kleineren
Gruppe von pidiatrischen Hochrisikoleukdmien ein Rezidiv verhindern zu kénnen [Bader 1999].
Ublicherweise werden DLI in eskalierenden Zelldosen iiber mehrere Monate verabreicht, da die-
se Vorgehensweise gegeniiber der einmaligen hochdosierten Gabe zu einer signifikant geringe-
ren GvHD-Héaufigkeit fiihrt [Dazzi 2000]. Die Ansprechraten zeigen eine Abhdngigkeit von der
transfundierten Zahl CD3-positiver Zellen. Eine GvHD tritt hiufig erst bei hoheren Zelldosen
auf. Auch ohne Entwicklung einer GVHD konnte ein GvL-Effekt mit niedrigen T-Zelldosen bei
rezidivierter CML erzielt werden [Mackinnon 1995].

Die schwerste Komplikation nach DLI ist das Auftreten einer GVHD bei 40 — 70 % der Patienten
[Kolb 1995, Mackinnon 1995, Dazzi 2000]. Friithe Gabe von DLI nach Transplantation sowie
hohe kumulative Zelldosis erhéhen das Risiko [Mackinnon 1995, Guglielmi 2002].

Eine Knochenmarkaplasie tritt bei 18 — 36 % der Patienten nach DLI auf. Risikofaktoren fiir eine
Myelosuppression sind zugrunde liegende Erkrankung, Stadium der Erkrankung vor DLI und
verabreichte Zelldosis [Kolb 1995, Guglielmi 2002]. Ursédchlich fiir die Knochenmarkaplasie
wird eine Transplantat-gegen-Empfangerhdmatopoese-Reaktion bei Vorhandensein einer ausrei-
chenden Zahl von persistierenden Empfangerzellen angesehen. GVHD und Knochenmarkaplasie

konnen zu erheblicher Gefahrdung der Patienten fithren [Porter 1999].



Der nach dosisreduzierter Konditionierung oft beobachtete und experimentell induzierbare ge-
mischte Chimédrismus [Spitzer 2000] kann als Basis fiir eine spétere adoptive Immuntherapie mit
DLI dienen. Durch DLI kann eine Konversion in einen kompletten Spenderchimérismus (CC)
erzielt werden (Abbildung 2). Fiir die Induktion eines GvL-Effektes durch DLI war in tierexpe-
rimentellen Untersuchungen ein gemischter Chimérismus im Vergleich zu einem vollen Spen-

derchimérismus vorteilhaft [Mapara 2002].

Non-myeloablative hematopoietic cell transplant

Preparative regimen
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Abbildung 2. Gemischter Chimérismus nach allogener Stammzelltransplantation.

Nachweis von Spender- und Empfangerprofil (mixed chimera) nach Konditionierung (preparative regimen) und Trans-
plantation (HSCT). Konversion in einen kompletten Spenderchimirismus (complete chimera) nach Gabe von Spender-
lymphozyten (DLI) (R. Champlin, University of Texas, USA).

Die prognostische Bedeutung des gemischten Chimérismus konnte bisher in klinischen Studien
nur teilweise geklart werden. Ein gemischter Chimérismus nach dosisreduzierter Konditionie-
rung war in einigen klinischen Untersuchungen mit einer erh6hten AbstoBungs- oder Rezidivrate
assoziiert [Bornhduser 2001, Mc Sweeney 2001, Massenkeil 2003]. Nach myeloablativer Kondi-
tionierung ging ein anhaltender gemischter Chimirismus mit einem erhohten Rezidivrisiko ein-

her [Huss 1996, Bader 1998].



1.5.  Grundlagen der nichtmyeloablativen Stammzelltransplantation

Zahlreiche Beobachtungen und Untersuchungen in Patienten- und Tiermodellen der letzten 2

Jahrzehnte fiithrten zu einer Anderung des Transplantationskonzeptes:

1. Da T-Lymphozyten des Empfangers bzw. des Spenders Effektorzellen sowohl der HvG-
wie auch der GvH-Reaktionen bei allogener SZT sind [Ferrara 1991, Barrett 2003], lagen
Uberlegungen nahe, durch T-Zellsuppression die Immunreaktion in Spender- wie auch in
Empfangerrichtung zu unterdriicken.

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Gabe von immunsuppressiv wirkenden Me-
dikamenten nach letaler Bestrahlung und Stammzelltransfusion nicht nur eine anhaltende Un-
terdriickung der AbstoBungsreaktion, sondern auch eine verminderte GvHD-Rate zur Folge
hatte [Yu 1995]. Auch nach subletaler Bestrahlung mit 200 cGy konnte im gleichen Modell
gezeigt werden, dass eine Post-Transplantationsimmunsuppression mit Cyclosporin A (CSA)
und Mycophenolat mofetil (MMF) zu einem Transplantatanwachsen mit stabilem gemischtem
Chimérismus fiihrt [Yu 1998]. Eine letale Bestrahlung der Tiere mit 450 cGy ohne immun-
suppressive Komedikation fiihrte nicht zum Transplantatanwachsen [Storb 1989b], womit
bewiesen wurde, dass eine Myeloablation alleine das Anwachsen des Transplantates nicht si-
chert, und eine Hv(G-Reaktion durch die gleichen Medikamente wie die GvH-Reaktion kon-
trolliert werden kann. Ein anderer tierexperimenteller Ansatz beinhaltete die in-vivo und ex-
vivo T-Zell-Depletion durch Gabe von Anti-T-Zell-Antikdrper und Thymusbestrahlung kom-
biniert mit einer niedrig dosierten Chemotherapie. Auch hier konnte ein Anwachsen des
Transplantates und Entwicklung eines gemischten Chimérismus erzielt werden [Sharabi

1989].

2. Trotz maximal tolerabler Strahlen- und Chemotherapiedosis erleiden viele Patienten ein
Rezidiv der Grunderkrankung nach Transplantation [Appelbaum 1997, Greinix 2002]. Diese
treten meist in den ersten 2 Jahren nach Stammzelltransplantation in Abhangigkeit von der
zugrunde liegenden malignen Erkrankung, dem Krankheitsstadium und dem Auftreten bzw.
Fehlen einer GvHD auf [Horowitz 1997]. Damit musste die Vorstellung verlassen werden,
dass eine vollstindige Eradikation des malignen Zellklons durch Konditionierung alleine er-

zielt werden kann.

3. Durch niedrig dosierte Lymphknotenbestrahlung ohne Einbeziehung des Knochenmarkes,
anschlieBender Stammzellgabe und Post-Transplantationsimmunsuppression gelang ein An-

wachsen des Transplantates. Die Transplantate schienen also in der Lage zu sein, sich ihren



eigenen Platz im Knochenmark zu schaffen, wahrscheinlich durch eine subklinische GvH-
Reaktion [Storb 1999]. Eine Knochenmarkaplasie ist also keine notwendige Voraussetzung

fiir die Uberwindung der HvG-Reaktion.

Diese und andere Studien bewiesen, dass eine suffiziente Immunablation des Empfangers ohne
Myeloablation (nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, NST) Voraussetzung fiir ein
Transplantatanwachsen ist [Sykes 1997, Stewart 1998, Storb 1999].

Von den postulierten Wirkungsmechanismen der Konditionierung scheint die Toleranzinduktion
des Empfingers und damit die Uberwindung der HvG-Reaktion durch Immunsuppression ent-
scheidend fiir das Anwachsen des Transplantates zu sein, das seinerseits ein Pradiktor des Pati-
enteniiberlebens und Voraussetzung fiir die Entwicklung eines GvL-Effektes ist [Davies 2000].
Die sich aus den differenzierenden CD34-positiven Stammzellen entwickelnden T-Lymphozyten
und NK (natural killer) -Zellen unterstiitzen das Anwachsen iiber eine allogene Immunreaktion
gegen residuelle Empfangerimmunzellen [Reisner 1995].

Die aufgefiihrten Studien fiihrten zu zahlreichen Modifikationen der etablierten Konditionie-
rungsregime mit dem Ziel, die Toxizitdt der Strahlen- und Chemotherapie zu vermindern, ohne
eine AbstoBungsreaktion auszuldsen und das Rezidivrisiko zu erh6hen. Gleichzeitig wurden nach
Entwicklung sensitiver Methoden regelmiBige Chimirismusanalysen in die Uberwachung dieser
Patienten nach Transplantation eingefiihrt. Chimérismusanalysen werden aktuell genutzt, um die
Posttransplantationsimmunsuppression besser steuern zu konnen und eine adoptive Immuntherapie

mit DLI zur Verhiitung oder Behandlung von Rezidiven rechtzeitig einzuleiten [Riddell 1998].

1.6.  Klinische Studien zur nichtmyeloablativen Stammzelltransplantation

In den letzten Jahren wurde eine Reihe klinischer Untersuchungen mit dosisreduzierten Konditi-
onierungsprotokollen durchgefiihrt. Es handelte sich um unkontrollierte, hdufig monozentrische
Phase I/II Studien mit unterschiedlicher Konditionierungsintensitit, die die Durchfiihrbarkeit und
Wirksamkeit der NST testeten.

Giralt et al. transplantierten 15 Patienten mit fortgeschrittener AML oder MDS zwischen 27 und
71 Jahren. 13/15 Patienten hatten ein Transplantatanwachsen. 8 Patienten erzielten eine komplet-
te Remission (CR), bei 6/8 waren iiber 90 % Spenderzellen im Knochenmark nachweisbar. Nach
einer maximalen Nachbeobachtungszeit von nur 242 Tagen waren 6/15 Patienten an der Leukéa-
mie verstorben und 3/15 an transplantationsassoziierten Komplikationen. Nur noch 2 Patienten

befanden sich zu diesem Zeitpunkt in CR [Giralt 1997].



Slavin et al. transplantierten 26 Patienten nach Konditionierung mit Fludarabin, Busulfan und
Antithymozytenglobulin (ATG), die Kandidaten fiir eine konventionelle Stammzelltransplantati-
on gewesen wiren. Die zugrunde liegenden Erkrankungen waren heterogen und umfassten auch
4 nichtmaligne Erkrankungen. Die hdmatopoetische Rekonstitution erfolgte rasch. Nach einer
medianen Nachbeobachtungszeit von 8 Monaten lebten 22/26 Patienten, 21 Patienten waren er-
krankungsfrei und 4 Patienten waren an akuter GvHD verstorben [Slavin 1998].

Die Bedeutung der Chimérismuskonversion der verschiedenen Leukozytensubpopulationen wur-
de von Childs et al. an 15 Patienten untersucht. 8 Patienten litten an hdmatologischen Erkran-
kungen und 7 an fortgeschrittenen soliden Tumoren. Die hdmatologische Rekonstitutionszeit war
kurz. Nach Transplantation kam es rasch zu einer T-Zellkonversion vom Empfianger zum Spen-
der, gefolgt von der Konversion myeloischer Zellen. Die beobachteten Tumorriickbildungen
traten erst nach Konversion zu einem tiberwiegenden Spenderchimirismus auf [Childs 1999].
Die Durchfiihrbarkeit einer NST bei dlteren Patienten wurde von Mc Sweeney et al. gepriift. 54
Patienten mit einem medianen Alter von 56 Jahren erhielten eine minimale Konditionierung mit
200 cGy Ganzkorperbestrahlung und Immunsuppression mit CSA und MMF. 9/44 Patienten
(20%) entwickelten ein Transplantatversagen nach NST, daher wurde die Konditionierung wih-
rend der Studie um Fludarabin erweitert. Insgesamt konnte eine CR bei 19/29 Patienten (66 %)
mit aktiver Erkrankung vor Transplantation erzielt werden. 4 Patienten erreichten eine CR nach
Gabe von DLI. Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 417 Tagen waren nur 3 Patien-
ten (7 %) an Komplikationen der Transplantation verstorben [Mc Sweeney 2001].

Eine hohe Abstoungsrate von 23 % bei 44 CML-Patienten beobachteten auch Bornhéuser et al.
nach Konditionierung mit Busulfan, Fludarabin und ATG; 10/44 Patienten hatten aber ein
Transplantat von HLA-differenten verwandten oder unverwandten Spendern erhalten [Bornhau-
ser 2001].

Obwohl die Konditionierungsschemata in den aufgefiihrten Studien unterschiedlich waren, wur-
den vor allem Zytostatika mit ausgepriagt immunsuppressiver Wirkung wie Fludarabin und Cyc-
lophosphamid und / oder eine niedrig dosierte Ganzkorperbestrahlung von 2 Gy (gegeniiber 12
Gy bei konventioneller Konditionierung) eingesetzt. Teilweise erhielten die Patienten auch einen
T-Lymphozyten-depletierenden polyklonalen Antikorper wie ATG.

Konditionierungsregime sowie Art und Dauer der immunsuppressiven Therapie nach Transplan-
tation sind bisher nicht vergleichend evaluiert worden. Ebenso sind bisher keine prospektiven
Studien zum Vergleich nichtmyeloablativer und myeloablativer Konditionierungsregime durch-

gefiihrt worden.
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Aus den Studienergebnissen kann zur Zeit geschlossen werden, dass dosisreduzierte Konditio-
nierungsregime in den meisten Fillen zu einem stabilen Anwachsen des Transplantates fiihren.
Die Zeitdauer bis zur himatopoetischen Rekonstitution ist in der Regel kiirzer als nach myelo-
ablativer Konditionierung [Slavin 1998, Mc Sweeney 2001]. Komplette Remissionen werden
auch bei refraktidren Erkrankungen erzielt. Die TRM war in mehreren unkontrollierten Studien im
Vergleich zur konventionellen Transplantation deutlich reduziert [Giralt 1997, Mc Sweeney 2001].
Langzeitdaten zur Spittoxizitit und zum Uberleben nach NST liegen bisher nicht vor. In den
bisherigen Studien war die Rate akuter und chronischer GvHD jedoch meist hoch [Bornhiduser
2001, Corradini 2002, Mc Sweeney 2001, Massenkeil 2002, Mielcarek 2003, Or 2003].
Publikationen kleinerer Patientengruppen zeigten iibereinstimmend, dass nach NST bakterielle,
mykotische und virale Infektionen hiufig auftreten [Mohty 2000, Chakrabarti 2002, Junghanss
2002, Massenkeil 2002].

1.7.  Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei akuten Leukdmien und

metastasierten Nierenzellkarzinomen

Dosisreduzierte Konditionierungsregime haben trotz fehlender prospektiver Studien und kurzer
Nachbeobachtungszeiten zu einer raschen Etablierung der NST gefiihrt, die bereits im Jahr 2001
27,4 % aller allogenen SZT in Europa ausmachten [Gratwohl 2002]. Meistens wurden Patienten
mit Kontraindikationen gegen eine hochdosierte Strahlen- und Chemotherapie behandelt. Dies
betraf éltere Patienten, Patienten in reduziertem Allgemeinzustand, mit eingeschrinkten Organ-
funktionen, schweren Infektionen sowie intensiven Vortherapien inklusive vorangegangener
Stammzelltransplantationen mit Hochdosischemotherapie und Ganzkdrperbestrahlung [Slavin
1998, Bornhéduser 2001, Mc Sweeney 2001, Massenkeil 2002].

Dartiiber hinaus haben dosisreduzierte Konditionierungsprotokolle zu einer Ausweitung der Indi-
kationen zur allogenen SZT auf hdmatologische Erkrankungen mit bisher sehr hoher TRM wie
z.B. dem multiplen Myelom und der CLL gefiihrt [Kroger 2002, Dreger 2003a] und wurden bei
therapierefraktiren soliden Tumoren erprobt [Childs, 2000].

NST bei akuten Leukdmien

Von Patienten mit ALL oder AML liegen im Unterschied zu Patienten mit CML, NHL oder MM
bisher wenige Daten zur NST, adoptiven Immuntherapie mit DLI und zur prognostischen Bedeu-
tung des gemischten Chimédrismus nach NST vor, da dosisreduzierte Konditionierungsregime bei
diesen Erkrankungen bisher wegen der raschen Erkrankungskinetik und des hohen Rezidivrisi-

kos nur selten durchgefiihrt wurden.
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Bei Kontraindikationen gegen eine konventionelle Konditionierung scheint aber auch bei Hoch-
risikoleukdmien ein nichtmyeloablativer Therapieansatz mdglich. In eigenen Untersuchungen bei
23 Patienten mit akuten Leukdmien konnten wir zeigen, dass durch eine nichtmyeloablative
Konditionierung und pridemptive Gabe von Spenderlymphozyten bei gemischtem Chimérismus
eine anhaltende CR nach Chimédrismuskonversion erzielt werden konnte. Bei Persistenz von
Empfangerzellen rezidivierten alle Patienten. Eine prophylaktische Gabe von DLI scheint daher
bei Hochrisikoleukdmien in Abhédngigkeit vom Chiméarismusstatus Rezidive zu verhindern [Mas-

senkeil 2003]; weitere detaillierte Untersuchungen liegen bei akuten Leukdmien bisher nicht vor.

NST bei chemo- und immuntherapierefraktiren Tumoren
Der Einsatz der allogenen SZT nach dosisreduzierter Konditionierung bei chemotherapierefrak-

tiren metastasierten Tumoren beruhte auf folgenden Uberlegungen:

1. der bei Nierenzellkarzinomen und malignen Melanomen beobachteten Tumorreduktion un-

ter einer immunologischen Therapie [Rosenberg 1987],

2. der Transplantation eines intakten, nicht zytostatisch vorbehandelten und nicht toleranten

Immunsystems des Spenders,

3. der Gabe eines kompletten T-Zellrepertoires des Spenders, das sich nicht nur gegen Emp-
fanger-Tumorantigene, sondern auch gegen weitere, durch die Tumorzellen exprimierte Allo-

antigene (z.B. Minor-Histokompatibilititsantigene, mHa) richtet [Goulmy 1997],

4. der Moglichkeit der Gabe von DLI zur Verstirkung eines Graft-versus-Tumor (GvT) -Effektes
in Analogie zu den Untersuchungen bei himatologischen Neoplasien [Kolb 1995, Porter 2000],

5. der verminderten Toxizitdt der dosisreduzierten Konditionierungsregime bei den iiberwie-

gend élteren Patienten mit hoher Komorbiditét.

Metastasierte Nierenzellkarzinome haben eine ausgeprigte Chemotherapieresistenz und eine sehr
schlechte Prognose [Motzer 1996, Amato 2000]. Durch den Einsatz von Interferon-haltigen Im-
muntherapien konnte eine Tumorregression bei 10 — 30 % der Patienten erzielt werden [Rosenberg
1987, Roigas 2003]. Dabei handelte es sich aber meistens um partielle Remissionen (PR) und die
Uberlebensraten nach 3 - 5 Jahren lagen unter 25 % [Atzpodien 2001, Roigas 2003]. Das Anspre-
chen von metastasierten Nierenzellkarzinomen auf eine Zytokin-basierte Therapie [Atzpodien
2001] und vereinzelt beobachtete spontane Riickbildungen von Tumormetastasen [Fairlamb

1981] machten das Nierenzellkarzinom zum Ziel zahlreicher immunologischer Therapieansitze.
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Dazu zdhlen die Infusion von tumorinfiltrierenden Lymphozyten [Figlin 1999] oder die autologe
Tumorzellvakzinierung [Chang 2003].

Mogliche Ursachen der geringen Ansprechraten immunologischer Therapien bei Nierenzellkar-
zinomen liegen in der intensiven Vorbehandlung der Patienten, der Uberexpression des antiapop-
totisch wirkenden Protoonkogens bcl-2, der Antigenrestriktion der meisten Vakzinierungsstu-
dien, der Heterogenitét der Tumorzellen, der Moglichkeit des Antigen-,,escapes® von Tumorzel-
len sowie der hiufig groBen Tumormassen bei weit fortgeschrittenen Tumoren [Rivoltini 1995,
Oudard 2002].

Die Erfahrungen mit der allogenen SZT bei therapierefraktiren soliden Tumoren waren bis vor
kurzem wegen der erheblichen TRM der Transplantation und des meist fortgeschrittenen Alters
der Tumorpatienten kasuistisch [Eibl 1996]. Die Entwicklung dosisreduzierter Konditionierungs-
regime fiihrte in jiingster Zeit auch zum Einsatz der NST bei chemotherapierefraktéiren Tumoren.
19 Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen, die nach vorangegangener Immunthera-
pie progredient waren, erhielten eine NST vom verwandten Spender nach Konditionierung mit
Cyclophosphamid und Fludarabin. Eine Tumorriickbildung konnte bei 10/19 Patienten doku-
mentiert werden, davon erreichten 3 eine CR. Die Remission ging mit der Konversion eines ge-
mischten T-Zell-Chimérismus in einen kompletten Spenderchimérismus einher und war eng mit
dem Auftreten einer GvHD verbunden. Tumorriickbildungen konnten immer erst nach mehreren
Monaten beobachtet werden und gingen mit einer deutlich verlingerten Uberlebenszeit einher
[Childs 2000]. Diese Befunde sind sowohl vereinbar mit der bekannten Chemotherapieresistenz
von Nierenzellkarzinomen [Amato 2000], die ein Tumoransprechen frith nach Transplantation
nicht erwarten lieB, als auch einem GvT-Effekt nach Uberwiegen allogener Effektorzellen und
Entwicklung einer GVHD. Die in den letzten Jahren publizierte Literatur zur NST bei metastasier-
ten Nierenzellkarzinomen ergibt allerdings ein heterogenes Bild [Bregni 2002, Hentschke 2003].
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2. Fragestellungen und Untersuchungsziele der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird der Stellenwert der nichtmyeloablativen Stammzelltransplantati-
on (NST) bei Patienten mit akuten lymphatischen (ALL) oder akuten myeloischen Leukdmien
(AML) sowie bei Patienten mit chemo- und immuntherapierefraktiren metastasierten Nieren-

zellkarzinomen untersucht.

Dabei wurde das Konzept der NST bei diesen Patienten evaluiert, die Kinetik des Anwachsens
der Spenderhdmatopoese in sequenziellen Chimérismusanalysen analysiert und die Bedeutung
einer adoptiven Immuntherapie mit Spenderlymphozyten (DLI) nach allogener Stammzelltrans-

plantation gepriift.
Damit sollen die folgenden Fragestellungen beantwortet werden:

1. Welchen préadiktiven Wert hat der Nachweis eines gemischten Chimérismus in der sequen-
ziellen, hochauflosenden Chimérismusuntersuchung von Leukozytensubpopulationen in Blut
oder Knochenmark nach allogener Stammzelltransplantation?

Gibt es Unterschiede in der Haufigkeit des gemischten Chimirismus, der Chimérismuskinetik
und Chimérismuskonversion nach NST im Vergleich zur konventionellen Stammzelltransplanta-
tion nach hochdosierter Strahlen- und Chemotherapie (Standardtransplantation)?

Haben diese Unterschiede eine prognostische Bedeutung?

2. Welchen Stellenwert hat die Gabe von DLI nach allogener Stammzelltransplantation fiir die
Konversion eines gemischten Chimédrismus, die Prophylaxe eines drohenden Rezidivs und die

Therapie eines klinischen Rezidivs?

3. Stellt die NST eine durchfiihrbare Option bei Patienten mit ALL oder AML dar, die Kandi-
daten fiir eine allogene Stammzelltransplantation sind, jedoch Kontraindikationen gegen eine

hochdosierte Strahlen- und Chemotherapie vor Transplantation aufweisen?

4. Wie hoch ist das Risiko fiir Leukédmiepatienten nach NST, schwere Infektionen und eine GvHD

zu erleiden, die die wichtigsten Faktoren der transplantationsassoziierten Mortalitit sind?
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5. Zeigen sich im Vergleich von NST und Standardtransplantation bei Patienten mit akuten Leu-
kdmien signifikante Unterschiede beziiglich der transplantationsassoziierten Mortalitit (TRM),

der Rezidivrate und des Uberlebens? Ist durch die NST eine Senkung der TRM méglich?

6. Ist die NST eine therapeutische Option fiir Patienten mit refraktiren metastasierten Nierenzellkar-

zinomen, die ein ungeniigendes Ansprechen auf eine vorherige Immuntherapie hatten?
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3. Patienten und Methoden

3.1.  Patientencharakteristika

Zwischen Mirz 1998 und August 2003 erhielten 280 Patienten eine allogene SZT. Davon hatten
85 Patienten eine ALL, 86 Patienten eine AML, 19 Patienten ein MDS und 72 Patienten eine
CML. Die iibrigen Patienten hatten NHL, MM, aplastische Andmien oder Nierenzellkarzinome.
Die Patienten waren von Mirz 1998 bis Mirz 2001 in der Medizinischen Klinik mit Schwer-
punkt Onkologie und Hamatologie, Charité, Campus Mitte und ab April 2001 nach der Fusion
der Knochenmarktransplantationen und Umzug an den Campus Virchow-Klinikum der Charite,
in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hamatologie und Onkologie, Campus Virchow-
Klinikum transplantiert worden.

Von 155 der 280 Patienten, die zwischen Mirz 1998 und August 2003 wegen einer ALL, AML,
MDS oder einer CML allogen stammzelltransplantiert wurden, lagen ausreichende Nachbeo-
bachtungszeiten und Chimarismusdaten vor.

(Die Darstellung der Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen erfolgt in Kapitel 3.6.).
Das mediane Alter der 155 Patienten betrug 37 Jahre (16 - 67 Jahre). Die allogene SZT erfolgte
bei 73/155 Patienten (47 %) in kontrollierten Krankheitsstadien (1. CR bei ALL oder AML, 1.
chronischer Phase (cP) bei CML oder bei unbehandeltem MDS) und bei 82/155 Patienten (53 %)
in fortgeschritteneren Krankheitsstadien. 121/155 Patienten (78 %) erhielten eine allogene SZT
nach konventioneller hochdosierter Strahlen- und Chemotherapie (Standardtransplantation);
34/155 Patienten (22 %) hatten eine dosisreduzierte Konditionierung zur nichtmyeloablativen
Stammzelltransplantation (NST) erhalten.

88 Patienten (57 %) waren von einem HLA-identischen verwandten Spender transplantiert wor-
den und 67 Patienten (43%) von einem HLA-identischen Fremdspender. Die grole Mehrzahl der
Patienten (88 %) wurde mit mobilisierten peripheren Stammzellen transplantiert, 12 % wurden
knochenmarktransplantiert (7Tabelle 1).

Die GvHD-Prophylaxe variierte in Abhdngigkeit von Grunderkrankung, Spendertyp und Kondi-
tionierung und umfasste in allen Féllen CSA; MTX und/oder Prednisolon wurden zusitzlich bei
Standardtransplantation gegeben; MMF wurde bei einigen Patienten nach NST zusitzlich zu

CSA gegeben (siehe Kapitel 3.4.3.).
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Tabelle 1. Patientencharakteristika.

n 155
Alter Median (Spannweite) 37 (16-67) Jahre
Geschlecht

ménnlich 91 (59%)

weiblich 64 (41%)
Diagnosen

Stadium der Erkrankung

ALL 54 (35%)
1.CR 21
>1.CR 33

AML 56 (36%)
1.CR 22
>1.CR 34

MDS 9 (6%)
unbehandelt 7
behandelt 2

CML 36 (23%)
l.cP 23
>1.cP 13

Konditionierung
hochdosiert 121 (78%)
dosisreduziert 34 (22%)
Spendertyp
verwandt 88 (57%)
unverwandt 67 (43%)
Spendergeschlecht
ménnlich 90 (58%)
weiblich 65 (42%)
Stammzellquelle
Knochenmark 19 (12%)
peripheres Blut 136 (88%)

ALL = akute lymphatische Leukdmie, AML = akute myeloische
Leukdmie, CML = chronische myeloische Leukdmie, MDS =
myelodysplastisches Syndrom, CR = komplette Remission. CP =

chronische Phase.

3.2.  Chimérismusanalyse

Vor Beginn der Konditionierung wurden vom Patienten 3-5 ml mit EDTA durchmischtes Kno-
chenmark und 10 ml EDTA-Blut fiir die Chimérismusanalyse asserviert. Vom Spender wurden
ebenfalls Blutproben vor Stammzellmobilisation bzw. von unverwandten Spendern Blutproben,

die mit dem Transplantat mitgeliefert wurden, asserviert.
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Die Chimérismusanalysen aus peripherem Blut wurden 2 und 4 Wochen nach Transplantation,
danach in zuerst 2 - 4- wochigen Absténden, dann alle 3 Monate fiir mindestens ein Jahr durch-
gefiihrt. Knochenmark wurde anlédsslich von routinemiBig durchgefiihrten Punktionen 1, 3, 6
und 12 Monate nach Standardtransplantation und nach NST untersucht, nach NST erfolgte eine
weitere Knochenmarkuntersuchung am Tag + 14.

Ein gemischter Chimérismus (MC) wurde definiert als > 5% Empfangerzellen in mindestens 1 unter-
suchten Zellsubpopulation in 2 unabhidngigen Untersuchungen [Nagy 2000, Massenkeil 2003]. Die
Chimirismusanalysen erfolgten im DNA-Labor (Leiterin: Frau Dr. M. Nagy) des Institutes fiir
Rechtsmedizin der Charité und wurden im Rahmen eines drittmittelfinanzierten Kooperations-
projektes (Dieter-Schlag Stiftung, 10/1999) durchgefiihrt.

Die Chimérismusanalyse von Leukozytensubpopulationen aus dem Blut und Knochenmark wur-
de mit Hilfe eines Multiplex-STR Assays durchgefiihrt [Thiede 1999, Nagy 2000, Massenkeil
2003]. EDTA-BIlut oder —-Knochenmark wurde mit Antikdrper-beschichteten Magnetperlen (Dy-
nabeads) sortiert (Deutsche Dynal GmbH, Hamburg). Die verwendeten Antikorper waren spezi-
fisch fiir CD4-, CD8-, CD3-, CD19-, CD14-, CD15- und CD2-positive kernhaltige Zellen. Das
Knochenmark wurde mit Antikdrpern gegen CD34 untersucht. Residuelle Blut- und Knochen-
markzellen wurden ebenfalls untersucht. Die Reinheit der spezifischen Zellpopulationen wurde
mittels fluBzytometrischer Analyse nach Ablosung der Magnetperlen (Becton Dickinson, Hei-
delberg) kontrolliert und war > 93 %.

Genomische DNA wurde aus dem gesorteten Blut mit Hilfe der voll automatischen GenoM'-48
Robotic Workstation (GENOVISION, Wien, Osterreich) gewonnen [Blin 1976]. Die Extraktion
bestand aus Zelllyse mit chaotropen Reagenzien, DNA-Bindung an Silikat-beschichtete Magnet-
partikel, gefolgt von Elution der reinen Nukleinsdureproben. STR-Polymorphismen wurden auf
dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems, Darmstadt) nach Koamplifika-
tion von neun STR’s und dem Amelogenin Gen mit dem AmpFISTR Profilerplus Kit (PE Ap-
plied Biosystems, Darmstadt) untersucht [Nagy 2000]. Wir bestimmten die Spender:Empfanger-
Relation der untersuchten DNA durch Messung der Relation der Fldchen der Spender- und Emp-
fangersignale [Thiede 1999]. Die geschétzte Sensitivitit des AmpFISTR Profilerplus multiplex
Systems fiir den Nachweis eines geringen Empfinger- bzw. Spenderzellanteils in einer gemisch-
ten Probe liegt bei 5 %. Eine Mindestzellzahl von 1000 Zellen ist ausreichend fiir eine aussage-
kréftige Analyse [Nagy 2000]. Proben, in denen kein eindeutiges Spender- oder Empfangerprofil
nachgewiesen werden konnte, wurden von der Analyse und anschlieBenden Auswertung ausge-

schlossen.
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3.3.  Spenderlymphozyteninfusionen

Von den verwandten Spendern wurden fiir eine spétere adoptive Immuntherapie vor Stammzell-
mobilisation Lymphozyten durch Leukapherese gewonnen und auf CD3-Expression untersucht.
Die Zellen wurden in Portionen zu 5 x 106, 1x 107, 5 x 10" und, soweit vorhanden, 1 x 10® CD3-
positiven Zellen/kg KG des Empféangers geteilt und in fliissigem Stickstoff gelagert. Von unver-
wandten Spendern wurden zum Zeitpunkt der Stammzelltransplantation Lymphozyten aus dem
G-CSF mobilisierten Blutstammzelltransplantat in Portionen zu 1 x 10%, 5 x 10° 1 x 10" und,
soweit vorhanden, 5 x 10’ CD3-positiven Zellen/kg KG des Empfingers geteilt und in fliissigem
Stickstoff gelagert.

61 Patienten erhielten eine oder mehrere DLI in eskalierender Dosierung nach Transplantation.
Bei 6 Patienten lagen keine ausreichenden Nachbeobachtungsdaten und Chimérismusuntersu-

chungen vor, so dass in die folgende Analyse 55 Patienten eingingen.
Indikationen zur Spenderlymphozyteninfusion waren:

1. prophylaktisch bei Hochrisikopatienten mit ALL oder AML nach NST und bei Patienten nach
Standardtransplantation mit Ph+ ALL oder ALL > 1. CR bei Transplantation.
2. therapeutisch bei rezidivierter ALL, AML oder CML.

Die vor Transplantation gewonnenen Spenderlymphozyten wurden als prophylaktische DLI ab
Tag + 60 verabreicht, wenn sich keine GvHD nach Absetzen der medikamentésen GvHD-
Prophylaxe entwickelt hatte und diese Patienten entweder einen MC aufwiesen oder ein sehr
hohes Rezidivrisiko durch unkontrollierte Erkrankung vor Transplantation hatten. DLI wurden
auch in therapeutischer Indikation bei bestitigtem Friihrezidiv verabreicht. Sie wurden meist in
vierwOchigen Abstinden nach antiallergischer Primedikation verabreicht. Die erste Dosis ent-
hielt 1 x 10’ CD3-positive Zellen/kg KG bei verwandten Spendern und 5 x 10° bei Fremdspen-
dern, die weiteren Gaben erfolgten eskalierend in halblogarithmisch gesteigerten Dosierungsstu-
fen bis maximal 1 x 10* CD3-positive Zellen/kg KG des Patienten. Wihrend des Beobachtungs-
zeitraums wurde wegen der hiufig nach DLI zu beobachtenden GvHD eine Reduktion um eine
halbe logarithmische Stufe vorgenommen, so dass dann die 1. DLI nach unverwandter Transplan-

tation 1 x 10°und nach verwandter Transplantation 5 x 10° CD3-positive Zellen/kg KG enthielt.
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3.4. Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei akuten Leukdmien
Nichtmyeloablative Stammzelltransplantationen (NST) werden seit August 1998 in unserer Kli-
nik durchgefiihrt. Das Protokoll zur NST wurde durch die Ethikkommission der Charité geneh-

migt. Nach Aufkldrung gaben alle Patienten ihre schriftliche Einverstandniserkldrung.

3.4.1. Patientencharakteristika und Indikation zur NST

Vierunddreiflig konsekutive Patienten wurden wegen einer ALL oder einer AML zwischen Au-
gust 1998 und August 2003 nichtmyeloablativ stammzelltransplantiert. Dreiflig von 34 Patienten
hatten eine ausreichende Nachbeobachtungszeit und gingen in die weitere Untersuchung ein, um
die Durchfiihrbarkeit und Nebenwirkungsrate der NST bei Patienten mit akuten Leukdmien zu
analysieren. Die vier ausgeschlossenen Patienten hatten eine Nachbeobachtungszeit von weniger
als drei Monaten zum Zeitpunkt der Auswertung und waren in CR. Die Patienten waren zwi-
schen 19 und 67 Jahren alt. 6/9 ALL-Patienten hatten eine Ph+ ALL und 9/21 AML-Patienten
eine sekundidre AML. 17/30 Patienten hatten einen mit einer ungiinstigen Prognose assoziierten
Karyotyp in der Knochenmarkdiagnostik.

Zum Zeitpunkt der NST waren 9 Patienten in 1. CR, 21 Patienten hatten eine fortgeschrittene
Erkrankung, 3/21 waren in 2. CR und 18 Patienten hatten eine aktive Erkrankung (Tabelle 2).
Alle Patienten erfiillten Kriterien der Hochrisiko-ALL bzw. —~AML aufgrund ihres fortgeschritte-
nen Alters, hoher Zellzahl bei Erstdiagnose, ungiinstiger zytogenetischer Aberrationen oder un-

kontrollierter Erkrankung [Gokbuget 2000, Visani 2001].
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Tabelle 2. Charakteristika von 30 Patienten

mit akuten Leukdmien vor NST.

n 30
Alter Median (Spannweite) 45 (19-67) Jahre
Geschlecht

maénnlich 18

weiblich 12
Diagnose

ALL 9

AML 21
Stadium der Erkrankung

1.CR 9

>1.CR 21
Spender

verwandt 20

unverwandt 10
Spendergeschlecht

maénnlich 19

weiblich 11
Stammzellquelle

Knochenmark 3

peripheres Blut 27
GvHD-Prophylaxe

CSA 23

CSA+MMF 7

ALL = akute lymphatische Leukdmie, AML = akute myeloische
Leukdmie, CR = komplette Remission, GVHD = graft-versus-

host disease, CSA = Cyclosporin A, MTX = Methotrexat.

Alle Patienten waren aufgrund ihrer Grunderkrankung Kandidaten fiir eine allogene SZT, hatten
aber Kontraindikationen gegen eine myeloablative Konditionierung. Die hiufigsten Kontraindi-
kationen waren Alter tiber 50 Jahre, ein Rezidiv nach allogener Standardtransplantation und eine
aktive oder residuelle schwere Infektion. 14/30 Patienten hatten mehr als 1 Kontraindikation
gegen eine Standardkonditionierung. Insgesamt 17/30 Patienten hatten zum Zeitpunkt der NST

eine aktive oder gerade iiberwundene schwere Infektion (7abelle 3).
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Tabelle 3. Indikation zur NST bei 30 Patienten mit ALL oder AML.

Alter/Geschlecht Diagnose und Stadium

29/M
50/M
19/M
25/M
26 /M
49 /F
23/M
21 /M
30/M
38/F
61 /M
44 /F
21/M
48 /M
57/F
58/F
29/F
39/F
22 /M
34/F
59/M
54/F
50/M
45/F
67 /M
58/M
47/F
59/F
48 /M
43 /M

ALL, Ph+, 1. CR

ALL, Ph+, 3. CR

ALL, Ph+, 1. Rezidiv
ALL, Ph+, 1. Rezidiv

ALL, Ph+, 2. Rezidiv

ALL, Ph+, 2. Rezidiv
ALL,c-ALL, 1.CR

ALL, pra-T-ALL, 1. Rezidiv
ALL, T-ALL, refraktar
AML, FAB M1, 1. CR
AML, FABMI, 1. CR
AML, FAB M2, 1. CR
AML, FAB M5a, 1. CR
AML, FAB M7, 1. CR
AML, FAB M2, 2. CR
AML, FAB M5, 2. CR
AML, FAB M4, 1. Rezidiv
AML, FAB M4, 1. Rezidiv
AML, 2. Rezidiv

AML, FAB M2, refraktar
AML, FAB M2, refraktir
sAML, FAB M5, 1. CR
sAML, FAB M6, 1. CR
sAML, 2. CR

sAML, FAB M2, 1. Rezidiv
sAML, FAB M6, 2. Rezidiv
SAML, refraktir

SAML, FAB M1, refraktar
SAML, FAB M4, refraktir
SAML, FAB M6, refraktir

Indikation zur dosisreduzierten Konditionierung

Pneumonie (Infiltrate)

Rezidiv nach KMT

Candidapneumonie (Infiltrate)

Rezidiv nach KMT

Rezidiv nach KMT

Rezidiv nach KMT

Konsolidationstherapie nach Hochdosistherapie mit autologer SZT
Rezidiv nach KMT

hepatolienale Candidiasis (Infiltrate), mediastinale Bestrahlung 40 Gy
rezidivierende Thrombosen bei Faktor V Leiden

Alter > 50 Jahre, Z.n. Candida-glabrata-Pneumonie
Aspergillus-Pneumonie (Infiltrate)

Pilzpneumonie (Infiltrate), Thrombosen, toxischer Leberschaden
Aspergilluspneumonie (Infiltrate)

Alter > 50 Jahre, Z.n. Pneumocystis carinii-Pneumonie

Alter > 50 Jahre

hepatolienale Candidiasis (Infiltrate)

Rezidiv nach KMT

Rezidiv nach KMT, Aspergillomverdacht (Infiltrat)
Candida-krusei-Sepsis mit hepatolienaler Candidiasis und Pneumonie
Alter > 50 Jahre

Alter > 50 Jahre, KI < 80 %

Z.. Pilzpneumonie, KI < 80 %

Rezidiv nach KMT, aktive Pneumonie (Infiltrate)

Alter > 50 Jahre, Z.n. Pilzpneumonie, Z.n. Staph. haemolyticus Sepsis
Alter > 50 Jahre, Z.n. Pilzpneumonie (Infiltrate)

Candida-Pneumonie (Infiltrate), persistierende Neutropenie, KI < 80 %
Alter > 50 Jahre, KI < 80 %, Lungenfibrose

rezidivierende chronische subdurale Himatome, KI < 80 %

Z.n. Pneumonie, KI < 80 %

M = Mann, F = Frau, ALL = akute lymphatische Leukdmie, Ph+ = Philadelphia-Chromosom-positive ALL, c-ALL = common-
ALL, T-ALL = T-lymphoblastische ALL, AML = akute myeloische Leukdmie, sSAML = sekunddre AML, Z.n. = Zustand nach,
KI = Karnofsky-Index.

Die Zeitdauer von der Erstdiagnose bis zur NST betrug im Median 9,9 Monate (3,3 - 68,3 Mona-

te); bei den 8 retransplantierten Patienten lagen im Median 16 Monate zwischen Erst- und Zweit-

transplantation (Spannweite 7 - 61 Monate).
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3.4.2. Transplantation

Alle Patienten wurden von HLA-identischen Spendern transplantiert. 20 Patienten hatten einen
verwandten (66 %), 10 Patienten einen unverwandten Spender (33 %). Eine Spender-Empfanger
Geschlechtsdifferenz lag bei 12/30 Patienten vor.

Die Konditionierung bestand aus Fludarabin 30 mg/m”i.v. an den Tagen — 10 bis — 5 (Gesamtdo-
sis 180 mg/m?), Busulfan 4 mg/kg p. os an den Tagen — 6 und — 5 (Gesamtdosis 8 mg/kg) sowie
ATG (Fresenius) 10 mg/kg i.v. Tag — 4 bis — 1 (Gesamtdosis 40 mg/kg) [Slavin 1998] (4bbildung 3).

szT
ATG|ATG|ATG|ATG
MMF
BUujpyy ) —--

CSA
FL|FL |FL|[FL|FL|FL|] = @ Y—mMmM -
T + + >
10 9 8 7 6 5 4 3 2 -1 0 +1 +30 +60 +90

Abbildung 3. Dosisreduzierte Konditionierung.

SZT = Stammzelltransplantat, ATG = Antithymozytenglobulin, BU = Busulfan, FL = Fludarabin, CSA = Cyclosporin A, MMF = Mycophenolat mofetil.

Die Stammzellmobilisation erfolgte bei 27 Spendern mit G-CSF 2 x 5 ug/kg/Tag s.c. iiber 4 - 5
Tage. Die Stammzellapherese wurde iiber 1 - 2 Tage durchgefiihrt. Angestrebt wurde die Ge-
winnung von mindestens 4 x 10° CD34-positiven Zellen/kg KG des Patienten. Von 3 Spendern
wurde wegen Ablehnung der G-CSF-Gabe Knochenmark in Vollnarkose durch Beckenkammas-
piration gewonnen. Die Apherese von CD3-positiven Lymphozyten bei verwandten Spendern
und die Gewinnung von CD3-positiven Lymphozyten aus dem G-CSF mobilisierten Transplan-

tat bei unverwandten Spendern sowie deren Portionierung wurde in Kapitel 3.3. beschrieben.

3.4.3. Prophylaxe und Therapie der GvHD

Als GvHD-Prophylaxe wurde anfanglich nur CSA mit initial 2 x 2,5 mg/kg/Tag i.v. ab Tag — 1
verwendet. CSA wurde bei Ausbleiben einer akuten GvHD ab Tag + 60 stufenweise abgesetzt.
Wegen der im Verlauf der Studie hédufig auftretenden GvHD, wurde die GvHD-Prophylaxe ab
Patient Nr. 24 um MMF 3 x 1 g/Tag i.v. ab Tag 0 erweitert, das zwischen Tag + 30 und + 45
abgesetzt wurde, wenn keine GvHD aufgetreten war. CSA wurde bei diesen Patienten bis min-

destens Tag + 90 gegeben.

23



Akute and chronische GvHD wurden histologisch gesichert und nach etablierten Kriterien evalu-
iert und klassifiziert [Glucksberg 1974, Shulman 1980, Przepiorka 1995]. Die akute GvHD wur-
de mit Hochdosis-Prednisolon von 2 mg/kg bis 1 g Methylprednisolon/Tag behandelt, eine ste-
roidrefraktire akute GvHD wurde mit 2 x 20 mg des monoklonalen Interleukin-2 Rezeptoranti-
korpers Basiliximab und/oder ATG 3 x 30 mg/kg behandelt [Massenkeil 2002]. Die chronische
GvHD wurde mit CSA und Prednisolon behandelt; refraktire Patienten erhielten MMF, Cyc-
lophosphamid und extrakorporale Photopherese.

3.4.4. Prophylaxe und Therapie von Infektionen

Die selektive Darmdekontamination erfolgte mit Ciprofloxacin 2 x 500 mg/Tag und Amphoteri-
cin B 4 x 1 ml/Tag ab Konditionierung bis zur Rekonstitution der neutrophilen Granulozyten und
Abheilung einer Stomatitis. Die Prophylaxe der Pneumocystis carinii Pneumonie (PCP) wurde
mit Trimethoprim/ Sulfamethoxazol 3 x 960 mg/Woche p. os bis 6 Monate nach NST durchge-
filhrt. Patienten mit chronischer GvHD erhielten eine PCP-Prophylaxe, solange sie immun-
suppressiv behandelt wurden. Bei Kontraindikationen gegen Trimethoprim/ Sulfamethoxazol
erhielten die Patienten Pentamidin per inhalationem, 3 x 300 mg zum Beginn der Konditionie-
rung und dann alle 4 Wochen.

Die Herpes simplex Virus Prophylaxe erfolgte mit Aciclovir 3 x 5 mg/kg/Tag i.v. von Tag — 1
bis Tag + 30. Immunglobuline 10 g wurden an Tag 0 und dann alle 2 Wochen bis 3 Monate nach
NST verabreicht, danach nur bei IgG-Werten <5 g/I.

Bei Cytomegalovirus (CMV)-negativer Empfanger-Spenderkonstellation erhielten die Patienten
CMV-negative Blutprodukte. Alle Patienten wurden mit gefilterten und bestrahlten Blutproduk-
ten versorgt.

Eine Computertomographie (CT) wurde bei allen 17 Patienten mit einer Pneumonie oder syste-
mischen Pilzinfektion vor NST angefertigt. Die CT-Untersuchung zeigte Lungeninfiltrate bei
9/17 und hepatolienale Infiltrate bei 2/17 Patienten (Tabelle 3). Diese 11 Patienten erhielten eine
antimykotische Therapie mit verschiedenen Praparaten, die vom Beginn der Konditionierung bis
zur Entlassung, zum Teil auch bis 6 Monate nach Entlassung in Abhingigkeit von den Befunden
der radiologischen Verlaufsuntersuchungen verabreicht wurden.

Fieber wurde definiert als orale Temperatur > 38.3 °C oder zweimal > 38.0 °C innerhalb von 12
Stunden. Sepsis, Fieber unklarer Genese (fever of unknown origin, FUO) und Katheter-
assoziierte Infektionen wurden akzeptierten Leitlinien folgend beurteilt [ACCP / SCCM 1992,
Mermel 2001, Hughes 2002].
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Patienten, die nicht innerhalb von 72 Stunden entfieberten, bei denen klinisch oder im konventi-
onellen Rontgen-Thorax ein Pneumonieverdacht vorlag oder die eine Pneumonie in der Anam-
nese hatten, erhielten ein Spiral-CT der Lunge. Die antibiotische Erstlinientherapie bestand aus
Breitspektrum-beta-Lactamantibiotika, im Ausnahmefall kombiniert mit Aminoglykosiden; Pati-
enten mit Haut- oder Katheterinfektionen oder Nachweis von Staphylokokken erhielten zusétz-
lich ein Glykopeptid. Die Zweitlinientherapie bestand aus einem Carbapenem und eventuell ei-
nem Glykopeptid. Antimykotika wurden bei persistierendem Fieber oder Lungeninfiltraten zu-
satzlich verabreicht.

Der CMV-Serostatus von Empfanger und Spender wurde vor NST festgestellt. Wochentliche
Testungen auf CMV-DNA und -Antigen pp65 wurden bis zur Entlassung sowie an Tag + 90, +
180 und + 360 durchgefiihrt, zusitzliche Untersuchungen erfolgten bei stattgehabter CMV-
Infektion unter antiviraler Therapie und bei klinischem Verdacht auf eine CMV-Infektion. Eine
praemptive Therapie [Ljungman 2002] mit Ganciclovir wurde bei zwei aufeinander folgenden
CMV-DNA-Nachweisen oder einmaligem CMV-Antigennachweis eingeleitet und bis zu zwei

negativen Testresultaten fortgefiihrt.

3.4.5. Anwachsen des Transplantates und Remissionskontrolle

Nach NST erhielten alle Patienten ab Tag 5 G-CSF 5 ng/kg/Tag zur Verkiirzung der Neutrope-
niezeit bis die Leukozytenzahlen stabil > 2,0/nl waren. Das Anwachsen des Transplantates wur-
de definiert als der Zeitpunkt, an dem die neutrophilen Granulozyten > 0,5/nl und Thrombozyten
> 20/nl ohne Thrombozytenkonzentratgabe iiber 3 Tage lagen. Knochenmarkpunktionen zur
Krankheitsbeurteilung wurden vor NST, nach 2 Wochen, 1, 3, 6 und 12 Monaten durchgefiihrt.
Die Chimirismusanalysen aus peripherem Blut und Knochenmark erfolgten wie in Kapitel 3.2.

beschrieben.
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3.5.  Retrospektive Fall-Kontrollstudie
Zur Evaluation des Stellenwertes der NST bei Patienten mit Hochrisikoleukédmien im Vergleich
zur Standardtransplantation fiihrten wir eine kontrollierte Fall-Kontrollstudie durch. Dabei wurde

auch die Chimarismuskinetik der Leukozytensubpopulationen soweit vorliegend analysiert.

3.5.1. Patientenselektion und Matching-Kriterien

Fiinfundzwanzig konsekutive Patienten mit Hochrisiko-ALL oder AML [Gokbuget 2000, Visani
2001], die zwischen August 1998 und Juni 2002 eine NST erhalten hatten (siche Kapitel 3.4.)
und eine ausreichende Nachbeobachtungszeit hatten, wurden in die retrospektive Analyse als
Fallpatienten eingeschlossen. Kontraindikationen gegen eine Standardtransplantation waren:
schwere aktive oder residuelle pilzverddchtige Infektionen bei 10/25 Patienten, Alter iiber 50
Jahre bei 7/25 Patienten, Rezidive nach allogener Standardtransplantation bei 6/25 Patienten,
intensive zytostatische Vorbehandlung bei 1/25 Patienten und wiederholte subdurale Himatome
bei 1/25 Patienten. 11/25 Patienten hatten mehr als 1 Kontraindikation gegen eine Standardtrans-
plantation.

Durch 1:2 Zuordnung wurden den 25 Fallpatienten 50 Kontrollpatienten zugeordnet, die eben-
falls eine Hochrisiko-ALL oder —AML hatten und eine myeloablative Stammzelltransplantation
erhalten hatten. Matching-Kriterien fiir die Zuordnung von Fillen und Kontrollen waren: Diag-
nose (ALL oder AML), Stadium der Erkrankung (1. CR oder keine 1. CR), Spendertyp (HLA-
identischer verwandter oder unverwandter Spender) und Alter bei Transplantation. Da fortge-
schrittenes Alter eine Indikation fiir die NST darstellte, waren diese Patienten im Median 6 Jahre

alter als die Kontrollpatienten (n.s.).

3.5.2. Transplantation

50 Patienten hatten einen HLA-identischen verwandten und 25 Patienten einen HLA-identischen
unverwandten Spender. Eine Spender-Empfanger-Geschlechtsdifferenz lag bei 9/25 NST-
Patienten (36 %) und 21/50 Standardtransplantations-Patienten (43 %) vor (n.s.) (Tabelle 4).
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Tabelle 4. Charakteristika von 75 Patienten der retrospektiven Fall-

Kontrollstudie.
NST Standard SZT p-Wert

n 25 50

Diagnose n.s
ALL 9 (36 %) 18 (36 %)

AML 16 (64 %) 32 (64 %)

Geschlecht n.s
maénnlich 16 (64 %) 26 (52 %)

weiblich 9 (36 %) 24 (48 %)

Alter Median (Spannweite) 44 (19-67) Jahre 38 (17-57) Jahre  n.s
<35 Jahre 9 (36 %) 21 (42 %)

35- 49 Jahre 7 (28 %) 22 (44 %)

> 50 Jahre 9 (36 %) 7 (14 %)
Krankheitsstadium n.s
1.CR 7 (28 %) 18 (36 %)

>1.CR 18 (72 %) 32 (64 %)

Karyotyp (n=68) n.s
Standardrisiko 10 (43 %) 19 (42 %)

Hochrisiko 13 (57 %) 26 (58 %)

Spender n.s
verwandt 17 (68 %) 33 (66 %)

unverwandt 8 (32 %) 17 (34 %)

Alter Median (Spannweite) 37 (17-67) Jahre 38 (18-76) Jahre n.s
Stammzellquelle n.s
Knochenmark 3(12 %) 17 (34 %)

peripheres Blut 22 (88 %) 33 (66 %)

ALL = akute lymphatische Leukdmie, AML = akute myeloische Leukdmie, CR = komplet-

te Remission.

Die nichtmyeloablative Konditionierung fiir die 25 Fallpatienten erfolgte mit Fludarabin, Busul-
fan und ATG wie in Kapitel 3.4. beschrieben. Kontrollpatienten erhielten eine fraktionierte totale
Ganzkorperbestrahlung mit 2 x 2 Gy von Tag — 6 bis Tag — 4 (Gesamtdosis 12 Gy) und Cyc-
lophosphamid 60 mg/kg, Tag — 3 und — 2 (Gesamtdosis 120 mg/kg) (n = 36) oder Etoposid 50
mg/kg, Tag — 3 (n = 2) bzw. Etoposid 50 mg/kg Tag - 3 und Cyclophosphamid 100 mg/kg an
Tag—4 (n=12).

Leukapherese, Stammzellmobilisation und Stammzellapherese erfolgten wie in Kapitel 3.3. und
3.4. beschrieben. Knochenmark wurde bei 20 Patienten als Stammzellquelle verwendet und mo-
bilisierte periphere Stammzellen bei 55 Patienten. Mobilisierte periphere Blutstammzellen wur-
den haufiger bei der NST als Stammzellquelle verwendet als bei der Standardtransplantation (p =

0,054), da mehrere standardtransplantierte Patienten ihre Transplantation schon 1997 oder in der
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ersten Hélfte des Jahres 1998 erhalten hatten, und zu dieser Zeit Knochenmarkentnahmen noch
hiufiger durchgefiihrt wurden. Die Patienten wurden ausgewdhlt, um ein gutes Matching der

aufgefiihrten Kriterien zu erzielen.

3.5.3. Prophylaxe und Therapie der GvHD

Die GvHD-Prophylaxe nach NST erfolgte mit CSA oder CSA und MMF wie in Kapitel 3.4.3.
beschrieben. Kontrollpatienten mit verwandtem Spender erhielten nach Standardtransplantation
CSA bis Tag + 150 - 180 sowie MTX 1i.v., Tag + 1, + 3, + 6 und + 11. Nach unverwandter
Transplantation erhielten die Patienten CSA, MTX und Prednisolon, letzteres wurde ab Tag + 28
stufenweise abgesetzt. Wenn Etoposid Bestandteil der Konditionierung war, wurde Prednisolon
statt MTX gegeben. Die Klassifikation der akuten wie der chronischen GvHD erfolgte nach etab-
lierten Kriterien [Glucksberg 1974, Shulman 1980, Przepiorka 1995]. Die Therapie der akuten
und chronischen GvHD war in beiden Gruppen gleich und wurde in Kapitel 3.4.3. beschrieben.

3.5.4. Prophylaxe und Therapie von Infektionen

Die Prinzipien der Infektionsprophylaxe, Infektionsiiberwachung, Diagnostik und antiinfektiosen
Therapie waren in beiden Gruppen gleich und wurden in Kapitel 3.4.4. ausfiihrlich beschrieben.
Aus statistischen Griinden einer ausreichenden Fallzahl wurden Sepsis, invasive Pilzinfektionen
und andere Pneumonien in der Fall-Kontrollstudie gemeinsam als schwere Infektionen vor oder

nach SZT analysiert.

3.5.5. Anwachsen des Transplantates und Remissionskontrolle

Ab Tag + 5 nach Transplantation erhielten alle nichtmyeloablativ stammzelltransplantierten Pa-
tienten und nach Standardtransplantation alle von einem unverwandten Spender transplantierten
Patienten G-CSF in einer Dosis von 5 pg/kg/Tag bis zu stabilen Leukozytenwerten > 2,0/nl. Die
Beurteilung des Transplantatanwachsens und der Remission wurde in Kapitel 3.4.5. beschrieben.
Die Chimirismusanalysen aus peripherem Blut und Knochenmark erfolgten wie in Kapitel 3.2.

beschrieben.
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3.6.  Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei metastasierten

Nierenzellkarzinomen
NST bei metastasierten Nierenzellkarzinomen werden in einer gemeinsamen Studie mit der Kli-
nik fiir Urologie der Charité seit Dezember 2000 nach Erteilung der Votums der Ethikkommissi-
on der Charité durchgefiihrt. Nach Aufkliarung erteilten alle Patienten ihre schriftliche Einwilli-

gung.

3.6.1. Patientenselektion und Charakteristika stammzelltransplantierter Patienten
Zwischen Dezember 2000 und Juni 2003 wurden insgesamt 29 Patienten mit metastasierten Nie-
renzellkarzinomen als Kandidaten fiir eine NST interdisziplindr evaluiert. Folgende Ein- und

Ausschlusskriterien galten fiir die Studie:

Einschlusskriterien

e Metastasiertes Nierenzellkarzinom nach Tumornephrektomie
e messbare Metastasen

e kein Ansprechen auf eine Interferon-haltige Immuntherapie

e Lebenserwartung > 6 Monate

e Alter 18 - 65 Jahre (biologisches Alter)

e HLA-identischer Geschwister- (oder Fremd-)spender

¢ Aufklirung iiber den experimentellen Charakter der Therapie
e schriftliche Einwilligung in die Studie

Ausschlusskriterien

e ausschlieBlich ossidre Metastasen

e ZNS-Metastasen

Zustand nach Organtransplantation

schwere und chronische virale Infektionen

e schwere internistische Begleiterkrankungen

manifestes Zweitmalignom

Schwangerschaft oder Stillzeit

letzte Therapie des Nierenzellkarzinoms vor weniger als 8 Wochen

Der Primértumor war bei allen 29 Patienten operativ entfernt worden, unabhingig davon, ob zum
Operationszeitpunkt ein lokal begrenztes oder ein metastasiertes Tumorstadium vorlag. Die me-
diane Zeit von der Primérdiagnose bis zum Auftreten von Fernmetastasen betrug 2 Jahre. Alle
Patienten hatten einen oder mehrere Zyklen Chemoimmuntherapie erhalten, die aus hochdosier-
tem Interleukin-2 s.c. und Interferon alpha s.c. bestand, kombiniert mit 5-Fluorouracil i.v.
und/oder 13-cis-Retinolsdure [Roigas 2003]. Die niedrig auflosende HLA-Klasse I- und hochauf-
l6sende Klasse II-Typisierung identifizierte einen HLA-kompatiblen Spender bei 13/29 unter-
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suchten Patienten; ein unverwandter Spender wurde bei einem 25-jdhrigen Patienten gefunden

(Tabelle 5). 15/29 Patienten hatten keinen HLA-kompatiblen Spender.

Tabelle 5. Charakteristika von 29 evaluierten Patienten mit refraktiren

Nierenzellkarzinomen bei Studieneinschluss.

Spender vorhanden  Kein Spender vorhanden

n 14 15

Alter Median (Spannweite) 53 (25-66) Jahre 58 (53-68) Jahre
Geschlecht

maénnlich 12 12
weiblich 2 3

Ansprechen auf die Immuntherapie

CR 0 1
PR 1 1
SD 7 7
PD 6 6

CR = komplette Remission, PR = partielle Remission, SD = stabile Erkrankung, PD = progrediente
Erkrankung.

Sieben der 14 Patienten mit einem HLA-kompatiblen Spender wurden nicht allogen stammzell-
transplantiert wegen sehr rascher Tumorprogression (n = 5), medizinischer Kontraindikation des
Spenders (n = 1) und sekundérer Therapieablehnung (n = 1).

Eine NST wurde zwischen Juni 2001 und Mérz 2003 bei 7/29 als transplantabel beurteilten Pati-
enten (24 %) durchgefiihrt. Das mediane Alter der Patienten betrug 58 Jahre (25-64 Jahre). Drei
von 7 Patienten hatten ein primér metastasiertes Nierenzellkarzinom, bei den anderen 4 Patienten
lagen zwischen Primérdiagnose und Auftreten von Metastasen 1 - 5 Jahre. 5 Patienten hatten ein
klarzelliges und 2 ein papilldres bzw. tubulo-papilldres Nierenzellkarzinom. Zusitzlich zur Tu-
mornephrektomie hatten die Patienten Operationen resezierbarer Metastasen, Immuntherapien,
Chemotherapien und Lasertherapien bei symptomatischer metastasierter Tumorerkrankung er-
halten (Tabelle 6). Zwischen Auftreten der Metastasen und der NST lagen 9 bis 155 Monate (im
Median 19 Monate). Alle Patienten hatten ihre schriftliche Einwilligung nach Aufkldrung tiber

den experimentellen Charakter der Therapie erteilt.
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Tabelle 6. Charakteristika von 7 Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen vor NST.

Pat  Alter/Geschlecht Metastasenlokalisation Vortherapien Spender
1 63 /M Lunge, Leber, Lymphknoten 4 x Op, IMT, CHT, LITT Schwester
2 63 /M Niere, Lunge, Lymphknoten, Knochen 2 x Op, IMT, RT Schwester
3 50/ M Niere, Lunge 1 x Op, IMT Bruder
4 58 /M Lunge, Pleura, Lymphknoten 1 x Op, IMT Schwester
5 50/F Lunge IMT, CHT Schwester
6 64/F Lunge IMT, CHT Bruder
7 25/M Lymphknoten, Knochen IMT, RT, CHT Fremdspender

M = Mann, F = Frau, Op = Operation, IMT = Immuntherapie, LITT = Laser induzierte Thermotherapie, RT = Bestrahlung.

3.6.2. Transplantation

Alle Patienten wurden von HLA-identischen verwandten (n = 6) oder unverwandten (n = 1) Spen-
dern transplantiert. Die Konditionierung bestand aus Cyclophosphamid 60 mg/kg KG i.v., Tag — 7
und — 6 (Gesamtdosis 120 mg/kg), Fludarabin 25 mg/m” i.v., Tag — 5 bis — 1 (Gesamtdosis 125
mg/m?) und ATG (Fresenius) 10 mg/kg i.v., Tag — 3 bis - 1 (Gesamtdosis 30 mg/kg KG) [Childs
2000]. Vor Beginn der Stammzellmobilisation wurden von den Spendern Lymphozyten fiir eine
spatere adoptive Immuntherapie gewonnen und portioniert wie beschrieben (siche Kapitel 3.3.).
Als Stammzellquelle wurden ausschlielich mobilisierte periphere Blutstammzellen eingesetzt.

Die Stammzellmobilisation und —apherese erfolgte wie in Kapitel 3.3. und 3.4.2. beschrieben.

3.6.3. Prophylaxe und Therapie der GvHD

Die GvHD-Prophylaxe bestand aus CSA und wurde stufenweise nach 6 - 8 Wochen reduziert, falls
keine GvHD aufgetreten war. Nach Fremdspendertransplantation wurde zusitzlich MMF bis Tag +
28 verabreicht. Die Klassifikation und Therapie der GvHD erfolgte wie beschrieben (Kapitel 3.4.3).

3.6.4. Prophylaxe und Therapie von Infektionen
Infektionsprophylaxe, Uberwachung, Diagnostik und antimikrobielle Therapie entsprachen den
klinikinternen Standards fiir die allogene SZT bei hdmatologischen Systemerkrankungen und

wurden ausfiihrlich in Kapitel 3.4.4. dargestellt.
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3.6.5. Anwachsen des Transplantates, Spenderlymphozyten und Tumornachsorge

Die Verabreichung von DLI erfolgte wie in 3.3. beschrieben ab Tag + 60, wenn sich keine
GVHD nach Absetzen von CSA und MMF entwickelt hatte und ein gemischter Chimérismus
vorlag. Die erste Dosis enthielt 5 x 10° CD3-positive Zellen/kg KG. Chimarismusuntersuchun-
gen aus dem peripheren Blut zur Kontrolle des Anwachsen des Transplantates wurden nach 2
Wochen, monatlich bis 6 Monate, zwei- bis dreimonatlich bis 1 Jahr und dann alle 3 Monate
nach NST durchgefiihrt wie in Kapitel 3.2. beschrieben. Die Tumorevaluation erfolgte vor
Transplantation klinisch und durch CT von Thorax und/oder Abdomen und wurde in dreimonat-

lichen Abstinden nach NST wiederholt.
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3.7.  Statistische Auswertung

Die berechneten Resultate der deskriptiven Statistik werden mit Median und Spannweite (range)
angegeben. Wegen der begrenzten Patientenzahl und nicht normal verteilten Variablen (skew
distributions) bei den jeweiligen Fragestellungen wurden statistische Vergleiche stets mit nicht-
parametrischen Tests analysiert (Mann-Whitney-U Test fiir zwei unabhéngige Gruppen). Uber-
lebensdaten beziiglich transplantationsassoziierter Mortalitét (TRM), erkrankungsfreiem Uberle-
ben (EFS) und Gesamt-Uberleben wurden nach Kaplan-Meier [Kaplan 1958] analysiert und uni-
variat mit dem Log-Rang Test [Kalbfleisch 1980] auf Unterschiedlichkeit in Bezug auf wichtige
EinflussgroBen gepriift. Mit Hilfe dieser Analysen wurden zusitzlich mediane Uberlebenszeiten
mit 95%-Konfidenzintervall (C.1.) ermittelt. Voraussetzung fiir den statistischen Vergleich zwei-
er Uberlebenskurven ist eine in beiden Vergleichsarmen gleichverlaufende Zensierung. Das
wurde mit Hilfe der Follow-up-Maturity [Parmar 1996] als Mal3 fiir statistisch vergleichbare
Nachbeobachtungszeiten in zwei unabhédngigen Gruppen [Schemper 1996] gepriift. Die statisti-
sche Relation zwischen Konditionierungsregimen sowie hdmatopoetischer Rekonstitution, Chi-
mérismusanalyse, akuter und chronischer GVHD und Infektionen nach Stammzelltransplantation
wurden mit dem exakten Fisher-Test und dem Chi-Quadrat-Test (X?) berechnet. Eine multivaria-
te Cox’ Regressionsanalyse fiir proportionale Hazards [Cox 1972] wurde durchgefiihrt, um den
prognostischen Einfluss der Konditionierung, der Diagnose, des Krankheitsstadiums, des Patien-
tenalters, der Spenderherkunft, der zytogenetischen Risikogruppe, der akuten und chronischen
GvHD, des Chimérismusstatus und schwerer Infektionen auf die TRM, das EFS und das Ge-
samt-Uberleben multivariat zu bestimmen. Die statistische Analyse wurde mit SPSS 11.0 (Statis-
tical Package for the Social Science) durchgefiihrt. Alle Signifikanzen wurden zweiseitig beziig-
lich p < 0,05 festgelegt. Die statistische Beratung erfolgte durch Professor Dr. Klaus-Dieter

Wernecke, Institut fiir Medizinische Biometrie der Charité.
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4. Ergebnisse

4.1.  Chiméirismusanalyse

Die STR-Analyse ermittelte bei allen 155 untersuchten Patienten ein informatives Empfanger-
und Spenderprofil vor Transplantation. Bei 3,5 % der Untersuchungen nach Transplantation
konnte in der STR-Analyse der Leukozytensubpopulationen kein eindeutiges Empfanger- oder
Spenderprofil festgestellt werden, dies betraf Untersuchungen an Tag + 14 mit sehr geringer
Zahl untersuchter Zellen. Zu spiteren Zeitpunkten ergab die Chimérismusanalyse bei diesen Pa-
tienten ein informatives Profil mit Zuordnung von Empfanger- und Spendermerkmalen.

Die Chimirismusanalyse der CD34-positiven Zellen aus dem Knochenmark zeigte einen konti-
nuierlichen Anstieg der Spenderzellen, beginnend mit im Median 82 % Spenderzellanteil an Tag
+ 14; 100 % Spenderzellen im Median wurden erst nach 3 Jahren erreicht. Die Analyse der Leu-
kozyten-Subpopulationen aus dem peripheren Blut ergab dagegen meist an Tag + 14, spitestens
an Tag + 28 einen Median von 100 % Spenderzellen mit einer Spannweite von 0-100 %. Aussa-
gekréftiger erwies sich die Untersuchung der Quartilen und Auswertung in Abhéngigkeit von der
Konditionierung (siche Kapitel 4.4.3.).

Ab Tag + 28 konnten durch die CD34-Analyse im Knochenmark anhand der statistischen Aus-
reifler unterhalb der untersten Quartile 18/20 Patienten mit bereits diagnostiziertem oder bis zu
einem Jahr spéter eintretendem Rezidiv diagnostiziert werden (4bbildung 4). Die Ausreifler bei
der CD3-Untersuchung lieBen sich ab Tag + 60 ausnahmslos bereits eingetretenen oder spéter

diagnostizierten Rezidiven zuordnen.
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Abbildung 4 Chimérismusanalyse CD34-positiver Zellen im Knochenmark an Tag + 60.

Box-Plot mit Median, Quartilen und Ausreilern (unterhalb der untersten Quartile).
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Die Analyse des Chimédrismus in Leukozytensubpopulationen des Blutes und im Knochenmark
war wesentlich sensitiver als die Chimdrismusanalyse des unseparierten Blutes oder Knochen-
marks, diese wurde darauthin nach einer Probephase nicht mehr durchgefiihrt. Ein MC wurde
hdufiger in lymphatischen (CD3, CD4, CDS8) als in myeloischen Zellen (CD14) nachgewiesen,
unabhingig davon, ob es sich um eine lymphatische oder myeloische Erkrankung handelte. Die
weitere Analyse der Chimédrismusdaten findet sich im folgenden Kapitel Spenderlymphozytenin-
fusionen und der Auswertung der NST (Kapitel 4.3.3.) sowie der Fall-Kontrollstudie (Kapitel
4.4.3)).

4.2.  Spenderlymphozyteninfusionen

55 auswertbare Patienten der Gesamtpopulation von 155 Patienten (35 %) erhielten insgesamt
118 DLI nach allogener Stammzelltransplantation.

DLI wurden bei 38/121 Patienten (31 %) nach Standardtransplantation und bei 17/34 Patienten
(50 %) nach NST appliziert. 22 dieser 55 Patienten (40 %) hatten eine kontrollierte Erkrankung
vor Transplantation und 33/55 (60 %) hatten ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium bei Trans-
plantation (7abelle 7). Im Median wurden 2 DLI pro Patient gegeben (1 - 7/Patient); bis auf 1
Patienten, der 7 DLI erhielt, wurden maximal 4 DLI verabreicht. Die kumulative Zellzahl betrug
5,25 x 10’ CD3-positive Zellen/kg KG (0,5 - 39,6). Die erste DLI wurde im Median an Tag + 93
verabreicht. Die grofle Spannweite wurde durch 2 Patienten mit AML bedingt, die wegen eines

Spatrezidivs ihre 1. DLI an Tag + 660 bzw. Tag + 735 erhielten.

Tabelle 7. Zeitpunkt und Zellzahl der verabreichten DLI.

Patienten Zeitpunkt der DLI (Tage) CD3-positive Zellen

DLI
n Median (Spannweite) 10"/ kg KG)
1.DLI 55 93 (29-1735) 1,0 (0,05 - 16,5)
2.DLI 34 129 (87 - 749) 4,8 (1,0-13,0)
3.DLI 22 185 (127 -770) 6,4 (1,0 -10,0)
4.DLI 5 246 (198 - 543) 5,6 (0,5 - 10,0)

n = Zahl der Patienten, Zeitpunkt der DLI in Tagen nach NST

Die Gabe von Spenderlymphozyteninfusionen erfolgte
1. prophylaktisch bei 38 Patienten: 14 Patienten mit Hochrisiko-ALL (n = 1) oder AML (n =
13) nach NST, und 24 Patienten nach Standardtransplantation mit Ph+ ALL oder ALL jen-
seits einer 1. CR (n = 21) bei Transplantation (Hochstrisiko bzw. Hochrisiko-ALL nach dem
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multizentrischen deutschen GM-ALL-Protokoll [Gokbuget 2000]), 2 Patienten mit AML und
1 Patient mit CML mit neu diagnostiziertem MC nach Transplantation.

2. therapeutisch bei 16 Patienten im frithen Rezidiv mit ALL (n =4), AML (n=7) und

CML (n=)5).

1 Patient mit einer CML wurde wegen eines Posttransplantationslymphoms (PTLD) 3 Monate

nach Standardtransplantation mit DLI behandelt (7abelle 8).

Tabelle 8. Zugrundeliegende Erkrankung, Konditionierung und

Indikation zur DLI bei 55 Patienten.

Diagnose Patienten Konditionierung Indikation zur DLI
Standard NST prophylaktisch therapeutisch
ALL 26 23 3 22:21 Standard, 1 NST  4: 2 Standard, 2 NST
AML 22 8 14 15: 2 Standard, 13 NST  7: 6 Standard, | NST
CML 7* 7 1 Standard 5 Standard

ALL = akute lymphatische Leukdmie, AML = akute myeloische Leukdmie, CML = chronische myeloische Leukdmie, *
1 Patient erhielt DLI wegen eines PTLD (siche Text), NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard =

Standardtransplantation
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4.2.1. Chimirismus und Rezidive nach Spenderlymphozyteninfusionen

Vierundzwanzig von 55 Patienten hatten einen MC vor 1. DLI in Blut oder Knochenmark. Die
Chimérismusanalyse vor und nach den ersten 3 DLI (nur 5 Patienten hatten > 4 DLI) zeigte eine
statistisch signifikante Abnahme der Patienten mit MC sowohl in den Untersuchungen aus dem

peripheren Blut als auch in denjenigen aus dem Knochenmark (4bbildung 5).

70%

60% -

50% A

40% 1 I MC (Blut)
30% A B MC(KM)
20%

10% -

0% .
vor 1. DLI vor 2. DLI vor 3. DLI
1. DLI versus 2. DLI 2. DLI versus 3. DLI

Blut p<0,001 p = 0,005
Knochenmark p=0,018 p=0,015

Abbildung 5. Chimérismusstatus vor Spenderlymphozyteninfusionen.

Anteil von Patienten mit gemischtem Chimérismus vor 1. - 3. DLI in %, DLI = Spenderlympho-
zyteninfusionen, MC = gemischter Chiméarismus.

Da der Nachweis eines MC in Leukozytensubpopulationen noch keine Aussage iiber das Vorlie-
gen eines Rezidivs erlaubt, erfolgte eine Analyse des weiteren Krankheitsverlaufes der Patienten
mit MC zu den Messzeitpunkten vor 1. DLI. Ein MC ohne Rezidiv lag bei 17/24 Patienten (71
%) im Blut und bei 14/24 Patienten (58 %) im Knochenmark vor 1. DLI vor (Tabelle 9).

Tabelle 9. Chimirismusstatus im Vergleich zum Krankheitsstatus vor 1. DLIL

CC (Blut) MC (Blut) Gesamt CC (KM) MC (KM) Gesamt
Kein Rezidiv 23 17 40 16 14 30
Rezidiv 4 7 11 1 10 11
Gesamt 27 24 51 17 24 41

CC = kompletter Chimdrismus, MC = gemischter Chimérismus, KM = Knochenmark
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16/24 Patienten (66 %) konvertierten nach DLI in einen CC, 13/16 unter dem klinischen Bild
einer GVHD. 14 dieser 16 Patienten sind in anhaltender CR, 2/16 Patienten entwickelten trotz
chronischer GvHD ein Rezidiv 20 bzw. 22 Monate nach Transplantation. Eine Chiméarismuskon-
version durch DLI gelang damit bei zwei Drittel der Patienten mit gemischtem Chimérismus
ohne Rezidiv. 5/24 hatten auch bei Folgeuntersuchungen nach DLI noch einen MC und rezidi-
vierten bis zu 1 Jahr spédter; 1 weiterer Patient entwickelte ein Transplantatversagen und 2 ver-
starben an schwerer GVHD und Infektionen.

4/27 Patienten (15 %) hatten vor der 1. DLI ein im Knochenmark diagnostiziertes Rezidiv, im
peripheren Blut jedoch noch einen kompletten Spenderchiméarismus; keiner dieser Patienten hat-
te zum Messzeitpunkt eine leukdmische Ausschwemmung, ein MC im Blut trat erst bei Krank-
heitsprogression auf. Lediglich 1 Patient mit nachgewiesenem Rezidiv hatte auch in der Chima-
rismusanalyse des Knochenmarks einen CC, es handelte sich um eine Patientin mit molekular-
biologischem Rezidiv einer CML in der nested-PCR. Wegen der hoheren Sensitivitdt der PCR
wurde dieses Rezidiv nicht in der Chimérismusanalyse entdeckt. Nach DLI entwickelte sich bei
dieser Patientin wieder eine stabile CR.

Das Uberleben nach DLI hing entscheidend vom aktuellen Stadium der hiimatologischen Grund-
erkrankung und damit der Indikation fiir die Spenderlymphozytengabe ab: Bei prophylaktischer
Gabe in CR iiberlebten 24/38 Patienten (63 %) rezidivfrei. Das erkrankungsfreie Uberleben nach
2 Jahren in dieser Gruppe betrug 74 %. Von 16 Patienten, die DLI erst nach Diagnose eines Re-
zidivs erhielten, verstarben 13 Patienten (81 %) an der malignen Grunderkrankung. Die 3 Uber-
lebenden hatten eine CML. 1 Patient verstarb 7 Tage nach DLI an progredienter PTLD. Das er-
krankungsfreie 2-Jahres-Uberleben nach therapeutische DLI-Gabe lag bei 13 % (p < 0,001).

4.2.2. Toxizitit der Spenderlymphozyteninfusionen

DLI wurden bei 54 Patienten komplikationslos infundiert, 1 Patientin erlitt trotz Prdmedikation
unmittelbar nach DLI einen Krampfanfall infolge kurzer Asystolie, der folgenlos blieb.

Zum Zeitpunkt der 1. DLI hatte kein Patient eine klinisch oder laborchemisch manifeste GvHD.
Nach DLI trat innerhalb von 7 - 28 Tagen eine GVHD bei 37/55 Patienten (67 %) auf, 24/37 Pa-
tienten entwickelten die GVHD schon nach der 1. DLI. Da die 1. DLI im Median an Tag + 93
gegeben wurde, trat die GVHD in 18/37 Fillen erst nach Tag + 100 auf. Die Manifestation der
spaten GvHD nach DLI zeigte klinisch sowohl die typischen Symptome einer chronischen
GvHD mit Xerophthalmie und Xerostomie als auch Zeichen einer akuten Darm-GvHD mit blu-

tigen Diarrhoen.
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Patienten, die nach DLI eine GvHD entwickelten, hatten ihre 1. Gabe 22 Tage friiher als diejeni-
gen Patienten erhalten, die keine GVHD entwickelten, der Unterschied war aber nicht statistisch
signifikant (p = 0,178). Nach NST entwickelten 15/17 Patienten (88 %) im Anschluss an die
DLI-Gabe eine GVvHD verglichen mit 22/38 Patienten (58 %) nach Standardtransplantation (p =
0,027). Nichtmyeloablativ konditionierte Patienten hatten die 1. DLI im Median an Tag + 86 (34
- 189 Tage) erhalten, myeloablativ konditionierte dagegen erst an Tag + 109 (29 - 735 Tage) (p =
0,063). Der Chimédrismusstatus vor 1. DLI hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das
Auftreten einer GVHD nach DLI (p = 0,095).

Zugrundeliegende Erkrankung, Krankheitsstadium und Spender hatten keinen Einfluss auf das
Auftreten einer GVHD nach DLI. Die Stammzellquelle als Einflussfaktor konnte wegen geringer
Fallzahl von knochenmarktransplantierten Patienten, die DLI erhielten, nicht ausgewertet wer-
den. Nur 1 Patient entwickelte eine protrahierte Leuko- und Thrombopenie nach prophylakti-

scher DLI-Gabe bei MC in Blut und Knochenmark.
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4.3.  Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei akuten Leukdmien

Der Stichtag der Auswertung und Endpunkt der Nachbeobachtungszeit war der 30.09.2003.

4.3.1. Hamatopoetische Rekonstitution

Die Patienten wurden mit 4,1 x 10° CD34-positiven Zellen/kg KG im Median transplantiert (2,1 -
19,8 CD34-positive Zellen). 27/30 Patienten (90 %) hatten ein Anwachsen des Transplantates
nach NST. Ein Patient hatte ein Transplantatversagen und wurde erfolgreich retransplantiert von
einem anderen Spender. Zwei Patienten hatten eine refraktire Leukdmie nach NST, bei beiden
war die NST im Rezidiv nach Standardtransplantation durchgefiihrt worden. Die mediane Zeit
bis zu stabilen neutrophilen Granulozyten > 0,5/nl betrug im Median 11 Tage (9 - 31 Tage) und
bis zur Erholung der Thrombozyten > 20/nl 15 Tage (0 - 42 Tage) (4bbildung 6). Im Median
erhielten die Patienten 10 Erythrozytenkonzentrate (4 - 22) und 9 Einzelspender-
Thrombozytenkonzentrate (0 - 23). Von 18 Patienten mit unkontrollierter Erkrankung erreichten

15 Patienten (83 %) eine CR nach NST.
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Abbildung 6. Himatopoetische Rekonstitution nach NST.
ANC = absolute Zahl neutrophiler Granulozyten.

4.3.2. Transplantationsassoziierte Komplikationen

Konditionierungstoxizitdt

Eine Mukositis > II° (Bearman-Score) wurde nur bei 7/30 Patienten (23 %) beobachtet, 5 Patien-
ten brauchten zeitweise eine volle parenterale Erndhrung. 2 Patienten erlitten nach Busulfan ei-

nen zerebralen Krampfanfall trotz antikonvulsiver Prophylaxe. Eine Serumerkrankung und eine
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Patienten (%)

systemische Entziindungsreaktion (systemic inflammatory response syndrome, SIRS) wurde
trotz antiallergischer Primedikation bei 1 bzw. 2 Patienten unter ATG diagnostiziert. Keiner der

30 Patienten entwickelte eine Venenverschlusskrankheit der Leber (veno-occlusive disease,

VOD).

Akute und chronische GvHD

Eine akute GvHD trat bei 15/30 Patienten (50 %) auf, 9 dieser Patienten (30 %) hatten eine
schwere akute GvHD (Grad II-1V). Zehn von 15 Patienten mit akuter GVHD hatten diese nach
DLI entwickelt. Alle 12 Patienten mit akuter GVHD > 1.° wurden mit CSA und Prednisolon be-
handelt. Nach Erweitern der GvHD-Prophylaxe um MMF entwickelte nur 1/7 Patienten eine
akute GVHD.

Die akute GvHD setzte mit einer erheblichen Latenz nach hdmatopoetischer Rekonstitution ein
und wurde im Median 80 Tage nach Transplantation diagnostiziert (9 - 97 Tage). Von 4 Patien-
ten, bei denen die GvHD vor Tag + 30 begann, war bei 3 die GvHD-Prophylaxe wegen des Ver-
dachts auf ein friihes Rezidiv vorzeitig abgesetzt worden (4bbildung 7). Vierzehn von 22 aus-
wertbaren Patienten entwickelten eine chronische GvHD (63 %), 9 dieser Patienten hatten ein

ausgedehntes Stadium (,,extensive disease®).
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Abbildung 7 Neutrophilenrekonstitution und Beginn der akuten GVHD nach NST

ANC = absolute Zahl neutrophiler Granulozyten.
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Infektionen

Fieber unklarer Genese (FUO) trat bei 5 Patienten in der Neutropenie (im Median Tag + 7) auf,
die Patienten entfieberten innerhalb von 2 - 3 Tagen unter Erstlinienantibiotikatherapie ohne
Antimykotika. Elf von 30 Patienten erlitten eine Sepsis nach NST, 9/11 wihrend der Knochen-
markaplasie (im Median Tag + 7). Aus Blutkulturen wurde Staphylococcus epidermidis (n = 5),
Enterococcus faecium (n = 1), Enterococcus faecalis (n = 1) und Escherichia coli (n = 2) bei 9/11
Patienten isoliert. Vier Patienten hatten eine ZVK-Infektion und 1 Patient eine rezidivierende
Aspergilluspneumonie mit Sepsis 11 Monate nach Transplantation. 10/11 Patienten sprachen auf
eine antibiotische Therapie an und entfieberten im Median nach 4 Tagen (2- 23 Tage). Eine Pati-
entin entwickelte einen septischen Schock 3 Monate nach NST bei akuter GVHD Grad I1I des
Darmes und starb am Multiorganversagen. Ein Erreger konnte auch in der Obduktion nicht
nachgewiesen werden.

Fiinf Patienten mit pulmonaler Aspergillose (n = 4) und hepatolienaler Candidiasis (n = 1) vor
NST hatten trotz antimykotischer Therapie eine progrediente Pilzinfektion nach NST. Die In-
filtrate zeigten unter Dosisintensivierung von Amphotericin B eine langsame Riickbildung tiber
mehrere Wochen. De novo Pneumonien ohne Hinweis auf eine Pilzinfektion traten bei 2 Patien-
ten mit einer ausgedehnten chronischen GvHD auf. Eine der beiden Patienten verstarb 14 Mona-
te nach Transplantation an der Pneumonie. Kein Patient entwickelte eine de novo Pilzinfektion
nach NST. Alle Patienten, die nach hdmatopoetischer Rekonstitution eine schwere Infektion
(Sepsis oder Pneumonie) entwickelten, litten unter einer therapiebediirftigen akuten oder chroni-
schen GvHD.

Eine CMV-Reaktivierung wurde durch die wdchentlichen Uberwachungsuntersuchungen bei 9/30
Patienten (30 %) O - 42 Tage nach NST (im Median nach 21 Tagen) mittels PCR nachgewiesen und
eine CMV-Antigendmie bei 4 von ihnen. Nur 1/8 Patienten hatte Fieber, das mit der CMV-Infektion
in Verbindung gebracht wurde, alle anderen hatten keine Zeichen einer CMV-Erkrankung.

4.3.3. Chimirismusanalyse und Spenderlymphozyteninfusionen

Vier Wochen nach NST hatten 14/27 untersuchten Patienten (52 %) einen MC, nach 8 Wochen
13/23 (56 %) und nach 12 Wochen 6/19 (32 %) der untersuchten Patienten. Der Anteil der Emp-
fangerzellen bei diesen Patienten lag immer iiber 10 %. 69 % der Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung und 56 % der Patienten in 1. CR vor NST hatten einen MC (n.s.), der in CD3+,
CD4+, CD8+ und CD19+ Zellen unabhingig von der lymphatischen oder myeloischen Genese
der Erkrankung entdeckt wurde, seltener auch bei CD14+ Zellen.
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Empféingerzellen wurden bei allen 16 Patienten entdeckt, die nach NST ein Rezidiv entwickel-
ten. Ein drohendes Rezidiv wurde durch persistierenden oder wieder auftretenden MC bei 7/16
Patienten (44 %) 4 - 52 Wochen vor klinischer Rezidivdiagnose festgestellt (im Median 8 Wo-
chen vor Rezidiv). 4 von 7 Patienten hatten keinen molekularen Marker der Leukdmie und das
Wiederauftreten von Empfangerzellen war der fritheste Erkrankungsmarker bei den anderen 3
Patienten. Der MC wurde nur in der Leukozytensubpopulationsanalyse, nicht jedoch bei der Un-
tersuchung des unseparierten Blutes festgestellt. Bei den tibrigen 9/16 Patienten wurden Rezidiv

und MC zeitgleich diagnostiziert.

Neunzehn von 30 Patienten (63 %) erhielten 1 - 3 DLI (im Median 2 DLI); die infundierte CD3-
Zahl pro Patient betrug kumulativ 6 x 10’ /kg KG (1 - 16 x 10%kg KG). 14/19 Patienten hatten
einen MC vor 1. DLI und waren in kompletter Remission. Bei den iibrigen 5 Patienten, die DLI
erhalten hatten, lag keine Analyse bei 1 Patienten vor, 3 hatten einen CC vor DLI und 1 erhielt
therapeutische DLI im Rezidiv.

Die Gabe von DLI fiihrte zu einer Chimérismuskonversion in einen CC bei 8/14 Patienten (57 %);
1/8 Patienten entwickelte 22 Monate spiter ein Rezidiv. Der MC persistierte trotz DLI bei 6/14
Patienten, alle 6 rezidivierten bis zu einem Jahr nach Auftreten des MC. 2 Patienten starben an
den Folgen einer GVvHD mit schwerer Infektion, die nach DLI aufgetreten war (Tabelle 10).
15/19 Patienten (79 %) entwickelten eine GvHD nach DLI.

Bei 11/30 Patienten wurden keine DLI verabreicht: 1/11 Patienten hatte ein Transplantatversa-
gen, bei 2/11 Patienten waren keine DLI verfiigbar, 3/11 Patienten hatten vorher eine akute
GVvHD entwickelt und mussten iiber lingere Zeit immunsuppressiv behandelt werden und 5/11

Patienten hatten ein frithes Rezidiv.
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Tabelle 10. Effekt der DLI bei 14 Patienten mit MC nach NST.

Chimirismus Chimérismus Follow-up

Diagnose vor DLI CD3+ Zellen nach DLI  (Monate) Status
Ph+ ALL, 1. CR MC 6,0 CcC 18 lebt in CR
Ph+ ALL, 1. Rezidiv MC 10,0 MC 4 tot (Rezidiv)
c-ALL, 1. CR MC 16,0 CcC 22 lebt in CR
pra-T-ALL, 1. Rezidiv MC 1,5 MC 5 tot (Rezidiv)
T-ALL, refraktir MC 1,0 MC 13 tot (Rezidiv)
AML, 1. CR MC 1,0 CcC 22 tot (Rezidiv)
AML, 1. CR MC 1,0 CC 14 tot (Pneumonie)
AML, 1. CR MC 6,5 CcC 14 lebt in CR
AML, 2. CR MC 6,0 CcC 3 tot (Sepsis)
AML, 1. Rezidiv MC 16,0 CcC 24 lebt in CR
AML, 2. Rezidiv MC 4,0 MC 10 lebt im Rezidiv
AML, refraktir MC 14,0 MC 8 tot (Rezidiv)
sAML, 1. CR MC 1,0 MC 23 tot (Rezidiv)
SAML, refraktéir MC 1,0 CC 28 lebt in CR

DLI = Spenderlymphozyteninfusionen, MC = gemischter Chimérismus, M = Mann, F = Frau, Ph+ ALL =
Philadelphia-Chromosom-positive ALL, c-ALL = common-ALL, T-ALL = T-lymphatische ALL, SAML
= sekunddre AML, CD3+ Zellen = CD3-positive Zellen xlO7/kg KG. CR = komplette Remission, Follow-
up = Nachbeobachtungszeit.

4.3.4. Therapieergebnisse nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation

Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 10 Monaten (2 - 55 Monate) betrug das Uber-
leben 40 %; 60 % der Patienten verstarben. 16/30 Patienten (53 %) rezidivierten 1 bis 37 Monate
nach NST (im Median 4 Monate) und verstarben an Leukdmie 2 bis 45 Monate nach Transplan-
tation (im Median 7 Monate). Die Wahrscheinlichkeit des erkrankungsfreien Uberlebens nach 3
Jahren betrug 45 %, das mediane erkrankungsfreie Uberleben 22 Monate (95% C.I., 1 - 43 Mo-
nate).

2/30 Patienten verstarben an transplantationsassoziierten Komplikationen (Sepsis, Pneumonie).
Die kumulative transplantationsassoziierte Todesrate betrug 7 % nach 3 Jahren.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 3 Jahren betrug 37 %, das mediane Uberleben lag bei 14
Monaten (95% C.1., 1 - 30 Monate) (4bbildung §).
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Abbildung 8. Gesamt-Uberleben (OS) nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation (NST).
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4.4,  Retrospektive Fall-Kontrollstudie
Der Stichtag der Auswertung und Endpunkt der Nachbeobachtungszeit war der 30.06.2003.

4.4.1. Hamatopoetische Rekonstitution

Die Zahl transplantierter CD34-positiver Zellen war vergleichbar in beiden Gruppen. 22/25 Patien-
ten nach NST (88 %) und 47/50 Patienten nach Standardtransplantation (Standard SZT) (94 %)
rekonstituierten mit Spenderhdmatopoese. Die Zeit bis zur Rekonstitution neutrophiler Granulo-
zyten war signifikant kiirzer nach NST (p = 0,001), die thrombozytdre Rekonstitution war dage-
gen in beiden Gruppen vergleichbar (Tabelle 11). Ein Patient in jeder Gruppe hatte ein priméres
Transplantatversagen; zwei Patienten in jeder Gruppe waren refraktir und rekonstituierten mit

leukdmischen Blasten.

Tabelle 11. Posttransplantationsverlauf in der Fall-Kontrollstudie.

NST (n=25) Standard SZT (n=50) p-Wert

CD34-positive Zellen x 10%kg KG)

4,1(2,1-19,8) 4,1(1,0-17,7) n.s.

Median (Spannweite)
Tage bis ANC > 0.5/nl

12(9-31) 17 (9-35) 0,001
Median (Spannweite)
Tage bis Thrombozyten > 20/nl

18 (0-42) 19 (10 - 39) n.s.
Median (Spannweite)
Zahl der Erythrozytenkonzentrate

10 (4-22) 10 (0 -50) n.s.
Median (Spannweite)
Zahl der Thrombozytenkonzentrate

9(0-23) 10(1-110) n.s.
Median (Spannweite)
GvHD
akute GvHD I-IV° 13 (52 %) 32 (64 %) n.s.
akute GvHD III-IV.° 9 (36 %) 7 (14 %) 0,007
chronische GvHD 12 (63 %) 21 (52 %) n.s.
Infektionen
CMV-Reaktivierung 7 (28 %) 21 (42 %) n.s.
Fieber unklarer Genese 5(20 %) 22 (44 %) n.s.
Sepsis 10 (40 %) 12 (24 %) n.s.
Pneumonie ohne Pilzverdacht 2 (8 %) 12 (24 %) n.s.
reaktivierte invasive Pilzinfektion 4 (16 %) 9 (18 %) n.s.
Entlassung (Tage nach Transplantation) 30 (22 - 45) 39(20-79) 0,005

NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard SZT = Standardtransplantation, ANC = absolute Zahl

neutrophiler Granulozyten, GVHD = Graft-versus-host disease, CMV = Cytomegalievirus.
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4.4.2. Transplantationsassoziierte Komplikationen

Akute und chronische GvHD

Eine akute GvHD entwickelte sich bei 13/25 Patienten nach NST (52 %) und bei 32/50 Patienten
(64 %) nach Standardtransplantation (n.s.). Eine schwere akute GVHD war hiufiger nach NST
als nach Standardtransplantation (p = 0,007). Die akute GvHD trat nach NST erst an Tag + 83 (9
- 97 Tage) auf verglichen mit Tag + 26 nach Standardtransplantation (8 - 80 Tage) (p = 0,001)
(4bbildung 9).

Eine chronische GvHD wurde bei 12/19 auswertbaren Patienten (63 %) nach NST und 22/42
Patienten nach Standardtransplantation (52 %) diagnostiziert, Inzidenz und Verteilung von be-

grenzten und ausgedehnten Stadien waren in beiden Gruppen gleich.
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Abbildung 9. Zecitpunkt des Auftretens der akuten GvHD nach Transplantation.

NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard SZT = Standardtransplantation.

Infektionen

Die Zahl schwerer Infektionen vor Transplantation war in beiden Gruppen vergleichbar.

Eine CMV-Reaktivierung wurde bei 7 Patienten (28 %) nach NST und 21 Patienten (42 %) nach
Standardtransplantation diagnostiziert (n.s.). AuBler 1 Neuinfektion nach Standardtransplantation
waren alle Patienten CMV-IgG positiv vor Transplantation. Die CMV-Reaktivierung trat im

Median 20 Tage (7 - 42 Tage) nach NST und 28 Tage (0 - 172 Tage) nach Standardtransplantati-
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on auf (n.s.). Nach Standardtransplantation hatten 2 Patienten eine klinische CMV-Erkrankung
mit histologisch gesicherter CMV-Gastritis bzw. —Kolitis.

Invasive Pilzinfektionen wurden bei 4 Patienten nach NST (Pneumonie = 3, hepatolienale Candidia-
sis = 1) und 9 Patienten (Pneumonie = 8, 6sophageale Candidiasis = 1) nach Standardtransplantation
diagnostiziert (n.s.). Alle 4 Fall- und 9 Kontrollpatienten hatten eine wahrscheinliche oder gesicherte
invasive Pilzinfektion vor der Transplantation erlitten und wurden als reaktivierte oder progrediente
Pilzinfektion beurteilt. 10/25 Patienten nach NST und 22/50 Patienten nach Standardtransplantation
wurden mit Antimykotika behandelt. Die Unterschiede in der Inzidenz dieser Infektionen nach NST

und nach Standardtransplantation waren nicht signifikant (7abelle 11).

4.4.3. Chiméirismusanalyse und Spenderlymphozyteninfusionen

In der STR-Untersuchung an Tag + 30 wiesen 13/22 analysierten Patienten (59 %) nach NST
einen MC auf verglichen mit 6/34 Patienten (18 %) nach Standardtransplantation (p = 0,002).
Nach 90 Tagen hatten 3/15 Patienten (20 %) noch einen MC und 3/19 (16 %) nach Standard-
transplantation (n.s.) (4bbildung 10).

16/25 Patienten (64 %) nach NST und 15/50 Patienten (30 %) nach Standardtransplantation er-
hielten DLI (p = 0,007). Eine GVHD trat bei 13/16 Patienten nach NST und 8/15 nach Standard-

transplantation auf (n.s.).
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p=0,002
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Abbildung 10. Haufigkeit des gemischten Chimédrismus 30 und 90 Tage nach NST und nach Standard SZT.

Prozentualer Anteil der Patienten mit MC = gemischtem Chiméarismus an der untersuchten Gesamtgruppe.
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4.4.4. Transplantationsassoziierte Mortalitit

Eine von 25 Patienten (4 %) starb 3 Monate nach NST an akuter Darm-GvHD Grad III und Sep-
sis mit folgendem Multiorganversagen. Zwolf von 50 Kontrollpatienten (24 %) verstarben 0,4
bis 12,7 Monate nach Standardtransplantation, 10/12 Patienten verstarben an Infektionen, 5/10
entwickelten ein Multiorganversagen; 6/10 Patienten hatten gleichzeitig eine schwere akute oder
chronische GvHD. 2/12 Patienten verstarben an einer schweren GvHD ohne Begleitinfektion.
Der Unterschied zwischen Fall- und Kontrollpatienten war signifikant (p = 0,031). Ein weiterer
Patient verstarb 118 Tage nach Standardtransplantation an Lungenembolie, die als nicht trans-
plantationsbedingt angesehen wurde.

In der univariaten Kaplan-Meier Analyse betrug die kumulative TRM nach 3 Jahren 4% nach
NST und 24% nach Standardtransplantation (p = 0,055). (4bbildung 11). Schwere Infektionen
(Definition siche Kapitel 3.5.4.) nach Transplantation waren nur nach Standardtransplantation
mit einer hoheren Sterblichkeit assoziiert (p = 0,022). Zugrundeliegende Erkrankung, Alter der
Patienten, Spenderstatus, Spender-Empfanger Geschlechtsdifferenz, Infektionen vor Transplan-
tation, Stammzellquelle sowie akute und chronische GvHD hatten keinen statistisch signifikan-
ten Einfluss auf die TRM. Eine multivariate Analyse konnte wegen der geringen Patientenzahlen

nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 11. Transplantationsassoziierte Mortalitédt (TRM) nach NST und Standard SZT.

NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard SZT = Standardtransplantation.
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4.4.5. Erkrankungsfreies Uberleben

Das Follow-up in den beiden Gruppen (Follow-up-Maturity) war nicht signifikant unterschied-

lich (4bbildung 12).
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Abbildung 12. Follow-up-Maturity.

AusschlieBliche Beriicksichtigung zensierter Patienten zur Uberpriifung vergleichbarer Zensierungen in den untersuchten Gruppen.
NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard SZT = Standardttransplantation.

Nach NST hatten 15 von 25 Patienten (60 %) ein Rezidiv 3 Monate im Median (1 - 37 Monate)
nach Transplantation und verstarben. 20 von 50 Kontrollpatienten (40 %) rezidivierten im Medi-
an 6 Monate nach Standardtransplantation (1 - 32 Monate) (n.s.), 16/20 sind verstorben, 4/20
Patienten leben im Rezidiv.

Das erkrankungsfreie 3-Jahresiiberleben (EFS) betrug 42 % nach NST und 45 % nach Standard-
transplantation; das mediane Uberleben lag bei 12 Monaten nach NST (95% C.1., 1 - 33 Monate)
und bei 24 Monaten nach Standardtransplantation (95% C.I., 8 — 41 Monate) (p = 0,240). Die Art
der Konditionierung hatte keinen signifikanten Einfluss auf das EFS (4bbildung 13). In der uni-
variaten Kaplan-Meier Analyse waren das Stadium der Erkrankung bei Transplantation (p =
0,003) (4bbildung 14), der Karyotyp (p = 0,002) (Abbildung 15), der Schweregrad der akuten
GVvHD (p = 0,043) (4bbildung 16), das Auftreten einer chronischen GvHD (p = 0,031) (4bbil-
dung 17) und der Chimérismusstatus 90 Tage nach Transplantation (p < 0,001) (4bbildung 18)
Variablen mit signifikantem Einfluss auf das EFS.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse waren 1. CR (gegeniiber > 1. CR) (p = 0,034, rela-

tives Risiko (hazard ratio) 0,366 (95% C.1., 0,144 - 0,927) und das Auftreten einer chronischen
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GvHD (gegentiber keiner chronischen GvHD) (p = 0,036, relatives Risiko (hazard ratio) 0,285
(95% C.I., 0,088 - 0,922) signifikante (glinstige) Risikofaktoren fiir das EFS.
Zugrundeliegende Erkrankung, Alter der Patienten, Spenderstatus, Stammzellquelle und Spen-

derlymphozyteninfusionen hatten keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das EFS (7abelle

12).

Tabelle 12. Univariate Analyse des erkrankungsfreien Uberlebens und des Gesamt-Uberlebens

3 Jahre nach Transplantation.

Variable Vergleichsgruppen EFS p-Wert (O] p-Wert

Konditionierung Standard SZT 45 % n.s. 39% n.s.
NST 42 % 38%

Diagnose ALL 50 % n.s 44 % n.s
AML 42 % 35%

Krankheitsstadium 1.CR 67 % 0,003 63 % 0,005
>1.CR 32% 27 %

Zytogenetik Standardrisiko 68 % 0,002 58 % 0,001
Hochrisiko 24 % 22 %

Alter <35 Jahre 50 % n.s 51% n.s
35-49 Jahre 39 % 32%
> 50 Jahre 42 % 28 %

Spendertyp verwandter Spender 43 % n.s 42 % n.s
Fremdspender 47 % 32%

akute GvHD (Grad) 0 43 % 41 %
I-1I 62 % 0,043 48 % 0,017
ar-1mv 18 % 21 %

chronische GvHD nein 28 % 0,031 31% 0,003
ja 62 % 61 %

schwere Infektionen* nein n.a 57 % 0,045
ja n.a 32%

schwere Infektionen vor Tag 28* nein na 53% 0,035
ja n.a 31 %

Chimérismus Tag 30 MC 39% n.s 36 % n.s
CcC 48 % 45 %

Chimérismus Tag 90 MC 17 % <0,001 n.e. 0,046
CcC 62 % 56 %

EFS = erkrankungsfreies Uberleben, OS = Gesamt-Uberleben, Standard SZT = Standardtransplantation, NST = nichtmyeloablative
Stammezelltransplantation, ALL = akute lymphatische Leukdmie, AML = akute myeloische Leukdmie, CR = komplette Remission,
GvHD = graft-versus-host disease, schwere Infektionen* = Sepsis / Pneumonien / invasive Pilzinfektionen, MC = gemischter

Chimérismus, CC = kompletter Chimédrismus n.a. = nicht analysiert, n.s. = nicht signifikant, n.e. = nicht erreicht.
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Abbildung 13. Erkrankungsfreies Uberleben (EFS) nach NST und nach Standard SZT.

NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard SZT = Standardtransplantation.

Abbildung 14. Erkrankungsfreies Uberleben (EFS) in Abhiingigkeit vom Krankheitsstadium.

CR = komplette Remission.
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Abbildung 15. Erkrankungsfreies Uberleben (EFS) und zytogenetische Risikogruppe.

Abbildung 16. Erkrankungsfreies Uberleben (EFS) und akute GvHD.
keine GVHD versus GvHD L.-11.° versus IIL-IV.° : p = 0,043. GvHD L-IL° versus IIL.-IV.° : p = 0,009
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Abbildung 17. Erkrankungsfreies Uberleben (EFS) und chronische GvHD.

Abbildung 18. Erkrankungsfreies Uberleben (EFS) und Chimérismus an Tag 90.

CC = kompletter Chimédrismus, MC = gemischter Chiméarismus.

4.4.6. Uberleben

Nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von 41 Monaten (95% C.1., 29 - 52 Monate) lebten
noch 30 von 75 in die Fall-Kontrollstudie eingeschlossene Patienten (40 %). Nach NST lebten
noch 9/25 Patienten (36 %) in CR. 5/9 iiberlebende Patienten hatten eine fortgeschrittene Er-
krankung vor Transplantation. Nach Standardtransplantation lebten noch 21 von 50 (42 %),
17/21 in CR. 7/17 Patienten hatten eine fortgeschrittene Erkrankung vor Transplantation.

Die 3-Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeit betrug 38 % nach NST und 39 % nach Standardtrans-
plantation; das mediane Gesamt-Uberleben lag bei 13 Monaten nach NST (95% C.IL, 1 - 32 Mo-
nate) und 21 Monaten nach Standardtransplantation (95% C.I., 3 - 38 Monaten), der Unterschied
zwischen den Konditionierungsregimen war nicht signifikant (p = 0,815) (4bbildung 19).
Krankheitsstadium (p = 0,005), zytogenetische Risikogruppe (p = 0,001), Grad der akuten GvHD
(p = 0,017), chronische GvHD (p = 0,003), schwere Infektionen nach Transplantation (p = 0,045)
(nur nach Standardtransplantation) und schwere Infektionen vor Tag + 28 (nur nach Standard-
transplantation) (p = 0,035) sowie Chimérismusstatus an Tag + 90 nach Transplantation (p =
0,046) waren Variablen mit signifikantem Einfluss auf das Uberleben in der univariaten Kaplan-
Meier Analyse. Zugrundeliegende Erkrankung, Alter, Spendertyp und Infektionen vor Trans-
plantation hatten keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben (Tabelle 12).
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Nur eine chronische GvHD (gegeniiber keiner chronischen GvHD) hatte einen signifikanten
giinstigen Einfluss auf das Uberleben in der multivariaten Analyse (p < 0,001, relatives Risiko

(hazard ratio) 0,136 (95% C.1., 0,063 - 0,295)).
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Abbildung 19. Uberleben (OS) nach NST und nach Standard SZT.

NST =nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, Standard SZT = Standardtransplantation.
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4.5. Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei metastasierten

Nierenzellkarzinomen

Der Stichtag der Auswertung und Endpunkt der Nachbeobachtungszeit war der 30.06.2003.

4.5.1. Hamatopoetische Rekonstitution

Die Transplantation erfolgte mit 5,9 x 10° CD34-positiven Zellen/kg KG im Median (3,5 - 10,7
CD34-positive Zellen). Das Transplantat wuchs bei allen Patienten an. Die mediane Zeit bis zu
neutrophilen Granulozytenzahlen > 0,5/nl betrug 11 Tage (8 - 14 Tage) und bis zu stabilen
Thrombozytenzahlen > 20/nl 6 Tage (0 - 14 Tage), 3/7 Patienten hatten zu keinem Zeitpunkt <
20 Thrombozyten/nl. Im Median wurden 6 Erythrozytenkonzentrate (4 - 14) transfundiert. Zwei
von 7 Patienten erhielten 3 bzw. 9 Thrombozytenkonzentrate. Der hochste Transfusionsbedarf

bestand nach Fremdspendertransplantation.

4.5.2. Transplantationsassoziierte Komplikationen

Toxizitat

Eine relevante Stomatitis > 1.° trat nicht auf; eine parenterale Erndhrung musste in keinem Fall
eingeleitet werden. Ein Patient erlitt einen Gichtanfall, ein weiterer ein tachykardes Vorhofflim-
mern. Zwei Patienten erlitten einen zerebralen Krampfanfall an Tag + 14 bzw. Tag + 184. Die 2.
Patientin entwickelte rasch eine komplette Tetraparese. CT und Magnetresonanzuntersuchungen
des Kopfes zeigten grof3e bilaterale hyperintense, vor allem posterior gelegene Areale, vereinbar
mit ischdmischen Insulten. Eine neuroradiologische Untersuchung wegen unklarer Verwirrungs-
zustidnde einer weiteren Patientin erbrachte den dringenden Verdacht auf eine Leukenzephalo-
pathie. Nach Absetzen von CSA bildete sich die Verwirrtheit zuriick und die Tetraparese zeigte
eine allméhliche Riickbildung, so dass in beiden Fillen die Diagnose eines posterioren reversib-

len Enzephalopathiesyndroms (PRES) als am wahrscheinlichsten galt [Hinchey 1996].

Akute und chronische GvHD

Eine akute oder chronische GVHD trat bei 5/7 Patienten auf (7abelle 13). 3/5 hatten eine akute
GVHD Grad I-II entweder frith nach Anwachsen des Transplantates (n = 2) oder nach der 1. DLI
(n = 1), die sich bei 2/3 Patienten zur chronischen ausgedehnten GvHD weiterentwickelte. Eine
de novo chronische GvHD entstand bei zwei weiteren Patienten nach DLI, einer von ihnen
entwickelte eine schwere GvHD von Haut, Leber und Darm sowie ein Evans-Syndrom mit trans-
fusionspflichtiger autoimmunhdmolytischer Andmie (AIHA) und idiopathischer thrombozyto-

penischer Purpura (ITP). Alle Symptome bildeten sich unter einer intensivierten immunsuppres-
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siven Therapie mit CSA und hochdosierten Glucocorticoiden zuriick. Der zweite Patient wurde
aufgenommen mit Fieber und Panzytopenie nach DLI, im peripheren Blut wurden ausschlie3lich
Spenderlymphozyten nachgewiesen, die Knochenmarkpunktion zeigte ein aplastisches Kno-
chenmark. Trotz zahlreicher Gaben von G-CSF erholte sich die Hdmatopoese nicht und der Pati-

ent verstarb an einer Sepsis.

Infektionen

Eine CMV-Reaktivierung wurde durch die wochentlichen Uberwachungsuntersuchungen bei 3/7
Patienten festgestellt. Die Patienten wurden mit Ganciclovir bis zur PCR-Negativitit behandelt.
Einer der Patienten entwickelte zeitgleich mit dem CMV-Nachweis eine Panzytopenie, die sich
unter der antiviralen Therapie verbesserte. Die beiden anderen Patienten boten keine Hinweise

auf eine Viruserkrankung.

Tabelle 13. Verlauf nach NST bei 7 Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen.

Zeitpunkt >50%

Pat GvHD DLI Status Nachbeobachtung
der DLI Spender
akute chronische
) , Tag + 122

1 keine begrenzt 6x 10 Tag + 153 lebt, PD Tag 732+
Tag + 150

2 keine keine 5x10° Tag+ 114 Tag + 130 tot, Sepsis Tag 194

3 Grad II ausgedehnt 1x 10 Tag + 51 Tag + 100 lebt, PR Tag 644+

4 keine keine Tag + 105 tot, PD Tag 141

5 keine ausgedehnt 6x10° Tag+ 114 Tag + 101 lebt, PD Tag 329+

6 Grad [ ausgedehnt Tag +42 lebt, PD Tag 286+

7 Grad II keine Tag + 147 lebt, SD - PD Tag 108+

DLI pro kg KG, Zeitpunkt der DLI in Tagen nach Transplantation.

4.5.3. Chimirismusanalyse und Spenderlymphozyteninfusionen

Das Anwachsen der Spenderzellen war verzogert gegeniiber Patienten mit akuten Leukdmien
nach Standardtransplantation. Ein Anteil von {iber 50 % CD3-positiven Spenderlymphozyten
wurde zwischen Tag + 42 und Tag + 153 (im Median Tag + 103) nach NST festgestellt (4bbil-
dung 20); an Tag + 90 hatte lediglich 1/7 Patienten einen kompletten Spenderchimérismus.

Nach Absetzen von CSA erhielten 4/7 Patienten DLI, beginnend zwischen Tag + 51 und + 150
nach Transplantation. 2/4 Patienten erhielten 1 DLI und 2/4 erhielten 2 DLI. Alle 4 Patienten
hatten einen MC vor 1. DLI. 3/7 Patienten erhielten keine DLI wegen frither akuter GvHD bei

2/7 und rascher Krankheitsprogression mit Allgemeinzustandsverschlechterung bei 1 Patienten.
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6/7 Patienten erreichten einen stabilen CC; 4/6 konvertierten rasch nach DLI in allen lymphati-
schen und myeloischen Leukozytensubpopulationen aus einem MC in einen CC, 2/6 erreichten
ohne DLI nach Auftreten einer GvHD einen CC. 1/7 Patienten hatte einen MC bis Tag + 100,
danach kam es zu einem raschen Uberwiegen von Empfingerzellen mit zeitgleicher rascher Tu-

morprogression und Allgemeinzustandsverschlechterung.
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80 —a— Pat. No.1
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T 501 Pat. No.4
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Tage nach Transplantation

Abbildung 20. Anteil CD3-positiver Spenderzellen im peripheren Blut in der Chimérismusanalyse.

4.5.4. Tumoransprechen und Uberleben

Innerhalb der ersten drei Monate nach NST sprach keines der Nierenzellkarzinome an. Eine sehr
gute partielle Remission (PR) wurde bei 1/7 Patienten nach vier Monaten erreicht, der Patient ist
inzwischen tliber 20 Monate nach NST in stabiler sehr guter PR bei gutem Allgemeinbefinden.
Im CT des Thoraxes finden sich lediglich Residuen der Tumormanifestation, eine histologische
Bestitigung liegt nicht vor (4bbildung 21). Bei einem weiteren Patienten wurde eine PR nach 6
Monaten festgestellt; der Patient verstarb kurz darauf an einer Sepsis in der protrahierten Panzy-
topenie. 1/7 Patienten erreichte eine progressionsfreie stabile Erkrankung (SD) 6 Monate nach
NST. Die iibrigen 4 Patienten zeigten zu keinem Zeitpunkt ein Ansprechen auf die Therapie und
waren weiter progredient.

Nach einer medianen Verlaufsbeurteilung von 10 Monaten (4 - 24 Monate) ist 1/7 Patienten (14%)
an transplantationsassoziierten Komplikationen verstorben. Die Ansprechrate in dieser kleinen
Serie lag bei 29 % (2/7 Patienten). Fiinf von 7 Patienten (71 %) leben, 1 in stabiler sehr guter PR, 4

mit progredientem Tumor (Tabelle 13).
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Abbildung 21. Sehr gute partielle Remission pulmonaler Metastasen nach NST.

CT der Lunge bei Patient Nr. 3.:

a) CT vor NST zeigt multifokale Metastasen im linken Lungenunterlappen;

b) CT 6 Wochen nach NST zeigt einen unverdnderten Befund;

¢) CT 4 Monate nach NST zeigt eine fast vollstindige Riickbildung der pulmonalen Metastasen in Originalgrosse und

d) gleiche Aufnahme wie c) in 3,3-facher Vergrosserung. Serielle CT-Untersuchungen bis mehr als 20 Monate nach
NST zeigen eine Konstanz dieses Befundes.

Die 22 ebenfalls fiir eine NST in Betracht gezogenen Patienten erhielten nach Ausschluss von der
Transplantation eine Chemo- oder Immuntherapie (n = 11), Bestrahlung (n = 5), Operation (n=3),
Misteltherapie (n = 7), Tumorvakzinierung (n = 1), oder keine weitere Therapie (n = 5). Nach einer
medianen Nachbeobachtungszeit von 14 Monaten (1 — 31 Monaten) sind 11/22 am Tumorleiden
verstorben und 11/22 leben. Von diesen 11 Patienten sind 5/11 progredient, 5/11 haben eine stabile
Erkrankung und 1/11 entzog sich der weiteren Nachbetreuung. Eine komplette oder partielle Re-
mission trat bei keinem Patienten nach Ausschluss von der Transplantation auf. In der univariaten
Analyse betrug das 1-Jahresiiberleben 67 % fiir die transplantierte Gruppe (n = 7) und 59 % fiir die
nicht transplantierte Gruppe (n = 29) (p = 0,256) (Abbildung 22).
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Abbildung 22. Uberleben von 29 NST-Kandidaten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen.

NST = nichtmyeloablative Stammzelltransplantation, OS = Gesamt-Uberleben. Nachbeobachtungszeit ab NST oder Einleitung einer
anderen Therapie. Falls keine Therapie durchgefiihrt wurde, Berechnung ab HLA-Typisierung.
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4.6.  Zusammenfassung der Ergebnisse unter Berticksichtigung der

Fragestellungen und Untersuchungsziele
1. Welche Bedeutung hat die serielle Chimérismusuntersuchung von Leukozytensubpopulatio-
nen in Blut und Knochenmark nach allogener Stammzelltransplantation? Gibt es Unterschiede in
der Chimérismuskinetik und Chimérismuskonversion nach NST im Vergleich zur Standardtrans-
plantation? Haben diese Unterschiede eine prognostische Bedeutung?
Die Untersuchungen an 155 Patienten ergaben, dass die Chimdrismusuntersuchungen mit Mul-
tiplex-STR ein geeignetes Instrument sind, um das stabile Anwachsen der Spenderhdmatopoese
nach allogener Stammzelltransplantation zu untersuchen. Sie bildeten ein Werkzeug zur Be-
stimmung des Zeitpunktes der Einleitung und der Steuerung einer adoptiven Immuntherapie
nach Transplantation. Die Chimirismusanalyse CD34-positiver Zellen im Knochenmark erlaubte
ab Tag + 28 die Vorhersage eines spiteren Rezidivs, gleiches gelang mit der CD3-Analyse im
peripheren Blut ab Tag + 60.
Nach NST fand sich in den ersten 4 Wochen ein statistisch signifikanter héherer Anteil von T-
Lymphozyten des Empfangers in Blut und Knochenmark gegeniiber der Standardtransplantation;
der Unterschied war aber nicht mit einem hoheren Risiko fiir ein Rezidiv verbunden.
Ein anhaltender gemischter Chimérismus 3 Monate nach Transplantation und ldnger war nicht
stabil, sondern ein negativer prognostischer Faktor fiir ein Rezidiv und das Uberleben sowohl
nach NST als auch nach Standardtransplantation. Retrospektiv gelang durch die Chimérismusa-
nalyse bei einem Teil der Patienten die Vorhersage eines drohenden Rezidivs bis zu 1 Jahr vor

klinischer Diagnose.

2. Welchen Stellenwert hat die Gabe von Spenderlymphozyteninfusionen (DLI) nach allogener
Stammzelltransplantation fiir die Konversion eines gemischten Chimidrismus, die Prophylaxe
eines Rezidivs (prdemptive Gabe) oder die Therapie eines klinischen Rezidivs?

Ein GvL-Effekt bei ALL oder AML kann aus der signifikanten Abnahme eines gemischten Chi-
mérismus nach NST und Standardtransplantation nach prophylaktischer Gabe von DLI wegen
eines anhaltenden gemischten Chimédrismus postuliert werden; 63 % dieser Patienten iiberlebten
rezidivfrei. Eine Chimérismuskonversion gelang bei 66 % der Patienten mit akuten Leukémien.
Alle Patienten, die nach DLI nicht in einen kompletten Spenderchimérismus konvertierten, rezi-
divierten. Untersuchungen zum Vergleich von Chimérismusanalysen, die keine Aussage iiber die

Benignitit der untersuchten Zellen erlauben, und minimal residueller Erkrankung (minimal resi-
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dual disease) waren nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit, konnen aber in der Zukunft den
Stellenwert der Chiméirismusuntersuchungen weiter klaren.

Die therapeutische Gabe von DLI bei diagnostiziertem Rezidiv fiihrte nur bei Patienten mit CML
zu einer erneuten anhaltenden kompletten Remission; Patienten mit rezidivierten akuten Leuké-

mien profitierten nicht von den DLI.

3. Stellt die nichtmyeloablative Stammzelltransplantation (NST) eine durchfiihrbare Option bei
Patienten mit ALL oder AML dar, die Kandidaten fiir eine allogene Stammzelltransplantation
sind, jedoch Kontraindikationen gegen eine hochdosierte Strahlen- und Chemotherapie vor allo-
gener Stammzelltransplantation (Standardtransplantation) aufweisen?

Eine NST konnte bei 30 Patienten mit akuten Leukdmien tiber 50 Jahren, nach schweren pulmo-
nalen Infektionen und bei Rezidiven nach Standardtransplantation durchgefiihrt werden, obwohl
die Halfte der Patienten zwei oder mehr Kontraindikationen gegen eine Standardtransplantation
aufwies.

Das verwendete Konditionierungsprotokoll fiihrte zu einem sicheren Anwachsen des Transplan-
tates bei 90 % der Patienten mit signifikant kiirzerer Neutropeniedauer als nach Standardtrans-
plantation. Eine Remissionsinduktion gelang bei iiber 80 % der Patienten mit unkontrollierter

Erkrankung vor NST. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 3 Jahren betrug 37 %.

4. Wie hoch ist das Risiko fiir Patienten nach NST, schwere Infektionen und eine GvHD zu er-
leiden, die wichtigsten Faktoren der transplantationsassoziierten Morbiditit und Mortalitét?
Schwere Infektionen sowie akute und chronische GVHD traten nach NST in vergleichbarer Hau-
figkeit wie nach Standardtransplantation auf; die GvHD trat aber nach NST signifikant spéter auf
(83 gegentiber 26 Tagen im Median). Die kumulative TRM betrug lediglich 7 % nach 3 Jahren.

5. Zeigen sich im Vergleich zwischen NST und Standardtransplantation bei Patienten mit akuten
Leukdmien signifikante Unterschiede beziiglich der transplantationsassoziierten Mortalitét
(TRM), der Rezidivrate und des Uberlebens? Ist durch die NST eine Senkung der TRM mog-
lich?

Trotz hoher Morbiditét in beiden Gruppen war die kumulative TRM nach NST deutlich geringer
als nach Standardtransplantation (4 % gegeniiber 24 %, n.s.). Insbesondere die Sterblichkeit an
Infektionen, die frith nach Transplantation auftraten, war nur in der Gruppe myeloablativ kondi-
tionierter Patienten hoch. Die Rezidivrate war jedoch bei Patienten nach NST hdher als nach

Standardtransplantation (60 % gegeniiber 40 %, n.s.). Nach einer medianen Nachbeobachtungs-
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zeit von iiber 40 Monaten waren in der retrospektiven Fall-Kontrollstudie mit 75 Patienten die
Wahrscheinlichkeit des erkrankungsfreien Uberlebens (NST: 42 %; Standardtransplantation: 45 %)
und des Gesamt-Uberlebens (NST: 38 %; Standardtransplantation: 39 %) in den beiden Gruppen
nach 3 Jahren vergleichbar. Das Konditionierungsregime hatte keinen signifikanten Einfluss auf
das erkrankungsfreie Uberleben und das Gesamt-Uberleben, erkrankungsfreies und Gesamt-
Uberleben wurden beeinflusst durch bekannte Risikofaktoren nach allogener SZT von akuten
Leukdmien wie Krankheitsstadium, zytogenetische Risikogruppe, akute GvHD, chronische
GvHD, aullerdem schwere Infektionen frith nach Standardtransplantation. Ein gemischter Chi-
mirismus 90 Tage nach Transplantation war auch in der Fall-Kontrollstudie mit einem hohen

Rezidivrisiko verbunden.

6. Ist die NST eine therapeutische Option flir Patienten mit refraktiren metastasierten Nieren-
zellkarzinomen, die kein Ansprechen auf eine vorherige Immuntherapie hatten?

Nach NST kam es zu einem verzogerten Anwachsen der Spenderhdmatopoese. Die Patienten
konvertierten zu einem kompletten Spenderchimérismus nach Gabe von DLI oder Auftreten ei-
ner GvHD. Die Toxizitdt der Transplantation war bei den iiberwiegend élteren Patienten hoch.
Die verzogerte Tumorriickbildung nach Chimérismuskonversion ist vereinbar mit einem Trans-
plantat-gegen-Tumor Effekt (GvT-Effekt). Im Gegensatz zu anderen Therapieverfahren waren
nach NST bei diesen weit fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen noch Tumorregressionen
moglich. Die kleine Fallzahl ermoglicht keine Analyse pradiktiver Faktoren fiir ein Ansprechen
nach NST. Die NST ist weiterhin als eine experimentelle Therapieoption fiir selektierte Patienten

mit metastasierten immuntherapierefaktiren Nierenzellkarzinomen zu betrachten.
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5. Diskussion

5.1.  Indikationsstellung zur nichtmyeloablativen Stammzelltransplantation in

der Literatur

Dosisreduzierte Konditionierungsregime haben zusammen mit der Verbesserung der supportiven
Therapiemaflnahmen in den letzten Jahren zu einer Indikationserweiterung der allogenen
Stammzelltransplantation gefiihrt. So nahm das Durchschnittsalter allogen stammzelltransplan-
tierter Patienten in den letzten Jahren kontinuierlich um mehrere Jahre zu [Mc Sweeney 2001,
IBMTR 2003]. Dieser Trend spiegelt sich auch in der Zunahme des medianen Alters allogen
stammzelltransplantierter Patienten an der Charité von 38 auf 43 Jahre zwischen 1998 und 2003
wider. AuBlerdem wurden Patienten mit Rezidiven nach vorhergehender konventioneller Stamm-
zelltransplantation oder intensiven Radio- und Chemotherapieregimen, Patienten mit infektidsen
Lungeninfiltraten, anderen Organschdden und Patienten in reduziertem Allgemeinzustand einer
NST zugefiihrt [Mc Sweeney 2001]. SchlieBlich werden NST bei nichtmalignen hématologi-
schen Erkrankungen und bei soliden Tumoren, die einer Immuntherapie zuginglich erscheinen,
in klinischen Studien gepriift [Slavin 1998, Childs 2000].

Trotz breiter Anwendung liegen bisher keine prospektiven Studiendaten zum Vergleich mit mye-
loablativen Konditionierungsprotokollen vor. Die Komplikationsrate nach NST war nur in ein-
zelnen retrospektiven Untersuchungen geringer als nach Standardtransplantation [Chakraverty
2002, Fukuda 2003, Mielcarek 2003], in der Mehrzahl der allerdings unkontrollierten Untersu-
chungen war die Infektions- und GvHD-Rate nach NST hoch [Bornhduser 2001, Mc Sweeney
2001, Corradini 2002, Kréger 2002, Or 2003].

Mehrere Studien wiesen trotzdem eine niedrige transplantationsassoziierte Mortalitdt auf [Mc
Sweeney 2001, Dreger 2003a]. In einer ungematchten Fall-Kontrollstudie bei 52 Patienten mit
MDS war das Rezidivrisiko nach 2 Jahren in der Gruppe der 23 NST-Patienten etwas hoher, die
TRM jedoch geringer. Erkrankungsfreies Uberleben und das Gesamt-Uberleben waren nach 2
Jahren in beiden Gruppen gleich, obwohl die NST-Patienten im Median {iber 10 Jahre dlter wa-
ren, eine hohere Komorbiditit und einen hoheren Anteil unverwandter Transplantationen auf-
wiesen [Parker 2002]. In einer bisher nur als Kongressbeitrag vorliegenden Analyse von 453
Patienten mit verschiedenen hdmatologischen Erkrankungen, die eine niedrig dosierte Ganzkor-
perbestrahlung mit oder ohne Fludarabin vor NST erhalten hatten, lag die kumulative TRM nach
einer bis zu 5-jdhrigen Nachbeobachtungszeit bei 22% trotz eines medianen Patientenalters von

55 Jahren und eines Fremdspenderanteils von 33% [Sandmaier 2003].
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Nichtmyeloablative Stammzelltransplantationen wurden bisher iiberwiegend bei Erkrankungen
mit langsamer Wachstumskinetik durchgefiihrt; CML in chronischer Phase, CLL, NHL und mul-
tiple Myelome stellten die Mehrzahl der Patienten in diesen Studien. Wegen ihrer hohen Rezi-
divrate und der raschen Erkrankungsprogression wurden Patienten mit AML und ALL bisher
selten in dosisreduzierten Protokollen behandelt [Giralt 1997, Khouri 1998, Slavin 1998, Born-
héuser 2001, Mc Sweeney 2001].

Ziel dieser Arbeit waren daher Untersuchungen zum Stellenwert der nichtmyeloablativen
Stammzelltransplantation und adoptiven Immuntherapie mit Spenderlymphozyteninfusionen bei

akuten Leukédmien.

5.2.  Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei akuten Leukdmien

Die bisher grofite Beobachtungsstudie zur ALL nach NST umfasste 22 Patienten in 13 Trans-
plantationszentren im Rahmen der deutschen Studiengruppe zur Behandlung der ALL (GM-
ALL) und wurde von unserer Arbeitsgruppe an der Charité ausgewertet. 16/22 Patienten hatten
eine fortgeschrittene ALL. Bei 11 Patienten wurde die NST als Salvagetransplantation nach Ver-
sagen einer Standardtransplantation durchgefiihrt. Nur 1/22 Patienten hatte ein Transplantatver-
sagen. Eine Kontrolle der HvG-Reaktion war damit auch bei rasch proliferierenden Neoplasien
durch niedrig dosierte Konditionierung und Post-Transplantationsimmunsuppression moglich.
Nach Transplantation erreichten 13/16 Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung eine komplette
Remission. Damit konnte bei der Mehrzahl der Patienten mit rezidivierter oder refraktdrer ALL
zumindest voriibergehend eine komplette Remission erzielt werden. Die Komplikationsrate war
sehr hoch und am Ende des Nachbeobachtungszeitraums lebten lediglich noch 4/22 Patienten;
alle iiberlebenden Patienten hatten sich in kompletter Remission vor NST befunden. Chiméris-
musdaten lagen bei dieser heterogenen Gruppe nicht in ausreichendem Maf3e vor [Arnold 2002].
Diese multizentrische Untersuchung zeigte, dass Patienten mit ALL von einer dosisreduzierten

Konditionierung profitieren konnen, wenn diese bei kontrollierter Erkrankung durchgefiihrt wird.

Mit der vorliegenden unizentrischen Fall-Kontrollstudie liegt die erste gematchte Vergleichsun-
tersuchung vor, die GvHD, Infektionen, Rezidive, erkrankungsfreies Uberleben und Gesamt-
Uberleben bei Patienten mit akuten Leukémien nach NST gegeniiber einer Standardtransplanta-
tion untersucht.

Unsere Untersuchungen belegen, dass nichtmyeloablative Stammzelltransplantationen auch bei
Patienten mit fortgeschrittener ALL oder AML trotz erheblicher Komorbiditéit und Kontraindika-

tionen gegen eine myeloablative Konditionierung durchgefiihrt werden kénnen und sind damit
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im Einklang mit den Ergebnissen der NST bei langsamer proliferierenden Neoplasien wie CML,
NHL und MM [Giralt 1997, Khouri 1998, Mc Sweeney 2001].

Nahezu die Hilfte unserer Patienten (14/30) hatte mehr als 1 Kontraindikation gegen eine Stan-
dardtransplantation. Obwohl ein Viertel der Patienten tiber 50 Jahre alt war (8/30 Patienten), war
das mediane Alter mit 45 Jahren 11 Jahre unter demjenigen der von Mc Sweeney publizierten
Patienten [Mc Sweeney 2001]. Unsere Patienten wiesen jedoch andere Risikofaktoren auf, da ein
Viertel der Patienten (8/30 Patienten) bereits eine vorhergehende Standardtransplantation erhal-
ten hatte und ein Drittel der Patienten (11/30 Patienten) zum Zeitpunkt der NST pulmonale oder
hepatolienale infektidse Infiltrate hatte. Diese beiden Untergruppen waren deutlich jiinger, das

Risikoprofil der beiden Studiengruppen ist damit nicht vergleichbar.

5.3.  Wahl des optimalen dosisreduzierten Konditionierungsregimes

Die Frage nach dem optimalen dosisreduzierten Konditionierungsregime kann derzeit nicht be-
antwortet werden. Verschiedene Therapieansitze, auch als Mini- oder Mikrotransplantationen
oder anfanglich ,,Transplant-lite bezeichnet, wurden angewandt [Khouri 1998, Slavin 1998].
Gemeinsam ist allen Vorgehensweisen die ausgeprigte immunsuppressive Wirkung der Konditi-
onierung und medikamentdse Immunsuppression nach Transplantation zur Uberwindung der
doppelten Immunbarriere [Yu 1998]. Der Begriff ,,nichtmyeloablativ* bezieht sich weniger auf
das Konditionierungsregime allein, sondern vielmehr auf das gesamte Therapiekonzept von der
Konditionierungsmodifikation mit dem Ziel der Senkung der Akuttoxizitit {iber die Kinetik des
Anwachsens der Spenderzellen und voriibergehenden Persistenz der Empfangerhdmatopoese und
Gabe von Spenderlymphozyten als adoptiver Immuntherapie bei gemischtem Chimérismus nach
Transplantation.

In unseren eigenen Untersuchungen traten Abstoungsreaktionen nur sehr selten auf, obwohl
zwei Drittel der Patienten vor NST eine unkontrollierte Erkrankung hatten, ein Drittel einen un-
verwandten Spender und die meisten Patienten eine Monoprophylaxe der GvHD mit CSA erhal-
ten hatten. Andere Gruppen hatten bis zu 20% Transplantatversagen nach NST [Bornhéduser
2001, Mc Sweeney 2001]. Darauthin wurde die Konditionierungstherapie um Fludarabin erwei-
tert mit anschlieBendem stabilen Anwachsen [Mc Sweeney 2001].

Bei Lymphomen war nach dosisreduzierter Konditionierung die Zeit bis zur maximalen
Lymphomregression erheblich verzogert [Khouri 1998], so dass wir ein Protokoll intermedidrer
Intensitét fiir Patienten mit akuten Leukdmien wegen des hohen Rezidivrisikos friih nach Trans-
plantation gewéhlt hatten [Slavin 1998]. Die Konditionierung wurde meist gut vertragen und die

Zeit bis zur hdmatopoetischen Rekonstitution war kurz. Die Patienten wurden nach NST im Me-
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dian 9 Tage friiher aus der stationdren Behandlung entlassen als nach Standardtransplantation.
Ob eine niedrigere ATG-Dosis bei diesen Patienten ebenfalls eine ausreichende Empfanger- und
Spenderimmunsuppression mit stabilem Anwachsen ermdglicht, wurde bisher nicht untersucht.

Der nichtmyeloablative Charakter des verwendeten Protokolls zeigte sich an der signifikant ho-
heren Rate von Patienten mit gemischtem Chimédrismus in der friihen Posttransplantationsphase
und der Tatsache, dass mehrere Patienten keine Thrombopenie < 25/nl nach NST entwickelten.

Die eigenen Untersuchungen konnten damit das Konzept der dosisreduzierten Konditionierung

auch fiir akute Leuk&dmien bestétigen. Die Friihtoxizitét war bei den stationdren Patienten gering.

5.4. Komplikationen nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation

Die Erwartung an dosisreduzierte Konditionierungsregime war eine Senkung der transplantati-
onsassoziierten Morbiditdt und Mortalitit. Die bisherigen Studien haben die Hoffnungen beziig-
lich der Morbiditéatssenkung nicht erfiillt. Die Inzidenz der behandlungspflichtigen akuten GvHD
Grad II-IV betrug in den meisten Studien 40 bis > 50% [Corradini 2002, Or 2003], nur vereinzelt
war sie deutlich geringer [Chakraverty 2002]. Auffallend war das oft verspitete Auftreten der
akuten GvHD [Mc Sweeney 2001, Mielcarek 2003, Or 2003]. Eine ausgedehnte chronische
GvHD trat bei 15 - 40% auf [Bornhduser 2001, Corradini 2002, Mielcarek 2003, Or 2003].

Die ebenfalls hdufigen Infektionen traten gegeniiber myeloablativer Konditionierung hiufig ver-
spitet nach hdmatopoetischer Rekonstitution auf [Mohty 2000, Chakrabarti 2002, Junghanss
2002, Massenkeil 2002]. Auch in den eigenen Untersuchungen war die Rate akuter und chroni-
scher GVvHD nach NST so hoch wie nach Standardtransplantation. AuBBerdem entwickelten viele

Patienten Infektionen nach NST.

GvHD

Fiir das héufige Auftreten einer akuten und chronischen GvHD in unseren Untersuchungen und
anderen Studien kdnnen mehrere Ursachen angefiihrt werden:

Erstens stellt das hohere Durchschnittsalter nichtmyeloablativ stammzelltransplantierter Patien-
ten einen Risikofaktor fiir die Entwicklung der GvHD dar [Sullivan 1991].

Zweitens wurde die GvHD-Prophylaxe nach NST in allen Studien nur als Mono- oder Doppel-
therapie durchgefiihrt im Gegensatz zur myeloablativen Stammzelltransplantation, nach der die
GvHD-Prophylaxe mit einer Zweier- oder Dreier-Kombinationstherapie durchgefiihrt wird [Sla-
vin 1998, Arnold 2002].

Drittens wurde von uns wegen der geringeren Konditionierungsintensitdt und der erhdhten Rate

von Patienten mit gemischtem Chimérismus nach Transplantation eine frithe Reduktion der Im-
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munsuppression angestrebt, um bei den Hochrisikoleukdmien eine rasche Chimarismuskonversi-
on zu erreichen.

Viertens wurde der gemischte Chimédrismus als Basis fiir eine adoptive Immuntherapie mit DLI
betrachtet, die hdufig eine GvHD auslosten [Kolb 1995, Massenkeil 2002].

Die GvHD entwickelte sich nach NST spit im Vergleich zur Standardtransplantation. Das ver-
zogerte Auftreten der akuten GvHD ist durch den nichtmyeloablativen Charakter der Konditio-
nierung erkldrbar. Da das Empfangerimmunsystem durch die reduzierte Konditionierungsintensi-
tdt nicht vollstdndig eradiziert wird, kommt es zu einer héheren Rate an gemischtem Chimaéris-
mus. Dieser vermindert das Risiko fiir eine frithe GvHD [Childs 1999]; die frithe GvHD geht mit
einer erhdhten transplantationsassoziierten Mortalitdt einher [Martin 1990]. Nach Reduktion der
Immunsuppression und Gabe von DLI kommt es verspétet zu einer Chimérismuskonversion und
spiatem Auftreten einer GVHD. Nach Erweiterung der immunsuppressiven Therapie um MMF
sank die GvHD-Rate bei unseren Patienten deutlich.

Im Gegensatz dazu fiihrt die myeloablative Hochdosistherapie zu einer raschen Chiméris-
muskonversion mit frither GVHD [Glucksberg 1974]. Zusitzlich stellt die toxische Organ- und
Schleimhautschidigung durch die hochdosierte Konditionierung einen Risikofaktor fiir eine aku-

te GvHD dar [Clift 1990, Hill 1997].

Infektionen

Die niedrige Sterblichkeit an Infektionen in unserer Untersuchung ldsst sich durch mehrere Fak-
toren erkléren:

Erstens senkt die kiirzere Neutropeniezeit, wie wir sie nach dosisreduzierter Konditionierung
erwartungsgemail} beobachteten, das Risiko fiir schwere bakterielle und mykotische Infektionen,
da diese erst gehduft nach iiber 10-tdgiger Neutropeniedauer auftreten [Bow 1998].

Zweitens beeinflusste die Art der aufgetretenen Infektionen die Mortalitétsrate. Fieber unklarer
Genese gilt nicht als schwere Infektion bei Patienten mit kurzer Neutropeniedauer und hat eine
geringe Mortalitédt [Kriiger 1999]. Keiner unserer Patienten verstarb an grampositiver oder gram-
negativer Sepsis. Patienten mit Nachweis koagulase-negativer Staphylokokken hatten zwar eine
klinische Infektion und einige entwickelten eine Sepsis, sie erholten sich aber rasch nach Entfer-
nen des zentralen Venenkatheters und resistenzgerechter antibiotischer Therapie. Patienten mit
der Anamnese einer Pilzinfektion und residuellen Infiltraten erhielten eine sekundére antimyko-
tische Prophylaxe, da reaktivierte Pilzinfektionen nach Stammzelltransplantation eine sehr hohe

Letalitit haben [Offner 1998]. Trotzdem kam es zu Reaktivierungen der Infektionen, die auch
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nach hdmatopoetischer Rekonstitution auftraten, und durch die anhaltende Immunsuppression
erkldrbar sind [Wald 1997]. Keiner dieser Patienten verstarb jedoch an der Pilzinfektion.

Eine Senkung der TRM nach NST ist nach unseren Ergebnissen trotz hoher GvHD- und Infekti-
onsrate bei akuten Leukdmien mdglich. Gemischter Chimérismus und geringere Intensitdt der
Konditionierung verhindern eine frithe GvHD. Nach Reduktion der Immunsuppression und
Chimérismuskonversion kommt es zu einer verzogerten akuten GvHD [Mielcarek 2003]. Zu
diesem Zeitpunkt ist die akute Organ- und Schleimhauttoxizitit der Konditionierung weitgehend
abgeklungen, die Schleimhiute sind abgeheilt und die Patienten haben frithe Infektionen bereits
ohne gleichzeitige GVHD tiberwunden.

In der von uns durchgefiihrten Fall-Kontrollstudie bestitigte sich die signifikant niedrigere transplanta-
tionsassoziierte Mortalitit gegeniiber einer konventionellen, hochdosierten Konditionierung. Die
transplantationsassoziierte Mortalitdt variierte erheblich in den bisher publizierten Studien
[Bornhduser 2001, Mc Sweeney 2001, Chakrabarti 2002, Sandmaier 2003]. Insgesamt sind die
Studien aber zu klein und aufgrund unterschiedlicher Patientenselektion, Krankheitsstatus, Kon-
ditionierungsregime, Spender und HLA-Kompatibilitidt zu heterogen, um sie miteinander ver-
gleichen zu konnen. In einer retrospektiven Vergleichsuntersuchung bei 448 Patienten mit CLL
wurde auch eine signifikant geringere transplantationsassoziierten Mortalitidt nach NST beobach-

tet [Dreger 2003b].

5.5. Pradiktiver Wert des gemischten Chimérismus und prophylaktischer Einsatz
von Spenderlymphozyten

Die friihe Entdeckung eines Leukdmierezidivs nach allogener Stammzelltransplantation ist we-
gen fehlender Erkrankungsmarker mit ausreichender Vorlaufzeit vor dem Auftreten des klini-
schen Rezidivs und der raschen Rezidivkinetik nur bedingt mdglich. Durch sequenzielle Chimé-
rismusuntersuchungen konnte bei unseren Patienten {iber die Persistenz oder Zunahme von Emp-
fangerzellen ein beginnendes Rezidiv friihzeitig festgestellt werden. Die Wertigkeit der hochauf-
l6senden Chimérismusanalyse war vor allem bei Patienten ohne zytogenetische oder molekulare
Leukdmiemarker offensichtlich. Obwohl durch die Chimirismusanalyse nicht zwischen residuel-
len gesunden Empféangerzellen und einem beginnenden Rezidiv unterschieden werden kann, zei-
gen unsere eigenen Daten wie auch diejenigen anderer Autoren, dass persistierende oder zuneh-
mende Empféngerzellen ein drohendes Rezidiv anzeigen [Bader 1998, Lion 2001]. Nur die Ana-
lyse von Leukozytensubpopulationen erwies sich erwartungsgemaf als sensitiv genug, um friih-

zeitig einen Wiederanstieg der Empfangerzellen detektieren zu konnen [Fredriksson 2004].
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Die methodische Beschriankung der Chimérismusanalyse erkléart nicht vollstindig die Assoziati-
on zwischen gemischtem Chimédrismus und Rezidiv, da auch persistierende lymphatische Zellen
pradiktiv fiir ein spéteres Rezidiv einer akuten oder chronischen myeloischen Leukédmie waren.
Einen stabilen gemischten Chimérismus ohne Rezidiv konnten wir damit bei unseren Patienten
nicht beobachten.

Der gemischte Chimérismus kann als Basis fiir eine anschlieende Immuntherapie mit Spender-
lymphozyten genutzt werden. Tierexperimentelle Daten haben gezeigt, dass die Interaktion von
Spender-T-Lymphozyten mit antigenprisentierenden Zellen des Empfangers entscheidend fiir
die Entwicklung einer akuten GvHD ist [Shlomchik 1999]. Weiterhin wurde gezeigt, dass ein
gemischter Chimédrismus eine Voraussetzung fiir einen DLI-vermittelten GvT-Effekt ist [Mapara
2002].

Bei den behandelten Patienten mit Hochrisikoleukdmien und/oder gemischtem Chimérismus
gelang durch eskalierende DLI-Gabe eine signifikante Abnahme der Patienten, die einen ge-
mischtem Chimérismus hatten. Nur diejenigen Patienten mit akuten Leukdmien, die durch Spen-
derlymphozytengabe in einen kompletten Spenderchimdrismus konvertierten, erreichten eine
anhaltende komplette Remission. Bei piddiatrischen Patienten mit akuten Leukdmien schien
ebenfalls durch frithzeitige Gabe von Spenderlymphozyten ein Rezidiv verhinderbar [Bader
1999]. Der prognostische Wert des Chimédrismusstatus zeigte sich darin, dass alle Patienten mit
persistierendem gemischtem Chimérismus trotz Spenderlymphozytengabe rezidivierten [Mas-
senkeil 2003]. Dies betraf Patienten nach nichtmyeloablativer wie auch nach myeloablativer
Stammzelltransplantation. Damit konnten wir den aus Tierversuchen postulierten gilinstigen Ein-
fluss eines anhaltenden gemischten Chimirismus bei unseren Patienten nicht bestdtigen [Storb
1999]. Zum einen miissen immunologische Unterschiede zwischen dem Hundemodell und klini-
schen Untersuchungen angenommen werden, zum anderen ist wahrscheinlich die Biologie rasch
proliferierender Neoplasien wie der akuten Leukémien fiir dieses Ergebnis verantwortlich. Akute
Leukédmien scheinen nach Transplantation einen stabilen gemischten Chimérismus zur Entwick-
lung einer Toleranz ohne Rezidiv nicht zuzulassen. Die Instabilitét des gemischten Chiméarismus
wurde inzwischen von anderen Autoren auch bei langsamer wachsenden Neoplasien festgestellt
[Mc Sweeney 2001]. Obwohl prophylaktische DLI zu einer effektiven Konversion des Chimai-
rismus flihrten, der eine Voraussetzung flir eine anhaltende komplette Remission bei unseren
Patienten war, ist der Stellenwert einer prophylaktischen DLI-Gabe fiir das erkrankungsfreie
Uberleben in den von uns und anderen Autoren vorgelegten Studien nicht endgiiltig zu belegen.

Dies kann nur durch kontrollierte und randomisierte Studien geschehen.
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Die Grenzen der Sensitivitdt der Chimdrismusanalyse zeigten sich bei sehr geringen persistieren-
den Leukdmiezellzahlen, wie bei einem molekularbiologischen Rezidiv einer CML. Bei zytoge-
netischen Rezidiven der CML ging aber der gemischte Chimédrismus immer der Diagnose des
Rezidivs voraus. In Zukunft kann die vor einer breiteren Einfithrung stehende Automatisierung
der Chimérismusanalyse und Untersuchung von Einzelnukleotidpolymorphismen (single-
nucleotide polymorphisms, SNR) zu einer Vereinfachung der Analytik und einer Sensitivitétser-
hohung fiihren [Fredriksson 2004].

Die Gabe von DLI war mit einer hohen Morbiditét assoziiert, vor allem durch das Auftreten ei-
ner teilweise sehr schweren GvHD bei zwei Drittel der Patienten. Dabei traten bei vielen Patien-
ten schwere Diarrhoen wie bei akuter GvHD auf. Ebenso wie bei der verzogert auftretenden aku-
ten GVHD ohne vorherige DLI-Gabe entsprach das klinische Erscheinungsbild dieser spit ein-
setzenden GvHD nach DLI jenseits von Tag + 100 einer frithen akuten GvHD (,,late onset acute
GvHD*) [Mielcarek 2003]. Die klassische Einteilung einer GvVHD in akute oder chronische
Form anhand des Zeitpunktes des Auftretens der GVHD wird der verdnderten Klinik der GvHD
nach dosisreduzierten Konditionierungsverfahren und Gabe von DLI nur noch unzureichend
gerecht.

Wegen der hohen GvHD-Rate reduzierten wir die erste Zelldosis um eine halbe logarithmische
Stufe, da die GvHD-Rate bei Zellzahlen iiber 1 x 10’ CD3-positiven Zellen/kg KG deutlich zu-
nimmt [Mackinnon 1995, Guglielmi 2002]. Ebenso vervierfacht sich bei hohen Einstiegsdosen
die DLI-induzierte Mortalitdt [Guglielmi 2002].

Das Risiko fiir eine Myelosuppression nach DLI wurde in ersten Studien mit 25 - 36% bei aku-
ten Leukdmien angegeben [Kolb 1995], scheint aber nach neueren Verdffentlichungen geringer
zu sein [Porter 2000]. Wir beobachteten lediglich bei einem Patienten mit AML und einem mit
metastasiertem Nierenzellkarzinom eine lang anhaltende Knochenmarkaplasie nach DLI, an de-
ren Folgen einer der beiden Patienten spéter verstarb. Bei beiden Patienten war es kurz vor der 1.
DLI-Gabe zu einem Absinken des Anteils der Spenderzellen gekommen, so dass eine starke al-
logene Reaktion der Spenderlymphozyten gegen die wieder dominierende Empfangerhdmato-
poese postuliert werden muss. Insgesamt ist die Morbiditit und Mortalitit der adoptiven Immun-
therapie aber vor allem durch GVHD und assoziierte Infektionen hoch [Porter 2000]. Beide Pati-
enten, die nach NST in unserer Klinik verstarben, hatten vorher Spenderlymphozyten erhalten
und im Anschluss daran eine schwere GvHD mit anschlieBender Sepsis bzw. Pneumonie entwi-
ckelt. Wir verschoben die 1. DLI-Gabe iiber Tag + 100 nach Transplantation hinaus, da nach einer

ersten Auswertung unserer Patienten die spétere Gabe von DLI mit einer geringeren GvHD-Rate
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verbunden war, obwohl der Unterschied nicht statistisch signifikant war. Die Verschiebung ermog-
licht wahrscheinlich ein weiteres Abklingen der Konditionierungstoxizitdt und einen groferen

Zeitabstand zwischen Reduktion oder Absetzen der Immunsuppression und DLI-Gabe.

5.6.  Therapeutischer Einsatz von Spenderlymphozyten im Rezidiv

Eine engmaschige sequenzielle Chimdrismusanalyse kann bei einigen Patienten friih Rezidive
detektieren. Eine therapeutische Gabe von DLI kam iiberwiegend bei Patienten nach myeloabla-
tiver Stammzelltransplantation zum Einsatz, da die prophylaktische Gabe von DLI bei gemisch-
tem Chimérismus nicht Teil des Posttransplantationskonzeptes bei diesen Patienten war. Aller-
dings hatte die nach Rezidivdiagnose eingeleitete adoptive Immuntherapie keinen relevanten
Einfluss auf den weiteren Krankheitsverlauf. Bei einzelnen Patienten kam es nach DLI voriiber-
gehend zu einer Reduktion der Blastenzahl und Abnahme des Empfangerzellanteils, dieser Ef-
fekt wurde aber mit einer schweren GvHD erkauft; der anti-leukdmische Effekt hielt maximal 2
Monate an. Bei einem Patienten mit Rezidiv einer AML 5 Monate nach Standardtransplantation
wurde ein 18 Monate lang anhaltender GvL-Effekt nach Absetzen der Immunsuppression ohne
DLI beobachtet.

Nur bei Patienten mit CML war ein remissionsinduzierender Effekt der DLI festzustellen, der zu
anhaltenden kompletten Remissionen fiihrte. Dieses Ergebnis entspricht den verdffentlichten
Daten zum therapeutischen Effekt der DLI bei rezidivierten akuten Leukédmien [Kolb 1995, Col-
lins 1997, Porter 2000]. Wir halten daher weiterhin das Konzept einer frithzeitigen ,,praempti-
ven“ Gabe von Spenderlymphozyteninfusionen bei Patienten mit akuten Leukdmien fiir prii-
fenswert, da nur ein prophylaktischer Einsatz im Gegensatz zum therapeutischen Einsatz einer

adoptiven Immuntherapie bei rasch proliferierenden Neoplasien erfolgsversprechend ist.

5.7.  Uberleben nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation bei akuten

Leukédmien
Die von uns beobachtete hohere Rezidivrate nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation
gegeniiber der Standardtransplantation ist ein gewichtiges Argument flir eine strenge Indikati-
onsstellung zur nichtmyeloablativen Stammzelltransplantation. Patienten mit M. Hodgkin [Sure-
da 2003] oder MDS [Parker 2002] hatten in retrospektiven Vergleichsuntersuchungen keine er-
hohte Rezidivrate nach NST; anders dagegen CLL-Patienten [Dreger 2003b]. Die zugrundelie-

gende Erkrankung muss damit bei der Auswahl des Konditionierungsverfahrens neben den be-
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kannten Risikofaktoren fiir eine Standardtransplantation in die Entscheidung iiber das geeignete
Konditionierungsprotokoll mit einflieBen.

Die Uberlebenskurven der Patienten mit akuten Leukiéimien in Kapitel 4.4. verdeutlichen, dass
der hoheren Rezidivrate nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation eine deutlich h6here
Rate transplantationsassoziierter Todesféille nach myeloablativer Transplantation gegeniiber-
stand. Letztere waren vor allem durch Infektionen und GvHD bedingt. Das erkrankungsfreie und
das Gesamt-Uberleben in beiden Gruppen waren aber nach 3 Jahren fast identisch.

Nach unseren Ergebnissen hat das gewéhlte Konditionierungsprotokoll keinen signifikanten Ein-
fluss auf das Uberleben akuter Leukiimien nach allogener Stammzelltransplantation im Unter-
schied zu bekannten Faktoren des erkrankungsfreien Uberlebens nach Transplantation wie Sta-
dium der Erkrankung, zytogenetischer Risikogruppe und GvHD. Die von uns vorgelegten Unter-
suchungen zeigen, dass trotz hoherer Rezidivrate das Uberleben nach NST dem nach Standard-
transplantation vergleichbar ist. Dies ist bedingt durch die Absenkung der TRM bei Patienten mit
akuten Leukdmien. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den bisher ausschlieBlich retrospekti-
ven und im Unterschied zu unserer Untersuchung unkontrollierten Vergleichsstudien anderer
Autoren bei MDS, CLL und Morbus Hodgkin wider [Parker 2002, Dreger 2003b, Sureda 2003].
Nur grof3e kontrollierte und randomisierte Studien, die moglichst krankheitsspezifisch durchge-
fiihrt werden sollten, konnen die Frage nach Gleichwertigkeit der beiden Konditionierungsre-

gime beantworten.

5.8.  Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation bei metastasierten

Nierenzellkarzinomen

Die Erfahrungen mit der NST bei akuten Leukdmien und anderen himatologischen Neoplasien
haben zu einer raschen Etablierung dosisreduzierter Konditionierungsregime und der adoptiven
Immuntherapie gefiihrt. Diese Entwicklung hat zu einer Indikationserweiterung der allogenen
Stammzelltransplantation auch auf chemo- und immuntherapierefraktéire solide Tumore gefiihrt.
Vor allem bei metastasierten Nierenzellkarzinomen mit ihrer ausgepragten Chemotherapieresis-
tenz und nur moderaten Ansprechraten auf eine Immuntherapie wurde die allogene Stammzell-
transplantation nach dosisreduzierter Konditionierung untersucht [Amato 2000, Childs 2000,
Atzpodien 2001].

Von sechs weiteren Studiengruppen wurden bisher 70 Patienten mit Nierenzellkarzinomen nach
NST veroffentlicht [Childs 2000, Bregni 2002, Pedrazzoli 2002, Rini 2002, Hentschke 2003,

Ueno 2003]. Die meisten Patienten hatten vor Stammzelltransplantation Operationen, Radio- und
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Chemotherapien und Lasertherapie erhalten. Der Primédrtumor war bei fast allen Patienten rese-
ziert worden, da nephrektomierte Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen ein besse-
res Ansprechen und Uberleben nach Interferon-haltiger Immuntherapie aufweisen [Mickisch
2001]. 64/70 Patienten (91%) hatten in einer gepoolten Datenanalyse eine Immuntherapie erhal-
ten und wurden nach Versagen der Immuntherapie einer Transplantation zugefiihrt.

Das optimale Konditionierungsregime fiir diese Patienten ist unbekannt; unsere 7 Patienten so-
wie die meisten bisher behandelten Patienten erhielten ein Fludarabin- und Cyclophosphamid-
haltiges Konditionierungsregime. 91% der Patienten in der Literatur sowie unsere 7 Patienten
hatten ein rasches und stabiles Anwachsen des Transplantates [Childs 2000, Bregni 2002,
Pedrazzoli 2002, Rini 2002, Hentschke 2003, Ueno 2003].

Diese Arbeiten und eigene Erfahrungen bestétigen die Durchfithrbarkeit der NST bei refraktéren
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen. Wegen der ausgeprigten Chemotherapieresistenz er-
warteten wir kein frithes Ansprechen auf die NST. Komplette und partielle Remission wurden
erst nach mehreren Monaten beobachtet, ebenso wie bei Childs et al., der bei mehreren Patienten
eine rasche Tumorprogression in den ersten Monaten nach NST feststellte, bei ldngerer Nachsor-

gezeit dann aber eine Tumorriickbildung beobachtete [Childs 2000].

Erst nach stabilem Transplantatanwachsen durch suffiziente Immunsuppression und Substitution
der Empfiangerhdmatopoese durch Spenderzellen kommt es zur Chimdrismuskonversion, die als
entscheidend fiir den Erfolg der Therapie angesehen wird [Childs 1999]. Der verzogerte gemischte
Chimirismus, den wir in den verschiedenen Leukozytensubpopulationen beobachteten, ist mit dem
Konzept der NST gut vereinbar und wurde bereits diskutiert [Storb 1999, Spitzer 2000].

Die Konversion zu einem kompletten Spenderchimérismus wurde durch Gabe von Spenderlym-
phozyten bei 4 Patienten und Auftreten einer GVHD bei 2 Patienten nach Absetzen der Immun-
suppression beschleunigt. Ein GvT-Effekt durch DLI oder GVHD scheint bei Nierenzellkarzino-
men, wie bei hdmatologischen Erkrankungen, in der Lage zu sein, eine Chimirismuskonversion
und Remission zu induzieren [Kolb 1995, Childs 2000, Orsini 2000, Massenkeil 2003].

Die Hiufigkeit akuter und chronischer GvHD variierte erheblich in den publizierten Studien, die
kleine Zahl der Patienten in den einzelnen Studien sowie Heterogenitét der Patientencharakteris-
tika und Therapiefiihrung ist dafiir wahrscheinlich verantwortlich. Uber alle Studien zusammen-
genommen war die GvHD-Rate allerdings hoch (akute GvHD 46%, chronische GVvHD 42%), erk-
larbar durch das fortgeschrittene Patientenalter und die frithe Reduktion der GvHD-Prophylaxe bei
Tumorprogression oder protrahiertem gemischtem Chimérismus. Bei diesen Patienten wurden

ebenso wie in unserer Studie DLI friithzeitig verabreicht, um einen GvT-Effekt zu provozieren.
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Einer unserer 7 Patienten verstarb an einer Sepsis nach protrahierter Panzytopenie im Anschluf an
DLI. 14 der 70 publizierten Patienten verstarben an Infektionen und GvHD. Damit ist die TRM mit
20% in der Literaturzusammenfassung dieser Patientengruppe relativ hoch verglichen mit hdmato-
logischen Systemerkrankungen nach NST [Slavin 1998, Mc Sweeney 2001, Kroger 2002].

Von 29 initial fiir eine NST in Betracht gekommenen Patienten unseres Zentrums wurden nur 7
allogen transplantiert. Von den nicht transplantierten 22 Patienten hatten zum Evaluationszeit-
punkt nur noch 3 Patienten ein stabiles Tumorstadium, die anderen waren progredient oder
bereits an der Erkrankung verstorben. Keiner dieser Patienten hatte eine partielle oder komplette
Remission nach Ausschlufl von der Transplantation durch andere Therapiemodalitéiten erreicht.
Die kleinen Patientenzahlen lassen keinen statistischen Vergleich zwischen transplantierten und
nicht transplantierten Patienten zu. Erwdhnenswert ist aber die Tatsache, dass 5/7 Patienten

schwere Komplikationen nach NST entwickelten, an denen 1 Patient verstarb.

Eine komplette Remission erreichten 6 Patienten, eine partielle Remission 16 von 66 auswertba-
ren Patienten der Literatur (Ansprechrate 33%). Die Tumorriickbildungen traten bei den meisten
Patienten jenseits von Tag + 100 auf. Die Ansprechraten liegen damit giinstiger als die Ergebnis-
se der Immuntherapie [Atzpodien 2001].

Bei 20/22 Patienten, die ein Tumoransprechen hatten, trat eine akute oder chronische GvHD auf.
Diese scheint eine Voraussetzung fiir die Tumorregression zu sein, ein Befund, der durch die
Existenz eines GvT-Effektes bei Nierenzellkarzinomen erklirt werden kann. Allerdings fand sich
eine akute oder chronische GvHD auch bei 19/44 Patienten, deren Tumor sich nach NST nicht
zuriickbildete. Einzelne Patienten der Literatur sowie einer unserer eigenen Patienten hatten ob-
jektivierbare Tumorriickbildungen ohne GvHD, was fiir einen GvT-Effekt auch ohne GvHD
spricht.

Eigene Erfahrungen und publizierte Ergebnisse zeigen die Risiken der NST bei metastasierten
Nierenzellkarzinomen, aber auch die Durchfiihrbarkeit eines immunologischen Therapiekonzep-
tes bei soliden fortgeschrittenen Tumoren. Das Therapieverfahren ist bei diesen meist iiber 50-

jahrigen daher nach wie vor als experimenteller Therapieansatz zu betrachten.
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6. Zusammenfassung und Perspektiven

Unsere Untersuchungen belegen, dass nichtmyeloablative Stammzelltransplantationen bei Pati-
enten mit Hochrisiko-ALL oder —AML eine neue therapeutische Option darstellen.

Die nichtmyeloablative Stammzelltransplantation (NST) ermdglichte eine allogene Stammzell-
transplantation bei Transplantationskandidaten mit Kontraindikationen gegen eine hochdosierte
Strahlen- und Chemotherapie (Standardtransplantation). Nach NST kam es héufig zur Entwick-
lung von Infektionen und einer spét auftretenden akuten GvHD; im Unterschied zur Standard-
transplantation waren diese jedoch mit einer geringeren Mortalitdt verbunden.

Das erkrankungsfreie Uberleben und das Gesamt-Uberleben waren nach nichtmyeloablativer und
nach myeloablativer Stammzelltransplantation fast gleich. Der hoheren Rezidivrate nach NST
stand eine hohere transplantationsassoziierte Mortalitit nach Standardtransplantation gegeniiber.
Durch eine adoptive Immuntherapie konnte bei der Mehrzahl der Leukdmiepatienten mit ge-
mischtem Chimirismus nach Transplantation, aber ohne Rezidiv eine Chimarismuskonversion
und damit einhergehend eine lang anhaltende komplette Remission induziert werden, ein wichti-
ger Hinweis auf einen GvL-Effekt der Spender-T-Lymphozyteninfusionen.

Sequenzielle Chimérismusuntersuchungen von Leukozytensubpopulationen erlaubten eine friithe
Diagnose eines gemischten Chimédrismus, der einen priadiktiven Wert fiir das Auftreten eines

Rezidivs hatte. Ein stabiler gemischter Chimérismus wurde bei diesen Patienten nicht beobachtet.

Das Konditionierungsregime selber war kein entscheidender Faktor fiir das Uberleben der Pati-
enten. Die Reduktion der Konditionierungsintensitit senkte die Akuttoxizitdt der Transplantati-
on. Engmaschige Chimérismusuntersuchungen steuerten die Dauer und Art der GvHD-
Prophylaxe und den Einsatz einer adoptiven Immuntherapie.

Durch die NST riickt der immunologische Effekt der Transplantation gegeniiber der Zytoreduktion
bei der Standardtransplantation stirker in den Vordergrund.

Unsere Ergebnisse sprechen flir die Wirksamkeit eines GvL-Effektes bei akuten Leukdmien auch

nach nichtmyeloablativer Stammzelltransplantation.

Die Erfahrungen mit der NST bei akuten Leukémien haben zu einer Erprobung der NST bei Pa-
tienten mit refraktidren Nierenzellkarzinomen gefiihrt. Eine verzogerte Tumorregression wurde
bei unseren Patienten nach Chimérismuskonversion und der Entwicklung einer GvHD beobach-
tet; diese Befunde sind vereinbar mit einem Transplantat-gegen-Tumor Effekt (GvT-Effekt) nach
NST. Die transplantationsassoziierte Morbiditit und Mortalitit war allerdings bei diesen meist

dlteren Patienten trotz dosisreduzierter Konditionierung erheblich. Es ist damit offensichtlich,
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dass eine sorgféltige Patientenauswahl notwendig ist und die Therapie ausschlieBlich im Rahmen
klinischer Studien erfolgen sollte, da es sich nach wie vor um ein experimentelles Therapiever-
fahren handelt. Die beobachtete Toxizitdt bei akuten Leukédmien und Nierenzellkarzinomen zeigt
die Nachteile des Therapiekonzeptes auf.

In Zukunft kénnte die Verstarkung der GvHD-Prophylaxe in der frithen Phase nach nichtmyelo-
ablativer Stammzelltransplantation und eine Verschiebung der Spenderlymphozyteninfusionen
zu einer Senkung der Morbiditdt nach Transplantation fithren. Durch Einsatz hochauflosender
Chimédrismusuntersuchungen mit Hilfe von Mikroarrays sowie zusétzlicher Untersuchung mini-
mal residueller Erkrankung konnte eine zeitgerechte Analytik fiir die Indikation zum Einsatz von
Spenderlymphozyteninfusionen erfolgen. Die Analyse minimal residueller Erkrankung und Kor-
relation mit der Chimérismusuntersuchung von Leukozytensubpopulationen sollte die Bedeutung
des gemischten Chimirismus in Zukunft weiter kldren.

In naher Zukunft miissen prospektive vergleichende Studien durchgefiihrt werden, um den Stel-
lenwert der NST besser beurteilen zu konnen. Durch prospektive Studien kdnnen Informationen
gewonnen werden, die eine Entscheidungshilfe bei der Indikationsstellung zur nichtmyeloablati-

ven Stammzelltransplantation bieten.
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Liste verwendeter Abkiirzungen

ALL Akute lymphatische Leukidmie

AML Akute myeloische Leukémie

ATG Antithymozytenglobulin

BU Busulfan

c-ALL Common-ALL

CcC Kompletter Spenderchimérismus (complete chimerism)

C.L Konfidenzintervall

CLL Chronische lymphatische Leukémie

CML Chronische myeloische Leukémie

CMV Cytomegalievirus

CP Chronische Phase

CR Komplette Remission

CSA Cyclosporin A

CT Computertomographie

DLI Spenderlymphozyteninfusionen (donor lymphocyte infusions)
DNA Desoxyribonukleinsdure

DRST Deutsches Register fiir Stammzelltransplantation

EFS Erkrankungsfreies Uberleben

F Frau

FAB Morphologische Einteilung der AML nach French-American-British-Classification
FL Fludarabin

FUO Fieber unklarer Genese (fever of unknown origin)

GvHD Transplantat-gegen-Wirt Reaktion (Graft-versus-host disease)
GvL Transplantat-gegen-Leukdmie-Effekt (Graft-versus-Leukemia)
GvT Transplantat-gegen-Tumor Effekt (Graft-versus-Tumor)

HLA Haupthistokompatibilitdtskomplex (human leukocyte antigen)
HvG AbstoBungsreaktion (Host-versus-Graft)

IBMTR Internationales Knochenmarktransplantationsregister

KI Karnofsky-Index

KMT Knochenmarktransplantation

M Mann

MC Gemischter Chimérismus (Mixed chimerism)

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MM Multiples Myelom

MMF Mycophenolat mofetil

MTX Methotrexat

n.a. Nicht analysiert

n.e. Nicht erreicht

NHL Non Hodgkin Lymphom

n.s. Nicht signifikant

NMDP Nationales Knochenmarkspenderprogramm der USA

NST Nichtmyeloablative Stammzelltransplantation

PBSCT Periphere Blutstammzelltransplantation

PCR Polymerasekettenreaktion

Ph+ Philadelphia-Chromosom positiv

PD Progrediente Erkrankung

PR Partielle Remission

SD Stabile Erkrankung

Standard SZT Standardtransplantation

STR Kurzkettige repetitive Sequenzen (short tandem repeats)

SZT Stammzelltransplantation

T-ALL T-lymphoblastische ALL

TRM Transplantationsassoziierte Mortalitét

VNTR Variable Anzahl Tandemwiederholungen (variable number of tandem repeats)
VOD VenenverschluBBkrankheit der Leber (veno-occlusive disease)
ZVK Zentraler Venenkatheter
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