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1 Zusammenfassung

Die Behandlung der chronischen GvHD nach allogener
Stammzelltransplantation stellt auch nach langjahriger Etablierung der
klinischen Stammzelltransplantation eine besondere Herausforderung dar. Der
Mangel an Therapiestudien erschwert die Aufstellung klinischer
Behandlungspfade flr die zumeist langjahrige Betreuung der Patienten. Die
vorliegende retrospektive Datenanalyse untersucht die klinischen Ergebnisse
fortgeschrittener chronischer GvHD mit dem Immunsuppressivum Everolimus
am Stammzelltransplantationszentrum der Klinik far Innere Medizin |l
(Abteilung Hamatologie und Onkologie) am Universitatsklinikum Jena Uber
einen Zeitraum von vier Jahren (2006 bis 2010). Everolimus, ein
Proliferationshemmer der m-TOR-Proteinkinase (Certican® in einer
Standarddosis von 2 x 0,75 mg p.o. taglich), wurde bei Versagen der primaren
Standardtherapie mit Kortikosteroiden als Zweitlinienbehandlung und als
héhergradige Salvagetherapie zumeist in Kombination mit Prednisolon
und/oder Mycophenolat und/oder Lichttherapie mittels extrakorporaler
Photopherese bei 38 Einzelverlaufen eingesetzt. Mit Reklassifizierung dieser
Studienpopulation nach dem im Jahr 2005 eingefthrten NIH-Kriterien wurden
das allgemeine Therapieansprechen, die Ansprechzeit, das Uberleben, der
organbezogenen Therapiewirksamkeit und die Sicherheit im Sinne von
Nebenwirkungen und Toxizitaten dieser Immunsuppressionstherapie Uberpruift.
Alle Patientendaten der Stammzelltransplantationsambulanz der Klinik wurden
Uber elektronische Datensysteme und der Krankenakte aufgenommen sowie
mittels  statistischer Standardmethoden ausgewertet. Die mediane
Behandlungszeit mit Everolimus umfasste einen Zeitraum von 7,1 Monaten.
Eine Verbesserung des Gesamtschweregrades nach NIH-Kriterien konnte bei
20 Patienten (52,6%) erreicht werden. Bei 4 Patienten (10,5%) in der
Gesamtkohorte war eine komplette Remission und bei 13 Patienten (34,2%)
eine partielle Remission zu verzeichnen. Von denen bei 11 Patienten (28,9%)
eine Reduktion der Steroiddosis unter Everolimus ermdglicht wurde. Unter 21
Patienten die zusatzlich Mycophenolat erhielten, konnte eine Beendigung
dieses Ko-Therapeutikums zu 33,3% erreicht werden. Organbezogenes
Ansprechen zeigte sich bei cGvHD der Haut in 63,6% der Falle, bei cGvHD der
Mundschleimhaut in 61,6%, bei cGvHD der Augen in 30,0%, bei cGvHD des
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Gastrointestinaltraktes in 33,3%, bei hepatischer cGvHD in 45,0% und bei
cGvHD der Faszien und Gelenke in 60,0% der Falle. Wahrend einer medianen
Beobachtungszeit von 977 Tagen Uberlebten 78,9% der Patienten. Das
Nebenwirkungsspektrum war moderat mit einer besonderen Haufigkeit fur
Lipidstoffwechselstorungen (21,9%). Hervorzuheben ist die signifikant geringe
CMV-Reaktivierungsrate mit nur vereinzelten Reaktivierungen und klinischer
Erkrankungsmanifestation des Cytomegalievirus (p=0,0001). Diese CMV-
Protektion unter immun-suppressiver Medikation ist aus dem Bereich der
hamatologischen Stammzelltransplantation so bisher noch nicht beschrieben
worden. Die Arbeit beschreibt an einem groReren Krankengut komplexe
klinische cGvHD - Verlaufe unter dem mTOR-Inhibitor Everolimus als
Therapieoption der steroidresistenten moderaten und schweren chronischen
GvHD. Studien, die moglichst randomisiert Everolimus gegen anderer
wirksame Substanzen bei chronischer GvHD untersuchen, sind angezeigt,
insbesondere um die Effektivitat im organspezifischen Ansprechen zu prifen.
Durch die vorliegende Analyse zeigen sich allerdings auch die Schwierigkeiten
bei fortgeschrittener cGvHD, die Ansprechbarkeit der Optionen allgemein, eine
Organspezifitdt oder gar den Einfluss der Komedikation statistisch
herauszuarbeiten. Die NIH-Klassifikation 2005 mit Weiterentwicklung von 2014
erhoht die Trennscharfe der Beurteilung chronischer GvHD-Verlaufe und ein

maogliches Ansprechen im Verlauf.



2 Einleitung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantion (HSZT) ist heute eine
wichtige Methode in der kurativen Behandlung von hamatologischen
Systemerkrankungen und bei angeborenen Erkrankungen des Immunsystems.
Kompatible Stammzellen von einem gesunden Spender koénnen nach
Vorbehandlung und immunsuppressiver Behandlung des Empfangers die
erkrankte Hamatopoese vollstandig und anhaltend ersetzen. Eine
grundlegende Voraussetzung fur die Etablierung dieser Behandlungsmethode
war neben der Entwicklung myeloablativer Konditionierungsprotokolle und
immunsuppressiver Regime die Entdeckung der Histokompartibilitatsmerkmale
zur Identifizierung vertraglicher Stammzellspender zunachst aus der
unmittelbaren Familie der Patienten. In den vergangenen 30 Jahren konnten
Transplantationsprotokolle  einschliel3lich der Gabe medikamentoser
Immunsuppressiva nach Stammzellgabe entwickelt werden, die zu weniger
schwerer therapieassoziierter Toxizitat fihren und damit zu einer Reduktion der
therapieassoziierten Mortalitat beigetragen haben.

Eine der besonderen und schwerwiegenden Komplikationen der allogenen
HSZT stellt die Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD) — Transplantat gegen
Wirt Erkrankung — dar. Sie muss als eine immunologische Folgereaktion
zwischen den antigenprasentierenden Zellen des Empfangers und den reifen

T-Lymphozyten des Spenders angesehen werden.

21 Graft-versus-Host-Erkrankung

2.1.1 Geschichtliche Hintergriinde der Graft-versus-Host-Erkrankung

Die ersten humanen Knochenmarktransplantationen wurden durch E.D.
Thomas und seinen Kollegen in Seattle (Fred-Hutchinson Cancer Research
Center, Seattle, WA, USA) durchgeflihrt und 1957 beschrieben [Thomas et al.
1957]. Kaum ein Patient Uberlebte allerdings langerfristig aufgrund von
primaren Transplantatversagen (Graft failure), schweren Infektionen,
Blutungskomplikationen und Auftreten von Rezidiven der Grunderkrankung.
Grinde der Misserfolge lagen zum einen darin, dass zu diesem Zeitpunkt
gerade erste Erkenntnisse zum Humanen-Leukozyten-Antigen-System (HLA)
durch J. Dausset 1958 und R. Ceppellini 1969 vorlagen und es dauerte noch
bis in die 1970iger Jahre an bis die genomische Orte fur das HLA-System auf
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dem kurzen Arm des Chromosoms 6 entdeckt wurden [Dausset 1958,
Ceppellini et al. 1969, Yunis et al. 1976]. Mitte der 1980er Jahre gelang es mit
Hilfe von molekularbiologischen Methoden die komplexe Aufschllsselung des
Systems. Des Weiteren waren noch keine Kenntnisse uber die Verhinderung
einer primaren AbstoBung durch eine ausreichende immunsuppressive
Vorbehandlung vor Knochenmarktransplantation vorliegend. Die von E.D.
Thomas entwickelte hochdosierte Ganzkdrper-Bestrahlung zusammen mit der
von G.W. Santos angewandten Hochdosis-Cyclophosphamid-Therapie wurden
in den folgenden Jahren als kombinierte Vorbehandlungen zum Standard
[Buckner et al. 1970, Santos et al. 1974]. Ebenso brachten erst spatere
Fortschritte in der antiviralen, antibiotischen und antimykotischen Therapie
sowie die bessere peritransplantare Versorgung mit Blutprodukten aus der
Transfusionsmedizin eine langsame aber stetige Verbesserung der

Transplantationsresultate.

In der 1960iger Jahre wurde nach erfolgreichem Anwachsen (englisch:
engraftment) des Spenderknochenmarkes haufig ein generalisierendes
Erythem, ein lkterus und/oder eine schwere Diarrhoe beobachtet. Diese
Symptomatik der immunologischen Unvertraglichkeitsreaktion (Graft-versus-
Host-Disease) ist als Waisting-Syndrom oder auch als Sekundarsyndrom
(,secondary disease”) bezeichnet wurden. Mit diesem Syndrom wurde eine
Reaktion von Immunzellen im Empfangergewebe beschrieben, welche im
spateren Verlauf als Graft-versus-Host-Erkrankung bezeichnet wurde
[Billingham und Brent 1957, Van Bekkum et al. 1959, Thomas et al. 1979]. Mit
wachsenden Erkenntnissen zum HLA-System und mit der Entwicklung und
dem Einsatz von neuen immunsuppressiven Medikamenten konnte aber im
weiteren Verlauf zum einen das primare Transplantatversagen (graft failure)
und zum anderen das Sekundarsyndrom (GvHD) 6fter verhindert sowie besser
behandelt und kontrolliert werden. Jean Dausset erhielt den Nobelpreis in
Medizin 1980 fur seine Grundlagenforschung betreffend des HLA-Systems und

E. Donnall Thomas 1990 fur seine grundlegenden klinischen Arbeiten.



2.1.2 Pathophysiologie der GVHD

T-Zellen im Transplantat sind als Mediator Zellen der akuten GvHD beschrieben
und erkannt. Die Graft-versus-Host-Erkrankung richtet sich gegen Major- und
Minor-Histokompatibilitatsantigene des Empfangers. Bei der akuten GvHD
kommt dem Antigen prasentierenden Zellen des Empfangers (host APC’s) eine
entscheidende Triggerfunktion zu. Der exakte Pathomechanismus ist trotz
zahlloser Bemuhungen nicht eindeutig beschrieben [Ferrara et al. 1999, Ferrara
et al. 2009]. Ein dreistufiger Prozess, beginnend mit den Effekten der
notwendigen Konditionierungstherapie vor der Stammzellgabe auf die
Empfanger Antigen prasentierenden Zellen (host APC’s) wird zurzeit am
ehesten postuliert. TNFa, Interleukin 1 (IL1), Lipopolysaccaride eréffnen Uber
die angegriffenen  Epithelien des Patienten (hauptsachlich im
Gastrointestinaltrakt) im nachsten Schritt die inflammatorische Zytokinkaskade.
In diesem Milieu interagieren die transplantierten T-Lymphozyten neben wohl
auch anderen Zellkomponenten mit den Empfanger APC’s. In dieser T-Zell-
Aktivierungsstufe sind Interleukin 2 und Gamma-Interferon die beteiligten
Zytokine. In der dritten Phase schlieBlich fuhren unter Beteiligung zahlreicher
Botenstoffe im Sinne eines ,Zytokinsturmes® (TNFa, IL1, Nitrid oxide etc.)
zytotoxische Effektorzellen, natirliche Killerzellen (NK-Zellen) und large
granular Lymphozyten (LGL’s) zur klinischen Organschadigung [Reddy und
Ferrara 2003].

2.1.3 Inzidenz der akuten GvHD

Abhangig von verschiedenen Risikofaktoren muss mit dieser haufigsten
Komplikation nach allogener SZT bei 40% der Patienten mit einem Schwere-
grad Il - IV bei HLA-identischer HSZT gerechnet werden [Ferrara et al. 2009].
Die Inzidenz liegt zwischen 10 - 80% je nach HLA-kompatibler Spender-
situation, den Einsatz von unverwandten Spendern, der Konditionierung, dem
Alter und der GvHD-Prophylaxe des Patienten [Deeg 2007].

2.1.4 Klassifikationen der akuten GvHD

Die traditionelle GvHD-Einteilung nach Glucksberg - neben der erstmaligen
Einzelbeurteilung der Organsysteme Haut, Leber und Verdauungsapparat -
orientierte sich 1974 am zeitlichen Auftreten der immunologischen
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Unvertraglichkeitsreaktion in einer Gesamtstadienbeurteilung [Glucksberg et al.
1974]. Es galt die Einteilung in eine akute GvHD vor dem Tag plus 100 und in
ein chronische GvHD nach dem Tag plus 100 nach Stammzellgabe. Nach dem
Konsens des National Institut of Health (NIH) von 2005 etablierte sich eine neue
Einteilung einschlief3lich eines sogenannten Overlap-Syndroms, die sich primar
an bestimmten klinischen Zeichen und Symptomen von akuter und chronischer
GvHD orientiert, Abbildung 1 [Filipovich et al. 2005].

- Symptommanifestation vor d+100
—+» klassische aGvHD —» - nur aGvHD-Symptome
- keine cGvHD-Symptome

aGvHD —

S, [P - Symptommanifestation nach d+100

oder
wiederkehrende — - nur aGvHD-Symptome
aGvHD - keine cGvHD-Symptome

- Symptommanifestation ohne Zeitlimit
klassische cGvHD - nur cGvHD-Symptome
- keine aGvHD-Symptome

- Symptommanifestation ohne Zeitlimit
Overlap-Syndrom - cGvHD-Symptome und
- aGvHD-Symptome

Abbildung 1: GvHD-Klassifikation des NIH [Filipovich et al. 2005]

Legende: akute Graft-versus-Host-Erkrankung (aGvHD),
chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)

2.1.5 Pravention und Therapie der akuten GvHD

Da weiterhin die akute GvHD eine hohe frGhe Mortalitat fur die
stammzelltransplantierten Patienten aufweist, kommt der Pravention mit einer
immunsupressiven Medikation eine entscheidende Bedeutung zu. Als GvHD-
Prophylaxe kommen Calcineurininhibitoren (Cyclosporin A, Tacolimus),

Methotrexat, Mycophenoloat und in-vivo-T-Zell-Depletionsverfahren wie
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Antithymozytenglobulin oder seltener Alemtuzumab (Anti-CD52) zum Einsatz.
Bei haploidenten HSZTs hat Cyclophophamid einen besonderen Stellenwert
als Malnahme zur GvHD-Pravention. Bei der Therapie einer trotz durch-
gefuhrten Prophylaxe manifesten akuten GvHD ist Methylprednisolon oder
Prednisolon zumeist in einer Dosis von 2 mg/kg Korpergewicht weltweiter
Standard. Parallel wird die in der Regel CNI-basierte Prophylaxeimmun-
suppression weitergefuhrt. Liegt eine steroidresistente akute GvHD vor, so ist
eine Zweitlinientherapie nach spatestens 14 Tagen indiziert. Hier sind bei
Affektion des Gastrointestinaltraktes nicht resorbierbare Steroide, monoklonale
Antikdrper  (Anti-IL2-Rezeptor-Antikorper, Anti-TNF-Antikorper etc.) von
Nutzen. Weiterhin kommen die extrakorporale Photopherese (ECP) zur
Anwendung, die Uber eine Suppression der T-Zellaktivitat und einer
vermeintlichen Induktion von regulatorischen T-Zellen eine Effektivitat
anzuzeigen scheint [Greinix et al. 2006]. Pentostatin (Inhibitor der
Adenosindeaminase) und auch mesenchymale Stammzellen werden ebenfalls
von einigen Zentren eingesetzt [Schmitt et al. 2011, Parody und Sureda 2016].
Bei allen sekundartherapeutischen Optionen fehlen grof3ere prospektive
randomisierte Studien, die eine bessere Zuordnung auch auf die
organspezifischen GvHD-Formen begriinden und die grundsatzliche Effektivitat

eingesetzter Medikamente oder Methoden absichern kdnnten.

2.1.6 Klinische Manifestation und Klassifikation der chronischen GvHD

Die haufigste Ursache der spaten Morbiditat mit circa 50% und der nicht durch
ein Rezidiv der Grundkrankheit verursachenden Mortalitat mit etwa 25% der
transplantierten Patienten ist die chronische GvHD [Akpek et al. 2001, Lee et
al. 2003]. Klinisch ist die cGvHD ein Mischbild einer Autoimmunerkrankung mit
Charakteristika ahnlich einer Sklerodermie, dem Sjérgensyndrom, einer
billiaren Leberzirrhose, der Bronchiolitis obliterans, einer Immunzytopenie und
einer chronischen Immundefizienz. Allerdings kann die cGvHD nur in einem
Organ oder Gewebe isoliert verbleiben, aber auch umfassend samtliche
immunologischen Zielorgane umfassen. Extreme Krankheitsbilder mit Gelenk-
versteifungen bei generalisierter Sklerodermie und irreversiblen Lungen-
geriisterkrankungen fiihren so bei schwerer chronischer GvHD zu Uberlebens-

raten von nur 10 - 30%. Zeichen und Symptome wurden Ubersichtlich durch die
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NIH Working Group dargestellt [Filipovic et al. 2005]. Symptome der cGvHD
kdnnen sich bis zu drei Jahren nach Transplantation zeigen. Zumeist ist die
akute GvHD den Formen der chronischen GvHD vorausgegangen, die
sogenannte de novo chronische GvHD wird nur bei rund 5% bis 10% der
Patienten mit chronischer GvHD beobachtet [Pérez-Simoén et al. 2008].

2.1.7 Pravention und Therapie der chronischen GvHD

Als Praventionsintervention konnte zunachst im Rahmen einer prospektiven
Studie fur die cGvHD eine zweijahrige Gabe von CsA anzeigen, dass die Rate
der schweren extensiven GvHD vermindert wird. Eine signifikante Reduktion
oder gar einen Uberlebensvorteil hat aber die langere Gabe der prophylakti-
schen Immunsuppression gegenuber dem halbjahrigem Prophylaxe-Standard
mit Cyclosporin A nicht zeigen konnen [Kansu et al. 2001]. Als Standard in der
Pravention einer akuten und chronischen GvHD gilt der Einsatz von Antithymo-
zytenglobulin  zur in-vivo-T-Zell-Depletion  unmittelbar vor allogener
unverwandter HSZT neben dem Einsatz des Calcineurininhibitors Cyclosporin
A und Methotrexat. Hier konnte gezeigt werden, dass die kumulative 2-Jahres-
inzidenz der extensiven cGvHD mit 12,2% unter Einsatz von ATG im Vergleich
zur CNI-basierten GvHD-Prophylaxe mit 42,6% signifikant (p<0,0001) reduziert
wird [Finke et al. 2009]. Risikofaktoren fur die cGvHD sind neben dem Auftreten
der akuten GvHD, ein hoheres Patientenalter, eine weibliche Spenderin fur
mannlichen Patienten, ein unverwandter Stammzellspender, die Gabe von
Spenderlymphozyten (Donor lymphocyte infusion, DLI) und in den letzten
Jahren deutlicher geworden die Anwendung von peripheren Blutstammzellen
gegenuber Knochenmark als Quelle der verwendeten hamatopoetischen
Stammzellen [Anasseti et al. 2012]. Standardtherapie der cGvHD ist die
Kombination von CsA und Prednisolon, wobei aber die meisten Patienten durch
die aGvHD bereits mit mindestens einer dieser Substanzen behandelt wurden
[WOolff et al. 2011]. Die Therapiedauer ist zumeist monatelang und fuhrt zu
signifikanten Nebenwirkungen insbesondere unter dem Medikament

Prednisolon.



2.2 Everolimus (RAD001; Certican®)

2.2.1 Wirkmechanismus von Everolimus

Everolimus ist ein Proliferationshemmer mit Markolidstruktur und aufgrund
einer 2-Hydroxyethyl-Gruppe als Derivat vom immunsuppressiv wirkenden
Rapamycin abstammend (auch als RADOO1 bezeichnet), welches vom

Strepotomyces hygroscopius gebildet wird, Abbildung 2.

l|'."

Abbildung 2: Everolimus-Molekiil [Kuhn et al. 2001]

Everolimus bildet einen Komplex mit dem intrazellularem FK-Bindungsprotein
12 (Abk.: FKBP 12) und inhibiert die Serin-Threonin-Kinase mTOR
(mechanistic Target of Rapamycin, friher genannt: mammalian Target of
Rapamycin), wodurch die Phosphorylierung der p70S6-Kinase nicht folgt sowie
das elongation-factor-4E-bindende Protein (4E-BP1) inhibiert wird. Deshalb
wird Everolimus neben dem als Stoffgruppenpraparat eingeflhrten Sirolimus
(Rapamune®) als mTOR-Inhibitor bezeichnet. M-TOR-Inhibitoren entfalten ihre
Wirkung im Vergleich zu den Calcineurininhibitoren erst in einem spateren
Stadium des Interleukin-2 vermittelten Signaltransduktionsweges und lassen
somit den T-Lymphozyt in der G1-Pase verharren, Abbildung 3 [Hentges et al.
2001, Chapman et al. 2004]. Weiterhin hemmt Everolimus die Proliferation
glatter Muskelzellen und Endothelzellen, welches Faktoren darstellen, die eine

Rolle bei der chronischen TransplantatabstoRung spielen.



Tyrosin-

kinase-
Rezeptor

PI-3 Kinase

l

|_— FKBP 12

G1 S

Abbildung 3: Molekularer Wirkmechanismus von Everolimus
[nach Nashan 2011]

Legende: Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3-Kinase), FKBP-12-Rapamycin assoziiertes
Protein (FRAP), mechanistic Target of Rapamycin (nTOR), FK-
Bindungsprotein 12 (FKBP 12), Ribosomales Protein S6 Kinase beta 1
(S6K1 = P70 S6), Eukaryotischen Initiationfaktor 4E Bindungsprotein-1
(4E-BP1), Interphase (G1), Interphase (S)

2.2.2 Pharmakokinetik

Im Vergleich zu Rapamycin hat Everolimus eine kurzere Halbwertszeit von 23
zu 60 Stunden und das steady-state-Gleichgewicht wird durchschnittlich um 48
Stunden schneller innerhalb von vier Tagen erreicht [Kahan et al. 1999, Koch
2009]. Die Metabolisierung erfolgt iber das CYP3A4-Enzymsystem [Kovarik et
al. 2001]. Bei Leberfunktionsstérungen muss eine Dosisanpassung

vorgenommen werden [Kovarik et al. 2001a]. Ein Vorteil insbesondere nach
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einer Nierentransplantation besteht darin, dass keine Dosisanpassung bei
renaler Dysfunktion erforderlich ist. Der Talspiegel korreliert mit der Exposition.
Ein therapeutisches Monitoring ist nicht nur beispielsweise bei
Leberfunktionsstorungen sinnvoll und notwendig, sondern auch bei
gleichzeitiger Einnahme andere Medikamente, die ebenso Uber das Isoenzym
CYP3A4 verstoffwechselt werden, beispielsweise Cyclosporin A [Kahan et al.
1999, Neumayer et al. 1999, Kirchner et al. 2000].

2.2.3 Indikationen

Everolimus (RADO0O01) ist ein Immunsupressivum welches in der Nieren- und
Herztransplantation Anfang 2004 zugelassen und im Marz 2004 in Deutschland
eingefiihrt wurde. Es ist unter dem Medikamentennamen Certican® (Novartis
Pharma) bekannt. Das Indikationsgebiet liegt in der Prophylaxe der
TransplantatabstolRung nach allogener Nieren- oder Herztransplantation bei
erwachsenen Patienten mit einem geringen bis mittelgradigen
immunologischen Risiko. In dieser Anwendung ist Everolimus nur mit
Cyclosporin A und Kortikoiden zugelassen. Zudem erhielt Everolimus
(Certican®) am 31.10.2012 die Zulassung zur Prophylaxe der
TransplantatabstoRung nach Lebertransplantation basierend auf
Datenergebnissen der Studie H2304, wo die Substanz in Kombination mit

Tacrolimus und Kortikosteroiden eingesetzt wurde [Fischer et al. 2013].

2.2.4 Nebenwirkungen

Das Nebenwirkungsspektrum der mTOR-Inhibitoren in der Anwendung zur
Prophylaxe einer TransplantatabstolRung sowie in der Prophylaxe und Therapie
einer GvHD bezieht sich Uberwiegend auf die kombinierte Anwendung mit
Calcineurininhibitoren, Kortikosteroiden oder Basiliximab. Insbesondere
werden ein dosisabhangiges Risiko flr Infektionen, Interaktionen mit
Substanzen, die das CYP3A4-Enzymsystem induzieren oder inhibieren und
das Auftreten von sekundaren kombinierten Hyperlipiddmien und Angiddemen
beschrieben [Eisen et al. 2003, Vitko et al. 2004, Jedlickova et al. 2011]. Zu
beachten ist, dass eine vorbestehende Proteinurie durch Everolimus verstarkt
werden kann [Morales et al. 2007, Keller et al. 2012]. Des Weiteren sind das

Auftreten von arteriellen und vendsen Thromboembolien [Jedlickova et al.

11



2011, Baas et al. 2013] und von thrombotischen Mikroangiopathien und einem
sinusidalen Obstruktions-syndrom der Leber, auch in kombinierter Anwendung
mit Calcineurininhibitoren als GvHD-Prophylaxe nach allogener HSZT
beobachtet worden [Cutler et al. 2005, Johnston et al. 2005, Platzbecker et al.
2009]. Der kombinierte Einsatz von Calcineurininhibitoren und mTOR-
Inhibitoren scheint ein Risikofaktor fur das Auftreten einer TMA zu sein [Yilmaz
etal. 2011, Reig Mezquida et al. 2015]. Eine neuere Arbeit konnte zeigen, dass
die Inzidenz der TMA bei kombinierten Einsatz von Cyclosporin A und
Everolimus mit hohen Wirkstofftalspiegeln assoziiert ist [Nava et al. 2014.]
Beachtenswert sind auch die toxischen Effekte auf die Hamatopoese
(Leukopenie, Thrombozytopenie, Anamie) und Wundheilungssstérungen
[Webster et al. 2006, Levy et al. 2006, Masetti et al. 2008, Nashan und Citterio
2012]. Seltene schwere unerwinschte Arzneimittelwirkungen sind au3erdem
die interstitielle Pneumonie respektive Pneumonitis, Pleura- und
Perikardergusse [Bouzas-Mosquera et al. 2008, Rodriguez-Moreno et al.
2009].
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3

Ziele der Arbeit

Die steroidresistente und fortgeschrittene chronische GvHD stellt eine grolde

Herausforderung in der weiterfUhrenden Behandlung dar und fordert die

Entwicklung neuer Therapieansatze und deren Evaluierung. Ziel der

vorliegenden Arbeit ist es, in einer sorgfaltigen retrospektiven klinischen und

paraklinischen Analyse die Wirksamkeit und die Sicherheit einer zumeist

additiven Everolimusmedikation bei Patienten mit moderater oder schwerer

chronischer GvHD zu prufen.

Primar sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1.

Wie ist - neben dem Uberleben der behandelten Patienten - das
allgemeine Therapieansprechen, ,Overall Response” genannt, mit der
Behandlung von Everolimus bei fortgeschrittener chronischer GvHD
bezogen auf den Gesamtschweregrad?

Welche organbezogenen Schweregradverbesserungen konnten unter
Berucksichtigung der cGvHD-Konsensuskriterien des NIH erreicht
werden?

In welchem Umfang konnte ein klinisches Ansprechen der chronischen
GvHD unter der Behandlung mit Everolimus und eine Reduktion oder
Beendigung der eingesetzten immunsuppressiven Ko-Medikamente
Prednisolon und/oder Mycophenolat und/oder der extrakorporalen
Photopherese erreicht werden?

Welchen Einfluss hat die Everolimustherapie auf die lymphozytaren
Subpopulationen unter Berlicksichtigung des allgemeinen Ansprechens
und der eingesetzten Ko-Immunsuppresiva Prednisolon und/oder
Mycophenolat und/oder der extrakoporalen Photopherese?

In welchem Ausmal traten Infektionen mit Everolimus bei Patienten mit

einer fortgeschrittenen chronischen GvHD auf?

. Welche Aussagen zur Vertraglichkeit der Everolimustherapie bezuglich

des Nebenwirkungsprofils beziehungsweise des Auftretens von

therapieassoziierten Komplikationen kénnen gemacht werden?
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4 Patienten und Methoden

4.1 Studiendesign

Es handelt sich hier um eine retrospektive, monozentrische Studie, deren
primares Ziel darin bestand, die Wirksamkeit von Everolimus in der
kombinierten immunsuppressiven Therapie der chronischen GvHD zu
untersuchen. Dazu wurde der organbezogene Schweregrad und
Gesamtschweregrad der GvHD ermittelt und deren Verlauf unter der neuen
Therapie analysiert. AuRerdem sollte das Therapieansprechen nach
Subgruppen einzeln beobachtet werden. Als weitere Studienziele wurden
festgelegt: Vertraglichkeit und Wirksamkeit von Everolimus, therapieassoziierte
Komplikationen innerhalb des Beobachtungszeitraumes wie die CMV-
Reaktivierung, die thrombotische Mikroangiopathie (TMA), die Rezidivrate und
das Gesamtuberleben im Beobachtungszeitraum. Auflerdem sollten das
Therapieansprechen nach einzelnen Subgruppen und das Verhalten von
Lymphozytensubpopulationen und von Immunglobulinen unter Everolimus
bewertet werden. Die Ethik-Kommission der Friedrich-Schiller-Universitat Jena
hatte der retrospektiven Datenanalyse am 02.05.2012 (Nr. 3443-05/12)

zugestimmt.

4.2 Patienten

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 38 Patienten eingeschlossen, die
innerhalb des Zeitraumes Juni 2006 bis Juni 2010 eine Therapie mit Everolimus
bei einer chronischen Graft-versus-Host-Erkrankung erhielten. Dreizehn
(34,2%) Patienten waren weiblich und 25 (65,8%) Patienten mannlich. Das
durchschnittliche Patientenalter bei Transplantation lag bei 45,3 Jahren und die
Alterspanne reichte von 25,0 Jahren bis 61,0 Jahren. Das Alter zu Beginn der
Therapie mit Everolimus lag im Median bei 47,9 Jahren und die Altersspanne
reichte von 28,9 bis 65,6 Jahren.

4.2.1 Patientencharakteristika

Die Diagnosen, die eine allogene HSZT indizierten, bestanden in 25 Fallen
(65,8%) aus akuten Leukamien (AML, sAML aus MDS oder CMML, tAML nach
indolentem Lymphom Stadium IV, ALL, NK-Zell-Leukdamie) und in 8 Fallen
(21,1%) aus Non-Hodgkin-Lymphomen (B-CLL, DLBCL, FL, T-NHL), in 5 Fallen
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(13,1%) aus chronisch myeloproliferativen Neoplasien (CML, CMML). Als
Remission wurden alle akuten Leukamien in erster kompletter Remission und
alle chronischen myeloischen Leukamie in chronischer Phase definiert. Alle
anderen Krankheitsstadien wurden als fortgeschrittene Stadien gewertet. Die

Patientencharakteristika sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Patientencharakteristika

Patientenanzahl Prozent

[n] [%]
Medianes Alter zum Zeitpunkt der HSZT 45,3 Jahre
(Bereich) (25,0 - 61,0)
Medianes Alter mit Beginn der Everolimus- 47,9 Jahre
Therapie (Bereich) (28,9 — 65,6)
Geschlecht des Patienten
mannlich 25 65,8
weiblich 13 34,2
Indikation zur HSZT
AML 16 42,1
sAML aus MDS 2 5,3
sAML aus CMML 1 2,6
tAML nach indolentem Lymphom Stadium IV 1 2,6
ALL 4 10,5
NK-Zell-Leukamie 1 2,6
CML 4 10,5
CMML 1 2,6
NHL 4 10,5
CLL 4 10,5
Remissionsstatus vor HSZT
Erste komplette Remission/ chronische 16 42 1
Phase
Fortgeschrittenes Krankheitsstadium 22 57,9

Legende: Akute lymphphatische Leukdmie (ALL), Akute myeloische Leukédmie (AML)
Chronische lymphatische Leukdmie (CLL), Chronische myeloische
Leukdmie (CML), Chronische myelomonozytéare Leukdmie (CMML),
Hématopoetische Stammzelltransplantation (HSZT), Myelodysplastisches
Syndrom (MDS), Non-Hodgkin-Lymphom (NHL), Nattirliche-Killer-Zell-
Leukémie (NK-Zell-Leukémie), sekundére akute myeloische Leukémie
(SAML), therapieassoziierte akute myeloische Leukdmie (tAML)

4.2.2 Merkmale zur allogenen Blutstammazelltransplantation
Bezogen auf die Spender-Empfanger-Konstellation wurden folgende Risiko-

faktoren fUr die Entstehung einer akuten als auch chronischen Graft-versus-
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Host-Erkrankung dokumentiert: die HLA-Kompatibilitat, die hamatopoetische
Stammzellquelle sowie das Geschlechterverhaltnis. Ein voll gewebe-
vertraglicher verwandter als auch nicht verwandter Spender (HLA-kompatibel)
lag vor, wenn eine Identitat mit dem Patienten in den transplantations-
relevanten HLA-Antigenen der Klasse | (A, B, C) sowie der HLA-Antigene der
Klasse Il (DR und DQ) in einer molekularbiologischen HLA-Bestimmungs-
technik nachgewiesen wurde. Zudem wurden die ABO-Kompatibilitat
beschrieben und der Cytomegalievirus-lgG-Status, der insbesondere unter
einer GvHD und einer notwendigen immunsuppressiven Therapie ein zusatz-
licher Risikofaktor flir eine CMV-Reaktivierung und/oder CMV-Erkrankung dar-

stellt. Die Tabelle 2 stellt die Einzelheiten zu den genannten Merkmalen dar.

Tabelle 2: Merkmale zur allogenen Blutstammzelltransplantation
Patientenanzahl Prozent

[n] [%]

HLA-Kompatibilitat

HLA-matched verwandt 10/10 6 15,7

HLA-matched unverwandt 10/10 19 50,0

HLA-1-Antigen mismatched unverwandt 11 28,9

HLA-2-Antigen mismatched unverwandt 2 53
Hamatopoetische Stammzellquelle

Knochenmark 1 2,6

Peripheres Blut 37 97,4
Spender-Empfanger-Verhaltnis

mannlich - mannlich 19 50,0

mannlich - weiblich 8 211

weiblich - weiblich 5 13,1

weiblich — mannlich 6 15,8
ABO-Kompatibilitat

ABO-ident 16 421

ABO-minor 11 28,9

ABO-major 9 23,7

ABO-bidirektional 2 5,3
CMV-IgG-Status Empfanger/Spender

positiv/ positiv 14 36,8

positiv/ negativ 6 15,8

negativ/ positiv 8 21,1

negativ/ negativ 10 26,3

Legende: Cytomegalievirus (CMV), Humanes Leukozytenantigen (HLA),
Immunglobulin G (IgG)
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4.2.3 Konditionierung

Die Konditionierung vor der allogenen Stammzelltransplantation hat einen
antileukamischen, einen myeloablativen sowie einen immunsuppressiven
Effekt. Je nach Art der Erkrankung und der Risikosituation ist das
entsprechende Konditionierungsregime gewahlt wurden. In Tabelle 3 sind die
myeloablativen Standardkonditionierungsregime, die 27 Patienten (71,1%)
erhielten, und in Tabelle 4 die dosisreduzierten Konditionierungen mit 11
Patienten (28,9%) dargestellt. Die Ganzkoérperbestrahlung (TBI) wurde in der
Klinik far Strahlentherapie des Universitatsklinikums Jena durchgefuhrt. Die
Ganzkorperbestrahlung erfolgte immer fraktioniert mit einer Einzeldosis von 2
Gy. Bei einer Gesamtdosis von 12 Gy erfolgte ein ,lung shielding” durch eine

individuelle Bleiabschirmung auf eine lokale Organdosis von 8 Gy.

Tabelle 3: Standardkonditionierungsregime

Standard-Regime mit eingesetzter Patientenanzahl Prozent
Dosierung [n] [%]
gesamt: 27/38 71,1

TBI 8 - 12 Gray 21 55,3

+ Cyclophosphamid 120 mg/kg

TBI 8 - 12 Gray 3 7,9

+ Cyclophosphamid 120 mg/kg

+ ATG 40 mg/kg

TBI 4 Gray 1 2,6
+ Fludarabin 120 mg/m?

+ Cyclophosphamid 60 mg/kg

+ ATG 30 mg/kg

Fludarabin 100 mg/m? 1 2,6
+ Busulfan 12 mg/kg

+ Cyclophosphamid 120 mg/kg

+ ATG 30 mg/kg

Treosulfan 36 g/m? 1 2,6
+ Fludarabin 150 mg/m?

(ohne ATG 60 mg/kg bei verwandter

HSZT)

Legende: Antithymozytenglobulin (ATG), Hématopoetische Stammzelltransplantation
(HSZT), Total Body Irradiation (TBI)
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Tabelle 4: Dosisreduzierte Konditionierungen

Dosisreduzierte Regime mit Patientenanzahl Prozent
eingesetzter Dosierung [n] [%]
gesamt: 11/38 28,9
TBI 2 Gray 2 53

+ Fludarabin 90 mg/m?

Fludarabin 180 mg/m? 9 23,6

+ Busulfan 8 mg/kg
+ ATG 40 mg/kg
Legende: Antithymozytenglobulin (ATG), Total Body Irradiation (TBI)

In den aufgefiihrten Konditionierungsregimen ist die Gabe von Anti-
thymozytenglobulin (ATG), welches zur in-vivo-T-Zelldepletion als akute GvHD-
Prophylaxe eingesetzt wird, bereits aufgefuhrt. Weitere Angaben zur akuten
GvHD-Prophylaxe finden sich unter Punkt 4.2.5.

4.2.4 Transplantation

Eine allogene periphere Blutstammzelltransplantation (PBSZT) erhielten 37
Patienten und ein Patient eine allogene Knochenmarktransplantation (KMT).
Bei einer der allogenen PBSZT, die nicht in der Klinik fur Innere Medizin I
erfolgte, konnte anhand der vorliegenden Aktenlage keine Angabe zur
transplantierten CD34+Zellzahl erhoben werden. In Tabelle 5 sind die mediane
Zellzahl der transplantierten peripheren CD34+Blutstammzellen sowie die

CD34+Zahl zum Knochenmark dargestellt.

Tabelle 5: Transplantierte hamatopoetische Stammzellzahl
PBSZ KM

Patientenanzahl [n] n=36 n
Median Zellzahl CD34+ x 10%/kg 6,6 (3,0 - 17,0)
Korpergewicht (Bereich)

Zellzahl CD34+ x 10%/kg 1,1
Korpergewicht

Legende: Cluster of Differentiation (CD), Knochenmark (KM), periphere Blutstamm-
zellen (PBSZ2)

1l
—

4.2.5 GvHD-Prophylaxe
Innerhalb des unter Punkt 4.2.3 angegebenen Konditionierungsregime wurden

bereits Angaben zur Verwendung von ATG gemacht. Insgesamt erhielten 14
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Patienten (36,8%) ATG. Als primare GvHD-Prophylaxe wurden die
Calcineurininhibitoren Cyclosporin A (CsA, n=37, 97,4%) und Tacrolimus
(FK506, n=1, 2,6%) eingesetzt. Teilweise wurde CsA mit Methotrexat (MTX,
n=21, 55,3%) und/oder Mycophenolat (MMF, n=20, 52,6%) kombiniert. Tabelle

6 zeigt die Kombinationen der primaren GvHD-Prophylaxe.

Tabelle 6: Primare GvHD-Prophylaxe

Medikamentenkombination Patientenanzahl Prozent
[n] [%]
CsA + MMF 3 7,9
CsA + MTX 11 28,9
CsA + MTX + MMF 10 26,3
ATG + CsA 7 18,4
ATG + CsA + MMF 6 15,8
ATG + FK506 + MMF 1 2,6

Legende: Antithymozytenglobulin (ATG), Cyclosporin A (CsA), Tacrolimus (FK506),
Mycophenolat (MMF), Methotrexat (MTX)

Nach allogener HSZT wurde bei 6 Patienten (15,8%) die Indikation zu einer
Umstellung der GvHD-Prophylaxe gestellt, Tabelle 7. Davon erhielten 2
Patienten FK506 mono und 4 Patienten die Kombination FK506 + MMF.

Tabelle 7: Indikationen zur Umstellung auf eine sekundare GvHD-Prophylaxe

UPN Immunsuppressionswechsel Indikation Zeitpunkt
nach
HSZT
445 CsA — FK506 Nephrotoxizitat Tag +35
487 CsA + MMF — FK506 + MMF  TMA Tag +52
488 CsA + MMF — FK506 + MMF  TMA Tag +30
507 CsA + MMF — FK506 + MMF  Cephalgien Tag+5
538 CsA — FK506 TMA Tag +107
556 CsA + MMF — FK506 + MMF  Hyperbilirubinamie Tag +18

Legende: Cyclosporin A (CsA), Tacrolimus (FK506), Mycophenolat (MMF),
thrombozytopenische Mikroangiopathie (TMA),
Unique Patient Number = eindeutige Patienten-Nummer (UPN),
hdmatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT)

4.2.6 Hamatopoetische Rekonstitution
Die Rekonstitution der Neutrophilen > 500/ul, sogenannt Neutrophilen-Take,
lag bei den 37 Patienten mit PBSZT im Median am Tag +13 (Bereich: 9 — 25)
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und bei einem Patienten mit KMT (UPN 384) am Tag +17. Die Rekonstitution
der Thrombozyten > 20.000/ul, sogenannt thrombozytarer Take, lag bei 36
Patienten mit PBSZT im Median am Tag +15 (Bereich 10 - 45). Ein Patient mit
PBSZT (UPN 437) erreichte zu keinem Zeitpunkt der Beobachtung einen
thrombozytaren Take. Bei dem Patienten mit KMT (UPN 384) waren ab Tag
+26 die Thrombozyten stabil bei > 20.000/pl.

4.2.7 Wachstumsfaktorengabe und Engraftmentsyndrom

Bei den durchgefuhrten allogenen hamatopoetischen Stammzelltrans-
plantationen zwischen 04/1998 und 12/2007, gesamter Zeitraum der HSZT
04/1998 bis 04/2008, erhielten 29 Patienten (76,3%) den Granulozyten-
Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) Filgrastim. Ein Engraftmentsyndrom
trat bei 14 Patienten (36,8%) ein, wovon 12 Patienten G-CSF erhielten.
Allerdings wurde kein signifikanter Einfluss von G-CSF auf das Auftreten eines
Engraftmentsyndroms gesehen (p=0,26). Ebenso wurde kein Unterschied in
der Haufigkeit der aGvHD aller Schweregrade bei Patienten mit oder ohne

Engraftmentsyndrom gesehen (13 von 14 versus 22 von 24, p=0,69).

4.2.8 Auftreten der akuten GvHD

Unter Bericksichtigung der Definitionen klassische akute GvHD und spate
akute GvHD trat die aGvHD im Median am Tag +29 (Bereich: 12 - 82) bei 35
Patienten der Studienpopulation auf. Zunachst werden die akuten GvHD-
Inzidenzen nach dem Glucksberg-Gesamtschweregrad dargestellt, da diese im
vorliegenden Patientendokumentationssystem der Klinik fur Innere Medizin I
des UKJ benutzt wurde [Glucksberg et al. 1974]. Die Verteilung stellt sich wie
folgt dar: bei 7,9% der Patienten lag keine akute GvHD (n=3) vor, bei 15,8% ein
Gesamtschweregrad | (n=6), bei 42,1% ein Gesamtschweregrad Il (n=16), bei
28,9% ein Gesamtschweregrad Il  (n=11) wund bei 5,3% ein
Gesamtschweregrad IV (n=2), Abbildung 4.

20



50—

40—

30—

Prozent [%]

20—

10—

keine aGvHD | 1l v
Schweregrad nach Glucksberg

Abbildung 4: aGvHD-Schweregrad nach Glucksberg-Kriterien
Legende: akute Graft-verus-Host Erkrankung (aGvHD)

Die Abbildung 5 zeigt die kumulative Inzidenz der klinisch relevanten aGvHD
nach den Glucksberg-Kriterien innerhalb der ersten 100 Tage, 72,9% aGvHD
I, 111 und IV und 33,9% aGvHD Ill und IV.

—T1aGvHD-Grad II-IV
1,0 —I1aGvHD-Grad IlI-IV
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Tage nach Transplantation

Abbildung 5: Kumulative Inzidenz der aGvHD nach Glucksberg
Legende: akute Graft-verus-Host-Erkrankung (aGvHD)



Retrospektiv wurde anhand der organspezifischen Schweregradeinteilung von
Haut, Leber und Darm die aGvHD-Inzidenz nach der Konsensuskonferenz
aGvHD 1994 reklassifiziert [Przepiorka et al. 1995]. Ein Schweregrad |V trat
nicht auf. Neun Patienten (23,7%) hatten einen Schweregrad |, 15 Patienten
(39,5%) einen Schweregrad Il und 11 Patienten (28,9%) einen Schweregrad llI,
Abbildung 6.

50

40

30

Prozent [%]

20

10—

keine akute GvHD Schweregrad | Schweregrad I Schweregrad il
Gesamtgrade nach Konsensuskonferenz aGvHD

Abbildung 6: aGvHD-Schweregrad nach Konsensus aGvHD 1994
Legende: akute Graft-versus-Host-Erkrankung (aGvHD)

Aulerdem erfolgte die Reklassifikation der aGvHD nach dem IBMTR-
Schweregrad-Index [Rowlings et al. 1997]. Dabei wiesen ein Schweregrad A 5
Patienten (13,2%), ein Schweregrad B 11 Patienten (28,9%), ein Schweregrad
C 18 Patienten (47,4%) und ein Patient (2,6%) ein Schweregrad D auf,
Abbildung 7.
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Abbildung 7: IBMTR-Schweregrad-Index fiir aGvHD

Legende: IBMTR - Schweregrad 0 = keine Haut-, Darm-, Leber-GvHD,
IBMTR - Schweregrad A = Haut Stadium 1, Darm / Leber Stadium O,
IBMTR - Schweregrad B = Haut Stadium 2, Darm / Leber Stadium 0
oder
Haut Stadium 0 - 2, Darm / Leber Stadium 1,
Haut Stadium 0 - 2, Darm / Leber Stadium 2,
IBMTR - Schweregrad C = Haut Stadium 3, Darm / Leber Stadium 0-1
oder
Haut Stadium 3, Darm / Leber Stadium 2
oder
Haut Stadium 0 - 3, Darm / Leber Stadium 3,
IBMTR - Schweregrad D = Haut jedes Stadium, Darm / Leber Stadium 4,
International Bone Marrow Transplant Registry (IBMTR),
akute Graft-verus-Host-Erkrankung (aGvHD)

4.2.9 Therapie der akuten GvHD

Die Erstlinientherapie der aGvHD war eine systemische Behandlung mit
Kortikosteroiden. Von den 35 Patienten (92,1% der Studiengruppe) die eine
aGvHD erlitten, erhielten alle 29 Patienten mit einem Gesamtschweregrad > |l
nach Glucksberg Prednisolon. Bei 5 von 6 Patienten mit einem
Gesamtschweregrad | wurde auch eine systemische Therapie mit Prednisolon
durchgefihrt, wobei bei 4 Patienten eine kutane Haut-GvHD Il. Grades und bei
einem Patienten eine Haut-GvHD |. Grades bestand. Eine steroidbasierte
Kombinationstherapie zur Behandlung der aGvHD war bei 6 Patienten
notwendig. Dabei kamen zur Behandlung der kutanen aGvHD topisch

wirksame Glukokortikoide (n=2) und Mycophenolat (n=1) zur Anwendung. Bei
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der akuten Darm-GvHD wurden Infliximab als TNFoa-Antikbrper (n=2),

Mycophenolat (n=1) und Budenosid (n=1) eingesetzt, Abbildung 8.

5% N [Jkeine Therapie, n=4

59% 1% M Prednisolon, n=28
N Prednisolon + Infliximab, n=1
3% M Predniolon + Infliximab + Budenosid, n=1

Prednisolon + Mycophenolat, n=2
Prednisolon + topische Glukokortikoide, n=2

3%

74%

Abbildung 8: Medikamentése Therapie der aGvHD

Legende: Patientenanzahl (n)

4.3 Methoden

4.3.1 Datenerfassung

Die Datenerhebung erfolgte retrospektiv. Unter Anwendung standardisierter
Auswertungsblatter in Form einer elektronischen Datendatei erfolgte die
Erhebung der spezifischen Patientendaten bezlglich der Grunderkrankung und
ihrer Vortherapie, der transplantationsrelevanten Daten, der hamatopoetischen
Rekonstitution, der GvHD-Prophylaxe, der Diagnosestellung (ggf. Biopsie) der
akuten GvHD und deren Therapie sowie der Diagnosestellung der chronischen
GvHD (ggf. Biopsie) und deren Therapieverlauf, der Indikationsstellung zur
Therapie mit Everolimus, der CMV-Reaktivierungen und CMV-Infektionen vor
und unter der Behandlung von Everolimus sowie anderer Infektionen, der

medikamentdsen Interaktionen und spezifischen Therapienebenwirkungen
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unter Everolimus, des Dosierungsverhalten der immunsuppressiven
Komedikation Prednisolon und/ oder Mycophenolat, der zelluldaren und
humoralen Immunitat unter der Everolimusbehandlung, der organspezifischen
chronischen GvHD-Stadien (Haut, Mund, Augen, GIT, Leber, Darm, Lunge,
Genitaltrakt, Gelenke  und Faszien, weitere = cGvHD-spezifische
Organbeteiligungen) mit dem Verlauf von Laborparametern, einschlieB3lich
cGvHD-spezifischen  Biomarken, der Lungenfunktionsprifung, des
Schirmertests und des Korpergewichtes, der Risikoklassifikation nach NIH-
Konsens. Der Behandlungsverlauf wurde zu bestimmten Zeitpunkten
unmittelbar vor Therapiebeginn von Everolimus Tag -5 bis -1 und nachfolgende
1,2,3,4,5,6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45 Behandlungs-
monate dokumentiert, ausgenommen die Everolimusspiegelmessung
beginnend bereits nach einer Behandlungswoche. Die Griunde zum Abbruch

der Everolimusbehandlung wurden erfasst.

4.3.2 Labormedizin und immunologische Analysen

In der Nachsorge der Patienten nach allogener Blutstammzelltransplantation
erfolgten in der Stammzelltransplantationsambulanz der Klinik fir Innere
Medizin Il des Universitatsklinikums Jena die Blutenthahmen zur Bestimmung
GvHD-relevanter Laborparameter. Die Messungen und Befundmitteilungen
sind durch das Institut fur Klinischen Chemie und Laboratoriumsdiagnostik des
Universitatsklinikums Jena erbracht wurden. Die Parameter wurden zu den in
der Datenerhebung festgelegten Zeitpunkten dokumentiert und sind in die
Beurteilung des organbezogenen Schweregrades sowie des Gesamtschwere-
grades eingeflossen: die Eosinophilenzahl und ihr relativer Anteil, die
Leukozytenzahl, die Thrombozytenzahl, das Gesamtbilirubin, Aspartat-
Transaminase, Alanin-Transaminase, alkalische Phosphatase, Gamma-
Glutamyl-Transaminase, Triglyzeride, Cholesterin. Die Dokumentation von
GvHD-spezifischen Biomarkern vor und wahrend der Everolimustherapie
wurden protokolliert: antimitochondiale Antikdrper (AMA), antinukleare Antikor-
per (ANA), Rheumafaktor (RF), Anti-smooth-muscle-Antibody (ASMA), von
Willebrand-Faktor: Ristocetin-Cofaktor, Myoglobin, Coombs-Antikérer, Anti-
car-diolipin Antikdrper (ACA), Antineutrophile Antikdrper (ANCA). Ebenso

wurden die Befunde des Immunstatus mit der Lymphozytenzahl, der CD4-T-
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Zellzahl, CD8-T-Zellzahl, der CD4/CD8-Ratio, der CD19-B-Zellzahl, CD56-NK-
Zellzahl und die Immunglobuline IgA, IgG, IgM zu den oben angegebenen

Zeitpunkten dokumentiert.

4.3.3 Einschlusskriterien
Patienten, die zur Aufnahme in die retrospektive Datenerhebung
eingeschlossen wurden, mussten alle im Folgenden aufgefihrten

Einschlusskriterien erfullen:
e erwachsene Patienten > 18 Jahre,
e Vorliegen einer therapiebedurftigen chronischen GvHD entsprechend
der NIH-Kriterien klassische cGvHD oder ,Overlap-Syndrom* ,
e Vorliegen einer steroidresistenten cGvHD,

e keine gleichzeitige Therapie mit Calcineurininhibitoren.

4.3.4 Ausschlusskriterien
Patienten, auf die mindestens eines der nachfolgend genannten Kriterien
zutraf, wurden aus Datenanalyse ausgeschlossen:
e Everolimus zur GvHD-Prophylaxe ohne Nachweis einer cGvHD,
e spat-persistierende oder rezidivierende aGvHD ohne Hinweis auf eine
cGvHD,
e gleichzeitige Einnahme von Calcineurininhibitoren wie Cyclosporin A
und Tacrolimus,

e Behandlungszeitraum mit Everolimus < 14 Tage.

4.3.5 Historische Klassifikation der chronischen GvHD

Basierend auf einer kleinen retrospektiven Studie wurde ursprunglich die
chronische GvHD ab dem Tag +100 nach allogener Transplantation
entsprechend ihres Ausdehnungsgrades an den Zielorganen in eine limitierte

und eine extensive Form eingeteilt, Tabelle 8 [Shulmann et al. 1980].
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Tabelle 8: Historische Klassifikation der cGvHD

Stadien Zielorgane

limitierte Form  lokalisierte Hautbeteiligung oder Schleimhautbeteiligung
t leichte Leberbeteiligung

extensive Form generalisierende Hautbeteiligung - oder -
lokalisierte Hautbeteiligung - und/oder —
hepatische Dysfunktion
t Beteiligung weiterer Organe.

4.3.6 Reklassifikation nach den Konsensuskriterien der NIH

In der jingeren Zeit wurde zur besseren Beurteilung der cGvHD ein neues
Graduierungssystem im Rahmen eines Konsensusprozess der National
Institute of Health (NIH) - Arbeitsgruppe etabliert, Tabelle 9 [Filipovich et al.
20095]. Dieses ermdglicht eine systematische Erfassung der organspezifischen
Symptome und paraklinischen Befunde sowie der Risikofaktoren fir eine
cGvHD. Aus den Schweregraden der einzelnen Organmanifestationen wird der
Gesamtgrad als milde, moderate oder schwere cGvHD ermittelt. Das
Scoringsystem ist nicht nur fur die Diagnosestellung bedeutsam, sondern flr
die Beurteilung des Ansprechens einer cGvHD-Therapie. Retrospektiv wurde
anhand der schriftichen Dokumentation in den Patientenakten eine
Reklassifikation der cGvHD nach den Konsensuskriterien des NIH
durchgefuhrt, um das organspezifische Ansprechen als auch das

Gesamtansprechen der Everolimustherapie genauer beschreiben zu kénnen.

Tabelle 9: Schweregradeinteilung der cGvHD [nach Filipovich et al. 2005]

Schweregrad Mild Moderat Schwer
Zahl der betroffenen 1-2 > 2 >2
Organsysteme

Schwere der mild mild-moderat schwer

Organmanifestationen (auler Lunge) (Lunge nur mild) (Lunge moderat
oder schwer)
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4.3.7 Definition des Therapieansprechens

In dieser Arbeit wurde das Therapieansprechen nach Berucksichtigung der

NIH-Kriterien zur cGvHD folgendermalen definiert:

CR (komplette Remission, komplettes Ansprechen)

als komplette Riuckbildung aller reversiblen Organmanifestationen,
organbezogener Schweregrad 0 und Gesamtschweregrad der cGvHD 0,
keine Dosiserhohung von Prednisolon (maximal innerhalb der
Steroidaquvalenzdosis von 7,5 mg TD), keine Dosiserhdhung von MMF
und keine Intensivierung der ECP wahrend der gesamten Therapiezeit
mit Everolimus,

PR (partielle Remission, partielles Ansprechen)

als Verbesserung des organbezogenen Schweregrades um mindestens
einen Schweregrad, Verbesserung des Gesamtschwere-grades um
mindestens einen Schweregrad, keine Dosiserhohung von Prednisolon
(maximal innerhalb der Steroidaquivalenzdosis von 7,5 mg), keine
Dosiserhéhung von MMF und keine Intensivierung der ECP wahrend der
gesamten Therapiezeit mit Everolimus,

SD (Stable Disease = stabile Erkrankung der cGvHD, keine
Anderung)

als keine Verbesserung des organbezogenen Schweregrades, keine
Verbesserung des Gesamtschweregrades, keine Dosierhdhung von
Prednisolon, keine Dosiserhohung von MMF und keine Intensivierung
der ECP wahrend der gesamten Therapiezeit mit Everolimus,

PD (Progressive Disease = progrediente Erkrankung,
Verschlechterung der cGvHD, kein Ansprechen)

als Verschlechterung des organbezogenen Schweregrades mit und
ohne Verschlechterung des Gesamtschweregrades und/oder Dosiser-
héhung von Prednisolon, Dosiserhdhung von MMF, Intensivierung der
ECP wahrende der gesamten Therapiezeit mit Everolimus,

MR (Mixed Response, gemischtes Ansprechen)

als gleichzeitige Verbesserung (CR und PR) in einem oder mehreren
betroffenen Organen und Verschlechterung (PD) in einem oder

mehreren Organen.
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44 Statistik
Zur Datenaufbereitung wurden Office-Programme verwendet. Die statistischen
Analysen erfolgten mit SPSS (Statistic Package for the Social Science) fur

Windows in der Version 19.0.

Ordinale und nominale Variablen wurden mit Hilfe von Kreuztabellen analysiert
und nachfolgend mittels ihrer absoluten und prozentualen Zusammenhange
beschrieben. Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests
berechnet und ab einem p-Wert von < 0,056 angenommen. Bei Unterschreiten
der minimal erwarteten Haufigkeit in = 1 Zelle der erstellten Kreuztabelle, wurde
der ,exakte Test nach FISHER® zur Berechnung und Darstellung der
statistischen Signifikanz durchgefuhrt, da er bei besonders kleinen Stichproben
genauer ist [Fisher 1922].

Metrische Variablen wurden mit den deskriptiven und explorativen

Analysefunktionen von SPSS analysiert und dargestellt.

Die Analyse zum Uberleben erfolgte mit der Methode zur Darstellung nach
Kaplan-Meier [Kaplan und Meier 1958]. Zur Ermittlung von Unterschieden
zwischen den Gruppen mit einer statistischen Signifikanz p < 0,05 wurde der
Log-Rank-Test nach Cox-Mantel eingesetzt [Mantel 1966]. Zur Beurteilung des
Therapieansprechens von Everolimus bezuglich dessen Behandlungsbeginn
und Behandlungsende wurde der Wilcoxon-Rank-Test durchgefiihrt, wobei ein
p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt wurde [Wilcoxon 1945].

Zur Analyse des Rangkorrelationskoeffizienten der Zufallsstichprobe bei
vorliegenden ordinalskalierten Daten wurde die Methode nach Spearman
eingesetzt, dessen Wertebereich von rs zwischen den Grenzen -1 und +1
erstreckt. Ein positives Vorzeichen stellt einen gleichsinnigen, ein negatives
Vorzeichen einen gegensinnigen Zusammenhang dar und rs = 0 bedeutet, dass

kein monotoner Zusammenhang gegeben ist [Spearman 1904].
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5 Ergebnisse

5.1 Applikationsdauer und Therapiebeginn von Everolimus

Die mediane Behandlungszeit mit Everolimus von den in die Untersuchung
eingeschlossenen Patienten (n=38) lag bei 7,1 Monaten (Bereich: 0,6 — 46,6
Monate) respektive bei 216 Tagen (Bereich: 18 — 1418 Tage). Die mTOR-
basierende cGvHD-Therapie wurde im Median 27,7 Monate (Bereich: 3,4 —
134,6 Monate) respektive 837 Tage (Bereich: 100 — 4030 Tage) nach allogener

Stammzelltransplantation begonnen.

5.2 Vorbehandlung der cGvHD

Alle Patienten (100%) erhielten bereits Prednisolon zur Behandlung der
cGvHD. Cyclosporin A (n=37, 97,4%) und Tacrolimus (n=33, 86,8%) wurden
mit Prednisolon bei den Patienten in nachfolgenden Linientherapien als
Basisimmunsuppressivum eingesetzt. Mycophenolat nahmen als
Koimmunsuppressivum bereits 35 Patienten (92,1%) ein. Eine ECP erfolgte bei
7 Patienten (18,4%). Die UVA-1-Therapie als Lichttherapie wurde bei 9
Patienten (23,7%) und die Bade-PUVA-Therapie bei 2 Patienten (5,3%)

angewendet.
Die Haufigkeiten der bis 24 Stunden vor Beginn der mTOR-Therapie
eingesetzten Medikamente und der immunmodulatorisch wirksamen ECP sind

in Tabelle 10 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 10: cGvHD-Therapie vor Behandlungsbeginn mit Everolimus

Medikament oder Patientenanzahl Prozent
immunmodulatorische Therapie [n] [%]
Prednisolon 38 100,0
Cyclosporin A 4 10,5
Tacrolimus 19 50,0
Mycophenolat 21 55,3
Extrakorporale Photopherese 5 13,2

Everolimus wurde bei allen Patienten mit einer fortgeschrittenen
steroidresistenten cGvHD eingesetzt und somit nicht innerhalb einer
Erstlinientherapie. Als Zweitlinientherapie erhielten 15 Patienten (39,5%)
Everolimus, als Drittlinientherapie 12 Patienten (31,6%). In vierter
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Behandlungslinie erhielten 7 Patienten (18,4%) und in funfter Linie 4 Patienten
(10,5%) den mTOR-Inhibitor, Abbildung 9.
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Abbildung 9: Verteilung der everolimushaltigen Behandlungslinien

5.3 Indikation zur Umstellung auf Everolimus

Die Notwendigkeit zu einem individuellen Heilversuch mit Everolimus ergab
sich bei allen Patienten durch die Behandlungsbeduirftigkeit der cGvHD. Eine
progredient fortschreitende cGvHD respektive eine therapierefraktare cGvHD
war die Hauptindikation bei 31 Patienten (81,6%). Aullerdem ergaben sich
Behandlungsgrinde zur Umstellung im Vorliegen einer transplantat-
assoziierten thrombozytopenischen Mikroangiopathie (TMA, n=1, 2,6%), dem
Ziel der Prednisolonreduktion (n=1, 2,6%) und den bestehenden Neben-

wirkungen durch vorherige cGvHD-Therapien (n=5, 13,2%), Tabelle 11.
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Tabelle 11: Indikationsstellung fiir Everolimus

Indikation Patientenanzahl
n [%]
Therapiebediirftige cGvHD n=38 [100,0%]

Progrediente cGVHD bzw. therapierefraktare cGvHD n=31[ 81,6%]
davon zusatzlich Nebenwirkungen durch vorangehende IS:

- arterielle Hypertonie und Niereninsuffizienz unter FK 506 n=1,

- Arthralgien unter FK506 n=1,

- gastrointestinale Nebenwirkung unter MMF (Nausea) n=1.

TMA n=1[ 2,6%]
Ziel Prednisolonreduktion (alleiniger Grund) n=1[ 2,6%]
Nebenwirkungen unter der vorangehenden n=5 [13,2%)]
Immunsuppression (alleiniger Grund)

davon:

- Nierenfunktionsverschlechterung unter CNI und aseptische Knochennekrose unter
FK506 + Prednisolon n=1,

- Nierenfunktionsverschlechterung unter FK506 n=1,

- aseptische Knochennekrose unter FK506 + Prednisolon n=1,

- Muskelkrampfe unter FK506 n=1,

- CNI-Unvertraglichkeit mit Brennen der FuRe, Tremor und Auftreten von
Fragmentozyten 0,5%° n=1.

Legende: Immunsuppression (IS), Tacrolimus (FK 506), Calcineurininhibitoren (CNI)

5.4 Behandlungskombinationen mit Everolimus

Zum Therapiebeginn erhielten die Patienten Everolimus in einer gleichzeitig
applizierten zwei- bis vierfach immunsuppressiven Behandlungskombination,
wobei der Anteil des Ko-Therapeutikums Prednisolon (PSL) mit Everolimus
(n=17, 45%) und der drei gleichzeitig wirkenden Medikamente PSL, MMF und
Everolimus (n=16, 42%) annahernd gleich waren. Ein kleinerer Teil der
Patienten (n=5, 13%) wurde mit einer Vierfachkombination PSL, MMF, ECP
und Everolimus initial behandelt, Abbildung 10.
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Abbildung 10: Ko-Therapeutika Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),
Extrakorporale Photopherese (ECP) mit Everolimusstart

5.5 Gesamtschweregrad der cGvHD

Unmittelbar vor Beginn der Everolimustherapie lag bei 18 Patienten (47,4%) ein
moderater Gesamtschweregrad und bei 20 Patienten (52,6%) ein schwerer
Gesamtschweregrad der cGvHD nach den NIH-Kriterien vor.

Nach der ,alten” Schweregradklassifikation erhielten Everolimus 37 Patienten
(97,4%) mit extensiver cGvHD und ein Patient (2,6%) mit einer rezidivierten
limitierten cGvHD.

5.6 Everolimusdosierung und Plasmaspiegel

Die Everolimusdosis mit Therapiebeginn war bei 16 Patienten (42,1%) mit 2 x
0,75 mg taglich, bei 20 Patienten (52,6%) mit 2 x 0,5 mg taglich und bei 2
Patienten (5,3%) mit 2 x 1 mg taglich gewahlt wurden. Der mediane Plasma-
spiegel von Everolimus war in der gesamten Gruppe bei 3,2 ng/ml (Bereich: 1,3
bis 9,3 ng/ml). Durchgangig lag der therapeutische Zielspiegel zwischen 3 — 7
ng/ml wahrend der gesamten Behandlungszeit bei 17 Patienten (44,7%) mit

einem medianen Plasmaspiegel von 3,9 ng/ml (Bereich: 3,0 bis 5,0 ng/ml).
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5.7 Allgemeines Therapieansprechen

5.7.1 Allgemeines Ansprechen nach historischer cGvHD-Klassifikation
Bei 10 Patienten (26,3%) konnte eine Verbesserung des Gesamtschwere-
grades nach ,alter” Klassifikation bei einer medianen Behandlungsdauer von
20,3 Monaten (Bereich: 2,8 — 46,6 Monate) aller 38 Patienten erreicht werden.
Davon hatten 4 Patienten keine aktive chronische GvHD mehr und 6 Patienten
eine limitierte cGvHD. Ein klinisches Ansprechen der Everolimustherapie
konnte nach 5,5 Monaten im Median (Bereich: 2,0 — 42,0 Monate) sowie ein
durchschnittlich dauerhaftes Ansprechen nach 7,5 Monaten (Bereich: 2,0 —
42,0 Monate) beobachtet werden. Unter der Everolimustherapie wurde bei zwei
Patienten von den vier Patienten, die am Ende keine cGvHD aufwiesen, MMF
und Prednisolon eingesetzt. Davon konnte bei einem Patienten MMF beendet
werden. Bei zwei Patienten, die MMF erhielten und eine limitierte Form der

cGvVvHD erreichten, konnte MMF beendet werden.
5.7.2 Allgemeines Ansprechen nach NIH-Klassifikation der cGvHD
Nach Bertcksichtigung der NIH - Klassifikation konnte bei 20 Patienten (52,6%)

eine Reduktion des Gesamtschweregrades nachgewiesen werden, Tabelle 12.

Tabelle 12: Verbesserung des Gesamtschweregrades unter Everolimus

Gesamtschweregrad mit Beobachtungszeitende
Gesamtschweregrad keine milde moderate | schwere
mit Everolimusbeginn cGvHD cGvHD cGvHD cGvHD
n [%] n [%] n [%] n [%]
moderate cGvHD 31[7,9] 31[7,9] 5[13,2] 2[5,3]
schwere cGvHD 1[2,6] 31[7,9] 10 [26,3] 11 [28,9]

Legende: Patientenanzahl (n)

Bezogen auf den Gesamtschweregrad der cGvHD zu Beginn der
Everolimustherapie erreichten 4 Patienten (10,5%) eine komplette Remission
(CR) und 13 Patienten (34,2%) eine partielle Remission (PR). Bei 6 Patienten
(15,8%) zeigte sich ein stabiles Verhalten ohne Verschlechterung der cGvHD
(SD). Vier Patienten (10,5%) zeigten eine Progression der cGvHD (PD). EIf
Patienten (28,9%) hatten ein gemischtes Ansprechen (MR) mit mindestens

einer organbezogenen Progression und/oder mindestens einem organbe-
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zogenen Ansprechen mit oder ohne Verbesserung des Gesamtschweregrades,

Tabelle 13. Davon

konnten

drei

Patienten

mit

initial

schweren

Gesamtschweregrad einen moderaten Gesamtschweregrad erreichen.

Tabelle 13: Remissionsstatus am Beobachtungszeitende mit Everolimus

Gesamtschweregrad Remissionsstatus am Beobachtungszeitende mit
mit Everolimusbeginn Everolimus

CR PR SD PD MR

n [%] n [%] n [%] n [%] n [%]
moderate cGvHD 3[7,9] 3[79] |1[ 2,6] [3[7,91 |3[ 7,9]
schwere cGvHD 1[2,6] 10 [26,3] | 5[13,2] | 1[2,6] |8 [21,0]

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)
Patientenanzahl (n), chronische Graft-versus-Host-Disease (cGvHD)

5.7.3 Therapieansprechen abhangig von der Behandlungslinie

Aus der Sicht der Behandlungslinie stellte sich das Ansprechen bei moderater
und schwerer cGvHD so dar, dass eine komplette Remission bei jeweils 2
Patienten unter Verwendung von Everolimus in der Dritt- und Viertlinientherapie
erreicht wurde. Eine partielle Remission konnte im Einsatz von Everolimus in
einer > Zweitlinientherapie wie folgt beobachtet werden: in Anwendung als
zweite Behandlungslinie 5 Patienten, in der dritten Linie 3 Patienten, in der
vierten Linie 3 Patienten und in der flnften Linie 2 Patienten. Eine Progression
der cGvHD wurde unter Einsatz von Everolimus in zweiten und dritten
Behandlungslinie bei jeweils zwei Patienten verzeichnet. Ein gemischtes
Ansprechen zeigte sich in der Zweit- und Drittlinientherapie bei jeweils 4
Patienten, in der Drittlinientherapie bei 2 Patienten und bei einem Patienten in

der Funftlinientherapie, Tabelle 14.
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Tabelle 14: Remissionsstatus innerhalb einer Behandlungslinie bei moderater
und schwerer cGvHD

CR (PR |SD |[PD |MR
n n n n n

moderate cGvHD
Zweitlinientherapie 0 2 0 2 2
Drittlinientherapie
Viertlinientherapie
schwere cGvHD

- N
o -
o
o -
o

Zweitlinientherapie 0 3 4 0 2
Drittlinientherapie 0 2 0 1 3
Viertlinientherapie 1 3 0 0 2
FUnftlinientherapie 0 2 1 0 1
moderater und schwere cGvHD

Zweitlinientherapie 0 5 4 2 4
Drittlinientherapie 2 3 1 2 4
Viertlinientherapie 2 3 0 0 2
Funftlinientherapie 0 2 1 0 1

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)
Patientenanzahl (n), chronische Graft-verus-Host-Erkrankung (cGvHD)

Das Therapieansprechen unterschied sich nicht signifikant hinsichtlich der
Everolimus-haltigen Behandlungslinie (moderater Gesamtschweregrad initial:
p=0,513, schwere Gesamtschweregrad initial: p=0,382, moderater und

schwerer Gesamtschweregrad: p=0,613).

5.7.4 Therapieansprechen abhangig von der Medikamentenkombination
Unter Berlcksichtigung der eingesetzten GvHD-spezifischen Komedikation mit
Prednisolon und/oder Mycophenolat und ECP bezogen auf eine moderate oder
schwere cGVHD stellt sich Therapieansprechen wie folgt dar:

Eine komplette Remission in der Kombination mit Prednisolon erreichten 2
Patienten, in der Kombination mit Prednisolon und Mycophenolat ein Patient
und in der Kombination mit Prednisolon, Mycophenolat und ECP ebenso ein
Patient. Eine partielle Remission war bei 5 Patienten mit der Komedikation
Prednisolon, bei 5 Patienten mit der Komedikationen Prednisolon und
Mycophenolat und bei 3 Patienten in der Komedikationen Prednisolon,

Mycophenolat und ECP eingetreten, Tabelle 15.
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Tabelle 15: Remissionsstatus unter Beriicksichtigung der GvHD-spezifischen
Komedikation bei moderater und schwerer cGvHD

CR (PR |SD |PD |MR
n n n n n
moderate cGvHD
Everolimus+Prednisolon 2 3 1 2 1
Everolimus+Prednisolon/ MMF 0 0 0 1 2
Everolimus+Prednisolon/ MMF/ ECP 1 0 0 0 0
schwerer cGvHD
Everolimus+Prednisolon 0 2 4 0 2
Everolimus+Prednisolon /MMF 1 5 1 1 5
Everolimus+Prednisolon/ MMF/ ECP 0 3 0 0 1
moderate und schwere cGvHD
Everolimus+Prednisolon 2 5 5 2 3
Everolimus+Prednisolon/ MMF 1 5 1 2 7
Everolimus+Prednisolon/ MMF/ ECP 1 3 0 0 1

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)
Mycophenolat (MMF), Extrakorporale Photphorese (ECP)
Patientenanzahl (n), chronische Graft-verus-Host-Erkrankung (cGvHD)

Das Therapieansprechen unterschied sich nicht signifikant hinsichtlich der
eingesetzten Komedikation (moderater Gesamtschweregrad inital: p=0,317,
schwere Gesamtschweregrad initial: p=0,320, moderater und gesamter
Schweregrad p=0,407).

5.7.5 Zeitliches Therapieansprechen
Eine partielle Remission konnte im Median nach 3 Monaten (Bereich: 1 — 9
Monate) bei 17 Patienten erreicht werden, von denen 4 Patienten im Median
nach 22,5 Monaten (Bereich: 2 — 39 Monate) noch eine CR erzielten.
Bei 11 Patienten, die ein Progress (PD, n=4) respektive ein nicht Schweregrad
verbesserndes Ansprechen zeigten (SD, n=2) oder ein gemischtes Ansprechen
(MR, n=5) erfolgte innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine
Therapieumstellung im Median nach 195 Tagen (Bereich: 47 — 555 Tage)
respektive nach 6,4 Monaten (Bereich: 1,6 — 18,3 Monate). Bei einem Patienten
wurde bei gemischtem Ansprechen die cGvHD-Therapie wegen einer
geplanten Operation nach einer Behandlungsdauer von 429 Tagen respektive
14,3 Monaten umgestellt.
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Die Therapie mit Everolimus wurde aufgrund von Tod bei 4 Patienten beendet,
Median 0,6 Monate (Bereich: 0,5 — 2,1 Monate) respektive 19 Tage (Bereich:
16 — 64 Tage). Weder eine Progression als auch Verbesserung des

Remissionsstatus trat bei den verstorbenen Patienten (SD, n=3, MR, n=1) ein.

5.7.6 Steroid-sparender Effekt unter Everolimus

Alle Patienten erhielten Prednisolon mit Beginn der mTOR-Inhibitor-Therapie.
Die durchschnittliche Tagesdosis lag bei 0,22 mg/kg (Bereich: 0,03 — 2,00
mg/kg) respektive bei 18,3 mg absolut (Bereich: 2,5 — 140 mg) zu Beginn der
Everolimustherapie. Bei 20 Patienten (52,6%) konnte die Steroidausgangs-
dosis im Median auf 0,12 mg/kg (Bereich: 0,03 — 0,38 mg/kg) respektive auf
9,5 mg/d (Bereich: 2,5 — 23,0 mg/d) unter der Everolimustherapie reduziert
werden. EIf Patienten (28,9%) mit einer Prednisolonreduktion zeigten ein
eindeutiges Therapieansprechen (CR: n=3, PR: n=8). Dies war statistisch
signifikant (p=0,025). Sieben Patienten (18,4%) mit einer Prednisolonreduktion
zeigten ein gemischtes Ansprechen (MR). Eine Prednisolonreduktion erfolgte
bei einem Patienten (2,6%) mit einem stabilen Krankheitsverhalten (SD)
hinsichtlich der cGVHD. Bei einem Patienten (2,6%) mit einer letztlich
progredienten cGVHD 8,4 Monate respektive 254 Tagen nach Therapiebeginn
mit Everolimus wurde Prednisolon um 50% der Ausgangsdosis innerhalb der
ersten vier Behandlungswochen reduziert (0,44 mg/kg auf 0,22 mg/kg
respektive 30 mg/d auf 15 mg/d). Aulderdem wurde die Prednisolondosis um >
50% bei noch weiteren 8 Patienten reduziert, von denen 6 Patienten eine CR
(n=2) oder PR (n=4) erreichten. Ein Patient zeigte ein stabiles
Krankheitsverhalten und ein Patient hatte ein gemischtes
Krankheitsansprechen (n=2 mit Komedikation Prednisolon und MMF). Die
Dosisreduktion von Prednisolon unterschied sich nicht statistisch signifikant
welche Kombinationstherapie (Everolimus + Prednisolon: n=7, Everolimus +
Prednisolon/Mycophenolat: n=9 oder Everolimus + Prednisolon/Mycopheno-
lat/ECP: n=4) eingesetzt wurde (p=0,289). Die Prednisolonreduktion war
unabhangig zur Behandlungslinie, in der Everolimus eingesetzt wurde (2. Be-
handlungslinie: n=7, 3. Linie: n=6, 4. Linie: n=4, 5. Linie: n=3, p=0,775).
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5.7.7 Dosisreduktion und Beendigung von Mycophenolat

Das Komedikament Mycophenolat wurde bei 21 Patienten (55,3%) mit Beginn
der Everolimustherapie fortgesetzt. Von 16 Patienten mit einer Tages-
therapiedosis von 1440 mg konnten bei 9 Patienten Mycophenolat
dosisreduziert (n=3) oder beendet (n=6) werden. Bei einem von zwei Patienten
mit einer MMF-Dosis von 720 mg taglich konnte eine Dosisreduktion erfolgen.
Eine Beendigung bei einem von drei Patienten mit 320 mg pro Tag wurde
zudem beobachtet.

War eine Dosisreduktion moglich (n=11 von 21, 52,3%), erfolgte diese im
Median nach 59 Tagen (Bereich: 22 — 1075 Tagen) respektive 1,93 Monaten
(Bereich: 0,72 — 35,2 Monate), eine Beendigung wurde im Median von 323
Tagen (Bereich: 119 — 653) respektive 10,6 Monaten (Bereich: 3,9 — 21,4 Mo-
nate) erreicht.

Eine Beendigung der Immunsuppression mit Mycophenolat unter Everolimus
war bei 7 (33,3%) von insgesamt 21 Patienten mit der Komedikation mdglich.
Davon erreichte ein Patient eine CR, 5 Patienten erzielten eine PR und ein
Patient ein MR. Unter Erreichen einer PR konnte MMF bei 2 Patienten reduziert
werden, ebenso bei 2 Patienten mit einem MR. Von 10 Patienten (47,6%), bei
denen MMF wahrend des gesamten Beobachtungzeitraumes in konstanter
Dosierung gegeben wurde, erreichten ein Patient eine CR sowie ein Patient
einer PR, ein Patient blieb im Stadium SD, 5 Patienten hatten einen MR und 2

Patienten waren progredient, Tabelle 16.
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Tabelle 16: Remissionsstatus und Dosisverhalten von MMF

CR|PR|SD |PD | MR
n |(n |n [n |n

Everolimus und Prednisolon und MMF

Dosisreduktion von MMF 0 1 0 0 1
Beendigung von MMF 0 3 0 0
unveranderte Dosis von MMF 1 1 1 2 5
Everolimus und Prednisolon und MMF und

ECP

Dosisreduktion von MMF 0 1 0 0 1
Beendigung von MMF 1 2 |0 (0 |0
unveranderte Dosis von MMF 0 0 0 0 0

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Mycophenolat (MMF), Extrakorporale Photphorese (ECP),
Patientenanzahl (n)

5.7.8 Beendigung der extrakorporalen Photopherese

Mit Everolimusbeginn erhielten 5 Patienten weiterhin eine ECP, neben den Ko-
Immunsuppressiva Prednisolon und MMF innerhalb einer medianen
Behandlungszeit von 1342 Tagen (Bereich: 810 — 1351 Tage) respektive 44,2
Monate (Bereich: 25,6 — 44,4 Monate). Zwei Patienten erhielten Everolimus in
der genannten Medikamentenkombination mit ECP in vierter Behandlungslinie
und 3 Patienten in funfter Behandlungslinie. Vier von flnf Patienten hatten eine
schwere cGvHD, von denen drei eine PR erreichten. Ein Patient mit moderater
cGvHD erreichte eine CR. Ein Patient mit schwerer cGvHD hatte zum Beobach-
tungszeitende eine MR. Drei Patienten sprachen innerhalb von 2 Monaten
(Bereich: 1 — 5 Monate) im Median an, ein Patient (UPN 364) erreichte nach 39
Monaten eine CR.

Bei einer Patientin (UPN 100) konnte nach 870 Tagen (28,5 Monate) die ECP
seit Behandlungsbeginn mit Everolimus beendet werden. Zuvor erfolgte bei
dieser Patientin bereits die MMF-Dosisreduktion von 1440 mg/d ab Tag 39 (1,3
Monate) nach Everolimusbeginn und die komplette Beendigung von MMF nach
323 Tagen (10,6 Monate). Mit einem Beobachtungszeitraum von 1343 Tagen
(44,2 Monate) erreichte die Patientin eine partielle Remission mit Everolimus
unter Beibehaltung der Prednisolondosierung von 5 mg/d und Beendigung von
MMF und der ECP.
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Bei den weiteren 4 Patienten wurde die ECP bis zum Ende der
Beobachtungszeit fortgefihrt. Prednisolon konnte bei 3 Patienten im Median
nach 34 Tagen (Bereich: 14 — 283 Tage; Median: 1,1 Monate, Bereich: 0,5 —
9,3 Monate) reduziert werden, bei einem Patienten blieb die Dosis unverandert.
MMF wurde bei 4 Patienten reduziert (Median: 375 Tage, Bereich: 118 — 1075
Tage respektive 12,3 Monate, Bereich: 3,9 — 35,4 Monate) und bei 2 Patienten
(408 Tage respektive 13,4 Monate und 650 Tage respektive 21,4 Monate)

beendet.

5.7.9 GvHD-risikobestimmende Faktoren und der Gesamtschweregrad
Das Therapieansprechen unterschied sich nicht signifikant beztglich des HLA-
Matches (p=0,369) und des Empfanger-Spender-Geschlechterverhaltnis
(p=0,657). Der initiale Gesamtschweregrad der cGvHD mit Behandlungsbeginn
von Everolimus — moderater versus schwerer cGvHD — unterschied sich
ebenso nicht signifikant (p=0,443). Das Vorhandensein von den cGvHD-
Risikoparametern Thrombozytopenie und einem progressiven Beginn (kein
Risikoparameter: n=6, ein Risikoparameter: n=27, zwei Risikoparameter: n=5)
beeinflussten nicht signifikant das Therapieansprechen (p=0,301). Die Anzahl
der betroffenen Organe (1-Organ: n=2, 2-Organe: n=4, 3-Organe: n=21, 4-
Organe: n=6, 5-Organe: n=5) beeinflusste nicht signifikant das
Therapieansprechen (p=0,739). Drei Patienten wiesen eine Eosinophilie mit
Therapiebeginn auf, wobei ein Patient eine PR erreichte und zwei Patienten
kein Ansprechen zeigten (SD: n=1, PD: n=1). Das Therapieansprechen
hinsichtlich des Vorhandenseins eine Eosinophilie mit Beginn der
Everolimusbehandlung als auch am Beobachtungszeitende unterschied sich
statistisch nicht signifikant (p=0,473).

5.7.10 Uberleben nach Initiierung der Everolimustherapie

Das Uberleben der 38 Patienten, die bei fortgeschrittener cGvHD Everolimus
erhielten, wurde hinsichtlich verschiedener Subgruppen beurteilt, um
Indikatoren zu finden, welche Patienten besonders von dem Einsatz von
Everolimus profitieren kdnnten.

Der Gesamtbeobachtungszeitraum der untersuchten Patienten seit

Behandlungsbeginn mit Everolimus lag zwischen 18 und 1418 Tagen und im
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Median bei 977 Tagen, in dem 5 Patienten an den Folgekomplikationen der
cGvHD (UPN 405: globale Herzinsuffizienz mit Stauungspneumonie und
Multiorganversagen, UPN 437: Sepsis, UPN 538: Candida glabrata
Pneumonie, UPN 543: invasive pulmonale Aspergillose, UPN 559: Sepsis),
eine Patientin an einem Rezidiv der Pra-B-ALL und den Folgen der noch
bestehenden cGvHD (UPN 496) und 2 Patienten am Rezidiv (UPN 468 B-ALL,
UPN 567 sekundare AML aus MDS) verstorben sind.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Kaplan-Meier lag bei 78,9% und stellt

sich wie folgt in Abbildung 11 dar.

1,0 "
0,8

—r1 Uberlebensfunktion
—— Zensiert

kum. Uberleben

T T T T T T T
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Tage nach Therapiebeginn mit Everolimus

Abbildung 11: Uberlebenswahrscheinlichkeit der Gesamtpopulation

Es folgte eine Analyse, ob ein Einfluss des Gesamtschweregrades der cGvHD
zu Beginn der mTOR-haltigen Therapie auf das Uberleben bestand. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 17 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 17: Uberleben abhingig vom Gesamtschweregrad der cGvHD

Gesamtschweregrad | Patientenanzahl Uberleben
der cGvHD N n [%]

moderate cGvHD 18 15 [83,3%]
schwere cGvHD 20 15 [75,0%]

Legende: chronische Graft-versus-Host-Erkrankung

Im Folgenden erfolgt die graphische Darstellung der Uberlebenswahrschein-

lichkeit nach Kaplan-Meier, Abbildung 12.
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Abbildung 12: Uberlebenswahrscheinlichkeit abhéngig vom
Gesamtschweregrad der cGvHD

Legende: chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen moderater und schwerer
cGVvHD (Log-Rank: p=0,456). In weiterfihrenden Untersuchungen, graphisch
an dieser Stelle nicht dargestellt, zeigte sich kein signifikanter Unterschied
beziiglich der Uberlebenswahrscheinlichkeit und dem erreichten
Gesamtschweregrad, gemeint ist damit: kein Vorliegen einer aktiven cGvHD,
einer milden cGvHD, einer moderaten cGvHD oder einer schweren cGvHD
(Log-Rank: p=0,209). Dabei ist zu beachten, dass ein Todesfallereignis
aufgrund eines B-ALL-Rezidives (UPN 468) bei erreichtem milden
Gesamtschweregrad, zwei Todesfallereignisse durch eine sekundare AML
(UPN 567) und eine Sepsis (UPN 437) bei moderatem Gesamtschweregrad
und finf tédliche Ereignisse unter 4 schweren Infektionen (UPN 405, 538, 543,
559) sowie einem Rezidiv einer Pra-B-ALL bei schweren Gesamtschweregrad
eintraten.

Hinsichtlich des Ansprechens auf die Everolimustherapie mit Erreichen einer
CR oder PR erfolgte eine Analyse auf das Uberleben und wird in Tabelle 18
gezeigt.
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Tabelle 18: Uberleben abhiingig vom Therapieansprechen unter Everolimus

Patientenanzahl Uberleben

n n [%]
Ansprechen (CR+PR) 17 14 [82,4%]
kein Ansprechen (SD+PD) 10 6 [60,0%)]
Gemischtes Ansprechen (MR) 11 10 [90,9%]

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)

Ein signifikanter Unterschied zwischen einem Ansprechen oder keinem
Ansprechen auf das Uberleben war nicht nachzuweisen (Log-Rank: p=0,067)

und stellte sich wie folgt dar, Abbildung 13.
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Abbildung 13: Uberlebenswahrscheinlichkeit abhéngig vom Therapie-
ansprechen der moderaten und schweren cGvHD

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)

Hinsichtlich der Uberlebensverteilung fiir die funf verschiedenen
Remissionsgrade zeigt sich kein signifikanter Unterschied (Log-Rank:
p=0,045), Abbildung 14. Lediglich ein Trend kann mit einem ungunstigen
Uberleben beziiglich der Patienten beobachtet werden, die kein Ansprechen
zeigten (NC=SD und PD).
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Abbildung 14: Uberlebenswahrscheinlichkeit bezogen auf den Remissionsgrad

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
No Change = Stable Disease = Stabile Erkrankung (NC = SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)

In einer weiteren Subgruppenanalyse wurde gepruft, ob ein Zusammenhang
zwischen dem Ansprechen der Therapie und dem Schweregrad zu Beginn der

Everolimusbehandlung hinsichtlich des Uberlebens vorlag, Tabelle 19.

Tabelle 19: Uberleben abhingig vom Therapieansprechen auf Everolimus
bezogen auf den Gesamtschweregrad

Patientenanzahl Uberleben
N n [%]
moderate cGvHD:
Ansprechen (CR+PR) 6 5 [83,3%]
kein Ansprechen (SD+PD) 4 3 [75,0%)]
gemischtes Ansprechen (MR) | 3 3 [100%)]
schwere cGVvHD:
Ansprechen (CR+PR) 11 9 [81,8%]
kein Ansprechen (SD+PD) 6 3 [50,0%)]
gemischtes Ansprechen (MR) | 8 7 [87,5%]

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)
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Die in Tabelle 19 dargestellten Uberlebensraten zeigen bei den sehr kleinen
Patientenpopulationen keinen eindeutigen Uberlebensvorteil mit Erreichen
einer CR oder PR, siehe graphische Darstellung nach Kaplan-Meier in den
Abbildungen 15 und 16 (Uberlebenswahrscheinlichkeit abhédngig vom
Ansprechen bei moderater cGvHD: Log-Rank: p=0,776, Uberlebenswahr-
scheinlichkeit abhédngig vom Ansprechen bei schwerer cGvHD: Log-Rank:

p=0,102).
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Abbildung 15: Uberlebenswahrscheinlichkeit bezogen auf das Therapie-
ansprechen bei der moderater cGvHD

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)
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Abbildung 16: Uberlebenswahrscheinlichkeit bezogen auf das Therapie-
ansprechen bei der schwerer cGvHD

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR)

Zudem zeigte sich ein Trend mit Darstellung in Tabelle 20, dass die

Uberlebenswahrscheinlichkeit abnahm, sofern eine Verschlechterung des

Gesamtschweregrades (moderat zu schwer) eintrat oder die moderate oder

schwere cGvHD auf die everolimushaltige Immunsuppression nicht ansprach

(Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit von cGvHD-Schweregrad am
Beobachtungszeitende: Log Rank p=0,068), Abbildung 17.

Tabelle 20: Uberleben abhingig vom Gesamtschweregrad am
Beobachtungszeitende

Schweregrad der cGvHD Patientenanzahl Uberleben
Beobachtungsende n n [%]

keine cGvHD 4 4 [100%]
milde cGvHD 6 5 [83,3%]
moderate cGvHD 15 13 [86,7%]
schwere cGvHD 13 8 [61,7%]

Legende: chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)
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Abbildung 17: Uberlebenswahrscheinlichkeit bezogen auf den Gesamt-

schweregrad am Beobachtungszeitende

Legende: chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)
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5.8 Organbezogenes Therapieansprechen

5.8.1 Therapieansprechen der cGvHD der Haut

Die Sicherung der Diagnose der chronischen kutanen GvHD erfolgte innerhalb
der Patientenpopulation durch die Beurteilung erfahrener Facharzte in der
Stammzelltransplantationsambulanz. DreiunddreiRig Patienten (86,8%) hatten
eine kutane cGvHD. Durch die Inspektion der Haut nicht eindeutige cGvHD-
typische Befunde oder im Rahmen einer differentialdiagnostischen Abklarung
erfolgte bei 27 von 33 Erkrankten (81,8%) eine Vorstellung in der Klinik und
Poliklinik fur Dermatologie des Universitatsklinikums Jena. Eine Hautbiopsie
erhielten 25 Patienten (75,8%).

Die chronische kutane GvHD kann sich mit unterschiedlichen Symptomen und
Formen prasentierten und haufig treten mehrere Symptome gleichzeitig bei
einer manifesten Haut-cGvHD auf. In der untersuchten Population zeigten sich
folgende Symptome und Formen zu Beginn der Everolimustherapie: 7
Patienten (21,2%) mit maculopapilarem Exanthem, 6 Patienten (18,2%) mit
lichenoidem Exanthem, 4 Patienten (12,1%) mit papuldr-squamodsen
Exanthem, 6 Patienten (18,2%) mit ichtidsem Exanthem (extreme Schuppung),
20 Patienten (60,6%) mit Hyperpigmentation, 8 Patienten (24,2%) mit
Hypopigmentation, ein Patient (2,6%) mit einer Keratosis pilaris, 22 Patienten
(66,7%) mit einem Erythem, 3 Patienten (9,1%) mit einem Erythroderma, 12
Patienten (36%) mit Poikiloderma, 18 Patienten (54%) mit Scleroderma, 11
Patienten (33,3%) mit einem Pruritus, 6 Patienten (18,2%) mit vermehrten
Haarausfall, 11 Patienten (33,3%) mit Nagelveranderungen, Abbildung 18.

Keiner der Patienten hatte eine Alopezie.
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Abbildung 18: Haufigkeit der Symptome und Formen der cGvHD der Haut mit
Everolimustherapiebeginn

Mit Beginn der Everolimustherapie hatten 5 Patienten (13,2%) keine cGvHD
der Haut. Unter der mTOR-Inhibitorbehandlung entwickelten von denen keine
kutane cGvHD und werden somit nicht weiter im organspezifischen Ansprechen
beurteilt. In Tabelle 21 ist die Schweregradanderung bei den 33 Patienten

aufgezeigt.

Tabelle 21: Schweregradanderung der cGvHD der Haut unter Everolimus

Schweregradverlauf Patientenanzahl | Prozent
n=33 [%]
Schweregradverbesserung um 3 Grade 4 12,1
Schweregradverbesserung um 2 Grade 5 15,1
Schweregradverbesserung um 1 Grad 12 36,4
unveranderter Schweregrad 9 27,3
Schweregradverschlechterung um 1 Grad 2 6,1
Schweregradverschlechterung um 2 Grade 1 3,0

Ein Ansprechen mit Erreichen einer kompletten Remission oder einer partiellen

Remission bezogen auf den Schweregrad der kutanen cGvHD am Ende der
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Everolimustherapie respektive des Beobachtungszeitraumes konnte bei 21
Patienten (63,6%) beobachtet werden, Tabelle 22.

Tabelle 22: Remission der cGvHD der Haut

Remissionsgrad der kutanen cGvHD | Total
mit Therapieende Everolimus
Schweregrad kutane CR PR SD PD
cGvHD: Therapiebeginn | N n N n n [%]
Mild 1 1 2
[6,1]
Moderat 5 3 5 2 15
[45,5]
Schwer 4 8 4 16
[48,5]
Remissionsgrad n 10 11 9 3 33
[%] [30,3%] |[33,3%] |[27,3%] |[9,1%] |[100%]

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Patientenanzahl (n), chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)

Die mediane Zeit bis zum Erreichen einer partiellen Remission bei 19 Patienten
betrug 2 Monate (Bereich: 1 — 12 Monate) und die mediane Zeit bis zur
kompletten Remission bei 9 Patienten mit moderater und schwerer kutaner
cGvHD 9 Monate (Bereich: 1 — 36 Monate). Bei Patienten, die kein
Therapieansprechen bezlglich der kutanen cGvHD zeigten, wurde die
Therapie im Median nach 3,5 Monaten (Bereich: 0,6 — 14,3 Monate) beendet.
Die Zeit, die zum Therapieabbruch wegen Fortschreitens der kutanen cGvHD
fuhrte, lag durchschnittlich bei 197 Tagen (Bereich: 120 — 269 Tage) respektive
6,5 Monate (Bereich: 4,0 — 8,8 Monate).

In der Gruppe der zweifach kombinierten Therapie Everolimus mit Prednisolon
betrug die mediane Zeit bis zum Erreichen einer partiellen Remission (n=7) 4
Monate (Bereich: 1 — 12 Monate). Eine komplette Remission erreichten noch 5
Patienten in dieser Therapiegruppe im Median von 15 Monaten (Bereich: 1 —
36 Monate). Patienten ohne Therapieansprechen in dieser Gruppe wurden
durchschnittlich nach 3,4 Monaten (Bereich: 2,1 — 8,4 Monate) auf eine neue
cGvHD-Therapie umgestellt. Eine Progression der kutanen cGvHD trat in

dieser Gruppe nicht auf.
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In der Gruppe der dreifach kombinierten Therapie Everolimus mit Prednisolon
und Mycophenolat betrug die mediane Zeit bis zur partiellen Remission (n=7) 2
Monate (Bereich: 1 — 4 Monate). Zwei Patienten erreichten noch eine komplette
Remission nach einem Monat und finf Monaten. Eine Progression trat bei zwei
Patienten nach 120 Tagen respektive 4 Monaten und nach 269 Tagen
respektive 8,8 Monaten ein.

In der Gruppe, die neben der dreifach kombinierten Therapie Everolimus mit
Prednisolon und Mycophenolat noch ECP erhielten, lag die mediane Zeit einer
zunachst erreichten partiellen Remission (n=5) bei 2 Monaten (Bereich: 1 — 5
Monate). Davon konnte bei zwei Patienten noch eine komplette Remission nach
9 und 36 Monaten verzeichnet werden. Eine Progression oder ein
Nichtansprechen wurde in dieser Subpopulation bezogen auf die kutane
cGvHD nicht beobachtet.

Im folgenden Abschnitt wird das Ansprechen der kutanen cGvHD zum
Gesamtansprechen unter Everolimus dargestellt. Bei 6 Patienten (18,2%) mit
einem Ansprechen der Everolimustherapie (CR: n=2, PR: n=4) bezuglich der
kutanen cGvHD zeigte sich ein gemischtes Ansprechen hinsichtlich des
organubergreifenden allgemeinen Ansprechens. Zudem zeigten 4 Patienten
(12,1%) kein Ansprechen bezuglich ihrer kutanen cGvHD mit jedoch einem
gemischten Ansprechen, Tabelle 23. Das organspezifische Ansprechen bei
cGvHD der Haut mit Erreichen einer kompletten oder partiellen Remission
korrelierte jedoch gut mit dem Erreichen einer kompletten und partiellen
Remission unter Berticksichtigung des Gesamtansprechens (Korrelation nach

Spermann rs = 0,78).
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Tabelle 23: Remissionsstatus der kutanen cGvHD und Gesamtansprechen

Therapieansprechen: cGvHD der Haut
[n=33]

Gesamtansprechen (OR) CR PR SD PD
n N n n

keine cGvHD

CR 4

milde cGvHD

PR 3 1

moderate cGvHD

PR 1 6

SD 1

PD 1

MR 2 2 2

schwere cGvHD

SD 3

PD 3

MR 2 2

gesamt:

CR 4 0 0 0

PR 4 7 0 0

SD 0 0 4 0

PD 0 0 1 3

MR 2 4 4 0

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Patientenanzahl (n), chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)

Wird das Ansprechen der everolimushaltigen Therapie auf die kutane cGvHD
innerhalb der jeweiligen Behandlungslinie beurteilt, stellt sich folgendes
Ergebnis dar:

6 Patienten (18,2%, CR: n=2, PR: n=4) zeigten ein Ansprechen der kutanen
cGvHD, bei der Everolimus in zweiter Therapielinie eingesetzt wurde. In dritter
Behandlungslinie 5 Patienten (15,2%) mit einer kompletten Remission, in
vierter Behandlungslinie 6 Patienten (18,2%, CR: n=2, PR: n=4) und in funfter
Behandlungslinie 3 Patienten (9,1%, CR: n=1, PR: n=2). Ein Ansprechen zeigte
sich somit unabhangig von der Behandlungslinie, in der Everolimus eingesetzt
wird (p=0,292), Tabelle 24.
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Tabelle 24: Therapieansprechen der cGvHD der Haut innerhalb der
Behandlungslinie

Therapieansprechen:
cGvHD der Haut [n=33]

Schweregrad cGvHD der Haut: CR |PR |SD |PD |Total
Therapiebeginn n n n n n
milde kutane cGvHD

Zweitlinientherapie 1 1 2
moderate kutane cGvHD

Zweitlinientherapie 1 2 2 0 5
Drittlinientherapie 3 0 3 2 8
Viertlinientherapie 1 1 0 0 2
schwere kutane cGvHD

Zweitlinientherapie 0 3 2 0 5
Drittlinientherapie 2 0 0 0 2
Viertlinientherapie 1 3 1 0 5
Flnftlinientherapie 1 2 1 0 4
milde und moderater und schwere

kutane cGvHD

Zweitlinientherapie 2 4 5 1 12
Drittlinientherapie 5 0 3 2 10
Viertlinientherapie 2 4 1 0 7
Flnftlinientherapie 1 2 1 0 4

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Patientenanzahl (n), chronische Graft-versus-Host-Erkrankung (cGvHD)

5.8.2 Therapieansprechen der cGvHD bei weiteren Organen (MSH, Auge,
GIT, Leber, Lunge, Genitaltrakt und aktiver Bewegungsapparat)
Zusammenfassend soll aufgrund des umfanglichen Datenumfanges das
organbezogene Therapieansprechen von Mundschleimhaut (MSH), Auge,
Gastrointestinaltrakt (GIT), Leber, Lunge und aktivem Bewegungsapparat
dargestellt werden. Zu beachten ist, dass die retrospektive Datenanalyse nur
die dokumentierten Organbefalle hinsichtlich des Therapieansprechens unter
Everolimus auswerten konnte. Das organbezogene Ansprechen wird in Tabelle
25 dargestellt. Dabei wird das Ansprechen der Haut nochmals im Uberblick mit

angegeben.
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Tabelle 25:

Organbezogenes Ansprechen

Organ | Anzahl | OR cr+prR) | MR CR PR SD PD Ansprechzeit*
n n [%] n [%] n [%] n [%] n [%] n [%] Monatewmedian

[Bereich]

Haut 33 21 [63,6%] 10 [30,3%] | 11 [33,3%] | 9[27,3%] | 3[9,1%] 2 [1-24]
CR:10,5[2-39]

MSH 26 17 [61,6%] 10 [38,5%] | 6[23,1%] | 9[34,6%] | 1[3,8%] 3[1-33]
CR:5[1-33]

Augen 30 9 [30,0%)] 4113,3%] | 5[16,7%] |17 [56,7%] | 4 [13,3%] | 6[3 - 36]
CR:5,5[3-30]

GIT 6 2 [33,3%] 21[33,3%] | O 31[50,0%] | 1[16,7%] | 1und2

Leber 20 9 [45,0%] 6 [30,0%] | 3[15,0%] |11[55,0%] | O 3[1-18]
CR:3[2-5]

Lunge 10 3 [30,0%] 31[30,0%] | O 7[70,0%] | O 5[2-15]
CR:9[2-15]

Genital 2 k.A. k.A. k.A. 1 1 k.A.

BA 5 3 [60,0%] 2 [40,0%] | 1[20,0%] | 1[20,0%] | 1[20,0%] | 3[3-6]
CR: 3 und 33

Gesamt | 38 17 [44,7%] | 11 [28,9%] | 4[10,5%] | 13[34,2%] | 6[15,8%] | 4[10,5%] | 3[1-9]
CR:22,5[2-39]

Bemerkung: *...Angabe zur medianen Ansprechzeit mit mindestens einer PR und Angabe zum Erreichen einer CR imMedian

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR), Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Overall Response = Allgemeines Ansrechen (OR) = CR + PR, Mundschleimhaut (MSH),
Gastrointestinaltrakt (GIT), Beweggungsapparat (BA), keine Angabe (k.A.)
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Unter Anwendung von Prednisolon bei allen untersuchten Patienten sowie der
bei einem Teil der Patienten eingesetzten immunsuppressiven Medikamentes
Mycophenolat wurde das organbezogene Ansprechen hinsichtlich der
Dosisreduktion von Prednisolon und MMF gepruft und die Ergebnisse

zusammenfassend in Tabelle 26 dargestellt.
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Tabelle 26: Dosisreduktion von Prednisolon und Mycofenolat hinsichtlich des organbezogenen Ansprechens

Organ ORCcr+PrR Dosisreduktion von Prednisolon Dosisreduktion von MMF
n n n=Patienten mit OR/Patienten mit n=Patienten mit OR/ Patienten mit
[%] Prednisolonbehandlung MMF-Behandlung
%-uale Dosisreduktion [Bereich] %-uale Reduktion [Bereich]
Haut 33 |21 n=21/33 n=12/21
[63,6%] 19,2% [0 — 91,3] 80,7% [0 — 100]
MSH 26 | 16 n=16/26 n=11/15
[61,6%] 19,2% [0 — 76,0] 50,0% [0 — 100]
Augen | 30 9 n=9/30 n=2/16
[30,0%] 40,0% [0 - 76,0] 0% und 100%
GIT 6 2 n=2/6 n=1/3
[33,3%] 17,3% und 91,3% 100%
Leber |20 9 n=6/20 n=4/11
[45,0%] 8,7% [0 — 60,0] 0% [0 — 100]
Lunge |10 3 n=3/10 n=1/4
[30,0%] 40% [17,3 — 91,3] 100%
Genital | 2 | n.e. n.e. n.e.
BA 5 3 n=3/5 n=1/2
[60,0%] 0% [0-76,0] 0%

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Overall Response = Allgemeines Ansrechen (OR) = CR + PR, Mundschleimhaut (MSH),
Gastrointestinaltrakt (GIT), Beweggungsapparat (BA), nicht evaluiert (n.e.)
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5.9 Beeinflussung der Lymphozytensubpopulationen unter Everolimus
Eine quantitative Charakterisierung der zellularen Immunitat ermdglicht die
Messung der Lymphozytensubpopulationen, dem sogenannten Immunstatus.
Eine Spezifizierung hinsichtlich der Zellfunktion kann damit jedoch nicht
ausreichend beschrieben werden. Zu den entsprechenden Evaluations-
zeitpunkten wurde der zellulare Immunstatus mit der Anzahl der Lymphozyten,
der CD4+CD3+T-Lymphozyten, der CD8+CD3+T-Lymphozyten, der CD4/CD8-
Ratio der T-Lymphozyten, der CD19+B-Lymphozyten und der CD56+NK-Zellen
dokumentiert. Spatestens nach einer Behandlungszeit von 24 Monaten mit
Everolimus lag der Anteil der Patienten, die noch Everolimus erhielten
bezuglich der gruppenbildenden Variablen Ansprechen und eingesetzte Ko-
Immunsuppressiva unter drei Patienten. Deshalb wurde der Verlauf der
einzelnen angegebenen Lymphozytensubpopulationen in Abhangigkeit der
Behandlungszeit nur bis 24 Monate im Folgenden dargestellt. Da die
individuelle Behandlungszeit bei den untersuchten Patienten sehr variiert,
wurde zudem die Lymphozytensubpopulation zu  Beginn  der
Everolimustherapie mit der zum Zeitpunkt der Beendigung der
Everolimusbehandlung untersucht. Die Ergebnisse zu den
Gesamtlymphozytenzahlen werden aufgrund der 2zu begrenzenden

Datendarstellung in dieser Arbeit nicht dargestellt.

5.9.1 Lymphozytare Zellreihen in Abhangigkeit vom Behandlungsan-
sprechen

Interessant erscheint die Frage, ob sich der Anteil der Lymphozytensub-
populationen auf das Behandlungsansprechen auswirkt. Dabei wurden drei
Gruppen gebildet: eine erste Gruppe mit Erreichen einer CR oder PR, eine
zweite Gruppe mit Erreichen eines MR und die dritte Gruppe mit Erreichen einer
SD oder einer PD.

In Abhangigkeit vom Ansprechen zeigten sich hinsichtlich der einzelnen
Lymphozytensubpopulationen im medianen Verlauf keine signifikanten
Unterschiede. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Gruppe, welche unter
Everolimus keinen klinischen Response zeigte, SD oder PD, nur eine kurze

Beobachtungszeit bei maximaler Behandlungszeit im Median von 6 Monaten
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aufweist. In den Abbildungen 19 bis 23 sind graphisch die Verlaufe der

Lymphozytensubpopulationen dargestellt.
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Abbildung 19: Mediane CD4+T-Lymphozytenanzahl wahrend der Everolimusbe-
handlung in Abhangigkeit vom Behandlungsansprechen

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), Normwert (NW)
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Abbildung 20: Mediane CD8+T-Lymphozytenanzahl wahrend der Everolimusbe-
handlung in Abhangigkeit vom Behandlungsansprechen

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), Normwert (NW)
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Abbildung 21: Mediane CD4/CD8-Ratio wahrend der Everolimusbehandlung in
Abhiangigkeit vom Behandlungsansprechen

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), Normwert (NW)
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Abbildung 22: Mediane CD19+B-Lymphozytenanzahl wahrend der Everolimus-
behandlung in Abhdngigkeit vom Behandlungsansprechen

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), Normwert (NW)
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Abbildung 23: Mediane CD56+NK-Lymphozytenanzahl wahrend der Everoli-
musbehandlung in Abhangigkeit vom Behandlungsansprechen

Legende: Patientenanzahl (n), Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), Normwert (NW)

In einer weiterflihrenden Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen
zeigten sich zum Zeitpunkt des Therapiebeginns im Vergleich zum
Beobachtungszeitende hinsichtlich der gruppenbildenden Variable Ansprechen
keine signifikanten Unterschiede, Abbildungen 24 bis 28. Die unterbrochenen

roten Linien zeigen den unteren und oberen Normwertbereich an.
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Abbildung 24: CD4+T-Lymphozyten mit Therapiebeginn und -ende in Abhangig-

keit vom Ansprechen (pcpacrrr=0,133; pcpamr=0,541; pcpsspro=0,398)

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
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800—]

Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 25: CD8+T-Lymphozyten mit Therapiebeginn und -ende in Abhédngig-

keit vom Ansprechen (pcpscrrr=0,925; pcpsmr=0,139; pcpssoro=0,184)

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),

Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),

Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),

Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Unique Patient Number = eindeutige Patientennummer (UPN)
obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 26: CD4/CD8-Ratio mit Therapiebeginn und -ende in Abhangigkeit

Legende:

vom Ansprechen (pratiocriPr=0,068; pratiomr=0,068; pratiosp/rp=0,068)

Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),

Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),

Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),

Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD),
Unique Patient Number = eindeutige Patientennummer (UPN)
obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 27: CD19+B-Lymphozyten mit Therapiebeginn und -ende in

Legende:

Abhéngigkeit vom Ansprechen (pcoiocrrr=0,074; pcp1amr=0,374;
pCD193D/PD:0,943)

Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD)
obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 28: CD56+NK-Lymphozyten mit Therapiebeginn und -ende in
Abhéangigkeit vom Ansprechen (pcpsscrrr=0,407; pcpssmr=0,444;
pcosesppp=0,267)

Legende: Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Mixed Response = Gemischtes Ansprechen (MR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD)
obere und untere Normwertgrenze (---)

5.9.2 Lymphozytare Zellreihen in Abhangigkeit von den eingesetzten
Ko-Immunsuppressiva

Ein weiteres bestimmendes Merkmal, die die quantitativen Anteile der
Lymphozytensubpopulationen als auch das CD4/CD8-T-Lymphozytenver-
haltnis im Verlauf der Everolimustherapie beeinflussen konnte, ist die
entsprechende Immunsuppressionskombination. Jedoch unterschied sich der
mediane Verlauf nicht signifikant in Abhangigkeit von der eingesetzten
Immunsuppressionskombination Everolimus (RAD001) und Prednisolon (PSL),
RADO0O01 in Kombination mit PSL und MMF oder RADO0O1 mit PSL, MMF und
ECP, Abbildungen 29 bis 33.
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Abbildung 29: Mediane CD4+T-Lymphozytenzahl wahrend der Everolimus-
therapie abhangig der Immunsuppressionskombination

Legende: Patientenanzahl (n), Everolimus (RAD001), Prednisolon (PSL),
Mycophenolat (MMF), Extrakorporale Photopherese (ECP), Normwert (NW)
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Abbildung 30: Mediane CD8+T-Lymphozytenzahl wahrend der Everolimus-
therapie abhangig der Immunsuppressionskombination

Legende: Patientenanzahl (n), Everolimus (RAD001), Prednisolon (PSL),
Mycophenolat (MMF), Extrakorporale Photopherese (ECP), Normwert (NW)
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Abbildung 31: Mediane CD4/CD8-Ratio wahrend der Everolimustherapie
abhidngig der Immunsuppressionskombination

Legende: Patientenanzahl (n), Everolimus (RAD001), Prednisolon (PSL),
Mycophenolat (MMF), Extrakorporale Photopherese (ECP), Normwert (NW)
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Abbildung 32: Mediane CD19+B-Lymphozytenzahl wahrend der Everolimus-
therapie abhangig der Immunsuppression

Legende: Patientenanzahl (n), Everolimus (RAD001), Prednisolon (PSL),
Mycophenolat (MMF), Extrakorporale Photopherese (ECP), Normwert (NW)
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Abbildung 33: Mediane CD56+NK-Lymphozytenzahl wahrend der Everolimus-
therapie abhangig der Immunsuppression

Legende: Everolimus (RADO001), Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),
Extrakorporale Photopherese (ECP), Normwert (NW), Patientenanzahl (n)

Ebenso zeigten sich in den Untersuchungen der Lymphozytensubpopulationen
zum Zeitpunkt des Therapiebeginns im Vergleich zum Beobachtungszeitende
hinsichtlich der gruppenbildenden Variable Immunsuppressionskombination
keine signifikanten Unterschiede, Abbildungen 34 bis 38. Die unterbrochenen

roten Linien markieren die untere und obere Normwertgrenze an.
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Abbildung 34: CD4+T-Lymphozyten mit Therapiebeginn und -ende abhéngig

zur Immunsuppressionskombination (pcpsrapoo1+psL=1,000;
Pcparaboo1pPsL+Mmr=0,496; pCD4RADoo1+PSL+MMF+ECP:0,893)

Legende: Everolimus (RAD001)), Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),

Extrakorporale Photopherese (ECP), Unique Patient Number = eindeutige
Patientennummer (UPN), obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 35: CD8+T-Lymphozyten mit Therapiebeginn und -ende abhéngig

zur Immunsuppressionskombination (pcosrapoo1+pst=0,427;
pCDsRADoo1PSL+MMF=0,909; pCD8RAD001+PSL+MMF+ECP=O;381)

Legende: Everolimus (RAD001)), Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),

Extrakorporale Photopherese (ECP), Unique Patient Number = eindeutige
Patientennummer (UPN), obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 36: CD4/CD8-Ratio mit Therapiebeginn und -ende abhangig zur
Immunsuppressionskombination (pratiorapoot+ps.=0,955;
PratiorAD001PSL+MMF=0,155; PRratioraD001+PSL+MMF+ECP=0,345)

Legende: Everolimus (RAD001)), Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),
Extrakorporale Photopherese (ECP), Unique Patient Number = eindeutige
Patientennummer (UPN), obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 37: CD19+B-Lymphozyten mit Therapiebeginn und- ende abhéngig
der Immunsuppressionskombination (pcoiorapoo1+psL=0,125;
Pco1araboot1PsL+MMF=0,917; pcoigraboot+psL+mmr+ecp=0,500)

Legende: Everolimus (RAD001)), Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),
Extrakorporale Photopherese (ECP), Unique Patient Number = eindeutige
Patientennummer (UPN), obere und untere Normwertgrenze (---)
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Abbildung 38: CD56+NK-Lymphozyten mit Therapiebeginn und- ende abhéngig

der Immunsuppressionskombination (pcpssraboo1+psL=0,427;
Pcossrapoo1PsL+MMF=0,334; pcossraboot+psL+Mmr+EcP=0,345)

Legende: Everolimus (RAD001)), Prednisolon (PSL), Mycophenolat (MMF),

Extrakorporale Photopherese (ECP), Unique Patient Number = eindeutige
Patientennummer (UPN), obere und untere Normwertgrenze (---)
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5.10 Beeinflussung der Immunglobulinspiegel unter Everolimus
Everolimus hemmt auch die Proliferation von B-Lymphozyten in einem spaten
Stadium des Zellzyklus. Dokumentiert wurden die Immunglobulinspiegel IgG,
IgM und IgA Uber die gesamte Behandlungszeit mit Everolimus. Die
Bestimmung der Immunglobulinspiegel wurde bei einigen Patienten beeinflusst
durch eine Substitution von polyvalenten Immunglobulinen. Die Indikation
wurde bei erniedrigtem IgG-Spiegel unter 5,0 g/l mit Vorliegen einer Infektions-
haufung durch den Arzt der SZT-Ambulanz gestellt. Zwolf Patienten (31,6%)
erhielten bereits Immunglobuline vor Beginn der Everolimustherapie, davon 6
Patienten mit der Komedikation von Prednisolon und MMF und 3 Patienten mit
den  Ko-Therapeutika  Prednisolon, MMF und ECP. Niedrige
Immunglobulinspiegel 1gG korrelierten signifikant mit einer erniedrigten
absoluten B-Lymphozytenzahl/ul Blut zu Beginn der Everolimustherapie,
Abbildung 39.
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Abbildung 39: Korrelation der CD19+B-Lymphozytenzahl zum IgG-Spiegel mit
Therapiebeginn von Everolimus
Legende: Everolimus (RAD001)), Immunglobulin G (IgG)
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Unter Berucksichtigung der polyvalenten Immunglobulinsubstitution bereits vor
Everolimustherapie oder erst neu beginnend wahrend der Everolimustherapie
oder ohne Immunglobulingabe zeigte sich, dass das Ansprechen nicht durch

den Immunglobulinspiegelverlauf beeinflusst wird, Abbildung 40.
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Abbildung 40: Ansprechen und Immunglobulinspiegel IgG, IgM und IgA

Legende: Everolimus (RAD001)), Immunglobulin G (IgG), Immunglobulin M (IgM),
Immunglobulin A (IgA), Komplette Remission (CR),
Partielle Remission (PR), Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Ekrankung (PD),
Mixed Response = Gemischtes Anschsprechen (MR)
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5.11 Infektiologische Komplikationen unter der Everolimustherapie
5.11.1 Art und Haufigkeit der aufgetretenen Infektionen

Unter der Behandlung mit Everolimus traten bei 28 Patienten (73,7%) eine oder
mehrere Infektionen auf. Insgesamt konnten in der Gesamtpopulation 38
Infektionsereignisse beobachtet werden. Dabei wurden klinisch dokumentierte
Infektionen und Infektionen mit mikrobiologischen respektive virologischen
Nachweis analysiert. Acht Infektionen (21,0%) waren bakteriellen Ursprungs,
zwolIf Infektionen (31,6%) hatten eine virale Genese, zwei mykotische
Infektionen (5,3%) traten auf und sechzehn (42,1%) konnten einer bakteriellen
oder viralen Genese nicht eindeutig zugeordnet werden. Unter
Berucksichtigung der ,Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE), Version 4.0% erfolgte die Einteilung nach dem Schweregrad der
einzelnen Infektion. Ein Grad 1 mit milder Symptomatik lag bei zwei Infektionen
(5,3%), einunddreilig Infektionen (81,6%) waren mit moderaten
Auspragungsgrad (Grad 2), die einer lokalen und/oder oralen systemischen
antiinfektiosen Therapie bedurften, drei Infektionen (7,9%) erforderten bei
schweren Auspragungsgrad eine Hospitalisation (Grad 3) und erhielten eine
intravendse Therapie, eine lebensbedrohliche Infektion in Form einer Sepsis
(2,6%), Grad 4, konnte erfolgreich behandelt werden und eine pulmonale
Aspergillose (2,6%) verlief todlich (Grad 5). In Tabelle 27 sind die
Infektionsereignisse mit dem CTCAE-Schweregrad zusammenfassend
dargestellt. Die medianen Everolimusspiegel von Everolimus waren signifikant
héher bei den Patienten mit einer CTCAE-Schweregrad 3 - 5 einer Infektion im
Vergleich zu den Patienten ohne Infektionsereignisse (3,5 ng/ml versus 2,1
ng/ml, p=0,04).
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Tabelle 27: Gesamtiibersicht iiber die aufgetretenen Infektionen mit der Spezifikation und dem CTACAE-Schweregrad

Infektionsart

NEreignis [%]

Spezifikation fiir die Diagnose

CTCAE-Schweregrad 1 -5

- Pulmonale Aspergillose
- Taenia pedis

1
1

CT-bildmorphologisch gesichert
klin. gesichert, erfolgreiche antimykotische Therapie

Bakterielle Infektionen: 8 [21,0%)]
- Stomatitis aphtosa 1 Citrobacter freundii Rachenspiile 2 (moderat)
- Otitis media 1 klinisch gesichert, erfolgreiche antibiotische Therapie | 2 (moderat)
- Pneumonie 1 klinisch gesichert, erfolgreiche antibiotische Therapie | 3 (schwer)
- Gastroenteritis 1 Clostridien enterotoxin Stuhlkultur 2 (moderat)
- Harnwegsinfektionen 2 Escherichia coli n=1, Escherichia faecalis n=1 2 (moderat)
- Sepsis 1 Blutkultur 4 (lebensbedrohlich-schwer)
- Wundinfektion Unguis 1 Wundabstrich Escherichia coli 2 (moderat)

incarnatus

Virale Infektionen: 12 [31,6%]
- CMV-Reaktivierung 1 Antigenamie (pp65) 3 (schwer)
- Stomatitis aphtosa 5 HSV1-Nachweis Rachenspiile-PCR 2 (moderat)
- Herpes labialis 2 klinisch gesichert, erfolgreiche antivirale Therapie 1 (mild)
- Herpes zoster (VZV) 2 klinisch gesichert, erfolgreiche antivirale Therapie 2 (moderat)
- Gastroenteritis 2 Norovirus Stuhlkultur 2 (moderat)

Mykotische Infektionen: 2 [5,3%]

5 (lebensbedrohlich-Tod)
2 (moderat)

- Atemwegsinfektionen
(aulRer Pneumonie)
- Fieber unklarer Genese

Nicht sicher zuordende Infektion

16 [42,1%)]
15

1

klinisch gesichert, kalkuliert antibotische Therapie

differentialdiagnostische Untersuchung erfolgt

2 (moderat)

3 (schwer)

Legende: Ereignisanzahl (newignis), Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), Version 4.0,

Herpes-simplex-Virus Typ 1 (HSV1), Cytomegalievirus (CMV), Phophoprotein 65 (pp65), Varizella-Zoster-Virus (VZV),
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Computertomographie (CT)

74




5.11.2 Cytomegalievirus - Reaktivierungen

In der untersuchten Patientenpopulation trat unter Behandlung mit Everolimus
eine CMV-Reaktivierung bei einem Patienten mit einer Hochrisikokonstellation
(Empfanger CMV IgG negativ/ Spender CMV IgG positiv) auf. Der Nachweis
erfolgte Uber den Nachweis des pp65-Antigens zu diesem Zeitpunkt, da der
CMV-PCR-Test noch nicht als Routineverfahren eingeflhrt war. Vor Einsatz
von Everolimus erlitten 19 Patienten eine CMV-Reaktivierung von insgesamt
28 Patienten mit intermediaren Risiko fir CMV-Reaktivierung (n=9: Empfanger
CMV IgG positiv/ Spender CMV 1gG positiv oder n=6: Empfanger CMV IgG
positiv/ Spender CMV IgG negativ) sowie mit hohem Risiko fir eine CMV-
Reaktivierung (n=8: Empfanger CMV IgG negativ/ Spender CMV IgG positiv).
Zehn Patienten, die kein Risiko fur eine CMV-Infektion zum Zeitpunkt der
Stammzelltransplantation hatten, erlitten auch im weiteren

Beobachtungszeitraum keine Erstinfektion fir CMV, Tabelle 28.

Tabelle 28: Auftreten einer CMV-Reaktivierung

CMV- vor unter
Risikokonstellation Everolimustherapie Everolimustherapie
Empfanger/Spender:n | n N

+/+: n=14 9 0

+/-:n=6 6 0

-/[+:n=8 4 1

-/ -:n=10 0 0

Summe: 19 1

Legende: Patientenanzahl (n), Cytomegalievirus (CMV)

Aus der Untersuchung geht hervor, dass unter Einsatz von Everolimus in
Kombination mit weiteren Immunsuppressiva die Rate an CMV-

Reaktivierungen signifikant geringer war (p=0,0001).

5.11.3 Herpes-simplex-Virus Typ 1 — Infektionen

Es traten insgesamt 5 Herpes-simplex-Virus Typ 1 - Infektionen, nachge-
wiesen mittels PCR im Rachenspulwasser, und zwei HSV 1 bedingte Herpes
labiales Infektionen auf. Der mediane Zeitpunkt des Auftretens eine HSV 1
bedingten Infektion unter Everolimus lag bei 3,0 Monaten (Bereich: 0,4 — 33,8
Monate). Untersucht wurde, ob das Vorliegen einer enoralen cGvHD das
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Auftreten begunstigt. Mit Beginn der Everolimustherapie litten 25 Patienten
unter enoraler cGvHD (65,8%). Zum Zeitpunkt des Auftretens der HSV 1 -
Infektion hatten 5 von 7 Patienten eine enorale cGvHD; davon 2 Patienten mit
milder enoraler cGvHD, zwei Patienten mit moderater enoraler cGvHD und ein
Patient mit schwerer enoraler cGvHD (14,3%). Vier Patienten erhielten neben
Everolimus Prednisolon als Koimmunsuppression. Neben Prednisolon wurden
2 Patienten zusatzlich mit Mycophenolat behandelt. Bei einem Patienten trat
die HSV 1 - Infektion unter der Behandlung mit Everolimus, Prednisolon,
Mycofenolat und ECP auf. Das Vorliegen einer enoralen cGvHD (p=0,65) sowie
der Einsatz von Mycophenolat (p=0,21) beglnstigte in dieser
Patientenpopulation mit moderater und schwerer cGvHD nicht das Auftreten
einer HSV 1 - Infektion.

76



5.12 Vertraglichkeit, Nebenwirkungen und Toxizitaten
Nicht infektids everolimusbedingte unerwlinschte Ereignisse traten bei 27
Patienten (71,1%) mit insgesamt 64 Ereignissen (100%) auf. Vier Patienten
(UPN 343, 384, 413, 507) erlitten eine oder mehrere unerwinschte Ereignisse
des blutbildenden Systems. Unter den thrombembolischen Komplikationen kam
es bei einem Patienten zu einer arteriellen Embolie (UPN 491) der A. femoralis
superficialis auf, die erfolgreich mit einer Embolektomie behandelt werden
konnte. Zwei Patienten erlitten jeweils eine Venenthrombose: eine akute
Thrombose der V. axillaris rechts bei alter Thrombose der V. subclavia mit guter
Rekanalisierung rechts im Sinne einer Rezidivthrombose (UPN 507) und eine
Unterschenkelvenenthrombose (UPN 455) sowie eine aszendierende Throm-
bophlebitis der V. saphena magna rechts bis in die Mindung und circa 2 cm in
die proximale V. femoralis communis rechts reichend mit erfolgreicher vendser
Thrombektomie und Crossektomie der V. saphena magna rechts, wobei in
diesem Fall zugleich das Homocystein erniedrigt und das Lupus- Antikoagulanz
positiv waren (UPN 315). Jedoch wurde die insbesondere in der kombinierten
GvHD-Prophylaxe von einem mTOR-Inhibitor mit einem Calcineurininhibitor
potentiell mdgliche thrombozytopenische Mikroangiopathie (TMA) nicht
beobachtet. Auflerdem sind folgende bekannte Nebenwirkungen nicht
beobachtet worden: Perikarderguss, endokrine Komplikationen,
Lungenkomplikationen (interstitielle Lungenerkrankung, Proteinose der
Lungenalveolen, Pleuraerguss) sowie keine Wundheilungsstérungen. Unter
den hepatischen und renalen Komplikationen trat keine Hepatitis auf sowie
keine renal tubulare Azidose. Kardiovaskulare unerwinschte Ereignisse unter
Everolimustherapie traten bei vier Patienten. Davon eine Tachyarrhythmia
absoluta (UPN 468), ein paroxysmales Vorhofflimmern (UPN 321) und zwei
neue arterielle Hypertonien (UPN 384, 455). Am Haufigsten kam es zu
Lipidstoffwechselstorungen bei acht Patienten. Davon hatten 6 Patienten eine
kombinierte Hyperlipidamie (UPN 100, 384, 487, 488, 566, 570), ein Patient
eine Hypercholesterinamie (UPN 274) und ein Patient eine Hyertriglyzeridamie
(UPN 566). Dreizehn Patienten hatten bereits eine vorbestehende sekundare
Hyperlipidamie unter Calcineurininhibitoren entwickelt, davon 8 Patienten eine
kombinierte  Hyperlipidamie. Leichte unterwlnschte gastrointestinale
Ereignisse traten bei 2 Patienten innerhalb der ersten drei Monate auf, davon
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ein Patient (UPN 507) mit leichter Ubelkeit und Erbrechen sowie ein Patient
(UPN 445) mit leichter Diarrhoe. Abnorme Leberwerte, die nicht auf eine cGvHD
zuruckgefuhrt wurden, kamen bei acht Patienten vor (UPN 100, 384, 468, 488,
496, 507, 524, 570). Nach Auftreten von erhohten Leberparametern entwickelte
sich vier Monate spater bei einem Patienten (UPN 524) eine akute akalkulare
Cholecystitis mit Cholestase bei Papillenstenose, die erfolgreich mit einer
ERCP und Stenteinlage in den Ductus hepaticus communis und den Ductus
pancreaticus sowie mit Ceftriaxon behandelt wurde. Die Stententfernung
erfolgte komplikationslos drei Monate nach dem akuten Ereignis. Als kutanes
unerwtnschtes Ereignis wurde einmalig eine Akne (UPN 487) im Nasenbereich
dokumentiert. Sechs Patienten erlitten muskulo-skelettale unerwinschte
Ereignisse in Form von Myalgien (UPN 75, 343, 390, 397, 437) und einmalig
kombiniert mit Arthralgien (UPN 507). Davon wurde aufgrund von Myalgien und/
oder Arthralgien bei 4 Patienten die Everolimustherapie beendet (UPN 75, 343,
397, 507). Renale unerwinschte Ereignisse traten bei 10 Patienten auf, wobei
bei sechs eine Proteinurie (UPN 238, 325, 360, 364, 496, 566) und bei vier eine
Nierenfunktionsverschlechterung (UPN 320, 321, 437, 556) eintraten, wobei bei
einem Patienten (UPN 437) aufgrund der Verschlechterung der glomerularen
Filtrationsrate die Everolimusbehandlung beendet wurde. Odeme, die nicht
kardial und nicht renal bedingt waren, traten bei 3 Patienten ein (UPN 100, 397,
455). Ein Tumor wurde unter Everolimusbehandlung in Form eines
superfiziellen Basalzellkarzinom an der rechten Schlafe (UPN 488)
dokumentiert, welches in toto exzidiert und plastisch gedeckt wurde. In Tabelle
29 sind alle unerwinschten Ereignisse unter Everolimus mit dem

entsprechenden CTCAE-Grad zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 29: Unerwiinschte nichtinfektiose Ereignisse unter Everolimus

Art des unerwiinschten Ereignisses | Nereignis CTCAE-Grad 1-5:
[o/o] NEreignis

Hamatopetisch 8 [12,5]

- Leukopenie 2 Grad 1: 1, Grad 2: 1

- Thrombozyopenie 5 Grad 1: 3, Grad 2: 2

- Andmie 1 Grad 1: 1
Thrombembolisch 4 [6,2]

- Arterielle Embolien 1 Grad 1: 1

- Vendse Thrombosen 2 Grad 2: 2

- Thrombophlebitis 1 Grad 2: 1
Kardiovaskular 4 [6,2]

- Tachyarrhythmia absoluta 1 Grad 2: 1

- Paroxysmales Vorhofflimmern 1 Grad 2: 1

- Arterielle Hypertonie 2 Grad 2: 2
Lipidstoffwechselstérung 14 [21,9]

- Hypercholesterinamie (neu) 7 Grad 1:2,Grad 2: 5

- Hypertriglyzeridamie (neu) 7 Grad 1: 2, Grad 2: 1,

Grad 3: 4

- davon kombiniert (neu) 6

- vorbestehende 13
Gastrointestinal 31[4,7]

- Ubelkeit 1 Grad 1: 1

- Erbrechen 1 Grad 1: 1

- Diarrhoe 1 Grad 1: 1
Hepatisch 8 [12,5]

- abnorme Leberwerte 8 Grad 1: 5, Grad 2: 3
Cholanginés 1[1,6]

- Cholezystitis 1 Grad 3: 1
Kutan 1[1,6]

- Akne 1 Grad 1: 1
Muskolskelettal 7 [10,9]

- Myalgien 6 Grad 2: 3, Grad 3: 3

- Arthralgie 1 Grad 3: 1
Renal 10 [15,6]

- Proteinurie 6 Grad 1: 6

- Nierenfunktionsverschlechterung | 4 Grad 1: 2, Grad 2: 2
Odeme 3[4,7] Grad 1: 1, Grad 2: 2
Tumor 1[1,6]

- Haut 1 Grad 3: 1

Legende: Ereignisanzahl (Nessignis),

Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), Version 4.0
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6 Diskussion

Das Auftreten einer moderaten oder schweren cGvHD ist eine Komplikation
nach allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation die mit einer
Mortalitatsrate von 25% bis 50% assoziiert ist [Kuzmina et al. 2012, Blazar et
al. 2012]. Damit begrundet sich die Notwendigkeit zur Etablierung effektiver

Therapieregime insbesondere bei steroidrefraktarer cGvHD.

6.1 Allgemeines Therapieansprechen

Orientierend an publizierten Arbeiten wurde eine Reklassifikation nach den
NIH-Kriterien der cGvHD von 2005 am eigenen Patientenkollektiv mit einer
Everolimus-haltigen Calcineurininhibitor-freien Therapie vorgenommen, um die
Effektivitat des mTOR-Inhibitors hinsichtlich des Gesamtschweregrades und
des organbezogenen Schweregrades exakter als unter Anwendung der
historischen Klassifikation zu charakterisieren [Jagasia et al. 2007, Kim et al.
2010].

Wird die Verbesserung der Gesamtschweregrades als Therapieansprechen
gewertet, so konnte dies bei 20 Patienten (52,6%) erreicht werden. Dieses
Ergebnis ist vergleichbar mit den Daten von Mielke et al., die unter der
Everolimustherapie bei 43% der Patienten (n=34 von 80 Patienten) eine
Gesamtschweregradverbesserung Uber dem gesamten Beobachtungs-
zeitraum sahen. Dabei ist jedoch zu berucksichtigen, dass diese
Patientenkohorte heterogener als die eigene erscheint, weil Patienten mit
milder cGvHD (n=14, 17%) eingeschlossen wurden und zudem die Patienten
nicht nur in den Kombinationen von Everolimus mit Steroiden,
Inosinmonophosphat-Dehydrogenaseinhibitoren (z.B. Mycophenolat) und der
ECP behandelt wurden, sondern auch andere Ko-Therapeutika wie
Calcineurininhibitoren, Rituximab und Methotrexat erhielten [Mielke et al. 2014].
Interessant ist, dass sich das Ergebnis zum Therapieansprechen bezogen auf
die Reduktion des Gesamtschweregrades vom  Erreichen des
Remissionsgrades unterscheidet. Ubereinstimmung von Gesamtschweregrad-
verbesserung und Remissionsgrad findet sich bei 44,7% Patienten, welche eine
CR (10,5%) und PR (34,2%) erzielten. Zu beachten ist, dass lediglich 3 der 11
Patienten (7,9%) mit einem gemischten Ansprechen (MR) eine Verbesserung

des Gesamtschweregrades erreichten. Die eigenen Ergebnisse sind mit den
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Daten von Mielke et al. bezuglich des Erreichens einer PR von 30% und eines
MR von 28% vergleichbar, wobei 4 von 22 Patienten (5%) mit einem MR auch
eine Verbesserung des Gesamtschweregrades am Beobachtungszeitende
aufwiesen. Eine komplette Remission konnte im Patientenkollektiv von Mielke
et al. bei 20% erzielt werden [Mielke et al. 2014]. In Tabelle 30 wurden die
Remissionsdaten verschiedener Studien dargestellt, bei dem mTOR-Inhibitoren
zur Behandlung der cGvHD eingesetzt wurden. Ein Vergleich mit den eigenen
Daten ist nur eingeschrankt moglich, da sich die Definitionen zum
Therapieansprechen, die Schweregrade der cGvHD, der Einsatz von Ko-
Therapeutika unterscheiden und die Angaben nicht immer vollstandig aus den

Publikationen ablesbar waren.

Tabelle 30: Therapieansprechen im Studienvergleich
Studie Studienart Patienten- | OR CR PR SD PD
anzahl,n | n[%] | n[%] |[n[%] |n[%] |n][%]

Johnston prospektiv, | 19 (16%) 15 k.A. K.A. K.A. k.A.

et al. 2005 Phase Il [78,9]

Couriel prospektiv, | 35 (34%) 22 6 16 10 2

etal. 2005 | Phasell [62,8] |[17,1] | [45,7] | [28.,6] | [5,7]

Jurado retrospektiv | 47 38 18 20 k.A. k.A.

et al. 2007 [80,8] |[38,3] |[42,5]

Jedlickova retrospektiv | 34 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.

et al. 2011

Mielke retrospektiv | 80 50 16 24 8 10

et al. 2014 [50,0] |[20,0] | [30,0] |[10,0] |[12,5]
MR: 22 [27,5]

eigene retrospektiv | 38 17 4 13 6 4

Daten 2016 [44,71 | [10,5] | [34,2] | [15,8] |[10,5]
MR: 11 [28,9]

Bemerkung: # ..evaluierbare Patienten in Klammern

Legende: Patientenanzahl (n), Overall Response = Allgemeines Ansprechen (OR),
Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),

Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), keine Angabe (k.A.)

Der

Behandlungslinie hatte keinen Einfluss auf den erreichten Gesamtremissions-

Einsatz von Everolimus in der jeweiligen zweiten bis flnften
grad (p=0,613). Zudem wurde das Therapieansprechen nicht beeinflusst
bezlglich der verwendeten Ko-Therapeutika (p=0,407). Vorhergehende retro-

spektive Untersuchungen dokumentierten ebenso die Behandlungslinie und
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gleichzeitig angewendete Therapeutika, indem mTOR-Inhibitoren eingesetzt
wurden ohne eine spezifische Aussage hinsichtlich des beeinflussenden
Therapieansprechens zu treffen. Jedoch legt die eigene Bewertung dieser
Daten nahe, dass die klinische Wirksamkeit von der Behandlungslinie und von
therapeutisch verwendeten Kombinationspartner nicht beeinflusst werden
[Johnston et al. 2005, Jedlickova et al. 2011, Mielke et al. 2014].

Die Wirksamkeit des mTOR-Inhibitors war mit Erreichen einer PR im Median
nach 3 Monaten eingetreten. Dieses Ergebnis unterstreicht die Empfehlung zu
einer Mindesttherapiedauer von 12 Wochen, unter genauer klinischer
Beobachtung, wenn ein neues Therapieregime zur Behandlung der cGvHD
begonnen wird. Eine komplette Remission war bei 4 Patienten erst nach
monatelanger Behandlung im Median bei 22,5 Monaten erreicht. Diese
begrindet sich dadurch, dass sich die schweren Veranderungen nur sehr
langsam zurickbilden und somit ein Therapieerfolg einstellt [Vogelsang 2001,
Wolff et al. 2011].

Mit der seit 2005 etablierten NIH-Klassifikation kann die cGvHD differenzierter
hinsichtlich deren Organbefalle charakterisiert werden und ermdglicht eine
bessere Dokumentation und Standardisierung des Gesamtschweregrades. Die
wissenschaftlichen Untersuchungen zur Standardisierung der Therapie der
cGvHD nahmen seither deutlich zu, insbesondere unter der Bildung von
Konsensusgruppen in Europa und den USA. Die deutsch-osterreichisch-
schweizerische Konsensgruppe erfasste und bewertete evidenzbasierend die
bis 2010 publizierten Ergebnisse von Therapieregimen bei cGvHD sowie
anhand eines an die deutschsprachigen Transplantationszentren gerichteten
standardisierten Fragenbogens bei cGVHD in einem Konsensuspapier, in dem
auch die eigenen ersten Daten zur mTOR-basierenden Therapie bewertet
wurden [Wolff et al. 2011, Klink et al. 2008]. Die Beurteilung des Evidenzgrades
grundete sich auf hauptsachlich auf retrospektive Analysen, welche teilweise
auch noch mit der historischen Klassifikation arbeiteten. Der Goldstandard in
der Erstlinientherapie bei eine moderaten und schweren cGVHD ist Prednisolon
oder Methylprednisolon [Wolff et al. 2010, Flowers und Martin 2015]. Die Art
der Zweitlinientherapie bei steroidrefraktarer cGvHD basiert nicht auf
systematisch durchgeflhrten Untersuchungen und kann insbesondere bei

ungenugender Datenlage nur begrenzte Empfehlungen hinsichtlich der
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spezifischen Wirksamkeit von Therapieregimen nach dem befallenen
Organsystemsystem leisten [Wolff et al. 2011]. Es existieren Arbeiten, die das
allgemeine Therapieansprechen oder organbezogene Ansprechen einer
einzelnen Substanz oder einer Therapiekombination untersuchen, die einen
,<anti-GvHD"“-Wirkmechanismus besitzt. Allerdings stehen nur wenige Unter-
suchungen zur Verfigung, die das allgemeine Therapieansprechen als auch
das organbezogene Ansprechen beurteilten [Kharfan-Dabaja et al. 2009,
Herrera et al. 2014, Malik et al. 2014, Wang et al. 2014]. Haufig wurde der
steroidsparende Effekt bezogen auf die Prifmedikation als Behandlungs-
ansprechen mit gewertet [Basara et al. 1998, Greinix et al. 1998, Busca et al.
2000, Apisarnthanarax et al. 2003, Busca et al. 2003, Couriel et al. 2005, Foss
et al. 2005, Johnston et al. 2005, Lopez et al. 2005, Bisaccia et al. 2006, Cutler
et al. 2006, Flowers et al. 2008, Jedlickova et al. 2011, Nikiforow et al. 2013,
Olivieri et. al. 2013, Ussowicz et al. 2013, Mielke et al. 2014, Hautmann et al.
2015, Sanchez-Ortega et al. 2016]. Die eigenen Untersuchungen zeigen
signifikant, dass mit einem effektiven Therapieansprechen (CR oder PR) eine
Dosisreduktion von Prednisolon maglich ist (p=0,025). Dabei wurde die
Steroidreduktion nicht von der eingesetzten Ko-Therapeutika MMF und ECP
(p=0,289) und nicht von der Behandlungslinie (p=0,778) beeinflusst.

Erstmalig konnte gezeigt werden, dass auch eine Beendigung von
Mycophenolat bei einem Drittel der Patienten (33,3%, 7 von 21 Patienten) die
MMF  zum Therapiebeginn von Everolimus erhielten mit einem
Therapieansprechen in Form einer CR, PR und eines MR assoziiert war.

Das Uberleben nach Initierung von Everolimus lag bei 78,9% bei einer
medianen Beobachtungszeit von 977 Tagen respektive 2,7 Jahren und
bestatigt publizierte Daten zum Einsatz von mTOR-Inhibitoren ohne
gleichzeitigen Einsatz von Calcineurininhibitoren mit vergleichbarem
Beobachtungszeitraum [Jedlickova et al. 2011]. Dabei unterschied sich das
Uberleben nicht signifikant vom vor Beginn der Everolimustherapie
vorliegenden Gesamtschweregrad und vom erreichten Gesamtschweregrad als
auch erreichten Remissionsgrad. Aber es zeigte sich ein Trend bezuglich einer
geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit von 60,0% bei den Patienten die kein
Ansprechen aufwiesen (SD = NC oder PD). Da 11 Patienten mit einem MR

innerhalb der Beobachtungszeit ein relativ glnstiges Uberleben aufwiesen,
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konnte sich in der begrenzten Beobachtungszeit begrinden. Zudem ist
anzunehmen, dass der Grad des organspezifischen Ansprechens und das
Nichtansprechen eine  prognostische Bedeutung hinsichtlich  der

Lebenserwartung haben.

6.2 Organbezogenes Therapieansprechen

Einunddreil3ig Patienten litten unter einem multiplen Organbefall von jeweils =
3 bis 6 Organen, wobei eine Verbesserung des Gesamtschweregrades nicht
begunstigt wurde von einem geringeren Organbefall < 2 (p=0,341).
Hervorzuheben ist, dass Everolimus bei einer kutanen cGvHD eine gute
Wirksamkeit besitzt, indem bei 63,6% der 33 Patienten eine Verbesserung um
mindestens einen Schweregrad zu beobachten war und eine CR bei 30,3% und
eine PR 33,3%. Dieses Ergebnis ist annahrend vergleichbar durch die Daten
von Jedlickova et al. in Anwendung von Everolimus oder Sirolimus ohne
gleichzeitigem Einsatz von Calcineurininhibitoren bei sklerodermiformer
cGVHD mit einem Ansprechen von 76% (CR 18%, PR 59%) [Jedlickova et al.
2011]. Berucksichtigung sollten Erkenntnisse aus in-vitro-Untersuchungen
finden, dass mTOR-Inhibitoren die PDGF- und bFGF induzierte Fibrogenese
und Fibroblastenproliferation in Haut und Bindegewebe hemmen, welches die
Wirksamkeit von mTOR-Inhibitoren bei sklerodermiformer cGvHD der Haut
wahrscheinlich bestimmt [Salas-Prato et al. 1996, Namba et al. 2015]. Bereits
die unter Punkt 6.1 zitierten Untersuchungen, welche mTOR-Inhibitoren in
Kombinationstherapien zur Behandlung einer cGvHD einsetzten, zeigten in drei
von funf Untersuchungen ein gutes Ansprechen bei kutaner cGvHD, Tabelle
31.
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Tabelle 31: Therapieansprechen bei cGvHD der Haut im Studienvergleich

Studie Studienart | Patienten- | ORvait | CRHaut | PRHaut | SDHaut | PDHaut
anzahl, n | n[%] n[%] | n[%] | n[%] |n[%]

Johnston prospektiv, | 12 6 3 3 6

et al. 2005 | Phase Il [50,0] [25,0] |[25,0] [50,0]

Couriel prospektiv, | 29 19 7 12 9

et al. 2005 | Phase Il (*n=1) [63,3] [23,3] |[40,0] [30,0]

Jurado retrospektiv | k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.

et al. 2007

Jedlickova retrospektiv | 34 26 6 20 2 6

etal. 2011 [76,5] [17,6] |[58,8] |[5,9] [17,6]

Mielke retrospektiv | kK.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.

et al. 2014

eigene retrospektiv | 33 21 10 11 9 3

Daten 2016 [63,6] [30,3] | [33,3] |[27,3] |[9,1]

Bemerkung: *...nicht evaluierbare Patienten in Klammern

Legende: Patientenanzahl (n), Overall Response = Allgemeines Ansprechen (OR),
Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD), keine Angabe (k.A.)

In der eigenen Untersuchung wurden die Therapieergebnisse zum
cGvHD

Mundschleimhaut, der Augen, des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der

organspezifischen  Ansprechen von der jeweiligen der
Lunge, des Genitaltraktes sowie des Bewegungsapparates mit Faszien und
Gelenken dargestellt. Ein Vergleich der eigenen Daten mit publizierten
Untersuchungen ist nur begrenzt moglich, da in den einzelnen Analysen
organspezifische = cGvHD-Auspragungsgrade entsprechend der NIH-
Klassifikation von 2005 nicht umfassend genug gezeigt wurden.

Bei 16 von 26 Patienten (61,5%) mit einer cGvHD der Mundschleimhaut trat
unter der Anwendung von Everolimus eine Stadienverbesserung mit Erreichen
einer CR in 10 (38,5%) und einer PR in 6 Fallen (23,0%). Im Vergleich zu den
veroffentlichten Untersuchungen von Johnston et al. und Couriel et al. finden
sich ahnliche Ansprechraten von 61,5% und 75,0%, Tabelle 32 [Johnston et al.

2005, Couriel et al. 2005].
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Tabelle 32: Therapieansprechen bei cGvHD der Mundschleimhaut im

Studienvergleich

Studie Studienart | Patienten- | ORwsi | CRwsH | PRvsH | SDwmsH | PDwsH
anzahl, n | n[%] n[%] | n[%] | n[%] |n[%]

Johnston prospektiv, | 13 8 3 5 5

et al. 2005 | Phase Il [61,5] [23,0] |[38,5] [38,5]

Couriel prospektiv, | 7 6 2 4 1

et al. 2005 | Phase Il (*n=1) [75,0] [25,0] | [50,0] [12,5]

eigene retrospektiv | 26 16 10 6 9 1

Daten 2016 [61,5] [30,3] |[23,1] |[34,6] |[3,8]

Bemerkung: *...nicht evaluierbare Patienten in Klammern

Legende: Patientenanzahl (n), Mundschleimhaut (MSH),
Overall Response = Allgemeines Ansprechen (OR),
Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD)

Tranenersatzlosungen als supportive Therapie werden zur Behandlung der
cGvHD des Auges primar eingesetzt, da das Sicca-Syndrom am Auge das
haufigste Symptom mit einer okularen cGvHD darstellt, wobei eine
Augenbeteiligung nach Stammzelltransplantation zu 40 - 60% und bei cGvHD
zu 60 - 90% vorkommt [Kim et al. 2005, Tabarra et al. 2009]. Durch den
Tranenmangel treten Schadigungen an der Cornea und an den Konjunktiven
auf, die nicht selten mit Lokalinfektionen verbunden sind. Beachtenswert ist,
dass durch systemische Kortikoide bei GvHD-Therapie auch Nebenwirkungen,
wie ein Katarakt oder eine infektiose Keratitis, eintreten kdnnen, sodass in
jedem Fall der Patient dem Opthalmologen vorgestellt werden sollte. Weitere
topische Therapien und Malinahmen, insbesondere bei moderatem und
Stadium die

Eigenserumtherapie, Vitamin A-Augentropfen, topischen Ciclosporinaugen-

schweren haben einen wichtigen Stellenwert, wie
tropfen, der Einsatz von Tranenkanalplugs, harte Skleralinsen, Kammerbrillen
und bei schwersten Grade, die chirurgische Entfernung von Pseudo-
membranen, die Amnion- und Corneatransplantation. Die systemische cGvHD-
Therapie kann zusatzlich zu einer Verbesserung und Symptomrickbildung
insbesondere bei Auftreten einer Uveitis und posterioren Skleritis flhren
[Hettinga et al. 2007, Westeneng et al. 2010]. In der eigenen Untersuchung
wurde das Therapieansprechen bei okularer Beteiligung untersucht und es
zeigte sich, dass unter Fortfihrung von konservativen Lokalmalinahmen und
systemisch wirksamer Immunsuppressiva bei 30% der Patienten mit einer
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cGvHD der Augen ein Therapieansprechen beobachtet wurde. Verglichen mit
anderen kleinen Datenanalysen bezglich der Verbesserung des cGVHD der
Augen und dem Einsatz von mTOR-Inhibitoren wurde eine geringere

Ansprechrate in der eigenen Kohorte beobachtet, Tabelle 33.

Tabelle 33: Therapieansprechen bei cGvHD des Auges im Studienvergleich

Studie Studienart | Patienten- | ORawe | CRauwe | PRaue | SDauge | PDauge
anzahl, n | n [%] n[%] | n[%] |n[%] |n[%]

Johnston prospektiv, | 6 4 1 3 2

et al. 2005 | Phase Il [66,6] [16,6] |[50,0] [33,3]

Couriel prospektiv, | 11 7 1 6 2

et al. 2005 | Phase Il (*n=2) [64] [9] [55] [18]

eigene retrospektiv | 30 9 4 5 17 4

Daten 2016 [30] [13,3] |[16,6] |[56,6] |[13,3]

Bemerkung: *...nicht evaluierbare Patienten in Klammern

Legende: Patientenanzahl (n), Overall Response = Allgemeines Ansprechen (OR),
Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD

Eine gastrointestinale cGvHD war in dieser Untersuchung bei 6 Patienten
nachweisbar (15,8%), von denen 2 Patienten ein Therapieansprechen (CR) bei
milder und moderater cGvHD der Gastrointestialtraktes erreichten. Bei einem
Patienten trat eine moderate cGvHD der GIT-Traktes jedoch neu unter
Everolimus auf und zwei Patienten mit schwere gastrointestaler cGvHD
erreichten keine Schweregradverbesserung bei nur kurzer Behandlungszeit
von je 18 Tagen mit erreichtem Everolimusspiegel im therapeutischen Bereich.
Ein Vergleich mit anderen Studien ist mit der Arbeit von Couriel et al. unter
Anwendung von Sirolimus mit Tacrolimus und Kortikosteroiden eingeschrankt
maoglich, bei den 6 von 35 Patienten (17,1%) unter einem gastrointestinalen
Organbefall mit Ubelkeit, Erbrechen, abdominalen Schmerzen und Diarrhoen
von 1 — 2,5 | litten und sich ein Ansprechen bei 4 Patienten (CR: n=3, PR: n=1)
zeigte, Tabelle 34. Da nur kleine Patientenzahlen in der Analyse zur Verfigung
standen, sind weitere Untersuchungen erforderlich, welche in Abhangigkeit des
Schweregrades der cGVHD der Gastroinstestialtaktes die Effektivitat von
mTOR-Inhibitoren prufen.
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Tabelle 34: Therapieansprechen bei cGvHD des Gastrointestinaltraktes im
Studienvergleich

Studie Studienart Patienten- | OReair CRer | PRer | SDerr | PDair
anzahl, n | n[%] n[%] | n[%] | n[%] |n[%]

Johnston prospektiv, | 1 0 0 0 1

etal. 2005 | Phase ll

Couriel prospektiv, | 6 4 3 1 1

et al. 2005 | Phase Il (*n=1) [67] [50] 17 [17]

eigene retrospektiv | 6 2 2 0 3 1

Daten 2016 [33] [33] [50] [17]

Bemerkung: *...nicht evaluierbare Patienten in Klammern

Legende: Patientenanzahl (n), Gastrointestinaltrakt (GIT),
Overall Response = Allgemeines Ansprechen (OR),
Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD

Mit Auftreten einer behandlungsbedurftigen hepatischen cGvHD sind in erster
Linie Kortikosteroide, aber auch Calcineurinhibitoren, Mycophenolat und die
extrakorporale Photopherese neben anderen immunsuppressiv wirksamen
Substanzen zum Einsatz kommende Strategien [Nagler et al. 2001, Baudard et
al. 2002, Dignan et al. 2012, Malik et al. 2014]. Vorteilhaft wurde zudem der
Einsatz von Ursodeoxycholsaure bei manifester cGvHD mit Cholestase und
Pruritus beschrieben und es scheint effektiv in praventiver Anwendung, da die
Leber-cGvHD haufig wie eine primare biliare Zirrhose verlauft [Fried et al. 1992,
Ruutu et al. 2002, Arat et al. 2005, Ruutu et al. 2014]. In der eigenen
Untersuchung zeigten 9 von 20 Patienten (45%) mit einer hepatischen cGvHD
ein Therapieansprechen. Eine CR erreichten 5 Patienten mit milder hepatischer
cGvHD und ein Patient mit moderatem Schweregrad. Bei 3 Patienten mit einer
moderaten Schweregrad zu Beginn der Everolimusbehandlung kam es zu einer
PR. Kein Ansprechen ohne Eintritt einer Progression zeigte sich bei 6 Patienten
mit milder, bei 4 Patienten mit moderater und einem Patienten mit schwerer
hepatischer cGvHD. Hinsichtlich der klinischen Anwendung kann Everolimus in
fortgeschrittener Therapielinie eine Effektivitat bei mildem und moderatem
Schweregrad einer cGvHD der Leber zuerkannt werden. Ein sinusoidales
Obstruktionssyndrom (SOS) trat nicht auf, welches in der Anwendung durch
mTOR-Inhibitoren beschrieben wurde. Dies konnte sich am ehesten

begrinden, dass Everolimus spat nach Transplantation sowie ohne
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gleichzeitige Anwendung von Calcineurininhibitoren zum Einsatz kam [Cutler et
al. 2008, Platzbecker et al. 2009]. Angefiigt soll hier die Ubersicht zu den
Untersuchungen, die ein organbezogenes Ansprechen in Anwendung von
mTOR-Inhibitoren und hepatischer cGvHD darstellten, Tabelle 35.

Tabelle 35: Therapieansprechen bei cGvHD der Leber im Studienvergleich

Studie Studienart | Patienten- | ORweber | CRiever | PRueber | SDiever | PDLeber
anzahl, n | n [%] n[%] | n[%] |n[%] |n[%]

Johnston prospektiv, | 9 5 5 0 4

et al. 2005 | Phase Il [56] [56] [44]

Couriel prospektiv, | 6 2 0 2 4

et al. 2005 | Phase Il [33] [33] [67]

eigene retrospektiv | 20 9 6 3 11 0

Daten 2016 [45] [30] [33] [55]

Legende: Patientenanzahl (n), Overall Response = Allgemeines Ansprechen (OR),
Komplette Remission (CR), Partielle Remission (PR),
Stable Disease = Stabile Erkrankung (SD),
Progressive Disease = Progrediente Erkrankung (PD

Unter den GvHD assoziierten Lungenerkrankungen sind typisch fir eine
pulmonale cGvHD die Bronchiolitis obliteratans (BO) oder das BO-Syndrom
(BOS), welche mit hoher Mortalitat verbunden sind. Die Bronchiolitis obliterans
organiseriende Pneumonie (BOOP) wird der akuten GvHD als auch der
chronischen GVHD zugeordnet. Die spate intertitielle Pneumonie (IP) und die
kryptgen organisierende Pneumonie (COP) kdnnen mit einer cGVHD assoziiert
sein [Watkins et al. 2005, Hildebrandt et al. 2011]. Zur Therapie gehoren
topische Malnahmen mit inhalativen Steroiden und langwirksamer
Bronchodilatoren und in der systemisch wirkenden Erstlinientherapie werden
Kortikosteroide eingesetzt. Bei nicht ausreichendem Ansprechen wurde eine
Wirksamkeit durch Anwendung von ECP, Calcineurinihibitoren, Mycophenolat,
vom Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib, von Etanercept sowie mTOR-Inhibitoren
beschrieben [Couriel et al. 2005, Couriel et al. 2006, Majhail et al. 2006, Pérez-
Simon et al. 2006, Olivieri et al. 2009, Hildebrandt et al. 2011, Lucid et al. 2011,
Wolf et al. 2011, Olivieri et al. 2013, Brownback et al. 2016]. In der eigenen
Analyse litten 10 Patienten an einer pulmonalen cGvHD von denen 2 Patienten
mit mildem Schweregrad und ein Patient mit moderatem Schweregrad ein
Ansprechen mit kompletter Remission zeigten. Von den 7 Patienten ohne

Ansprechen hatten 2 eine milde, 3 eine moderate und 2 eine schwere cGvHD.
89



Ein direkter Vergleich ist aufgrund fehlender Daten nicht mdglich, wo eine
pulmonale cGvHD mit mTOR-Inhitoren behandelt wurde. Ahnlich wie unter
Anwendung von Imatinib kann postuliert werden, dass eine Wirksamkeit von
Everolimus bei milder bis moderater cGvHD der Lunge erwartet werden kann,
jedoch nicht bei schwerer pulmonaler cGvHD [Stadler et al. 2009]. Erfolgt eine
Gegenuberstellung der Everolimustherpaie mit einer kleinen Datenanalyse zur
ECP bei pulmonaler cGvHD scheint diese mit Ansprechraten von 67% auch bei
sehr fortgeschrittenen Stadien vorteilhafter zu sein [Lucid et al. 2011].
Anzufugen ist, dass in der eigenen Untersuchung 2 Patienten mit moderater
cGvHD der Lunge vor Einsatz mit Everolimus eine ECP ohne
Therapieansprechen erhielten. Weitere 2 Patienten mit moderatem und
schwerem Stadium hatten kein Ansprechen auf Everolimus bezuglich der
Lungen-cGVHD und welche nachfolgend mit ECP behandelt wurden, jedoch
auch auf diese interventionelle MalRnahme kein Ansprechen zeigten.

Die Inzidenz der genitalen cGvHD der Frau erscheint mit 15,4% (2 von 13)
gering im Vergleich zu den bekannten prospektiven Untersuchungen von
Spinelli et al. mit 24,9% und Zantomio et al. 35% und haufig gleichzeitig eine
orale cGvHD vorliegt; hier 61,5% (8 von 13 weiblichen Patienten) [Spinelli et al.
2003, Zantomio et al. 2006]. Hier ist als Nachteil festzustellen, dass mit
vorhandenen Datensatzen die Analyse erfolgte und somit eine
Auftretenshaufigkeit ahnlich wie in der retrospektiven Untersuchung von
Stratton et al. mit 11% mit vielfach groRerer Kohorte von 266 Patientinnen
berichtet wurde [Stratton et al. 2007]. Uber die Wirksamkeit von Everolimus bei
genitaler cGvHD kann die Untersuchung keine Aussage treffen. Werden die 2
Falle mit den 2 Patienten aus der Arbeit von Johnston und Mitarbeiter in der
Anwendung von mTOR-Inhibitoren gemeinsam betrachtet, so ist ein
Ansprechen bei 2 Patienten in deren Analyse dokumentiert [Johnston et al.
2005].

Die Behandlung eine muskuloskelettalen cGvHD orientiert sich an supportiven
TherapiemalRnahmen: unter anderem mit Verwendung von Muskelrelaxanien
wie Baclofen, Dopaminagonisten wie Ropinirol, Benzodiazepine und
Chininsulat. Eine wichtige Bedeutung haben die physiotherapeutischen und
ergotherapeutischen Behandlungen zum Beweglichkeits- und Krafterhalt sowie

zur Verhinderung eines Selbsthilfedefizits [Marks et al. 2011, Carpenter et al.
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2015]. Eine muskuloskeletale Organbeteilung in Form einer Fasziitis trat bei 5
Patienten (13,2%) in der untersuchten Kohorte auf. Unter der Anwendung mit
Everolimus erreichten 3 von 5 Patienten eine CR (n=2, jeweils mildes und
moderates Stadium) respektive eine PR (n=1, moderates Stadium) auf. Zwei
Patienten mit mildem Schweregrad sprachen nicht an, wobei bei einem ein
Progress in ein moderates Stadium eintrat. Wie schon in der Diskussion der
Ergebnisse zur hepatischen und pulmonalen cGvHD kann bei sehr kleinem
Patientenkollektiv eine Effektivitat bei mildem und moderatem Schweregrad

von einer muskuloskeltalen cGVHD angenommen werden.

6.3 Beeinflussung der lymphozytaren Subpoupulationen unter
Everolimus
Untersuchungen uber die Lymphozytensubpopulationen sind Uberwiegend zu
den T-Zell-Subpopulationen durchgefuhrt wurden. Ein jeweiliger Anstieg der
CD3+T-Lymphozyten, Th17+Helferzellen, der CD4+Memory-Zellen und
CD8+Memory-Zellen ist mit dem Auftreten einer cGvHD assoziiert
[Abrahamsen et al. 2005, Dander et al. 2009, Yamshita et al. 2004, D'Asaro et
al. 2006].
Die Annahme, dass sich insbesondere die CD4/CD8-Ratio mit einem
Behandlungsansprechen (CR oder PR, n=17) im Vergleich zu der Gruppe ohne
Behandlungsansprechen (SD oder PD, n=10) signifikant verbessert, konnte
sich nicht bestatigen, wobei dieses Ergebnis von den kleinen Fallzahlen mit
beeinflusst wird und eine Nachbeobachtung der Gruppen aufgrund einer
unterschiedlichen Weiterbehandlung der Patienten mit einem Nichtansprechen
(SD, PD oder MR) nicht erfolgte.
Interessant erscheint, dass die Patienten mit einer Kombination aus
Prednisolon und Everolimus im Vergleich zu Patienten die zusatzlich
Mycophenolat und/oder ECP erhielten Uber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum hohere Anteile an CD4+T-Lymphozyten und CD19+B-Lymphozyten
aufweisen. Die CD4/CD8-Ratio ist bei den Patienten mit nur einer zweifachen
Immunsuppression Prednisolon und Everolimus unabhangig vom Behand-
lungsansprechen im Vergleich zu den anderen Medikamentenkombinationen
im Trend verbessert. Somit scheinen die eingesetzten Behandlungs-

kombinationen die zellulare Immunitat zu beeinflussen. Dies sollte, auch wenn
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in dieser Arbeit nicht direkt untersucht, in der Auswahl der medikamentdsen
Behandlungskombinationen und der immunmodulatorischen Therapie wie die
ECP berucksichtigt werden, um die Art und die Schwere von infektiologischen
Komplikationen bei sekundar erworbenen Immundefekt zu reduzieren. An
dieser Stelle wird nochmals betont, dass das Ansprechen nicht signifikant durch
die eingesetzten Immunsuppressiva Prednisolon und/oder Mycophenolat
und/oder ECP beeinflusst wurde.

In die Diskussion ist an diese Stelle einzubringen, dass Greinix und Mitarbeiter
in den vergleichenden Untersuchungen zwischen 21 Patienten ohne und 49
Patienten mit chronischer GvHD keine signifikanten Unterschiede in den
absoluten B-, T- und NK-Lymphozytenzahlen fanden [Greinix et al. 2008].
Eine weiterfUhrende differenzierte Beurteilung der zellularen Immunitat
hinsichtlich der dynamischen Entwicklung von regulatorischen T-Zellen
(CD4+CD25+-Treg-Zellen, Tr1-Zellen, Tu3-T-Helferzellen, NK-T-Zellen, CD8+-
regulatorische Zellen) war durch das begrenzte Messprotokoll nicht mdglich.
Bekannt ist, dass insbesondere Treg-Zellen, welche Uber die Expression des
Transkriptionsfaktors FOXP3 (forkhead box protein 3) identifiziert werden, bei
Patienten mit cGvHD reduziert sind und somit auf eine verminderte
Thymusfunktion schliel3en lasst [Miura et al. 2004]. Interessant ware hierbei, ob
ein Wiederanstieg der Treg-Zellen unter einem Behandlungsansprechen mit
Everolimus in Assoziation stehen wirde. Diese Fragestellung kdnnte in einer
prospektiv angelegten Untersuchung analysiert werden. Weiterhin konnte das
pro-inflammatorischen Zytokinverhalten, welches bei cGvHD durch TNF-a., IL-
6, IL-1b, IL-8, 16sliche a-Kette des IL-2 -Rezeptor durch aktivierte T-Zellen (sIL-
2R) und IL-1Ra beschrieben wurde, nicht dargestellt werden. Ein paraklinischer
Parameter respektive Biomarker konnte die Bestimmung des loslichen IL-2-
Rezeptor-Levels darstellen, da Everolimus IL-2 mit nachfolgender
Proliferationshemmung von T-Lymphozyten inhibiert. Kobayashi und
Mitarbeiter sowie die Arbeitsgruppe um Fujii konnten zeigen, dass Patienten,
bei denen einer Verbesserung der cGvHD eintrat, signifikant niedrige IL-2-
Rezeptor-Spiegel aufwiesen [Barak et al. 1995, Kobayashi et al. 1997, Liem et
al. 1998, Fujii et al. 2008, Rozmus et al. 2011].
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6.4 Beeinflussung der Imnmunglobulinspiegel unter Everolimus

Die chronische GvHD bedingt nicht selten auch eine humorale Immundefizienz
mit sekundarem Immunglobulinmangelsyndrom. Gezeigt werden konnte, dass
bei 20 Patienten ohne polyvalente Immunglobulinsubsitution die
Immunglobulinspiegel 1gG mit dem CD19+B-Lymphozyten korrelierten.
Beschrieben wurde diese Korrelation auch durch die Arbeitsgruppe um
Kuzmina [Kuzmina et al. 2011]. In der zitierten Arbeit werden B-Zell-
Lymphozytensubpoulationen aufgefuhrt, die die Immundefizienz und
verschiedene pathogenetischen Mechanismen von cGvHD beschreiben. In der
eigenen Arbeit war das Therapieansprechen nicht beeinflusst von den

Immunglobulinspiegel 1gG, IgA und IgM.

6.5 Infektiologische Komplikationen

Infektionserkrankungen sind haufige Folgekomplikationen bei Patienten mit
einer aktiven moderaten und schweren cGvHD. In der eigenen Analyse
erkrankten 28 Patienten (73,7%) an einer oder mehreren Infektionen
(Infektionsereignisse insgesamt 38), davon 5 Patienten (13,2%) mit schweren
bis lebensbedrohenden Infektionen. Im Vergleich zu anderen Berichten tGber
das Auftreten von Infektionen unter mTOR-Inhibitoren bei Therapie einer
cGvHD werden in unterschiedlicher Frequenz von 16 — 77% Infektions-
ereignisse berichtet. Dabei sind virale, bakterielle und mykotische Infektionen
beschrieben wurden. Kam es zu einer Sepsis, war diese wie auch in der
eigenen Untersuchung bakteriell bedingt [Couriel et al. 2005, Jurado et al. 2007,
Jedlickova et al. 2011, Mielke et al. 2014]. In der Phase II-Studie von Couriel
und Mitarbeitern, die das Behandlungsansprechen von Sirolimus in
Kombination mit Tacrolimus und Prednisolon bei steroidresistenter cGvHD
pruften, traten bei 7 Patienten von 35 (20%) CMV-Reaktivierungen auf [Couriel
et al. 2005]. Im Vergleich dazu war die Inzidienz mit lediglich einer CMV-
Reaktivierung (2,6%) in der eigenen Kohorte von 38 Patienten gering.
Moglicherweise fuhrten zu einem haufigeren Auftreten einer CMV-Reakti-
vierung bei Couriel et al. die initial héheren Steroiddosen von 1 bis 2 mg/kg KG
Methylprednsiolon und der Einsatz von Tacrolimus mit therapeutischen
Spiegeln von 5 - 15 ng/ml zu Haufung von CMV-Infektionen. Denn die Meta-

analyse von Andrassy et al. zeigte fur die mTOR-basierende Immun-
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suppression bei Organtransplantationen eine signifikant niedrigere Inzidenz
von CMV-Reaktivierungen, wenn mTOR-Inhibitoren als Monotherapie oder in
Kombination mit Calcineurininhibitoren eingesetzt wurden im Vergleich zur rein
Calcineurininhibitor-basierende Host-versus-Graft-Prophylaxe, die ein 2,45-
fach erhohtes Risiko fur eine CMV-Reaktivierung aufwies (RR, 2,45; 95% Cl,
1,76-3,41, p<0,0001). In dieser Untersuchung wurde zudem kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der ,anti-CMV-Effektes* von den beiden mTOR-
Inhibitoren Sirolimus versus Everolimus nachgewiesen [Andrassy et al. 2012].
Die geringere Inzidenz von CMV-Reaktivierungen und Infektionen unter mTOR-
Inhibitoren wird zum einen dadurch erklart, dass die Virusreplikation durch die
Inhibition der Untereinheit mMTORC1 der mTOR-Kinase und somit der nicht
folgenden Phoshorylierung das vom Virus in der Wirtszelle fir die mRNA
Translation genutzten 4EBP1 unterbleibt [Buckovich et al. 2008, Moorman et
al. 2010, Clippinger et al. 2011, Vincent et al. 2016]. Zum anderen werden
immunologische Mechanismen diskutiert, die in vitro unter mTOR-Inhibitoren
beobachtet werden kdénnen. TH1-spezifische Interferon-y-produzierende
Lymphozyten werden durch mTOR-Inhibitoren stimuliert und hemmen somit die
Invasion von CMV [Sdemann et al. 2009]. Unter mTOR-Inhibitoren nimmt die
Proliferation von y3-T-Zellen zu, die CMV infizierte Zellen eliminieren kénnen [Li
et al. 2011]. Und mTOR-Inhibitoren wirken immunmodulatorisch durch den
Anstieg von Virus-spezifischen CD8+ Gedachtniszellen [Araki et al. 2009].

Varizella-zoster-Infektionen wurden bei 2 Patienten (5,3%) in der eigenen
Untersuchung dokumentiert. Bei vergleichbare Kohortengrof3e traten 2 VZV-
Reaktivierungen (5,8%), davon eine mit einem therapieresistenten todlichen
Verlauf, in der Arbeit zur mTOR-Inhibitortherapie bei sklerodermiformer GvHD
auf [Jedlickova et al. 2011]. In einer friheren Arbeit zum Einsatz von Sirolimus
mit Calcineurinhibitor und Prednisolon bei cGvHD wurde auch eine schwere
disseminierte VZV-Reaktivierung nach CTCAE 3. Grades beschrieben. Die
bisherigen Behandlungsstudien mit mTOR-Inhibitoren bei cGvHD berichteten
Uber Herpes simplex Virus 1 — Reaktivierungen zu 2,8% bis 26,3% [Couriel et
al. 2005, Johnston et al. 2005]. Dabei war der Anteil von 7 HSV1 -
Reaktivierungen (18,4%) in der eigenen Kohorte ebenso nicht unerheblich. Ein
Grund fur das relativ gehaufte Auftreten von HSV1 — Reaktivierungen ist, dass

die Patienten primar keine medikamentése HSV-1- und VZV-Prophylaxe mit
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Aciclovir oder Valaciclovir erhielten. Schlussfolgend scheint die antivirale
Prophylaxe gegen HSV-1 und VZV mit Beginnn einer mTOR-haltigen

Behandlung sinnvoll.

6.6 Vertraglichkeit, Nebenwirkungen und Toxizitaten

Ein besonderer Vorteil von Everolimus als mTOR-Inhibitor wird in der
geringeren nephrotoxischen Wirkung im Vergleich zu den
Calcineurininhibitoren gesehen, weshalb dieses fur Organtransplantationen
von Niere, Leber und Herz inzwischen einen festen Stellenwert besitzt und fur
die Host-versus-Graft-Prophylaxe zugelassen ist [Eisen et al. 2003, Vitko et al.
2004, Tedesco et al. 2010, Budde et al. 2011, De Simone et al. 2012, Cibrik et
al. 2013].

Die frihere Phase Il - Studie von Johnston et al. Uber die Behandlung von 19
cGvHD-Patienten mit Sirolimus, Calcineurininhibitor und Prednisolon wurde
vorzeitig wegen des Auftretens von 37% Grad 3 und Grad 4 CTCAE-Toxizitaten
geschlossen [Johnston et al. 2005]. Darunter waren schwere und sehr schwere
hamatotoxische = Nebenwirkungen (Thrombozytopenie), infektiologische
Ereignisse (HSV1-Reaktivierungen, VZV-Reaktivierungen, abszedierende
bakterielle Infektionen), metabolische Nebenwirkungen (Hypertriglyzeridiamie)
und renale Nebenwirkungen (akute Niereninsuffizienz, Hamolytisches
uramisches Syndrom) aufgetreten. In der eigenen Untersuchung traten 15
schwere unerwinschte Ereignisse mit einem Todesfall (Grad 3: n=13, Grad 4:
n=1 und Grad 5: n=1) auf. Dies entsprach im Vergleich zur zitierten
Untersuchung einer Rate von 14,7% bei insgesamt 102 unerwunschten
Ereignissen bei 38 Patienten. Insbesondere @ kamen  schwere
Lipidstoffwechselstorungen, Myalgien und Arthralgien vor. Als jeweils einmalige
Ereignisse wurden ein Hauttumor, eine Cholezystitis sowie weitere 5 schwere
Infektionskomplikationen beobachtet, welche unter Punkt 6.5 diskutiert wurden.
Der Einsatz von Everolimus ohne gleichzeitigen Einsatz von
Calcineurininhibtoren ist in der eigenen Untersuchung fur das geringere
Auftreten von schweren Nierenfunktionsstérungen und das Ausbleiben von
TMA-Ereignisse wahrscheinlich. Analysen aus der Organtransplantation
scheinen den endothelzellschadigenden Effekt mehr den Calcineurininhibtoren

als den mTOR-inhibierenden Substanzen zu zuschreiben [Nava et al. 2014].
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7

Schlussfolgerungen

Mit den dargestellten Ergebnissen kdnnen die Zielsetzungen dieser Arbeit wie

folgt beantwortet werden:

1.

Mit einer everolimusbasierenden Therapie bei steroidrefraktarer
moderater und schwerer cGvHD konnte eine Gesamtschwere-
gradverbesserung nach den NIH-Kriterien bei 52,6% der untersuchten
Patienten erreicht werden. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit fir
Patienten mit einem Therapieansprechen (CR oder PR) ist im Trend
besser als im Vergleich fur Patienten ohne Behandlungsansprechen. Ein
Therapieansprechen kann auch erwartet werden, wenn Everolimus in

einer hohergradigen, > zweiten Behandlungslinie eingesetzt wird.

. Die Verbesserung des Gesamtschweregrades bei moderater und

schwerer cGvHD kann mit einem gemischten organspezifischen
Ansprechen einhergehen. Hinsichtlich des organspezifischen
Ansprechens scheint Everolimus besonders wirkungsvoll bei der
chronischen Graft-versus-Host-Erkrankung der Haut und der
Mundschleimhaut zu sein.

Der Therapieerfolg von Everolimus erscheint unabhangig der
eingesetzten weitergefihrten Ko-Therapeutika Prednisolon und/oder
Mycophenolat und/oder der immunmodulatorischen Behandlung mittels
extrakorporalen Photopherese zu sein. Der Einsatz von Everolimus kann
einen steroidsparenden Effekt, eine Dosisreduktion von Mycophenolat
oder eine Beendigung der extrakorporalen Photopherese ermoglichen.
Somit kann die Expositionszeit von hohen Steroid- und
Mycophenolatdosen reduziert werden und potentielle

medikamentenassoziierte Nebenwirkungen vermindert werden.

. Die quantitative Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen reicht

nicht aus, um die zellulare Immunitat hinsichtlich ihrer Funktionalitat
ausreichend charakterisieren zu koénnen. Eine Verbesserung des
Gesamtschweregrades geht nicht direkt mit einer verbesserten
CD4/CD8-Ratio einher. Eine erniedrigte Anzahl von CD19+B-
Lymphozyten korrelierte mit erniedrigten IgG-Immunglobulinspiegeln.
Damit ist die Bestimmung des IgG wie unter Anwendung anderer

Immunsuppressiva auch fur Patienten mit einer Everolimus-basierten
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Immunsuppression sinnvoll, um rechtzeitig die Indikation zur
Immunglobulinsubstitution stellen zu konnen.

5. Infektionen mit GUberwiegend moderaten CTCAE-Schweregrad wurden
beobachtet. Die niedrige Inzidenz von CMV-Reaktivierungen unter
Everolimus erscheint vorteilhaft im Vergleich zu anderen
Immunsuppressiva. Der Einsatz einer angepassten Infektions-
prophylaxe bei Kombinationsimmunsuppression, unter anderem gegen
HSV, VZV und gegen Aspergillus fumigatus, ist zu erwagen.

6. Die Vertraglichkeit von Everolimus unter Berlucksichtigung des
Toxizitatsprofils ist gegeben. Haufig sind Lipidstoffwechselstdrungen
und Infektionen. Unter der Calcineurininhibitor-freien Anwendung von
Everolimus wurden keine thrombozytopenischen Mikroangiopathien
beobachtet. Wenige haufige Nebenwirkungen wie thromboembolische
und kardiovaskularer Ereignisse sind in der klinischen Anwendung zu

beachten.

Nach Versagen der Erstlinientherapie mit Kortikosteroiden bei moderater und
chronischer cGvHD kommen flir diese Indikation nicht zugelassene Arzneimittel
zum Einsatz, basierend auf prospektive und Uberwiegend retrospektive
Studien. Randomisierte Therapiestudien zum organspezifischen Ansprechen
von Everolimus im Vergleich zu anderen cGvHD-Behandlungsregimen sind
erforderlich, um in Zukunft Behandlungsalgorithmen hinsichtlich einer effektiven
organspezifischen Behandlung zu entwickeln. Untersuchungen zu notwendigen
Begleittherapien, wie physikalische und supportive Mallnahmen, sollten dabei
in geplanten multidisziplinar ausgerichteten Untersuchungen berucksichtigt

werden.
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9 Anhang
9.1 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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