® Thieme

HLA-haploidentische Stammzelltransplanta-

tion: Posttransplantations-Cyclophosphamid

Alessia Fraccaroli, Johanna Tischer

Komplikationen sowie aufwendige Herstellungsverfahren limitierten die
Anwendung der HLA-haploidentischen (HLA: humanes Leukozytenantigen)
Stammzelltransplantation bisher. Dieser Beitrag zeigt, wie durch die Anwendung
von Posttransplantations-Cyclophosphamid zur Prophylaxe der Transplantat-
gegen-Wirt-Reaktion (GvHD) dieses Transplantationsverfahren gut vertrdglich

modifiziert werden kann.

Allogene hamatopoetische
Stammzelltransplantation

Das Konzept der Allo-HSZT (hdmatopoetische Stammzell-
transplantation) besteht in der Ubertragung von himato-
poetischen Stammzellen von einem genetisch differie-
renden (allogenen) Spender auf den Empfanger. Dazu ist
eine intensive, auch immunsuppressiv wirkende Vor-
behandlung mit Chemotherapie und bzw. oder Strahlen-
therapie, die sogenannte ,Konditionierung*, erforderlich
(» Abb. 1). Die Intensitdt der Konditionierung kann in
myeloablativ (MAC) bzw. nicht myeloablativ (NMA) oder
reduziert (RIC) unterschieden werden. Eine Posttrans-
plantationsimmunsuppression zur Verhinderung der
TransplantatabstoBung und anderer alloreaktiver Reak-
tionen wie die der GvHD ist notwendig; bei Erreichen
einer Toleranz kann diese ausgeschlichen werden und
muss nicht wie bei anderen Organtransplantationen
zwingend lebenslang erfolgen. Fiir die Pionierarbeiten
zum Verfahren der allogenen Blutstammzelltransplanta-
tion, die anfanglich nur als Knochenmarktransplantation
realisiert werden konnte, erhielten im Jahre 1990 |J.E.
Murray und E. Donnall Thomas den Nobelpreis fiir Physio-
logie und Medizin.
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Als Stammzellquelle fiir eine Allo-HSZT stehen
Knochenmark und G-CSF-mobilisierte periphere
Blutstammzellen zur Verfiigung.

Behandlungsziele

Die Behandlungsziele der Allo-HSZT umfassen:

= Rekonstitution einer intakten Himatopoese

= Etablierung eines kompletten Chimarismus der Blut-
zellen

= Induktion einer Toleranzreaktion ohne AbstoRungs-
reaktion/GvHD
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= Behandlung der Grunderkrankung durch:
- Intensive Vorbehandlung mit Chemotherapie/
Strahlentherapie
- Induktion einer GvL-Reaktion (GvL: Transplantat-
gegen-Leukdmie), wobei diese durch Spenderlym-
phozyten (DLI) verstarkt werden kann

Komplikationen

Die Hauptkomplikationen der Allo-HSZT folgen aus der
toxischen Intensitdt der Konditionierung sowie der Aktivi-
tat zweier Immunsysteme (bidirektionale Alloreaktivitat).
So konnen alloreaktive Immunzellen des Spenders Zell-
oberfldchenantigene des Empfangers erkennen und eine
akute und chronische entziindliche ,Angriffsreaktion®
auf verschiedene Organe des Patienten, wie Haut, Leber

Konditionierung

CTX +[- Bestrahlung .
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Stammzell- Patient
spender
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> Abb. 1 Die allogene Blutstammzelltransplantation. Schematische
Darstellung der Ubertragung von Blutstammzellen von einem gesunden
Stammzellspender (in grau) auf den Patienten (in griin) nach erfolgter
Konditionierung.

CTX: Chemotherapie
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INFOBOX 1
Spenderauswahl haploidentischer Spender
Auswahlkriterien:
= Alter
- jlingere Spender favorisieren
= Geschlechtskonstellation
- mannliche Spender bevorzugen (vor allem bei mannlichen
Empfangern)
= Anzahl von HLA-Mismatches
- HLA-haploidentischen Spender mit der gréten Anzahlvon HLA-
Mismatches mit dem Empfanger auf dem nicht gemeinsamen
Haplotypen wahlen
= HLA-Antikorpersuchtest
- negativer Antikorpersuchtest (keine donorspezifischen
HLA-Antikorper)
- negatives serologisches Crossmatch
= CMV-Konstellation
- CMV-positiven Spender fiir CMV-positiven Patienten bevor-
zugen
- CMV-negativen Spender fiir CMV-negativen Patienten bevor-
zugen
= Blutgruppe
- denin der Blutgruppe tibereinstimmenden Spender, vor allem
bei einer Knochenmarkspende (keine Erythrozytendepletion/
Plasmareduktion mit Gefahr des Zellzahlverlusts des Stamm-
zelltransplantats erforderlich), wahlen
= NK-Zell-Alloreaktivitat:
- Bei Einsatz von PTCY zur GvHD-Prophylaxe spielt diese wahr-
scheinlich keine Rolle.
CMV: Zytomegalievirus, GvHD: Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion,
HLA: humanes Leukozytenantigen, NK-Zellen: natiirliche Killerzellen,
PTCY: Posttransplantations-Cyclophosphamid

und Darm, auslésen (GvH-Richtung). Eine oft lang andau-
ernde und intensive immunsuppressive Behandlung mit
eingeschrankter Immunrekonstitution ist dann unver-
meidbar. Ebenso kdonnen alloreaktive Empfdngerzellen
gegen Spenderzellen agieren (HVG-Richtung) und zur

TransplantatabstoBung fiihren.

Die Hauptkomplikationen der Allo-HSZT sind infolge-

dessen:

= Organtoxizitaten, z.B. Nierenversagen durch Immun-

suppressiva
= TransplantatabstoRung
= akute und chronische GvHD (Infobox 1)

= Infektionen aller Art, insbesondere opportunistische

Infektionen

@ Thieme

FALLBEISPIEL
Unklare Leukozytose

Eine 42-jdhrige Patientin wurde vor 4 Wochen mit
Fieber, Petechien, Bldsse von Haut und Schleimhauten
sowie Gingivahyperplasie stationdr aufgenommen.
Das Blutbild zeigte eine Leukozytose (55000 pg/l)
sowie Anamie (9,0 g/dl) und Thrombozytopenie
(20000 ug/l), im Differenzialblutbild waren 15%
Myeloblasten auffallig, die LDH war mit 450 U/l er-
hoht. Mittels einer Knochenmarkuntersuchung (Aspi-
ration) konnte zytomorphologisch die Diagnose einer
akuten myeloischen Leukdamie (AML), M5 nach FAB-
Klassifikation, gesichert werden. Zytogenetisch zeigte
sich ein komplex aberranter Karyotyp ohne moleku-
largenetische Aberrationen, sodass bereits initial ein
hohes Risikoprofil nach ELN-Klassifikation vorlag.
Umgehend wurde eine intensive Induktionschemo-
therapie bestehend aus hoch dosiertem Cytarabin in
Kombination mit einem Anthrazyklin eingeleitet, wo-
bei dadurch bei dieser Patientin keine Remission der
AML erreicht werden konnte. Bei Hochrisikokonstella-
tion und primdr refraktarer AML ergab sich somit
friihzeitig die dringliche Behandlungsindikation zur
allogenen Blutstammzelltransplantation, um die
Patientin in kurativer Intention zu behandeln.

HLA-System und seine Vererbung

Die Gewebevertrdglichkeit (Histokompatibilitdt) von Pa-
tient und Spender wird durch das HLA-System bestimmt.
Eine Vielzahl von Genen, die auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 lokalisiert sind, codieren fiir den His-
tokompatibiltatskomplex (MHC), der beim Menschen als
HLA-System bezeichnet wird. Dieser MHC gilt als zentra-
les Element bei der Vermittlung der Transplantatabsto-
Rungsreaktion sowie der GvHD. Die fir die allogene
Stammzelltransplantation wichtigen MHC-Gene sind in
2 Regionen unterteilt, die fir 2 Klassen von HLA-Moleki-
len codieren: HLA-Klasse | mit den Loci HLA-A, HLA-B und
HLA-C und HLA-Klasse Il mit den Loci HLA-DR, HLA-DQ
und HLA-DP (» Abb. 2). Die Genprodukte der HLA-Gene
der Klasse | sind auf der Zellmembran verankerte Glyko-
proteine, die auf fast allen Zelloberfldchen zu finden sind.
Die Genprodukte der HLA-Gene der Klasse Il bestehen
aus 2 in der Zellmembran verankerten Glykopeptidket-
ten. Die HLA-Klasse-lI-Molekiile sind auf antigenprasen-
tierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Makrophagen, den-
dritischen Zellen und aktivierten T-Lymphozyten nach-
weisbar.

Bei jedem Individuum werden 2 Allele jedes HLA-Genorts
exprimiert. Die Gesamtheit der Allelausstattung der HLA-
Genorte auf einem Chromosom wird als HLA-Haplotyp
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bezeichnet. Dieser wird normalerweise als Einheit gekop-
pelt vererbt. Nach den Mendel’schen Regeln ererbt jedes
Kind jeweils einen Haplotypen vom Vater und einen von
der Mutter. Eltern und Kinder sind daher grundsatzlich
als HLA-haploidentisch zu betrachten. Fiir Geschwister
betragt die Wahrscheinlichkeit fiir einen gemeinsamen
Haplotyp 50%. Zu je 25% konnen Geschwister HLA-iden-
tisch oder HLA-different sein (> Abb. 3).

Allogene Blutstammzellspender
HLA-Typisierung
Zur ldentifikation eines Blutstammzellspenders und so-
mit Bestimmung der ,Histokompatibilitat* werden Pa-
tient und potenzielle Spender HLA-typisiert. Die HLA-Ty-
pisierung des Patienten sollte moglichst bei der Diagno-
sestellung einer akuten Leukdmie erfolgen. Dafiir werden
jeweils 10 ml EDTA- oder CPDA-Blut (EDTA: Ethylen-
diamintetraacetat, CPDA: Citrat-Phosphat-Dextrose-Ade-
nin), ggf. auch ein Mundschleimhautabstrich, benétigt.
Initial werden die HLA-Loci HLA-A, HLA-B, HLA-C sowie
HLA-DRB1 und HLA-DQB1 typisiert. Folgende HLA-Typi-
sierungsmethoden kénnen eingesetzt werden:
= serologisch
Die HLA-Antigene werden durch Zugabe spezifischer
Antikorper und Messung der durch die Komplement-
aktivierung entstandenen Zytolyse nachgewiesen.
Diese ,niedrigauflosende” Typisierung ist inzwischen
nur noch als ,Ersttypisierung“ in der Geschwistertypi-
sierung sinnvoll.
= molekulargenetisch
Die DNA-Sequenz des MHC auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 wird bestimmt. Diese ,hochauflésen-
de“ Typisierung ist aktuell die Methode der Wahl.
Diese ist immer als ,Bestdtigungstypisierung® und
zur Einleitung einer Suche nach einem unverwandten
Blutstammzellspender erforderlich.

HLA-Matching

Bei Ubereinstimmung (Match) der HLA-Typisierung von
Patient und Blutstammzellspender in allen genannten
Loci wird bei Familien von einem HLA-identischen, ver-
wandten Spender (MRD) bzw. HLA-identischen Ge-
schwisterspender (SIB) gesprochen. Im Fremdspender-
bereich wird dieser als HLA-gematchter unverwandter
Spender bzw. Fremdspender (MUD) bezeichnet.

Historisch waren die besten Ergebnisse zu erzielen, wenn
die Blutstammzellen von einem HLA-identischen Ge-
schwister gespendet wurden. Inzwischen kénnen gleich-
wertige Transplantationsergebnisse auch mit einem HLA-
kompatiblen MUD erreicht werden. Diese ,ideale“ Uber-
einstimmung im HLA-Muster wird allerdings nur bei 25-
30% der Patienten mit einem Geschwisterspender und
bei 50-70% der Patienten kaukasischen Ursprungs mit
einem Fremdspender gefunden [1].
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» Abb. 2 Der HLA-Komplex. Exemplarische Darstellung der Gene, die fiir
die Klasse | (orange) und Klasse Il (gelb) des HLA-Komplexes codieren mit
entsprechender Lokalisation auf dem kurzen Arm von Chromosom 6.
HLA: humanes Leukozytenantigen

A2, B15, @ A29, B44,
DR6 DR7
|
I

A1, B8, A2, B40
DR3 DR6
|
| | | |
A1, B8, DR3 A1, B8, DR3 A2, B40, DR6 A2, B40, DR6
A2, B15, DR6 A29,B44,DR7  A2,B15,DR6 A29, B44, DR7

» Abb. 3 Vererbung der HLA-Haplotypen. Die Vererbung der HLA-Gene
erfolgt als festes Set (Haplotyp; dargestellt in Farbblocken). Ein véterliches
und ein mutterliches Allel wird ererbt und kodominant exprimiert. Ent-
sprechend sind Kinder und Eltern immer als HLA-haploidentisch anzu-
sehen; Geschwister haben eine Wahrscheinlichkeit von 50 % dafiir.

HLA: humanes Leukozytenantigen

HLA-Mismatch: alternative Blutstammzellspender
und Transplantationsverfahren

Wenn keine Aussichten auf einen HLA-gematchten Blut-
stammzellspender bestehen, gibt es folgende Alternati-
ven:

Transplantation von Blutstammzellen eines unver-
wandten Spenders mit HLA-Mismatch (MMUD-T)
Transplantation von Blutstammzellen aus Nabel-
schnurblut (CBT)

Transplantation von Blutstammzellen von einem HLA-
haploidentischen Familienspender (Haplo-HSZT)

241



> Tab. 1 Alternative Spender.

Alternative
Fremdspender-Mismatch- Transplantation

Nabelschnurbluttransplantation

Vorteil
gute Verfligbarkeit, ca. 70-80%

relativ gute Verfiigbarkeit, ca. 50%
verminderte Alloreaktivitat der T-Lymphozyten
Akzeptanz von 2 HLA-Mismatches bei moderaten

@ Thieme

Nachteil

héhere GvHD-Raten (vor allem akut) bis zu 70%

verzdgertes Engraftment
verzogerte Immunrekonstitution, viele virale
Komplikationen

HLA-haploidentische Transplantation

GvHD-Raten mdglich

Besserer GvL-Effekt?

vom gleichen Spender méglich

sehr gute, kurzfristige Verfligbarkeit, ca. 90%

DLI, ,Stammzell-Boost* und Retransplantation

hohe AbstoRBungsgefahr vor allem bei nicht mali-
gnen hamatologischen Erkrankungen (ca. 50%)
keine DLI, kein ,Stammzell-Boost* mdglich

TransplantatabstoRung

= GvHD

verzdgerte Immunrekonstitution und gehauftes
Auftreten von Infektionen, vor allem bei Einsatz
von In-vitro-T-Zell-Depletionsverfahren

DLI: adoptive Immuntherapie, GvHD: Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion, GvL: Transplantat-gegen-Leukdmie
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Eine erfolgreiche Transplantation tber die HLA-Barriere
hinweg ist mit allen 3 genannten alternativen ,Stamm-
zellspenderquellen“ moglich. Vor- und Nachteile dieser
Verfahren zeigt » Tab. 1.

Bisher wurde bei Fehlen eines HLA-kompatiblen Spenders
die MMUD-T gegentiiber der CBT und Haplo-HSZT bevor-
zugt ausgewdhlt. Griinde hierfiir waren die begrenzten
Erfahrungen bei der Umsetzung der einzelnen alternati-
ven Verfahren (vor allem bei der Haplo-HSZT) und ihre
spezifischen Komplikationen.

HLA-haploidentische Transplantation

Spenderverfiigbarkeit

Der groRRe Vorteil der Haplo-HSZT ist die nahezu univer-
selle und zeitnahe Verfiigbarkeit eines Blutstammazell-
spenders aus der Familie. Wenn Geschwister und bzw.
oder Eltern bzw. Kinder vorhanden sind, ist die Wahr-
scheinlichkeit, einen HLA-haploidentischen Spender zu
finden, groRer als 90%, wobei zumeist noch der ,,beste”
Stammzellspender in der Kernfamilie ausgesucht werden
kann. Eine zeitaufwendige und ggf. wenig erfolgverspre-
chende Suche nach einem unverwandten Spender kann
entfallen. Dies ist besonders fiir Patienten von Vorteil,
bei denen bei aggressiver Erkrankung eine dringliche
Indikation zur Allo-HSZT besteht. Der aus einer Familie
stammende Spender steht in der Regel wiederholt fiir
eine Spende von Blutstammzellen bzw. Lymphozyten zur
Verfligung. Damit wird die Option zur adoptiven Immun-
therapie gewdhrleistet (Infobox 2).

Starke bidirektionale Alloreaktivitat

Die empfangereigenen HLA-Molekiile erscheinen dem
Spenderimmunsystem als fremd und kdnnen eine Im-
munreaktion ausldsen. Sie sind damit eine zentrale De-
terminante der bidirektionalen Alloreaktivitdt (GvHD
und TransplantatabstoRung).
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FALLBEISPIEL
Diagnostik: erste Schritte

Bereits bei Diagnosestellung war eine Typisierung der
Gewebemerkmale (HLA-Typisierung) der Patientin
und der Kernfamilie (Eltern und leibliche Geschwister)
erfolgt. So wurden der 47-jahrige Bruder sowie die
45-jdhrige Schwester der Patientin HLA-typisiert.

Die Schwester war HLA-different, wahrend der Bruder
sich in einem HLA-Haplotypen identisch und im dem
anderen different (HLA-haploidentisch) zur Patientin
zeigte. Die Suche in internationalen Registern nach
einem freiwilligen HLA-kompatiblen Blutstammzell-
spender (Fremdspendersuche) blieb erfolglos. Somit
war die HLA-haploidentische Transplantation mit
Stammzellspende des Bruders die einzige, rasch ver-
fligbare Therapiealternative zur Behandlung in kura-
tiver Intention. Zur Vorbereitung wurden Vorunter-
suchungen bei der Patientin und dem potenziellen
Spender veranlasst: Das Vorliegen von donorspezi-
fischen HLA-Antikérpern wurde ausgeschlossen, die
lymphozytare Kreuzprobe, d. h. das zytotoxische
Serum-Crossmatch von Empfanger und Spender, fiel
negativ aus. Blutgruppe und CMV-Serostatus wurden
bestimmt sowie eine HLA-Retypisierung (Bestati-
gungstypisierung) durchgefiihrt. Der Spender wurde
Uber die Spende von Blutstammzellen aus Knochen-
mark, mittels mehrfacher Punktion des Becken-
kamms mit Aspiration von Knochenmark, sowie die
Intubationsnarkose unterrichtet. Die Empfangerin
wurde (iber die HLA-haploidentische Transplantation
inklusive der Risiken wie TransplantatabstoRung,
GvHD und Infektionen aufgeklart.
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FALLBEISPIEL
Behandlung

Zur Allo-HSZT wurde die Patientin stationar auf-
genommen. Bei aktiver Leukdmieerkrankung zum

INFOBOX 2
Klinik der Haplo-HSZT (adaptiert nach [15])

Fieber und Schiittelfrost treten haufig zwischen Tag 0 und + 5 nach
Haplo-HSZT auf.

Zeitpunkt der Transplantation leiteten wir eine se- = Warum?
quenzielle Therapie zur HLA-haploidentischen Trans- - Zytokin-Release-Syndrom im Rahmen der Alloreaktivitat
plantation ein. Die Zytoreduktion mit FLAMSA (Fluda- = Was tun?

- keine Immunsuppression starten

- symptomatische Therapie einleiten

- kalkulierte antimikrobielle Therapie bei neutropenischem Fieber
Den Beginn einerimmunsuppressiven Therapie zwischen Haplo-
HSZT und der Gabe von PTCY vermeiden, um eine Abschwachung
der Wirkung von PTCY zu vermeiden; d. h.:

rabin, Amsacrin, Cytarabin) wurde von der Patientin
gut vertragen, sodass die Konditionierung inklusive
4-Gy-Ganzkorperbestrahlung planmaRig weiterge-
fiihrt werden konnte. Die Transplantation verlief bei
blutgruppenidentischer Knochenmarkspende kom-
plikationslos. Einen Tag nach Transplantation ent-
wickelte die Patientin Fieber in Neutropenie. Wir lei- = kein Dexamethason als Antiemese

teten eine kalkulierte antibiotische Therapie ein. Bei = kein Hydrokortison bei Fieber (meist im Rahmen der Alloreaktivi-
Fieberpersistenz wurde anTag + 2 eine CT der Lunge tat)

(HR-CT Thorax) veranlasst, die keinen Hinweis auf Bei Infektionen beachten:

Infiltrate erbrachte. Mit der Applikation von PTCY an = vergleichbares Infektionsrisiko zur konventionellen Fremdspen-
Tag + 3 und + 4 nach Haplo-HSZT entfieberte die Pa- der- oder Geschwisterspendertransplantation

tientin, entwickelte aber Diarrhden, die bis Tag + 12 = PTLD-Risiko ist sehr gering; kein routineméaRiges EBV-Reaktivie-
fortbestanden. Die Regeneration der Leukozyten er- rungsmonitoring notwendig

folgte nach 21 Tagen. Parallel dazu entwickelte die = BK-induzierte hamorrhagische Zystitis ist haufig, vor allem nach
Patientin ein makulopapultses Exanthem im Bereich myeloablativer Konditionierung:

der oberen Extremitdten (<50 % der Kérperoberfla- - Therapie: Blasenspiilkatheter bei Koageln, Schmerztherapie,
che). Mittels Hautbiopsie konnte histologisch eine antiviraler Behandlungsversuch mit Cidofovir

akute GvHD Grad | gesichert werden. Neben der be- BK: humanes Polyomavirus 1, EBV: Epstein-Barr-Virus, HSZT: hama-
reits seit Tag + 5 initiierten Immunsuppression mit topoetische Stammzelltransplantation, PTLD: Posttransplantations-
Tacrolimus und Mycophenolat-Mofetil wurde eine lymphom, PTCY: Posttransplantations-Cyclophosphamid

topische Steroidtherapie begonnen.

Diese ist in der HLA-haploidentischen Transplantations-
situation besonders ausgepragt: Die HLA-Molekiile des
von Patient und Spender ,nicht geteilten“ Haplotyps kdn-
nen zu einer starken Aktivierung des Immunsystems fth-
ren. Durch diese intensive immunologische Reaktion
wurde der Einsatz dieses alternativen Transplantations-
verfahrens tiber einen langen Zeitraum hinweg limitiert.

Verfahren

Prinzipiell wird die unmanipulierte, d.h. T-Zell-haltige,
Haplo-HSZT von der manipulierten Haplo-HSZT, bei wel-
cher die T-Zellen durch eine In-vitro-Manipulation aus
dem Blutstammzellpraparat entfernt werden, unterschie-
den. In der Vergangenheit war die unmanipulierte Haplo-
HSZT, bei der somit die T-Zellen im Transplantat verblie-
ben, mit einer hohen Rate von TransplantatabstoBung
und GvHD assoziiert. Frithe Transplantationsversuche
mit dieser Form der Haplo-HSZT hatten eine hohe trans-
plantationsassoziierte Mortalitdt (TRM >50%) zur Folge
und nur wenige Patienten (< 10%) Gberlebten dauerhaft

[2].

Zur besseren Uberwindung der HLA-Barriere und Verrin-
gerung von TransplantatabstoBung und GvHD wurden —
in dem Bewusstsein, dass die T-Zellen die Hauptverursa-
cher der bidirektionalen Alloreaktivitdt sind - verschie-
dene Konzepte mit dem Ziel verfolgt, die T-Zellen aus
dem Transplantat und bzw. oder dem Patientenorganis-
mus zu entfernen. So wurden weltweit verschiedene
Verfahren zur In-vitro- und In-vivo-T-Zell-Depletion ent-
wickelt, die auch in Kombination angewandt wurden.

In-vitro-T-Zell-Depletion

Verfahren zur In-vitro-T-Zell-Depletion (technische Mani-

pulation des Stammzelltransplantats) sind:

= (CD34+-Selektion in Kombination mit MAC und einem
Mega-Dose-Konzept = Inhalt von >10x10° CD34+-
Zellen/kg Korpergewicht im Transplantat (Perugia)

= CD3+/CD19+-Depletion mit Depletion von B- und T-
Zellen (Memphis, Tiibingen)

= TCR-a/B- und CD19+-Depletion mit Erhalt von y/6-T-
Zellen im Transplantat und B-Zell-Depletion (Miami,
Tibingen)

= CD6+-Depletion mit Erhalt von NK/T-Zellen im Trans-
plantat (Boston, Miinchen)
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s |\lerke

Fiir eine In-vitro-Manipulation (T-Zell-Depletion)
des Transplantats sind nur G-CSF-mobilisierte peri-
phere Blutstammzellen geeignet.

In-vivo-T-Zell-Depletion

Verfahren zur In-vivo-T-Zell-Depletion (medikamentdse

Manipulation des Patienten) sind:

= Antithymozytenglobulin (ATG, breite und relativ un-
spezifische Lymphopenisierung)

= OKT 3 (Anti-CD3+-Antikorper; intensive T-Zell-Deple-
tion; nicht mehrim Handel fiir diese Indikation verfiig-
bar)

= Alemtuzumab (Anti-CD52+-Antikérper; B- und T-Zell-
Depletion)

= Cyclophosphamid, selektive Depletion von alloreakti-
ven T-Zellen

Modifikationen

Anfanglich waren bei In-vitro-Manipulation des Trans-
plantats (z.B. CD34+-Selektion) mit einer im Folgenden
mangelhaften Immunrekonstitution viele, vor allem aty-
pische, schwere Infektionen und eine hohe Rezidivrate
zu beobachten [3,4]. Dann konnte eine Verbesserung
der Immunrekonstitution durch eine selektivere T-Zell-
Depletion des Transplantats erreicht werden (z.B. TCR-
a/B-Depletion), allerdings war die Krankheitskontrolle
bei aktiver Erkrankung in der Padiatrie auch hier wiede-
rum begrenzt [5,6]. Die notwendigen Herstellungs-
verfahren fiir die In-vitro-Depletionen des Stammzell-
praparats nach dem Arzneimittelgesetz bzw. GMP (gute
Herstellungspraxis) sind mit hohem zeitlichem und finan-
ziellem Aufwand verbunden. Sie sind deshalb spezialisier-
ten Zentren vorbehalten und dadurch eingeschrankt ver-
fugbar.

Um die Haplo-HSZT mit In-vitro-Manipulation des

Stammzellpraparats sicherer zu gestalten, wurden ver-

schiedene Verfahren zur adoptiven Immuntherapie (DLI)

entwickelt:

= Applikation von regulatorischen T-Zellen zur Verringe-
rung von GvHD

= T-Zellen mit Integration eines sogenannten Suizid-
gens zum Abschalten bei Auftreten von GvHD

= DLI mit Fotodepletion alloreaktiver T-Zellen zur Verrin-
gerung von GvHD und Verbesserung der Immun-
rekonstitution

= Applikation von virusspezifischen T-Zellen zur Behand-
lung von schweren Virusinfektionen mit Zytomegalie-,
Epstein-Barr- bzw. Adenovirus und eines Posttrans-
plantationslymphoms (PTLD)

@ Thieme
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Ergebnisse

Im Verlauf bildete sich das Exanthem zurtick. Die
hdmatopoetische Regeneration war vollstdndig. Die
durchgefiihrte Knochenmarkuntersuchung ergab
keinen Hinweis auf die vorbestehende Leukdmie bei
vollstandigem Chimarismus. Die Patientin konnte

8 Wochen nach Aufnahme ohne GvHD- und Infekt-
zeichen in gutem Allgemeinzustand entlassen wer-
den.

Unmanipulierte Haplo-HSZT mit
Posttransplantations-Cyclophosphamid

Ein neueres und simples Verfahren in der Haplo-HSZT
nutzt nun die immunsuppressive und antiproliferative Ei-
genschaft von Cyclophosphamid (CY), das kurz nach der
Transplantation eines T-Zell-haltigen Stammzellpraparats
gegeben wird (PTCY) (» Abb. 4a). Es fiihrt zu einer selek-
tiven In-vivo-T-Zell-Depletion von proliferierenden allo-
reaktiven Zellen, wéhrend ruhende Zellen geschont wer-
den. Eine Schlisselrolle scheint hierbei dem Enzym der
Aldehyddehydrogenase (ALDH) zuzukommen, das eine
CY-Resistenz vermittelt. Himatopoetische Stammzellen
und regulatorische T-Zellen, die in hohem MaR dieses En-
zym intrazytoplasmatisch exprimieren, kdnnen das Alde-
hyd CY entgiften. Andere Zellen ohne ALDH, wie naive T-
Zellen, unterliegen dem zytotoxischen Effekt [7]. Da-
durch konnte in mehreren Studien ein geringes Auftreten
von GvHD und Infektionen bei einer zugleich robusten
hdamatologischen und immunologischen Rekonstitution
beobachtet werden [8,9], die aus dem ruhenden Pool
der Zellen erfolgen kann. Vergleichsweise schlechter
zeigte sich die Immunrekonstitution bei anderen Haplo-
HSZT-Verfahren mit In-vitro-T-Zell-depletierten Stamm-
zellpraparaten (z.B. CD34+-Selektion, CD6+-Depletion)
[10,11].

In der Pilotstudie aus Baltimore/Seattle aus dem Jahr
2008 wurden 68 Patienten mit verschiedenen hdamatolo-
gischen Erkrankungen behandelt [8]. Nach nicht myelo-
ablativer Konditionierung waren in 13% Transplantat-
abstoRBungen zu beobachten und die Inzidenz der schwe-
ren akuten GvHD (Grad Il1-1V) und schweren chronischen
GvHD war bemerkenswert niedrig (jeweils <10%). Die
TRM nach 1 Jahr war niedrig (15%) (Infobox 3).

m—  |\lerke
Mit PTCY ist eine wirkungsvolle GvHD-Prophylaxe
in der unmanipulierten Haplo-HSZT mdoglich.
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Konditionierung

PTCY

Immunsuppression
NMA | | | | >
T 1 1 i
FC-basiert Haplo- 3 4 5
2 Gy TBI HSZT Tacrolimus + MMF
a
~sequenzielles Therapiekonzept
Zytoreduktion Konditionierung PTCY TS
4-5 Tage RIC : i !
T 1 1 i
» FLAMSA FC-basiert Haplo- 3 4 5
» Clofarabin Melphalan/TBI HSZT Tacrolimus + MMF
b

> Abb. 4 Baltimore/Seattle-Protokoll (a) und Miinchner Protokoll (b) zur haploidentischen Transplantation. Das Baltimore/
Seattle-Protokoll (a) beinhaltet eine nicht myeloablative Konditionierung (NMA) (gelbe Box), die Transplantation eines Knochen-
markpraparats und die Applikation von hoch dosiertem Cyclophosphamid (50 mg/m?) zur GvHD-Prophylaxe (GvHD: Transplantat-
gegen-Wirt-Reaktion) an Tag + 3 und + 4 nach der haploidentischen Transplantation (griine Box). Die Immunsuppression mit
Tacrolimus und Mycophenolat-Mofetil (MMF) startet an Tag + 5 nach Transplantation (griine Box). Das Miinchner Protokoll (b) stellt
eine Therapiealternative fiir Patienten mit Hochrisikoerkrankung dar. Die Konditionierung (griine Box) ist dosisintensiviert (RIC).
Der RIC vorangestellt ist eine zytoreduktive Chemotherapie mit FLAMSA (Fludarabin, Amsacrin und Cytarabin) oder Clofarabin

(orangefarbene Box).

FC: Fludarabin, Cyclophosphamid, HSZT: hdmatopoetische Stammzelltransplantation, PTCY: Posttransplantations-Cyclophos-

phamid, TBI: Ganzkorperbestrahlung

Vergleich zu anderen Verfahren

Die unmanipulierte Haplo-HSZT mit PTCY zur GvHD-Pro-
phylaxe wird seit dem Jahr 2009 zunehmend auch in
Europa angewandt. Die Rate der TransplantatabstoRBung
war niedriger als bei einer CBT oder Haplo-HSZT mit In-
vitro-T-Zell-Depletion [10,12,13] und die Inzidenz der
GvHD zeigt sich vergleichbar der Allo-HSZT von einem
MUD [13]. Ein weiterer Vorteil scheint die verbesserte Im-
munrekonstitution und eine damit verbundene geringere
Infektionsrate zu sein, insbesondere im Vergleich zur CBT
und der In-vitro-manipulierten Haplo-HSZT [10,11]. Bei
niedriger TRM zeigen sich die Behandlungsergebnisse
dhnlich derer einer MUD-T- [15] oder SIB-Transplantation
[16]. Insbesondere dann, wenn vor der unmanipulierten
Haplo-HSZT mit PTCY eine Remission der Grunderkran-
kung erreicht werden konnte. Im Vergleich zu anderen al-
ternativen Spenderquellen lassen sich somit - aufgrund
der guten Vertrdglichkeit sowie auch der simplen Umset-
zung ohne die Notwendigkeit eines aufwendigen tech-
nischen Verfahrens - die stark ansteigenden Transplanta-
tionszahlen fiir die Haplo-HSZT mit PTCY erkldren [17].

s |\lerke

Die unmanipulierte Haplo-HSZT mit Einsatz von PTCY
zur GvHD-Prophylaxe stellt ein vergleichsweise sehr
einfaches und sicheres Verfahren zur Uberwindung
der HLA-Barriere dar.

Krankheitskontrolle

Trotz guter Kontrolle der bidirektionalen Alloreaktivitat
deutete sich allerdings das Hauptproblem der unmanipu-
lierten Haplo-HSZT nach NMA-Konditionierung bereits in
der Pilotstudie aus Baltimore/Seattle an. Die Erkran-
kungskontrolle, besonders bei Patienten mit Hoch- und
Hochstrisikoerkrankung nach Disease-Risk-Index war un-
befriedigend. Mehr als 50% der Patienten erlitt nach
1 Jahr ein Rezidiv [8, 18]. Zur Verbesserung der Erkran-
kungskontrolle in der unmanipulierten Haplo-HSZT mit
PTCY wurden weltweit verschiedene Konzepte verfolgt:
= Intensivierung der Konditionierung: myeloablativ
(Genua)
= Intensivierung der Konditionierung (myeloablativ) und
Einsatz von peripheren Blutstammzellen (Atlanta)
= Intensivierung der Konditionierung und Einsatz eines
sequenziellen Therapiekonzepts (Miinchen)
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INFOBOX 3

Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion

Beider GvHD handelt es sich um eine immunologische Reaktion nach
Allo-HSZT, bei welcher die im Stammzelltransplantat enthaltenen
immunkompetenten Zellen des Spenders (vor allem T-Lymphozy-
ten) den Organismus des Empfangers als fremd erkennen und an-
greifen. Eine entzlindliche Reaktion, die potenziell alle Spenderorga-
ne betreffen kann, ist die Folge. Gleichzeitig konnen dadurch jedoch
ebenfalls die Leukdamiezellen selbst angegriffen werden; der er-
wiinschte Effekt der GvL-Reaktion wird somit induziert.

Es werden 2 Formen der GvHD unterschieden: die akute und die
chronische Form.

Akute GvHD

Manifestation: akut entziindliche Prozesse haufig an:
= Haut: Exanthem

= Darm: Diarrh6

= Leber: Bilirubinerhéhung

Chronische GvHD
Manifestation: Chronisch entziindliche, fibrosierende Prozesse aller

Organe sind maglich. Haufig sind:

= sklerodermieforme Hautveranderungen

= Sicca-Symptomatik

= cholestatische Leberwerterh6hung

selten ist:

= Bronchiolitis obliterans

Das Risiko, dass eine GvHD auftritt, ist in erster Linie von der HLA-
Disparitdt zwischen Spender und Empfanger abhdngig. Auch andere
patienten- und transplantationsspezifische Faktoren wie Alter, Kon-
ditionierungsintensitat, Art der GvHD-Prophylaxe und der Art der
Stammzellquelle (Knochenmark oder G-CSF-mobilisierte periphere
Blutstammzellen) sind von Relevanz. Insgesamt liegt dabei das Risiko
fiir die Manifestation einer GvHD bei ca. 30-70%. Kortison ist das
Hauptmedikament zur Behandlung der GvHD.

G-CSF: Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, HLA: humanes
Leukozytenantigen, GvHD: Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion, GvL:
Transplantat-gegen-Leukdamie, HSZT: hamatopoetische Stammzell-
transplantation

@ Thieme

Sequenzielles Behandlungskonzept
bei Hochrisikoerkrankung

Seit Jahren wurde zur Verbesserung der Erkrankungskon-
trolle in der HLA-gematchten Transplantationssituation
bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML)
und myelodysplastischem Syndrom (MDS) mit Hochrisiko
und rezidivierter bzw. refraktarer Erkrankung das Konzept
der sequenziellen Therapie erfolgreich angewandt [19].
Dabei wird kurz vor Beginn der Konditionierung eine in-
tensive Chemotherapie durchgefiihrt. Die Konditionie-
rung erfolgt dann in reduzierter Intensitat (RIC) zur Ver-
ringerung der Toxizitdt (» Abb.4b). Mit der sequenziel-
len Therapie wird eine verstarkte Reduktion der Tumor-
last erzielt. Damit wird mehr Zeit fiir den beabsichtigten
GvL-Effekt nach der Transplantation gewonnen. Verstarkt
werden kann der GvL-Effekt zudem durch eine adoptive
Immuntherapie mit Spenderlymphozyten bei Patienten
ohne GvHD. Mit diesem Behandlungskonzept konnte bei
Patienten mit Hochrisiko-AML und MDS nach HLA-ge-
matchter Transplantation ein vergleichsweise sehr gutes
leukidmiefreies Uberleben von 40% nach 2 Jahren erzielt
werden [19].

Aufgrund der sehr guten Vertraglichkeit der unmanipu-
lierten Haplo-HSZT mit PTCY zur GvHD-Prophylaxe war
die Integration der sequenziellen Therapie in das Behand-
lungskonzept bei Patienten mit fortgeschrittener Erkran-
kung ohne HLA-gematchten Spender problemlos mog-
lich [20] (» Abb. 4b). Die Behandlungsergebnisse zeigten
sich denen in einer HLA-gematchten Transplantations-
situation dhnlich.

So ist die unmanipulierte Haplo-HSZT mit PTCY zur
GvHD-Prophylaxe als wertvolle Therapiealternative fiir
Patienten ohne konventionellen, HLA-kompatiblen
Stammzellspender, aber auch mit dringlicher Transplan-
tationsindikation bei aggressiv verlaufender Erkrankung
zu betrachten. Bei sehr guter Vertraglichkeit und ein-
facher Durchfiihrbarkeit treten andere, alternative Trans-
plantationsverfahren, wie die der MMUD-T, der manipu-
lierten Haplo-HSZT oder CBT, in den Hintergrund.

s |\lerke

Durch die sequenzielle Therapiestrategie in der
Haplo-HSZT mit PTCY sind bei Hochrisikoerkran-
kungen dhnliche Behandlungserfolge wie bei einer
HLA-gematchten Transplantation zu erreichen.
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= Fir Patienten ohne HLA-kompatiblen Stammzell-
spender ist die Transplantation von Blutstammzel-
len aus Nabelschnurblut und eines nurin 1 Haplo-
typ tibereinstimmenden Familienspenders (Haplo-
HSZT) eine Alternative.

Fiir mehr als 90% der Patienten kann innerhalb der
Familie ein HLA-haploidentischer Spender gefun-
den werden. Die hohe Spenderverfiigbarkeit ist ein
Hauptvorteil der Haplo-HSZT gegeniiber der CBT.
Zudem besteht hier die Moglichkeit, nach diversen

Kriterien (unter anderem Blutgruppe, CMV-Status,
Alter, Geschlecht) den ,besten“ Stammzellspender
auszusuchen.

Die Haplo-HSZT bietet im Vergleich zur CBT die
Maglichkeit zur adoptiven Immuntherapie.

Die unmanipulierte Haplo-HSZT mit Einsatz von
PTCY zur GvHD-Prophylaxe stellt ein neueres und
vergleichsweise einfaches sowie sicheres Verfahren
zur Uberwindung der HLA-Barriere dar.

Wenig GvHD und eine geringe Infektionsrate bei
guter Immunrekonstitution kennzeichnen die un-

manipulierte Haplo-HSZT, wenn PTCY zur In-vivo-
Depletion alloreaktiver T-Zellen angewendet wird.
Somit zeigt sich die TRM vergleichsweise gering.
Die Behandlungsergebnisse der unmanipulierten
Haplo-HSZT mit PTCY sind beziiglich GvHD, Infek-
tionen und TRM vergleichbar mit denen der HLA-
gematchten Transplantation.

Durch Anwendung der sequenziellen Therapie (z. B.
Minchner Protokoll), bei der eine intensive Che-
motherapie kurz vor Start der Konditionierung zur
unmanipulierten Haplo-HSZT mit PTCY durch-
gefiihrt wird, kann die Krankheitskontrolle von
malignen hamatologischen Erkrankungen in der
Hochrisikosituation verbessert werden.
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