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1 EINLEITUNG

1.1 De Stellenwert der allogenen Stammzelltransplantation bei akuter myeloischer

Leukamie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) stellt weltweit die haufigste Indikation zur
alogenen Stammzelltransplantation (SZT) mit zunehmender Tendenz (circa 10%
jahrlich) dar. Hierzu tragen insbesondere die zunehmende Verfiigbarkeit von HLA-
identischen nicht-verwandten und HLA-haploidentischen familidren Spendern sowie die
Anwendung von Konditionierungsprotokollen mit reduzierter Intensitét (im Englischen:
reduced intensity conditioning [RIC]) bei, welche die Durchfithrung der allogenen SZT
auch in hoherem Patientenalter ermoglichen (Niederwieser et a., 2016).

Die Entscheidung zur Durchfiihrung einer allogenen Stammzelltransplantation in der
ersten Vollremission (im Englischen: complete remission [CR]) der AML erfolgt unter
Abwigung von potenziellem Nutzen und Risiken dieser Therapiemallnahme. Risiken
der alogenen SZT sind insbesondere die nicht durch einen leukdmischen
Krankheitsriickfall bedingte Mortalitdt (im Englischen: non-relapse mortality [NRM])
und die mit diesem Therapieverfahren verbundene langfristige Morbiditit. Viele
Scoring-Systeme wurden entwickelt, in welchen Faktoren, wie zum Beispiel das
Krankheitsstadium, molekulare und zytogenetische Krankheitsmerkmale und ferner
Patienten-,  Spender- und  Transplantat-Charakteristika zu  Risiko-Scores
zusammengefasst werden.

In vielen Metaanalysen konnte die Uberlegenheit der allogenen SZT in Bezug auf das
Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit prognostisch ungiinstiger
AML in 1. CR im Vergleich zur konventionellen primiren Postremissionstherapie
(PPRT) nachgewiesen werden (Yanada et a., 2005). Grundlage dieser Vergleiche
waren insbesondere ,intent-to-treat“ Analysen bei Patienten mit HLA-identischen
verwandten Spenders (Cornelissen et al., 2007). Der therapeutische Stellenwert der
allogenen SZT in 1. CR ist bei intermedidrem Krankheitsrisiko hingegen weniger gut
belegt. Bei Patienten mit prognostisch giinstiger AML ergeben sich keine
Anhaltspunkte fiir eine therapeutische Uberlegenheit der allogenen SZT in 1. CR, da

ihre bessere antileukdmische Wirksamkeit durch die im Vergleich zur PPRT hohere



NRM egalisiert wird, so dass das Gesamtiiberleben (im Englischen: overall survival
[OS]) nicht verbessert wird (Koreth et al., 2009). Trotz Beschrinkung der lteren
vergleichenden Studien auf Patienten, welche myel oablative
Konditionierungsprotokolle und Transplantate von HLA-identischen
Geschwisterspendern erhielten, beruhen die Empfehlungen zur myeloablativen
allogenen SZT bei jiingeren erwachsenen Patienten mit ungiinstigem und intermedidrem
Risikoprofil maBgeblich auf diesen Vergleichsstudien.

GemidBl den Empfehlungen des Europdischen Leukdmie Netzwerks (ELN) soll eine
allogene SZT bei erwachsenen Peatienten bis zum 60. Lebengahr mit intermedidrem und
ungiinstigem Risikoprofil und Verfiigbarkeit von HLA-identischen verwandten oder
nicht verwandten Spendern in 1. CR oder bei Erreichen einer 2. CR nach rezidivierter
Erkrankung durchgefiihrt werden (Dohner et al., 2017). Auch Patienten mit einem Alter
iiber 60 Jahren und geringen Komorbiditdten sollten hinsichtlich der Durchfiihrbarkeit
einer allogenen SZT evaluiert werden. Es existiert jedoch kein Therapiestandard fiir
Patienten mit primér refraktirer oder persistierender Erkrankung, die nach Moglichkeit
im Rahmen klinischer Studien behandelt werden sollten. Jiingere erwachsene Patienten
scheinen von einer intensiven Salvage-Chemotherapie zu profitieren, durch die etwa
55% eine erneute CR erreichen. Eine allogene SZT fiihrt bei den respondierenden
Patienten zu einem 5-Jahres OS von 40% bei ansonsten infauster Krankheitsprognose
(Burnett et al., 2013). AuBerst ungiinstig ist die Prognose fiir dltere Patienten mit
rezidivierter oder refraktarer Erkrankung oder fiir Patienten mit rezidivierter AML nach
allogener SZT in 1. oder 2. CR. Ein ldngeres Zeitintervall bis zum Rezidiv nach
allogener SZT sowie ein Rezidiv nach erster allogener SZT mit RIC waren mit
geringerer Mortalitit assoziiert, wahrend ein Patientenalter iiber 40 Jahren, eine
prognostisch ungiinstige Zytogenetik, eine aktive Transplantat-gegen-Wirt Krankheit,
HLA-differente Spender und Nabelschnurblut als Transplantatquelle Pradiktoren fiir
eine ungiinstige Prognose waren. (Bejanyan et al., 2015). Therapieoptionen bei
rezidivierter Erkrankung nach allogener SZT sind Kombinationen aus Chemotherapie,
zielgerichteten Therapien und Donorlymphozyten-Infusionen (DLI), welche einer
alleinigen Chemotherapie liberlegen sind (Yan et al., 2013).

Eine wichtige Rolle fiir die erfolgreiche Durchfiihrung der allogenen SZT spielt die
Auswahl des Konditionierungsregimes fiir die Transplantation. Hierbei miissen



Faktoren wie die Aggressivitat der Erkrankung, das Krankheitsstadium, das Alter des
Patienten sowie dessen Komorbiditéten beriicksichtigt werden. Historisch wurden zuerst
sogenannte  konventionelle oder myeloablative Konditionierungsprotokolle (im
Englischen: myeloablative conditioning [MAC]) entwickelt. Retrospektive Studien
unterstreichen die Uberlegenheit der MAC mit hochdosiertem Cyclophosphamid und
fraktionierter Ganzkdrperbestrahlung hinsichtlich der Rezidivrate vor allem be der
akuten lymphatischen Leukdmie (Marks et al., 2010). Die Entwicklung von Katarakten,
Zweitmalignomen als Spatfolgen der Ganzkorperbestrahlung, persistierende Alopezie
sowie die hepatische Venenverschlusskrankheit (VOD) insbesondere nach Anwendung
hochdosierter Alkylanzien sind nur einige der typischen Komplikationen nach MAC.
Seit Mitte der 90-iger Jahre wurden weniger intensive Konditionierungsprotokolle
(RIC) entwickelt, die aufgrund geringerer nicht-hdmatologischer Organtoxizitdten
besser vertraglich, aber dennoch hinreichend immunsuppressiv wirksam sind, um eine
dauerhafte Etablierung der Transplantatfunktion zu gewihrleisten. Der frithe
tierexperimentelle Nachweis, dass fiir das Anwachsen des Transplantates keine
vollstindige Eradikation der Patientenblutbildung, sondern lediglich eine ausreichende
Immunsuppression — bereits durch eine Ganzkorperbestrahlung mit 2 Gray und
nachfolgender medikamentdser Immunsuppression (Storb et al., 1997) — erforderlich it,
fihrte ferner zur Entwicklung von sogenannten nicht-myeloablativen (NMA)
Konditionierungsprotokollen. Die 2009 eingefiihrte Arbeitsdefinition zur Einteilung der
Konditionierungsprotokolle unterscheidet zwischen MAC-Regimen, die eine
irreversible Panzytopenie erzeugen und zwingend den Einsatz von Stammzellen zur
Wiederherstellung der Knochenmarkfunktion erfordern, NMA-Regimen, nach welchen
es ohne Stammezelliibertragung zu einer Regeneration der Patientenblutbildung kommt
und RIC-Regimen, welche keine der vorherigen Definitionen erfiillen (Bacigalupo et
al., 2009).

Ein wesentlicher Vortell aller RIC-Regime ist die geringere Akuttoxizitdt mit erhaltener
Schleimhautintegritit und verkiirzter Neutropeniedauer sowie dadurch bedingter
deutlich reduzierter Rate an frithen Bakteridmien, wobei die Inzidenz von Pilz- und
Viruserkrankungen im Vergleich zu MAC-Regimen allerdings annidhernd vergleichbar
erscheint. Die haufig letal verlaufende hepatische VOD, die insbesondere nach
Busulfan-basierten MAC-Regimen auftrat, ist nach RIC-Regimen eine deutlich
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seltenere Komplikation und die NRM konnte durch die Einfithrung von RIC-Regimen
insgesamt, aber insbesondere bei dlteren Patienten deutlich vermindert werden. Ein
wesentlicher Nachteil der RIC-Regime ist jedoch ihre geringere antileukdmische
Wirksamkeit mit daraus resultierender erhohter Rezidivrate nach allogener SZT.
Insbesondere bei primdr prognostisch ungiinstiger AML und in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien, bei denen eine moglichst hohe antileukdmische Wirkintensitédt der
im Rahmen der Konditionierungstherapie applizierten Radio- und Chemotherapiedosis
fiir den Therapieerfolg der allogenen SZT mit ausschlaggebend sind, verbessern MAC-
Regime die kurative Erfolgsaussicht im Vergleich zu RIC-Regimen.

1.2 Transplantat-gegen-Wirt  Krankheit und Immunprophylaxe mit Anti-T-
Lymphozyten Globulin

Die Transplantat-gegen-Wirt-Krankheit (im Englischen: Graft-versus-Host-Disease
[GVHD]) ist Ausdruck einer immunologischen Reaktion des transplantierten Spender-
Immunsystems  gegen  differierende  Histokompatibilitdts-Antigene in  den
Patientengeweben, welche eine der hdufigsten und schwerwiegendsten Komplikationen
nach einer allogenen SZT darstellt. Pathophysiologisch beruht die akute GvHD gemal
dem von Ferrara et a. postulierten 3-Phase-Modell primir auf einer Aktivierung von
Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) des Patienten mit verstdrkter Prasentation der
zwischen Spender und Patient differierenden Histokompatibilitits-Antigene. In der
Folge der Erkennung dieser Antigene durch alloreaktive T-Lymphozyten des Spender-
Immunsystems resultiert eine Aktivierung, Proliferation, Differenzierung und Migration
der Spender-T-Lymphozyten, die letztendlich die Zielorganschadigungen, histologisch
als epitheliale Apoptosen in den Zielorganen identifizierbar, bewirken. (Ferrara et al.,
2009). Zwei klinische Verlaufsformen der GVHD wurden bereits sehr frithzeitig von der
renommierten Arbeitsgruppe am Fred Hutchinson Cancer Research Center in
Seattle/lUSA in Abhingigkeit von der zeitlichen Entwicklung der klinischen GvHD-
Symptome nach allogener SZT und ihren Organmanifestationen beschrieben
(Glucksberg et al., 1974; Przepiorka et a., 1995). Die akute GvHD tritt
definitionsgemil innerhalb der ersten 100 Tage auf mit vorwiegender Beteiligung der

duBeren Haut, der intestinalen Schleimhdute und der Gallengangsepithelien. Die
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chronische GvHD manifestiert sich nach Tag 100 entweder primir (de-novo chronisch)
oder aus einer akuten GvHD hervorgehend (sekundédr chronisch) vorrangig in Form
sklerosierender Haut- und Schleimhautveranderungen, Gelenkkontrakturen, exokriner
Sicca-Symptomatik und persistierender Immundefizienz und weist von der klinischen
Symptomatik ~ Ahnlichkeiten zu  Autoimmunerkrankungen auf. Durch die
Verdnderungen der Spenderauswahl und der Transplantatgewinnung fiir die allogene
SZT in den letzten drei Dekaden mit stark steigenden Anteilen nicht verwandter
Spender oder in jlingerer Zeit auch HLA-haploidentischer familidrer Spender, sowie der
Verwendung peripherer Blutstammzellpriparate mit deutlich hoherem Spender-T-
Zellgehalt haben sich die klassischen klinischen Erscheinungsformen der GvHD
verdndert. Daher wurde die Etablierung weiterer diagnostischer Kriterien fiir
Klassifikation der GvHD notwendig (Filipovich et a., 2005).

Neben, aber insbesondere in Verbindung mit der akuten und chronischen GvHD
existiert eine weitere immunologische Wirkung des Spender-Immunsystems, die zur
erfolgreichen Elimination der malignen hdmatologischen Grunderkrankung beitrdgt und
insbesondere bei einem leukdmischen Rezidiv nach allogener SZT therapeutisch genutzt
werden kann. Dieser sogenannte Transplantat-gegen-Leukédmie (im Englischen: Graft-
versus-Leukemia [GvL]) Effekt ist neben der Konditionierungstherapie der
ausschlaggebende antileukdmische Wirkmechanismus der allogenen SZT und kann
durch die Ubertragung von Spenderlymphozyten-Infusionen verstirkt werden (Kolb,
2008).

Verschiedene Strategien wurden zur VVorbeugung hohergradiger akuter GvHD, die eine
mit dem klinischen Schweregrad ansteigende ungiinstige Prognose aufweisen,
entwickelt. Die am hdufigsten eingesetzte medikamentdse Prophylaxe ist die
Kombination eines Calcineurin-Inhibitors (Cyclosporin A [CsA] oder Tacrolimus) mit
Methotrexat (MTX) (Storb et al., 1992). An Stelle von MTX wurde Mycofenolat
Mofetil aufgrund der geringeren Schleimhaut- und Hamatotoxizitdt gepriift, ist jedoch
in der prophylaktischen Effektivitit insbesondere nach allogener SZT mit nicht
verwandten Spendern MTX unterlegen. Auch mTOR-Inhibitoren (Sirolimus,
Everolimus) konnten mit vergleichbarer Wirksamkeit eingesetzt werde, erhohen jedoch
das Risiko fiir eine Transplantations-assoziierte Mikroangiopathie insbesondere in
Kombination mit Calcineurin-Inhibitoren signifikant. Eine signifikante Reduktion
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sowohl der akuten, als auch der chronischen GvHD konnte durch die in-vivo-Depletion
der Spender-T-Lymphozyten mit polyklonalem Anti-T-Lymphozyten Globulin (ATG)
in Kombination mit der Standardprophylaxe nachgewiesen werden (Finke et al., 2009).
Die ersten Sera wurden durch die Immunisierung von Pferden und spiter von
Kaninchen mit humanen Thymozyten gewonnen, was die Bezeichnung als
Antithymozytenglobulin erklért. Gingige Priparate sind ATGAM (Pferd) in den USA,
ein heutzutage auch filir die immunsuppressive Primirtherapie der schweren
aplastischen Andmie etabliertes Prdparat, und das Thymoglobulin (Kaninchen) in
Europa. Ein weiteres, insbesondere in Deutschland im Rahmen der allogenen SZT
angewandtes Anti-T-Lymphozyten Globulin ist ATG Neovii® (frither Fresenius), das
durch die Immunisierung von Kaninchen mit der leukdmischen T-Lymphoblasten-
Zélllinie Jurkat gewonnen wird. Mit diesem ATG-Prdaparat konnte in einer
multizentrischen randomisierten europdischen Studie eine hohere prophylaktische
Effektivitit gegen hdohergradige akute und extendierte chronische GvHD in der
Kombination mit CsA und MTX im Vergleich zur aleinigen immunpharmakol ogischen
Standardprophylaxe nachgewiesen werden (Finke et al., 2009). Diese Ergebnisse
konnten insbesondere in Hinblick auf die Reduktion der chronischen GvHD bestitigt
werden (Kroger et al., 2016). Ferner scheint ATG nach HLA-differenter allogener SZT
den negativen Einfluss der HLA-Differenz auf das GvHD-Ris ko aufzuheben (Ayuk et
al., 2008). Als monoklonales Prdparat wurde insbesondere der CD52-Antikorper
Alemtuzumab zur in-vivo T-Zelldepletion gepriift (Novitzky et al., 2008), hat sich
jedoch in dieser Indikation nicht etablieren konnen. Fiir die GvHD-Prophylaxe im
Rahmen der allogenen SZT mit HLA-haploidentischen familidren Spendern stellt die
Applikation von hochdosiertem Cyclophosphamid an den Tagen 3 und 4 nach der
Transplantation und nachfolgend Tacrolimus und MMF mittlerweile die
Standardprophylaxe dar (Luznik et al., 2010).

1.3 Zytomegalievirus

Das humane Zytomegalievirus (im Englischen: cytomegalovirus [CMV]) ist en
behiilltes, doppelstrangiges DNA-Virus (dSDNA) und gilt als opportunistischer Erreger

mit ubiquitirer, weltweiter Verbreiterung. Die Durchseuchung betrégt bei Erwachsenen
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50% - 90% und ist von Alter und soziodkonomischen Faktoren abhidngig. Wie alle
Herpesviren besitzt CMV die Féahigkeit, nach der Primérinfektion eine latente Infektion
Zu etablieren, bel der keine nachweisbare Virusvermehrung stattfindet, jedoch eine
kleine Anzahl viraler Gene exprimiert wird. Zu den Zellen, in denen das Virus in-vivo
Latenz etabliert, gehoren auch hamatopoietische Stammzellen sowie Monozyten. Bei
gesunden, immunkompetenten Menschen verursacht das Virus eine Zytomegalie-
Erkrankung (VergroBerung infizierter Zellen), die liberwiegend asymptomatisch oder
mit unspezifischen grippedhnlichen Symptomen verlduft. Bei Neugeborenen oder
Personen mit angeborenem oder erworbenem Immundefekt, sowie unter
immunsuppressiver Therapie kann die Infektion Komplikationen hervorrufen und
zahlreiche Endorganschdden bewirken. Hierzu zdhlen insbesondere die Lunge
(intertitielle Pneumonie), die Leber (Hepatitis), der Magen-Darm-Trakt (Osophagitis,
Gastritis, Enteritis), das Gehirn (Encephalitis), das Knochenmark (hdmatopoetische
Insuffizienz) und die Augen mit Befall der Netzhaut (Retinitis), die zur Erblindung
fihren kann (Ljungman et a., 2011). Die CMV-Infektion nach allogener
Stammzel ltransplantation tritt meistens als Reaktivierung einer latenten Infektion bei
CMV-seropositiven Empfangern auf. Die Schwere des Verlaufs einer CMV-Infektion
nach allogener SZT hingt entscheidend von der zelluldren antiviralen
Immunrekonstitution ab und kann durch Quantifizierung CMV -spezifischer CD8+ T-
Zellen im peripheren Blut bei Risikopatienten mit CMV-Infektion prognostiziert
werden (Yong et a., 2017).

Die Labordiagnostik einer CMV-Primirinfektion besteht im Wesentlichen aus einer
Stufendiagnostik mit Antikdrperbestimmung. Eine Serokonversion, d. h. der erstmalige
Nachweis CMV-spezifischer 1gG-Antikorper, ist beweisend fiir eine stattgehabte
Primérinfektion. Eine replikative CMV-Infektion wird heutzutage durch den Nachweis
von Virusgenom mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) diagnostiziert, mit der
auch eine quantitative Bestimmung (qPCR) der Viruslast moglich ist. Vor der
Etablierung der CMV-gPCR wurde die quantitative Expression eines CMV-Proteins,
des Tegumentproteins pp65, in Blut-Leukozyten, zum Beispiel durch
Immunfluoreszenzmikroskopie oder Immunhistochemie zum Nachweis einer
replikativen CMV-Infektion eingesetzt. Eine primdre Infektion tritt bei CMV-
seronegativen Patienten hauptsiachlich durch Transplantate CMV -seropositiver Spender
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auf. Aus den unterschiedlichen CMV-Serokonstellationen von Patient und Spender
resultieren unterschiedliche Risiken einer replikativen CMV -Infektion nach allogener
SZT: Das hochste Risiko besteht fiir einen CMV-seropositiven Empfanger (Rezipient
[R]+) mit CMV-seronegativem Spender (Donor [D]-) und betrdgt bis zu 80%. Das
Risiko bei CMV-Seropositivitit des Spenders und des Empfangers (R+/D+) ist moderat.
Die Kongtellation eines CMV-seropositiven Spenders und CMV-seronegativen
Empfingers (R-/D+) kommt deutlich seltener vor (<10%), was vorrangig durch die
Selektion CMV-seronegativer Spender bei Verfiigbarkeit mehrerer HLA-identischer
Spender zu erklédren ist. Replikative CMV-Infektionen sind in der Serokonstellation R-
/D- seit Einfithrung Leukozyten-filtrierter Blutprodukte nach allogener SZT &duBerst
selten (Blyth et al., 2016). Ein serologisches CMV-Monitoring wird generell wéhrend
der immunologischen Rekonstitution bis zu 100 Tagen nach allogener SZT empfohlen
sowie bei hochgradiger GvHD und/oder fortgefiihrter intensiver Immunsuppression
auch tiber ldngere Zeitperioden bis zur Erholung der spezifischen zelluldren Immunitét.
Das quantitative Monitoring der CMV-Replikation und die dadurch begriindete
praemptive Therapie einer CMV-Virdmie stellen bislang die wichtigste Strategie zur
Verhinderung einer CMV-Organinfektion nach allogener SZT dar. Damit betragt die
direkte CMV-Infektions-assoziierte Mortalitit nur noch circa 1%, die NRM von
Patienten mit CMV-Replikation ist allerdings weiterhin hoher als die von Patienten
ohne CMV-Replikation nach allogener SZT (Green et a., 2012; Teiraet a., 2016).

Die Therapie einer replikativen CMV-Infektion nach allogener SZT erfolgt mit dem
virostatischen  Guanin-Analogon Ganciclovir. Bei mangelndem Erfolg einer
Ganciclovir-Therapie aufgrund einer Resistenz stehen mit den DNA-Polymerase- und
reversen Transkriptase-Hemmern Foscarnet und Cidofovir weitere wirksame antivirale
Substanzen zur Verfiigung. Als Erhaltungstherapie kommt das oral verfligbare
Valganciclovir zur Anwendung. Alle Medikamente gehen jedoch mit z. T. erheblichen
Nebenwirkungen wie Myelo-, Nephro- und Hepatotoxizitit einher. Neue antivirale
Therapien haben entweder hochgradige Nebenwirkungen (Brincidofovir) (Marty et a.,
2013) oder eine inaddquate Wirksamkeit (Maribavir) (Marty et al., 2011) gezeigt. Eine
weitere therapeutische Option bietet der adoptive Transfer von ex-vivo isolierten oder
expandierten Spender CMV-gpezifischen T-Zellen (VSTs) zur rascheren CMV-
spezifischen Immunrekonstitution, der bereits in zahlreichen klinischen Studien
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erfolgreich eingesetzt werden konnte (Blyth et a., 2013; Clancy et al., 2013; Peggs et
al., 2011).

Ein entscheidender Fortschritt in der Prophylaxe einer replikativen CMV -Infektion nach
allogener SZT stellt die Einfilhrung des CMV-Terminase-Komplex-Hemmers
Letermovir dar, der in einer multizentrischen prospektiven Phase 3 Studie ein
signifikant geringeres Risiko einer klinisch relevanten CMV-Infektion nach der
allogener SZT bei CMV-seropositiven Patienten erbrachte. Aufgrund der guten
Vertriglichkeit und Wirksamkeit wurde Letermovir in die Empfehlungen zur CMV -
Prophylaxe nach alogener SZT aufgenommen und wird inzwischen an den meisten
Behandlungszentren prophylaktisch eingesetzt (Ljungman et a., 2019; Marty et a.,
2017).

Zahlreiche Arbeiten haben bisher den Einfluss einer CMV-Replikation auf das
leukdmische Rezidiv bei AML-Patienten nach der allogenen Stammzelltransplantation
untersucht. Bereits 2011 konnte der antileukdmische Effekt der CMV-Replikation auf
das hdmatologische Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation bei Patienten mit
akuter myeloischer Leukdmie dokumentiert werden (Elmaagacli et al., 2011). Dieser
Effekt konnte einheitlich auch bei Patienten mit anderen hdmatologischen Neoplasien,
wie myeloproliferativen Erkrankungen (Peric et al., 2018) oder malignen Lymphomen
(Koldehoff et al., 2017) nachgewiesen werden. Weitere klinische Untersuchungen des
antileukdmischen Effektes der CMV-Replikation kamen zu divergierenden Ergebnissen:
Wihrend einige Autoren keinen Einfluss der Virus-Replikation auf das AML-Rezidiv
nach allogener SZT nachweisen konnten (Teira et a., 2016), bestehen Hinweise, dass
eine Immunprophylaxe mit ATG mdglicherweise einen solchen antileukdmischen
Effekt nivellieren kann (Busca et al., 2015). Als Ursache fiir die antileukdmische
Wirkung einer replikativen CMV-Infektion wurden verschiedene potenticlle zelluldre
Mechanismen der antileukdmischen Wirkung einer replikativen CMV-Infektion
postuliert, die vorrangig durch aktivierte zytotoxische T-Zellen, y6T-Zellen und NK-T-
Zellen des Spenderimmunsystems nach allogener SZT vermittelt werden (Elmaagacli
and Koldehoff, 2016).
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist, ob die in Vorarbeiten bei Patienten mit AML
nach allogener SZT nachgewiesene antileukdmische Wirkung einer replikativen CMV -
Infektion (Elmaagacli et a., 2011) auch nach einer in-vivo-T-Zell-Depletion mit ATG
nachweisbar ist. Ferner werden zwei Methoden zum quantitativen Nachwels einer
replikativen CMV-Infektion (QPCR und pp65-Antigendmie) in Abhéngigkeit von der
ATG-Prophylaxe verglichen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde der Einfluss der CMV-Replikation
innerhalb der ersten 100 Tagen sowie des CMV -Serostatus von Spender und Patient auf
das hdmatologische Rezidivrisiko nach allogener SZT in Abhéngigkeit von der ATG-
Prophylaxe bei Patienten mit AML in einer retrospektiven Analyse untersucht. Als
weitere  potenzielle Einflussfaktoren wurden das Krankheitsstadium, die
Geschlechtskonstellation zwischen Spender und Patient, das Auftreten einer akuten oder
chronischen GvHD sowie die Intensitit des Konditionierungsregimes durch eine
Multivarianzanalyse evaluiert. Neben dem Einfluss der CMV-Replikation auf das
hiamatologische Rezidivrisko wurden as weitere Endpunkte die nicht durch ein
Rezidiv-bedingte Mortalitit, das Ereignis-freie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben

tiber einen Zeitraum von 60 Monaten nach allogener SZT evaluiert.
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2 PATIENTEN UND METHODIK

2.1 Demographische und Erkrankungscharakteristika

Das analysierte Patientenkollektiv umfasst 687 konsekutive erwachsene Patienten, die
zwischen den Jahren 1997 und 2017 eine alogene Transplantation aus dem
Knochenmark (KMT) oder dem peripheren Blut gewonnener hidmatopoietischer
Stammzellen (PBSZT) Klinik  fur

Universititsklinikums Essen aufgrund einer akuten myeloischen Leukdmie erhielten.

in der Knochenmarktransplantation des
Alle Patienten hatten vor der Transplantation ihr schriftliches Einverstindnis fiir die
anonymisierte Erhebung, elektronische Speicherung und wissenschaftliche Auswertung
ihrer demographischen Daten sowie flir Transplantations-spezifische anonymisierte
Auswertungen erteilt. Sdmtliche Daten wurden prospektiv erhoben und retrospektiv
ausgewertet. Die demographischen Charakteristika der Patienten in Abhéngigkeit der
Immunprophylaxe mit ATG werden in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1. Demographische Patientencharakteristika in Abhidngigkeit von der ATG-

Immunprophylaxe

) Signifikanz
ohne ATG | mit ATG Gesamt
p-Wert*
Patientenzahl [N (%)]" 420 (61) 267 (39) 687 (100)
Geschlecht [N (%)]
Maénnlich 228 (33) 118 (17) 346 (51)
=0.0122
Weiblich 192 (28) 149 (22) 341 (49)
Patientenalter [Jahre]* 48 (16-73) | 55(18-76) | 50 (16-76) <0.0001
Erkrankungsstadium [N (%)]
Frith 164 (24) 129 (19) 293 (43)
_ =0.0177
Fortgeschritten 256 (37) 138 (20) 394 (57)

* Signifikanztestung: diskrete Variablen mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test, kontinuierliche Variablen mit dem

Wil coxon-Rang-Summentest

T N = Patientenanzahl
1 Median (Min-Max)]
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Eine systematische Behandlung der Patienten mit einer AT G-Prophylaxe wurde im Jahr
2009 eingefiihrt (Finke et al., 2009). Das Patientenalter stieg in dem 20-jahrigen
Beobachtungszeitraum der Anayse kontinuierlich an. Dadurch lassen sich die
signifikanten Unterschiede der Altersverteilung zwischen den beiden Patientengruppen
in Abhingigkeit von der ATG-Prophylaxe erkliren. Der Remissionsstatus der
Erkrankung wurde durch ene innerhalb von 2 Wochen vor Beginn der
Konditionierungstherapie durchgefiihrte Knochenmarkpunktion tiberpriift. Als friithes
Krankheitsstadium wurde nur die 1. CR bewertet, alle weiteren Stadien wurden
entsprechend als fortgeschritten kategorisiert. Die Indikation zur allogenen SZT wurde
gemill den jeweils geltenden Empfehlungen und Leitlinien der Deutschen
Arbeitsgemeinschaft fir Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation, der
Deutschen Gesellschaft fiir Hématologie und Onkologie und des Europiischen
Leuké@mienetzwerkes gestellt.

In Tabelle 2 werden die Spendercharakteristika zusammenfassend dargestellt.
Verwandte Spender wurden durch niedrig-auflésende HLA-Gentypisierung an den HLA
Loci A, B, C, DRB1 und DQB1 als HLA-identisch (10/10 MRD) oder partiell HLA-
kompatibel mit hochstens einer Antigen- oder Allel-Differenz an den HLA-Genorten A,
B, C, DRB1 oder DQB1 (9/10 MMRD) identifiziert. Nicht verwandte Spender wurden
durch hochauflésende HLA-Typisierung als HLA-identisch (10/10 MUD) oder partiell
kompatibel (9/10 MMUD) kategorisiert.
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Tabelle 2: Demographische Spendercharakteristika in Abhéngigkeit von der ATG-

Immunprophylaxe

ohne ATG | mit ATG Gesamt Signifikanz
p-Wert*

Spender zahl [N (%)]* 420 (61) 267 (39) | 687 (100)
Geschlecht [N (%)]

Miénnlich 228 (33) 118 (17) 346 (50) 0,012

Weiblich 192 (28) 149 (22) 341 (50)
Spender alter [Jahre]

Median [Min-Max] 41[10-72] | 32[15-64] | 38[10-72] < 0.0001
Spendertyp [N (%)]

Familienspender 214 (31) 0 (0) 214 (31) < 0.0001

Fremdspender 206 (30) 267 (39) 473 (69)
Histokompatibilitit [N (%)]*

MRD 214 (51) 0 (0) 214 (31)

MMRD 0 (0) 0 (0) 0 (0) < 0.0001

MUD 198 (47) 226 (85) 424 (62)

MMUD 8 (2 41 (15) 49 (7)

* Signifikanztestung: diskrete Variablen mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test, kontinuierliche Variablen mit dem
Wil coxon-Rang-Summentest

T N = Patientenanzahl

¥ MRD: HLA-identischer verwandter Spender, MMRD: partiell HLA-kompatibler verwandter Spender, MUD: HLA-
identischer Fremdspender, MMUD: partiell HLA-kompatibler Fremdspender

2.2 CMV -Serostatus und Messmethode der viralen Replikation

Der CMV-Serostatus und die virale Replikation wurden im Institut fiir Virologie des
Universititsklinikums Essen untersucht. Bei alen Patienten und Spendern wurde der
CMV Immunglobulin-G (1gG) Serostatus vor der alogenen SZT evaluiert (Tabelle 3).
Die Untersuchung der CMV-Replikation nach der Transplantation erfolgte durch
Bestimmung der pp65-Antigendmie oder der CMV-Last mittels gPCR im peripheren
Blut, beginnend ab der zelluliren Rekonstitution bei einem Leukozytenwert von

>500/ul zweimal wochentlich bis zum Ende der stationdren Behandlung und
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anschliefend in wochentlichen Intervallen bis zur Woche 16 nach der Transplantation.
Die Ergebnisse wurden als Anzahl der das CMV -pp65-Antigen exprimierenden Zellen
pro 5 x 10° Blutleukozyten oder als Anzahl der CMV-Kopien pro ml Blut mit der
CMV-gPCR-Analyse angegeben. Als CMV-Replikation wurde der Nachwels von
mindestens 25 pp65-Antigen positiven Zellen in zwei zeitlich konsekutiven Messungen
oder der Nachweis von mindestens 1000 CMV -Kopien/ml mittels gqPCR gewertet. Bel
Nachweis einer CMV-Replikation wurde eine praemptive antivirale Therapie mit 5
mg/kg Ganciclovir zweimal tédglich intravends initiiert und als intravendse oder orale
Erhaltungstherapie bis zum Nachweis von zwei konsekutiven negativen Messungen
fortgefiihrt. Bei Persistenz der CMV-Replikation unter Ganciclovir wurde die Therapie
nach Entscheidung des behandelnden Arztes auf Foscarnet oder Cidofovir umgestelit.

Tabelle 3: CMV-IgG Serostatus und Nachweismethode der CMV-Replikation in
Abhingigkeit von der AT G-Immunprophylaxe

. Signifikanz
ohne ATG | mit ATG Gesamt
p-Wert*
CMV-1gG-Serostatus [N (%)]*
Patient/Spender
-/- 143 (21) 60 (9) 203 (30)
++ 172 (25) 113 (16) 285 (41)
< 0.0001
+/- 76 (11) 71 (10) 147 (21)
-+ 29 (4) 23 (3) 52 (8)
Nachweismethode [N (%)]
65-Antigendmie 318 (46 75 (11 393 (57
PP65-Antig (46) (11) 6D | oo
gPCR 102 (15) 192 (28) 294 (43)
Gesamt [N (%)] 420 (61) 267 (39) 687 (100)

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test

T N = Patientenanzahl

Durch den systematischen Einsatz der CMV-gPCR ab Juni 2011 und der ATG-

Immunprophylaxe seit dem Nachwels ihrer Wirksamkeit in einer prospektiven
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randomisierten Studie (Finke et al., 2009) erkldren sich die signifikanten Unterschiede

in der Verteilung der CMV -Nachweismethoden und der AT G-Immunprophylaxe.

2.3 Transplantationscharakteristika und Transplantat-gegen-Wirt Krankheit

2.3.1 Transplantationsablauf und Konditionierungsregime

Alle Patienten wurden von Beginn der Konditionierung bis zur Entlassung in
umkehrisolierten Einzelzimmern mit einem hoch effizienten Partikel luftfilter behandelt.
Weiterhin erfolgten die etablierte antibiotische Prophylaxe und weitere supportive
Therapiemalinahmen (Beelen et a., 1999). Die Konditionierungsregime wurden anhand
der Erkrankungs- und individuellen Patientencharakteristika geméall der Empfehlungen
der European Blood and Marrow Transplantation Cooperative Group festgelegt.
Patienten bis zu einem Alter von 50 Jahren wurden mit einem myeloablativen
Konditionierungsregime behandelt, wéhrend éltere oder komorbide Patienten ein
Konditionierungsregime mit reduzierter Intensitdt erhielten. Somit erhielten 40% ein
myeloablatives und 60% der Patienten ein Konditionierungsregime mit reduzierter
Intensitit. Zur Blutzellsubstitution wurden ausschlielich bestrahlte und Leukozyten-
filtrierte Blutprodukte verwendet.

Das Patientenalter und die Komorbiditdt der Patienten zum Transplantationszeitpunkt
nahmen in dem Beobachtungszeitraum der Anayse stetig zu. Dadurch ist der
signifikant hdufigere Einsatz von RIC-Regimen zu erkldren. Die immunbiologisch
relevante Geschlechtskonstellation weiblicher Spender/ménnlicher Empfanger trat
signifikant seltener auf, was auf die priferenzielle Auswahl gleichgeschlechtlicher
Konstellationen bei Vorhandensein mehrerer HLA-identischer Spender zuriickzufiihren
ist (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Demographische Transplantationscharakteristika in Abhingigkeit von der in-
vivo-T-Zell-Depletion mit ATG

ohne mit Signifikanz
Gesamt
ATG ATG p-Wert*
K onditionierungsregime [N (%)]"
MAC* 228 (33) | 46(7) | 274 (40)
< 0.0001
RIC ¥ 192 (28) | 221(32) | 413(60)
Geschlechtskonstellation [N (%)]7
Spender/Empfinger
weiblich/ménnlich 58 (8) 19 (3) 77 (11)  0.0063
andere Konstellationen 362 (53) | 248 (36) | 610 (89) T

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
T N = Patientenanzahl

t MAC: Myeloablatives Konditionierungsregime, RIC: Konditionierungsregime mit reduzierter Intensitét

2.3.2 Transplantat-gegen-Wirt Krankheit

Die Klassifikation der akuten und chronischen GvHD erfolgte nach den klinischen
Glucksberg-Kriterien, wobei die chronische GvHD definitionsgemal erst ab Tag +101
nach der Transplantation gewertet wurde. Die immunpharmakologische GvHD-
Prophylaxe bestand aus kontinuierlicher intravendser Cyclosporin A-Infusion
beginnend mit einer Tagesdosis von 3 mg/kg KG oder kontinuierlicher intravendser
Tacrolimus-Infusion mit einer Tagesdosis von 0,03 mg/kg KG ab Tag -1 vor der
Transplantation in Kombination mit einem kurzen Kurs Methotrexat an Tag +1, +3, +6
und +11 oder Mycophenolat mofetil bei einzelnen Patienten. Die Cyclosporin A-
Applikation wurde vor der Entlassung Blutspiegel-adaptiert oralisiert, um einen
Zielspiegel zwischen 150 und 250 ng/ml zu erreichen. Die Tacrolimus- Infusion wurde
ebenfalls vor Entlassung Blutspiegel-adaptiert oraisiert, um den gewiinschten
Zielspiegel von 3-10 ng/ml zu gewihrleisten. Patienten mit nicht verwandten Spendern
erhielten nach den aktuell geltenden Leitlinien eine in-vivo T-Zell-Depletion mittels
ATG in einer Dosis geméll der aktuellen Empfehlungen (Turki et al., 2020). Bei

Patienten ohne klinische Zeichen einer GvHD wurde die CSA-Dosis beginnend am Tag
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+100 reduziert. Die Erstlinientherapie bel akuter GvHD Grad I11-1V bestand aus
intravendser Gabe von 2 mg /kg Korpergewicht Methylprednisolon fiir 5 bis 7 Tage,
welches bei gutem Ansprechen in 3-Tages-Schritten reduziert und beendet wurde. Bei
Refraktiritdt der akuten GvHD erfolgte eine Zweitlinientherapie nach den aktuell
geltenden Leitlinien oder nach individueller Entscheidung des behandelnden Arztes.
Alle Patienten wurden nach der Entlassung in wochentlichen Intervallen fiir die ersten 2
Monate ambulant nachgesorgt und die Intervalle wurden geméal der klinischen Situation
schrittweise prolongiert. Alle Langzeit-iiberlebenden Patienten wurden mindestens
jahrlich ambulant nachgesorgt. Tabelle 5 stellt die Haufigkeit der akuten und
chronischen GvHD in Abhéingigkeit der Inmunprophylaxe mit ATG dar.

Tabelle 5: Haufigkeit der akuten und chronischen GvHD in Abhéngigkeit von der ATG-
Immunprophylaxe

_ Signifikanz
ohne ATG | mit ATG Gesamt
p-Wert*
Akute GVHD [N (%)]*
Stadium 0 | 359 (52) 245 (36) 604 (88)
_ = 0.0160
Stadium I1 — IV 61 (9) 22 (3) 83 (12)
Chronische GVHD [N (%)]*
keine und limitiert 00(44) | 218(32) | 51879 | _
extendiert 120 (17) 49 (7) 169(25) |

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test

TN= Pati entenanzahl

2.4 Statistische Methoden

Folgende Variablen wurden als potenzielle Einflussfaktoren in den univariaten
Analysen dieser Arbeit evaluiert: die Messmethode der viralen Replikation, die
Immunprophylaxe mit ATG, die CMV-Replikation und der CMV-Serostatus von
Patienten und Spendern. Endpunkte dieser Arbeit sind die CMV-Replikation, das
hamatologische Erkrankungsrezidiv, die nicht durch ein Rezidiv bedingte Mortalitit,

das Ereignisfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben. Der Zeitraum fiir die
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Untersuchung der CMV-Replikation wurde auf 100 Tage ab dem Tag der alogenen
SZT begrenzt. Der Beobachtungszeitraum aller anderen klinischen Endpunkte betrug 60
Monate ab dem Tag der alogenen SZT. Zusitzlich wurden in der Multivarianzanalyse
die Variablen Krankheitsstadium, akute und chronische GvHD, die
Geschlechtskonstellation weiblicher Spender und ménnlicher Empfanger, die
Konditionierungsintensitét, die Stammzellquelle, die Histokompatibilitidt, der CMV-
Serostatus des Spenders, die CMV-Replikation, das Alter von Spender und Empféanger
und die Immunprophylaxe mit ATG untersucht. Unterschiede der Haufigkeiten
diskreter Variablen wurden mit dem zweiseitigen Fisher-Exact Test auf Signifikanz
untersucht. Der Wilcoxon-Rang-Summentest wurde zur Signifikanztestung von
Unterschieden kontinuierlicher Variablen verwendet. Der Median, das Minimum und
Maximum (Min.-Max.) wurden als Lagemallen kontinuierlichen Variablen angegeben.
Um Interaktionen durch konkurrierende Ereignisse flir das leukdmische Rezidiv (Tod
ohne leukdmisches Rezidiv), fiir die NRM (leukdmisches Rezidiv) oder der CMV-
Replikation (leukdmisches Rezidiv oder NRM ohne CMV-Replikation) zu
beriicksichtigen, wurden die =zeitabhidngigen Ereignis-Wahrscheinlichkeiten durch
Ursachen-spezifische kumulative Inzidenzraten ermittelt (Gooley et al., 1999; Prentice
et a., 1978). Die Ursachen-spezifischen Inzidenzen wurden mit der Methode nach Gray
auf Signifikanz getestet (Gray, 1988). Die Hazard-Ratios (HR) und die 95%-
Konfidenzintervalle (95%-K1) von Ursachen-spezifischen Endpunkten wurden mit der
Methode von Fine und Gray berechnet (Fine and Gray, 1999).

Bel alen Multivarianzanalysen der untersuchten Endpunkte, die jeweils mit Cox-
Modellen (im Englischen: proportional hazards general linear model [PHGLM])
durchgefiihrt wurden, wurden die oben genannten Variablen beriicksichtigt (Cox, 1972).
Der Zeitpunkt der CMV-Replikation wurde als zeitabhidngige Variable bel der
Modellbildung des hamatologischen Rezidivs untersucht. Alle PHGLM-Analysen
wurden bel Erreichen eines Signifikanzniveaus von <1% in der univariaten Priifung
schrittweise in die Modelle aufgenommen. Ein Signifikanzniveau von mindestens 1%
nach Adjustierung fiir alle weiteren signifikanten Variablen in den Modellen wurde fiir
den Verbleib einer Variable im Modell gefordert. Alle statistischen Analysen wurden
mit der Statistical Analysis Software (SAS, Release 9.4, Versionsnummer 7.100.1.2711,
2015, SAS/STAT User’s Guide 14.1; Cary, North Carolina, USA) durchgefiihrt. Die
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Daten fiir alle graphischen Darstellungen der Ergebnisse wurden im Rahmen der
statistischen Analysen mithilfe des SAS Output Delivery Systems erzeugt und mit der

SAS Graphics Template Language in Grafiken im Portable Network Graphics Format
umgewandelt.

26



3 ERGEBNISSE

3.1 CMV-Replikation
3.1.1 ATG-Immunprophylaxe und Nachweismethode

Als initiale Endpunkte wurden die Inzidenz einer messbaren CMV-Replikation sowie
der Einfluss der Messmethoden und der Immunprophylaxe mit ATG auf die CMV-
Replikation untersucht. Bei 247 von 687 Patienten (36%) konnte eine CMV-Replikation
nachgewiesen werden. Die zeitabhidngigen kumulativen Inzidenzen der CMV-
Replikation in Abhdngigkeit von der Immunprophylaxe mit ATG und den
Messmethoden werden in Tabelle 6 dargestellt.

Eine CMV-Replikation trat unabhingig von der Messmethode signifikant haufiger bei
Patienten auf, die eine Immunprophylaxe mit ATG erhielten, wie Abbildung 1-A
veranschaulicht. Die pp65-Antigenbestimmung erbrachte interessanterweise keine
signifikante Unterlegenheit bei der Detektion einer replikativen CMV-Infektion im
Vergleich zur gPCR-Untersuchung, wenn nur die Patientengruppe ohne ATG-
Immunprophylaxe betrachtet wurde. Im Gegensatz dazu bestand mit der gPCR-Analyse
eine signifikant hohere Detektionsrate der CMV-Replikation fiir die gesamte
Patientenkohorte und die Patientengruppe, die eine ATG-Immunprophylaxe erhielten.
Abbildungen 1-B bis 1-D sellen die kumulative CMV-Replikationsinzidenz in
Abhiangigkeit von der Messmethode dar.

Tabelle 6: Kumulative Inzidenz in % (95% Konfidenzintervall) der CMV-Replikation
in Abhédngigkeit von der ATG-Immunprophylaxe und der Nachweismethode

) Signifikanz
ohne ATG mit ATG Gesamt
p-Wert*
pp65 27 (22—-32) | 39(28-50) | 29 (25— 34) | =0.0214 0.001
<0.

gPCR 31(22—-40) | 54(46-60) | 45(39-50) | <0.001
Gesamt 28 (24—-32) | 49 (43-55)
Signifikanz =0.3884 =0.0124
[p-Wert]* <0.001

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
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Abbildung 1: (A) Kumulative Inzidenz (95%-Konfidenzintervall [KI]) der CMV-

Replikation in Abhéngigkeit von der ATG-Prophylaxe und (B) in Abhéngigkeit von
der Nachweismethode
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Abbildung 1: (C) Kumulative Inzidenz (95%-Konfidenzintervall [KI]) der CMV-

Replikation in Abhdngigkeit von der Nachweismethode bei Patienten ohne und (D) mit
ATG-Prophylaxe
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3.1.2 CMV -Serostatus

Des Weiteren wurde die CMV-Replikation in Abhdngigkeit vom CMV-1gG-Serostatus
des Patienten und des Spenders verglichen. In Tabelle 7 werden die kumulativen
Inzidenzen der CMV-Replikation in  Abhédngigkeit wvon den CMV-
Serostatuskonstellationen dargestellt, was verdeutlicht, dass die CMV-Replikation
durch die CMV-Serostatuskonstellation signifikant beeinflusst wird. Die hochste
Replikationsinzidenz trat erwartungsgemall in der Konstellation CMV-IgG-positiver
Patient mit CMV-1gG-negativem Spender auf und die niedrigste in der Konstellation
von CMV-IgG-negativem Patienten und Spender. Die sehr niedrige CMV-
Replikationsinzidenz in dieser Konstellation beruht ausschlieBlich auf 3 Patienten, die
mit dem pp65-Antigendmie Assay untersucht wurden und kann zum Beispiel Folge
falsch negativer Ergebnisse der CMV-lIgG-serologischen Untersuchung vor der
Transplantation oder einer akzidentellen CMV-Ubertragung durch Blutprodukte nach
alogener SZT sein.

Tabelle 7: Kumulative Inzidenz der CMV-Replikation in % (95% Konfidenzintervall)
in Abhdngigkeit vom CMV-1gG Serostatus von Patient und Spender

CMV-Replikation Signifikanz [p-Wert]*
CMV-Serostatus

Patient/Spender

-/- 2 (1-9

+/+ 50 (45 - 56)

<0.001
+/- 58 (49 — 65)
-+ 25 (14-37)

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
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3.2 Rezidiv der Erkrankung
3.2.1 CMV-Replikation und Immunprophylaxe mit ATG

Bel 241 von 687 Patienten (35%) trat nach der allogenen SZT ein hdmatologisches
Rezidiv der AML auf. Als Einflussfaktoren der leukdmischen Rezidiv-Inzidenz wurden
die CMV-Replikation und die Immunprophylaxe untersucht.

In der Gesamtkohorte konnte ein signifikanter Einfluss der CMV-Replikation auf die
Rezidiv-Inzidenz nachgewiesen werden (p = 0.0361). Die Immunprophylaxe mit ATG
zeigte hingegen keinen Einfluss auf die Rezidiv-Inzidenz (Tabelle 8). Der Einfluss der
CMV-Replikation auf die Rezidiv-Inzidenz der Gesamtkohorte beruhte ausschlieSlich
auf der Patientengruppe, die keine ATG-Immunprophylaxe erhalten hatte. In dieser
Patientengruppe unterschied sich die Rezidiv-Inzidenz um den Faktor 2.22: Wenn keine
CMV-Replikation innerhalb der ersten 100 Tage nach allogener SZT nachweisbar war,
betrug die Rezidiv-Inzidenz 40% (95%-K1: 35 — 46), hingegen lediglich 18% (95%-KI:
12 — 25) bei Patienten mit nachweisbarer CMV-Replikation (p<0.0001). Abbildung 2
stellt den zeitlichen Verlauf der Rezidiv-Inzidenz in der Patientengruppe ohne ATG-
Prophylaxe in Abhidngigkeit von der CMV-Replikation dar. Hierdurch wird auch
verdeutlicht, dass die Rezidiv-Inzidenz liber den gesamten Beobachtungszeitraum von
60 Monaten bei Patienten ohne CMV-Replikation ansteigt, wiahrend Sie bei Patienten
mit CMV-Replikation ab dem 18. Monat ein Plateau erreicht.

Tabelle 8: Kumulative Inzidenz in % (95% Konfidenzintervall) des AML-Rezidivs in
Abhéngigkeit von der CMV-Replikation und AT G-Immunprophylaxe

) Signifikanz
ohne ATG mit ATG Gesamt
p-Wert*

CMV-Replikation

ja 18 (12-25 45 (35-54 31(25-37

ja (12-25) | 45(385-54) | 8L(5-3D | _

nein 40(35-46) | 35(27-43) | 39(34-43)
Gesamt 34 (30—39) | 40 (33-46)

o <0.001 =0.1348
Signifikanz [p-Wert]*

=0.4260

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
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Abbildung 2: Kumulative Inzidenz (95% Konfidenzintervall [KI]) des AML-Rezidivs
in Abhdngigkeit von der CMV-Replikation bei Patienten ohne AT G-Prophylaxe

3.2.2 Krankheitsstadium

Im Weiteren wurde der Einfluss des Krankheitsstadiums auf die hdmatologische
Rezidiv-Inzidenz analysiert. Tabelle 9 stellt die kumulative Rezidiv-Inzidenz in
Abhéngigkeit von der CMV-Replikation und vom Krankheitsstadium dar. In Tabelle 10
wird zusétzlich ihre Krankheitsstadien-stratifizierte Abhdngigkeit von der ATG-
Immunprophylaxe dargestellt. Die CMV-Replikation erbrachte bel allen Patienten in
fortgeschrittenen  Krankheitsstadien eine  ggnifikante  Verminderung  der
hamatologischen Rezidiv-Inzidenz (Abbildung 3). Eine um den Faktor 2.3 bis 2.5
jewells gsignifikant verminderte Rezidiv-Inzidenz konnte bel Patienten ohne ATG-
Immunprophylaxe sowohl in frithen, als auch in fortgeschrittenen Krankheitsstadien
nachgewiesen werden (Tabelle 10). Abbildung 4 veranschaulicht den zeitlichen Verlauf
der Rezidiv-Inzidenz bei Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien ohne ATG-

Immunprophylaxe.
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Tabelle 9: Kumulative Inzidenz in % (95% Konfidenzintervall) des AML-Rezidivs in
Abhingigkeit von der CMV -Replikation und dem Krankheitsstadium

Friih Fortgeschritten
CMV-Replikation
ja 32 (23-41) 30 (23 - 38)
nein 32 (25-139) 44 (38 - 51)
Signifikanz [p-Wert]* =0.9239 =0.0035

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
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Abbildung 3: Kumulative Inzidenz (95% Konfidenzintervall [KI]) des AML-Rezidivs

in Abhéngigkeit von der CMV-Replikation bei Patienten in fortgeschrittenen

Krankheitsstadien
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Tabelle 10: Kumulative Inzidenz in % (95% Konfidenzintervall) des AML-Rezidivs in

Abhidngigkeit der CMV-Replikation, dem Krankheitsstadium und der ATG-
Immunprophylaxe
ohne ATG mit ATG
Friih Fort- Friih Fort-
geschritten geschritten

CMV-Replikation [N (%)]

ja 14(5-27) | 20(12—-29) | 43(30-56) | 48 (32-62)

nein 35(26—43) | 45(37-52) | 27 (17—-38) | 44 (31-57)
Signifikanz [p-Wert]* =0.0180 =0.0002 =0.0380 =0.9518

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
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Abbildung 4: Kumulative Inzidenz (95% Konfidenzintervall [KI]) des AML-Rezidivs

in Abhéngigkeit von der CMV-Replikation bei Patienten in fortgeschrittenen

Erkrankungsstadien ohne AT G-Immunprophylaxe




3.2.3 CMV-Serostatus

Ferner wurde der Einfluss des CMV-IgG Serostatus von Patienten und Spendern auf die
hédmatologische Rezidiv-Inzidenz in Abhingigkeit von der ATG-Immunprophylaxe
evaluiert. Hierbei ergab sich fiir Patienten mit ATG-Immunprophylaxe kein
signifikanter Einfluss der CMV-IgG Serokonstellationen auf die hidmatologische
Rezidiv-Inzidenz. Bel Patienten ohne Immunprophylaxe mit ATG konnte eine
signifikant geringere kumulative Rezidiv-Inzidenz in der Serostatus-Konstellation
CMV-IgG negativer Patient mit seropositivem Spender beobachtet werden (Tabelle 11).
Die Untersuchung des Einflusses des CMV-IgG Serostatus des Spenders auf die
hamatologische Rezidiv-Inzidenz erbrachte eine signifikant geringere Rezidiv-Inzidenz
nach allogener SZT mit CMV-IgG seropositiven im Vergleich zu seronegativen
Spendern. Dieser Unterschied beruhte aber vorrangig auf der Patientengruppe ohne

ATG-Prophylaxe (Tabelle 11, Abbildung 5).

Tabelle 11: Kumulative Inzidenz in % (95% Konfidenzintervall) des AML-Rezidivsin
Abhéngigkeit vom CMV-1gG Serostatus und der AT G-Immunprophylaxe

) Signifikanz
mit ATG ohne ATG Gesamt
[p-Wert]*
CMYV-Serostatus
Patient/Spender
/- 40 (27 -54) | 41(33-49) | 41(34-47)
+/+ 33(24-42) | 30(23-37) | 31(26-36)
= 0.0707
+/- 49 (35-62) | 39(28—50) | 43(34-51)
-1+ 43(23-63) | 14(4-30) | 28(16-41)
Signifikanz [p-Wert] =0.5081 =0.0129
Spender -Ser ostatus
CMV+ 35(27-43) | 27(21-34) | 30(26-35)  0.0096
CMV- 45(36-47) | 40(34-47) | 41(35-54) |
Signifikanz [p-Wert] =0.5015 =0.0057

* Signifikanztestung mit dem zweiseitigen Fisher-Exact-Test
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Abbildung 5: Kumulative Inzidenz (95% Konfidenzintervall [K1]) des AML-Rezidivs
in Abhédngigkeit von dem CMV-IgG Serostatus des Spenders

3.3 Multivarianzanalyse
3.3.1 Krankheitsrezidiv

In der Ursachen-spezifischen Cox-Regressionsanalyse wurden die in Kapitel 2.4
dargestellten potenziellen Einflussfaktoren des leukdmischen Rezidivs einbezogen.
Diese Analyse wurde auf die Subgruppe von Patienten ohne AT G-Prophylaxe begrenzt,
da nur in dieser Patientengruppe signifikante Einfliisse der CMV-Replikation und des
CMV-IgG Serostatus auf die hdmatologische Rezidiv-Inzidenz nachweisbar waren.
Tabelle 12 fasst die als unabhingig identifizierten Signifikanten Einflussfaktoren des
hamatologischen Krankheitsrezidivs zusammen. Durch diese Analyse konnten somit
das Krankheitsstadium, die Entwicklung ener chronischen GvHD, die CMV-
Replikation und ein positive CMV-1gG-Serostatus des Spenders als unabhingige

signifikante Einflussfaktoren der himatologischen Rezidiv-Inzidenz bestétigt werden.

36



Tabelle 12: Signifikante Einflussfaktoren der himatologischen Rezidiv-Inzidenz

Rezidiv- Hazar d-
- t - i
Inzidenz* p-Wert Ratio* p-Wert
Krankheitsstadium’
frith 30(23-37)
_ n.s 15(1.0-22) <0.03
fortgeschritten 37 (31-43)
Chronische GvHD
nein 41 (35-47)
_ < 0.0001 0.4(0.3-0.6) | <0.0001
ja 24 (18- 31)
CMV-Replikation
nein 40 (35— 46)
_ < 0.0001 04(0.3-0.7) | =0.0003
ja 18 (12 - 25)
CMV-IgG Spender
negativ 40 (34— 47)
- = 0.0057 0.7(0.5-1.0) | =0.0345
positiv 27 (21-34)

T Kumulative Inzidenz (95%-Konfidenzintervall) der hdmatologischen Rezidiv-Inzidenz mit der Nicht-Rezidiv
bedingten Mortalitdt als konkurrierendem Ereignis, Signifikanz-Testung mit dem Gray-Test

¥ Hazard-Ratio und 95%-Konfidenzintervall der Maximum-Likelihood nach Adjustierung fiir signifikante Faktoren
im PHGLM-Modell, Signifikanz-Testung mit dem Wald-Test

* Krankheitsstadium: himatologische 1. CR vs fortgeschrittene Stadien

3.3.2 Nicht Rezidiv-bedingte Mortalitt

Insgesamt verstarben 159 Patienten (23%) aufgrund von nicht durch en
hamatologisches Rezidiv bedingten Ursachen. In der Ursachen-spezifischen Cox-
Regressonsanalyse wurden die in Kapitel 2.4 dargestellten potenziellen
Einflussfaktoren untersucht. Wie aus Tabelle 13 hervorgeht, wurden das Auftreten einer
akuten hohergradigen GvHD, das stratifizierte Patientenalter und der Spenderstatus als
unabhingige signifikante Einflussfaktoren dieses Endpunktes identifiziert. Die CMV-
Replikation und die Immunprophylaxe mit ATG hatten hingegen keinen signifikanten

Einfluss auf die nicht Rezidiv-bedingte Mortalitat.
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Tabelle 13: Signifikante Einflussfaktoren der nicht Rezidiv-bedingten Mortalitét

NRM - Hazar d-
. p-Wert* . p.Wer'tlt
Inzidenz® Ratio*
Akute GVHD
Stadium O-1 19 (15-23)
_ <0.0001 1.7(1.2-24) =0.0019
Stadium I1-1V 32 (26 - 38)
Patientenalter*
< 40 Jahre 15 (10— 21) 1
40 — 60 Jahre 25 (21 - 30) =0.0011 1.8(1.1-2.8) =0.0213
> 60 Jahre 31(24 - 38) 2.3(1.3-45) =0.0035
Spender
verwandt 20 (15-25)
' =0.072 1.9(1.3-3.0) =0.0026
nicht verwandt 26 (22 - 30)

T Kumulative Inzidenz (95%-Konfidenzintervall) der Nicht-Rezidiv bedingten Mortalitdt mit dem Versterben an
einem hiamatologischen Rezidiv als konkurrierendem Ereignis, Signifikanz-Testung mit dem Gray-Test

! Hazard-Ratio und 95%-Konfidenzintervall der Maximum-Likelihood nach Adjustierung fiir signifikante Faktoren
im PHGLM-Modell, Signifikanz-Testung mit dem Wald-Test

* Univariate Testung der drei stratifizierten Altersklassen, multivariate Testung der Altersklassen 40 — 60 Jahre und >
60 Jahre jeweilsim Vergleich zur Altersklasse < 40 Jahre.

3.3.3 Ereignisfreies Uberleben und Gesamtiiberleben

AbschlieBend wurde der Einfluss des Krankheitsstadiums, der akuten und chronischen
GvHD, der Geschlechtskonstellation von weiblichem Spender und ménnlichem
Patienten, der Konditionierungsintensitét, der Stammzellquelle, der Histokompatibilitét,
des CMV-Serostatus des Spenders, der CMV -Replikation, des Alters von Patient und
Spender sowie der ATG-Immunprophylaxe auf das EFS und OS in einem PHGLM-
Modell analysiert. Als einzige unabhingige signifikante Einflussfaktoren beider
Endpunkte konnten das Krankheitsstadium und das Auftreten einer chronischen GvHD
identifiziert werden (Tabelle 14 und 15).
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Tabelle 14: Signifikante Einflussfaktoren des Ereignis-freien Uberlebens

Hazar d-
EFSt p-Wert? _ p-Wert?
Ratio*
Krankheitsstadium*
frih 50 (40 — 58)
_ < 0.0001 1.9(1.2-3.0) =0.0072
fortgeschritten 33(25-41)
Chronische GvHD
ja 42 (3-58)
_ =0.0001 34(21-5.5) < 0.0001
nein 38 (2-62)

t Kumulative Wahrscheinlichkeit (95%-Konfidenzintervall) des Ereignis-freien Uberlebens, Signifikanz-Testung mit
dem Log-rank Test

¥ Hazard-Ratio und 95%-Konfidenzintervall der Maximum-Likelihood nach Adjustierung fiir signifikante Faktoren
im PHGLM-M odell, Signifikanz-Testung mit dem Wald-Test

* Krankheitsstadium: himatologische 1. CR vs fortgeschrittene Stadien

Tabelle 15: Signifikante Einflussfaktoren des Gesamtiiberlebens

Hazar d-
ost p-Wertt _ p-Wertt
Ratio*
Krankheitsstadium*
frith 55 (45 - 64)
_ < 0.0001 20(1.3-3.1 =0.0021
fortgeschritten 37 (29 - 45)
Chronische GvHD
ja 47 (36 - 57)
_ =0.0002 2.6 (1.6-4.0 < 0.0001
nein 43 (35-51)

T Kumulative Wahrscheinlichkeit (95%-Konfidenzintervall) des Gesamtiiberlebens, Signifikanz-Testung mit dem
Log-rank Test

¥ Hazard-Ratio und 95%-Konfidenzintervall der Maximum-Likelihood nach Adjustierung fiir signifikante Faktoren
im PHGLM-Modell, Signifikanz-Testung mit dem Wald-Test

" Krankheitsstadium: himatologische 1. CR vs fortgeschrittene Stadien

Das EFS in Abhingigkeit vom Krankheitsstadium stellt Abbildung 6 dar.
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Abbildung 6: Ereignis-freie Uberlebenswahrscheinlichkeit (95% Konfidenzintervall
[KI] schattiert) in Abhéngigkeit vom Krankheitsstadium. Die senkrechten Markierungen

der Uberlebenskurven entsprechen zensierten Patienten.

Abbildung 7-A stellt das OS in Abhidngigkeit vom Krankheitsstadium dar. In einer
Subgruppen-Analyse wurde ferner das OS in Abhidngigkeit von der CMV-Replikation
bei Patienten in fortgeschrittenem Krankheitsstadium, die kene ATG-
Immunprophylaxe erhalten hatten, in Abhéngigkeit von der CMV-Replikation
untersucht. In dieser Subgruppe lieB sich ein signifikanter Uberlebensvorteil der CMV -
Replikation nach allogener SZT nachweisen (Abbildung 7-B).
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Abbildung 7: (A) Uberlebenswahrscheinlichkeit (95% Konfidenzintervall [KI]
schattiert) in Abhingigkeit vom Krankheitsstadium und (B) von der CMV-Replikation
bei Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien ohne AT G-Prophylaxe
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4  DISKUSSION

41 CMV-Replikation in Abhédngigkeit von der Nachweismethode und

Immunprophylaxe

Als Grundlage fiir die Bearbeitung der zentralen klinischen Fragestellung der
vorliegenden Arbeit wurde zundchst gepriift, welchen Einfluss die ATG-Prophylaxe auf
die Inzidenz des Nachweises einer replikativen CMV-Infektion bei Patienten mit AML
nach dalogener SZT Methoden-unabhidngig hat. Diese Analyse erbrachte
erwartungsgemil eine um circa 20% hohere CMV-Replikationsinzidenz bei Patienten
mit ATG-Prophylaxe im Vergleich zu Patienten, die ausschlieBlich die
immunpharmakol ogische Standardprophylaxe erhielten (p<0.001) (Finke et a., 2009;
Finke et al., 2017; George et a., 2012; Mohty et a., 2004; Soiffer et al., 2017).
Interessanterweise hing die Inzidenz der CMV-Replikation bei Patienten mit ATG-
Prophylaxe von den eingesetzten Nachweismethoden dahingehend ab, dass durch den
CMV-gPCR-Nachweis circa 15% mehr replikative CMV-Infektionen als durch die
pp65-Antigendmie nachweisbar waren (p=0.0124). Hingegen erbrachten beide
Nachweismethoden bei Patienten ohne ATG-Prophylaxe vergleichbare Inzidenzen
replikativer CMV -Infektionen. Durch den Vergleich von Patienten, die ausschlieBlich
mit der sensitiveren CMV-gPCR untersucht wurden, konnte bestatigt werden, dass die
Inzidenz einer replikativen CMV-Infektion durch die ATG-Prophylaxe um den Faktor
1.5 bis 2.0 erhoht wird (p<0.001) (Leserer et al., 2021; Solano et a., 2021; Zhang et al.,
2014). Diese Daten legen den Schluss nahe, dass durch die CMV-gPCR niedrig-
replikative CMV-Infektionen nachgewiesen werden, die durch die pp65-Antigendmie
nicht detektiert werden kénnen und bei Patienten mit einer ATG-Prophylaxe haufiger
auftreten, als bei Patienten mit der immunpharmakologischen Standardprophylaxe. Da
fiir die in der vorliegenden Arbeit analysierten Patienten keine vergleichenden Analysen
der durch gPCR quantitativ gemessenen CMV-Virudast und der pp65-Antigendmie
verfiigbar sind, kann diese Schlussfolgerung nicht bewiesen werden, wird aber durch
publizierte Ergebnisse anderer Untersucher unterstiitzt (Cortez et a., 2003; Einsele et
al., 1995; Preiser et al., 2001).
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4.2 Antileukdmische Wirkung der CMV-Replikation in Abhéngigkeit von der

Immunprophylaxe

Erste klinisch-wissenschaftliche Untersuchungen zum Einfluss einer replikativen CMV -
Infektion auf das leukdmische Riickfallrisiko nach allogener SZT reichen bis in die
Mitte der 80-iger Jahre zuriick (Jacobsen et al., 1990; Jacobsen et al., 1987).

Inzwischen liegt eine ganze Reihe von Publikationen vor, die den Einfluss einer
replikativen CMV-Infektion auf das leukdmische Rezidivrisiko bel Patienten mit AML
nach allogener SZT untersucht haben. In den ersten diesbeziiglichen Publikationen
wurde der Nachweis einer replikativen CMV-Infektion mit dem pp65-Antigendmie-
Assay gefiihrt (Elmaagacli et a., 2011, Green et a., 2013; Takenaka et al., 2015),
wihrend die sensitivere gPCR-Analyse inzwischen den aktuellen diagnostischen
Standard der Detektion und Verlaufskontrolle replikativer CMV-Infektionen nach
allogener SZT darstellt und in weiteren Publikationen als Nachweismethode bereits
angewendet wurde (Ito et d., 2013; Jang €t al., 2015; Manjappa et a., 2014; Teiraet a.,
2016).

Priméres Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Kldrung der Frage, ob die durch
Vorarbeiten be Patienten mit AML nach alogener SZT nachgewiesene
antileukdmische Wirkung einer replikativen CMV-Infektion auch bei einer in-vivo-T-
Zell-Depletion mit ATG nachweisbar bleibt (Elmaagacli et a., 2011). Diese
Fragestellung stellt sich zum einen deshalb, weil die ATG-Prophylaxe seit dem
Nachweis ihrer hoheren Wirksamkeit im Vergleich zur alleinigen Immunprophylaxe mit
MTX und einem Calcineurin-Inhibitor als Standardprophylaxe der akuten und
chronischen GvHD fiir die allogene SZT mit nicht verwandten Spendern in Europa zu
betrachten ist (Finke et a., 2009). Sieist ferner auch dadurch begriindbar, dass die dazu
bislang publizierten klinisch-wissenschaftlichen Untersuchungen teils widerspriichliche
Resultate erbrachten, die durch Unterschiede der Studiendesigns, der eingeschlossenen
Patientenkohorten, der angewandten  Konditionierungsregime, der CMV-
Nachweismethoden, der prophylaktischen und praemptiven Strategien gegen replikative
CMV-Infektionen und weiterer potentieller Einflussfaktoren erklart werden kann (Busca
et a., 2015; Jang et a., 2015; Manjappa et al., 2014; Takenaka et a., 2015; Teiraet al.,
2016).
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Wie einleitend dargestellt, wurden verschiedene potentielle zelluldre Mechanismen der
antileukdmischen Wirkung einer replikativen CMV -Infektion postuliert (Elmaagacli and
Koldehoff, 2016). Vollig unklar ist bislang, ob die Zielstrukturen dieser postulierten
zelluliren Mechanismen CMV-Virus spezifisch sind oder auf Kreuzreaktionen mit
Leukédmie-spezifischen und/oder allogenen Zielstrukturen der residuellen leukdmischen
Zellen nach allogener SZT beruhen. Da die ATG-Prophylaxe obligat zu einer
ausgepragten mehrmonatigen in-vivo T-Zelldepletion im Vergleich zur Prophylaxe mit
MTX und Calcineurin-Inhibitor fiihrt (Gooptu et al., 2018; Turki et a., 2020), konnten
somit insbesondere die durch T-Zellen des Spenders vermittelten antiviralen und
antileukdmischen Immunmechanismen unterdriickt werden, wodurch einerseits das
Risko replikativer CMV-Infektionen erhoht, andererseits aber auch die damit
verbundene antileukdmische Wirkung kompromittiert werden konnte. In der
Vergleichsgruppe von Patienten ohne ATG-Prophylaxe konnte zundchst bestétigt
werden, dass eine replikative CMV-Infektion auch unabhéingig von der
Nachweismethode mit einer Reduktion des leukdmischen Rezidivrisikos um den Faktor
2.2 assoziiert ist (p<0.001). Diese Risikoreduktion liegt damit in der gleichen
GroBenordnung, die bereits fiir diese Patientengruppe auf Basis des pp65-Antigendmie
Assays publiziert wurde und die in der vorliegenden Untersuchung in frithen und
fortgeschrittenen Krankheitsstadien vergleichbar ausgeprdgt ist (Elmaagacli et a.,
2011). In der Patientengruppe mit ATG-Prophylaxe war hingegen trotz der um circa
20% hoheren Inzidenz kein Einfluss einer replikativen CMV-Infektion auf das
Rezidivrisko nachweisbar. Vielmehr entsprach dieses Risko mit circa 40% dem
Rezidivrisiko von Patienten ohne ATG-Prophylaxe, bei denen keine replikative CMV -
Infektion nachweisbar war. Somit erscheint die Schlussfolgerung gerechtfertigt, dass die
antileukdmische Wirkung einer replikativen CMV-Infektion in der vorliegenden
Untersuchung durch die ATG-Prophylaxe vollstindig unterdriickt wurde. Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit einer retrospektiven monozentrischen Studie, in der bel
Patienten mit AML, die eine ATG-Prophylaxe vor allogener SZT mit nicht verwandten
Spendern erhielten, ebenfalls keine antileukdmische Wirkung replikativer CMV-
Infektionen nachzuweisen war (Busca et a., 2015). Die bidang verfligbaren
prospektiven randomisierten Studien zum Vergleich der ATG-Prophylaxe mit

ausschlieBlicher Standardimmunprophylaxe erlauben keine Riickschliisse auf die



antileukdmische Wirkung replikativer CMV-Infektionen, da dieser Aspekt im Rahmen
dieser Studien nicht systematisch untersucht wurde und neben Patienten mit AML auch
Patienten mit anderen hamatologischen Neoplasien eingeschlossen wurden. In diesen
Studien konnte jedoch ebenfalls eine jeweils signifikant hohere Inzidenz replikativer
CMV-Infektionen bei den im ATG-Arm randomisierten Patienten nachgewiesen
werden (Finke et al., 2009; Finke et al., 2017; Soiffer et ., 2017).

Die Evaluation des Einflusses des CMV-1gG Serostatus von Patient und Spender vor
allogener SZT auf die hamatologische Rezidiv-Inzidenz erbrachte fiir keine der vier
Serokonstellationen einen signifikanten Unterschied. Allerdings war ein positiver
CMV-IgG Serostatus des Spenders unabhéngig vom CMV-1gG Serostatus des Patienten
mit einer geringeren Rezidiv-Inzidenz assoziiert (p=0.0096). Der Einfluss des CMV-
lgG Serostatus des Spenders beruhte dabei vorrangig auf Patienten ohne ATG-
Prophylaxe (p=0.0057), wihrend die Rezidiv-Inzidenz bel Patienten mit ATG-
Prophylaxe keine signifikante Abhdngigkeit vom CMV-1gG Serostatus des Spenders
ergab. Dieses Ergebnis bestitigt erneut die ebenfalls seit langem bekannte Assoziation
zwischen einem positiven CMV-1gG Serostatus des Spenders und dem leukédmischen
Rezidivrisiko, die erstmals bei Patienten ohne ATG-Prophylaxe nachgewiesen wurde
(Jacobsen et a., 1990; Jacobsen et a., 1987). Es gibt aber ferner auch einen indirekten
Hinwels darauf, dass durch die ATG-Prophylaxe praformierte Effektor-T-Zellen CMV-
IgG seropositiver Spender depletiert werden, die an den postulierten zelluldren
antileukdmischen Mechanismen beteiligt sind, welche durch eine replikative CMV -
Infektion nach allogener SZT ausgelost werden konnten (Elmaagacli and Koldehoff,
2016). Eine detaillierte Analyse der zelluldren Immunrekonstitution im peripheren Blut,
die as Begleitstudie im Rahmen der prospektiven randomisierten doppelt-geblindeten
Studie von Soiffer et a. durchgefiihrt wurde, erbrachte bei Patienten im ATG-Arm eine
signifikant verzogerte Regeneration sowohl regulatorischer, als auch konventioneller
Spender-T-Zellen sowie ihrer untersuchten Subpopulationen in den ersten 6 Monaten
nach alogener SZT (Gooptu et al., 2018; Soiffer et al., 2017). Die Regeneration von
Zéllen, die den Pan-T-Zellmarker CD3 exprimieren, war bei Patienten im ATG- im
Vergleich zum Pacebo-Arm signifikant verzégert und mit dem Rezidivrisko
signifikant assoziiert (Gooptu et a., 2018). Bisang liegen jedoch keine Analysen vor,
die den Einfluss der Regeneration CMV -spezifischer T-Zellen auf das hdmatologische
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Rezidivrisko bei  Patienten mit AML in  Abhidngigkeit von  der
immunpharmakologischen Prophylaxe gezielt untersucht haben und die zum
Verstdndnis der zelluliren Immunmechanismen der durch eine replikative CMV-
Infektion vermittelten ,,Virus-versus-Leukemia® Wirkung nach allogener SZT
entscheidend beitragen konnten.

Die Multivarianzanalyse bestétigte eine unabhéngige Reduktion des hdmatologischen
Rezidivrisikos durch eine replikative CMV-Infektion bei Patienten ohne ATG-
Prophylaxe (HR 0.4 [95%-KI: 0.3 — 0.7]; p=0.0003). Aber auch die CMV-IgG
Seropositivitidt des Spenders war in dieser Patientengruppe mit einer - wenn auch
geringer ausgepragten - Risikoreduktion assoziiert (HR 0.7 [95%-KI: 0.5 — 1.0)]; p=
0.0345). Als weitere und seit langem etablierte unabhingige Einflussfaktoren des
hdmatologischen Rezidivrisikos konnten das Krankheitsstadium vor sowie die

Entwicklung einer chronischen GvHD nach der allogenen SZT bestétigt werden.

4.3 Nicht-Rezidiv  bedingte ~ Mortalitit,  Ereignis-freies ~ Uberleben  und

Gesamtuberleben

Eine replikative CMV-Infektion hatte auf keinen dieser drei klinischen Endpunkte einen
nachwei sbaren signifikanten Einfluss.

Trotz bedeutender Fortschritte in der Diagnostik, Pravention, Prophylaxe und Therapie
tragen replikative CMV -Infektionen auch weiterhin zur Morbiditat nach allogener SZT
bei, auch wenn ihr Einfluss auf die NRM mittlerweile deutlich geringer geworden ist
(Einsele et al., 2020; Green et al., 2012; Ljungman et a., 2020; Marty et a., 2017). In
jingeren Analysen wird die unmittelbar durch eine CMV -Erkrankung verursachte NRM
mit lediglich circa 1% beziffert. Allerdings konnen replikative CMV-Infektionen
insbesondere aufgrund der Hdamato- und Nephrotoxizitidt der praemptiven antiviralen
Therapie sowie durch die Induktion einer GvHD und prolongierter Immundefizienz
indirekt zur Morbiditdt und damit zur NRM beitragen (Appleton and Sviland, 1993;
Broers et al., 2000; Cantoni et al., 2010; Nichols et d., 2002). Auch wenn replikative
CMV-Infektionen in der vorliegenden Arbeit keinen nachweisbaren Einfluss auf die
NRM hatten, ergeben sich hinsichtlich der Endpunkte EFS und OS keine Anhaltspunkte
dafiir, dass die antileukdmische Wirkung replikativer CMV-Infektionen zu einer
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Verbesserung dieser Endpunkte beitragen kann. Lediglich in einer Subgruppe von
Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien ohne ATG-Prophylaxe (37% aller
Patienten) lieBen sich Unterschiede des OS in einer GrdéBenordnung von 10% in
Abhéngigkeit von einer replikativen CMV-Infektion nachweisen (p=0.046). Der in
Vorarbeiten bei AML-Patienten auch in frithen Krankheitsstadien nachgewiesene
positive Einfluss replikativer CMV -Infektionen auf diese Endpunkte konnte somit durch
die vorliegende umfassendere Analyse nicht bestdtigt werden (Elmaagacli and
Koldehoff, 2016; Elmaagacli et al., 2011). Diese Diskrepanz konnte durch den zeitlich
fritheren gPCR-Nachweis niedrig-replikativer CMV-Infektionen und dem daraus
resultierenden fritheren Beginn einer prdemptiven antiviralen Therapie erkldrt werden.
Da die Durchfiihrung der priemptiven antiviralen Therapie im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung nicht dokumentiert wurde, konnte ihr potentieller Einfluss
auf diese diskrepanten Ergebnisse nicht evaluiert werden. Somit ergeben sich aber
weitergehende wissenschaftliche Fragestellungen hinsichtlich moglicher Interaktionen
zwischen dem Zeitpunkt sowie der Auspriagung einer replikativen CMV-Infektion, der
daraus resultierenden praemptiven antiviralen Therapie und deren Einfluss auf die
antileukdmische Wirkung nach allogener SZT. Erste publizierte Evidenz fiir die mittels
gPCR gemessenen CMV-Kopienzahlen und der damit assoziierten antileukdmischen
Wirkung liegt inzwischen vor (Leserer et al., 2021). Allerdings werden derartige
Untersuchungen durch die Einfilhrung der bei CMV-IgG seropositiven Patienten
inzwischen obligaten Letermovir-Prophylaxe erheblich erschwert und nur noch im
Rahmen multizentrischer Studienkonzepte zu bearbeiten sein.

Weitere wesentliche Limitationen der vorliegenden Arbeit sind insbesondere durch
ihren retrospektiven Charakter sowie durch den langen Beobachtungszeitraum und dem
damit im Einzelnen nicht evaluierbaren Einfluss des medizinischen Fortschritts
begriindet. Durch ein prospektives Studienkonzept, zum Beispiel dem randomisierten
Vergleich zwischen priaemptiver antiviraler Therapie und Letermovir-Prophylaxe mit
dem leukdmischen Rezidivrisiko als primdrem Studienendpunkt, kdnnte die klinische
Bedeutung einer replikativen CMV-Infektion bei Patienten mit AML nach allogener

SZT weiter erhellt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurden neben dem Vergleich zweier
Messmethoden [quantitative Polymerase-Kettenreaktion (gPCR) und  pp65-
Antigendmie] fiir den Nachweis einer Zytomegalievirus (CMV)-Replikation in
Abhéngigkeit von der in-vivo-T-Zell-Depletion mit Antithymozyten-Globulin (ATG),
der Einfluss der CMV-Replikation, des CMV -Serostatus von Patient und Spender, des
Krankheitsstadiums und der Immunprophylaxe mit ATG auf das hdmatologische
Rezidiv bei 687 Patienten mit der Diagnose einer akuten myeloischen Leukédmie (AML)
nach alogener Stammzelltransplantation (SZT), untersucht. In einer Multivarianz-
analyse wurde zusédtzlich zu den vorgenannten Faktoren, der Einfluss der akuten und
chronischen Transplantat-gegen-Wirt Reaktion (GvHD), der Intensitit des Konditio-
nierungsregimes und der spezifischen Patienten- und Spendercharakteristika auf die
nicht Rezidiv-bedingte Mortalitit (NRM), das Ereignis-freie Uberleben (EFS) und das
Gesamtiiberleben (OS) iiber einen Zeitraum von 60 Monate nach der SZT anaysiert.
Bei dem Endpunkt der viralen Replikation zeigte sich eine signifikant erhoéhte
Replikationsrate bei Patienten, die ATG erhielten, unabhidngig von der verwendeten
Messmethode. Eine signifikant erhohte Detektionsrate konnte mit der gPCR-Methode
fiir der Gesamtkohorte und die Patienten, die AT G erhielten, nachgewiesen werden.
Eine liber 60 Monate anhaltende, hochsignifikante Reduktion der Rezidivinzidenz
konnte in der Gesamtkohorte und deutlicher, in der Patientengruppe, die keine
Immuprophylaxe mit ATG erhielt, beobachtet werden. Dieser Effekt widerspiegelt sich
insbesondere in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, als auch in frilhen Stadien bei
Patienten, die keine ATG Immunprophylaxe erhielten. Zu diesem antileukdmischen
Effekt trug ein positiver CMV -Serostatus des Spenders als unabhéngiger Einflussfaktor
signifikant bei. Als einzig relevante Einflussfaktoren der NRM konnten das Auftreten
einer akuten GvHD, das Patientenalter und der Fremdspenderstatus identifiziert werden.
EFS und OS wurden allein durch das Krankheitsstadium und das Auftreten einer
chronischen GvHD signifikant beeinflusst. Zusammenfassend ermoglicht die
vorliegende Arbeit ein erweitertes Verstandnis von Einflussfaktoren auf die komplexe
antileukdmische Wirkung einer CMV-Replikation bei Patienten mit AML nach
allogener SZT.
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51 Summary

In this single-center, retrospective study, we compared two detection methods of
cytomegalovirus (CMV) viremia [quantitative polymerase chain reaction (gPCR) and
pp65 antigenemia] after allogeneic stem cell transplantation (SCT) with regard to
immunoprophylaxis with antithymocyte globulin (ATG), and investigated the effects of
CMV replication, CMV serostatus of patient and donor, disease stage and
immunoprophylaxis with ATG on leukemic relapse in 687 acute myeloid leukemia
(AML) patients for a period of 100 days after allogeneic SCT. Furthermore, we
performed a multivariate analysis to account for additional factors, such as acute and
chronic graft versus host disease (GVHD), conditioning regimen and specific patient
and donor characteristics on non-relapse mortality (NRM), event-free survival (EFS)
and overall survival (OS) over aperiod of 60 months after allogeneic SCT.

CMV replication rates were significantly increased in patients who received ATG
regardless of the detection method applied. The gPCR method demonstrated
significantly increased detection rates for the overall cohort as well as the subgroup of
patients receiving ATG.

CMV replication led to a significant reduction in the incidence of leukemic relapse up to
60 months after allogeneic SCT in the overall cohort and, profoundly, in the non-ATG
patient subgroup. This effect was significantly demonstrated in advanced stage disease
as well as in early-stage disease in patients not receiving ATG immunoprophylaxis. A
positive CMV donor serostatus was also significantly associated with the reduction of
leukemic relapse. Factors influencing NRM, as identified by multivariate anaysis,
encompassed acute GvHD, patient age and transplantation from an unrelated donor.
EFS and OS rates were significantly impacted by disease stage and chronic GVHD
alone. This study offers insights into the complex and much debated impact of CMV
replication on AML relapse after allogeneic SCT in an attempt to uncover cofactors

determining this effect.
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7 ANHANG

7.1

AML
APC
ATG
CR
CRI
CSA
CMV
DLI
EFS
ELN
GvHD
GvL
HLA
HR
HSZT
109G
KG
Kl
KM
KMT
MAC

MHC

MRD
MMRD

MTX

Abkiirzungsverzeichnis

akute myeloische Leukdmie

antigen presenting cell (engl., Antigen-prasentierende Zelle)
Antithymozytenglobulin

complete remission (engl., komplette Remission)

cumulative relapse incidence (engl., kumulative Rezidivinzidenz)
Cyclosporin A

cytomegalovirus (engl., Zytomegalievirus)

Donor Lymphozyten-Infusionen

event-free survival (engl., ereignisfreies Uberleben)

Europdisches Leukdmie Netzwerk

graft-versus-host disease (engl., Transplantat-gegen-Wirt Krankheit)
graft-versus-leukemia (engl., Transplantat-gegen-Leukédmie)

human leukocyte antigen (engl., humane Leukozytenantigene)
Hazard-Ratio (engl., Hazard-Quotient)

hdmatopoetische Stammzelltransplantation

Immunglobulin G

Korpergewicht

Konfidenzintervall

Knochenmark

Knochenmarktransplantation

myeloablative conditioning (engl., myeloablatives Konditionierungs-
protokoll)

major histocompatibility complex (engl., Haupthistokompatibilitéts-
Komplex)

matched-related donor (engl., HLA-identischer Familienspender)
mismatched-related donor (engl., partiell HLA-kompatibler verwandter
Spender)

Methotrexat
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MUD

MMUD

NMA
NRM
oS

PB
PBSZ
PBSZT
PHGLM
PPRT
gPCR

RIC

TBI

VOD
VSTs

matched-unrelated donor (engl., HLA-identischer unverwandter
Spender)

mismatched-unrelated donor (engl., partiell HLA-kompatibler nicht
verwandter Spender)

nicht-myel oabl ativ

non-relapse mortality (engl., nicht Rezidiv-bedingte Mortalitat)

overall survival (engl., Gesamtiiberleben)

peripheres Blut

periphere Blutstammzellen

periphere Blutstammzelltransplantation

proportional hazards general linear model (engl., Cox Regression)
primire Postremissionstherapie

guantitative polymerase chain reaction (engl., quantitative Polymerase-
kettenreaktion)

reduced-intensity conditioning (engl., intensititsreduzierte
Konditionierung)

total body irradiation (engl., GanzkSrperbestrahlung)

veno-occlusive disease (engl., venose okklusive Leberkrankheit)

virus-specific T-cells (engl., virus-spezifische T-Zellen)
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