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1. Einfuhrung in die Erganzungen zur Stellungnahme

Im Rahmen der gesetzlich (AMG) vorgeschriebenen Genehmigungsverfahren fur Stammzell-
zubereitungen ist eine Aktualisierung der Gemeinsamen Stellungnahme in Form einer Erganzung
erforderlich geworden, um den Inhalt dem aktuellen Stand von Wissenschaft und Technik
anzugleichen und weiteren Auflagen und Nachforderungen des Paul-Ehrlich-Institut, die im Rahmen
der Prifung der Gemeinsamen Stellungnahme oder durch einzelne Antragsteller (pharmazeutischer

Unternehmer) benannt wurden, zu genigen.

Diese Erganzung versucht Antworten insbesondere auf Fragen zur klinischen Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit von allogenen Stammzellzubereitungen, die im Kontext einer Transplantation mit
einem HLA-mismatch bzw. haploidenten Spender durch immunmagnetische Selektions- bzw.
Depletionsverfahren manipuliert werden, zu geben (Kapitel 4) und umfasst auch eine vergleichende
Gegenuberstellung der in-vitro Verfahren zur T-Zelldepletion und zur pharmakologischen Prophylaxe
(in-vivo) einer Graft versus Host Disease (GVHD-Reaktion). Eine abschliefende Beurteilung ist nach
heutigem Stand von Wissenschaft und Technik nicht moéglich und bedarf gegebenenfalls einer
erneuten Revision der Gemeinsamen Stellungnahme entsprechend des zukiinftigen Erkenntnis-

gewinnes.

Diese revidierte Erganzung (01. Marz 2011) zur Gemeinsamen Stellungnahme (Endversion 08.05.09)
wird durch die zentrale Hinterlegung beim Paul-Ehrlich-Institut dafir Sorge tragen, dass sich Mitglieder
der fur die Erstellung verantwortlichen Fachgesellschaften im Rahmen ihrer Genehmigungsverfahren

auf diese Dokumentation beziehen kdénnen.
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2. Erganzungen zum Kapitel 1 der Stellungnahme ,Einfuhrung in die
Thematik* (Plerixafor)

Endversion 08.05.2009: Kapitel 1.3 Stammzellbiologie Seite 10, Absatz 3, 2. Satz

Zitat ,lhr zukiinftiger Stellenwert in der klinischen Routine bleibt abzuwarten.*

Durch die Erganzung (Juni 2010) wird dieser Absatz wie folgt erganzt:

Zitat: ,Dabei hat Plerixafor (Mozobil®) inzwischen eine Zulassung in Kombination mit der Gabe von G-
CSF zur Verbesserung der Mobilisation hamatopoietischer Stammzellen ins periphere Blut zur
Entnahme und anschlieRenden autologen Transplantation bei Patienten mit Lymphom oder multiplem

Myelom, die nicht ausreichend mobilisieren.”

Endversion 08.05.2009: Kapitel 2.1 Gewinnung Seite 14, Absatz 3

Durch die Erganzung (Juni 2010) wird der 3. Absatz wie folgt erganzt:

Zitat: ,Bei Patienten, die mittels Chemotherapie und/oder Gabe von G-CSF nicht ausreichend
Stammzellen ins periphere Blut mobilisieren, steht inzwischen der CXCR4-Rezeptor Antagonist
Plerixafor (Mozobil®) zur Verfigung. Plerixafor blockiert die Wechselwirkung zwischen CXCR4 und
dem stromal cell-derived factor (SDF1) (Martin C et al, Br J Haematol 2006, 134: 326).

Bereits im Jahr 2005 konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass die Mobilisation
hamatopoetischer Stammzellen mittels Kombination von G-CSF und Plerixafor einer alleinigen
Mobilisation mit G-CSF sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Patienten tberlegen ist ( Devine
SM et al, Blood 2008, 112: 990, Liles WC et al. Transfusion 2005, 45 : 295; Flomenberg N, et al. Blood
2005, 106: 1867). Entscheidende Daten fiir die Zulassung wurden 2009 publiziert. In einer prospektiv
randomisierten, plazebo-kontrollierten, doppelt-geblindeten Phase Ill Studie (Di Persio et al, JCO
2009, 27: 4767) konnte bei Patienten mit NHL gezeigt werden, dass in der Plerixaforgruppe signifikant
mehr Patienten die fur eine Transplantation bendtigte Stammzellmenge(CD34+ Zelldosis) mit weniger
Apheresen erreichten. Dabei war die Kombination von G-CSF und Plerixafor gut vertraglich. Plerixafor
wird subkutan in einer taglichen Dosis von 0,24mg/kg Korpergewicht des Patienten gegeben. In der
Studie wurden insgesamt 135 Patienten aus der Plerixafor- und 84 Patienten aus der Plazebo-Gruppe
transplantiert. Dabei zeigten alle Patienten ein initiales Engraftment der neutrophilen Granulozyten.
Gemessen am langfristigen Engraftment 12 Monate nach Transplantation zeigten 2 Patienten in der
Plerixafor- und kein Patient in der Plazebo-Gruppe ein Transplantatversagen, wobei die Ursache dafir
offen ist. In einer zweiten Phase Ill Studie (Micallef IN, et al. Biol Blood Marrow Transpl 2009,
15:1578) Labordaten zeigen, (Fruehauf et al, Exp Hematol. 2006 Aug;34(8):1052-9), dass Plerixafor-
mobilisierte Stammzellen hinsichtlich ihres genetischen Profils vermehrt Gene exprimieren, die ein

besseres Engraftment fordern sollten. Diese Daten wurden dadurch ergénzt, dass Plerixafor-
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mobilisierte Stammzellen einen ,primitiveren“ Phanotyp (CD34+ CD38-; 0,9% (G-CSF) versus 2,6%
(G-CSF + Plerixafor) aufweisen), was auch mit entsprechenden Ergebnissen in sogenannten ,long-

term culture” Untersuchungen bestatigt werden konnte (Fruehauf et al, 2009, Cytotherapy).
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3. Ergédnzungen zum Kapitel 2 der Stellungnahme , Produkt®

Endversion 08.05.2009: Kapitel 2.2 Prozessierung Seite 17, Absatz 3, 1. Satz

Zitat: ,Aus dem Transplantat mittels CD3 Depletion entfernte Lymphozyten kénnen fir Spender-
lymphozyten-Transfusionen in Frage kommen und sollten dann kryokonserviert werden.”

Durch diese Erganzung (Juni 2010) wird dieser Satz ersatzlos gestrichen.
Endversion 08.05.2009: Kapitel 2.3 Seite 19, dritter Absatz, Zeilen 5-8

Zitat: ,Das Erythrozytensediment liegt bei Stammzellzubereitungen aus peripherem Blut mittels
Zytapherese und bei eingeengtem Knochenmarkblut in der Regel unter 10% (Volumenprozent)...“

Durch diese Erganzung (Juni 2010) wird ,unter 10%" ersetzt durch ,bei 5 + 3%".
Endversion 08.05.2009: Kapitel 2.3 Seite 20, zweiter Absatz, Zeilen 6-9

Zitat: ,Es wird eine mdglichst hohe Reinheit an CD34+ Zellen angestrebt (> 90%); aufgrund des sehr
unterschiedlichen CD34+ Zellgehaltes des Ausgangsproduktes (z.B. 0,1 bis 5%) variiert der relative
Anteil im Sinne der erzielbaren Reinheit im Endprodukt zwischen 50 und nahezu 100%."

Durch diese Erganzung (Juni 2010) wird dieser Satz gestrichen und wie folgt ersetzt:

Zitat: ,Es wird eine mdglichst hohe Reinheit an CD34+ Zellen angestrebt (85+15%); dies entspricht
einem Bereich von 70-100%. In Einzelfallen kann diese Spezifikation herstellungsbedingt oder durch
einen sehr niedrigen, relativen CD34+ Zellanteil nicht erreicht werden."

Endversion 08.05.2009: Kapitel 5.1 Anlage 1 (DMSO), Seite 15 von 36

Zitat: ,Die im Rahmen der Kryokonservierung von Blutstammzellen unterschiedlicher Quellen Ublicher-
weise genutzten DMSO-Endkonzentrationen von bis zu 10% sowie die Uiblichen Expositionszeiten der
Zellen mit DMSO vor dem Beginn des Einfriervorganges von 1-2 Stunden sind fir die Proliferations-
fahigkeit der Blutstammzellen jedoch nachweislich unbedenklich (66; 70)."

Durch diese Erganzung (Juni 2010) wird dieser Satz gestrichen und wie folgt ersetzt:

Zitat: ,Der Einfluss von DMSO auf die Teilungsfahigkeit (Koloniebildung) von hamatopoetischen
Stammzellen aus humanem Knochenmark wurde in vitro untersucht. Nach Inkubation frisch
gewonnener Zellen in 5 oder 10 w/w% DMSO-Ldsung bis zu 1 h war die Koloniebildung nicht
vermindert. Auch die verzogerte (bis zu 1 h) Entfernung von DMSO nach dem Auftauen kryo-
konservierter Zellen erwies sich als nicht toxisch (66). Mit 10 w/w% kryokonservierte Knochenmark-
zellen konnten nach dem Auftauen in 8 w/iw% DMSO-L6sung mindestens 2 h ohne negativen Effekt
auf die Koloniebildung aufbewahrt werden. Allerdings ist bekannt, dass die Ergebnisse der in vitro
Koloniebildung nur schlecht mit der in vivo Angehrate der Transplantate korrelieren (70)."
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4, Erganzungen zum Kapitel 4 der Stellungnahme , Klinischer Uberblick*
(autolog)

Mit Beschreibung des CD34 Antigens als Stammzellepitop 1984 und der Generierung spezifischer
CD34-Antikorper beginnen Arbeiten zur Charakterisierung und Aufreinigung CD34+ hamatopoetischer
Stamm- und Vorlauferzellen (Civin & Small 1995). Die Rationale zur Verwendung autologer CD34
selektionierter Stamm-zellen basiert auf zwei Hauptargumenten:

- Im Rahmen von Therapiekonzepten mittels Hochdosischemotherapie und/oder Radiatio
werden gesunde CD34+ Stammzellen angereichert, um einer Verringerung von potentiell
kontaminierenden Tumorzellen im Transplantat (sog. ,Purging“-Verfahren) erméglichen.

- Im Rahmen von schweren Autoimmunerkrankungen erhofft man sich eine geringere Rezidiv-
rate durch Neupragung des Immunsystems aus CD34 positiven Stammzellen und eine
moglichst vollstandige Elimination autoimmuner Zellen.

Der Antitumoreffekt der allogenen Stammzelltransplantation kommt hierbei nicht zum Tragen.

Primares Zielkriterium fur den Wirksamkeitsnachweis autolog gewonnener, gegebenenfalls selektio-
nierter CD34+ Stammzellen im Rahmen der bundesweit anstehenden Genehmigungsantrage flr
Stammzellzubereitungen ist das erfolgreiche hamatopoetische Engraftment und sekundar die voll-
standige und dauerhafte Rekonstitution des Immunsystems.

Die vergleichende und bewertende Beurteilung der langfristigen Therapieerfolge in Abhangigkeit zum
autologen Transplantat (unselektioniert oder selektioniert) kann nicht Gegenstand dieser Gemein-
samen Stellungnahme sein und ist sehr differenziert, insbesondere in Kontext zur Grunderkrankung
und zum Remissionsstadium vorzunehmen. Seit den 90er Jahre gibt es eine Vielzahl prospektiven
Studien und retrospektiven Analysen zum Stellenwert des autologen Stammzelltherapiekonzeptes. In
»pubmed“ werden ca. 300 Literaturstellen benannt. Die Gemeinsame Stellungnahme erhebt nicht den
Anspruch - einem Lehrbuch entsprechend - hamatologische Krankheitsbilder und deren ,state oft the
art” Therapiekonzepte systematisch zu kommentieren.

Brenner et al. konnten mittels Genmarkierung bei akuten myeloischen Leukdamien den Nachweis
erbringen, dass Tumorzellen aus dem Graft zur Rezidiventstehung beitragen (Brenner et al., 1993).
Erste Erfahrungen mit ,graft* Manipulationen im Sinne eines ,ex vivo purging“ von kontaminierenden
Tumorzellen wurden Anfang der 90er Jahre publiziert (Lebkowski et al., 1992; Brugger et al. 1994,
Gee 1995, Shpall et al. 1994). Sowohl Shpall et al. als auch Brugger et al. konnten bereits 1994 nach-
weisen, dass die hamatologische Rekonstitution mit einem CD34 positiv-selektionierten autologen
Stammzelltransplantat (Peripherse Blut, Knochenmark) nach einer Hochdosischemotherapie identisch
ist zur Rekonstitution nach Transplantation mit unmanipuliertem Transplantat.

Im padiatrischen Bereich ist insbesondere die Publikation von Lang et al. (1999) zu nennen, die tber
den erfolgreichen Einsatz eines CD34 positiv-selektionierten Transplantats im autologen Setting bei
34 Kindern berichtet. Erst kiurzlich berichteten dariber hinaus Kasow et al. (2007) fur das St. Jude
Hospital in Memphis Uber deren Erfahrungen wieder bei Kindern mit einem CD34 positiv-selek-
tionierten Praparaten entweder aus Knochenmark (n=131) oder periphere Blutstammzellen (n=237).
Alle Patienten hatten ein erfolgreiches Engraftment ohne therapieassoziierte Mortalitat.

Initial publizierten Gorin et al. (1995) erfolgreiche hamatopoetische Rekonstitutionen nach CD34
Aufreinigung aus Knochenmark in einem Kollektiv von Non-Hodgkin-Lymphom Patienten. Spater
berichteten auch Dreger et al. (1999) Gber 20 Lymphompatienten, die ein CD34 positiv-selektioniertes
Transplantat nach einer Hochdosischemotherapie erhielten. Alle Patienten hatten ein erfolgreiches
Engraftment. 2005 wurde wiederum bei 48 Lymphompatienten ebenfalls Uber eine erfolgreiche
autologe CD34 positiv-selektionierte Transplantation berichtet (Imai et al. 2005).

Auch in der Behandlung von Patienten mit Multiplen Myelom (Plasmazytom) wurde eine autologe
Stammzelltransplantation mit CD34 positiv-selektionierten Stammzelltransplantaten erprobt. Lemoli et
al. (2010) berichteten Uber insgesamt 31 Patienten die mit CD34 positiv-selektionierten Stammzellen
autolog transplantiert wurden. Ahnliche Anséatze verfolgten die Studien von Barbui et al.(2002) bei 30
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Patienten und Stewart et al. (2001) an 93 Patienten jeweils im randomisierten Vergleich mit
unmanipulierten Stammzellpraparaten zur Behandlung des Multiplen Myeloms. Alle Studien zeigten
ein rasches Engraftment und eine gute Immunrekonstitution und Transplantatfunktion nach CD34
selektionierter Transplantation ohne signifikante Unterschiede zu unmanipulierten Transplantationen.

Allerdings konnte kein eindeutiger signifikanter klinischer Langzeiteffekt im Sinne eines erfolgreichen
Transplantatpurging, also eine geringere Rezidivrate nach CD34-Selektion festgestellt werden. Diese
Ergebnisse wurden 2007 noch einmal in einer EBMT-Studie bestéatigt, die an 111 Patienten
randomisiert ein CD34-selektioniertes Transplantat mit einem unmanipulierten Transplantat in der
autologen Hochdosistherapie bei Multiplen Myelom verglich (Bourhis et al. 2007). Wieder zeigte sich
die Gleichwertigkeit beider Verfahren hinsichtlich der hamatologischen Rekonstitution, aber kein
.benefit* hinsichtlich der Rezidivquote. Wie bereits aufgefihrt wurde die CD34-Selektion auch haufiger
zur autologen Hochdosistherapie bei Patientinnen mit Mammakarzinom eingesetzt. Yanovich et al.
(2000) konnten ein erfolgreiches autologes Engraftment bei insgesamt 48 Patienten zeigen und
verglichen die Ergebnisse mit 44 Patienten ohne Stammzellselektion. Wiederum zeigte sich kein
Unterschied im Engraftment oder Transplantationsergebnis.

Auch zur Therapie von Autoimmunerkrankung werden CD34 positiv-selektionierte Stammzellen seit
Jahren eingesetzt. Moore et al. (2002) publizierten den Einsatz CD34 positiv-selektionierter Stamm-
zellen zur Hochdosistherapie mit Cyclophosphamid und anschlieltender autologer Transplantation zur
Behandlung schwerer therapierefraktarer rheumatoider Athritis.33 Patienten wurden in die zweiarmige
Studie eingeschlossen und zwischen unmanipuliert versus CD34 positiv-selektioniert randomisiert.
Alle Patienten ,engrafteten” rasch und hatten eine unkomplizierte Rekonstitution ihres Immunsystems.
Im Ansprechen auf die Behandlung wurde jedoch kein Unterschied zwischen den beiden Transplan-
tationsmethoden gefunden. Wenig spater folgten auch Berichte Uber die Erprobung einer autologen
HSZT bei Patienten mit multipler Sklerose. Carreras et al. (2003) berichteten Uber 15 Patienten mit
fortgeschrittener Multipler Sklerose, die eine autologe HSZT mit CD34-selektioniertem Transplantat
erhielten. Das Engraftment und die hamatologische Erholung waren bei allen Patienten rasch und
unkompliziert. Es zeigte sich eine klinische Besserung der Erkrankung bei 3 und eine Stabilisierung
bei 9 Patienten. Diese vermeintlichen Therapieerfolge sind hier jedoch nicht weiter Gegenstand der
Betrachtung. Ni et al. (2006) berichteten Uber 21 Patienten mit Multipler Sklerose die ebenfalls autolog
mit CD34-selektionierten Stammzellen transplantiert wurden. Wiederum zeigte sich ein rasches und
stabiles Engraftment. Das progressionsfreie Uberleben lag bei 75%, das Erkrankungsaktivitat-freie
Uberleben bei 33%. Auch bei der Systemischen Sklerose wird die autologe CD34-selektionierte HSZT
eingesetzt. Vonk et al. (2008) berichteten z.B.lber den Verlauf von 26 Patienten mit Sklerodermie, die
nach einer Konditionierung mit Cyclophosphamid ein CD34-selektioniertes autologes Transplantat
erhielten. Die hamatologische Rekonstitution war unproblematisch, 81% der Patienten ,profitierten*
von der Therapie. Statkute et al. (2007) fassten die Erfahrungen der Northwestern University Chicago
mit autologer Stammzelltransplantation bei Autoimmunerkrankungen zusammen und berichteten tUber
130 CD34 positivselektionierten Transplantationen bei verschiedenen Erkrankungen. Wiederum zeigte
sich eine rasche hamatologische und immunologische Rekonstitution.

Zusammenfassung und Nutzen-Risiko Bewertung: Die angeflhrte Studien sind nur ein reprasentativer
Ausschnitt der verfliigbaren Erfahrung mit CD34 selektionierten autologen Stammzelltransplantaten.
Zusammenfassend zeigt sich bei allen Studien eine rasche und dauerhafte Rekonstitution der
Hamatopoese und nachfolgend auch des zellularen Immunsystems. Damit erfillen auch CD34 positiv-
selektionierte Transplantate alle Anforderungen die an die Wirksamkeit eines Stammzelltransplantats
als Arzneimittel gestellt werden. In der Nutzen-Risikoabschatzung sind CD34-selektionierte Praparate
genauso zur hamatologischen Rekonstitution geeignet wie unmanipulierte Stammzellpraparate. Sie
stellen somit hinsichtlich der vollstdndigen Rekonstitution der Hamatopoese kein zusatzliches Risiko
fur die zu transplantierenden Patienten dar.

Trotz erheblicher Anstrengungen in den letzten 20 Jahren fehlt der Nachweis reproduzierbarer und
signifikanter Uberlebensvorteile fiir Patienten, die ein CD34 positivselektioniertes Transplantat im
Sinne einer Tumorzellentfernung (purging®) oder zur Rezidivvermeidung bei Autoimmunerkrankungen
erhalten haben. Darlber hinaus fehlen fur viele Entitaten, gréRere prospektive, randomisierte Studien.
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5. Erganzungen zum Kapitel 4 der Stellungnahme , Klinischer Uberblick*

(allogen)

Das Konzept der allogenen Stammzelltransplantation (HSZT) ist eine wissenschaftlich anerkannte und
in mehr als 500 Einrichtungen Europas etablierte Therapieoption (siehe EBMT-Report), insbesondere
bei hamatologischen Erkrankungen, soliden Tumoren und angeborenen genetischen Defekten der
Hamatopoese und des Immunsystems. Als Quellen stehen hamatopoetische Stammzellen aus
peripherem Blut, Knochenmark und mit Einschrankung (primar wegen der begrenzten Zelldosis) aus

Nabelschnurblut zur Verfligung.

Fir die Mehrzahl der erkrankten Patienten stehen heutzutage immungenetisch kompatible Spender
zur Verfigung; hierunter werden prinzipiell in den wichtigsten HLA-Systemen (HLA-A, -B, -C, -DR und

DQ) idente Spender verstanden:

- 10/10 match Familienspender (ca. 25%)

- 10/10 match unverwandter Spender (ca. 50%)

Fir ca. 25% der Patienten steht heutzutage kein geeigneter 10/10 HLA-identer Spender zur
Verfigung. Dies gilt umso mehr fir ethnische Minderheiten oder wenn eine zeitraubende
Spendersuche aufgrund einer Rezidiv- oder Hochrisikosituation aufgrund der Erkrankung des
Patienten nicht abgewartet werden kann. Auch fir diese Patientenkollektive soll die allogene
Stammzelltransplantation ermoéglicht werden. Weil bei diesen Patienten sonst keine Transplantation
durchgefiihrt werden wiirde, ist der schlichte Vergleich mit einem akzeptierten ,Standard“ (hier 10/10
.perfect-match” Situation) weder ethisch statthaft noch therapeutisch zielfiihrend. Diese Erganzung
versucht im weiteren Verlauf auf die Besonderheiten der HLA-mismatch bzw. haploidenten Stammzell-

transplantation umfassend und nachvollziehbar einzugehen.

Die Erweiterung der Stammzellspenderdateien einerseits und die Ermdglichung von
Stammzelltransplantationen trotz HLA-Disparitaten andererseits sind seit zirka 10 Jahren die
vorrangigen Ziele, um auch diesen Patienten eine Heilungschance zu erméglichen. Gegenwartig
werden folgende potentielle Spender zur allogenen Stammzelltransplantation erwogen, soweit kein

10/10 Spender zur Verfligung steht:

- (8-)9/10 match unverwandter Spender
- 6-8/10 match Familienspender (haploidente Transplantation)
(in der Regel ist ein Elternteil verfligbar; evtl. mit weiteren zufalligen HLA Ubereinstimmungen)

- Alternativ: Nabelschnurblut (unverwandt, bis zu 2 HLA-Abweichungen akzeptiert)

Auf weitere Besonderheiten der Immungenetik und der Transplantation von Stammzellen aus

Nabelschnurblut wird im Rahmen dieser Stellungnahme nicht eingegangen. Es sei darauf
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hingewiesen, dass die zu diskutierenden immunmagnetischen Selektionsverfahren vorrangig in
Verbindung mit der haploidentischen Stammzelltransplantation zur Anwendung kommen, aber auch in
der Situation einer Empfanger-Spender-HLA-Konstellation von weniger als 9/10 Ubereinstimmungen.

Dementsprechend werden Empfanger-Spender-Konstellationen mit nur 1 Allel- oder Antigenmismatch

(9/10 _match) heute in der Regel den HLA-identen (10/10 match) Stammzelltransplantationen

dleichgestellt.

Die Transplantation von allogenen Stammzellen ist das ,zellulare Element® einer sehr komplexen
Behandlungsstrategie, die insbesondere auch die initiale Therapie der Grunderkrankung (Radio-
/Chemotherapie) und die Konditionierungstherapie einschlief3lich der Option eines reduzierten
Konditionierungsregime sowie - bei fehlender T-Zelldepletion des Transplantats - auch eine starke
Immunsuppression nach Transplantation umfasst.

Die jeweilige therapeutische ,Feinjustierung” ist hierbei komplex und wird patientenindividuell
vorgenommen; unter anderem finden neben der Entitdt der zugrundeliegenden Erkrankung der
Remissionsstatus des Patienten, das Alter, die toxikologische und infektidse Komplikationen und

Dringlichkeit zur Transplantation Berticksichtigung.

Die Transplantation von allogenen Stammzellen dient primar der Rekonstitution einer gesunden und
dauerhaften Hamatopoese, die die ausreichende Bildung von reifen Blutzellen aller Blutzelllinien
gewabhrleistet. Die kurzfristige, hamatopoetische Rekonstitution wird mit dem Terminus eines primaren
.engraftment® (Anwachsen) nach Transplantation gleichgesetzt und durch das dauerhafte
Uberschreiten einer Neutrophilenzahl von > 500/ul und einer Thrombozytenzahl von > 20.000/ul im
peripheren Blut ausgedriickt. Darliber hinaus wurde in der allogenen Stammzelltransplantation,
insbesondere in der haploidentischen Situation ein sog. primares Transplantatversagen (,graft failure®)
beobachtet. Dieser Begriff ist zumindest dahingehend irrefliihrend, da haufig nicht die zellulare
Zusammensetzung des Transplantates sondern vielmehr durch die Konditionierungstherapie nicht
eliminierte zytotoxische T-Lymphozyten des Empfangers fur diese AbstoRungsreaktion verantwortlich
gemacht werden kdnnen. Viele der Patienten mit fehlendem primaren Engraftment kénnen durch eine
Zweittransplantation oder Stammzellboost doch noch erfolgreich hamatologisch rekonstituieren
(sekundares Engraftment).

Stammzellen aus peripherem Blut, die nach Mobilisierung mittels Wachstumsfaktoren in einer bis zu
10-fach héheren Konzentration gesammelt werden kénnen als Knochenmarkstammzellen spielen bei
der Uberwindung der HLA-Barriere eine wesentliche Rolle (sog. ,Megadosis‘-Konzept) (Bachar-Lustig
et al., 1995, Reisner et al., 1999, Handgretinger et al., 2001; Reisner et al.,2005; Aversa et al., 2008;
Dvorak et al. 2008)._Heute sind bereits Therapiekonzepte im Einsatz (siehe unten), die eine solche

CD34+-Megadosis nicht mehr erforderlich machen.

Die Transplantation von allogenen Stammzellen dient sekundar auch der Rekonstitution des
Immunsystems des Empféangers, die die ausreichende Bildung von immunkompetenten Zellen (NK-
Zellen und T- und B-Lymphozyten) zur dauerhaften Abwehr von Bakterien, Viren, Pilzen und anderen

Pathogenen gewabhrleistet. Die immunologische Rekonstitution bendtigt wesentlich mehr Zeit als die
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primare hamatopoetische Rekonstitution und wird zumeist mit dem Durchschreiten des unteren
Normwertbereiches gleichgesetzt. Die Generierung von immunkompetenten T-Lymphozyten aus
hamatopoetischen Stammzellen (Thymusreifung in Abhangigkeit zur Intensitat der Konditionierungs-
therapie) nach Transplantation darf nicht verwechselt werden mit dem zellularen Kompartment
akzessorischer Zellen, das mit dem allogenen Stammzelltransplantat und in Abhangigkeit mit dem

jeweils gewahlten immunmagnetischen Selektionsverfahren, kotransplantiert wird.

Im Rahmen der_allogenen haploidentischen—Stammzelltransplantation kommen unterschiedliche
immunmagnetische Selektionsverfahren (MACS-Technologie der Firma Miltenyi Biotec) zur
Anwendung, die prinzipiell dem gleichen Ziel dienen, namlich der effizienten Entfernung von T-
Lymphozyten, um hamatopoetische Stammzellen in einer Reinheit herzustellen, die deren primares
Anwachsen und eine dauerhafte hamatopoetische Rekonstitution im Empfangerorganismus

gewabhrleistet.

- CD34 Positivselektion hamatopoetischer Stammzellen zur indirekten Entfernung von T- und B-
Lymphozyten

- CD133 Positivselektion hamatopoetischer Stammzellen zur indirekten Entfernung von T- und
B-Lymphozyten

- CD3 CD19 Depletion zur direkten Entfernung von T- und B-Lymphozyten

Die drei immunmagnetischen Verfahren sind in der Lage T-Lymphozyten effizient zu entfernen. Eine
Reduktion um mindestens 3log-Stufen wird angestrebt, um im Regelfall die Einhaltung einer kritischen
Grenze von zirka 1,0 x 105/kg KG zu erreichen. In Abhangigkeit zur initialen T-Lymphozytenlast im
Stammzelltransplantat und der Qualitdt des immunmagnetischen Verfahrens ist mit Einschréankung
eine Grenze von 1,0 x 10°/kg KG realistisch, wenn auch nicht immer erreichbar. Die Qualitét dieser in-
vitro Manipulation ist nur ein Bestandteil zur Sicherung der Qualitat der zugrunde liegenden allogenen
Stammzelltherapie; hingewiesen sei hier auf die Mdglichkeit der Durchfihrung und Steuerung einer
zusatzlichen immunsuppressiven Therapie und auf die Beimengung von Stammzellen nach CD34
Positivselektion mit sehr niedriger T-Zelllast. Der optimale T-Zellkonzentrationsbereich im Kontext zum
jeweiligen Therapiekonzept ist nach dem heutigen Stand von Wissenschaft und Technik noch nicht

abschlieRend definiert.

Die drei immunmagnetischen Verfahren sind in der Lage B-Lymphozyten effizient zu entfernen. Dies
verhindert das Auftreten einer bei T-Zelldepletion gehauft vorkommenden EBV-assoziierten lympho-
proliferativen Erkrankung (Cavazzana-Calvo et al., 1998). Eine Reduktion um 3log-Stufen wird
angestrebt, um im Regelfall keine signifikante B-Lymphozytenpopulation (<0.1%) nachweisen zu

kénnen; dies entspricht in der Regel der Unterschreitung einer Grenze von 1,0 x 105/kg KG.

Die drei immunmagnetischen Verfahren unterscheiden sich in der zusatzlichen Entfernung
akzessorischer Zellen aus allogenen Stammzellzubereitungen. So fihrt die CD34 und CD133

Positivselektion zu einer Abreicherung aller anderen Zellpopulationen (Monozyten, Natrliche
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Killerzellen, Dendritische Zellen). Diese Zellpopulationen bleiben bei der CD3/CD19 Depletion im
Stammzelltransplantat als akzessorische Zellen erhalten und koénnten flir das priméare
hamatopoetische Engraftment, die Immunrekonstitution und den graft-versus-tumour (GvT)-Effekt eine
Bedeutung haben. Diese zuséatzliche therapeutische Funktionalitédt ist augenblicklich Gegenstand
klinischer Studien und beeinflusst weder das primare Therapieziel noch wirde die primare
Wirksamkeit hamatopoetischer Stammzellen (hdmatopoetische Rekonstitution) in allogenen
Stammzellzubereitungen, die zur Zeit in der Bundesrepublik Deutschland zur Genehmigung durch die
Bundesoberbehoérde anstehen und Gegenstand der gutachterlichen Stellungnahme sind, hierdurch in
Frage gestellt.

Generell liegen eine Vielzahl von Phase Il Studien und Fallsammlungen zu den verschiedenen in vitro
Aufbereitungsverfahren vor, aber keine kontrollierten, randomisierten Studien. Dies ist vor allem darin
begriindet, dass das Hauptanwendungsgebiet die HLA-mismatch und haploidente Stammzell-
transplantation darstellt. Mismatch und haploidente Stammzelltransplantation werden deshalb nur bei
wenigen Patienten an ausgewahlten Transplantationszentren durchgefuhrt. Meist handelt es sich
zudem um fortgeschrittene und ausgedehnt vorbehandelte Patienten ohne alternative Therapieoption.
Dies macht die Durchfiihrung grof3er kontrollierter und randomisierter Studie schwer bis unmadglich.
Patienten, die mit den hier besprochenen Verfahren behandelt werden haben keinen anderen
verfigbaren Spender. Zusatzlich ist eine Randomisierung zu einer Transplantation ohne in vitro
Aufbereitung bzw. medikamentdsen Verfahren zur T-Zelldepletion aufgrund der zu erwartenden
schweren GVHD als unethisch zu betrachten (Anasetti et al., 1990). Im Weiteren sollen nun die
bisherigen klinische Erfahrungen und Studienergebnisse zu den verschiedenen in vitro
Aufbereitungsverfahren zusammengefasst werden und ein Bewertung der in vitro Methoden im

Vergleich zu alternativen medikamentdsen Verfahren zur T-Zelldepletion erfolgen:

CD34 Selektion

Mit Beschreibung des CD34 Antigens als Stammzellepitop und der Generierung spezifischer
Antikdrper gegen CD34 beginnen Arbeiten zur spezifischen Anreicherung und Aufreinigung CD34
positiver Stammzellen (Civin and Small, 1995). Erste Erfahrungen wurden insbesondere mit einer
CD34 Aufreinigung zum ex vivo purging von das Transplantat kontaminierenden Tumorzellen bei
autologen HSZT gesammelt (Lebkowski et al., 1992; Brugger et al., 1994; Gee, 1995). Nachfolgend
wurde die CD34-Selektion durch die T-Zelldepletion im Rahmen von allogenen Stammzelltrans-
plantationen ersetzt (Lane et al., 1995; Dreger et al., 1995). Von Beginn an wurden hierbei zwei
verschiedene Anwendungen verfolgt: T-Zelldepletion zur Ermdglichung einer Transplantation Uber
HLA-Barrieren hinweg im mismatch/haploidenten Setting und T-Zelldepletion zur Minderung des
GVHD-Risikos bei HLA-identen Familien- oder Fremdspendertransplantationen. Primar wurden
unterschiedliche Methoden wie E-Rosseting, Antikdrperbeladung (z.B. CD52), Immunadsorption
(CellPro) und spater die immunmagnetische Selektion per ISOLEX 300i und CliniMACS eingesetzt
(Chakrabarti et al., 2003). Letztere Methode ermoglicht die effizienteste T-Zelldepletion und hat sich
als in vitro Aufreinigungsmethode weitgehend durchgesetzt (Lang et al., 1999; Schumm et al., 1999;
Ringhoffer et al., 2004).
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Haploidente und HLA-mismatch Stammzelltransplantation

Die ersten Versuche zur Durchflihrung einer mismatch/haploidenten HSZT waren bedingt durch den
ausgepragten HLA-Unterschied (bis zu 50%) komplikationsreich mit eine hohe Inzidenz an GVHD,
TransplantatabstoRung und infektiosen Komplikationen, die zu einer inakzeptabel hohen Rate an
therapieassoziierter Morbiditat und Mortalitat fuhrte (Anasetti et al., 1990).

Sowohl TransplantatabstoRung als auch GVHD werden primar von Empfanger- und Spender-T-Zellen
vermittelt. Strategien diese HLA-Barrieren zu Gberwinden haben sich deshalb auf effektive Verfahren
zur Empfanger- und Spender-T-Zell-Depletion konzentriert. Eine Strategie zur erfolgreichen
Durchflihrung einer haploidenten HSZT wurde von Bachar-Lustig et al. in enger Kollaboration mit der
Gruppe von Aversa in Perugia entwickelt. Sie konnten zunachst in Mausen (Bachar-Lustig et al.,
1995) und spater im Menschen zeigen, dass die AbstolRung von T-zelldepletiertem Knochenmark im
haploidenten Bereich durch eine massive Erhéhung der Stammzelldosis auf eine ,Megadosis“ von
CD34-positiven Zellen (d.h. in der Regel 210x10°® CD34+ Zellen/kgkG) verhindert werden kann.
Durch eine in vitro CD34 Selektion zunachst durch E-Rosseting, spater mittels immunmagnetischer
Selektion wurde gleichzeitig zur CD34-Anreicherung eine ausgepragte T-Zelldepletion um mehrere
Log-Stufen mdoglich. Hierdurch wird eine mismatch/haploidente HSZT erst ohne schwere GVHD
moglich. Erste klinische Studien mit diesem Verfahren begannen 1993, nachdem durch die Einflihrung
von hamatopoietischen Wachstumsfaktoren (G-CSF) die Sammlung einer Megadosis von CD34
positiven Stammzellen mdglich wurde (Aversa et al.,, 1994). Die Arbeitsgruppe in Perugia
veréffentlichte hierzu eine Vielzahl von Publikationen, die die Machbarkeit, Sicherheit und Ergebnisse
dieses Ansatzes eindrlcklich zeigen(Aversa et al., 1994; Aversa et al., 1998; Aversa et al., 2001a;
Aversa et al., 2001b; Aversa et al., 2002; Aversa et al., 2005; Aversa, 2008; Aversa et al., 2008).

Zusammenfassend sollen hier die Daten eines aktuellen Update aus dem Jahr 2008 von insgesamt
255 Patienten dargelegt werden (Aversa et al.,, 2008). Dieses Verfahren setzt eine intensive
Konditionierung mit einer Ganzkorperbestrahlung, kombiniert mit einer Chemotherapie mit
Cyclosphosphamid, Thiothepa und Fludarabin sowie die Gabe von Anti-Thymozyten-Globulin (ATG)
zur in-vivo T-Zelldepletion ein. Anschlieend erfolgt die Gabe einer Megadosis (>1Ox106 CD34+
Zellen/kg) von hochangereicherten CD34 positiven Stammzellen vom haploidenten Spender.
Aufgrund der T-Zelldepletion (<2x10* CD3+ Zellen/kg) ist eine haploidente HSZT auch ohne
Posttransplantations-Immunsuppression durchfiihrbar. Mit diesem Verfahren wird primar bei 95% ein
erfolgreiches Angehen des Transplantats erreicht. Engraftment mit >500 Neutrophile/uL (im
peripheren Blut) erfolgte innerhalb im Median 9 (mit G-CSF) bzw. 12 Tage (ohne G-CSF). Das
Verfahren erlaubt eine erfolgreiche haploidente HSZT mit einer niedrigen akute GVHD-Rate von 5-
17% und einem erfolgsversprechendem 3-Jahresuberleben von 25-50%, sofern die Patienten in

kompletter Remission ihrer akuten Leukamie transplantiert werden.

Ahnlich gute Ergebnisse wurden auch von anderen Arbeitsgruppen insbesondere auch aus der
Padiatrie berichtet. Ciceri et al. publizierten 2008 die Ergebnisse eines EBMT-Surveys zu den
Ergebnissen einer haploidenten HSZT mit CD34-Selektion (Ciceri et al., 2008). Evaluiert wurden 266
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Patienten nach haploidenter HSZT. Die mediane CD34-Dosis/kg KG im Transplantat (G-CSF
mobilisierte periphere Blutstammzellen) lag bei 10x10° fur AML und 11.9x10° fir ALL-Patienten. Die
mediane T-Zelldosis im Transplantat lag jeweils bei nur 1x10* CD3+/kg KG. Ein primares Engraftment
wurde bei 91% der Patienten im Median fir die Neutrophilen nach 12 Tagen beobachtet. Eine akute
GVHD =l wurde bei nur 5% der Patienten beobachtet. Dagegen war das Patienten-Outcome eher
enttduschend. Das leukamiefreie 2-Jahres-Uberleben war stark abhangig vom Erkrankungsstadium
und erreichte bei Patienten mit AML in CR1 48% und ALL in CR1 19%. Die therapieassoziierte
Mortalitat dieser Patientengruppe lag bei zirka 40%.

Handgretinger et al. evaluierten eine haploidente HSZT bei Kindern ohne HLA-identen Spender
(Handgretinger et al., 2001). 39 Patienten wurden von einem Familienspender mit HLA-Mismatch
nach immunmagnetischer CD34-Selektion und einer Megadosis CD34-positiver Zellen (Mittelwert
20.7x106/kg KG) zur Behandlung verschiedener hamatologischer Erkrankungen transplantiert.
Primares Engraftment wurde bei 92% der Patienten mit im Median 11 Tage bis zu Neutrophilen
>500/uL beobachtet. Akute GVHD >ll wurde bei lediglich einem Patienten beobachtet. Nach 2 Jahren
waren 38% der Patienten ohne Erkrankung und am Leben. Die gleiche Arbeitsgruppe publizierte
ahnliche Erfahrungen auch fir die Durchfuhrung einer allogenen HSZT zur Behandlung nicht-maligner
Erkrankungen. Lang et al. berichtete 2004 Gber 25 Patienten, die ein CD34-selektioniertes
Transplantat entweder vom passenden Familienspender (n=4), vom Fremdspender mit teilweise
vorhandenem HLA-Mismatch (n=14) und Familienspender mit HLA-Mismatch (n=8) erhielten (Lang et
al., 2004b). Ein erfolgreiches primares Engraftment erfolgte bei 84% der Patienten nach im Median 11
Tagen. Die Inzidenz von akuter GVHD >II war 8% und das Gesamtuberleben nach im Median 3.7
Jahren betrug 88%.

In einer kirzlich publizierten Register-Studie der EBMT wurden die Ergebnisse von 127 haploidenten
HSZT Uberwiegend mit einer CD34-Selektion (97/102 Patienten) bei Kindern mit einer akuten
lymphoblastischen Leukdmie zusammengefasst (Klingebiel et al., 2010). Ein erfolgreiches
Engraftment wurde bei 91% der Patienten mit einem neutrophilen Engraftment (>500 Neutrophile/pL)
im Median an Tag 15 gesehen. Fir die in kompletter Remission transplantierten Patienten war das
Leukamiefreie Uberleben nach 5 Jahren 27% und die nicht-Rezidiv-bedingte Mortalitat 37%.

Eine Studie vergleicht prospektiv die Immunrekonstitution nach CD34-Selektion und mismatch/
haploidenter HSZT mit derer von HLA-identen, mit unmanipulietem Knochenmark transplantierten
Patienten. Eyrich et al. beobachten dabei nach CD34-Selektion eine um etwa 100 Tage verspatete T-
Zellrekonstitution mit einem auch dann noch deutlich dezimierten T-Zell-Rezeptor-Repertoire Eyrich et

al., 2004). Die Rekonstitution naiver T-Zellen, NK-Zellen und B-Zellen war vergleichbar.

Zusammenfassend erlaubt die indirekte T-Zell_und B-zelldepletion (i._d. R_jeweils < 1x10° CD3+ bzw.
CD19+ Zellen/kgKG) durch CD34-Selektion und die Gabe einer Megadosis (i.d.R. definiert als
>10x10° CD34+ Zellen/kgkG) auch im HLA-mismatch (<8/10 match) und haploidenten Setting eine

erfolgreiche allogene HSZT bei Patienten, die ansonsten keine andere potentiell kurative
17



Copyright DGTI - DGHO - GPOH

Therapieoption hatten. Das Engraftment liegt unter Beachtung dieser Kriterien in der Regel >90% und
erfolgt rasch und ausdauernd. Die T-Zellrekonstitution erfolgt jedoch verspatet. Die Inzidenz und der
Schweregrad auftretender GVHD sind niedrig. Die beobachteten Gesamtergebnisse in diesen
Hochrisikokollektiven entsprechen etwa denen, die mit einem HLA-,gematchten® unverwandten
Spender erreichbar waren.

Es ist davon auszugehen, dass unter der Maligabe aktueller Therapiekonzepte (Federmann et al.
2009, Bader et al. 2010) und besonderen klinischen Umstanden (u.a. Kérpergewicht) das klassiche
.Megadosiskonzept® verlassen werden kann und auch niedrigere Stammzelldosen (£8x106 CD34+

Zellen/kgKG) akzeptabel sind, die der HLA-identen (10/10) oder single-mismatch (9/10) allogenen

Stammzelltransplantation entsprechen. .

HLA-idente Stammzelltransplantation

Aufgrund des Uberwiegenden Einsatzes einer CD34-Selektion bei Hochrisikopatienten fir eine GVHD
oder in einer Mismatch-Situation gibt es wie oben erwahnt keine randomisierte Studien zum Einsatz
einer CD34-Selektion im Vergleich zu unmanipulierten Stammzellen. Urbano-Ispizua et al. berichteten
1997 Uber eine Phase I/l Studie in 20 Patienten die bei unterschiedlichen hamatologischen
Neoplasien eine allogene HSZT nach einer myeloablativen Konditionierung mit einem per CellPro
Ceprate SC System CD34-selektioniertes Transplantat von einem HLA-kompatiblen Familienspender
erhielten (Urbano-Ispizua et al., 1997). Die Studie zeigte ein rasches und stabiles Engraftment. Zur
Immunsuppression erhielten die Patienten Ciclosporin A und Methylprednisolon. Es wurden keine
Falle einer Grad II-IV akuten oder chronischen GVHD beobachtet. Mit 7.5 Monaten Follow-up lebten
16 von 20 Patienten mit einer Remission ihrer Erkrankung. Wenig spater berichtete die gleiche
Arbeitsgruppe Uber die Immunrekonstitution nach einer solchen Transplantation im Vergleich zu einem
unmanipulierten Transplantat (Martinez et al., 1999). Initial wurden in der CD34-selektionierten
Gruppe eine niedrigere CD4+/CD3+ und TCR-gammal/delta+ Frequenz beobachtet. Nach 8 Monaten
verhielten sich beide Gruppen gleich. Die Rekonstitution von B-, CD8+ T- und NK-Zellen zeigte keine

weiteren Unterschiede.

Cornelissen et al. publizierten 2003 einen prospektiven, randomisierten Vergleich zwischen einer
Transplantation von jeweils CD34-selektionierten peripheren Stammzellen und Knochenmark im HLA-
identen Bereich (Cornelissen et al., 2003). In diese Studie wurden 120 Patienten eingeschlossen und
randomisiert. 10 Patienten fielen vor Transplantation aus verschiedenen Griinden (vorzeitiger Tod=2,
Rezidiv=6, Patientenwunsch=1, misslungene Stammzellmobilisierung=1) aus der Studie. 54 Patienten
erhielten eine Transplantation mit CD34-selektioniertem Knochenmark (KM), wahrend 56 Patienten
mit CD34-selektionierten peripheren Stammzellen (PB) transplantiert wurden. Allerdings kamen in
dieser Studie zwei unterschiedliche in-vitro Aufbereitungsverfahren zum Einsatz: bei 87 Patienten
erfolgte die CD34 Selektion Uber Immunadsorbtion mit dem CellPro-System, bei 22 Patienten
immunmagnetisch mit dem CliniMACS-System. Mit dem CIliniMACS System ist eine deutlich reinere
CD34-Selektion im Vergleich zum nicht mehr auf dem Markt befindlichen CellPro-System zu
erreichen. Alle Patienten erhielten eine intensive Konditionierung mit TBI/Cy oder Bu/Cy. Alle

Patienten erhielten Ciclosporin A zur Immunsuppression. Die mit peripheren Stammzellen
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transplantierte Kohorte erhielt signifikant mehr T-Zellen (Median: 3.0 versus 2.0x10°/kg, p<0.0001)
und CD34-Zellen (Median: 3.6 versus 0.9x106/kg, p<0.0001) mit dem Transplantat. Das Engraftment
war in beiden Gruppen erfolgreich mit einer wie erwartet etwas langeren Zeit bis zum Engraftment
nach einer Transplantation mit Knochenmark (Mediane Tage bis zu >500/uL Neutrophilen 15 mit
peripheren Stammzellen versus 20 Tage mit Knochenmark, p=0.001). Das Engraftment der
Thrombozyten war im Median 25 (PB) versus 38 (KM) Tage nicht signifikant unterschiedlich.
Engraftment-Versagen wurde primar bei einem Patienten nach PBSZT und sekundar bei einem
Patienten mit KMT berichtet. Die Zahl der transplantierten CD34+ Stammzellen korrelierte positiv mit
Neutrophilen- und Thrombozytenengraftment. Die Inzidenz akuter GVHD II-IV war in der PBSZT-
Kohorte mit 52% hoéher als bei der KM-Kohorte mit 37% und direkt verknupft mit der héheren Zahl der
transplantierten T-Zellen im Transplantat. Mit einem medianen Follow-up von 3 Jahren war das
geschatzte Gesamtuberleben nach 4 Jahren in der KM-Kohorte mit 60% signifikant besser als 34% in
der PBSZT-Kohorte (p=0.04). Der Unterschied war hauptsachlich durch die erhdhte Therapie bedingte
Mortalitat und GVHD-Inzidenz in der PBSZT-Kohorte mit Patienten bedingt, die mehr als 2x10° CD3+
T-Zellen im Transplantat erhielten. Dies wiederum war insbesondere bei Patienten (n=38) die ein

mittels Immunadsorption (CellPro) aufgereinigtes Transplantat und PBSZT (n=42) erhielten der Fall.

Jakubowski et al. berichtete 2007 Uber eine Studie mit 52 erwachsenen Patienten mit verschiedenen
malignen hamatologischen Erkrankungen, die ein Transplantat von einem HLA-identen
Familienspender erhielten, das mittels des ISOLEX-System CD34-angereichert und somit T-
Zelldepletiert wurde (Jakubowski et al., 2007). Es wurde keine weitere GVHD-Prophylaxe im Sinne
einer Posttransplantationsimmunsuppression angewandt. Alle Patienten zeigten ein erfolgreiches
Engraftment und es trat nur bei 8% der Patienten eine GVHD mit maximalem Grad Il und bei 9% der

Patienten eine chronische GVHD auf. Das erkrankungsfreie Uberleben nach 3 Jahren lag bei 61%.

Auch im padiatrischen Bereich wurde eine CD34-Selektion zur Prophylaxe einer GVHD bei einer
PBSZT vom unverwandten Spender evaluiert. Lang et al. berichtet Gber 31 Patienten mit Leukamien,
die mit CD34-immunmagnetisch selektionierten Stammzellen und ohne zusatzliche Immunsuppres-
sion transplantiert wurden(Lang et al., 2003). 15 Patienten hatten einen komplett HLA-,gematchten”
Spender, 16 Patienten 1 oder 2 Antigen-Mismatche. Primares Engraftment erfolgte bei 83% der
Patienten mit im Median 11 Tagen bis >500 Neutrophile/uL. Die Inzidenz akuter GVHD >l lag bei
10%, fir chronische GVHD 7%. Das 2-Jahresgesamtiberleben lag bei 38%. Im Vergleich zu einer
historischen Kontrollgruppe ohne CD34-Selektion zeigten sich vergleichbare Ergebnisse bei

geringerer GVHD-Inzidenz.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass nach CD34-Selektion im HLA-identen Setting das

hamatopoetische Engraftment nicht eingeschrankt ist und sich vergleichbar zu unmanipulierten

Stammzellzubereitungen verhalt. Ebenso erfolgt auch regelhaft eine komplette Immunrekonstitution.
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Gemal der oben zitierten Literatur und entsprechend der Erklarung im Gutachten von Mai 2009 wird
eine CD34+ Zellzahl von 4-8 x 10° CD34+ Zellen pro kg Korpergewicht in der HLA-identen, allogenen
Stammezelltransplantation auch nach CD34 Positivselektion angestrebt.

Die Inzidenz der GVHD ist eng abhangig von verwendeter Immunsuppression und T-Zelldosis im
Transplantat. Als Grenze fir die T-Zelldosis erscheint ein Schwellenwert von 1x10° CD3+ T-Zellen/kg
Kdrpergewicht als noch akzeptabel. Bei ausreichender T-Zelldepletion kann die Inzidenz der GVHD
deutlich gesenkt werden und sogar auf eine Immunsuppression nach Transplantation verzichtet
werden. Die B-Lymphozyten werden indirekt im dhnlichen Umfang entfernt (Zielwert: < 1 x 10° CD19+
Zellen pro kgKG).

CD3/CD19 Depletion

Haploidente und HLA-mismatch Stammzelltransplantation

Die oben fir eine haploidenten HSZT beschriebene intensive Konditionierungstherapie schlief3t altere,
komorbide und stark vorbehandelte Patienten von dieser Therapie aus. Die Nicht-Ruckfall-assoziierte
Mortalitdt (NRM) ist auch bei jingeren Patienten (medianes Alter 29 Jahre) mit 41% sehr hoch
(Aversa et al., 2008). Diese hohe Mortalitat ist insbesondere durch die langsame Immunrekonstitution
nach sehr effizienter T-Zelldepletion mittels CD34-Selektion mit entsprechend schwerwiegenden
Infektkomplikationen und den therapieassoziierten Toxizitaten bedingt. Weiterhin ist eine Megadosis
CD34+ Stammzellen bei Kindern durch ihr geringes Kérpergewicht leicht zu erreichen, stellt jedoch bei
Jugendlichen und Erwachsenen ein erhebliches Problem dar. Werden Stammzelldosen unter 10x10°
CD34+ Zellen/kgKG verwendet, steigt die Rate an TransplantatabstoBungen und das Angehen des
Transplantats und die Immunrekonstitution ist stark verzdgert (Lang et al., 2004a). Hiervon kann nach
heutigem Stand von Wissenschaft und Technik nur im Einzelfall begriindet abgewichen werden, so
z.B. mit 8x10° CD34+ Zellen/kgkG bei sehr ungiinstiger Korpergewichtskonstellation und fehlender

therapeutischer Alternative.

Fir eine erfolgreiche Transplantation bei stark vorbehandelten, komorbiden oder alteren Patienten
sowie ohne erfolgreiche Gewinnung einer Megadosis von CD34 positiven Stammzellen wurden in den
letzten Jahren unterschiedliche Strategien verfolgt. Wie bei der HSZT bei HLA-identen Spendern wird
hier insbesondere der Einsatz einer dosisreduzierten Konditionierung erprobt. Durch Arbeitsgruppen in
Tdbingen und Frankfurt wurde bei Kindern und Erwachsenen hierzu eine neue Form der
Transplantataufarbeitung, die immunmagnetische Depletion von CD3/CD19 positiven Zellen
durchgefiihrt. Ein solches selektiv T- und B-Zell depletiertes Transplantat, enthalt in groRer Zahl NK-
Zellen, Granulozyten, Monozyten, antigenprasentierende Zellen und vermutlich auch im geringeren
Umfang CD34 negative Stammzellen. Diese Zellpopulationen sollen als sogenannte “facilitating cells”
hamatopoetisches Engraftment und Immunrekonstitution verbessern. Die T- und B-Zelldepletion ist,
wie oben beschrieben, zur Verhinderung einer schweren GVHD und von EBV-assoziierten
lymphoproliferativen Erkrankungen geeignet. Durch das verbesserte Engraftment eines solchen
CD3/CD19 depletierten Transplantats wird der Einsatz einer dosisreduzierten Konditionierung auch
ohne Megadosis von CD34-positiven Stammzellen mdglich. In Phase Il Studien bei Patienten mit sehr

fortgeschrittenen hamatologischen Erkrankungen wurde diese Strategie zur haploidenten HSZT bei
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Kindern wie auch Erwachsenen eingesetzt (Bethge et al., 2006; Bethge et al., 2008; Lang &
Handgretinger, 2008). Die Patienten erhielten eine dosisreduzierte Konditionierung mit Fludarabin
(150-200 mg/m2), Thiotepa (10 mg/kg), Melphalan (120 mg/m2) und OKT-3 (5 mg/Tag, Tag -5 bis
+14). Anschliel®end erfolgte die Transplantation eines CD3/CD19 depletierten Transplantats.

Federmann et al. berichtete kirzlich Uber die Ergebnisse einer multizentrischen Studie bei 60
erwachsenen Patienten (Federmann et al., 2009). Alle Patienten hatten eine Hochrisikoerkrankung oft
mit Ruckfall nach vorangegangener autologer oder allogener HSZT. Nur die Halfte der Patienten hatte
zum Zeitpunkt der HSZT eine komplette Remission der Erkrankung. Das mediane Alter der Patienten
lag bei 45 Jahren (Bereich: 19 - 65 Jahre) und somit fast eine Dekade alter als in den oben erwahnten
Studien zur haploidenten HSZT nach CD34 Selektion. Alle Patienten erhielten ein CD3/CD19
depletiertes haploidentes Transplantat mit einer hohen Anzahl von NK-Zellen aber eine ausreichende
T- und B-Zelldepletion. Die median applizierte CD34-Dosis im Transplantat lag bei 6,8x10° (Range,
3,5-22x10% CD34+ Zellen/kg, die mediane CD3-Dosis bei 4,0x10* CD3+ Zellen/kg. Das Anwachsen
des Transplantats war rasch mit einer medianen Zeit bis >500 Granulozyten/uL von 12 Tagen und
>20.000 Thrombo-zyten/uL von 11 Tagen. Diese Strategie ermdglichte ein erfolgreiches Engraftment
selbst bei Patienten mit einer Stammzelldosis von nur 3.5x10° CD34+Zellen/kg und somit ohne
Megadosiskonzept. Bei Erwachsenen betrug die nicht-Rlckfall-assoziierte Mortalitat in den ersten 100
Tagen 25%. Die Inzidenz einer akuten GVHD Grad II-1V lag bei 47% und fir die chronischer GVHD
bei 15%. Die GVHD Inzidenz ist aufgrund héheren T-Zelldosis in einem CD3/CD19 depletierten
Transplantat hoher als bei den oben beschriebenen Daten zur haploidenten HSZT nach CD34-
Selektion aber nicht héher als bei Standard-HSZT im HLA-identen Setting. Das Gesamtiiberleben der
ausserst fortgeschrittenen und stark vorbehandelten Patienten dieser Studie lag bei 30% mit einem

medianen Follow-up von knapp unter 2 Jahren.

Bei Kindern berichtete Lang et al. Gber ahnliche Ergebnisse bei 36 Patienten mit einem medianen
Alter von 11 Jahren (Lang et al., 2010). Ein primares Engraftment wurde bei 89% der Patienten
beobachtet mit im Median 10 Tagen bis zum Neutrophilen-Engraftment (>500/pL). Eine akute GVHD
I-Il trat bei 54% der Patienten und GVHD llI bei 8% der Patienten auf. Therapie-assoziierte Mortalitat
war 0% bis zu Tag 100 und 8% nach einem Jahr. Fir Patienten, die in CR erstmalig transplantiert
wurden, lag das 2 Jahres Ereignisfreie Uberleben bei 66%, bei Zweittransplantation bei 30%.
Gonzalez-Vicent et al. verdffentlichten kirzlich einen Vergleich von 21 Patienten mit einer
mismatch/haploidenten HSZT; in 9 Fallen wurde eine CD34-Selektion des Transplantats und bei 12
Patienten eine CD3/CD19 Depletion durchgefihrt (Gonzalez-Vicent et al., 2010). Diese Kohorte wurde
mit Patienten mit einem HLA-identen Spender und einem CD34-selektionierten Transplantat
verglichen. In der Patientenkohorte der CD3/CD19 depletierten Transplantate wurde ein rascheres
Erreichen eines kompletten Chimerismus und Thrombozyten-Engraftments (Tage bis >20.000
Thrombozyten/uL 11 versus 14 Tage) im Vergleich zu der CD34-selektionierten Gruppe beobachtet.
AuRerdem zeigte die CD3/CD19 depletierte ,Kohorte* eine raschere Rekonstitution der NK-Zellen

aber auch etwas mehr akute GVHD. Im klinischen Ergebnis waren beide Gruppen vergleichbar.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine CD3/CD19 Depletion eine ausreichende T-

und B-Zelldepletion_(jeweils < 1 x 10°/kgKG) ermdglicht, um erfolgreich eine mismatch/haploidente

HSZT durchzufihren. Im Vergleich zur CD34-Selektion sind die Daten zum hamatopoetischen
Engraftment und zur Immunrekonstitution mindestens gleichwertig, wenn nicht besser. Neben dem

klassischen Megadosiskonzept von = 10 x 10° CD34+ Zellen/kgKG, ermdglicht eine effiziente

CD3/CD19 Depletion nun eine dosisreduzierte Konditionierung sowie ein rasches Engraftment mit

weniger CD34-positiven Zellen_(allogene Standarddosis von 4-8 x 10° CD34+ Zellen/kgKG).

Prospektive vergleichende Studien (CD3/CD19-depletierte zu CD34-selektionierten Transplantaten)

liegen bisher nicht vor.

Die Entscheidung welches dieser beiden Verfahren zur Transplantataufbereitung zum Einsatz kommt
hangt insbesondere von Erfahrung und Praferenz des jeweiligen Transplantationszentrums und dem
angewandten Therapie- bzw. Studienprotokolls ab. Die derzeitig zur Verfligung stehenden Daten
lassen keine nahere Empfehlung zur Auswahl des Selektions- bzw. Depletionsverfahrens zu und
Uberlassen die Entscheidung der therapeutischen Freiheit des behandelnden Transplantations-

mediziners.

HLA-idente Stammzelltransplantation

Eine CD3/CD19 Depletion wird derzeit nur sehr selten im HLA-identen Setting eingesetzt. Eissens et
al. berichteten kirzlich Uber einen Vergleich der Immunrekonstitution bei Patienten, die an einer
prospektiven, randomisierten Studie zum Vergleich CD3/CD19 Depletion versus CD34 Selektion in
der allogenen HSZT von einem HLA-identen Spender teilnahmen (Eissens et al., 2010). Klinische
Ergebnisse dieser Studie liegen noch nicht vor. Im Vergleich der Immunrekonstitution zeigte sich eine
raschere und bessere Rekonstitution insbesondere der NK-Zellen in der CD3/CD19 depletierten

Kohorte aber kein Unterschied in der sonstigen Engraftmentkinetik._Es werden die gleichen

Spezifikationen bezliglich der CD34 Stammzelldosis und T-Zell- bzw. B-Zellentfernung angestrebt wie

bei der CD34 Positivselektion mit einem alllogenen, HLA-identen Spender.

CD133 Selektion

Seit Anfang der 90-er Jahre des letzten Jahrhunderts wird CD133 als alternativer Stammzellmarker zu
CD34 beschrieben (Kobari et al., 2001). Zundchst wurde in vitro und im Tierversuch gezeigt, dass
CD133 wie CD34 positive Stammzellen die Eigenschaft des ,self-renewal und der geforderten
Repopulationsfahigkeit von multipotenten hamatopoietischen Stammzellen zeigen. Bald darauf wurde
CD133 als Antigen zur Positivselektion von hamatopoietischen Stammzellen klinisch eingesetzt. Eine
Vielzahl kleinerer Studien belegt eine Einsetzbarkeit und Aquivalenz von CD133- zur CD34-Selektion,
wobei eine kleine Fraktion an mobilisierten CD133+ Stammzellen kein CD34-Antigen koexprimieren
(im Mittel < 10%).. 2003 berichtete Gordon et al. Uber die erste im klinischen Maf3stab durchgefiihrten
CD133-Selektionen mit ausreichendem Engraftment im Tierversuch (Gordon et al., 2003). Lang et al.
berichtete dann 2004 Uber die ersten 10 Patienten, die mit einer Kombination aus CD34 und CD133

selektionierten Stammzellen transplantiert wurden. Der Anteil der CD133-selektionierten Stammzellen

wurde dabei langsam von 10-100% gesteigert, ohne einen nachteiligen Effekt auf das
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hamatopoetische Engraftment zu beobachten (Lang et al., 2004a). Bitan et al. publizierten 2005 die
ersten 5 Patienten, die erfolgreich haploident mit einem CD133-selektionierten Stammzellpraparat
transplantiert wurden. Das Engraftment war rasch mit im Median 10 Tagen zum Neutrophilen-
Engraftment (>500/uL) und 12 Tagen zum Thrombozyten-Engraftment (>20.000/uL) (Bitan et al.,
2005). Schliesslich verglichen Lang et al. 2005 in jeweils kleinen Patientenkohorten alle drei bisher
dargestellten Aufreinigungsmethoden. Eine haploidente HSZT wurde bei 39 Patienten nach CD34-
Selektion, bei 14 Patienten nach CD133-Selektion und bei 11 Patienten nach CD3/CD19 Depletion
durchgefiihrt (Lang et al., 2005). Das primare Engraftment war mit 85% nach CD34-Selektion, 72%
nach CD133-Selektion und 92% nach CD3/CD19-Depletion vergleichbar. In der CD3/CD19-Gruppe
wurde eine etwas hdhere Inzidenz an GVHD aber auch eine raschere T-Zellrekonstitution beobachtet.
Daruber hinaus berichteten Bornhduser et al. Gber eine Patientenkohorte von 10 Patienten, die zu
100% ein primares Engraftment nach Transplantation von 2,6 bis 12,2 x 10° CD133 zeigten
Boérnhauser et al., 2005).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine CD133-Selektion aquivalente Ergebnisse im
hamatopoetischen Engraftment und Immunrekonstitution im Vergleich zu einer CD34-Selektion

ermoglicht._Auf Basis der oben zitierten und noch nicht sehr umfangreichen Literatur werden die

gleichen Spezifikationen beziglich der CD133 Stammzelldosis und T-Zell- bzw. B-Zellentfernung

angestrebt wie bei der Positivselektion von CD34+ Stammzellen unabhéngig von der Frage einer

HLA-identen oder HLA-nichtidenten allogenen Transplantation. Es wird empfohlen, die Stammzell-

dosis als CD133+ Dosis auszuweisen.

Eine Aussage uber die Wertigkeit und Anwendungsgebiete der beiden Selektions-methoden
untereinander kann durch die bisher vorliegenden Studien nicht getroffen werden, wenn auch die
Erfahrungen mit einer CD34-Selektion wesentlich umfangreicher sind. Die Entscheidung ob eine
CD34-Selektion oder eine CD133 Selektion durchgefihrt wird ist hauptsachlich abhangig von der
Praferenz und Erfahrung des jeweiligen Transplantationszentrums oder des durchgefiihrten

Behandlungs- bzw. Studienprotokolls.

Alternative pharmakologische Methoden zur T-Zelldepletion bei mismatch/haploidenter HSZT

Lange Jahre war die Notwendigkeit der oben beschriebenen Methoden zur in-vitro T-Zelldepletion im
Rahmen einer erfolgreichen haploidenten HSZT ein Paradigma. In den letzten Jahren wurde jedoch
auch zunehmend Uber Protokolle berichtet, die eine erfolgreiche haploidente HSZT auch mit
pharmakologischen Methoden zur T-Zelldepletion und insbesondere dem Einsatz von unmanipulierten

Knochenmark allein oder in Kombination mit peripheren Stammzellen erméglichen.

Luznik et al. berichtete 2008 Uber die erfolgreiche Durchfiihrung haplodenter HSZT durch den Einsatz
von unmanipuliertem Knochenmark als Transplantat kombiniert mit einer intensiven Immun-
suppression mit Cyclophosphamidgaben in einer Dosis von 50 mg/kg an Tag 3 und/oder 4 nach

Stammzellgabe und Tacrolimus und Mycophenolat Mofetil (Luznik et al., 2008). Cyclophosphamid
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dient dabei zur Depletion nach Transplantation expandierender alloreaktiver T-Zellen. Zur
Konditionierung wurde 14,5 mg/kg/Tag Cyclosphosphamid and Tag -6 und -5, Fludarabine 30
mg/mZ/Tag an den Tagen -6 bis -2, und 200 cGy Ganzkérperbestrahlung and Tag -1 angewandt.
Luznik et al berichtet Uber 68 Patienten mit Hochrisikoerkrankungen, die mit diesem Protokoll
behandelt wurden. Die Autoren berichten Uber eine Inzidenz von 13% Transplantatversagen und einer
Inzidenz akuter GVHD II-IV von 40%. Die Inzidenz einer extensiven chronischen GVHD lag nach einer
nur einmaligen Cyclophos-phamidgabe nach Transplantation bei 25%. Die nicht rezidivbedingte
Mortalitdt nach 1 Jahr lag bei 15% und die Rezidivquote bei 51%. Das 2-Jahres gesamt- und
ereignisfreies Uberleben lag bei 36% und 26%. (Brodsky et al. aus der gleichen Arbeitsgruppe
berichtet ebenfalls 2008 Uber 3 Patienten mit nicht-malignen hamatologischen Erkrankungen, die mit
diesem Protokoll behandelt wurden. 2 der 3 Patienten lberstanden die Transplantation erfolgreich und

hatten ein stabiles Engraftment ohne schwere GVHD (Brodsky et al., 2008).

Burroughs et al. berichtet Uber einen retrospektiven Vergleich an 90 Patienten einer allogenen HSZT
von haploidenten Spendern mittels des soeben dargestellten Verfahrens mit einer Transplantation
vom passenden Familien- und Fremdspender bei Patienten mit einem therapierefraktaren Hodgkin-
Lymphom. Das Ergebnis nach einer haploidenten HSZT war dem der beiden herkdmmlichen

Verfahren zumindest gleichwertig (Burroughs et al., 2008).

Van Rood berichtete 2002 tber den positiven Einfluss eines ,noninherited maternal antigen“ (NIMA
haplotype) Mismatch auf den Ausgang haploidenter Transplantationen ohne in-vitro T-Zelldepletion
(Van Rood et al. 2002). Bestéatigt wurde diese Beobachtung in einer Registerstudie aus Japan von
Ichinohe et al.der 2004 Uber 35 Patienten berichtete, die eine haploidente HSZT von einem NIMA-
mismatch Spender erhielten (Ichinohe et al., 2004). Die angewandte Konditionierung und Immun-
suppression war heterogen. Alle Patienten rekonstitutierten hamatopoetisch erfolgreich. Die Inzidenz
fir akute GVHD Grad II-1V lag bei 56% und die einer chronischen GVHD bei 57%.

Ebenfalls in Japan wurde von Ogawa et al. gezeigt, dass eine haploidente HSZT auch mit alleiniger
konventioneller pharmakologischer GVHD Prophylaxe mdglich ist. In dieser Studie erhielten 30
Patienten eine sehr intensive Immunsuppression mit Tacrolimus, Methotrexat, Mycophenolate Mofetil
und hochdosierten Steroiden (Ogawa et al., 2008). EIf Patienten (36.7%) entwickelten Grad II-Ill akute
GVHD, sieben Patienten (23.3%) starben an therapieassoziierter Mortalitdt und 39% erlebten ein
Rezidiv ihrer Erkrankung. Das Gesamtiiberleben nach 3 Jahren lag bei 50%. Generell ist die HLA-
Varianz bei der japanischen Bevdlkerung reduziert, womit die Fremdspendervertraglichkeit steigt; dies

erschwert die Anwendbarkeit von Ergebnissen aus Japan auf die kaukasische Bevodlkerung in Europa.

In China wurde ein weiteres Verfahren zur mismatch und haploidenten HSZT ohne in vitro Trans-
plantataufreinigung etabliert. Huang und Mitarbeiter berichten in mehreren Publikationen Uber ein
Protokoll bestehend aus einer intensiven Konditionierungstherapie mit Cytarabin (4 g/m?) Tag —10 und
-9, Busulfan (12 mg/kg) an den Tagen -8, —7, und —6, Cyclophosphamid (1,8 g/m2) an Tag -5 und -4,

Semustin (250 mg/m2) an Tag —3 kombiniert mit einer in vivo T-Zelldepletion mit Thymoglobulin (rabbit
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ATG, Sangstat-Genzyme, 2.5mg/kg von Tag -5 to -2 (Huang et al. 2006 & 2009). Als Transplantat
wird eine Kombination aus unmanipuliertem Knochenmark und G-CSF mobilisierten peripheren
Stammzellen des entweder ,gemismatchten® oder komplett haploidenten Spenders eingesetzt. Nach
der Transplantation erfolgt eine Immunsuppression mit Ciclosporin, Mycophenolat Mofetil und
Methotrexat.

2006 berichtete Huang et al. Gber 171 Patienten mit verschiedenen hamatologischen Neoplasien, die
eine haploidente HSZT nach diesem Protokoll erhielten (Huang et al., 2006). Alle Patienten hatten ein
erfolgreiches Engraftment. Die Inzidenz fir akute GVHD Grad II-IV lag bei 55% und fiir chronische
GVHD bei 74%. Das erkrankungsfreie Uberleben lag bei 68% fiir Standardrisiko-Patienten und 42%
fur Hochrisiko-Patienten. 2009 berichtete die gleiche Gruppe dann (ber 250 Patienten mit einer
akuten Leukamie, die mit dieser Methode eine Transplantation von einem Spender mit 1-3 HLA-
Mismatches erhielten (Huang et al., 2009). 249/250 hatten ein erfolgreiches Engraftment. Die Inzidenz
einer akuten GVHD Grad II-1V lag bei 46%, und einer chronischen GVHD bei 54%. Das leukamiefreie
Uberleben lag fir die Standard- und Hochrisikogruppe bei AML bei 71% und 56% und bei ALL bei
60% und 25%. Die 3-Jahres therapieassoziierte Mortalitat lag bei 19% und 29% in der AML- und 21%

and 51% in der ALL-Kohorte, jeweils stratifiziert nach Standard- und Hochrisikogruppe.

In einem retrospektiven Vergleich dieses Verfahrens zur Transplantation von einem passenden
Fremdspender oder mismatch/haploidenten Familienspender berichtete Wang et al. nach der Analyse
von insgesamt 88 Patienten (mismatch/hapoident=36 und Fremdspender=52) tber keine signifikanten

Unterschiede im Transplantationsergebnis mit beiden Spenderarten (Wang et al.,2009 ).

Ebenfalls aus China stammt ein Protokoll zur nichtmyeloablativen haploidenten HSZT mit pharma-
kologischer Immunsuppression kombiniert mit dem Einsatz von ATG und mesenchymalen
Stromazellen. Guo et al. berichtet tiber 33 Patienten, die eine Konditionierung mit Fludarabin, niedrig
dosierter Ganzkorperbestrahlung, Cytarabin und Cyclosphosphamid erhielten (Guo et al., 2009). Zur
GVHD Prophylaxe wurde eine Kombination aus Ciclosporin A, Mycophenolat Mofetil und einem Anti-
CD25 Antikorper eingesetzt. Zusatzlich erhielten die Patienten eine intraossare Injektion von
mesenchymalen Stromazellen. Bei allen Patienten wurde ein erfolgreiches Engraftment beobachtet.
Die Inzidenz einer akuten GVHD I-IV lag bei 46%, die einer chronischen GVHD bei 31%. Das

geschatzte 3-Jahresiliberleben lag bei 57%.

Risiko-Nutzen-Analyse immunmagnetischer in-vitro T-Zellentfernung mittels CD34 und CD133
Selektion oder CD3 CD19 Depletion, auch im Vergleich zu alternativen (pharmakologischen)
Verfahren

Allgemein: Eine allogene Stammzelltransplantation stellt fur Patienten mit einer malignen
hamatologischen Erkrankung oft die einzige kurative Therapieoption dar. Bislang musste leider vielen
Patienten aufgrund Alter, Begleiterkrankungen und insbesondere fehlendem HLA-identen Spender

eine solche potentiell heilende Stammzelltransplantation vorenthalten werden. Durch die oben

25



Copyright DGTI - DGHO - GPOH

dargestellten Entwicklungen und Methoden ist eine Stammzelltransplantation mit dosisreduzierter
Konditionierung und Stammzellen von einem nicht HLA-identischen oder sogar haploidenten Spender
inzwischen an groRen Transplantationszentren klinische Routine geworden. Ohne eine
mismatch/haploidente HSZT wiirden diese Patienten keine kurative Therapieoption besitzen und an
ihrer Erkrankung letztendlich versterben. Es gibt deshalb zu der Frage haploidente HSZT versus keine

Transplantation und nur palliative Therapie auch keine Literaturdaten oder klinische Studien.

Soweit Phase I-Il Studien und retrospektive Analysen Gberhaupt einen Vergleich erlauben, erscheinen
die Erfolgschancen dieser neuen Transplantationsform nicht wesentlich schlechter als nach einer
Standardtransplantation (10/10 match) zu sein, vor allem wenn man das bisher behandelte
Hochrisikokollektiv der Patienten berticksichtigt. Alle mit einer mismatch oder haploidenten HSZT
behandelten Patienten hatten keinen besser passenden, verfiigbaren freiwilligen Stammzellspender

und somit keine andere Therapieoption auf3er der Palliation.

Eine randomisierter Vergleich einer mismatch/haploidenten HSZT ohne weitere in-vitro oder
pharmakologische T-Zelldepletion erscheint bislang aufgrund der zu erwartenden schweren GVHD
(Anasetti et al., 1990) als unethisch.

GVHD-Inzidenz und Mortalitat: Der oben dargestellte Uberblick (iber derzeit verfiigbare alternativen
Verfahren zur haploidenten HSZT ohne in vitro aber mit in-vivo T-Zelldepletion zeigt einerseits, dass
eine in vitro Manipulation fir eine erfolgreiche haploidente HSZT keine ,conditio sine qua non*
darstellt, andererseits ist die Inzidenz akuter und chronischer GVHD mit pharmakologischen Verfahren
meist deutlich hdher als nach Transplantatmanipulationen mittels immunmagnetischer in vitro-
Verfahren zur T-Zelldepletion. Insgesamt erscheinen — wie in der nachfolgenden Tabelle dargestellt -

die klinischen Ergebnisse aller dargelegten Verfahren ahnlich:

Tabelle: Vergleich der pharmakologischen GVHD Prophylaxe und der in-vitro T-Zellentfernung im

Rahmen der haploidentischen Stammzelltransplantation

Luznik Burroughs Huang Aversa Federmann Klingebiel Bader
2008 2008 2009 2008b 2009 2004 2010
Patientenzahl 68 28 250 255 60 27 children 59 children
Cy, TAC, | Cy, TAC, ATG, CSA, CD34- CD3/CD19 CD34 CD3/CD19
MMF MMF MMF, MTX | Selektion Depletion Selektion Depletion
aGvHD II-IV 34% 43% 46% 5-17% 47% 13% n.d.
aGvHD llI-IV 6% 11% 13% n.d. n.d. n.d. n.d.
cGVHD 15% nd 54% n.d. 15% n.d. n.d.
extensive GVvHD Nd 35% 23% nd n.d. n.d. n.d.
Erkrankungs- 26% 51% 25.70% | 25-50% 24% 37% n.d.
freies Uberleben
TRM nd nd 19-51% 41% 44% 26% 10,7%

Nach derzeitigem Stand von Wissenschaft und Technik erscheinen beide Ansatze (in vitro und in-vivo

bzw. pharmakologische T-Zelldepletion) gleichberechtigte Verfahren zu sein, die ein primares hamato-
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poetisches Engraftment und eine ausreichende Patientensicherheit gewahrleisten. Die Uberlegenheit
des einen oder anderen Verfahrens kann nur aufwendige und ausreichend grosse randomisierte
Studien geklart werden, die bisher angesichts der eingeschrankten Patientenzahlen und Vielzahl
unterschiedlicher Therapieansatze kaum durchflihrbar erscheinen. Die beobachteten Inzidenzen von
GVHD und therapieassoziierter Mortalitat liegen unter oder ahnlich wie bei Standard-transplantationen

mit unmanipulierten Stammzellzubereitungen HLA-identer Spender.

Engraftment: Mobilisierte periphere hamatopoetische Stammzellenpraparate setzen sich aus einer
Vielzahl von Zellen zusammen. Dazu zahlen Granulozyten, Monozyten, dendritische Zellen, NK-
Zellen, regulatorische T-Zellen, T-Zellprogenitoren und andere. Jingere Daten weisen zudem
daraufhin, dass auch CD34 negative Stammzellen im peripheren Blut nach einer Stimulation mit
Zytokinen vorkommen kdnnen (Kuci et al., 2003). Diese verschiedenen Zellsubpopulationen spielen
eine entscheidende Rolle fiir das hamatpoetische Engraftment, die Geschwindigkeit der Immun-
regeneration und somit auch fir das Auftreten letaler infektidse Komplikationen. Nach dem Einsatz
von Positivselektionsverfahren zur Anreicherung von hamatopoetischen Stammzellen entweder mittels
der CD34- oder der CD133-Antigen gehen die oben beschriebenen ,facilitating cells* verloren. Bei der
Negativdepletion von CD3 und CD 19 Zellen bleiben jedoch diese Zellsubpopulationen grofiten Teils
erhalten und kénnen ihre biologische Wirkung so im Empfangerorganismus entfalten. Dabei kommt
vor allem der Anwesenheit alloreaktiver NK-Zellen eine wichtige Rolle zu. (Ruggeri et al., 2002 und
Koehl et al., 2005). In den grundlegenden Versuchen im in-vivo Mausmodell durch Ruggeri et al.,
2002 konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass alloreaktive NK-Zellen zum Anwachsen hamatopoet-
ischer Stammzellen eine wesentliche Rolle spielen. In ihren Versuchen konnte diese Arbeitsgruppe
demonstrieren, dass Mause, die mit einer subletalen Knochenmarkdosis bestrahlt wurden (7Gy)
periphere Stammzellpraparate abstoRen; erhalten solchermafien konditionierte Tiere allerdings eine
Ko-Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen mit alloreaktiven NK-Zellen, so nehmen alle
Tiere das U(bertragene Stammzellpraparat an und zeigen ein rasches Engraftment. Durch die
Selektion hamatopoetischer Stammzellen mittels CD3CD19 Depletion ist es nun mdglich, NK-Zellen in
hohem Maf} mit zu transplantieren. Bereits 2005 berichtete Lang in einer Pilotstudie vom Vergleich
zwischen Patienten nach CD34, CD133 Anreicherung oder CD3 CD19 Depletion. Die Tubinger
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass mit der CD3 CD19 Depletion eine primare Engraftmentrate von
91% gegeniber 85% und 72% bei Patienten mit CD34 und CD133 Anreicherung erreicht werden
konnte. Nach Rekonditionierung und erneuter Stammzellgabe war es dann mdglich in allen Patienten
ein stabiles Engraftment zu erreichen (Lang et al., 2005).

In mehreren weiteren Studien konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass mit allen drei Methoden
Engraftmentrate von ca. 90% oder mehr zu erzielen sind. (Bader et al. 2007 Lang & Handgretinger.
2008). In einer Zwischenanalyse aus einer laufenden Studie konnten Bader et al. zeigen, dass mit ein
CD3CD19 Depletion im Anschlufl an eine reduzierte Konditionierung bei 59 Patienten eine Engraft-
mentrate von 100% erreicht werden konnte. (Bader et al., 2010). Mit allen immunmagnetischen
Verfahren konnte ein ausreichend sicheres primares Engraftment bei >90% der Patienten erreicht
werden. In Féllen eines fehlenden primaren Engraftment kann durch eine erneute Transplantation

oder ,Nachgraft® (stem cell boost®) bei weiteren 5-10% ein sekundares Engraftment erreicht werden.
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Immunologische Rekonstitution / Infektiése Komplikationen: Die Immunregeneration stellte nach
Transplantation von T-Zell-depletierten Stammzellpraparaten lange Zeit den kritischen Faktor fiir einen
erfolgreichen Verlauf einer Transplantation dar. Eine verzégerte Immunregeneration war fir die hohe
Anzahl an komplizierten Transplantationsverlaufen und fiir behandlungsabhangige Sterblichkeitsraten
zwischen 30-40% verantwortlich.

Dies hat sich geandert. Die wichtige Beobachtung, dass der Einsatz von G-CSF posttransplantatio-
nem die Erholung der Granulozyten zwar beschleunigt, die IL12 Produktion von antigenprasen-
tierenden Zellen aber abschwacht, filhrte dazu, dass G-CSF in diesem Transplantationssetting nicht
mehr eingesetzt wird. Die MalRnahme hat wesentlich dazu beigetragen, dass die Regeneration IL-12
produzierender T-Zellen bereits zwischen Monat 1-3 geschieht (Volpi et al., 2001, Bader et al., 2007).
Neben diesen Faktoren sind zahlreiche weitere fur die Geschwindigkeit und Diversitat der Immun-

regeneration verantwortlich; die Gabe einer Megadosis von peripheren Stammzellen zahlt dazu.

Eine ganz wichtige Rolle kommt dabei der Thymusfunktion zu. Chen et al. verglichen Patienten die ein
reduziertes Konditionierungsregime ohne Bestrahlung erhielten mit Patienten nach einer Standard-
Ganzkorperbestrahlung bevor sie mit T-Zell depletierten peripheren Stammzellen behandelt wurden.
Die Chemotherapiegruppe zeigte eine signifikant raschere, thymusabhangige Immunregeneration
(Chen et al. 2006). In dieser Studie ist keiner der 22 Patienten an einer Virusinfektion verstorben. Dies
lag vermutlich an der rascheren Erholung der thymusabhangigen T-Zell Regeneration und einer
kompetenten NK-Zell vermittelten Abwehr wie diese im Rahmen der haploidenten, T-Zell depletierten

Stammzelltransplantation regelmaRig zu finden ist.

Zwar treten Virusreaktivierungen von CMV, Adenoviren und EBV gleichhaufig wie bei Patienten nach
einer klassischen Knochenmarktransplantation auf, die rasche Erholung und Etablierung eines neuen
Immunsystems im Rahmen der CD3 CD19 depletierten Stammzelltransplantationen hat aber dazu
gefuhrt, dass die infektionsbedingte ,TRM-Rate“, im Erwachsenenbereich, aber vor allem in der
Padiatrie stark zurtickgegangen sind. Gegenwartig liegen die toédlich verlaufenden Komplikationen bei
etwa 10-15% und somit in der GréRenordnung von Geschwister- und HLAidentischen Fremdspender-
transplantation. (Bader et al., 2010; Lang & Handgretinger, 2008; Bethge et al., 2006)

Zusammenfassung: Die verfigbaren Daten belegen ausreichend die klinische Wirksamkeit von
Stammzellzubereitungen nach Anwendung einer der beschriebenen drei in-vitro Manipulations-
methoden und keine offensichtliche Bedenklichkeit des Transplantates beziglich der Frequenz oder
des Schweregrades der GVHD, der Rate an Rezidiven und infektiosen Komplikationen und der
behandlungsabhangigen Gesamtmortalitdt in Abwagung zu den jeweiligen lebensbedrohlichen

Erkrankungen und den vorhandenen bzw. fehlenden Therapiealternativen.

Der Einsatz verschiedener in vitro-Manipulationsmethoden zur Positivselektion von Stammzellen und
zur Depletion von T und B Lymphozyten , die von Seiten des pharmazeutischen Herstellers bereits

heute technisch und GMP konform sicher beherrscht werden, sollten jedoch beziiglich ihrer klinischen
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Wirksamkeit und Unbedenklichkeit weiterhin Inhalt prospektiver Studien sein oder zumindest in
Patientenkohorten retrospektiv analysiert werden.Neben der hamatopoetischen und immunologischen
Rekonstitution ist eine sorgfaltige und kontinuierliche Risiko-Nutzen-Analyse auch gegeniber
Alternativverfahren wie der oben genannten pharmakologischen GVHD Prophylaxe erforderlich.

Far die beim Paul-Ehrlich-Institut anhangigen Genehmigungsverfahren fir Stammzellzubereitungen
mittels immunmagnetischen in-vitro Manipulationsmethoden, entspricht aus Sicht der beteiligten
Fachgesellschaften das primare hamatopoetische Engraftment dem gewinschten klinischen
Wirksamkeitsnachweis, wahrenddessen die immunologische Rekonstitution bzw. ihre Kehrseite, die
infektiose Komplikationsrate von vielen weiteren therapeutischen Einflussgrofien abhangig ist. Fur alle
drei immunmagnetischen Methoden lasst sich eine ausreichende primare Wirksamkeit und Sicherheit
belegen. Aufgrund der therapeutischen Alternativiosigkeit der so behandelten Patienten fallt somit
nach heutigem Stand von Wissenschaft und Technik die Nutzen-Risiko-Abwagung eindeutig zu
Gunsten der Durchfiihrung einer allogenen HSZT mit T-Zellentfernung aus. Eine abschlieffende
Beurteilung fir oder gegen das eine oder andere Verfahren ist heute nicht mdéglich und bedarf

gegebenenfalls einer Anpassung der Gemeinsamen Stellungnahme.

Die Auswahl eines heute als geeignet erscheinendem Transplantationsverfahrens - sei es mit in-vitro
oder pharmakologischer T-Zelldepletion - obliegt dem behandelnden Transplantationszentrum.
Aufgrund von derzeitigen Literaturdaten ist keines der Verfahren dem anderen eindeutig Gberlegen, so
dass zur Auswahl des Verfahren sekundare Kriterien wie klinische Erfahrung, etablierte Studien- und
Therapieprotokolle und Zentrumspreferenzen herangezogen werden dirfen und die Entscheidung der

der therapeutischen Freiheit des behandelnden Zentrums zu Uiberlassen ist.
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6. Formale Ergédnzungen bzw. Korrekturen

Die formalen, nicht-inhaltlichen Korrekturen erfolgen erst mit der Gesamtnovellierung.

Die Gemeinsame Stellungnahme (Endversion 08.05.2009) enthalt im Unterkapitel 5.4 (Anlage 4) eine
Mustervorlage vom Paul-Ehrlich-Institut. Im Rahmen dieser Erganzung wird auf die Verfugbarkeit

aktueller Versionen dieser Mustervorlagen auf der ,homepage*“ des PEI (www.pei.de) hingewiesen.
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