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1. Vorwort

1. Vorwort

Die vorliegende Habilitationsschrift beschreibt zunédchst den gegenwirtigen Kenntnisstand
zur Rolle der Stammzelltransplantation bei der Behandlung von Kindern und Jugendlichen
mit akuter lymphoblastischer Leukdmie (ALL) und die jliingere Entwicklung dorthin. Die
Daten fiir die Analysen zur Etablierung prognostischer Faktoren und zur Indikationsstellung
zur Stammzelltransplantation einerseits sowie die Daten zur Erfassung von Spitfolgen
andererseits wurden bei Patienten mit Rezidiv einer ALL im Rahmen der multizentrischen
ALL-REZ BFM Studien erhoben.

Die eigenen Beitrdge sind in 15 Originalartikeln und Buchbeitrigen dokumentiert. Davon sind
10 Originalartikel aus Erst- oder Letzt-Autorenschaft entstanden. Wesentliche Erkenntnisse,
die auch in den eigenen Arbeiten ausgefiihrt sind, werden in der folgenden Abhandlung
zusammenfassend dargestellt. Kopien dieser Arbeiten sind in chronologischer Reihenfolge als
Ergebnisse angefiihrt und werden in numerischer Reihenfolge entsprechend ihres Auftretens
im Text zitiert. Fiir diese Abhandlung wichtige Publikationen anderer Autoren sind ebenfalls
in  numerischer Reihenfolge zitiert. Abbildungen zu den Grundlagen der
Immunopathophysiologie der allogenen Stammzelltransplantation und gentherapeutischen
Vakzination sind gesondert unter Abbildungen eingefiigt.

Die im Folgenden vorgestellten Untersuchungen wurden in dreierlei Hinsicht gefordert: Zum
einen erhielten die ALL-REZ BFM Studien von 1987-2002 eine Férderung von der
Deutschen Krebshilfe, seit 2003 von der Deutschen Kinderkrebsstiftung. Préklinische
Arbeiten zur ,,Gentherapeutischen Vakzination mit HLA-B13 transfizierten, autologen
Lymphoblasten bei Kindern mit Rezidiv einer ALL* wurden durch die Kind-Philipp-Stiftung
1997-1999 im Rahmen eines Doktorandenstipendiums und durch die universitire
Forschungsforderung der Humboldt Universitit zu Berlin 1999-2002 in Form von
Sachmitteln unterstiitzt. Klinische Arbeiten zur Erstellung und Priifung eines entsprechenden
klinischen Protokolls wurden im Rahmen des Kompetenznetzes fiir pidiatrische Onkologie
und Hématologie durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung 1999-2002
gefordert. Untersuchungen zur Fertilitdt nach Chemo- und Strahlentherapie im Kindes- und
Jugendalter in Berlin wurden durch die Kind-Philipp-Stiftung in Form eines
Promotionsstipendiums 2006-2008, durch die universitdre Forschungsférderung der Charité
Universitdtsmedizin Berlin 2006-2008 in Form einer Sachmittelforderung und 2007-2009 in
Form eines Rahel-Hirsch-Habilitationsstipendiums unterstiitzt. Eine entsprechende

bundesweite Umfrage wird 2008-2010 von der Deutschen Kinderkrebsstiftung finanziert.



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Grundlagen zur Stammzelltransplantation

Bei der allogenen Stammzelltransplantation (SZT) wird das Organ “Knochenmark™ und
somit die Fahigkeit Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten zu bilden auf einen anderen
genetisch eigenstdndigen Menschen iibertragen. Mit der im Knochenmark angesiedelten
hidmatopoetischen Stammzelle wird die Fahigkeit zur Wiederbesiedlung des Knochenmarks
durch alle drei myeloischen Zellinien ebenso iibertragen wie die der Ausbildung eines neuen
Immunsystems. Die Stammzelle selbst wurde bislang nicht identifiziert und selektiv isoliert.
Bekannt ist, dass sich himatopoetische Stammzellen im CD34+/CD133+ Zellpool finden [1].
Ein wichtiges Merkmal der Stammzelle ist die Fdhigkeit zur Selbstregeneration. Sowohl
myeloische Linien als auch das Immunsystem tragen nach allogener SZT die genetischen
Merkmale des Spenders. Es entsteht ein sogenannter chimérer Organismus. Ein
erschopfungsbedingtes Versagen von transplantierten Stammzellen ist nicht beschrieben. Die
ersten erfolgreichen Knochenmarktransplantationen wurden 1968 bei Kindern mit
Immundefekten durchgefiihrt [2]. Das Knochenmark wird durch multiple Punktionen des
Beckenkammes des Spenders gewonnen und dem Empfinger nach einer Vorbehandlung mit
einer Chemo- und/oder Radiotherapie (Konditionierung) iibertragen. Am Anfang der SZT
stand Knochenmark als einzige Stammzellquelle zur Verfiigung. Mittlerweile sind als
Stammzellquellen auBer Knochenmark auch Nabelschnurblut (Plazentarestblut) und
peripheres Blut etabliert [3]. Der Ablauf einer Transplantation umfasst Indikationsstellung,
Spendersuche und —auswahl, Konditionierung, Stammzellentnahme und —transfusion,

Regenerationsphase.

Die autologe SZT ist im eigentlichen Sinne keine Organtransplantation, sondern eine
MaBnahme, die eine Intensivierung der konventionellen Chemotherapie erlaubt. Die
Stammzellgabe dient hierbei dem Wiederaufbau des Knochenmarks nach den Folgen der
hochdosierten Chemotherapie. Die Intensitit der Chemotherapie ist begrenzt durch die
Organtoxizitdit der eingesetzten Substanzen. Durch die autologe SZT lassen sich
Dosissteigerungen bis auf das drei- bis vierfache der konventionellen Therapie erzielen. Als
Stammzellquellen kommen ebenso wie bei der allogenen SZT Knochenmark und peripheres
Blut in Frage. Inwieweit autologe Nabelschnurbluttransplantationen sinnvoll sind, ist

ungeklért [3].



2. Einleitung

Sowohl fiir allogene als auch fiir autologe Transplantationen gibt es verschiedene
Moglichkeiten, Stammzellen zu gewinnen. Die Gewinnung von Knochenmark fiir eine SZT
erfolgt in Allgemeinandsthesie. Hierbei werden unter sterilen Bedingungen durch multiple
Punktionen der hinteren Beckenkdmme in Bauchlagerung in der Regel 15ml/kg
Korpergewicht des Empfangers Knochenmarkblut entnommen. Ziel ist es, eine ausreichende
Menge an mononukledren Zellen von mehr als 2x 10%/kg Kérpergewicht des Empfingers zu
gewinnen. Die maximale Entnahme-Menge liegt bei 1500ml. Ein Ersatz der entnommenen
Knochenmarkblutmenge durch Eigenblut ist moglich. Bei jiingeren Kindern (<6 Jahre) muss
manchmal die Gabe von Fremdblut erfolgen. Das entnommene Mark wird in 2 Schritten
gefiltert (500 um-Filter und 200 um-Filter) und mit Hilfe von Heparin und ACD ungerinnbar
gemacht. Bei Blutgruppengleichheit kann die unmittelbare Transfusion erfolgen, bei Minor-
Inkompatibilitét ist eine Reduktion des Plasmas und bei Major-Inkompatibilitit die Reduktion
der Erythrozyten bis auf eine geringe Restmenge erforderlich. Prinzipiell kann das
entnommene Mark auch bearbeitet und eingefroren werden [3].

Die Gewinnung von Stammzellen aus peripherem Blut wird ermdéglicht durch die
subkutane Gabe von Knochenmarkwachstumsfaktoren (granulocyte- oder granulomyelocyte
colony stimulating factor, rhG-CSF oder thGM-CSF), die nicht nur die Regeneration von
myeloischen Zellen beschleunigen, sondern auch zur Ausschiittung von Stammzellen ins
periphere Blut beitragen. Zum anderen wurden Apharesetechniken entwickelt, durch die,
bezogen auf das Gewicht des Empfingers, bis zu 20 x 10° /kg CD34+ Zellen gewonnen
werden konnen. Dazu sind in der Regel zwei bis drei je drei- bis vierstiindige Sitzungen notig.
Das Blutvolumen des Spenders wird dabei insgesamt zwei- bis fiinfmal vollstindig

prozessiert.

Seit 1995 ist es moglich, Nabelschnurblut (cordblood) fiir die SZT einzusetzen [2]. Es wird
durch Punktion der Nabelarterien nach Abnabelung des Kindes gewonnen. Nabelschnurblut
kann ohne weitere Separation eingefroren und in Zellbanken gelagert werden. Es konnen so
Informationen iiber einen Spender und auch die Stammzellen selbst fiir eine spitere
Transplantation zur Verfiigung stehen. Ein Problem stellt die Begrenzung des verfiigbaren
Materials dar, denn in der Regel enthilt eine Nabelschnurblutkonserve 3-4 x 10" kernhaltige

Zellen und damit eine Zehnerpotenz weniger als eine Knochenmarkkonserve.

Nach der Gewinnung von himatopoetischen Stammzellen ist eine unmittelbare Ubertragung

erwiinscht. Haufig erfolgt jedoch eine weitergehende Stammzellbearbeitung um die
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2. Einleitung

Transplantation den krankheitsbezogenen Bedingungen des Patienten anzupassen.
Weitergehendes Ziel ist es, vor allem diejenigen Zellelemente zu iibertragen, die der Patient
benotigt. Ist zum Beispiel bei partieller HLA-Differenz zwischen Spender und Empfinger
eine T- Zellverminderung erforderlich, kann eine Positivselektion von CD34+ Zellen mittels
ferromagnetischer CD34+ Antikorpermarkierung und anschliefendem
Magnetselektionsverfahren erfolgen [1]. Eine T-Zellverminderung ist auch durch
Negativselektion in vitro moglich. Hierbei werden T-Zellen durch Antikérper (z.B. antiCD3)
markiert und anschlieend beispielsweise durch ein Magnetverfahren entfernt, infrage kommt
auch eine Inkubation mit Campath-IgH Antikorpern [4]. Eine T-Zell Reduktion durch
Rosettierungstechniken mittels Schaferythrozyten und Sojabohnenagglutination wurde
ebenfalls beschrieben.

Bei Major-Inkompatibilitit erfolgt die Reduktion der Erythrozyten durch Zentrifugation und
Ficollseparation, bei Minor-Inkompatibilitdt eine Reduktion des Plasmas.

Zur Tumorzellreduktion bei autologer SZT (Purging) steht bei soliden Tumoren eine CD34+-
Positivselektion zur Verfiigung sowie Depletionsverfahren durch monoklonale Antikorper
gegen Tumorzellbestandteile [1]. Ein pharmakologisches Purging durch Mafosfamid wurde

ebenfalls bereits erprobt [5].

Bei der Spendersuche fiir eine allogene SZT sollten die HLA-Merkmale (human leukocyte
antigen) zwischen Spender und Empfinger weitestgehend iibereinstimmen. Der ideale
Spender ist aus der Sicht der genetischen Vertraglichkeit ein genotypisches identisches
Zwillingsgeschwister (eineiiger Zwilling). Aufgrund der Seltenheit (Haufigkeit 1:89) spielen
HLA-identische Zwillinge als Stammzellspender jedoch eine untergeordnete Rolle. Etwa 20%
der Patienten haben einen passenden, d.h. HLA-kompatiblen Spender in der Familie (matched
related donor, MRD). Meistens handelt es sich dabei um ein Geschwister. Zufdllig konnen
auch Vater oder Mutter mit einem Kind identisch sein.

In der Regel wird eine Suche nach einem unverwandten freiwilligen Spender (matched
unrelated donor, MUD, Fremdspendersuche) {iber das nationale Suchzentrum Deutschlands
(Zentrales  Knochenmarktransplantationsregister =~ Deutschland, = ZKRD) eingeleitet.
Mittlerweile gibt es landesweite Spenderdatenbanken, die die Daten von Fremdspendern
bereithalten, die Stammzellentnahme organisieren und die Spender betreuen. Dariiberhinaus
sind die Datenbanken weltweit zusammengefasst, sodass am 26.2.2008 weltweit 11.969.511
potentielle Stammzellspender zu Verfiigung stehen [6]. In Deutschland wurde 1991 die
deutsche Knochenmarkspenderdatei (DKMS) gegriindet, die aktuell 1.670.035 Spender
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2. Einleitung

umfasst und die grosste Einzeldatei ihrer Art ist. Mit Hilfe solcher Dateien kann gegenwiértig
fiir 75% der Patienten in 3 Monaten ein Spender gefunden werden [7]. Falls fiir einen
Patienten, der dringend eine Transplantation bendtigt, kein Spender gefunden wird, kommt in
besonderen Féllen ein nicht HLA-identischer Spender aus der Familie in Frage
(haploidentische Transplantation). Hierbei ist ecine vollstindige T-Zelldepletion der

Spenderstammzellen bei einer sehr hohen Stammzellzahl nétig.

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex, MHC) ist
eine Familie von Genen, die eine entscheidende Rolle bei der Erkennung von korpereigenen
und —fremden Antigenen spielen und damit wichtig fiir die Gewebevertriglichkeit sind. Das
Erkennungsprinzip beruht auf der Présentation von Peptiden gegeniiber T-Lymphozyten. Der
MHC wird beim Menschen als HLA-System bezeichnet. HLA-Merkmale werden auf den
meisten kernhaltigen menschlichen Zellen exprimiert. Fiir die Transplantation sind zwei
Klassen von Antigenen entscheidend, die auf dem Chromosom 6 kodiert werden: MHC-
Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Antigene. Da das HLA-System hochpolymorph ist, hat jedes
Gen mehrere Allele. Die Bestimmung der Allele geschieht molekulargenetisch [3]. Die
optimale Auswahl eines Spenders ist abhingig von der Spender-Empfinger Relation des
HLA-Systems, aber auch von anderen Faktoren. Von den bestimmbaren HLA-Merkmalen
sollten die HLA-Klasse-I-Merkmale A, B, C, und Klasse-II-Merkmale DRB1 und DQBI
typisiert werden. Welcher HLA-Mismatch zugelassen werden darf und wann eine T-Zell
Depletion erforderlich ist, bleibt Gegenstand der Diskussion [8]. Dass mit zunehmender Zahl
an HLA-Disparitit die Rate an AbstoBungen und an chronischer und akuter graft-versus-host
disease, GVHD, steigt, ist unstrittig. Gleichzeitig wird angenommen, daB3 bis zu einem

gewissen Mass auch ein sogenannter antileukdmischer Effekt, GvL, auftritt und zunimmt.

Nach allogener Transplantation wird die Regeneration des Knochenmarks und erneute
Hamatopoese durch Zellen des Spenders bewirkt. Da diese Zellen einen vom Empfinger
unterschiedlichen genetischen Ursprung haben, entsteht ein sogenannter hamatopoetischer
Chimérismus. Der Zustand, in dem die komplette Himatopoese durch Spenderzellen erfolgt,
wird nomenklatorisch als kompletter Chimérismus bezeichnet, widhrend ein gemischter
Chimédrismus der Zustand ist, in dem entweder im Knochenmark oder im peripheren Blut
noch Empféangerzellen nachweisbar sind. Nimmt der Empfangeranteil zu, spricht man von
zunehmendem gemischten Chimérismus. Die Untersuchung des Chiméarismus basiert auf der

Erkenntnis, dass es im Genom repetitive Sequenzen an definierten Stellen gibt, durch die sich

7



2. Einleitung

auch verwandte Individuen unterscheiden (sog. variable number of tandem repeats, VNTR,
oder short tandem repeats, STR). Diese DNA Sequenzen lassen sich mit Methoden der
Multiplex-Polymerasekettenreaktion ~ (PCR)  vermehren.  AnschlieBend kann  die
Fragmentlinge und -stirke anhand einer Gelelektrophorese bestimmt werden, sodass die
Lange der Sequenzen bei Spender und Empfanger bekannt sind und der Anteil an Spender-
und Empfiangerzellen in einer Blut- oder Knochenmarkprobe ermittelt werden kann. Die
Bestimmung des hdmatopoetischen Chimérismus nach Transplantation informiert nicht nur
dariiber, in welchem Ausmal3 das neue Knochenmark funktionsfdhig ist, sondern stellt vor
allem bei malignen hdmatologischen Erkrankungen ein wichtiges Instrument dar, um
mogliche Rezidive friihzeitig zu erkennen. Dabei sind es nicht die Leukdmiezellen selbst, die
mit der Chimédrismusuntersuchung erkannt werden. Vielmehr scheint es eine antileukdmische
Wirksamkeit des transplantierten Marks zu geben, die mit zunehmendem Empfingeranteil
(zunehmendem gemischten Chimérismus) abnimmt. Es konnte gezeigt werden, dass eine
immunologische Modulation, die das Spendermark stirkt, einem Rezidiv entgegenwirkt [9].
Das bedeutet, dass durch den Entzug der in der Regel erforderlichen Immunsuppression oder

die Gabe von Spenderlymphozyten das Riickfallrisiko verringert werden kann.

Mit minimaler Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) ist das Persistieren oder
Wiederauftreten von Leukdmiezellen gemeint, die auch nach erreichter morphologischer
Vollremission noch vorhanden sein konnen. Dabei handelt es sich um Leukdmiezellen, die
mit molekularbiologischen Methoden bis zu einer Sensitivitidt von 1:100.000 bis 1:1.000.000
Leukédmiezellen/untersuchte Zellen detektierbar, nicht jedoch im Knochenmarkausstrich
sichtbar sind. Es wird angenommen, daf die allogenen Stammzelltransplantationsverfahren
ihre Wirksamkeit aus der immunologischen Wirkung der Spenderzellen gegen die residuellen
Leukémiezellen. Mittlerweile ist bekannt, dass die Anzahl der noch in geringer Zahl
vorhandenen Leukédmiezellen vor der Transplantation, d.h. die MRD, limitierend fiir den
Erfolg der SZT ist [10]. Somit sollten einerseits Patienten, die auch ohne SZT geheilt wiirden,
nicht mit diesem Verfahren behandelt werden, andererseits aber auch solche Patienten nicht,
bei denen die Wahrscheinlichkeit hoch ist, dass auch eine SZT nicht den gewiinschten Erfolg

bringt.

2.2 Indikationen zur SZT bei ALL in erster Remission
An Leukidmien erkrankte Patienten bilden die Hauptgruppe fiir die Behandlung mit
Stammzelltransplantationsverfahren im Kindesalter. Patienten mit akuter lymphatischer

Leukdmie in erster Remission werden in der Regel mit konventioneller Chemotherapie
8



2. Einleitung

behandelt. Lediglich etwa 10% der Patienten mit ALL in erster kompletter Remission (CR1)
kommen nach den giiltigen Definitionen (ALL-BFM 2000) fiir eine Transplantation in Frage.
Indikationen sind das schlechte Ansprechen auf Steroide, Nonresponse am Tag 33, das
Vorliegen spezifischer Translokationen wie t(9;22) oder t(4;11) oder das Vorhandensein von
minimaler Resterkrankung (MRD) im Knochenmark zu definierten Zeitpunkten in einer
definierten GréBenordnung.

Eine autologe SZT ist fiir Patienten in erster kompletter Remission grundsétzlich nicht
indiziert. Die allogene SZT ist nur fiir Untergruppen der HR Gruppe zuléssig. Bei Patienten
mit einer Prognose von unter 50% - wie bei entsprechenden MRD Befunden - kommt fast
jede Indikation fir MRD-SZT auch fiir MUD-SZT in Frage, sofern der Spender auch
genotypisch 10/10 ident ist. Patienten mit besonders schlechter Prognose (20-30%) haben die
Indikation fiir jeden SZT Ansatz, sind also auch fiir die haploidente Transplantation

(mismatched related donor = MMRD) zugelassen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Indikationen fur SZT in der Studie ALL-BFM 2000 und CoALL

Indikationen MRD/MUD MMRD
MRD-Niveau |An Tag 1 von Protokoll M = 10 +

An Tag 1 Protokoll M > Tag 33 Protokoll + +

| und Tag 1 Protokoll M > 102

An Tag 1 Protokoll M > 107 + +
NR Tag 33 + +
PPR + T-ALL (+)*

+ pro-B-ALL +

+ WBC > 100.000 +

+1(9;22) + +

+1(4;11) + +
PGR +1(9;22) +

+t(4;11) I
HR +M3-Mark an Tag 15 +

MRD = matched related donor = HLA-identer Familienspender, MUD = matched unrelated
donor= HLA-identer Fremdspender, MMRD = mismatched related donor = mismatch
Familienspender
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Die akute lymphoblastische Leukdmie vom non-B-Typ bei Kindern ist mit einer
Erstbehandlung gegenwirtig in nahezu 80% der Fille heilbar [11].

Rund 20% der Kinder mit einer akuten lymphoblastischen Leukdmie (ALL) erleiden also
nach Erreichen einer kompletten Remission durch intensive Chemotherapie ein Rezidiv. Die
Mehrzahl dieser Kinder erreicht durch erneute Induktionstherapie eine zweite Remission, aber
etwa 60% von ihnen erleiden trotz intensiver Konsolidierungstherapie ein Folgerezidiv [12,
13]. Durch molekularbiologisches Monitoring lassen sich bei einem Grofteil dieser
Patientengruppe trotz der zytologisch belegten numerischen Remission (CR; < 5% Blasten im
Knochenmark) vereinzelt residuelle Leukdmiezellen nachweisen. Diese haben wéhrend der
Therapie offensichtlich erhebliche Resistenzen gegeniiber den eingesetzten Zytostatika
entwickelt, so daB sie bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt nur durch radikale
immuntherapeutische Maflnahmen, namentlich der allogenen Knochenmarktransplantation,

erfolgreich behandelbar sind.

Die Klinik fiir Padiatrie mit Schwerpunkt Onkologie/Hamatologie der Charité ist seit mehr als
20 Jahren Zentrale der Rezidivstudien fiir akute lymphoblastische Leukdmien (ALL) im
Kindesalter. Uber hundert kinderonkologische Zentren nehmen an diesen Multicenter Studien

teil und allogene SZT werden an 18 assoziierten Transplantationszentren durchgefiihrt.

2.3 Indikationen zur SZT bei ALL-Rezidiv

Etwa 30% der Kinder mit Rezidiv einer ALL gehoren einer Hochrisikogruppe an, die sich
durch eine Heilungsrate von unter 10% mit konventioneller, intensivierter Chemotherapie
auszeichnet. Hierzu gehdren Kinder mit frithen und sehr frithen isolierten sowie sehr frithen
kombinierten Knochenmarkrezidiven oder Knochenmarkrezidiven einer T-ALL [13, 14]. Bei
diesen Patienten ist die Transplantation die Therapiechance mit der hochsten

Wahrscheinlichkeit, ohne ein Folgerezidiv zu bleiben.

Betrachtet man Patienten mit intermedidrer Prognose zum Rezidivzeitpunkt nach
konventioneller Chemotherapie findet man die umstrittenste Indikation zur allogenen
Stammzelltransplantation bei Kindern mit ALL-Rezidiv. Fiir diese Patienten mit spéten, oder
kombinierten frithen Rezidiven ist mittlerweile die Responsebeurteilung mittels Bestimmung
der MRD mit ausschlaggebend [15-17]. Insgesamt wird hier der therapeutische Vorteil der
verschiedenen Stammzelltransplantationsarten im Rahmen der akuten lymphatischen

Leukdmie im Kindesalter in 2. oder nachfolgender Remission noch immer diskutiert.
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Risikofaktoren die beriicksichtigt werden miissen sind neben Zeitpunkt und
Rezidivlokalisation auch immunologischer Phenotyp des Rezidivs sowie chromosomale
Verdnderungen. Alter und Geschlecht spielen unter Umstéinden eine Rolle sowie MRD zu

definierten Zeitpunkten in definiertem AusmaB.

Eine weniger umstrittene Indikation zur konventionellen Chemo- und Strahlentherapie stellt
sich bei Kindern mit extramedullirem Rezidiv einer ALL in 2. oder nachfolgender Remission

dar, da hier von einer relativ guten Prognose auszugehen ist.

Bei welchen Patienten, zu welchem Zeitpunkt im Krankheitsverlauf der ALL, mit welcher
Transplantationsart und welcher Faktorenkonstellation eine Indikation zur Transplantation
gegeben ist, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit und wird im Diskussionsteil ausfiihrlich

dargestellt.

2.4 Toxizitat, Spatfolgen und Folgerezidive nach SZT bei ALL

Eine der haufigsten und fiir die Patienten ernsthaftesten Komplikationen der allogenen SZT
ist die akute und chronische graft-versus-host disease (Transplantat gegen Empfinger
Reaktion, GvHD). In einem immundefizienten Organismus kommt es dann zu einer akuten
GvHD, wenn immunkompetente Zellen (T-Zellen) eines genetisch nicht-identischen Spenders
gegeben werden. Je ferner der Spender genetisch dem Empfanger steht (erkennbar vor allem
an der Disparitdt der HLA-Merkmale), desto groBer ist die Gefahr fiir das Auftreten einer
GvHD und desto hoher ist das Ausmal} dieser Reaktion (Abbildung 1). Gemessen wird die
akute GvHD, die definitionsgemdll in den ersten 100 Tagen nach SZT auftritt, nach
internationaler Ubereinkunft in Schweregraden, die die drei wichtigsten betroffenen Organe
Leber, Haut und Darm einbeziehen. Die Leberbeteiligung wird nach der Hohe des
konsekutiven Bilirubinanstiegs eingeteilt, die Hauteinteilung nach Art und Ausmal} der
Hauterscheinungen und die Darmbeteiligung definiert sich anhand der Stdrke der Diarrhoe
sowie das Vorhandensein von krampfartigen Schmerzen. Hieraus ermittelt sich der Grad der

GvHD, der einen wichtigen Risikoparameter fiir das Uberleben darstellt.

Die chronische GVvHD tritt definitionsgeméfl nach Tag 100 auf und stellt ein partielles oder
komplettes Scheitern der Immuntoleranz der transplantierten Stammzellen gegeniiber dem
Empfangerorganismus dar. Wéhrend die Prognose mit einer sogenannten limitierten

chronischen GvHD giinstig ist, sind Patienten mit einer ausgedehnten chronischen GvHD in
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ihrer Lebensqualitit erheblich beeintrichtigt und haben eine schlechtere Uberlebensprognose.
Unter einer limitierten chronischen GvHD versteht man eine lokalisierte Hautbeteiligung und/
oder Leberdysfunktion. Eine ausgedehnte chronische GvHD umfafit per Definition eine
generalisierte  Hautbeteiligung oder eine lokalisierte = Hautbeteiligung  und/oder
Leberdysfunktion und mindestens eines der folgenden Zeichen oder Symptome:
Leberhistologie mit chronisch progressiver Hepatitis, Briickennekrosen oder Zirrhose,

Augenbeteiligung, Beteiligung von Speicheldriisen oder Mukosa sowie jede andere

Organbeteiligung.

Die GVHD-Prophylaxe besteht bei SZT von einem passenden Familienspender (matched
sibling donor, MSD) in einer Monomedikation mit Cyclosporin A (CsA) beginnend am Tag -
1 vor Transplantation, und wird ab dem Tag +60 nach Transplantation wochentlich um 20%
reduziert. Bei SZT von einem passenden Fremdspender (matched unrelated donor, MUD)
besteht die GvHD-Prophylaxe aus CsA, Methotrexat (MTX) und anti-Thymozyten-Globulin
(ATG), die CsA-Reduktion erfolgt hier erst ab Tag +100. Bei SZT von einem nicht passenden
Fremdspender (mismatched unrelated donor, MMD) werden zur GvHD-Prophylaxe die
Lymphozyten mittels Selektionsmethoden aus dem Stammzelltransplantat entfernt, zusétzlich

erhalten die Patienten ATG.

In seltenen Féllen (3-5%) konnen trotz intensiver Konditionierung ausreichend
Empféangerzellen (T-Zellen oder NK-Zellen) iiberleben, die in der Lage sind, die
Spenderstammzellen als fremd zu erkennen und abzustofen. Risikofaktoren sind HLA-
Disparitit und das Ausmall der HLA-Sensibilisierung des Empfingers, z.B. durch
vorausgegangene Transfusionen. Klinisch kommt es entweder gar nicht erst zu einer Erholung
der Blutbildung (Nonengraftment) oder, nach einer Phase der hidmatopoetischen
Regeneration, zu einer echten AbstoBungsreaktion. Eine solche Episode wird héufig von
Zeichen der Zytokinausschiittung (Fieber, Lymphozytose, CRP-Anstieg, Schockzeichen)
begleitet.

Die Konditionierungsbehandlung fiihrt bei nahezu allen Patienten zu einer allgemeinen und
organbezogenen ToxXizitat, die sich dosislimitierend auswirkt. Sowohl die Strahlentherapie
als auch die eingesetzten zytostatischen Medikamente wirken proliferationshemmend auch
auf gesundes Wechselgewebe. Daher kommt es bei den verwendeten Dosierungen neben der
Knochenmarkaplasie prinzipiell zu Haarausfall, Ubelkeit und Erbrechen sowie

Schleimhautschaden. Dariiberhinaus verfiigt jedes einzelne Medikament noch iiber ein
12
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zusitzliches Toxizititsprofil, das zu beachten ist (Tabelle 2). Ublicherweise wird die
Konditionierung auf der Basis einer Ganzkorperbestrahlung oder einer Behandlung mit
Busulfan durchgefiihrt. Die Wahl der Konditionierung richtet sich nach dem Alter des
Patienten, nach der Strahlenvorbelastung, nach dem Zeitpunkt und den Orten eines Rezidivs

sowie nach der Stammzell-Spenderart.

Tabelle 2: Konditionierungsverfahren und —medikamente des Protokolls ALL-SZT 2003

Medikamente/ Verfahren | Dosierung im Rahmen der Toxizitat
Konditionierung *)

Ganzkdrperbestrahlung | 12 Gy akzelleriert fraktioniert, z.B. | Pneumonitis, Mucositis,

an 3 Tagen je 2 x 2 Gy/d Erbrechen, Haarausfall
Busulfan 4 x 4-5 mg/kg p.o. Mukositis, VOD, Krampfe,
Ausschlag, Erbrechen,
Pneumonitis
Endoxan 2 x 60 mg/kg i.v. Herzinsuffizienz,

hamorrhagische Zystitis,
SIADH, Erbrechen,
interstitielle Pneumonie

Etoposid 1 x 40 mg/kg — 60 mg/Kkg i.v. Mukositis, Hepatitis,
Erbrechen, Pneumonie
Fludarabin 4 x 40 mg/m? i.v. Hamolytische Anamie,
Thrombopenie, Pemphigus
ATG 3 x 20 mg/kg i.v. Allergische Reaktion
Melphalan 1 x 140 mg/m? i.v. Myelosuppression, Stomatitis,

Diarrhoe, Erbrechen

*) Die angegebenen Dosen sind Richtwerte; die tatsachlich eingesetzten Dosen hangen von
der verwendeten Kombination ab, die kursiv gesetzten Toxizitaten sind dosislimitierend.

Eine besonders schwerwiegende Komplikation in den ersten 4 Wochen nach SZT ist die
Venenverschlusskrankheit (veno-occlusive disease, VOD), bei der es vermutlich durch
toxische Endothelschiddigung zu einer Verlegung kleiner Lebervenen kommt (entweder durch
die Medikamente der Konditionierung, v.a. Busulfan, oder durch sekundire
Zytokinfreisetzung). Die Erkrankung macht sich klinisch bemerkbar durch Ikterus, einen
akuten Thrombozytenabfall, Schmerzen im rechten oberen Quadranten, Gewichtszunahme
und Aszites. Die Umkehr des Pfortaderflusses ist in der Regel ein Spitzeichen. Zur
Prophylaxe und Behandlung sind die verschiedensten antithrombotischen Prinzipien (rh-tPA,

Prostaglandin E, Heparin, Defibrotide) diskutiert worden.

Man unterscheidet verschiedene Phasen der Transplantation die mit unterschiedlichen

Infektionen assoziert sind [18]. In der Aplasic und Regenerationsphase (etwa bis Tag +30)
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sind es vor allem Infektionen durch Bakterien und Pilze (Candida spezies), die fiir die
Patienten bedrohlich sind. Wihrend die Gefahr bakterieller Infektionen mit der Erholung der
Myelopoese abnimmt, bleibt die Gefahr der Infektion vor allem durch Aspergillus Spezies
noch bis Ende des ersten Jahres nach SZT bestehen. Vor allem Patienten mit chronischer
GvHD oder Patienten nach hochgradiger T-Zelldepletion sind hiervon bedroht. In die
Diagnostik sind auch Infektionen durch Einzeller (Pneumocystis carinii, Toxoplasma gondii)
mit einzubeziehen.

Virusinfektionen (HSV, Adenoviren, VZV, HHV6, Parvovirus B19) treten in der Regel nach
der myeloischen Regeneration auf. Vor allem Infektionen durch persistierende Viren (CMV)
konnen den Transplantationserfolg gefdhrden. Notwendig ist eine regelmiflige, engmaschige
PCR-Diagnostik mindestens bis zum Tag +100, um eine antivirale Therapie frithzeitig

beginnen zu kdnnen.

Zu Unrecht gehen Patienten und oft auch die zuweisenden Arzte davon aus, dass es die
Transplantation nur zu {iberstehen gelte, um von der Krankheit geheilt zu sein. Die SZT ist
allerdings wie andere Behandlungsverfahren auch, durch das Risiko eines Rezidivs belastet,
allerdings in geringerem Ausmalf [19]. Daher sind weitere Studien erforderlich, in denen die
Rolle und der Wert der SZT in Konkurrenz zu “konventionellen” Chemotherapieverfahren
staindig neu zu Uberpriifen ist. Zum Monitoring nach Transplantation eignen sich bei der
allogenen SZT die Chimirismus-Nachweisverfahren. Bei friihzeitigem Erkennen eines
Rezidivs kann die rasche Reduktion der Immunsuppression hilfreich sein. Die Gabe von
Spenderlymphozyten ist vor allem bei Patienten mit chronisch myeloischer Leukédmie von
nachgewiesenem Nutzen [20], widhrend bei ALL und AML keine Erfolge hiermit erziehlt
werden kdnnen, wenn bereits ein ausgeprigtes Rezidiv besteht [21, 22]. Prinzipiell ist diese
Behandlung nicht ungeféhrlich und kann zur Aplasie und zu einer akuten GvHD fiihren.
Manche Patienten sprechen auf die erneute Behandlung mit Chemotherapie an. Eine
Zweittransplantation wird dann empfohlen, wenn bei akuter Leukidmie eine erneute
Remission erreicht wurde und ein Zeitraum von mindestens zwei Jahren zwischen der ersten
SZT und der zweiten SZT vergangen ist. Eine zweite SZT ist mit einer hohen Toxizitdt

belastet [23, 24].

Vor allem im Zusammenhang mit einer chronischen GvHD aber auch durch die
Langzeitwirkung der verwendeten Konditionierung kommt es zu Spatfolgen, die

verschiedene Organe und Organsysteme betreffen konnen [25], Tabelle 3. Gefdhrdet ist
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hierbei das endokrine System, dessen hypothalamisch-hypophysidre Achse partiell oder
komplett ausfallen kann [26, 27]. Nicht selten tritt eine Hypothyreose sowie
Wachstumsstorungen und Stérungen der Pubertédt auf. Daher gehort zur Langzeitbetreuung
von Patienten mit SZT auch eine endokrinologische Nachsorge. Mit einer chronischen GvHD
assoziiert sind mannigfaltige Folgen fiir Haut, Schleimhaut, Auge, Leber, Linse, ZNS,
Immunsystem, Gelenke und den Magen-Darm-Trakt. Die Haufigkeit der chronischen GvHD
wird mit 60-80% aller Langzeitiiberlebenden nach SZT angegeben [25]. Abhédngig von der
Konditionierung ist das Auftreten einer Katarakt (nach Bestrahlung der Linse) und die
Infertilitdt (durch Bestrahlung der Gonaden bzw Busulfanbehandlung). Gefiirchtet ist das
Auftreten von malignen Zweiterkrankungen. Auch hier besteht ein Zusammenhang mit
einer chronischen GvHD, die zu einer andauernden Immundefizienz fiihrt, die das Entstehen

von malignen Zweiterkrankungen begiinstigt [28].

Tabelle 3: Spatfolgen bezogen auf Organe und Funktionen

Organ/Funktion | Folgen

Augen Katarakt nach Ganzkdérperbestrahlung, nach hochdosierten Steroiden,
Sicca-Syndrom (bei chronischer GvHD)

Ohren Schwerhdrigkeit nach Platinderivaten bei autologer SZT

Haut Pigmentstérungen, Veranderungen durch chronische GvHD
(sklerodermiform/lichenoid), Hautkrebs

Gelenke Kontrakturen bei chronischer GvHD

Skelett Aseptische Knochennekrosen

Gehirn Kognitive Beeintrachtigungen nach hohen kumulativen Strahlendosen

Lunge Chronische obstruktive und restriktive Ventilationsstérung

Wachstum Wachstumsretardierung durch Stérung der Wachstumshormonsekretion,

IGF-Bildung und Schluss der Wachstumsfugen

Fruchtbarkeit Sterilitat

Pubertat Retardierung des Pubertatseintritts

Schilddrise Hypothyreose

Zweittumoren Lymphoproliferatives Syndrom (fruih), Zweitleuk&dmien und solide Tumoren
nach 5-30 Jahren

Die erste erfolgreiche allogene SZT wurde vor 40 Jahren durchgefiihrt [29]. Erst in den
letzten 10-20 Jahren wurden jedoch ausreichend Transplantationserfahrungen gesammelt, um
Vergleiche mit anderen Therapieformen zu erlauben. Ein Vergleich der Ergebnisse der SZT
mit denen der Chemotherapie benétigt ein ausreichendes Follow-up, da spite Folgerezidive
und Sekunddrmalignome auftreten konnen[30]. Bei Patienten die mit Chemotherapie
behandelt werden, treten solche Folgerezidive im Allgemeinen innerhalb von 5 Jahren nach

der Erkrankung, bzw. dem Rezidiv auf, bei Patienten die eine SZT erhalten, treten die meisten
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Folgerezidive innerhalb von 2 Jahren auf. Sekundirmalignome treten sowohl nach

Chemotherapie als auch nach SZT auch noch wesentlich spéter auf [31].
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3. Fragestellungen

Ziel war es, die Rolle der SZT bei der Behandlung von Kindern und Jugendlichen mit Rezidiv
einer ALL zu spezifizieren.

Hier war es zunidchst wichtig im Rahmen der ALL-Rezidiv Studien zu kldren, welche
therapeutische Effizienz verschiedene Behandlungstrategien d.h. Chemotherapie vs allogener
vs autologer SZT bei extramedullarem Rezidiv einer ALL in 2. oder nachfolgender
Remission haben [32]. Bei dieser Patientengruppe handelt es sich um Patienten die eine
relativ gute Prognose mit konventioneller Chemo- und Strahlentherapie haben.

Es war im weiteren von Interesse, ob es bei Patienten mit spatem Knochenmarkrezidiv
moglich ist, in 2. CR zunichst keine allogene SZT- zumindest keine von einem unverwandten
Spender- durchzufiihren und diese ggf in 3. CR nachzuholen, um so einigen Patienten die
therapiebedingte Toxizitdt, mit der allogene SZT von unverwandten Spendern einhergehen,
zu ersparen [33]. Bei dieser Patientengruppe handelt es sich um Patienten die eine
intermedidare Prognose mit konventioneller Chemo- und Strahlentherapie haben.

Es musste geklart werden, ob die autologe SZT in ihrer bisherigen Form d.h. ohne
nachfolgende Dauertherapie einen prognostischen Vorteil gegeniiber der konventionellen
Chemotherapie erbringt [34].

Auch sollte geklart werden, wo die SZT von unverwandten Spendern mit ihren noch immer
betrdchtlichen Mortalitits und Morbiditétsrisiken ihre Berechtigung findet [35]. D.h. welche
Patienten ein so hohes Rezidiv Risiko haben, dass eine Fremdspender SZT indiziert ist und
umgekehrt welche Patienten sie fiir eine Langzeit Kontrolle Ihrer Leukdmie nicht bendtigen.
Es sollten die Auswirkungen der Ganzkorperbestrahlung im Rahmen der Konditionierung vor
SZT auf die akute Toxizitat bei Kindern mit malignen Erkrankungen untersucht [36] und das
Risko geschdtzt werden, nach ALL- Erst- und Rezidivtherapie e¢ine maligne
Zweiterkrankung zu erleiden [37].

Fiir Patienten ohne geeigneten Stammzellspender ist die allogene SZT nicht anwendbar. Fiir
Kinder der Hochrisikogruppe wire prinzipiell die autologe Stammzelltransplantation mit
nachfolgender Immuntherapie nach Hochdosistherapie eine therapeutische Alternative.
Zuniachst konnte die iiberwiegende Tumormasse durch Chemoradiotherapie vernichtet
werden. Nach Stammzellreinfusion konnten dann korpereigene immunologische
Abwehrmechanismen stimuliert werden, die zu einer stabilen Remission fiihren. Um dieses zu
erreichen, sollte ein Vakzinationsverfahren entwickelt werden, bei dem Leukdmiezellen durch

Einschleusen einer fiir ein fremdes HLA-codierenden cDNA allogenisiert werden sollten [38].
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4. Ergebnisse

(1)

Influence of fractionated total body irradiation on mucosal toxicity in intensified conditioning

regimens for autologous bone marrow transplantation in pediatric cancer patients

Es sollten die Auswirkungen der Ganzkdrperbestrahlung im Rahmen der Konditionierung vor

SZT auf die akute Toxizitét bei Kindern mit malignen Erkrankungen untersucht werden
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4. Ergebnisse

2)

Autologous bone marrow transplantation as compared with chemotherapy for children with

acute lymphoblastic leukaemia in a second remission: A matched pair analysis.

Es sollte geklart werden, ob die autologe SZT in ihrer bisherigen Form d.h. ohne
nachfolgende Immun- oder Dauertherapie einen prognostischen Vorteil gegeniiber der
konventionellen Chemotherapie fiir Kinder mit Rezidiv einer akuten lymphoblastischen

Leukidmie erbringt.
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€)

Isolated extramedullary relapse in children with acute lymphoblastic leukemia: a comparison

between treatment results of chemotherapy and bone marrow transplantation.

Ziel war es, die Rolle der SZT bei der Behandlung von Kindern und Jugendlichen mit Rezidiv
einer ALL zu spezifizieren. Hier war es zunichst wichtig im Rahmen der ALL Rezidiv
Studien zu kldren, welche therapeutische Effizienz verschiedene Behandlungstrategien d.h.
Chemotherapie vs allogener vs autologer SZT bei extramedulldrem Rezidiv einer ALL in 2.
oder nachfolgender Remission haben. Bei dieser Patientengruppe handelt es sich um Patienten

die eine relativ gute Prognose mit konventioneller Chemo- und Strahlentherapie haben.

28



Die Originalarbeit wurde in der Onlineverdffentlichung aus Grinden des Urheberrechts

entfernt.

Literaturangabe:

Borgmann, A., Hartmann, R., Schmid, H., Klingebiel, T., Ebell, W., Gobel, U., Peters, C.,
Gadner, H. und Henze, G., Isolated extramedullary relapse in children with acute
lymphoblastic leukemia: a comparison between treatment results of chemotherapy and bone
marrow transplantation. BFM Relapse Study Group, Bone Marrow Transplant, 1995. 15(4): p.
515-21.



4. Ergebnisse

(4)

Allogeneic bone marrow transplantation for a subset of children with acute lymphoblastic

leukemia in third remission: a conceivable alternative?

Es war im Weiteren von Interesse, ob es bei Patienten mit spidtem Knochenmarkrezidiv
moglich ist, in 2. CR zunéchst keine allogene SZT- zumindest keine von einem unverwandten
Spender- durchzufiihren und diese ggf. in 3. CR nachzuholen, um so einigen Patienten die
therapiebedingte Toxizitit, mit der allogene SZT von unverwandten Spendern einhergehen,
zu ersparen. Bei dieser Patientengruppe handelt es sich um Patienten die eine intermedidre

Prognose mit konventioneller Chemo- und Strahlentherapie haben.
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4. Ergebnisse

()

Immunotherapy of acute lymphoblastic leukemia by vaccination with autologous leukemic
cells transfected with a cDNA expression plasmid coding for an allogeneic HLA class I

antigen combined with interleukin-2 treatment

Fiir Patienten ohne geeigneten Stammzellspender ist die allogene SZT nicht anwendbar. Fiir
Kinder der Hochrisikogruppe wire prinzipiell die autologe Stammzelltransplantation mit
nachfolgender Immuntherapie nach Hochdosistherapie eine therapeutische Alternative.
Zunidchst konnte die iiberwiegende Tumormasse durch Chemoradiotherapie vernichtet
werden. Nach Stammzellreinfusion konnten dann korpereigene immunologische
Abwehrmechanismen stimuliert werden, die zu einer stabilen Remission fiihren. Um dieses zu
erreichen, sollte ein Vakzinationsverfahren entwickelt werden, bei dem Leukdmiezellen durch

Einschleusen einer fiir ein fremdes HLA codierenden cDNA allogenisiert werden sollten.
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4. Ergebnisse

(6)

Unrelated donor stem cell transplantation compared with chemotherapy for children with

acute lymphoblastic leukemia in a second remission: a matched-pair analysis

Auch sollte gekldrt werden, wo die SZT von unverwandten Spendern mit ihren noch immer
betrdchtlichen Mortalitits und Morbiditatsrisiken ihre Berechtigung findet. D.h. welche
Patienten ein so hohes Rezidiv Risiko haben, dass eine Fremdspender SZT indiziert ist und

umgekehrt welche Patienten sie fiir eine Langzeit Kontrolle Threr Leukdmie nicht bendtigen.
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4. Ergebnisse

(7

Secondary malignant neoplasms after intensive treatment of relapsed acute lymphoblastic

leukaemia in childhood.

Es sollte das Risiko geschitzt werden, nach ALL- Erst- und Rezidivtherapie eine maligne

Zweiterkrankung zu erleiden.
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5. Diskussion

5. Diskussion

5.1 Die Rolle der Stammzelltransplantation bei ALL-Rezidiv im Kindesalter
Moglichkeiten der Stammzelltransplantation

Vier Optionen existieren zur Postremissionsbehandlung eines ALL-Rezidivs im Kindesalter:
allogene SZT von verwandten Spendern, allogene SZT von unverwandten Spendern, weitere
Chemotherapie oder autologe SZT. Dabei stellt die allogene SZT von verwandten Spendern
die wahrscheinlich effektivste Behandlung in Bezug auf Rezidivfreiheit und tolerable
Toxizitét dar, sie ist jedoch nur fiir die Minderheit der Patienten eine Option. Mittlerweile ist
die MUD SZT moglicherweise dhnlich einzuschitzen [39]. Anfang der 90er Jahre existierten
fiir die Mehrheit der Patienten zwei realistische Optionen: Chemotherapie oder autologe SZT
[40]. Setzte man fiir beide Modalititen eine gleiche Kontrolle der Leukdmie voraus, fiel die
Wahl der Therapie noch immer schwer. Ein Vorteil der SZT gegeniiber der Chemotherapie ist
nach wie vor die kiirzere Behandlungsdauer. Die verwendeten Konditionierungsregime der
SZT beinhalten jedoch Hochdosischemotherapie meist in Kombination mit einer
Ganzkorperbestrahlung. Abgesehen von der akuten Toxizitédt, die moéglicherweise sogar zum
Tod fiihren kann, miissen sich die Uberlebenden mit therapiebedingten Langzeitfolgen wie
Infertilitdt, Wachstumsverzdgerung, anderen endokrinologischen Defekten oder reduzierter
Markfunktion auseinandersetzen. Diese Nachteile sind nach konventioneller Chemotherapie
weniger wahrscheinlich [41, 42]. Ob die autologe SZT eine vergleichbare oder bessere
Leukédmiekontrolle als die Chemotherapie bewirkt, wurde kontrovers diskutiert und war durch

keine Studie bewiesen.

Autologe Stammzelltransplantation

Ein hypothetischer Vorteil der SZT ist die Moglichkeit, Hochdosistherapie zu verabreichen
und damit eine mogliche Medikamentenresistenz residueller Leukdmiezellen zu {iberwinden.
Es gibt jedoch zumindest bei der autologen SZT zwei Einschrinkungen dieses Ansatzes.
Erstens kann der Vorteil der Hochdosiskonditionierung durch Reinfusion leukdmischer Zellen
gefdhrdet werden. Reinigungsverfahren zur Reduktion von Leukidmiezellen in
Stammzellpréparaten wurden etabliert, ohne zu diesem Zeitpunkt in randomisierten Studien
erfolgreich gepriift worden zu sein. Zweitens wird das Immunsystem des Patienten durch die
Konditionierung schwer supprimiert. Das ermdglicht persistierenden oder reinfundierten
residuellen Leukdmiezellen erneut und sogar schneller als ohne kompromitierte Immunitét zu
wachsen. Der frithere und steilere Abfall der rezidivfreien Uberlebenskurve in der Gruppe der

transplantierten Patienten konnte hierdurch erklért werden. Hohere Raten von Folgerezidiven
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nach allogener SZT bei Patienten ohne GvHD oder nach Erhalt von Transplantaten von
eineiigen Zwillingen geben zusitzlichen Hinweis darauf, dass allogene Immunreaktionen
nach SZT zur Heilung beitragen. In der Konsequenz wurde versucht, Immuntherapien zu
erproben, um den graft-versus-leukemia Effekt zu imitieren und residuelle Leukédmiezellen zu
kontrollieren.

Die Wirkung der autologen SZT beruht auf der primdren Annahme, daB die komplette
Elimination der Leukdmiezellen durch intensive Konditionierungstherapie moglich ist. Dabei
stellt sich nicht nur fiir die SZT, sondern allgemein fiir die Behandlung der ALL die Frage: Ist
es wahrscheinlich, dass eine “Ein Schlag” Behandlung ein sinnvoller Therapieansatz ist? Es
ist allgemein akzeptiert, dass die Dauertherapie eine wesentliche und unverzichtbare
Komponente der ALL Behandlungprotokolle ist. Wie von der BFM Gruppe gezeigt, fiihrte
die Verkiirzung der Dauertherapie um nur 6 Monate zu schlechteren Heilungsraten, und auch
andere Ergebnisse zeigen, dass eine Dauertherapie von weniger als 2-3 Jahren mit mehr
Rezidiven assoziiert ist. Die Wirkweise der Langzeitchemotherapie mit niedrigdosierten
Antimetaboliten ist noch unklar. Es ist unwahrscheinlich, dass die Dauertherapie in der Lage
ist, das Wiederwachstum von chemotherapieresistenten Zellen zu verhindern. Ebenso 1463t
sich daran zweifeln, ob eine kontinuierliche niedrigdosierte Chemotherapie Leukédmiezellen
beseitigen kann, die eine intensivere Chemotherapie wéhrend der Induktion und
Konsolidierung tiberlebt haben. Es wird daher vermutet, dass der Effekt der Dauertherapie
darin besteht, das Wachstum residueller Leukdmiezellen so lange zu kontrollieren, bis das
Immunsystem des Patienten sie eliminieren kann.

Bei unserer Untersuchung in der Gesamtgruppe der Patienten mit erstem Rezidiv einer ALL
ergab eine matched-pair Analyse keinen Vorteil der autologen SZT gegeniiber
konventioneller Chemotherapie und Schidelbestrahlung [34]. Die Patienten hatten eine
einheitliche Chemotherapie zur Remissionsinduktion im Rahmen der BFM Rezidivstudien
erhalten. Die Konditionierungsregime vor autologer SZT variierten allerdings. Das mediane
Intervall zwischen erreichter Remission und SZT lag bei 24 Wochen mit einer groflen
Streubreite von 1-107 Wochen. Deshalb wurde der statistische Vergleich auf Patienten mit
Chemotherapie beschrinkt, deren zweite Remission mindestens so lange andauerte wie das
Intervall bis zur Transplantation in der Transplantationsgruppe. Zudem basierten die
Ergebnisse der matched-pair Analyse auf der Kontrolle von Hauptselektionsschiefen, die bei
anderen publizierten Ergebnissen unberiicksichtigt blieben. Die Anzahl untersuchter Patienten
war grol genug um einen bestehenden relevanten Unterschied zwischen beiden

Therapiegruppen entdecken zu kénnen, wenn dieser vorhanden gewesen wire.
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Der nicht belegte Vorteil der autologen SZT gegeniiber der Chemotherapie hinsichtlich der
Langzeitergebnisse 1dBt sich wie oben beschrieben am ehesten durch das Fehlen einer

anschlieBenden Immun- oder Dauertherapie erkléren.

Allogene Stammzelltransplantation

Seit Beginn der Studien ALL-REZ BFM galt die allogene SZT als die Behandlung der Wahl
im Falle eines systemischen Rezidivs und bereits zu Beginn der 90er Jahre lagen erste
Ergebnisse der SZT {iiber Toxizitdt und Prognose vor [43]. In den letzten Jahren ist die
Moglichkeit zur Durchfithrung einer allogenen SZT durch die zunehmende Verfiigbarkeit
unverwandter Spender gestiegen, haploidente Transplantationen mit verstirkter
Immunsuppression wurden etabliert und die Anzahl der SZT sowohl mit HLA-match (>9/10)
als auch mit HLA-mismatch (<9/10) nimmt zu.

Im Allgemeinen wird die allogene SZT als die Behandlung der Wahl nach systemischem
Rezidiv einer ALL empfohlen, wenn ein passender verwandter Spender zur Verfiigung steht.
Fiir Patienten mit einem spidten ersten Knochenmarkrezidiv einer non-T/non-B ALL war
jedoch unseren Untersuchungen zufolge das Ergebnis mit Chemoradiotherapie nicht
signifikant unterschiedlich von dem mit allogener SZT [44]. Deshalb schien die
Chemoradiotherapie primir geeignet, ein erstes spites Knochenmarkrezidiv zu behandeln,
und eine SZT konnte dann bei einem zweiten Knochenmarkrezidiv durchgefiihrt werden.
Zudem konnten wir zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit, nach ALL-Knochenmarkrezidiv
ereignisfrei zu iiberleben, nach allogener SZT in zweiter Remission vergleichbar ist mit der
Wabhrscheinlichkeit nach allogener Stammzelltransplantation in 3. Remission [33]. Letzteres
stand im Gegensatz zu zuvor publizierten Studien, in denen eine niedrigere leukdmiefreie
Uberlebensrate in 3. Remission berichtet wurde. Daten, die in diesem Zusammenhang
publiziert wurden, zeigen EFS Raten nach SZT in 2.CR von 40-60%.

Fiir Patienten mit einem ersten frithen Knochenmarkrezidiv galt eine eindeutige Indikation
zur allogenen SZT von verwandten Spendern. Im Gegensatz zur konventionellen Behandlung
waren die Ergebnisse mit SZT nicht unterschiedlich zwischen spéten und frithen Rezidiven,
ein Hinweis dafiir, dass die letztgenannte Gruppe klar von der SZT profitiert. In
verschiedenen Berichten wurden EFS Raten von 40-45% angegeben, also etwas ungiinstigere
als in unserer Untersuchung. Die BFM Studien haben weiterhin gezeigt, dass Kinder mit
frithen isolierten oder sehr frithen Knochenmark Rezidiven sowie mit Rezidiv einer T-ALL
eine sehr ungiinstige Prognose haben, wenn sie mit konventioneller Chemotherapie behandelt

werden. Diese Patienten haben im Vergleich zu anderen eine sehr viel niedrigere
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Remissionsrate und ihre Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens ist fast null.
Deshalb ist in dieser Gruppe von Patienten die sofortige SZT indiziert, sobald eine zweite
Remission erreicht wird. In Anbetracht der schlechten Prognose sollte auch eine SZT von
nicht verwandten Spendern durchgefiihrt werden, wenn rechtzeitig ein passender Spender
gefunden werden kann.

Eine &hnliche Erfolgs- und Rezidivrate vorraussetzend, muss bei der Wahl der Behandlung
auch akute und Langzeittoxizitit beider Modalititen beriicksichtigt werden. Ist eine
Remission erstmal erreicht, ist die behandlungsassoziierte Mortalitét der Chemotherapie sehr
gering, bei allogener SZT von verwandten Spendern liegen letale Komplikationen bei 5-10%.
Ebenso ist die Morbiditdt bei der Chemotherapie niedrig, wohingegen Spétfolgen nach SZT
wie hormonelle Defizienz, Wachstumsverzogerung, Infertilitit und chronische GvHD
betrachtlich sind. Zusitzlich gibt es ein erhdhtes Risiko fiir das Auftreten einer malignen
Zweiterkrankung nach SZT, das von Bhatia et al mit 9.9% nach 13 Jahren angegeben wird
[28]. Es gibt daher berechtigte Griinde, die SZT in 2.CR bei Patienten mit spédtem
Knochenmarkrezidiv, in denen eine dhnliche Kontrolle der Leukdmie mit Chemotherapie
erreicht werden kann, zundchst zuriickzuhalten. Dieses gilt insbesondere, wenn kein
verwandter Spender gefunden werden kann. Wenn ein Patient nach SZT erneut rezidiviert, ist
ein Erfolg mit einer zweiten SZT nicht vollkommen unmdglich, aber durch erhebliche
Toxizitdt stark eingeschridnkt. Rezidiviert hingegen ein Patient mit spétem
Knochenmarkrezidiv nach Chemotherapie erneut, ist die Chance eine 3.CR zu erreichen 60%.
Bei einer Rezidivrate von 60% kommen somit 36% der urspriinglichen Patienten mit erstem
spaten Knochenmarkrezidiv fiir eine SZT in 3.CR in Frage, sodass unter der Annahme einer
50% Erfolgschance der SZT weitere 18% der Patienten in 3.CR geheilt werden konnen. Die
Uberlebensrate des Gesamtkollektivs wiirde damit von 40% auf 58% verbessert. Unseren
Daten zufolge wird mit dieser Strategie, die SZT erst anldsslich eines 2. Rezidivs
durchzufiihren, die Gesamtiiberlebensrate somit nicht reduziert und Spatfolgen der SZT

wiirden nur auf eine eingeschriankte Gruppe von Kindern zukommen.

Fremdspendertransplantation

Fremdspendertransplantationen (matched unrelated donor, MUD-SZT) werden mit
zunehmender Verfiigbarkeit von Spendern seit 1990 vermehrt auch in den ALL-REZ BFM
Studien durchgefiihrt. Die transplantationsassoziierte Letalitét bei
Fremdspendertransplantation wurde in der Literatur mit 20-30% angegeben [45] und lag

damit hoher als bei allogener SZT von verwandten Spendern [46]. Verschiedene Versuche,
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SZT und Chemotherapie zu randomisieren sind bislang fehlgeschlagen, hauptsidchlich wegen
personlicher Priferenzen der behandelnden Arzte, aber auch der Patienten und Ihrer Familien
gegeniiber dem einen oder anderen Ansatz. Da randomisierte Studien fehlten, fithrten wir eine
matched-pair Analyse bei Patienten durch, die in 2.CR entweder mit Chemotherapie nach
ALL-REZ BFM Protokollen oder mit Fremdspendertransplantation behandelt wurden [35].
Da Patienten mit einem hohen Risiko fiir ein Folgerezidiv bevorzugt einer allogenen SZT
zugefiihrt wurden, ist der direkte Vergleich zwischen UD-SZT und Chemotherapie mit einer
Schiefe durch eine Negativauswahl der SZT Patientengruppe in Bezug auf die Risikofaktoren,
gleichzeitig aber auch Positivauswahl in Bezug auf die Zeit in CR bis zur Transplantation
belastet. Um diese Schiefen auszugleichen, wurde bei unserer Analyse fiir jeden Patienten, der
eine SZT erhielt, ein Partner ausgewéhlt, der nur mit Chemotherapie behandelt wurde, in allen
bekannten Risikofaktoren libereinstimmte und eine mindestens so lange Remissionsdauer
hatte wie die entsprechende Dauer bis zur Transplantation seines Vergleichspartners. Da UD-
SZT erst wihrend der letzten 10 Jahre vermehrt durchgefiihrt werden konnten, stehen fiir
Hochrisikopatienten, die in jiingerer Zeit vorrangig transplantiert wurden, hauptsidchlich
historische Kontrollen mit Chemotherapiebehandlung zur Verfiigung. Um die
unterschiedliche Dauer des Beobachtungszeitraums auszugleichen, wihlten wir daher
denjenigen Patienten aus der Chemotherapiegruppe, dessen Diagnosedatum am néchsten zu
dem des Transplantationspatienten lag.

In unserer Untersuchung war die Rate an therapiebedingten Todesfdllen (therapy-related
death, TRD) bei den transplantierten Kindern hoch (30%) im Vergleich zu der Rate bei
Kindern, die mit Chemotherapie behandelt wurden (4%). Das pEFS (0.42 nach 5 Jahren) der
Kinder mit UD-SZT ist ermutigend, wenn man ihr ungiinstiges Risikoprofil (65% gehorten
der HR Gruppe an) betrachtet. In der Hochrisikogruppe lag das 5-Jahres-EFS bei 0.44 fiir
Patienten die eine SZT erhielten, und bei 0.00 fiir Patienten, die Chemotherapie erhielten
(p<.001). Kinder mit schlechten prognostischen Faktoren profitieren somit eindeutig von der
UD-SZT. Die therapieassoziierte Mortalitdtsrate von 30% ist hoch, musste jedoch bislang
angesichts der ansonsten unheilbaren Erkrankung akzeptiert werden. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen in der Hochrisikogruppe war kein klarer Vorteil der UD-SZT fiir Patienten in der
intermedidren Risikogruppe in Bezug auf das EFS zu erkennen: die 5-Jahres-EFS Raten
waren 0.39 fiir Patienten mit UD-SZT und 0.49 fiir Patienten, dic eine konventionelle
Chemotherapie erhielten. Die Ergebnisse in beiden Gruppen waren statistisch nicht

signifikant unterschiedlich. Angesichts der hoheren Toxizitét ist davon auszugehen, dass bei
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Rezidiv mit intermedidrem Risiko die UD-SZT keinen Vorteil gegeniiber der alleinigen

Chemoradiotherapie bietet.

Stammezelltransplantation bei extramedullarem Rezidiv

Bei extramedullirem Rezidiv scheint die autologe SZT zunéchst aus zwei Griinden weniger
geeignet zu sein als andere Therapieverfahren: einerseits wegen der Moglichkeit der
Reinfusion leukdmischer Zellen und andererseits wegen des fehlenden GvL Effektes. Beide
Aspekte spielen allerdings bei Rezidiven ohne Knochenmarkbeteiligung moglicherweise eine
untergeordnete Rolle, da die Haupt-Leukdmiemasse auBlerhalb des Knochenmarkes liegt und
somit durch lokale Behandlungsmethoden besser erreichbar ist.

Dariiberhinaus 148t eine mangelnde GvHD an den haufigsten extramedulldren Lokalisationen
ZNS und Hoden einen GvL Effekt als fraglich erscheinen. Somit kime als Hauptvorteil
sowohl der autologen als auch der allogenen SZT gegeniiber der Chemotherapie die
Moglichkeit einer Hochdosistherapie in Frage, da ZNS und Testis Organe mit einer
funktionellen Schranke gegeniiber dem Blutkreislauf sind und somit einen gewissen Schutz
vor systemisch applizierten Zytostatika haben. In der durchgefiihrten Analyse bei 165
Kindern mit extramedulldrem Rezidiv liess sich in der Gesamtgruppe kein Vorteil fiir die SZT
zeigen [32]. Moglicherweise profitieren jedoch Patienten mit T-ALL-Rezidiv, vor allem wenn
dieses nicht im ZNS oder Testis lokalisiert ist. Die Tatsache, dass bei extramedulldren
Rezidiven mit der autologen SZT gleichgute Ergebnisse erzielt werden konnten wie mit der
allogenen SZT unterstreicht noch die Hypothese, dass der GvL Effekt bei extramedullidren

Rezidiven keine wesentliche Rolle spielt.

Konditionierungsverfahren und Toxizitat

Ublicherweise wird die Konditionierung vor einer SZT auf der Basis einer fraktionierten
Ganzkorperbestrahlung (TBI) oder einer Behandlung mit Busulfan durchgefiihrt. Die Wahl
der Konditionierung richtet sich nach dem Alter des Patienten, nach der Strahlenvorbelastung,

nach dem Zeitpunkt und den Orten eines Rezidivs sowie nach der Art des Stammzellspenders.

In einer eigenen Analyse untersuchten wir die Auswirkungen der fraktionierten
Ganzkorperbestrahlung auf die Schleimhauttoxizitdit (Mukositis) im Rahmen von
intensivierten Konditionierungsprotokollen vor SZT [36]. Sowohl die Inzidenz als auch die
Dauer schwerer Mukositis (WHO>3) waren signifikant abhingig von der Anwendung der

TBI im Rahmen der Konditionierung. Dariiberhinaus war die hohe Inzidenz und lange Dauer
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schwerer Mukositis nach TBI mit einem hohen Risiko an Morbiditdt und Mortalitdt aufgrund
von Infektionen gastrointestinalen Ursprungs assoziiert (v.a. gramnegative bakterielle- und
Pilzinfektionen). Eine andere Studie berichtet ebenfalls von TBI assoziierter erhdhter
Schmerz- und Mukositisrate.

Viele Langzeitfolgen wie Wachstumsverzogerung nach TBI, endokrinologische Schiaden der
Hypothalamusachse, intellektuelle  Beeintrichtigungen und  Gehirnschddigungen,
Hypothyreose, radiologische Lungenschdden, Infertilitit und das Risiko, maligne
Zweiterkrankungen zu entwickeln, konnten evtl. vermieden oder aber das Risiko ihres
Auftretens vermindert werden, indem TBI in intensivierten Konditionierungsregimen nicht
zur Anwendung kommt. In der Literatur gibt es keinen Beweis, dass eine Bestrahlungsdosis
von 12 GY wirklich notwendig ist, um die Therapieergebnisse zu verbessern, obwohl TBI in
den meisten Konditionierungsregimen inbegriffen war [43]. Allerdings konnte die
Wichtigkeit einer effektiven ZNS Prophylaxe mit kranieller Schidelbestrahlung zur
Risikosenkung eines Folgerezidivs fiir Patienten mit Rezidiv einer ALL gezeigt werden [47].
Im Hinblick auf die Toxizitét stellen die akute und chronische GvHD ein Hauptproblem der
Behandlung mit SZT dar. Eine besondere Bedeutung kommt hierbei dem Gastrointestinaltrakt
(GI) als Zielorgan akuter GVHD zu [48], Abbildung 1. Die in Form einer Mukositis sich
manifestierende Schidigung des GI Trakts erhoht die Translokation inflammatorischer
Stimuli wie Endotoxine, welche weitere Inflammation und zusétzlichen Schaden setzen. Der
fir die akute GvHD  charakteristische  Zytokinsturm, hervorgerufen  durch
Chemoradiotherapie, kann zu schwerer Diarrhoe mit blutigen Stiihlen, Fliissigkeitsverlust und
krampfartigen Bauchschmerzen fiihren.

Die beschriebenen Ergebnisse liber schwerwiegende Nebenwirkungen lassen den Einsatz der
TBI eher ungiinstig erscheinen. Auch andere Autoren stellen die Kombination Cytoxan/ TBI
als Konditionierung in Frage insbesondere wegen der nicht nachgewiesenen besseren
Wirksamkeit gegeniiber anderen Konditionierungsregimen und wegen der schweren
Nebenwirkungen der Bestrahlung wie z.B. der interstitiellen Pneumonitis. Die TBI Dosis
wurde als bedeutsamster Faktor fiir transplantationsassoziierte Todesfille beschrieben.
Angefiihrt wurden weiterhin Langzeitfolgen wie Markschdden, maligne Zweiterkrankungen,

Katarakt und endokrine Insuffizienz [49].

Als schwerwiegende Spatfolge einer SZT werden maligne Zweiterkrankungen beschrieben.
Das Auftreten maligner Zweiterkrankungen wurde in den ALL-REZ BFM Studien von 1983
bis 2001 untersucht, in denen 1376 Patienten mit erstem Rezidiv einer Non-B ALL behandelt

74



5. Diskussion

wurden und eine 2.CR erreichten. Bei der Intensitit von Frontline- und anschlieBender
Rezidivtherapie mit Chemotherapie, Schéidelbestrahlung als auch Stammzelltransplantation
bei einigen Patienten, war das Auftreten von malignen Zweiterkrankungen unerwartet selten,
wenn auch 10-fach hiufiger als in der Allgemeinbevolkerung. Das kumulative Risiko nach 15
Jahren betrug 1.26% =+ 0.38% (SE). Insgesamt traten hierbei Zweitmalignome bei Patienten
die mit Chemoradiotherapie behandelt wurden signifikant seltener auf als bei Patienten die
eine SZT erhalten hatten. Unsere Ergebnisse sind allerdings limitiert durch die relativ kurze
follow-up Zeit. Die mediane Beobachtungsdauer betrug 13.1 Jahre. Eine Zunahme der
Inzidenz bis zu 20 % und mehr sind fiir maligne Zweiterkrankungen, aber auch gutartige oder
niedriggradige Malignome wie Basalzellkarzinome, Meningeome oder Karzinome der
Schilddriise oder Glandula Parotis vor allem im Anschluf3 an eine craniale oder craniospinale
Bestrahlung zu befiirchten [49]. Ein iiber das Kindes- und Jugendalter hinausgehendes follow-
up mit einer Erfassung der Ereignisse in einem zentralen gemeinsamen Register flir Kinder
und Erwachsene, sowie eine gute Zusammenarbeit im Sinne einer Meldezuverldssigkeit
zwischen den onkologischen Studiengruppen und niedergelassenen Arzten ist erforderlich,

um verlissliche Inzidenzen von Sekundidrmalignomen zu erhalten.

Aktuelle Transplantationsindikationen bei ALL-Rezidiv

In der gegenwirtig durchgefiihrten Therapiestudie ALL-REZ BFM 2002 gelten fiir die
Behandlung eines ALL Erstrezidivs Transplantationsindikationen, die aufgrund von Analysen
der bisher durchgefiihrten Therapiestudien auf vier verschiedenen Risikogruppen basieren: S1
umfaflt Patienten mit spiatem extramedullirem Rezidiv, S2 umfaflt Patienten mit sehr frithem
oder friihem extramedulliren Rezidiv, spdtem non-T Knochenmarkrezidiv sowie
kombinierten, frithen oder spdten non-T Rezidiven. In die Therapiegruppe S3 gehoren alle
Patienten mit frithen isolierten non-T Knochenmarkrezidiven. Patienten mit sehr frithen
kombinierten oder isolierten Knochenmarkrezidiven und alle Patienten mit

Knochenmarkrezidiv einer T-ALL gehdren zur Therapiegruppe S4 (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Risikogruppeneinteilung im Protokoll ALL-REZ BFM 2002

Immunphé&notyp: non-T Immunphénotyp: (pre-) T
Ort KM KM Extra- KM KM Extra-
Zeitpunkt isoliert kombiniert | medullar isoliert kombiniert | medullar
Sehr fruh S4 S4 S2 S AickussiohS 2
S4
friih S3 S2 S2 S4 S4 S2
spat S2 S2 S1 S4 S4 S1

Detailliertere Indikationen fiir eine SZT in 2.CR betreffen eine kleine Untergruppe von
Kindern mit isoliertem Knochenmarkrezidiv und einer Anzahl von peripheren Blasten
>10.000/ul bei Diagnosestellung [50]. Als weitere Transplantationsindikation gilt der
Nachweis eines BCR/ABL Transfusionsgens (Philadelphia Chromosom), dessen Auftreten
ebenfalls von unserer Arbeitsgruppe als unabhéngiger prognostischer Faktor nachgewiesen
werden konnte [51]. Die Einteilung der Gruppe S2 in weitere vier Subgruppen A-D ist unter
Einbeziehung der oben genannten Risikofaktoren in Tabelle 5 wiedergegeben. Die
Transplantationsindikationen fiir die einzelnen Risikogruppen sind in Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 5: Definition der S2 Subgruppen A-D im Protokoll ALL-REZ BFM 2002

Ort Isoliert KM Komb. KM Isol. Extramed
Zeitpunkt spat spat frih Fruh/ sehr frih
<1/ul PBC A A B D
1-<10.000/pl B

> 10.000/pl C

BCR/ABL + C C C

Legende: PBC, Peripheral Blast Cell
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Tabelle 6: Transplantationsindikationen der einzelnen Risikogruppen

S2
S1 MRD ZNS S3/S4
<10° n.d. >10°
Subgruppe* A B/C A B/C A/B/IC SR HR
MSD-SZT - - + + + + - - +
MD-SZT - - - - + + - - +
MMD-SZT - - - - - - - - +
Autologe SZT - - - - - - - + -

Legende: MSD, matched sibling donor (Gruppe 1); MD, matched (= 9/10 AG) unrelated
donor (Gruppe 2); MMD, mismatched (< 9/10 AG) unrelated donor (Gruppe 3); MRD,
minimal residual disease; ZNS-HR, isoliertes ZNS-Rezidiv Hochrisiko; ZNS-SR, isoliertes
ZNS-Rezidiv Standardrisiko.

In letzter Zeit konnten Morbiditdt und Mortalitdt der allogenen SZT reduziert werden, die
Anzahl auszuwertender Patienten ist gestiegen und neuere retrospektive Analysen zeigten
innerhalb der Gruppe von Patienten mit extramedullirem Rezidiv einen deutlichen
prognostischen Unterschied in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt des Rezidivs. Die heutige S1
Gruppe, fiir welche keine Stammzelltransplantationsempfehlung vorliegt, umfafit nur
Patienten mit spéten extramedulldren Rezidiven, die eine besonders giinstige Prognose in der
Studie 95/96 mit einem pEFS von 0.79+0.09 hatten. In der Gruppe von Kindern mit frithen
oder sehr frithen isolierten ZNS-Rezidiven konnte in einer multivariaten Analyse
nachgewiesen werden, dass dem Geschlecht, dem Alter bei Erstdiagnose, dem
Immunphénotyp und dem Zeitpunkt des Rezidivs eine unabhédngige prognostische Relevanz
zukommt. Hierdurch 148t sich das Kollektiv in eine prognostisch ungiinstige (ZNS-HR) und
prognostisch giinstige Gruppe (ZNS-SR) unterteilen, wobei das Alter bei Erstdiagnose > 6
Jahre, das ménnliche Geschlecht, die T-Zell Immunologie und der sehr friihe Zeitpunkt des
Rezidivs die prognostisch ungiinstige Gruppe definieren. Wéhrend Kinder der prognostisch
gilinstigen Gruppe mit der in der Gruppe S2 vorgesehenen Chemoradiotherapie behandelt
werden, bedarf es fiir die Kinder der prognostisch ungiinstigen Gruppe einer Intensivierung.
Da das Risiko einer allogenen SZT vom unverwandten Spender angesichts des fraglichen
GvL-Effekts im ZNS nicht gerechtfertigt erscheint und von der italienischen Gruppe AIEOP
gute Ergebnisse der autologen SZT bei Kindern mit isoliertem ZNS-Rezidiv publiziert sind

77



5. Diskussion

[52], wird fiir diese Gruppe im Rahmen der aktuellen ALL-REZ BFM Studie eine erweiterte

autologe SZT mit Immunmodulation, Reinduktion und Dauertherapie vorgesehen.

5.2 Impfung mit HLA-B13 transfizierten autologen Leukamiezellen
Die allogene SZT ist die einzige derzeit etablierte Immuntherapie. Durch eine allogene SZT

kann derzeit nach Erreichen einer CR in den Risikogruppen S3/S4 ein pEFS von 0.37 £ 0.6,
in der Risikogruppe S2 ein pEFS von 0.65 + 0.7 erreicht werden (Studienprotokoll ALL
SZT-BFM 2003). Dabei wird eine ultrahochdosierte Chemo- und Strahlentherapie zur
Vernichtung leukdmischer Zellen eingesetzt. Die danach verbliebenen malignen Klone
konnen im Rahmen einer ldngerfristig wirksamen graft-versus-host Reaktion (Abbildung 1)
eliminiert werden. Die Wirkung auf die Leuk&miezellen wird als graft-versus-leukemia Effekt
bezeichnet. In vitro Modelle zur Untersuchung dieses Effekts weisen auf eine Aktivierung
von CD8+ T-Lymphozyten und NK Zellen hin.

Bei Patienten ohne geeigneten Stammzellspender ist die allogene SZT nicht anwendbar. Fiir
Kinder oben genannter Risikogruppen wére prinzipiell die autologe Stammzelltransplantation
nach Hochdosistherapie eine therapeutische Alternative. Allerdings hat die autologe SZT in
ihrer bisherigen Form keinen Vorteil gegeniiber der konventionellen Chemotherapie erbracht,
moglicherweise aufgrund des fehlenden GvL Effekts [34]. Aber auch hier wire ein 2stufiges
Prinzip denkbar: Zunichst wird die liberwiegende Tumormasse durch Chemoradiotherapie
vernichtet. Nach Stammzellreinfusion konnten dann korpereigene immunologische
Abwehrmechanismen stimuliert werden, die zu einer stabilen Remission fithren. Um dieses zu
erreichen, entwickelten wir ein Vakzinationsverfahren, bei dem Leukdmiezellen durch
Einschleusen einer fiir ein seltenes HLA-Gen codierenden cDNA allogenisiert wurden (HLA-
B13).

Das Einbringen fremder cDNA in eine Tumorzelle kann diese fiir T-Lymphozyten als fremd
erkennbar machen. Durch das Einbringen eines fremden HLA-Gens werden 3 verschiedene
zellulire Mechanismen induziert (Abbildung 2). Zum einen wird durch intrazelluldre
Proteinsynthese ein intaktes allogenes MHC Klasse 1 Protein an der Zelloberflidche
exprimiert. Zusétzlich ist die Prozessierung dieses fremden HLA-Antigens zu erwarten. Das
prozessierte Antigen wird durch den autologen MHC-I Rezeptor auf der Zelloberfliche
prasentiert [53]. Als dritter Mechanismus konnte im Tiermodell gezeigt werden, daf3 der
fremde MHC-I Rezeptor seinerseits Antigene prisentieren kann [54]. Die Bindung eines
solchen MHC-I/AG Komplexes durch den T-Zell Rezeptor der CD8+ Zellen dient letzteren
als Proliferations- und Differenzierungssignal. Es konnte gezeigt werden, dal3 allogene HLA-

Klasse I Gene unter in vivo Bedingungen eine im Vergleich zu anderen Fremdantigenen bis
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zu tausendfach stirkere zytotoxische Immunantwort induzieren [55]. Bei in vivo
Untersuchungen zur autologen Zytotoxizitit gegeniiber Tumorzellen erwies sich zudem, daf3
es moglich ist, eine spezifisch auch gegen native Tumorzellen wirksame klonale
Zellpopulation zu generieren: die Expression eines fremden MHC-I Antigens auf
Fibrosarkom/Adenomzellen induzierte bei Méusen eine zytotoxische T-Zell-Antwort, die
anschlieend auch gegeniiber nicht modifizierten Tumorzellen zu beobachten war und in
vielen Fillen zu einer kompletten Tumorregression fiihrte [56]. Offensichtlich sind die
zytotoxischen T-Zellen fiir eine Erkennung von Tumorantigenen sensibilisiert worden
(Abbildung 3). Weitere dhnlich aufgebaute Tierexperimente wurden bei Maidusen mit
Leukédmie bereits 1984 [57] und mit Mastozytom [58] 1989 beschrieben.

Ergebnisse der ersten klinischen Studie zur gentherapeutischen Induktion einer spezifischen
Immunitdt durch MHC-I Gentransfer bei Melanompatienten wurden 1993 ver6ffentlicht [59].
Hier erfolgte eine direkte Injektion von allogenen MHC-I-Plasmid-Liposom-Komplexen in
das Tumorgewebe. Dabei wurde eine lokale Tumorregression sowie die Regression von
Fernmetastasen beobachtet, ohne dass es zu toxischen oder allergischen Nebenwirkungen

kam.

Klinische und tierexperimentelle Anwendung

Oft ist es zum Zeitpunkt der Diagnosestellung noch nicht klar, ob ein passender Spender fiir
eine allogene SZT gefunden werden kann. Die Vakzine sollte daher fiir alle Kinder mit einem
Hochrisikorezidiv einer ALL, fiir die zu diesem Zeitpunkt kein passender Spender bekannt ist,
hergestellt werden. Aber nur ein kleiner Teil der Kinder mit Hochrisikorezidiv wiirde
schlieBlich die Vakzine erhalten. Einige von Thnen erreichen keine Remission, einige erhalten
eine allogene SZT und einige versterben in Remission oder entwickeln ein Folgerezidiv. Die
Vakzination sollte als spezifische und weniger toxische Therapie fiir diese Kinder angestrebt
werden, um eine Prognoseverbesserung zu erreichen. Die bei diesen Kindern mit ALL-
Rezidiv durchgefiihrte Studie kann auch examplarisch fiir gentherapeutische Ansitze bei
anderen malignen Erkrankungen gesehen werden.

In der Therapiestudie ALL-REZ BFM 96 war bei Kindern mit einem frithen isolierten oder
sehr friilhen Knochenmarkrezidiv oder mit Rezidiv einer T-ALL die autologe SZT
vorgesehen, wenn sich kein geeigneter Spender fiir eine allogene Transplantation finden lief3
oder letztere von den Patienten selbst oder deren Sorgeberechtigten abgelehnt wurde. Im
AnschluB} an die Transplantation war im Rahmen einer anschlieBenden Immunmodulation die

von uns konzipierte antileukdmische Vakzination vorgesehen [38]. Der bisher einzige mit
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dieser Vakzination behandelte Patient, der zuvor an einem frithen Knochenmarkrezidiv einer
T-ALL (August 1997) erkrankte, lebt seit mehr als zehn Jahren in kompletter Remission.
Seitdem wurden keine weiteren Patienten in wunsere klinische Vakzinationsstudie
aufgenommen. Griinde hierfiir sind vor allem in der Verbesserung der Verfiigbarkeit von
Fremdspendern zu sehen. So kann gegenwirtig fiir 75% der Patienten in 3 Monaten ein
Spender gefunden werden [7]. Falls fiir einen Patienten, der dringend eine Transplantation
benotigt, kein Spender gefunden wird, kommt in besonderen Fillen ein nicht HLA-identischer
Spender aus der Familie in Frage (haploidentische Transplantation). Hierbei ist eine
vollstindige T-Zelldepletion der Spenderstammzellen bei einer sehr hohen Stammzellzahl

notig.
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Die autologe SZT wurde meist als letzter Schritt in der Behandlung der Patienten mit ALL-
Rezidiv verwendet, da im Unterschied zur allogenen SZT kein iiber den Zeitpunkt der
Transplantation hinausgehender, verldngerter antileukdmischer Effekt erwartet werden kann.
Die vorliegenden klinischen Daten unterstiitzen diese Aussage. Dennoch halten wir das
Konzept autologer SZT fiir rezidivierte ALL fiir entwicklungsfidhig, inbesondere wenn
Methoden verwendet werden, bei denen die autologe SZT durch Immuntherapie oder
Chemotherapie oder eine Kombination beider Verfahren erginzt wird. Als erfolgversprechend
bietet sich dabei eine Immuntherapie an, bei der ein antileukdmischer Effekt durch spezifische

Vakzinierung induziert werden kann.

Tritt bei einem Kind mit ALL ein Rezidiv auf, muss die individuelle Situation in Bezug auf
Risikofaktoren und Spenderverfiigbarkeit sorgfiltig analysiert werden. Obwohl die allogene
SZT vom verwandten Spender mit tolerabler Toxizitdt verbunden ist, muss diese nicht
unbedingt die beste Behandlung fiir alle Kinder in zweiter Remission sein. Eine SZT vom
unverwandten Spender sollte weiterhin mit Vorsicht in Betracht gezogen werden, da sie bei
einer Heilungschance von etwa 40% mit betrdchtlicher Morbiditét und Mortalitdt einhergeht.
Fiir Kinder mit Hoch-Risiko-Rezidiv einer ALL stellt die allogene SZT zur Zeit jedoch den
einzigen kurativen Therapieansatz dar. Diese Therapieform ermdglicht zunédchst durch den
Neuaufbau eines allogenen funktionsfahigen Knochenmarks die weitgehende Vernichtung
leukdmischer Zellen. Nachfolgend konnen die in geringer Zahl moglicherweise verbliebenen
malignen Klone durch den sogenannten graft-versus-leukemia Effekt {iber lidngere Zeit
supprimiert und schlielich eliminiert werden. In vitro Modelle zur Untersuchung des GvL
Effekts weisen unter anderem auf eine Aktivierung von CD8+ cytotoxischen T-Lymphozyten

(CTL) und NK-Zellen hin.

Fir Kinder ohne HLA-identen Spender kommt alternativ eine autologe Stammzelltrans-
plantation nach Hochdosis-Chemotherapie in Frage. Der hier fehlende GvL Effekt kann durch
autologe, antileukdmisch reaktive CTL ersetzt werden, die zuvor durch eine gen-
therapeutische Vakzine in vivo spezifisch stimuliert werden. Dabei kann das in der
Normalbevdlkerung sehr selten auftretende HLA-B13 Gen durch geeignete Verfahren, wie z.
B. Elektroporation, in Lymphoblasten eingebracht. Das Antigen erscheint in der Folge als
integrales Membranprotein und wird zusitzlich durch autologe MHC-I Rezeptoren an der

Zelloberfliche prisentiert. Die auf diese Weise allogenisierten Lymphoblasten wurden bereits
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im Rahmen einer Phase I/II Studie nach autologer KMT bei Kindern mit ALL-Rezidiv als
Vakzine eingesetzt. Spezifisch wirksame CTL sollen durch zusitzliche Gabe von Interleukin
2 (IL2) zur Expansion gebracht werden. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass CTL, die
durch ein fremdes HLA-Antigen auf nicht ausreichend immunogenen Tumoren stimuliert
wurden, tumorspezifische Antigene erkennen und somit auch native Tumorzellen eliminieren

konnen.

Insgesamt hat der Fortschritt in der Leukdmiebehandlung deutliche Verbesserungen mit sich
gebracht, von denen viele Kinder mit dieser Erkrankung profitieren konnten. Obwohl
heutzutage etwa 80% der Kinder und Jugendlichen mit ALL eine komplette Remission
erreichen, in Remission bleiben und als langfristig geheilt gelten, stellen die Mdglichkeit und
das Auftreten eines Rezidivs auch fiir die erfolgreichsten Behandlungskonzepte eine grofle
Herausforderung dar. Um Heilung fiir moglichst alle Patienten zu erreichen, werden
standardisierte klinische Managementstrategien mit den neuesten Moglichkeiten und
Vorteilen bei der Krankheitserkennung, der molekularen Stratifizierung und dem effektivsten
Behandlungskonzept verkniipft. Verbesserte Ergebnisse bendtigen moglicherweise auch das
Einbeziehen weiterer innovativer Therapien, besonders solcher, bei denen die zu erwartenden
Nebenwirkungen nicht mit denen konventioneller Methoden {iberlappen und deren
Mechanismen nicht durch eine Kreuzresistenz chemotherapierefraktirer Leukdmiezellen
beeintrichtigt werden. Behandlungen, basierend auf immunvermittelten antileuk&dmischen
Reaktionen, mdgen in dieser Hinsicht geeignet sein. Bei Patienten, die allogene
hiamatopoetische Zellen als Teil ihrer Therapie erhalten, kann ein betrdchtlicher
therapeutischer Vorteil vom GvL Effekt erwartet werden. Durch ein genaueres Verstindnis
und eine bessere Kontrolle dieser Reaktion lieBe sich eine erweiterte Indikation fiir die
Stammzelltherapie erzielen. Voraussetzung hierfiir ist, dass die mit GvHD assoziierte
Toxizitit, die mit dem GvL Effekt verbunden ist, reduziert werden kann. Die Gabe von
Spenderlymphozyten Infusionen stellt eine Moglichkeit dar, dieses Ziel zu erreichen. Auch
durch die Entwicklung effektiver Immuntherapien fiir Leukdmiepatienten, die keine allogenen
Stammzellpréparate erhalten, sind weitere Fortschritte denkbar. Vielversprechende Ergebnisse
mit Zytokinen, Antikérpern, Immunotoxinen und aktivierten T-Zellen konnten in
tierexperimentellen Modellen und auch bereits in klinischen Studien gewonnen werden [60].
Die Umsetzung dieser Ideen und Ansétze in effektive klinische Strategien erfordert eine noch
engere Zusammenarbeit zwischen molekulargenetisch-immunologischer

Grundlagenforschung und klinischer Anwendung.
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Abbildung 1: Immunopathophysiologie der graft-versus-host disease
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(1) Durch die Konditionierung wird das Gewebe, v.a. die Darmmucosa, geschidigt. Bakterien
- Lipopolysaccharide gelangen vom Darmlumen in den Blutkreislauf (3) und stimulieren die
Sekretion der inflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-1 aus Empfiangermakrophagen.
Diese Zytokine erhohen die Expression von MHC-Antigenen und Adhésionsmolekiilen auf
dem Empfangergewebe, was die Erkennung der MHC- und Minor-Histokompatibilitits-
Antigene durch reife Spender-T-Zellen verstirkt. Die Spender-T-Zell-Aktivierung in Phase
(2) ist durch die Proliferation von Thl T-Zellen in Anwesenheit von IL-12 und der Sekretion
von IL-2 und IFN-y gekennzeichnet. IL-2 und IFN-y induzieren weitere T-Zell Expansion und
CTL- und NK-Zell Antworten und sie aktivieren mononukledre Phagozyten. Die CTL- und
NK-Zellen schidigen das Gewebe durch Perforin/Granzym, FasL, und TNF o [48].
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Abbildung 2: Gentherapeutische Vakzination
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Das Einbringen fremder cDNA in eine Tumorzelle kann diese fiir autologe T-Lymphozyten
als fremd erkennbar machen. Durch das Einbringen eines fremden MHC Klasse I Gens
werden 3 verschiedene zelluldre Mechanismen induziert.

Zum einen wird durch intrazelluldre Proteinsynthese ein intaktes allogenes MHC Klasse I
Protein an der Zelloberflache exprimiert.

Zusitzlich ist die Prozessierung dieses fremden MHC Antigens zu erwarten. Das prozessierte
Antigen wird durch den autologen MHC-I Rezeptor auf der Zelloberfldche présentiert.

Als dritter Mechanismus konnte im Tiermodell gezeigt werden, dal der fremde MHC-I
Rezeptor seinerseits Antigene prisentieren kann. Die Bindung eines solchen MHC-I/AG
Komplexes durch den T-Zell Rezeptor der CD8+ Zellen dient letzteren als Proliferations- und
Differenzierungssignal.
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Abbildung 3: T-Zell Kreuzreaktion
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Allogene HLA-Klasse I Gene konnen unter in vivo Bedingungen eine im Vergleich zu
anderen Fremdantigenen bis zu tausendfach stirkere zytotoxische Immunantwort induzieren.
Bei in vivo Untersuchungen zur autologen Zytotoxizitit gegeniiber allogenisierten
Tumorzellen erwies sich zudem, daBl es mdglich ist, eine spezifisch auch gegen native
Tumorzellen wirksame klonale Zellpopulation zu generieren: die Expression eines fremden
MHC-I Antigens auf Fibrosarkom/Adenomzellen induzierte bei Méusen eine zytotoxische T-
Zell-Antwort, die anschlieBend auch gegeniiber nicht modifizierten Tumorzellen zu
beobachten war und in vielen Fillen zu einer kompletten Tumorregression fiihrte
(Kreuzreaktion). Offensichtlich sind die zytotoxischen T-Zellen fiir eine Erkennung von
Tumorantigenen sensibilisiert worden. Weitere dhnlich aufgebaute Tierexperimente wurden
bei Miusen mit Leukdmie bereits 1984 und mit Mastozytom 1989 beschrieben.
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