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Abstract (Englisch)

Background: With regards to hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), rituximab (RTX;
a monoclonal antibody against the antigen CD20) is consistently used as an adequate treatment for
Epstein-Barr-Virus (EBV) infection and EBV-associated post-transplant lymphoproliferative
disease (PTLD). In other cases, it can also for example be used as a treatment option for
autoimmune hematologic diseases or for CD20 positive lymphoma. However, there is insufficient
knowledge about the immunological consequences and impact on immune reconstitution after

pediatric HSCT.

Objective: It is aimed to get further information for RTX related B cell damage and immune

globulin deficiency in the context of immune reconstitution after pediatric HSCT.

Methods: A retrospective single-center analysis of clinical and immunologic data of a cohort of
44 pediatric patients treated with RTX within 365 days after allogenic HSCT was done. This group
was compared to a second cohort of 44 matched control cases from the same population of 201
patients that received HSCT in our center between 2015 and 2020. Patients were observed for up

to 3 years post-HSCT. Median follow-up in the RTX group was 481 (84 — 1095) days.

Results: Despite similar overall outcome, RTX therapy led to a significantly delayed B cell
recovery (Difference in median: 162 days, p < 0.0001) and extended immunoglobulin deficiency
(Time point of last intravenous immunoglobulin (IVIG) substitution difference in median: 145
days, p < 0.0001), independent from the amount of RTX doses received. After initiation of RTX
treatment patients moreover showed significantly longer cumulative re-hospitalization durations
(Difference in median: 7 days, p = 0.033) and higher rates of systemic bacterial infections (38.6%
vs 13.6%, p = 0.029). Furthermore, a subgroup of 9 out of 24 patients (38%) from the patients in
the RTX group who were observed for more than 365 days after ending RTX treatment until the
end of the respective observation period developed prolonged immunoglobulin deficiency.
Subgroup allocation was associated with a significantly better response to RTX, and significantly
more secondary complications and re-hospitalizations compared to non-subgroup RTX patients

with similar observation times.

Conclusion: RTX depicts a significant risk for prolonged B cell damage and secondary infectious
complications when shortly given after HSCT. That can be compensated via IVIG substitution and
specific treatment of complications. It is recommended that the first indication for RTX treatment

should be considered carefully and generally not at EBV levels <10000 Copies/ml blood and in a
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shared decision-making process with caretakers. Further research into predisposition factors for

RTX sensitivity is recommended.
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Abstrakt (Deutsch)

Hintergrund: Im Rahmen der hdmatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) wird
Rituximab (RTX) als hochwirksame Behandlung der Epstein-Barr-Virus (EBV) Infektion und der
EBV-assoziierten posttransplantierten lymphoproliferativen Erkrankung (PTLD) eingesetzt. In
geringerem Umfang wird es auch in anderen Situationen verwendet. Das Wissen {iiber
immunologische Folgen und Auswirkungen auf die Immunrekonstitution nach pédiatrischer

HSZT ist jedoch unzureichend.

Ziel: Weitere Einblicke in RTX-bedingte B-Zellschiden und Immunglobulinmangel im

Zusammenhang mit der Immunrekonstitution nach pédiatrischer HSZT zu gewinnen.

Methoden: Es wurde eine retrospektive monozentrische Analyse klinischer und immunologischer
Daten einer Kohorte von 44 padiatrischen PatientIlnnen durchgefiihrt, die innerhalb von 365 Tagen
nach allogener HSZT mit RTX behandelt wurden. Diese Gruppe wurde mit einer zweiten Kohorte
von 44 gematchten Kontrollfdllen (Kontrolle) aus derselben Population von 201 PatientInnen, die
zwischen 2015 und 2020 in unserem Zentrum eine HSZT erhielten, verglichen. Die PatientInnen
wurden bis zu 3 Jahre nach der HSZT beobachtet. Die mediane Beobachtungszeit in der RTX-
Gruppe betrug 481 (84 — 1095) Tage.

Ergebnisse: Trotz dhnlichem Gesamt-Outcome fiihrte die RTX-Therapie zu einer signifikant
verzogerten B-Zell-Erholung (Differenz im Median: 162 Tage, p < 0,0001) und verldngertem
Immunglobulinmangel (Zeitpunkt der letzten intravendsen Immunglobulin (IVIG) Substitution,
Differenz im Median: 145 Tage, p < 0,0001), unabhéngig von der Menge der erhaltenen RTX-
Dosen. Nach Beginn der RTX-Behandlung zeigten die Patientlnnen dariiber hinaus signifikant
langere kumulative Rehospitalisierungszeiten (Differenz im Median: 7 Tage, p = 0,033) und
hohere Raten systemischer bakterieller Infektionen (38,6 % vs. 13,6 %, p =0,029). Dariiber hinaus
entwickelte eine Untergruppe von 9 aus 24 PatientInnnen (38 %) der PatientInnen in der RTX-
Gruppe, die ldnger als 365 Tage nach Beendigung der RTX-Behandlung bis zum Ende der
jeweiligen Beobachtungsperiode beobachtet wurden, einen anhaltenden Immunglobulinmangel.
Die RTX Patientlnnen Subgruppe war mit einem signifikant besseren Ansprechen auf RTX und
signifikant mehr sekundédren Komplikationen und erneuten Rehospitalisierungen im Vergleich zu

den nicht Subgruppen RTX-Patientlnnen mit &hnlichen Beobachtungszeiten assoziiert.

Schlussfolgerung: RTX birgt ein signifikantes Risiko fiir anhaltende B-Zell-Schiden und

sekunddre infektiose Komplikationen, wenn es kurz nach HSZT verabreicht wird, das durch IVIG-

12



Substitution und spezifische Behandlung von Komplikationen kompensiert werden kann. Es wird
empfohlen, dass die anfangliche Indikation fiir eine Behandlung mit RTX sorgfiltig und im
Allgemeinen nicht bei EBV-Werten < 10.000 Kopien/ml Blut und in einem gemeinsamen
Entscheidungsprozess mit den Behandelnden gepriift werden sollte. Weitere Forschung zu

Pradispositionsfaktoren fiir RTX-Empfindlichkeit wird empfohlen.
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Einleitung

1.1 Klassische Theorie vom Aufbau des Immunsystems

Das Immunsystem kann grob unterteilt werden in eine angeborene und eine erworbene
Immunreaktion. Es bezeichnet ein interaktives Netzwerk aus Immunzellen, den Lymphorganen
wie die Lymphknoten und die Milz, Zytokinen und humoralen Faktoren. Eine Unteraktivitét des
Immunsystems begiinstigt die Entwicklung von schweren Infektionen sowie Tumoren, die mit
Immunschwiiche assoziiert sind. Eine Uberaktivitit hingegen fiihrt zu Allergien sowie

Autoimmunerkrankungen (McComb et al., 2019, Parkin and Cohen, 2001).

1.1.1 Angeborene Immunreaktion/Immunsystem

Die angeborene Immunantwort gegen Krankheitserreger basiert auf verschiedenen
Abwehrmechanismen, die bereits seit der Geburt vorhanden sind. Es bendtigt keine Pragung oder
Anpassung an bestimmte Antigene. Daher ist dieses sofort nach Kontakt mit pathologischen
Erregern aktiv. Diese Reaktion basiert auf der Interaktion von den sogenannten pathogen-
associated-molecular-patterns (PAMP) auf pathologischen Erregern mit den vielféltigen pattern
recognition receptors (PRR) auf den Immunzellen und anschlieBender Phagozytose (grafisch
dargestellt in Abbildung 1a). Durch die zum Beispiel in neutrophilen Granulozyten vorkommende
NADPH-Oxidase konnen Erreger iiber die Bildung von Sauerstoffradikalen eliminiert werden
(Abbildung 1c¢). Aufgrund dieser sofortigen erregerunspezifischen Reaktion wird sie auch als
unspezifische Immunantwort beschrieben (Amboss, 2022, Sattler, 2017). Die physikalischen,
chemischen und biologischen Mechanismen der angeborenen Immunantwort dulern sich in
unterschiedlichen Formen. Die erste Barriere vor dem Eindringen von pathologischen Antigenen
bilden eine intakte Haut und Schleimhéute. Schleimhéute produzieren dabei Substanzen, die vor
pathologischen Erregern schiitzen (zum Beispiel Lysozym, Laktoferrin oder IgA). Zudem
schiitzen Reflexe wie der Hustenreflex ebenfalls vor eindringenden Erregern (Amboss, 2022, La
Fataetal., 2018, Nguyen and Soulika, 2019). Auf zelluldrer Ebene sorgt die Expression des Major-
Histocompatability-Complex 1 (MHC-1) zur Prisentation von Proteinbruchstiicken aus dem
Inneren aller kernhaltigen Zellen fiir die Erkennung von atypischen, entarteten sowie viralen
Proteinen und fiihrt dementsprechend zur Abtdtung durch zytotoxische T-Zellen (Amboss, 2022,
Vartabedian et al., 2016, Wubben et al., 2021). Der MHC-1 ist ein Komplex von Genen, welcher
die Oberflichenantigene humanes Leukozyten Antigen (HLA) A, B und C exprimiert (Amboss,
2022, Andreani et al., 2020). In einigen Féllen verhindern Viren die Expression von MHC-1 auf

der Zelloberfliche. Das kann durch natiirliche Killerzellen (NK) erkannt werden, worauf die
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Abtotung der jeweiligen Zelle durch Initiierung von Apoptose durch die NK erfolgt. Dieser Verlust
von HLA-Antigenen wird auch als Loss-of-self Theorie bezeichnet (Kérre, 1995). Zudem sorgt der
MHC-2 Genkomplex fiir die Expression der Zellmembranproteine HLA DR, DQ und DP. Diese
Antigene befinden sich auf antigenprisentierenden Zellen (dendritische Zellen,
Makrophagen/Monozyten und B-Zellen), welche durch Phagozytose exogenes Material zerlegen
und {iber MHC-2 Rezeptoren auf ihrer Zelloberfliche présentieren konnen. Diese
Antigenprasentation kann CD4 positive T-Helferzellen aktivieren und somit eine Schnittstelle von
angeborener und erworbener Immunantwort darstellen (Amboss, 2022, Okamura et al., 2021).
Daneben sorgen humorale Mechanismen der angeborenen Immunantwort fiir die Einleitung einer
weitergehenden Immunantwort durch Weitung der Gefile und Erhéhung der
GefaBdurchlédssigkeit, Elimination von pathologischen Erregern und Proliferation, Aktivierung
und Chemotaxis von Leukozyten. Diese humoralen Mechanismen werden gebildet durch Akute-
Phase-Proteine wie das C-reaktive-Protein (CRP), das Komplementsystem (Abbildung 1b) und
proinflammatorische Zytokine wie zum Beispiel Interferone (Amboss, 2022, Conigliaro et al.,
2019, Gabay and Kushner, 1999, Spangler et al., 2015). Eine weitere Komponente des
angeborenen Immunsystems sind y0-T-Zellen, die 5% der gesamten T-Zellen ausmachen. Diese
Zellen befinden sich vorzugsweise in epithelialem Gewebe und sind beteiligt an Immunprozessen
wie die Kontrolle von Tumorwachstum, die Regulationen von verschiedenen angeborenen
Immunreaktionen (wie zum Beispiel Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten) und an der
Erhaltung von verschiedenen Geweben (wie Lungen oder Knochengewebe). Zudem verbessern
v0-T-Zellen das Engraftment nach einer himatopoetischen Stammzelltransplantation (HSZT) und
die Immunrekonstitution, 16sen eine Graft versus Leukdmie (GvL) Reaktion aus, haben eine
direkte lytische Wirkung auf pathologische Zellen, ohne durch antigenprédsentierende Zellen
aktiviert werden zu miissen und haben antivirale Wirkungen, ohne eine graft-versus-host-

Erkrankung (GvHD) zu provozieren (de Koning et al., 2016, Ribot et al., 2021).
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Abbildung 1: Prozesse der Phagozytose. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Kiihn

entnommen aus Piischel G. et al. Taschenlehrbuch Biochemie, Seite 669, Abbildung 24.3.
24.Oktober 2018. ISBN: 9783132429024, DOI: 10.1055/b-006-163310 (Kiihn, 2018).
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1.1.2 Erworbene Immunreaktion/Immunsystem

Die adaptive/erworbene Immunantwort beruht auf Antigen-spezifischen Zellen, die aktiviert
werden miissen, um Malnahmen zu ergreifen. Die Aktivierung erfolgt typischerweise in
Zusammenspiel mit einer Antigenprisentation durch Zellen des angeborenen Immunsystems.
Somit folgt die erworbene Immunantwort auf die angeborene Immunantwort. Das macht die
erworbene Immunantwort langsamer, aber aufgrund der hohen Spezialisierung effektiver. Diese
Vernetzung ist in Abbildung 2 dargestellt. Gelangt derselbe Erreger im Laufe des Lebens erneut
in den Korper, erkennt das erworbene Immunsystem dies sofort und verhindert so
erregerspezifisch und effektiv die Ausbreitung der Infektion. Die unterschiedlichen
Reaktionswege der erworbenen Immunitit sind eng mit den drei Subtypen der T-Zellen
verbunden, aber unter besonderen Umstédnden kdnnen B-Zellen auch unabhidngig von T-Zellen
aktiviert werden und eine Immunantwort einleiten (Amboss, 2022, Dong, 2021, Mauri and Bosma,
2012). Zunéchst konnen CDS positive T-Zellen durch die Antigenprisentation iiber MHC-1 die
betroffenen Zellen direkt lysieren oder die Apoptose durch Perforine und Proteasen einleiten
(Amboss, 2022, Atkinson and Bleackley, 1995). Daneben gibt es die zelluldr vermittelte Typ-1
Reaktion, die tiber T-Helferzellen 1 (Thl-Zellen) lauft (Untergruppe der CD4 positiven T-
Helferzellen). Dabei sorgt eine Interaktion von Th1-Zellen mit Makrophagen fiir eine Stimulation
ersterer, welche dann Zytokine produzieren. Die Zytokine stimulieren Makrophagen und CDS8
positive zytotoxische T-Zellen (positive Verstirkung) mit dem Ziel eine Immunantwort auf
intrazelluldre Erreger auszulosen. Gleichzeitig sorgen diese Zytokine fiir eine Hemmung der Typ-
2 Reaktion. Diese besteht aus einer humoralen Reaktion durch Th2-Zellen (weitere Untergruppe
der CD4 positiven T-Helferzellen). Dabei geht die Reaktion von B-Zellen aus, welche Antigene
iiber Ig an der Zellmembran (IgM oder IgD) erkennen und phagozytieren konnen. Darauf folgt
eine Interaktion von Th2-Zellen und B-Zellen, welche via MHC-2 Interaktion zu einer
Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen sorgt. Plasmazellen produzieren dann
erregerspezifische Antikérper (Ig) mit dem Ziel eine Immunantwort auf extrazelluldre Erreger
auszulosen. Gleichzeitig wird die Typ-1 Antwort gehemmt, indem die Aktivierung der
Makrophagen durch negatives Feedback verhindert wird (Amboss, 2022, Dong, 2021). Zuletzt
konnen sich B-Zellen auch unabhingig von T-Zellen durch Phagozytose von Antigenen aktivieren.
Dabei wird diese Reaktion insbesondere durch Polysaccharide ausgelost. Dies fiihrt anschlieBend
zur Bildung von IgM und es findet kein Ig-Klassenwechsel statt (Amboss, 2022, Mauri and
Bosma, 2012). CD4 positive Th-Zellen differenzieren je nach Stimulation nach

Antigenprasentation iiber MHC-2 durch Zytokine weiterhin jeweils zu unterschiedlichen Th-
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Subpopulationen wie Thl, Th2, Th9, Thl17, Th22 oder follikuldire Th-Zellen. All jene
unterschiedliche Th-Zellen sind dann jeweils von sich aus toxisch oder aktivieren CD8 positive
Effektor-T-Zellen oder B-Zellen, welche dann Antikorper produzieren (de Koning et al., 2016, Fu
et al., 2014). Nach einer abgelaufenen Immunreaktion mit T-Zell-Expansion bilden sich die Th-
Zellen ebenso wie die CDS8 positiven zytotoxischen T-Zellen zuriick, wihrend einige verbleiben

und T-Gedachtniszellen bilden.
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Abb. 24.2 Dichotomie des menschlichen Immunsystems. Das menschliche Immunsystem
besteht aus einem adaptiven und einem nicht adaptiven Subsystem. Beide Subsysteme
verfiigen Giber zelluldre und humorale Abwehrmechanismen. Die 4 Teilsysteme beeinflussen
sich gegenseitig. So verfligen z. B. Makrophagen und Dendritische Zellen (iber nicht adap-
tive Pathogenerkennungsmechanismen. Gleichzeitig prasentieren sie bearbeitete Pathogen-
komponenten und ermdglichen damit T-Lymphozyten die Antigenerkennung. Dadurch wer-
den beide Subsysteme miteinander verbunden. Auch innerhalb der beiden Subsysteme gibt
es enge Verbindungen zwischen den zelluliren und humoralen Asten. So gehdren z. B. B-
Lymphozyten als antikérperproduzierende Zellen zum humoralen Ast des adaptiven Immun-
systems. Sie sind gleichzeitig professionell antigenprasentierende Zellen und ermdglichen
damit die Antigenerkennung durch T-Lymphozyten (zelluldres System). Weiterhin wirken
Antigen-Antikorper-Komplexe, die im Rahmen der humoralen adaptiven Immunreaktion
entstehen, als klassische Aktivatoren des Komplementsystems (C;-Aktivierung), das Be-
standteil des humoralen nicht adaptiven Immunsystems ist.

Abbildung 2: Vernetzung des angeborenen sowie erworbenen Immunsystems. Mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Kiihn entnommen aus Piischel G. et al. Taschenlehrbuch
Biochemie, Seite 666, Abbildung 24.2. 24.Oktober 2018. ISBN: 9783132429024, DOI: 10.1055/b-
006-163310 (Kiihn, 2018).
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Weiterhin gibt es T-regulatorische Zellen (Treg-Zellen), welche eine immunsuppressive Wirkung
auf das angeborene sowie erworbene Immunsystem ausiiben. Diese Zellen verhindern die
Proliferation und Zytokinsekretion bei T- und B-Zellen, NK, natiirliche Killer-T-Zellen,
dendritische Zellen, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und y36-T-Zellen. Zudem bilden
diese Zellen eine wichtige Komponente der zentralen sowie peripheren Autoimmuntoleranz (de
Koning et al., 2016, Okeke and Uzonna, 2019). Ein Uberblick aller einzelnen B-Zell-Vorstufen
wird in Abbildung 3 gegeben. CD20 wird erst auf B-Zellen exprimiert, nachdem die
Rekombination der schweren und leichten Ketten stattgefunden hat und die B-Zellen den IgM B-
Zell-Rezeptor auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Darauthin exprimieren die B-Zellen so lange
CD20, bis diese zu Plasmazellen und B-Gedéchtniszellen differenzieren und Ig sekretieren (Arai

and Miklos, 2010).

1) Rekombination der schweren und leichten Ketten

2) Klonale Deletion und positive Selektion Lymphknoten
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Abbildung 3: Entwicklungsstadien der B-Zellen inklusive CD-Prigung. Entnommen und
modifiziert aus Arai S. Rituximab in hematopoietic cell transplantation. Expert Opin Biol Ther.
2010 Jun. 1471-2598. Doi: 10.1517/14712598.2010.485982. PMID: 20420511. Figur I (Arai and
Miklos, 2010). Urspriinglich basierend auf (Small et al., 2009). CD20 exprimierende und von
RTX erfasste Zellen sind durch die graue Linie mit der Schrift CD20 unterhalb der Abbildung

hervorgehoben.
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1.1.3 Immundefekte

Die komplexe Funktion des Immunsystems zeigt sich insbesondere dann, sobald es seine volle
Funktion nicht mehr ausiibt. Es gibt primdre Immundefekte des angeborenen sowie erworbenen
Immunsystems. Dabei helfen klinische Parameter, festgelegt durch Intensitit, Erreger,
Lokalisation, Verlauf und Anzahl der Infektionen, zu differenzieren, ob es sich bei der
Infektanfalligkeit um eine normale oder krankhafte handelt. So sind zum Beispiel mehr als acht
Minorinfektionen im Kleinkindalter, die auch chronisch wiederkehren, ein Leitsymptom fiir eine
krankhafte Infektanfilligkeit. Aber auch Gedeihstérungen, auffillige Laborwerte (wie zum
Beispiel Lympho-/Neutropenie oder Ig-Mangel) und Komplikationen nach Lebendimpfungen
konnen Anzeichen eines Immundefektes sein (Kalden and Eger, 2011, Parkin and Cohen, 2001,
Amboss, 2022). Insgesamt gibt es circa 300 angeborene Immundefekte und mit Ausnahme des
selektiven IgA-Mangels kommen andere primire Immundefekte mit einer allgemeinen Privalenz
von 1:10000 selten vor. Ursache ist meist ein Gendefekt. Man unterscheidet bei Immundefekten
des erworbenen Immunsystems zwischen T-Zell-, B-Zell- und kombinierten T/B-Zell-Defekten.
Die Ursachen von T-Zell-Defekten sind sehr unterschiedlich und kénnen bedingt sein durch
fehlerhafte oder unvollstindig gebildete T-Zellen. Klassische Beispiele von T-Zell-Defekten sind
das Wiskott-Aldrich-Syndrom (X-chromosomal-rezessiv vererbtes Syndrom mit Beeinflussung
der T-Zell-, Erythro- und Thrombozytenfunktion) oder das DiGeorge-Syndrom
(Mikrodeletionssyndrom des Chromosoms 22 mit Entwicklungsstérung der Kiemenbdgen und
fehlender Thymusdriise, was eine ausbleibende T-Zell-Reifung zur Folge hat). Der haufigste B-
Zell-Immundefekt mit einer Pravalenz von 1:4000 beziehungsweise 1:1000 ist der selektive IgA-
Mangel, wobei hier die B-Zellen unfahig sind, das IgA zu produzieren. Dabei entwickeln viele
PatientInnen keine Symptome. In ausgeprégteren Féllen treten vermehrt Infekte in der Lunge und
im Darm auf. Daneben gibt es die Common-variable-immunodeficiency-disorder (CVID), bei dem
B-Zellen vorhanden, jedoch in ihrer Funktion Ig zu sezernieren eingeschriankt sind. Dabei fallt
dieses Syndrom erst im jungen Erwachsenenalter auf, da die B-Zellen mit der Zeit immer
schlechter ausreifen und sozusagen erschopfen. Charakteristisch bei diesem Immundefekt sind
hiufige Lungeninfektionen mit kumulativem Lungenschaden sowie chronische Diarrhoen. Bei der
Bruton-Agammaglobulindmie/Hypogammaglobulindmie dagegen sind wenige bis gar keine B-
Zellen vorhanden, sodass PatientIlnnen an einem absoluten Ig-Mangel aller Klassen leiden. Diese
PatientInnen wiirden ohne Therapie an lebensgefahrlichen Infektionen versterben. Die schwerste
Form des Immundefekts stellt der schwere kombinierte Immundefekt (severe-combined-

immunodeficiency-disorder (SCID)) dar. Hier besteht ursichlich ein T-Zell-Defekt, welcher mit
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einem B-Zell- oder NK-Defekt kombiniert sein kann. Diese Erkrankung endet mit einer Pravalenz
von 1-5/100.000 Neugeborenen ohne Therapie ebenfalls letal (Amboss, 2022, Kalden and Eger,
2011).

1.1.3.1 Behandlungsmoglichkeiten

Manche der oben genannten Erkrankungen wie der selektive IgA-Mangel bendtigen meistens
keine Therapie beziehungsweise eine supportive Therapie. Diese besteht vor allem in der Gabe
von Antibiotika, Ig, Antimykotika, Virostatika sowie weitere unterstiitzende MaBnahmen wie zum
Beispiel Allgemein- und Mundhygiene, Impfungen, Temperaturiiberwachungen und Routine-
Vorsorgeuntersuchungen. Patientlnnen mit einer Bruton-Agammaglobulinimie sowie CVID
bendtigen vor allem eine addquate und regelméBige Ig-Substitution, welche intravends sowie
subkutan erfolgen kann. Erkrankungen wie das Wiskott-Aldrich-Syndrom und die SCID koénnen
nur mit einer allogenen HSZT behandelt werden und enden ansonsten letal. Patientlnnen mit einem
DiGeorge-Syndrom konnen hingegen an spezialisierten Zentren mit einer Thymustransplantation
behandelt werden. Bei ihnen ist eine HSZT kontraindiziert. Vielversprechend, jedoch aktuell noch
hiufig mit schweren/limitierenden Nebenwirkungen verbunden und nur in experimentellem
Rahmen verfiigbar ist eine ex vivo oder in vivo Gentherapie mit Ersatz oder Reparatur der

krankhaften Gene (Kalden and Eger, 2011, Amboss, 2022).
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1.2 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die HSZT ist eine kurative Therapieoption flir viele angeborene maligne sowie benigne
Grunderkrankungen. HSZ bringen wihrend des gesamten Lebens Zellen des Blut- und
Immunsystems hervor. Zunéchst entwickeln sich die HSZ in der Embryonalzeit an verschiedenen
anatomischen Stellen wie in der mesodermalen Keimschicht, aus der die Hadmangioblasten
hervorgehen (Barriga et al., 2012, Huber et al., 2004). Darauthin entstehen erythroide
Vorlduferzellen aus dem Dottersack, welche die finale Differenzierung in der Leber durchlaufen
(Barriga et al., 2012, Gekas et al., 2005). HSZ mit der Fahigkeit der kompletten Himatopoese
befinden sich zunichst in der Aorto-gonadalen-mesonephrischen Region (AGM-Region). Dies ist
jedoch nur fiir eine kurze Zeit in wenigen Zellen der Fall. Anschlieend kommen die HSZ des
Dottersacks und der AGM-Region in der fetalen Leber zusammen. Von dort verlagert sich die
Héamatopoese in das Knochenmark (KM) (Barriga et al., 2012, Ema and Nakauchi, 2000). Zum
ersten Mal wurde 1961 von der Existenz von HSZ durch James Till und Ernest McCulloch
berichtet (Barriga et al., 2012, Till and McCulloch, 2012). Spater wurde von Stammzellnischen
als hochspezialisierte Orte im KM berichtet, wo sich die HSZ befinden (Barriga et al., 2012,
Schofield, 1978). Dabei gibt es viele anatomische Orte fiir diese Nischen. Es entstehen zunichst
radiale Arterien aus zentralen Léngsarterien in R6hrenknochen. Diese zweigen dann in Arteriolen
in der Ndhe des Endosteums aus. Von dort aus gehen diese in der KM-Hohle in vendses Endothel
iiber. AnschlieBend vereinen sich die vendsen Sinusoide in einem zentralen Sinus. Obwohl dieses
Gewebe gut durchblutet ist, ist das KM grundsétzlich ein hypoxisches Gewebe mit der niedrigsten
Sauerstoffkonzentration im Bereich der zentralen Sinusoide in der KM-Hohle (Nombela-Arrieta
et al., 2013, Sipkins et al., 2005, Spencer et al., 2014). Grob eingeteilt gibt es dementsprechend
die arterioldre und die sinusoidal-megakaryozytire KM-Nische, wobei unklar ist, ob es sich dabei
um zwei unterschiedliche Nischen handelt (Calvi and Link, 2015, Crane et al., 2017). HSZ lassen
sich tliber die Bildung von CD34 auf ihrer Zelloberfldche charakterisieren (Niethammer et al.,

2013, Thomas et al., 1975a, Thomas et al., 1975b).

Die KM-Transplantation und damit die HSZT wurde in den 60er Jahren erforscht und das erste
Kind wurde 1975 erfolgreich in Deutschland transplantiert. Eine HSZT lduft klassischerweise in
mehreren Stadien ab. Zundchst werden die HSZ entnommen. Dann erfolgt iiblicherweise eine
Therapie aus einer Polychemotherapie und/oder Ganzkorperbestrahlung (TBI), welche auch
Konditionierung genannt wird. Wéhrend dieses Prozesses werden die entnommenen HSZ
beziehungsweise das Transplantat gegebenenfalls modifiziert/manipuliert und nach der

Konditionierung der Patientlnnen verabreicht. Der Tag der HSZT wird als Tag O definiert.
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AnschlieBend folgt die Phase des Engraftments, wihrenddessen sich das neue Immunsystem bildet

(Barriga et al., 2012, Niethammer et al., 2013).

1.2.1 HSZ-Entnahme

HSZ konnen aus drei unterschiedlichen Quellen stammen. Sie stammen entweder aus KM,
peripherem Blut oder Nabelschnurblut. Das KM-Transplantat wird iiber Aspiration von KM durch
Punktionen an verschiedenen Stellen des hinteren Beckenkamms gewonnen. Die HSZ aus
peripherem Blut werden leukapharesiert, nachdem sie iiber eine Anwendung von
Granulozytenkolonien-stimulierenden-Faktor (G-CSF) im Blut des Spenders mobilisiert wurden.
Die HSZ aus Nabelschnurblut werden direkt aus der frischen Nabelschnur kurz nach einer
Entbindung extrahiert (Barriga et al., 2012). Obwohl Stammzellen aus peripherem Blut (PBSZ)
heutzutage aufgrund der schnelleren Immunrekonstitution, des schnelleren Engraftments und der
nicht-invasiven Entnahme fiir 70-90% aller HSZT verwendet werden, sind KM-Transplantate
immer noch die obligatorische Wahl bei Kindern mit aplastischer Andmie und vorzugsweise die
Transplantate der Wahl bei haploidenten HSZT und benignen Grunderkrankungen, da sie ein
geringeres GvHD-Risiko (vor allem chronisch) und eine geringere nicht-Rezidiv-Mortalitit
vorweisen. Dafiir iiben KM-Transplantate einen geringeren GvL-Effekt aus (Gorin, 2019, Ayuk
and Balduzzi, 2019). Die empfohlene Mindestkonzentration von zu transplantierenden CD34
positiven HSZ bei Kindern beim KM-Transplantat betrigt >2,0 x 10%/Kilogramm Korpergewicht
(kgKG) bei autologen und >4,0 x 10%/kgK G bei allogenen HSZT (Wuchter, 2019). Die empfohlene
Mindestkonzentration von CD34 positiven HSZ bei PBSZ betriigt 8,0 x 10%kgkG. Bei leichteren
Kindern kann die HSZ-Konzentration aber auch niedriger sein (Ayuk and Balduzzi, 2019).

1.2.2 Arten der Transplantation

HSZ werden entweder mit einer autologen Absicht (also zur Anwendung bei derselben kranken
Person, von der die HSZ stammen) oder allogenen Absicht (von einer Spenderln fiir eine kranke
Person) transplantiert. Dabei gibt es unterschiedliche Spenderformen, die maf3geblich von der
Ubereinstimmung der HLA-Antigene abhingen und dementsprechend hierarchisch priferiert
werden. Generell gesprochen sind moglichst HLA-identische Transplantate die erste Wahl bei
benignen Grunderkrankungen. Ein Match der HLA-Antigene zwischen SpenderInnen und
EmpfangerInnen ist dann gegeben, wenn die HLA-Antigene in >9 Antigenen {ibereinstimmen.
Bei einer Ubereinstimmung von <8 Antigenen spricht man von einem Mismatch. Bei malignen
Grunderkrankungen kann eine leichte Inkompatibilitdt von Vorteil sein aufgrund einer

induzierten GvL-Reaktion. Grundlegend sind HLA-kompatible GeschwisterspenderInnen
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(matched sibling donor, MSD) die SpenderIn der ersten Wahl. Darauf folgen HLA kompatible
verwandte, nicht Geschwisterspenden (matched related donor, MRD), dann HLA-kompatible
fremde Spenden mit einer Ubereinstimmung von >9/10 Antigenen (matched unrelated donor,
MUD) und zuletzt HLA-inkompatible Spenden (verwandt: die Kompatibilitdt wird hier
haploident genannt, wenn die HLA-Antigene zur Hélfte {ibereinstimmen oder allgemein
mismatched related donor (MMRD) oder nicht verwandt: mismatched unrelated donor, MMUD).
Dabei ist bei diesen Konstellationen vor einer Transplantation eine Graft Manipulation obligat

(Barriga et al., 2012, Ayuk and Balduzzi, 2019).

1.2.3 Konditionierung und Immunsuppression

Die auf die HSZ-Entnahme folgende Konditionierung hat drei Zwecke: Erstens sollen mit dieser
Therapie, im Falle einer malignen Grunderkrankung wie zum Beispiel einer Leukimie, ein
antitumoraler Effekt erzielt werden. Zweitens soll die Konditionierung eine suffiziente
Immunsuppression bieten, um sicherzustellen, dass die neuen HSZ anwachsen und keine GvHD
auslosen oder eine AbstoBBung der HSZ stattfindet. Und drittens sollen die alten Stammzellnischen
mit der Therapie frei und zugédnglich gemacht werden fiir die neuen HSZ. Dabei hingt die Art der
Konditionierungstherapie von verschiedenen Faktoren ab, wie zum Beispiel ob autologe oder
allogene HSZ transplantiert werden. Einige Chemotherapeutika wirken eher myeloablativ wie
Melphalan oder Busulfan, wéhrend andere Chemotherapeutika wie Fludarabin oder Cytarabin eher
lymphodepletierend wirken. Es ist {iblich, dass bei einer allogenen HSZT im Gegensatz zu einer
autologen HSZT eher eine Serotherapie wie Antithymozytenglobulin (ATG) oder Alemtuzumab
zur zusétzlichen Immunsuppression angewendet wird. Aullerdem ist die Konditionierungstherapie
von den teils haus- und krankheitsspezifischen Therapieprotokollen abhingig. Zudem sind
klassischerweise Konditionierungen fiir unverwandte und ungematchte Spenderlnnen intensiver
und dementsprechend toxischer als zum Beispiel bei MSD. Weitere Faktoren, die fiir die optimale
Konditionierung relevant sind, sind neben der Grunderkrankung und die Art der HSZ-Spenderln
das Alter der Patientln, Komorbidititen und die Organ-spezifische Toxizitdt. Das
Konditionierungsregime zwischen Erwachsenen und Kindern sowie Jugendlichen unterscheidet
sich ebenfalls. So sind Konditionierungen fiir Kinder und Jugendliche eher myeloablativer Natur.
Zudem muss zwischen malignen sowie benignen Grunderkrankungen unterschieden werden, da
bei einer malignen Grunderkrankung ein GvL Effekt — also einer Immunreaktion des neuen,
transplantierten Immunsystems gegen die malignen entarteten Zellen - erwiinscht ist, welcher
durch eine geringere Immunsuppression erreicht werden kann. Fiir benigne Grunderkrankungen

ist das oberste Ziel eine GVHD zu vermeiden und dementsprechend die Immunsuppression stérker.
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Weiterhin wurden im Laufe der Zeit spezielle Konditionierungsprotokolle mit neuartigen
Chemotherapeutika wie Treosulfan fiir allogene HSZT von uniiblichen SpenderInnen wie MMUD,
NabelschnurblutspenderInnen und haploidente Spenderlnnen entwickelt (Nagler and Shimoni,

2019).

1.2.4 Manipulation des Transplantats

Nun gibt es mehrere Moglichkeiten, das Transplantat zu bearbeiten, um es je nach Situation der
PatientIn anzupassen und eine suffizientere Immunrekonstitution zu gewéhrleisten. Die in dem
Kontext relevantesten Arten der Manipulation des Transplantats sind die Plasma- und
Erythrozytendepletion, die CD34-Selektion und die T-Zell Depletion. Die Plasma- und
Erythrozytendepletionen gehdren zu den physischen Manipulationen. Dabei sorgt eine
Plasmadepletion fiir die Auswaschung von unerwiinschten Proteinen oder Antikoagulanzien. Die
Erythrozytendepletion ist insbesondere flir die Transplantation von KM relevant, um nicht
kompatible Erythrozyten der SpenderIn zu depletieren und unerwiinschte Immunreaktionen zu
vermeiden. Die CD34-Selektion war die erste Art der Manipulation, die mit einer geringen T-Zell
Konzentration und einem dementsprechend niedrigen GvHD-Risiko einherging (Handgretinger et
al., 2001, Ringhoffer et al., 2004). Dabei konnen hier weitere additionale Gaben von Immunzellen
wie unmanipulierte Spenderlymphozyteninfusionen (DLI) zum CD34 selektierten Transplantat
genutzt werden, um eine ideale Zusammensetzung entsprechend der individuellen
PatientInnenbediirfnisse zu erreichen. Dies bietet sich insbesondere bei der geringen Menge des
CD34 selektierten Transplantats an. T-Zell depletierte Transplantate hingegen, weisen eine
groflere Menge an Zellen und eine niedrige Zahl an T-Zellen auf. Die Herstellung von T-Zell-
depletierten Transplantaten erfolgt dabei in hochspezialisierten Laboren anhand eines komplexen
und mehrstufigen  Protokolls, sodass diese nicht in allen Entnahme- und
Stamzelltransplantationszentren zur Verfiigung steht. Innerhalb der T-Zell-Depletionen muss
weiterhin zwischen CD3- und T-Zell-Rezeptor-aff (TZRof) Depletion unterschieden werden.
CD3-depletierte Transplantate sind fast vollstindig T-Zell-depletierte Transplantate mit ansonsten
groflen, unberiihrten Mengen an antileukdmischen Zellen wie NK, wodurch eine effiziente
Rekonstitution und GvHD-Prophylaxe gewéhrleistet sind. In TZRap—depletierten Transplantaten
wird gezielt die Menge af positiver T-Zellen, die 95% aller T-Zellen bilden, reduziert. Dabei ist
die Effizienz der Depletion besser als bei der CD3-Depletion und vergleichbar mit der CD34-
Selektion. Jedoch besitzen diese Transplantate den Vorteil einer im Gegensatz zur CD34-Selektion
schnelleren Expansionsrate und einer sehr geringen chronischen sowie akuten GvHD-Rate

(Kaynar et al., 2017, Lang et al., 2015, Locatelli et al., 2017, Maschan et al., 2016). Neben der T-
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Zell-Depletion konnen diese Transplantate auch CD19 depletiert werden. Dies sorgt fiir eine
Aussortierung von B-Zellen und damit fiir eine Prophylaxe der PTLD (Federmann et al., 2012,
Lang et al., 2014). Im Falle von insuffizienten, das heifit schlecht anwachsenden, Transplantaten
konnen Stammzellboosts (CD34 selektierte Produkte) von derselben Spenderln angewendet
werden (Remberger et al., 1998). Zudem konnen T-Zellen auch fiir verschiedene Situationen wie
mangelnde T-Zell Immunitit als sogenanntes Addback neben dem grundlegenden Transplantat
separat verabreicht werden. Die richtige Dosis der T-Zellen ist dabei abhidngig vom HLA
Matching, dem T-Zell Chimédrismus der PatientInnen und der Zeit nach der HSZT, wann dieses

Addback verabreicht wird (Schumm et al., 2019).

1.2.5 HSZ-Gabe und Engraftment

Im Anschluss an die Konditionierung werden HSZ-Transplantate entweder autolog
(kryoasserviert) oder allogen (vorzugsweise frisch, in Ausnahmesituationen aber auch
kryoasserviert) zur Regeneration des Blut- und Immunsystems transplantiert (Gorin, 2019). Dabei
ist es wichtig, dass das Transplantat in den oben beschriebenen HLA-Antigenen moglichst genau
mit dem urspriinglichen Immunsystem der EmpfangerIn iibereinstimmt. Andernfalls erhoht sich
das Risiko, dass zytotoxische T-Zellen der Spenderln auf die fremden MHC-1 Antigene der
Empfangerln reagieren und eine GvHD auslésen oder im schlimmsten Fall das Transplantat
abgestoflen wird. Die HSZ werden dabei im Falle des KM langsam iiber mehrere Stunden
intravends verabreicht und zwischenzeitlich muss die Gerinnung kontrolliert werden, da diese
Transplantate viel Heparin enthalten und notfalls mit Protamin antagonisiert werden muss. Die
HSZT aus PBSZ verlauft dabei schneller und muss in einem geringen Zeitfenster von 10-20
Minuten stattfinden, damit das im Transplantat enthaltene Dimetylsulfoxid nicht zytotoxisch wirkt
(Wuchter, 2019). Nach der Prozedur der HSZT setzt dann die Phase ein, wo die HSZ in den
Stammzellnischen anwachsen und anfangen neue Immunzellen zu bilden, bis sich aus den
transplantierten Stammzellen ein neues Immunsystem regeneriert hat. Bis zum Erreichen der
Normwerte muss das Engraftment regelmiflig iiber den hdmatopoetischen Chimérismus
sichergestellt, eine AbstoBung des Grafts und ein moglicher Riickfall der Grunderkrankung durch
eine adidquate Immunsuppression vermieden werden. Eine Immunsuppression findet dann
iiblicherweise mit Ciclosporin A in Kombination mit Methotrexat und/oder Mycofenolat-Mofetil
statt, um eine GvHD zu vermeiden. Die Immunrekonstitution wird in Nachkontrollen in
regelmiBigen Zeitabstinden nach der HSZT {berpriift und die posttransplantire
Immunsuppression dementsprechend angepasst (Barriga et al., 2012, Bader, 2019, Michonneau

and Socié¢, 2019).
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1.2.6 Immunrekonstitution nach HSZT

Im Folgenden wird nun erldutert, wie normale Zeitrdume der Immunrekonstitution nach HSZT
aussehen. Diese Werte basieren auf klinischen Erfahrungswerten und sind abhédngig von Alter,
Geschlecht, Komorbiditidten (wie zum Beispiel Thymusfunktion oder Hormonwerte), sowie der
Art des Transplantats (KM oder PBSZ) und Manipulation desselben. Sie stellen damit nur einen
Richtwert dar, sind jedoch fiir das Verstdndnis und zur Differenzierung von durch Komplikationen
verldngerte Zeitrdume unerldsslich (de Koning et al., 2016). Wie oben erwédhnt finden im
Gegensatz zur autologen HSZT im allogenen Setting T-Zell-depletierende Serotherapien und
Transplantationsmanipulationen ~Anwendung, welche fiir eine zusétzlich verzogerte
Immunrekonstitution sorgen (Booth et al., 2013, Bosch et al., 2012, de Koning et al., 2016, Grant
et al., 1990, Lindemans et al., 2014, Olkinuora et al., 2011). Neutrophile Granulozyten sind die
ersten Zellen des Immunsystems, die sich nach einer HSZT erholen. Diese werden auch als
Pradiktor eines erfolgreichen friihen Anwachsens der neuen HSZ verwendet. Dabei gilt eine
Zellzahl von 500/ul fiir drei aufeinander folgende Tage als unterer zu erreichender Grenzwert.
Dieser wird im Durchschnitt 16 Tage bei KM und 15 Tage bei PBSZ nach HSZT erreicht (Oshrine
et al., 2013). Die volle Funktionalitét erreichen diese Zellen jedoch erst zwei Monate nach HSZT
(Atkinson et al., 1991, Bensinger et al., 1996, de Koning et al., 2016). Die Rekonstitution der
unterschiedlichen Subtypen von T-Zellen ist generell abhéngig vom Output des Thymus und der
peripheren homoostatischen Expansion. Da das Thymusgewebe durch die Konditionierung stark
beeintrachtigt wird, ist die T-Zell-Rekonstitution in den ersten sechs Monaten nach HSZT
hauptsichlich abhédngig von der peripheren homoostatischen Expansion (de Koning et al., 2016,
Williams et al., 2007). Diese ist zusétzlich eingeschriankt, wenn das Transplantat T-Zell depletiert
ist, nach einer Therapie mit serologischen Konditionierungsmedikamenten oder durch eine
Behandlung einer nach der Transplantation auftretenden GvHD (Bosch et al., 2012, de Koning et
al., 2016). Fiir eine suffiziente Immunrekonstitution ist die Bildung von naiven T-Zellen ebenfalls
obligat. Thre Bildung wiederum ist stark vom Thymus abhingig, sodass ein Anstieg dieser Zellen
ein Indikator fiir die Thymopoese ist (de Koning et al., 2016, Sallusto et al., 2004). Die in diesem
Zusammenhang wichtigsten zu unterscheidenden Subpopulationen der T-Zellen sind die CD4 und
CDS8 positiven T-Zellen. Eine schnelle, aber suffiziente Erholung der CD4-T-Zellen scheint mit
einer besseren Uberlebensrate assoziiert zu sein ungeachtet der HSZ-Quelle (Bartelink et al., 2013,
de Koning et al., 2016). Die Rekonstitution der T-Gedéichtniszellen, die fiir eine addquate
Immunreaktion unabdingbar ist, hingt maBgeblich von der T-Zell-Differenzierung durch

antigenprisentierende Zellen ab. Die Datenlage iliber weitere spezifische T-Zell-Subgruppen
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beziiglich Immunrekonstitution ist dagegen sparlich (Salles et al., 2017, de Koning et al., 2016).
CD3 positive T-Zellen erholen sich im Durchschnitt ohne ATG-Therapie nach 7-12 Monaten bei
KM und 6-24 Monaten bei PBSZ nach HSZT auf Zellzahl-Werte von mehr als 1 pro Nanoliter (de
Koning et al., 2016, Oshrine et al., 2013). Nach ATG-Therapie verlidngert sich die T-Zell
Rekonstitution deutlich (de Koning et al., 2016, Rénard et al., 2011). CD4 positive T-Zellen
regenerieren im Durchschnitt nach 4-12 Monaten bei KM sowie PBSZ nach HSZT (de Koning et
al., 2016, Eyrich et al., 2003). Ebenfalls unabhédngig von der HSZ-Quelle regenerieren CD8
positive T-Zellen nach 2-8 Monaten nach HSZT (Charrier et al., 2013, de Koning et al., 2016,
Oshrine et al., 2013). Diesbeziiglich scheinen CD4 T-Zellen durch eine ATG-Therapie starker
beeinflusst zu werden als CD8 T-Zellen. Fiir B-Zellen existieren fast nur Informationen tiber CD19
positive B-Zellen nach einer allogenen HSZT bei Kindern und Jugendlichen. Diese CD19
positiven B-Zellen scheinen sowohl von der Quelle der HSZ als auch von der Anwendung einer
ATG-Therapie beeinflusst zu werden (de Koning et al., 2016). Die B-Zell-Rekonstitution auf
Zellzahlen von mindestens 0,2 pro Nanoliter dauert in der Regel ohne ATG-Therapie ldnger als 6
Monate bei KM und 4-12 Monate bei PBSZ nach HSZT (de Koning et al., 2016, de Vries et al.,
2000, Eyrich et al., 2003, Kook et al., 1996, Olkinuora et al., 2011). Zudem wird die B-Zell-
Rekonstitution auch von Steroidtherapien und akuter sowie chronischer GvHD beeinflusst. Die
hohe Rate an potenziellen Infektionen und weiteren Komplikationen bei B-Zell Aplasie zeigt, wie
wichtig eine Erholung der B-Zell-Zahl und Funktion fiir die Immunrekonstitution ist (Bae et al.,

2012, Buser et al., 2008, de Koning et al., 2016, Guillaume et al., 1998).

1.2.7 EBV-Infektion, PTLD und Behandlungsoptionen

Die haufigste Indikation fiir RTX nach einer HSZT ist eine Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion,
um eine frithzeitige EBV-assoziierte posttransplantire-lymphoproliferative Erkrankung (PTLD)
zu verhindern. Eine PTLD wird durch EBV-Herpesviren (humanes Herpesvirus 4) verursacht, die
sich in B-Zellen in der aplastischen Phase nach myeloablativer Konditionierung und HSCT
vermehren und zu Lymphom &hnlichen Tumoren fiihren (Gulley and Tang, 2010). Aulerdem kann
das EB-Virus auch andere Erkrankungen auslésen wie weitere EBV-assoziierte
Tumorerkrankungen (wie zum Beispiel das Burkitt-Lymphom) und Endorganerkrankungen wie
zum Beispiel Pneumonitiden oder Hepatitiden. Zudem wird unterschieden zwischen priméren und
wiederkehrenden EBV-Infektionen. Eine primire Erkrankung wird bei zuvor EBV negativen
PatientInnen iiber EBV-DNA im Blut oder serologisch nachgewiesen. Eine rekurrente oder latente
Infektion beschreibt den Nachweis von EBV-DNA im Blut bei PatientInnen mit bereits bekannter

positiver EBV-Serologie. Die klinisch erkennbare PTLD entwickelt sich nach einer viralen Latenz
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von EBV-Viren in B-Zellen, die vor einer praventiven Immunsuppression nicht abgetdtet wurden
(Styczynski and Giebel, 2019). Die Inzidenz liegt je nach Herkunft des Transplantats bei 1 bis 11
% bei einer zugrundeliegenden Privalenz von 82-84% von EBV-Durchseuchung in der
allgemeinen Bevolkerung (Singavi et al., 2015, Styczynski and Giebel, 2019, Styczynski et al.,
2013). Die haufigsten Symptome einer EBV-assoziierten PTLD sind Lymphadenopathie und
Fieber. Dabei hingt das Risiko an einer PTLD zu erkranken unmittelbar direkt proportional vom
Grad der T-Zell-Depletion ab. Zudem erhoht eine Seropositivitit der HSZ-Spenderln ebenso das
Risiko einer Erkrankung. Die Erkrankung wird histologisch nach einer erfolgten Biopsie
diagnostiziert und orientiert sich grundsétzlich an Diagnosekriterien von klassischen Lymphomen
wie der Ann-Arbor Klassifikation. Priventiv kann eine seronegative HSZ-SpenderIn fiir
seronegative PatientInnen gewdhlt werden, um das PTLD-Risiko zu senken. Die Wahl einer
seropositiven HSZ-SpenderIn bei einer seropositiven Patientln stellt sich als weniger
problematisch dar, da mit einer Transplantation auch EBV-spezifische zytotoxische T-Zellen
(ZTZ) von der HSZ-SpenderIn iibertragen werden (Styczynski and Giebel, 2019). Da die
Behandlungsmoglichkeiten in der Vergangenheit begrenzt waren, lag die Sterblichkeit bei 84 %
und machte damit einen erheblichen Anteil der HSZT-bedingten Sterblichkeit aus. Dank
Fortschritten bei den therapeutischen Maflnahmen, verbesserten sich die Gesamtiiberlebensraten
erheblich und die PTLD-assoziierte Gesamtmortalitit sank auf weniger als 30 %. Zu den
therapeutischen Mallnahmen gehoren die Verringerung der Immunsuppression, die adaptive
zelluldre Immuntherapie, also der Gebrauch von EBV-spezifischen ZTZ oder DLI und die
Einfiilhrung von RTX als eine Form der antiviralen Therapie, die sich als besonders wirksam
erwiesen hat (Al Hamed et al., 2020, Curtis et al., 1999, Styczynski et al., 2013). RTX
prophylaktisch nach einer HSZT zu gebrauchen, um eine EBV-assoziierte PTLD zu verhindern
macht dabei in Bezug auf PTLD-Inzidenz oder Gesamtiiberlebensrate keinen Unterschied im
Gegensatz zu einer priventiven Therapie bei EBV-Reaktivierung/Infektion. Die wichtigste
praventive MaBnahme ist das Monitoring der EBV-Viruslast besonders bei Patientlnnen mit
Risikofaktoren wie eine EBV-DNA&mie. Dabei ist vor allem die Dynamik der EBV-Viruslast und
eine Einschdtzung der patientenindividuellen Immunfunktion entscheidend. Eine spezifisch
anerkannte Grenze einer Viruskonzentration existiert nicht und ist abhingig von
krankenhausspezifischen Therapierichtlinien. Die Anwendung von RTX ist dabei in den meisten
Féllen erfolgreich (Glass et al., 2014, Styczynski and Giebel, 2019, van Esser et al., 2002, Worth
etal., 2011).
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1.3 Geschichte, Entwicklung und Wirkmechanismus von Rituximab

Der Beginn der Entwicklung von monoklonalen Antikérpern (mAK) als therapeutische Option
wurde 1975 von den Forschern César Milstein und Georges Kohler initiiert (Kohler and Milstein,
1975, Salles et al., 2017). Diese beschrieben die Bildung von Hybridomen, mit denen es moglich
war aus einer einzelnen B-Zelle durch die Fusion mit Myelomzellen unsterbliche Hybride zu
synthetisieren, welche unbegrenzt Antikorper produzieren konnen. Dies ist bekannt als die
Hybridom Technik. Dafiir erhielten sie zusammen mit Niels Jerne 1984 den Nobelpreis fiir
Medizin oder Physiologie (Institute, 2014, Salles et al., 2017). 1980 wurde zum ersten Mal ein
Mensch mit einem mAK behandelt. Dieser hieB Antikérper 89 und war gegen ein Lymphom
assoziiertes nicht ndher beschriebenes Antigen gerichtet (Nadler et al., 1980, Salles et al., 2017).
Darauthin entwickelten Forscher aus der Gruppe von Ron Levy aus der Stanford Universitit
(Kalifornien) in Studien patientenindividuelle Anti-Idiotyp-Antikérper, welche 1982 zur
Behandlung von Lymphom Patientlnnen dienten (Miller et al., 1982, Salles et al., 2017). Diese
Studien konnten zeigen, dass mAK eine gute antitumordse Wirkung entfalten und dass diese gut
vertrdglich sind. Im Jahr 1988 wurde dann das Oberflachenantigen cluster of differentiation (CD)
20 entdeckt. Durch die Entdeckung der zelluldren Oberflachenantigene wie CD20 und CD19
wurde es dann moglich ein ideales Ziel fiir eben jene mAK zu identifizieren. Nun wurden erstmals
murine CD20 spezifische mAK entwickelt, welche sich als sicher erwiesen, jedoch eine limitierte
klinische Wirksamkeit aufwiesen (Press et al., 1987, Salles et al., 2017). Dies resultierte in der
Entwicklung von Rituximab (RTX) (rituxan®) als chimidrem mAK, welcher erstmals von dem
Biotech Unternehmen Biogen Idec hergestellt wurde, um kanzerogene B-Zellen durch Bindung
von CD20 zu vernichten (Institute, 2014). Dieses Medikament wurde dann erstmalig 1997 von der
US-amerikanischen Food and Drug Administration und 1998 von der Europiischen
Arzneimittelagentur flir die Behandlung von non-Hodgkin-Lymphome (NHL) als intravends zu

verabreichendes Medikament zugelassen (Salles et al., 2017).

RTX ist unter Markennamen wie MabThera®/Rituxan®/Rituxan HY CELA™ von F. Hoffmann-
La Roche Ltd. bekannt. Es ist ein mAK, der gegen das Oberflichenantigen CD20 gerichtet ist. Es
besteht aus einem humanen/murinen und glykosyliertem Immunglobulin (Ig) G1-k, was es zu
einem chimiren mAK macht. RTX besitzt Sequenzen aus der variablen Region der leichten und
schweren Kette der Maus und aus der konstanten Region des humanen Kappa und des humanen

IgG1 (Salles et al., 2017) (Abbildung 4).

30



Rituximab

Murine variable

/ anti-CD20 Kette

Humane « /

Konstante

\ Humane 1gGl1

Fc-Region

Abbildung 4: Graphische Darstellung von RTX als monoklonalen Antikorper. Entnommen
und modifizert aus Smith MR. Rituximab (monoclonal anti-CD20 antibody): mechanisms of action
and resistance. Oncogene. 2003 Oct 20;22(47):7359-68. doi: 10.1038/sj.onc.1206939. PMID:
14576843. Figur 1 (Smith, 2003).

RTX bindet spezifisch an das Oberflaichenantigen CD20, welches auf funktionalen und den
meisten entarteten B-Lymphozyten exprimiert wird. Damit hat RTX keine Wirkung auf CD34
positive hdmatopoetische Stammzellen (HSZ), pro-B- sowie Plasma-B-Lymphozyten, da diese
kein CD20 exprimieren, sodass wihrend der Einfilhrung von RTX als Medikament angenommen
wurde, dass genug unreife B-Zell Vorstufen und Plasmazellen iibrigbleiben miissten, um eine
suffiziente B-Zell Rekonstitution zu gewihrleisten (Abbildung 3). Nach der Bindung von RTX
an CD20 bewirkt RTX iiber Apoptose, Aktivierung des Komplementsystems oder iiber eine
antikOrper-abhéngige zelluldre Toxizitdt mithilfe von Makrophagen, NK oder neutrophilen
Granulozyten durch die Lyse der Zielzelle eine B-Zell-Depletion und eine damit einhergehende

verminderte Antikorperproduktion (Banchereau and Rousset, 1992).
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1.3.1 Indikationen fiir RTX nach HSZT

RTX hat sich im Behandlungsschema von CD20-positivem NHL gut etabliert und wird dort
sowohl im Rahmen der Konditionierung als auch als Rezidivprophylaxe nach HSZT verwendet
und zunehmend als eskalierende Intervention bei einem breiten Spektrum von refraktiren
systemischen rheumatischen und Autoimmunerkrankungen eingesetzt. (Berghen et al., 2019, Chen
et al., 2020, McLaughlin et al., 1998, Salles et al., 2017, Stasi et al., 2006). Dartiber hinaus spielt
es eine wichtige Rolle als Immunsuppressivum bei der Behandlung schwerer unerwiinschter
Ereignisse nach hématopoetischer Stammzelltransplantation wie EBV-assoziierter friih
einsetzender PTLD, Organtransplantationen, steroidrefraktdrer chronischer GvHD und
autoimmunen hidmatologischen Erkrankungen (AIHD) (Arai et al., 2012, Glass et al., 2014, Jager
et al., 2020, Kim et al., 2019, Ottaviano et al., 2020, Solomon et al., 2019, van den Hoogen et al.,
2015, Worth et al., 2011).

1.3.2 RTX-assoziierte Komplikationen

Die hiufigsten Nebenwirkungen nach einer RTX-Gabe sind Ubelkeit, Juckreiz, Neutropenie,
Bronchitis oder andere Infektionen. Jedoch kann RTX auch lebensbedrohliche Nebenwirkungen
wie eine akute iiberschieBende allergische Reaktion oder in seltenen Féllen auch ein Zytokin-
release-Syndrom oder eine progressive multifokale Leukenzephalopathie ausldsen, die (intensiv-)
medizinische Interventionen erfordern (Produktinformation, 2009). Aus der B-Zell depletierenden
Wirkung von RTX ergibt sich eine unmittelbare negative Wirkung auf das Immunsystem. In einer
Kohorte von 53 Kindern mit Autoimmunzytopenie zeigte sich dabei, dass 35 % der Patientlnnen
auch 365 Tage nach der RTX-Behandlung einen anhaltenden B-Zell-Mangel und eine
Hypogammaglobulindmie entwickelten (Ottaviano et al., 2020). In Hinblick auf die Anwendung
von RTX nach HSZT deutet eine Reihe von Studien an kleinen padiatrischen und erwachsenen
HSZT-Kohorten auf eine verldngerte Zeitspanne bis zur Wiederherstellung normaler CDI19
positiven B-Lymphozyten-Werte im Blut und eine verringerte B-Lymphozyten-Funktion hin, die
eine verlidngerte IVIG-Substitution bis zu teilweise zehn Jahre nach HSZT erforderlich machte
(Buser et al., 2008, Luterbacher et al., 2021, Masjosthusmann et al., 2009). Was andere
Komplikationen betrifft, so deutet eine Studie an 52 erwachsenen Patientlnnen darauf hin, dass
die Verwendung von praventivem RTX nach HSZT die bakteriellen Infektionsraten und die
Sterblichkeit erhoht (Petropoulou et al., 2012). In einer anderen Studie mit 35 erwachsenen
PatientInnen mit chronischer lymphatischer Leukdmie und Mantelzell-Lymphom, die nach einer
HSZT eine RTX erhielten, wurde hingegen eine reduzierte allogene B-Zell-Immunitit mit geringer

chronischer GVHD-Inzidenz und niedrigen Infektionsraten festgestellt (Arai et al., 2012). Das
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Wissen iiber die Folgen einer frithen RTX-Anwendung fiir die Immunrekonstitution und andere
Komplikationen (z. B. Auftreten von Infektionen oder Entwicklung einer akuten oder chronischen
GvHD) nach pidiatrischer HSZT ist jedoch unzureichend und wurde bisher nicht in einer
padiatrischen Kohorte nach HSZT mit einer repriasentativen Grofe untersucht. Abbildung 5
beschreibt die Hauptagenda dieser Dissertation und stellt die RTX-Anwendung grafisch dar.

Allogene Komplikationen: ) \\(/

HSZT (1) EBV Reaktivierung
8 w (2) AutoimRnunreaktion Y Y Y y Rituximab

anti - CD20

' N v ™
n=44 Tag0 ) @ - Tag
Rekonstitution ¥ B-Zell Depletion 1095
Medianes Alter zur Untersuchung des Mediane _
HSZT: Einflusses der Beobachtungszeit:
8 Jahre (0 — 24) Rituximab Behandlung 481 Tage (84 - 1095)

auf
Immunrekonstitution &
sekundare Komplikationen

Abbildung 5 — Hauptagenda und klinische Anwendung von RTX. Die schematische Abbildung
eines Kindes stammt aus in hier modifizierter Version von Maris JM. Recent advances in
neuroblastoma. New England Journal of Medicine. 2010 Jun 10;362(23):2202-11. doi:
10.1056/NEJMra0804577. PMID: 20558371, PMCID: PMC3306838. Figur 1. HSZT:
Hdamatopoetische Stammzelltransplantation, EBV: Epstein Barr Virus, mAK: monoklonaler

Antikorper. Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt (Maris, 2010).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der vorgenannten Wissensliicke hat sich diese Dissertation unter Beriicksichtigung der
bereits erfolgten Studien zum Ziel gesetzt einen umfassenden Uberblick iiber die Auswirkungen
und Implikationen von RTX nach einer HSZT in der soweit bekannt bisher groften gematchten
Kohorte (n=44) von Kindern und Jugendlichen zu geben. Dabei wurde unter besonderem
Augenmerk der primdren Endpunkte eine Subgruppe mit besonders schweren Komplikationen
nach einer RTX-Therapie definiert und die Folgen gesondert quantifiziert und gruppenintern

untersucht.
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PatientInnen und Methoden

2.1 Studiendesign und Einschlusskriterien

Diese Studie wurde auf der Stammzelltransplantationsstation an der Klinik fiir Padiatrie mit
Schwerpunkt Hamatologie und Onkologie an der Charité-Universititsmedizin Berlin in
Deutschland durchgefiihrt. Die Studie wurde durchgefiihrt als eine retrospektive, monozentrische
Analyse von einer Kohorte von 44 padiatrischen Patientinnen, welche RTX nach einer allogenen
HSZT erhielten und anschlieBend mit einer zweiten gematchten Kohorte von 44 pédiatrischen
PatientInnen verglichen wurden. Design und Methodik orientieren sich dabei an den Leitlinien des
Cochrane STROBE Statement fiir gematchte Kohortenstudien (von Elm et al., 2008). Um in die
RTX-Gruppe aufgenommen zu werden, mussten die Patientlnnen zumindest eine Dosis von RTX
mit der Standarddosierung von 375 mg/m? Korperoberfliche zwischen den Tagen +1 und +365
nach der allogenen HSZT erhalten haben. Zudem waren Drop-out Ereignisse bis zum Tag +30
nach der allogenen HSZT ein Ausschlusskriterium, um einen addquaten Beobachtungszeitraum zu
gewihrleisten. Drop-out Ereignisse wurden wie folgt definiert: Tod, Graft AbstoBung,
Retransplantation und Riickfall/Rezidiv der malignen Grunderkrankung. Patientlnnen mit einer
autologen HSZT wurden nicht in diese Studie inkludiert, da die autologe HSZT eine
immunologisch vollig andere Situation darstellt und eine RTX-Anwendung nach autologer HSZT

eine Ausnahmesituation darstellt.
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2.2 Patientenaufnahme, Observationszeit und Matching-Kriterien fiir die Kontroll-

Gruppe

Alle Patientlnnen, die in die Studie eingeschlossen wurden, haben in der Charité innerhalb des
Zeitraumes vom 01.01.2015 bis einschlieBlich dem 31.12.2019 eine allogene HSZT erhalten. In
diesem Zeitraum wurden 248 Patientlnnen an der Charité behandelt und 47 davon erhielten
innerhalb eines Jahres nach HSZT RTX. Lediglich zwei multimorbide Patientlnnen mit
hochmalignen B-Zell-Lymphomen, welche RTX als Teil der Konditionierungstherapie erhalten
hatten und innerhalb von 30 Tagen nach HSZT an ihrer progredienten Grunderkrankung
verstarben und eine Patientin, die ein autologes Backup innerhalb von 30 Tagen nach einer
allogenen HSZT erhalten hat, wurden ausgeschlossen. Somit ergab sich eine RTX-Kohorte von
n=44 Patientlnnen. Die Observationszeit wurde auf drei Jahre (Tag +1095) nach der HSZT
begrenzt und endete dabei am 31.12.2020. Daher wurden Patientlnnen, die jenseits dieses
Zeitpunktes den Einschlusskriterien entsprochen hétten, dennoch nicht in die Studie inkludiert, um
einen potenziellen Beobachtungszeitraum von mindestens einem Jahr zu ermdglichen. Die
Kontrollpatientlnnen wurden aus dem restlichen PatientInnen-Pool von 201 PatientInnen ermittelt.
Jede PatientIn aus der RTX-Gruppe wurde mit einer KontrollpatientIn gematcht, welche kein RTX
innerhalb von vier Wochen vor dem Tag der HSZT, am Tag der HSZT oder danach bekommen
hat. Diese Grenze von vier Wochen wurde gewihlt, da dort die ungefdahre Halbwertszeit von RTX
liegt (Produktinformation, 2009). Weiterhin wurden Kontrollpatientinnen nach dem Matching
exkludiert, wenn diese ein Drop-out Ereignis vor dem Tag +30 nach HSZT oder vor dem Zeitpunkt
der ersten RTX-Gabe der korrespondierenden RTX-Patientln hatten, um einem

Unsterblichkeitsbias vorzubeugen.

Jede RTX-Patientln wurde individuell und bestmoglich nach den folgenden acht in ihrer
Wichtigkeit hierarchisch geordnet Kriterien gematcht. Geordnet von der hochsten zur niedrigsten
Prioritét sind dies: 1. HSZT Matching Status/Art der HSZ-Spende (z.B. MUD, MSD, haploident),
2. Stammzellquelle, 3. Nummer der aktuellen HSZT, 4. Diagnose, 5. Maligne oder benigne, 6.
Graft Manipulation, 7. Geschlecht und 8. Altersgruppe.

Diese Parameter wurden in Anlehnung an die essenzielle Datenliste der JACIE (Joint accreditation
comittee of the international society for cellular therapy (ISCT) and the european society for blood

and marrow transplantation (EBMT)) festgelegt (Cornish, 2008).
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Zunichst wurden alle Patientlnnen ausgewéhlt, die den Parameter mit der hochsten Prioritét
(HSZT-Matching-Status) erfiillten, das heiflt fiir eine RTX-Patientln mit einer passenden
unverwandten SpenderIn wurden alle PatientInnen vorausgewihlt, die die Aufnahmekriterien der
Kontrollgruppe mit einer passenden unverwandten Spenderln erfiillten. Diese Gruppe wurde dann
sequenziell nach den anderen Matching-Parametern gefiltert. Dabei gab es fiir jeden Matching-

Schritt drei mdgliche Ergebnisse:

(1) Nach einem bestimmten Filterschritt blieb keine Patientln {ibrig. Dann wurde eine zufillige
PatientIn aus dem vorherigen Schritt ausgewihlt, wie zum Beispiel eine Patientln mit einem

Mismatch in der Altersgruppe, der alle anderen Parameter erfiillte.

(2) Nach einem bestimmten Filterschritt blieb eine einzelne Patientln iibrig. Dann wurde diese

PatientIn ausgewaihlt.

(3) Nach dem letzten Filterschritt blieben mehrere Patientlnnen iibrig. In diesem Fall wurde
zufillig aus denjenigen Patientlnnen mit dem moglichst gleichen Transplantationsjahr wie der/die
RTX-PatientIn ausgewdhlt, um eine Verzerrung durch verschiedene Beobachtungszeitraume zu

verringern.
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2.3 Datenerhebung und primdre Endpunkte

Alle PatientInnendaten wurden {iiber die digitalen Patientinnendatenprogramme SAP (SAP SE,
Walldorf, Deutschland) und COPRA (COPRA System GmbH, Berlin, Deutschland) erhoben. Die
medizinische Geschichte und alle relevanten klinischen Parameter wurden aus den in SAP
angelegten Arztbriefen extrahiert. Spezifische Laborwerte inklusive der zugehdrigen individuellen
normalen Grenzbereichswerte wurden vom Labor Berlin (Labor Berlin - Charité Vivantes GmbH,
Berlin, Deutschland) bereitgestellt.  Bluttransfusionsdaten iiber  Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentrate wurden iiber eine Liste der Blutbank des Instituts fiir
Transfusionsmedizin der Charité bereitgestellt. Eine Liste fiir die RTX-Gaben wurde iiber das
Abrechnungssystem und iiber die individuellen Abrechnungsnummern der RTX-Dosen erstellt
und fiir die Bestimmung der PatientInnen aus der RTX-Gruppe herangezogen. Die Gaben von
substituierten IVIG wurden alle einzeln mit Datum und Menge dokumentiert. Fiir die Analyse des
Tetanustoxins und des Pneumokokken Kapsel Antikorper Titers zwei Jahre nach der HSZT
wurden alle Patienten mit Drop-out Ereignissen exkludiert, jedoch alle verfiigbaren Daten bis zum
20.01.2022 herangezogen, obwohl der Beobachtungszeitraum auf den 31.12.2020 beschrinkt
wurde (Simonsen et al., 1986). Fiir die Bewertung schwerer Ereignisse wurde die Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) Version 5.0 des National Cancer Institute
verwendet wie zuvor beschrieben (Lee et al., 2021). Dafiir wurden alle iiberlebten schwere
Ereignisse des 4. Grades beriicksichtigt. Fiir die Analyse von viralen, bakteriellen sowie Pilz-
Infektionen wurden prophylaktische Therapien beziehungsweise intravendse systemische
Therapien in prophylaktischer Dosis nach HSZT nicht beriicksichtigt. Die Diagnosekriterien fiir
die Stellung von klinischen Diagnosen wie zum Beispiel einer akuten oder chronischen GvHD

entstammten stets dem EBMT-Handbuch (EBMT-Handbook, 2019).

Es wurden folgende primére Endpunkte festgelegt und mit besonderem Augenmerk zwischen den
beiden Gruppen verglichen: B-Zell-Erholung, 1gG-Erholung und die kumulative Dosis sowie der
letzte Zeitpunkt der substituierten IVIG. Die B-Zell-Erholung wurde definiert als der erste
Zeitpunkt, zu dem die CDI19 positiven B-Zell Laborwerte die untere Grenze des normalen
altersabhédngigen Grenzbereichs erreichte. [gG wurden in der Klinik fiir padiatrische Himatologie
und Onkologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin ab einem Unterschreiten des Laborwertes
von 5g/l oder einem gewichtsadaptierten Grenzwert substituiert. Daher wurde die IgG-Erholung
als der Zeitpunkt definiert, an dem Patientlnnen den Laborwert von 5g/l oder dem jeweiligen
gewichtsadaptierten Grenzwert regelmifBig iiberschritten und keine IVIG-Substitutionen mehr

bendtigt wurden.
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Im Anschluss der Vergleiche der RTX und der Kontroll-Gruppe wurde eine RTX interne
Subgruppenanalyse durchgefiihrt, um mogliche Gemeinsamkeiten der PatientInnen mit schweren
Schiden zu identifizieren und in einen Kontext zu setzen. Die Subgruppe wurde dabei definiert
als diejenigen RTX-PatientInnen, welche eine persistente I[VIG-Substitution nach 53 Wochen (ein

Jahr) bis zum Ende des jeweiligen Beobachtungszeitraumes bendtigten.
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2.4 Statistische Analyse

Zum statistischen Vergleich der RTX und Kontroll-Gruppe wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test fiir kontinuierliche metrische Daten und der McNemar Test fiir bindre Daten verwendet.
Da von vorneherein damit zu rechnen war, dass die vorliegenden Daten nicht normalverteilt sind,
wurden fiir diese Studie nur nicht parametrische Tests verwendet. Diese Tests wurden unter der
Beriicksichtigung des Matchings als verbundene Stichproben durchgefiihrt, sofern fiir >75% aller
Parchen fiir beide gematchte Patientlnnen die entsprechenden Werte vorlagen. Fiir
Zeitpunktanalysen (zum Beispiel B-Zell-Erholung) wurden Patientlnnen mit Drop-out Ereignissen
in die Analyse inkludiert. Dabei wurde immer jeweils der letztmogliche Zeitpunkt in der Analyse
beriicksichtigt. Dieselbe Vorgehensweise wurde bei Patientlnnen angewendet, wenn ein Parameter
(zum Beispiel B-Zell-Erholung) nicht innerhalb des Beobachtungszeitraumes erreicht wurde. Um
diese mogliche Confounder-Quelle zu minimieren und Zensuren darzustellen wurden zu den
jeweiligen Zeitpunkt Daten (wie zum Beispiel B-Zell-Erholung, IgG-Erholung und Endpunkt der
IVIG-Substitution) zusétzlich Kaplan-Meier-Kurven erstellt und der Log-Rank-Test genutzt, um
Unterschiede zu identifizieren. Fiir den Fall, dass ein Matching aufgrund von zu vielen fehlenden
Werten einer jeweiligen Parameteranalyse unmoglich war, beziehungsweise falls in >25% der
Pérchen fiir den jeweiligen Parameter flir mindestens eines der beiden Kinder kein Wert vorlag
oder flir den Vergleich der Subgruppe mit den restlichen RTX-PatientInnen, wurde der Mann-
Whitney U Test fiir kontinuierliche metrische Daten und der exakte Fischer Test fiir bindre Daten

verwendet.

Es wurde zudem eine kompetitive Risikoanalyse nach Fine und Grey durchgefiihrt, um geeignete
Hazard Ratios fiir die ,,Zeit bis zum Auftreten des Ereignisses“-Endpunkte zu berechnen. Zur
Beriicksichtigung einer moglichen Verzerrung, die durch eine frithe Gruppenzuordnung und das
Erreichen von Endpunkten vor der Behandlung mit RTX verursacht wurden, wie es fiir die oben
genannten Tests der Fall war, wurde diese Analyse in Bezug auf den ersten Tag der Behandlung
mit RTX durchgefiihrt. Zum Vergleich der Erholung von T- und B-Zellen im Laufe der Zeit wurde
aus demselben Grund ein zeit- und gruppenangepasstes gemischtes Modell nach Siddk mit

Behandlungswechsel verwendet.
Fiir die Analyse von Korrelationen wurde die Spearman-Korrelations-Analyse verwendet.

Alle Graphen und Teststatistiken wurden mit SPSS (IBM SPSS Statistics, Armonk, USA),
GraphPad PRISM 8 & 9 (GraphPad Software, San Diego, USA) sowie R Version 1.4.1717 (R

Foundation) erstellt.
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Ergebnisse

3.1 Hauptmerkmale und Matching Daten

Wihrend der Jahre von 2015 bis 2020 haben 248 péadiatrische Patientlnnen eine HSZT in der

Charité erhalten. 44 dieser PatientInnen haben mindestens eine RTX-Dosis zwischen dem Tag +1

und +365 nach HSZT bekommen und sonst auch den Einschlusskriterien entsprochen. Die

prozentualen Matchraten sowie der Selektionsprozess und die Matching Kriterien sind in der

Abbildung 6 und 7 dargestellt.

Matching ohne Mismatch

[%o]

Abbildung 6: Prozentualer Matchingerfolg der hierarchischen Matchingparameter im

Matching Prozess der PatientInnen
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248 Patientlnnen wurden an der
Charité von 2015 bis 2019
behandelt

201 PatientInnen haben
innerhalb des Zeitraumes
von Tag +1 bis +365 und an
Tag +0 und 4 Wochen vor
HSZT kein Rituximab
bekommen und hatten kein
Drop-out Ereignis bis Tag
+30 oder dem Zeitpunkt der
1. Rituximab Gabe der
korrespondierenden
Rituximab PatientIn

47 PatientInnen haben innerhalb
dieses Zeitraumes min. 1x
Rituximab von Tag +1 bis +365
bekommen

v

45 Patientlnnen

2 PatientInnen
ausgeschlossen
aufgrund von Tod oder
2.SZT innerhalb von 4
Wochen nach SZT

v

44 PatientInnen wurden in die
Studie eingeschlossen

1 Patientin
ausgeschlossen
aufgrund von
autologem Backup
nach HSZT

Matching nach 1. HSZT Matching Status; 2. Stammzellquelle; 3. N° der HSZT; 4.
Diagnose; 5. maligne/benigne; 6. Graft Manipulation; 7. Geschlecht; 8. Alter

44 Kinder, die von Tag +1 bis +365 mit Rituximab behandelt wurden, wurden
nach den Matching Kriterien mit 44 Kontrollpatientlnnen gematcht

Abbildung 7: Flowchart zur Veranschaulichung des Selektionsprozesses der Patientinnen

aus der RTX und der Kontrollgruppe inklusive der Matchingkriterien.
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Es gab keine Mismatches beziiglich des HSZT-Matching, 3 Mismatches in der HSZ-Quelle und
der Nummer der aktuell erhaltenen HSZT, 17 Mismatches bei der Grunderkranung, 4 Mismatches
beziiglich Malignitit/Benignitdt, 21 Mismatches beziiglich der Manipulation des Transplantats, 9
Mismatches beziiglich des Geschlechts und 24 Mismatches beziiglich der Altersgruppe
(Abbildung 6, Tabelle 1). Nach dem Matching wurde ein signifikanter Unterschied in der
durchschnittlichen Dauer des Beobachtungszeitraumes der Patientlnnen festgestellt. Der Median
lag bei 481 Tage (84-1095 Tage) in der RTX-Gruppe im Gegensatz zu 785 Tagen (51-1095 Tage)
in der Kontroll-Gruppe. Dies resultierte in einer kumulativen Anzahl von 69,68 (25434 Tage) im
Gegensatz zu 86,27 (31489 Tage) beobachteten Patientlnnenjahren. Die Verteilung ist wie folgt:
RTX-Gruppe: 2015: 4, 2016: 1, 2017: 8, 2018: 13, 2019: 18. Kontroll-Gruppe: 2015: 3 2016: 11
2017: 9 2018:13 2019: 8 (Abbildung 8). Beide Gruppen enthielten eine &dhnliche
Geschlechterverteilung (RTX-Gruppe 19 (43%) weibliche Patientinnen und 25 (57%) ménnliche
Patienten versus Kontroll-Gruppe 21 (48%) weibliche Patientinnen und 23 (52%) ménnliche
Patienten). Das mediane Alter zum Zeitpunkt der HSZT in der RTX-Gruppe lag bei acht Jahren
(0-24 Jahren) versus fiinf Jahren in der Kontroll-Gruppe (0-26 Jahre). Die Art der HSZT war
identisch in den gematchten Gruppen. Es gab 31 (71%) MUD, 8 (18%) MSD, 2 (4,5%) MRD und
3 (6,8%) MMRD/haploidente Stammzelltransplantationskonstellationen. 20 (45%) der
PatientInnen aus der RTX-Gruppe (Kontroll-Gruppe: 23 (52%)) erhielten KM und 24 (55%)
PatientInnen aus der RTX-Gruppe (Kontroll-Gruppe 21 (48%)) erhielten Stammzellen aus dem
peripheren Blut. Es gab etwas weniger maligne Grunderkrankungen in der RTX-Gruppe (20 (44%)
versus 24 (55%) in der Kontroll-Gruppe). Alle oben genannten Parameter sind in Tabelle 1
dargestellt. Beziiglich der Graft Manipulation wurden signifikant mehr T-Zell depletierte
Stammzellgrafts in der RTX-Gruppe verwendet (20 (45%) versus 12 (27%) in der Kontroll-
Gruppe, p=0,008). Zudem erhielten Patientlnnen aus der RTX-Gruppe hohere CD34 positive
Stammzelldosen als die Kontroll-Gruppe (Median 10,21x10%kgKG versus 7,9x10%kgKG. Drop-
out Ereignisse traten in beiden Gruppen ungefihr gleich hiufig auf und es wurde kein Unterschied
im Gesamtiiberleben festgestellt (Tabelle 1 und Abbildung 9). Weitere Gruppeninformationen,
die fiir beide Gruppen dhnlich ausfielen, so wie Diagnosen, Blutgruppen und Informationen iiber

Konditionierungsmedikamente sind verfiigbar in Tabelle 2.
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Anzahl der PatientInnen

Absolute Verteilung von HSZT pro Jahr
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Abbildung 8: Absolute Verteilung von HSZT pro Jahr der Transplantation.
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Tabelle 1 - Hauptcharakteristika der beiden Studienkohorten

Charakteristika

RTX-Gruppe

Kontroll-Gruppe p-Wert?*

Observationszeit®
Beobachtungszeitraum [Tage]
Anzahl der PatientInnen

Geschlecht?, n (%)
Minnlich
Weiblich

Alter zum Zeitpunkt der HSZT [Jahre]>Y

Art der HSZT*, n (%)
MUD
MSD
MMRD/haploident
MRD

Quelle der HSZY, n (%)
KM
PBSZ

Malignitat?, n (%)
Benigne
Maligne

Graft Manipulation®, n (%)
Keine®
CD34 Selektion
CD34 Selektion + CD3 Addback
CD3/CD19 Depletion
TZRaf/CD19 Depletion

TZRaf/CD19 Depletion+ CD3 Addback

TZRaf Depletion, + CD3 Addback

Jegliche Form der TZRaf-Depletion

Riickfille/Rezidive, n (%)
Nicht Riickfall-assoziierte Tode, n (%)

Nicht Riickfall-assoziierte AbstoSungen, n

(%0)
Nicht Riickfall-assoziierte
Retransplantationen, n (%)

481 (84 - 1095)
25434

44

25 (56,8)
19 (43,2)

8 (0 - 24)

31 (70,5)
8 (18,2)
3 (6,8)

2 (4,5)

20 (45.5)
24 (54,5)

24 (54,5)
20 (45.5)

15 (34,1)
6 (13,6)
2 (4,5)
1(2,5)
5(11,4)
15 (34,1)
0 (0)
20 (45,5)

3 (6,8)
6 (13.6)

2(4,5)

2(4,5)

785 (51 - 1095)
31489

44

23 (52,3)
21 (47,7)

5(0 - 26)

31 (70,5)
8 (18,2)
3 (6,8)

2 (4,5)

23 (52,3)
21 (47,7)

20 (45.5)
24 (54,5)

24 (54,5)
4(9,1)

3 (6,8)

1(2,5)

4(9,1)

6 (13.6)

2 (4,5)

12 (27,3)

6 (13.6)

4(9,1)
0 (0)

0 (0)

0,07

0,75

0,27

>0,99

0,25

0,125

0,008
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Fortsetzung Tabelle 1

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?
Anzahl der transplantierten CD34+-HSZ 10,21 (2,2 -
[x105/kgKG]* 55.84) 7,90,9-79,31) 0,91

Anzahl der Transplantationen von 2019-2020 31 21

PatientInnen per Altersgruppe, n (%)

<1 2 (4,5) 3(6,8)
1-5 21(47,7) 20 (45,5)
6-11 6 (13,6) 7 (15,9)
12-17 11(25) 11(25)
18+ 4 (9) 3 (6,8)
Altersmismatches fiir gematchte 24 (55,5)

Kontrollpaare, n (%)

Altersmismatches zwischen benachbarten 15 (62,5)
Altersgruppen, n (%)

2=Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-, McNemar-, Mann-Whitney U- oder Fischers exakter Test abhdngig vom Datentyp

und dem Matching, >=Median [Spannweite], *=inkludiert ausschlieBlich Erythrozytendepletion und Plasmadepletion
als Graft Depletion, *=exaktes Matching, Y=bestmdgliches Matching innerhalb der Moglichkeiten

HSZT: hamatopoetische Stammzelltransplantation, MUD: matched unrelated donor, MSD: matched sibling donor,
MMRD: mismatched related donor, MRD: matched related donor, HSZ: hamatopoetische Stammzellen, KM:
Knochenmark, PBSZ: Stammzellen aus peripherem Blut, CD: cluster of differentiation, Oberfldchenantigen, TZRaf-
Depletion: T-Zell-Rezeptor af-Depletion, KG: Kdrpergewicht
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Abbildung 9: Das Gesamtiiberleben ist dhnlich zwischen der RTX- und der Kontroll-
Gruppe. (A,B,C,D) Kaplan-Mayer-Kurven und Log-Rank-Test fiir die Drop-out-Ereignisse
Riickfille, nicht riickfallbedingte Tode, AbstoBungen und Retransplantationen. (E) Kumulative
Inzidenz der in A-D dargestellten Drop-out Ereignisse. RTX: Rituximab (Gruppe), Kontrolle:
Kontrollgruppe, dHSZT: HSZT-Behandlungszeitpunkt (d0 = Tag der HSZT). Signifikanz: n.s.:

nicht signifikant.
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Tabelle 2 - Erginzende Hauptinformationen der Kohorten

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?
Korpergewicht zum Zeitpunkt der
Transplantation,
[kg]® 27 (3-90) 21,4 (5,1-90,6) 0,87
HSZT-Nummer, n (%)Y
1 42 (95,5) 41 (93,2)
1(2,3) 2(4,5)
3 1(2,3) 1(2,3)
HSZT Indikation, n (%)Y
Akute myeloische Leukdmie 1(2,3) 5(11,3)
B-Thalassdmie major 24,5 24,5
Burkitt Lymphom 24,5 0(0)
Septische Granulomatose 2(4,5) 5(11,4)
B-Zell akute lymphoblastische Leukdmie 10 (22,7) 10 (22,7)
Diamond-Blackfan Anidmie 1(2,3) 1(2,3)
Fanconi-Andmie 2(5) 1(2,3)
Hamophagozytische Lymphohistiozytose 1(2,3) 0(0)
Hyper-IgM-Syndrom Typ 1 1(2,3) 0(0)
ICF-Syndrom Typ 3 1(2,3) 0(0)
IPEX-Syndrom 1(2,3) 0(0)
Myelodysplastisches-Syndrom 3(6,8) 6 (13,6)
Morbus Glanzmann 1(2,3) 0(0)
Morbus Hunter 1(2,3) 1(2,2)
Neuroblastom 1(2,3) 1(2,2)
Osteopetrosis 1(2,3) 0(0)
Schwere aplastische Andmie 1(2,3) 0(0)
Sichelzellkrankheit 6 (13,6) 7 (15,9)
SCID 1(2,3) 1(2,3)
STK4 Defekt 1(2,3) 0(0)
T-Zell akute lymphoblastische Leukédmie 1(2,3) 24,5
T-lymphoblastisches Lymphom 1(2,3) 0(0)
Yokohama Himoglobinopathie 1(2,3) 0(0)
Morbus Castleman 0(0) 1(2,3)
X-ALD 0(0) 1(2,3)
Todesursache, n (%)
Septischer Schock 2(25) 1 (16,6)
Multiorganversagen 3(37,5) 3 (50)
Hirntod 1(12,5) 1(16,6)
ZNS Aspergillose 1(12,5) 0(0)
Unspezifisch 1 (12,5) 1 (16,6)
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Fortsetzung Tabelle 2

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?

Blutgruppe (EmpfangerIn/Spenderln), n (%)
0-/0- 2(4,5) 0(0)
0+/0+ 8 (18,2) 10 (22,7)
0+/AB- 1(2,3) 0(0)
0+/B+ 2 (4,5) 0(0)
A-/B+ 1(2,3) 0(0)
A+/0- 2(4,5) 1(2,3)
A+/0+ 5(11,4) 5(11,4)
A+/A- 1(2,3) 0(0)
A+/A+ 10 (22,7) 9 (20,5)
A+/AB+ 1(2,3) 0(0)
AB-/0+ 1(2,3) 0(0)
AB+/A+ 1(2,3) 1(2,3)
B-/AB+ 1(2,3) 0(0)
B+/0+ 1(2,3) 2(4,5)
B+/A+ 1(2,3) 2(4,5)
B+/AB- 1(2,3) 0(0)
B+/B+ 2 (4,5) 1(2,3)
A-/0+ 0(0) 1(2,3)
A+/B+ 0(0) 2(4,5)
AB+/A- 0(0) 1(2,3)
AB+/AB+ 0(0) 1(2,3)
B-/A+ 0(0) 1(2,3)
B+/0- 0(0) 1(2,3)

HLA x/12, n (%)

5/6 3 (6,8) 3 (6,8)

9 8 (18,2) 8 (18,2)

10 31(70,5) 31(70,5)

12 2 (4,5) 2(4,5)

Haufigste Konditionierungstherapie, n (%)
Fludarabin, Treosulfan, Thiotepa, ATG 17 (38,6) 13 (29,5)
TBI, Etoposid, ATG 6 (13,6) 5(11,3)

Konditionierungsregime, welches Serotherapie

enthilt (z.B. ATG oder Alemtuzumab), n (%) 40 (90,9) 36 (81,8)

Immunsuppression mit Ciclosporin A, n (%) 41 (93,1) 40 (90,9)

2=Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-, McNemar-, Mann-Whitney U- oder Fischers exakter Test abhdngig vom Datentyp

und dem Matching, ®>=Median [Spannweite], Y=bestmdgliches Matching innerhalb der Mdglichkeiten , ICF-Syndrom:

Immundefizienz-Zentromerinstabilitidt-faziale

Anomalien-Syndrom,

IPEX-Syndrom: X-chromosomales

Immundysregulation-Polyendokrinopathie-Enteropathie-Syndrom, SCID: schwerer kombinierter Immundefekt,

STK4-Defekt: kombinierter Immundefekt durch STK4 Mangel, X-ALD: X-chromosomale Adrenoleukodystrophie,

ATG: Antithymozytenglobulin, TBI: Ganzkoérperbestrahlung
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3.2 RTX bezogene Daten und Ansprechen auf die RTX-Therapie

Die Mehrheit der RTX-PatientInnen erhielt die erste Dosis RTX vor dem Tag +100 (36 (82%)))
und nur einen Zyklus von RTX (39 (88,6%)). Die erste RTX-Gabe in der RTX-Gruppe erfolgte
dabei signifikant frither als der 1. EBV-Peak in der Kontrollgruppe (Abbildung 10). Ein RTX-
Zyklus wurde als beendet definiert, wenn innerhalb von vier Wochen nach dem letzten RTX keine
erneute RTX-Gabe erfolgte. Die Indikation fiir das Initiieren eines RTX-Zyklus waren EBV-
Infektion/Reaktivierung fiir 41 (84%) der Patientlnnen, AIHD fiir vier (8%) der Patientlnnen,
Behandlung der Grunderkrankung/Konditionierung vor der HSZT fiir drei (2,3%) der PatientInnen
und Behandlung einer Immunenzephalitis nach HSZT fiir eine (2%) Patientln. Die meisten
PatientInnen (90,9%) erhielten eine bis vier RTX-Dosen. Ein Uberblick zu jeder Patientln
beziiglich erhaltener RTX- & Ig-Gaben, der Daten {iber die primédren Endpunkte der
Immunrekonstitution wie B-Zell- und IgG-Erholung, das Auftreten von Drop-out Ereignissen
sowie die Lange des Beobachtungszeitraumes ist in der Abbildung 11 dargestellt. Weitere
Charakteristika der RTX-Gruppe und Daten liber das Ansprechen der RTX-Therapie sind in
Tabelle 3 dargestellt.

500 r——
400

300 * 8

HSCT]

200

1. RTX (Kontrolle: 1.
Peak) [Tage nach

100 ﬁ!.'t —vE"—
° 000

R’i"X K(;ntrolle

Abbildung 10: Ubersicht iiber die Zeitpunkte der 1. RTX-Gabe in der RTX-Gruppe
beziehungsweise des 1. EBV-Peaks in der Kontroll-Gruppe, p=0,029
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Beobachtungszeitraum, die Drop-out Ereignisse und die priméiren Endpunkte fiir

jeden einzelnen Patienten. (A,B) Patientenindividuelle Darstellung der Verabreichung

von Rituximab, B-Zell-Erholung, Ig-Substitution, Erreich von IgG-Spiegeln >5¢g/1 im

Blut unabhéngig von der Ig-Substitution, Drop-out und Ende des Beobachtungszeitraums

fiir RTX bzw. Kontrollgruppe. IG: Immunglobulin
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Tabelle 3 - RTX assoziierte Daten und Therapieansprechen

Charakteristika

RTX-Gruppe

Kontroll-Gruppe p-Wert?

Zeitpunkt der ersten RTX-Gabe [Tage]®

Anzahl an PatientInnen mit einem
Beobachtungszeitraum >365 Tage nach letztem
RTX, n (%)

Anzahl der RTX-Zyklen, n (%)¢
1
2

Indikation der RTX-Therapie, n (%)
EBV Reaktivierung
Autoimmune hdmatologische
Erkrankung (AIHD)
Konditionierung/Behandlung
Konditionierung/ATHD
Immunenzephalitis

Anzahl der EBV Episoden, n (%)°
0

DN BN W=

Maximale EBV Viruslast [Kopien/ml Blut]P

Anzahl der PatientInnen mit einer EBV-Last
<2000 Kopien/ml 28 Tage nach dem 1. RTX
(Kontrolle: 1. EBV-Peak)

Zeit bis zum Absinken der EBV-Viruslast unter
<50% des Wertes zum Zeitpunkt der 1. RTX-
Dosis (Kontrolle: 1. EBV-Peak) [Tage]®

Start der RTX-Therapie (Kontrolle: 1. EBV-
Peak) bei einer EBV-Last <10000 Kopien/ml, n
(%)

Start der RTX-Therapie (Kontrolle: 1.
EBV-Peak) bei einer EBV-Last <10000
Kopien/ml in PatientInnen mit einer
systemischen Steroidtherapie, n (%)

55 (-29 to +353)

24 (54,5)

39 (88,6)
5(11,4)

41 (83,6)
4(9,1)

2 (4,5)
1(2,3)
1(2,3)

6 (13,6)
34 (77.3)
2 (4,5)
1(2,3)
1(2,3)

0 (0)

22600 (1530 -
3100000)

36 (94,7)
(n=38)

2 (0 - 42)

14 (36,8)
(n=38)

10 (52,6)
(n=19)

31 (70,5)

0 (0)
0 (0)

0 (0)
0 (0)

0(0)
0 (0)
0 (0)

33 (75)
10 (22,7)
0 (0)

0 (0)

0 (0)
1(23)

0,00002

4055 (1860 -
19100)

0,005

11 (100)
(n=11)

42-7) 0,027

7 (63,6)
(n=11)

3 (75)
(n=4)
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Fortsetzung Tabelle 3

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?

Start der RTX-Therapie (Kontrolle: 1. EBV-

Peak) bei einer EBV-Last <3000 Kopien/ml, n > (_13’2) 2 (_18’2)
o (n=38) (n=11)
(%)

. 0,029
Zeitpunkt des 1. RTX als EBV-Behandlung / 70 (23 - 314) 102 (47 - 418)
1.Peak des EBV-Blutspiegels in der Kontroll-

Gruppe [Tage nach HSZT]®
Gesamtanzahl an RTX-Dosen, n (%)
1 10 (22,7) 0(0)
2 9 (20,5) 0(0)
3 14 (31,8) 0(0)
4 7 (15,9) 0(0)
6 1(2,3) 0(0)
7 2(4,5) 0(0)
8 1(2,3) 0(0)
EBYV Serostatus (EmpfangerIn/Spenderln),
n (%)
Pos/pos 29 (65,9) 21 (47,7)
Pos/neg 3(6,8) 49,1
Neg/pos 6 (13,6) 7 (15,9)
Neg/neg 0(0) 5(11,4)
Pos/tehlend 24,5 1(2,3)
Neg/fehlend 1(2,3) 0(0)
Fehlend/pos 24,5 49,1
Fehlend/Fehlend 1(2,3) 24,5
Wenigstens einer positiv 42 (95,5) 37 (84) 0,18

*=Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-, McNemar-, Mann-Whitney U- oder Fischers exakter Test abhingig vom Datentyp
und dem Matching, ®>=Median [Spannweite], =ein Zyklus wiederholter Gaben von RTX wurde als abgeschlossen
definiert, wenn RTX fiir > 28 Tage nicht verabreicht wurde, ‘=eine Episode wurde als kontinuierliche EBV-Viruslast
von 2000 Kopien/ml Blut bei Reihenmessungen definiert

EBV: Epstein Barr Virus, ml: Milliliter, pos: positiv, neg: negativ
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Im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe gab es signifikant mehr Patientlnnen aus der RTX-Gruppe
mit einer oder mehrerer EBV-Infektionen/Reaktivierungen (38 (86,4%) versus 11 (25%),
p=0,00002) und diese zeigten zudem eine signifikant hohere maximale EBV-Virenlast (p=0,005)
(Tabelle 3). Beziiglich des Serostatus vor der HSZT zeigte der Vergleich der Summen von
wenigstens einer EBV positiven Patientln (entweder Spenderln oder EmpfangerIn) keinen
signifikanten Vergleich zwischen den zwei Gruppen. Dies weist darauf hin, dass der EBV
Serostatus kein Risikofaktor fiir das Entwickeln einer mit RTX behandlungsbediirftigen EBV-
Infektion darstellt. Indes gab es keinen doppelt negativen Fall in der RTX-Gruppe, jedoch fiinf
Félle in der Kontroll-Gruppe. Dies weist darauf hin, dass EBV seropositive Konstellationen eine

EBV-Reaktivierung begiinstigen (Tabelle 3).

Wenn man die EBV-Viruslast im Blut der Patientlnnen vor und nach der Therapie mit RTX
vergleicht, konnte bestitigt werden, dass RTX ein sehr effektives Medikament gegen eine EBV-
Infektion darstellt (Kim et al.,, 2019, Worth et al., 2011). Fiir diese Analyse wurden nur
PatientInnen inkludiert, die kein RTX fiir eine andere Indikation vorher bekommen hatten (RTX
n=38 und Kontrolle n=11). Die Antwortrate auf RTX betrug dabei 95% (Abbildung 12). Ein
individueller Uberblick iiber die EBV-Viruslast der beiden Gruppen sind in Abbildung 13 und
Abbildung 14 dargestellt.

1. EBV Peak

E 300 000~ 300 000~
= 100000 100 000+ Kontrolle
«
N n=11
g 10 000
-5 10000+
=]
20004 2000~
> 1000~ 1000+
<]
=

100 T T T T T T T T T 100 T T T T T T T T T T

14 7 0 7 14 21 28 35 42 49 14 7 0 7 14 21 28 35 42 49
[Tage vor/nach HSZT] [Tage vor/nach HSZT]

Abbildung 12: RTX-Behandlung wirkt bei Patienten mit hoher EBV-Viruslast nach HSZT,
aber der Grenzwert der Viruslast fiir den Beginn der RTX-Behandlung ist unbekannt. EBV-
Kopienzahl/ml EDTA-Blutentwicklung im Laufe der Zeit bei EBV-infizierten PatientInnen (n =
38) in der RTX-Gruppe und der Kontrollgruppe (n = 11), basierend auf dem Datum der ersten
RTX-Dosis oder dem Datum des ersten Peaks in der Kontrollgruppe. Mediane Zeitpunkte fiir die
2., 3. und 4. Dosis von RTX wurden in der RTX-Gruppe durch gestrichelte Linien markiert.
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Abbildung 13: Patientenindividuelle EBV-Viruslast nach HSZT fiir die RTX-Gruppe.

EBV-Kopienzahl/ml EDTA-Blut Entwicklung {iber die Zeit in Tagen bei allen einzelnen

PatientInnen aus der RTX-Gruppe relativ zum Tag der Verabreichung des ersten Rituximab (x=0).

d() in jeder Grafik = Tag des ersten Rituximab, welcher in Relation zum Tag der HSZT steht.

Blaue Punkte markieren Patientlnnen ohne EBV-Reaktivierung bzw. vorheriger anderer

Indikation fiir RTX. Dunkelgraue Punkte markieren PatientInnen, die vor der ersten RTX-Dosis

eine systemische Steroidbehandlung erhielten. Gelbe Punkte markieren Patientlnnen, die der

Subgruppe der PatientInnen mit anhaltender B-Zell-Schadigung zugeordnet wurden. Rote Punkte

markieren RTX-Non-Responder. Griine Punkte markieren Patientinnen mit PTLD.
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Abbildung 14: Patientenindividuelle EBV-Viruslast nach HSZT fiir die Kontroll-Gruppe.
Entwicklung der EBV-Kopienzahl/ml EDTA-Blut iiber die Zeit relativ zum Tag des ersten EBV-

Peaks, welcher in Relation zum Tag nach HSZT steht, bei allen einzelnen Patientlnnen der

Kontrollgruppe, die eine EBV-Infektion/Reaktivierung hatten. Dunkelgraue Punkte markieren

PatientInnen, die vor der ersten RTX-Dosis bei der entsprechenden gematchten Patientn eine

systemische Steroidbehandlung erhielten.
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Es wurden nur zwei Patientlnnen (5%) identifiziert, die nicht ausreichend auf die RTX-Therapie
angesprochen hatten, sodass deren EBV-Viruslast im Blut innerhalb von 28 Tagen nach RTX-
Therapie nicht unter 2000 Kopien/ml sank. Diese beiden Patientlnnen entwickelten im Verlauf
beide eine PTLD und erhielten jeweils sechs und acht wochentliche Dosen von RTX bis die EBV-
Viruslast schlieBlich abnahm. Patientlnnen aus der Kontroll-Gruppe, die ebenfalls eine EBV-
Reaktivierung/Infektion nach HSZT entwickelten, zeigten eine dhnlich schnelle Abnahme der
Viruslast auf ein Niveau unter 2000 Kopien/ml ohne den Einsatz von RTX, jedoch war die

maximale Viruslast im Blut bei den KontrollpatientInnen auch insgesamt signifikant niedriger,

wie es in Tabelle 3 und in Abbildung 15 gezeigt ist.
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Abbildung 15: Maximale EBV-Last nach einer HSZT in Kopienzahl/ml EDTA-Blut
bezogen auf die RTX- und Kontrollgruppe, p=0,005.

Die mediane Zeit bis die Viruslast auf 50% von dem Wert zum Zeitpunkt der ersten RTX-Gabe
(beziehungsweise erster EBV-Peak in der Kontroll-Gruppe) gesunken ist, war signifikant kiirzer
in der RTX-Gruppe (2 Tage Spannweite 0-42 Tage) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (4 Tage

Spannweite 2-7 Tage). Dies bestétigt ebenfalls die Effektivitit von RTX bei hoher EBV-Viruslast
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: RTX-Ansprechen im Vergleich zum ersten EBV-Peak in der Kontrollgruppe,
p=0,024.

Die EBV-Viruslast, bei der eine RTX-Therapie initiiert wurde, war sehr variabel und reichte im
Median von 13550-13700 Kopien/ml an Tag —1 und Tag 0 mit einer Spannweite von 0-1.770.000
Kopien/ml. Fiir 14 (37%) Patientlnnen wurde eine RTX-Therapie bei einer EBV-Viruslast von
<10000 Kopien/ml initiiert und fiir finf (13%) von denen schon ab einer Viruslast von <3000
Kopien/ml. Bei 3 Patienten (6,8%) konnte ein frither RTX-Einsatz (<10.000 Kopien/ml) einen
weiteren Anstieg der EBV-Kopienzahl und die Entwicklung von PTLD nicht verhindern. Dies war
eine EBV-Viruslast, die in der Kontroll-Gruppe toleriert und konservativ behandelt wurde

(Abbildung 17).
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Abbildung 17: RTX-Behandlungsbeginn bei niedrigen EBV-Kopienzahlen im Blut.
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3.3 Einfluss von RTX auf die Immunrekonstitution (primdre Endpunkte)
Die vorliegenden Daten zeigen eindeutig, dass eine RTX-Behandlung nach padiatrischer HSZT
einen behindernden Einfluss auf die B-Zell Immunrekonstitution/Erholung mit signifikanten

Unterschieden in allen primiren Endpunkten verglichen zur Kontroll-Gruppe hat (Tabelle 4).

Tabelle 4 — RTX-Einfluss auf die Immunrekonstitution

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?
B-Zellzahl an Tag 365 [/nl]° 0,235(0-1,25) 0,52(0,11-2,02) 0,0003
B-Zell zu T-Zell Verhiltnis an Tag 365° 0,17(0-1,11) 0,4 (0-0,98) 0,0005

Zeitpunkt der B-Zell-Erholung [Tag nach 282 (43 - 716) 120 (36 - 645) <0,0001

HSZT]P
Zeit bis zur B-Zell-Erholung nach dem letzten
RTX (Kontrolle: RTX dquivalenter Zeitpunkt) 211 (13 - 658) 37 (0-479) <0,0001
[Tage]®
B-Zellzahl <0,01/nl an Tag 365, n (%) 4 (9,1) 0(0)
IgG Serum Level an Tag 365 [g/1]° 6,16 (1,34 - 13,96)9,06 (3,2-21,9) 0,03
IgM Serum Level an Tag 365 [g/1]° 0,48 (0,07 -1,7) 0,81 (0,16 - 3,56) 0,0002
an Tag 730 [g/1]° 0,6 (0,2-1,1) 0,9 (0,3-2,7) 0,01
Anzahl der Patientlnnen mit IVIG-Substitution, 41(932) 39 (88,6)
n (%)
Zeitpunkt der letzten IVIG Substitution [Tag <0,0001
nach HSZT]® 254 (0 - 1095) 109 (0 - 324)
Kumulative IVIG Dosis [g/kgKG]® 2,57(0-28,05) 1,04(0-11,33) 0,002
Vor dem ersten RTX 0,57 (0-4,61) 0,46 (0 - 3,59) 0,054
Nach dem ersten RTX 1,66 (0 -26,85) 0,42 (0-11,33) 0,002
Anzahl der PatientInnen, die mehr als 27 (61,4)
0,5g/kgKG IgG nach dem ersten RTX 19(43,2) 0,152
bekommen haben, n (%)
0,002

Zeitpunkt des IgG Levels >5g/l ohne 278 (4 - 1095) 118 (4 -722)
Substitution [Tag nach HSZT]°
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Fortsetzung Tabelle 4

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?*

. 1,1 (0,08 -5,87) 1,4(0,3-9,5)

b,f B B B B s )

Tetanustoxoid IgG 2 Jahre nach HSZT (n=32)f (=330 0,22
Pneumokokkenkapsel Polysaccharid 1gG1 2 34 (5-102) 42 (7-172) 0.09
Jahre nach HSZT [IU/ml]>f (n=26)" (n=22)* ’
Pneumokokkenkapsel Polysaccharid 1gG2 2 7,9 (2,5-36,2) 11(2,3-83,1) 0,21
Jahre nach HSZT [IU/ml]>f (n=26)" (n=23)f
Erstmalig neutrophile Granulozyten 17 (9 - 38) 19 (8 - 40) 0,22

>500/pl [Tag nach HSZT]®

Erstmalig neutrophile Granulozyten >1000/p1

[Tag nach HSZTTb 19 (9 -79) 22 (9-292) 0,25
s Zepurk ds Tombooyin SO0 a0y 255451 o
Lymphozytenzahl an Tag 365 [/nl]® 2,17 (0,48 -5,79) 2,21(0,9-6,37) 0,75
CD3+ Zellzahl an Tag 365 [/nl]° 1,73 (0,39 -5,09) 1,51 (0,43 -5,66) 0,58
CD4+ Zellzahl an Tag 365 [/nl]° 0,46 (0,17 -2,24) 0,75 (0,13 -1,21) 0,05
CD8+ Zellzahl an Tag 365 [/nl]° 1,06 (0,14 - 4,34) 0,49 (0,12 -4,47) 0,14
Gesamtchimérismus an Tag 365 [%]° 100 (32 - 100) 100 (15 - 100) 0,25
CD34 Chimérimus an Tag 365 [%]° 100 (30 - 100) 100 (25 - 100) 0,27

2=Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-, McNemar-, Mann-Whitney U- oder Fischers exakter Test abhdngig vom Datentyp
und dem Matching, ®>=Median [Spannweite], =n exkludiert alle PatientInnen mit Dropout-Events aber schlieBt alle
verfligbaren Daten bis zum 20. Januar 2022 ein (auch wenn die Daten auBerhalb des Beobachtungszeitraum liegen),

nl: Nanoliter, ul: Mikroliter, IVIG: intravendse Immunglobuline, KG: K&rpergewicht, IgG: Immunglobulin G
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Die B-Zell-Erholung wurde durch die RTX-Behandlung mit signifikant niedrigeren B-Zellzahlen
und einem niedrigeren B-Zell zu T-Zell-Verhédltnis an Tag +365 sowie einem verzdgerten
Zeitpunkt der B-Zell-Erholung in der RTX-Gruppe signifikant beeinflusst (Abbildung 18).
Wihrend 97 % der Patientlnnen in der Kontroll-Gruppe, die vorher kein Drop-out Ereignis hatten,
eine B-Zell-Rekonstitution (B-Zellzahlen hoher als das untere Ende des altersabhédngigen
Normalbereichs) innerhalb von 365 Tagen nach HSZT erreichten, konnten nur 66,7 %
PatientInnen aus der RTX-Gruppe dieses Ziel erreichen. Nach einem weiteren Jahr erreichten
PatientInnen in der RTX-Gruppe, die so lange iberwacht wurden, im Vergleich zu Patientlnnen
in der Kontroll-Gruppe dhnliche B-Zell-Spiegel. Die Differenz der medianen Zeitpunkte der B-
Zell-Erholung nach HSZT betrug 162 Tage (RTX-Tag 282 (43-716) vs. Kontrolle Tag 120 (36—
645)) mit einer Hazard Ratio von 2,2, p=0,008. Die Differenzen der Mediane der B-Zell-Erholung
nach der letzten RTX-Dosis und dem dquivalenten Zeitpunkt fiir die gematchten Kontroll-Falle

betrug 174 Tage (RTX 211 Tage (13-658) versus Kontrolle 37 Tage (0-479)).
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Abbildung 18: Die Erholung der B-Zellen wird durch die Behandlung mit RTX nach einer
HSZT behindert. (A) Umgekehrte Kaplan-Meier-Kurve, die den Anteil der Patientlnnen zeigt,
die eine B-Zell-Rekonstitution zu einem spezifischen Zeitpunkt erreicht haben, p<0,0001. (B)
Vergleich der Zeit bis zur Rekonstitution der B-Zellen nach Gabe der letzten RTX-Dosis in der
RTX-Gruppe und der Zeit bis zur Rekonstitution der B-Zellen in der Kontroll-Gruppe nach einem
Zeitpunkt, der mit dem Zeitpunkt der letzten RTX-Dosis fiir jede einzelne gematchte PatientIn der
RTX-Gruppe identisch ist. Die Daten werden als Einzelpatientlnnenwerte und als Medianwerte
gezeigt, p<0,0001. (C) Vergleich des Verhiltnisses von B- zu T-Zellen an Tag 365 nach HSZT
zwischen RTX- und Kontrollgruppe, dargestellt als Einzelwerte und Median, p<0,001. (D) B-Zell-
Rekonstitution (CD19+) im Zeitverlauf nach HSZT fiir RTX- und Kontrollgruppe, gezeigt als
Mixed Model inklusive Treatment-Switching und Matching mit Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwerts pro Gruppe und Tag nach HSZT. ,,n“= Die Patientlnnen wurden je nach Beginn der
RTX-Therapie fiir jeden Zeitverlauf entweder der RTX- oder der Kontrollgruppe zugeteilt,
p<0,001. (E) Analyse des konkurrierenden Risikos nach Fine und Grey: Kurve, die den Anteil der
PatientInnen zeigt, die zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Beginn der RTX-Behandlung eine B-
Zell-Erholung erreichten. ,,m* beschreibt die Anzahl der PatientInnen, die den Endpunkt noch
nicht erreicht hatten oder bei denen zum jeweiligen Zeitpunkt noch kein Drop-out Ereignis
stattgefunden hatte, oder die noch nicht das Ende der Beobachtungszeit erreicht hatten, p<0,01.
HR: hazard ratio, KI: Konfidenzintervall
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Um den B-Zell-Schaden, der iiber die Wiederherstellung normaler B-Zellzahlen hinausgeht, weiter
zu evaluieren, wurden auBlerdem die Ig-Spiegel und die Abhéngigkeit von IVIG-Substitutionen
analysiert. Bei IVIG-Substitution handelte es sich um eine prophylaktische Behandlung, zum
Schutz vor Infektionen bei Ig-Mangel, die die meisten Patientlnnen unabhingig von der
Gruppenzuordnung (93 % vs. 89 %) nach der HSZT fiir eine gewisse Zeit erhielten. Es wurden
dabei signifikant spdtere Zeitpunkte des Erreichens von IgG-Spiegeln > 5 g/l ohne IVIG-
Substitution (Median RTX Tag 278 (4 — 1095) versus Kontrolle Tag 118 (4 — 722), Hazard Ratio
4,2, p<0,001) und signifikant spétere Zeitpunkte der letzten dokumentierten IVIG-Substitution
(Median RTX Tag 254 (0 - 1095) gegeniiber der Kontrolle Tag 109 (0 - 324), Hazard Ratio 6,25,
p<0,001) gefunden. Wihrend die IgG-Erholung und die B-Zell-Erholung in der Kontroll-Gruppe
sehr dhnlich war (118 Tage und 120 Tage), koinzidierten diese Zeitpunkte fiir die RTX-Gruppe
ebenfalls, jedoch signifikant spiter (278 Tage und 282 Tage). Ahnliche Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen konnten auch fiir die IgG- und IgM-Spiegel an Tag 365 nach HSZT und die
kumulative IVIG-Dosis festgestellt werden. Wéhrend die Unterschiede der B-Zellzahlen und der
IgG-Spiegel zwischen der RTX- und der Kontroll-Gruppe bis zum Tag 730 verschwanden, war
ein signifikanter Unterschied der IgM-Spiegel zwischen der RTX- und der Kontroll-Gruppe noch
zweli Jahre nach der HSZT messbar. Dies kann als ein weiterer Beweis fiir eine anhaltende B-Zell-
Schéadigung nach RTX-Behandlung unabhédngig von der B-Zell-Zahl angesehen werden, da die
IgM-Blutspiegel weniger durch die IVIG-Substitution beeinflusst wurden als die IgG-Spiegel.
Dass einige Patientlnnen in der RTX-Gruppe selbst am Tag 730 immer noch auf eine IVIG-
Substitution angewiesen waren, konnte einen Unterschied in den IgG-Spiegeln zwischen den
beiden Gruppen maskieren (Abbildung 19). Es wurden keine Unterschiede beziiglich der
Differenzierungen von Gesamt- und CD34+-Chimérismus festgestellt. (Tabelle 4). SchlieBlich
wurde ein Vergleich der Tetanustoxid-IgG- und Pneumokokken-Kapselpolysaccharid-IgG1- und
-2-Spiegel durchgefiihrt, die zwei Jahre nach der HSCT nach der Impfung der PatientInnen
gemessen wurden, wobei hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen

beobachtet wurden (Tabelle 4).
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Abbildung 19: Die Funktion der B-Zellen wird durch die Behandlung mit RTX nach einer
HSZT ebenfalls behindert. (A) Umgekehrte Kaplan-Meier-Kurve, die den Anteil der
PatientInnen zeigt, die zu einem bestimmten Zeitpunkt eine IgG-Erholung (Blutkonzentration
>5¢g/L ohne Substitutionspflichtigkeit) erreichten, p=0,002. (B) Umgekehrte Kaplan-Meier-
Kurve, die den Anteil der PatientInnen zeigt, die zu einem bestimmten Zeitpunkt die letzte IgG-
Substitution erhielten, p<0,0001. (C) Gematchter Vergleich der kumulativen IgG-Dosen, die vor
und nach Beginn der RTX-Behandlung in der RTX-Gruppe beziehungsweise vor und nach
Beginn des dquivalenten Zeitpunktes der gematchten Patientlnnen in der Kontrollgruppe
gegeben wurden. Die Werte sind als Einzelwerte und Medianwerte dargestellt, p=0,002. (D)
Analyse des konkurrierenden Risikos nach Fine und Grey: Kurve, die den Anteil der
PatientInnen zeigt, die zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Beginn der RTX-Behandlung eine
IgG-Erholung (Blutkonzentration >5g/L ohne Substitutionspflichtigkeit) erreichten. ,,m* bezieht
sich auf die Anzahl der Patientlnnen, die den Endpunkt nicht erreichten oder bei denen sich zum
jeweiligen Zeitpunkt noch kein Drop-out Ereignis oder kein Ende der Beobachtungszeit
ereignete, p<0,001. (E) Analyse des konkurrierenden Risikos nach Fine und Grey: Kurve, die
den Anteil der Patientlnnen zeigt, die zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Beginn der RTX-
Behandlung keine IgG Substitution mehr erhielten. ,,m* beschreibt die Anzahl der PatientInnen,
die den Endpunkt noch nicht erreicht hatten oder bei denen zum jeweiligen Zeitpunkt noch kein
Drop-out Ereignis stattgefunden hatte, oder die noch nicht das Ende der Beobachtungszeit
erreicht hatten, p<0,001. (F) [gG-Werte im Zeitverlauf nach HSZT fiir RTX- und
Kontrollgruppe, gezeigt als Mixed Model inklusive Treatment Switching und Matching mit
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts pro Gruppe und Tag nach HSZT. ,,n“= Die
PatientInnen wurden je nach Beginn der RTX-Therapie fiir jeden Zeitpunkt entweder der RTX-
oder der Kontrollgruppe zugeteilt, nicht signifikant. (G) IgM-Werte im Zeitverlauf nach HSZT
fiir RTX- und Kontrollgruppe, dargestellt als Mixed Model inklusive Treatment Switching und
Matching mit Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts pro Gruppe und Tag nach HSZT.
,n‘“=Die PatientInnen wurden je nach Beginn der RTX-Therapie fiir jeden Zeitpunkt entweder

der RTX- oder der Kontrollgruppe zugeteilt, p<0,05. HR: hazard ratio, KI: Konfidenzintervall
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Interessanterweise wiesen RTX-Patienten nach der HSZT signifikant hohere T-Zellspiegel auf,
insbesondere am Tag 720. Eine Subpopulationsanalyse zeigte, dass dies fiir CD8+, nicht aber fiir

CD4+ T-Zellen galt (Abbildung 20).
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Abbildung 20: T-Zell Erholung wurde durch eine RTX-Therapie nicht beeinflusst. (A)
Erholung der T-Zellen (CD3+) im Zeitverlauf nach HSZT fiir RTX- und Kontrollgruppe, gezeigt
als Mixed Model inklusive Treatment Switching und Matching mit Mittelwert und Standardfehler
des Mittelwerts pro Gruppe und Tag nach HSZT. ,n“= Die Patientlnnen wurden je nach Beginn
der RTX-Therapie fiir jeden Zeitpunkt entweder der RTX- oder der Kontrollgruppe zugeteilt,
p=0,007. (B) CD4+-Werte im Zeitverlauf nach HSZT fiir RTX- und Kontrollgruppe, gezeigt als
Mixed Model inklusive Treatment Switching und Matching mit Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwerts pro Gruppe und Tag nach HSZT. ,,n“= Die Patientlnnen wurden je nach Beginn der
RTX-Therapie fiir jeden Zeitpunkt entweder der RTX- oder der Kontrollgruppe zugeteilt, nicht
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signifikant. (C) CD8+-Werte im Zeitverlauf nach HSZT fiir RTX- und Kontrollgruppe, gezeigt
als Mixed Model inklusive Treatment Switching und Matching mit Mittelwert und Standardfehler
des Mittelwerts pro Gruppe und Tag nach HSZT. ,n“= Die Patientlnnen wurden je nach Beginn
der RTX-Therapie fiir jeden Zeitpunkt entweder der RTX- oder der Kontrollgruppe zugeteilt,
p=0,022.

Zusétzlich wurde die Frage nach einer Korrelation zwischen der Anzahl der erhaltenen RTX-
Dosen oder dem Zeitpunkt der Gabe der 1. RTX-Dosis mit den primiren Endpunkten (B-Zell-,
IgG-Erholung und Zeitpunkt der letzten Ig-Substitution) bewertet; es konnte jedoch keine
Korrelationen gefunden werden. Dariiber hinaus konnte auch keine Korrelation zwischen der
maximal gemessenen EBV-Kopienzahl und dem Zeitpunkt der B-Zell-Erholung oder dem

Zeitpunkt der letzten IVIG-Substitution beobachten werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Die primaren Endpunkte korrelieren nicht mit der Anzahl der erhaltenen
RTX-Dosen, dem Zeitpunkt des Beginns der RTX-Behandlung oder der maximalen EBV-
Viruslast. (A,B,C,D,E,F,G,H,I) Korrelationsanalyse nach Spearman fiir die Anzahl der erhaltenen
RTX-Dosen (A,B,C,D), den Zeitpunkt der ersten RTX-Behandlung (E,F) und die maximal
gemessene EBV-Kopienzahl im Blut (G,H, I) gegen unterschiedliche primére Endpunkte
(Zeitpunkt der B-Zell-Erholung, Zeit bis zur B-Zell-Erholung nach der letzten erhaltenen RTX-
Dosis, Zeitpunkt des IgG-Spiegels >5g/1 ohne IgG-Substitution und Zeitpunkt des letzten IgG).
Jeder Punkt zeigt eine Patientln aus der RTX-Gruppe. PatientInnen mit einem Drop-out-Ereignis
vor Eintreffen des jeweiligen Endpunkts wurden aus der Analyse ausgeschlossen. RTX: Rituximab
(Gruppe), EBV: Epstein Barr Virus, d()=Tag nach HSZT, y()=Jahr nach HSZT, ZP=Zeitpunkt,
IgG=Immunglobulin G, n.s.=nicht signifikant

Im Einklang damit zeigte der Untergruppenvergleich zwischen EBV-positiven und EBV-
negativen Patientlnnen in beiden Gruppen keine relevanten Unterschiede bei den primiren

Endpunkten (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Vergleich der primaren Endpunkte "Zeitpunkt der B-Zell-Erholung' und
"Letzter Tag der IgG-Substitution' zwischen den Untergruppen der RTX- und
Kontrollgruppe, die eine EBV-Infektion durchmachten oder nicht-durchmachten. (A,B) Es
wurde gezeigt, dass eine EBV-Infektion weder in der RTX- noch in der Kontrollgruppe die B-
Zell-Rekonstitution oder die Unabhéngigkeit der Ig-Substitution signifikant verldngert. HSZT:
Hdamatopoetische Stammzelltransplantation, EBV: Epstein Barr Virus, RTX: Rituximab
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(Gruppe), Kontrolle: Kontrollgruppe, dHSZT: HSZT-Behandlungszeitpunkt (d0 = Tag der
HSZT). Signifikanzniveaus: **: p<0,01; n.s.: nicht signifikant

SchlieBlich wurde in Bezug auf die hdmatopoetische Rekonstitution festgestellt, dass die RTX-
Gruppe signifikant mehr Zeit bendtigte, um nach HSZT Thrombozytenzahlen von > 50.000/ul
unabhdngig von Thrombozytentransfusionen zu erreichen (RTX-Median 49 Tage (11-600)
versus 26,5 Tage (5451 Tage).
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3.4 RTX bedingte sekunddre Komplikationen

Um weitere mogliche Quellen fiir Verzerrungen und sekundire Komplikationen nach der RTX-

Behandlung zu untersuchen, wurde eine explorative Analyse einer Reihe klinischer Parameter

durchgefiihrt (Tabelle S).

Tabelle 5: Sekundire RTX bezogene Komplikationen

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?

Anzahl der Rehospitalisierungen pro PatientIn®® 2 (0 - 34)

Kumulative Dauer der Rehospitalisierungen nach

HSZT, Tage"" 20(1-293)
Vor erstem RTX 3(2-293)
Nach erstem RTX 16 (1-141)
Anzahl der PatientInnen mit einer nicht-EBV 28 (63,6)
viralen Infektion (>2000 Kopien/ml Blut), n (%) ’
Vor erstem RTX 23 (52,3)
Nach erstem RTX 9 (20,5)
Anzahl der PatientInnen mit einer ADV-Infektion 11(25)

(>2000 Kopien/ml Blut), n (%)

Anzahl der PatientInnen mit einer CMV-Infektion 14 (31,8)
(>2000 Kopien/ml Blut), n (%)

Anzahl der PatientInnen mit einer HHV6 Infektion 0 (0)
(>2000 Kopien/ml Blut), n (%)

Anzahl der PatientInnen mit einer BKV-Infektion 14 (31,8)
(>2000 Kopien/ml Blut/Urin), n (%)

PatientInnen mit anderen antiviralen 25 (56,8)
Medikamenten als RTX, n (%)’
Ganciclovir 14 (31,8)
Valganciclovir 7 (15,9)
Foscarnet 12 (27,2)
Cidovovir 11 (25)
Brincidovovir 49,1

PatientInnen mit einer Initiation von anderen

antiviralen Medikamenten als RTX, n (%)’
Vor erstem RTX 18 (40,9)
Nach erstem RTX 14 (31,8)

1(0-9) 0,64
9(1-107) 0,0123
6(1-22) 0,77
9(1-107) 0,033
16 (36,4) 0,008
15 (34,1) 0,08
5(11,4) 0,22
10 (22,7) 0,99
7 (15.,9) 0,14
0 (0) 0,99
9 (20,5) 0,27
14 (31,8) 0,024
7 (15.9)

5(11,4)

5(11,4)

11(25)

0 (0)

7 (15.9) 0,003
10 (22,7) 0,39
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Fortsetzung Tabelle 5

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?

Anzahl der Neutropenie Rezidive® 2(0-19) 1(0-38) 0,02
Vor erstem RTX 0(0-5) 0(0-4) 0,15
Nach erstem RTX 1(0-17) 0(0-38) 0,09

Anzahlidelf initiierten intravendsen antibiotischen 3(1-14) 1(1-6) 0,0004

Therapien
Vor erstem RTX 1(0-5) 1(0-3) 0,049
Nach erstem RTX 1(0-11) 0(0-6) 0,006

Anzahl der PatientInnen mit positiven bakteriellen

Blutkulturen, n (%) 26 (59,1) 13 (29,55) 0,021
Vor erstem RTX 15 (34,1) 11 (25,0) 0,5
Nach erstem RTX 17 (38,6) 6 (13,64) 0,029

Anzahl der PatientInnen mit relevanter akuter

GVHD., n (%)* 11(25) 9 (20,5) 0,98

Anzahl der PatientInnen mit moderater bis

schwerer chronischer GvHD nach HSZT, n (%) > (114) 0(0) 0,025

Kumulative Anzahl der systemischen Steroid 0.04

Therapien® 1(0-7) 1(0-4) ’

Vor erstem RTX 0(0-3) 0(0-3) 0,28
Nach erstem RTX 0(0-5) 0(0-3) 0,03

Anzahl der PatientInnen mit schweren 6 (13.,6) 2(4,5) 0.29

unerwiinschten Ereignissen, die {iberlebt wurden, n ’ ’

(Y0)®

Dauer der Hospitalisierung fiir die HSZT [Tage]® 61,5 (27 -411) 59,5(20-191) 0,27

Anzahl der PatientInnen mit einerm

Stammzellboost, n (%) 3(6.8) 6(13.6) 0,37

Anzahl der PatientInnen mit einer SpenderIn 6 (13,6) 9 (20,5) 0,55

Lymphozyten Infusion, n (%)
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Fortsetzung Tabelle 5

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?

Anzahl der viralen Infektionen (ohne EBV) mit
>2000 Kopien/ml pro Patientln, n (%)

0 16 (36,4)
1 15 (34,1)
2 11 (25)
3 1(2,3)

4 0(0)

5 1(2,3)
Anzahl der PatientInnen mit PTLD, n (%) 3/38 (7,9)
Anzahl der PatientInnen mit erhaltenen virus- 9 (20,5)
spezifischen T Zellen, n (%)

Mittlere Dauer der erhohten CRP- 20 (7 - 160)
Blutkonzentrationen [Tage]®

Anzahl der PatientInnen mit systemischen 15 (34,1)
antimykotischen Infusionen in therapeutischer

Dosis, n (%)

Anzahl der systemischen Steroidtherapien nach

HSZT pro Patientln, n (%)

0 16 (36,4)
1 11 (25)
2 7 (15,9)
3 6 (13,6)
4 2(4,5)

5 1(2,3)

7 1(2,3)
Anzahl der PatientInnen mit extrakorporaler 10 (22,7)

Photopherese, n (%)

Anzahl der PatientInnen mit einer Applikation von 6 (13,6)
Vedulizumab, Basiliximab oder Infliximab, n (%)

Entwicklung einer VOD nach HSZT 9 (20,5)
Anzahl der Erythrozytenkonzentrate pro PatientIn® 9 (1 - 143)

Totale Menge an transfundierten 720
Erythrozytenkonzentraten, n

28 (63,6)
7(15,9)
5(11,4)
3 (6,8)
1(2,3)

0 (0)

0/11 (0)

409

23 (3 - 46)

19 (43,2)

22 (50)
15 (34,1)
3(6,8)
1(2,3)
3(6,8)

0 (0)

0 (0)

6 (13.6)

4(9,1)

7 (15.,9)
6 (1 - 50)

445

0,23

0,9

0,52

0,04

0,45

0,72

0,8

0,17
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Fortsetzung Tabelle 5

Charakteristika RTX-Gruppe Kontroll-Gruppe p-Wert?
Anzahl der Thrombozytenkonzentrate pro 16 (1 -177) 9(0-109) 0,06
PatientIn®

Totale Menge an transfundierten 1212 730

Thrombozytenkonzentraten, n

2=Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-, McNemar-, Mann-Whitney U- oder Fischers exakter Test abhdngig vom Datentyp
und dem Matching, >=Median [Spannweite], & orientiert sich an der CTCAE Grad 4

"“Rehospitalisierungen ausschllieBlich fiir RTX Therapie wurden exkludiert, ‘=Aciclovir wurde aus dieser Analyse
ausgeschlossen, da alle PatientInnen, unabhéngig von der Studienkohorte, prophylaktisch Aciclovir erhielten, um eine
Herpes-simplex-Infektion zu verhindern, /=nach mindestens 7 Tagen Neutrophilen-Regeneration (>1000/pl) sinken
die Neutrophilen-Blutspiegel wieder auf <1000/ul (unabhingig von der Behandlung mit Granulozyten-Kolonie-
stimulierendem Faktor), *=dazu gehoren Episoden einer akuten GvHD, bei denen die PatientInnen eine systemische
Therapie wie Steroide oder extrakorporale Photopherese erhalten haben,

EBV: Epstein Barr Virus, ADV: Adenovirus, CMV: Cytomegalievirus, HHV-6: humanes Herpesvirus 6, BKV: BK-
Virus, GvHD: graft versus host Krankheit, PTLD: post transplantire lymphoproliferative Erkrankung, CRP: c-

reaktives Protein, VOD: venookklusive Erkrankung

Erstens wurden zundchst Daten zu schweren Ereignissen und Dauer und Haufigkeit von
Krankenhausaufenthalten analysiert, um die RTX-induzierte Morbiditdt im Allgemeinen zu
bewerten. Es gab 6 PatientInnen in der RTX-Gruppe mit mindestens einem iiberlebten CTCAE-
Grad-4-Ereignis im Vergleich zu 2 in der Kontrollgruppe. Wihrend keine Unterschiede in der
Dauer des ersten Krankenhausaufenthalts fiir HSZT oder der Anzahl der erneuten
Krankenhausaufenthalte beobachtet wurden, wurde eine signifikant hohere kumulative Dauer der
erneuten Krankenhausaufenthalte in der RTX-Gruppe (Median 20 Tage (1-293) gegeniiber 9
Tagen (1 — 107) festgestellt, was sich insbesondere nach, aber nicht vor Beginn der RTX-Therapie
als signifikant herausstellte (Median vor: 3 versus. 6 Tage, nachher: 16 versus. 9 Tage), auch ohne
Korrektur der kiirzeren Gesamtbeobachtungsdauer in der RTX-Gruppe. Weiterhin wurden keine
Unterschiede bei der Anzahl der PatientInnen gefunden, die Stammzellen-Boosts oder SpenderIn-
Lymphozyten-Infusionen erhielten. Wie oben erldutert gab es 3 Félle von PTLD in der RTX-
Gruppe (gegeniiber 0 in der Kontroll-Gruppe), die alle erfolgreich behandelt werden konnten.

Zweitens wurde eine Reihe von Parameter zu infektiosen Komplikationen erhoben. Beziiglich
viraler Infektionen wurden signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen fiir die
kumulierte Anzahl viraler Infektionen (>2000 Kopien/ml Blut) nach HSZT pro Patientln fiir

relevante Viren neben EBV gefunden. Das waren das Zytomegalovirus (CMV), Adenovirus
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(ADV), humanes Herpesvirus 6 (HHV-6) und BK-Virus (BKV). Es wurden signifikant mehr
Virusinfektionen in der RTX-Gruppe dokumentiert, jedoch unabhéngig vom Zeitpunkt der RTX-
Initiation (Median insgesamt 28 versus 16, vor RTX 23 versus 15 und nach RTX 9 versus 5), was
auf ein allgemein erhohtes Risiko fiir Virusinfektionen in der RTX-Gruppe unabhéngig von der
RTX-Behandlung hindeutet. Dies spiegelt sich auch in der Anzahl der Patientlnnen wider, welche
eine andere antivirale Therapie auBBer RTX vor der ersten RTX-Therapie erhielten. Dies waren in
der RTX-Gruppe signifikant mehr als in der Kontrollgruppe (RTX-Gruppe 18 versus Kontroll-
Gruppe 7,n=0,003). 9 (21 %) RTX-PatientInnen (versus 4 (9 %) in der Kontroll-Gruppe) erhielten
virusspezifische T-Zellen. Abgesehen von der signifikant h6heren Zahl an EBV-Infektionen hatten
PatientInnen der RTX-Gruppe mehr CMV- und BKV-Infektionen, aber nur eine zusitzliche ADV-
Infektion (Tabelle 5).

In Bezug auf bakterielle Infektionen wurden mehr Episoden von erneuter Neutropenie (2 (0 — 19)
versus 1 (0 — 8)) und mehr Einleitungen einer intravendsen Antibiotikabehandlung, nicht nur, aber
insbesondere nach Beginn der RTX-Behandlung, gefunden (Gesamtmedian 3 vs. 1, vor RTX 1
gegen 1, nach RTX 1 gegen 0). Zudem hatten signifikant mehr PatientInnen in der RTX-Gruppe
positive Blutkulturbefunde nach Beginn der RTX-Behandlung (17 (39 %) versus 6 (14 %), aber
nicht vor der RTX-Behandlung (15 (34 %) vs. 11 (25 %)). Dies deutet stark auf ein erhéhtes Risiko
fiir eine bakterielle Infektion nach einer RTX-Behandlung im Rahmen einer HSZT hin. Um den
Schweregrad bakterieller Infektionen zu bewerten, wurden Informationen iiber die mittlere Dauer
erhohter CRP-Werte und die mittleren hochsten CRP-Werte, wahrend diese erhoht waren,
erhoben. Hier wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden.
Als Surrogatmarker fiir mogliche Pilzinfektionen wurde die Anzahl der erhaltenen systemischen
antimykotischen Behandlungen verglichen, wobei jedoch keine Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen festgestellt werden konnten.

Drittens wurde das Auftreten von GvHD bewertet. Es wurde kein Unterschied beziiglich klinisch
relevanter akuter GvHD (11 (25 %) versus 9 (20 %)) festgestellt, jedoch konnten Patienten mit
mittelschwerer bis schwerer chronischer GvHD nur in der RTX-Gruppe 5 (11 %), nicht aber in
der Kontroll-Gruppe gefunden werden. 4 dieser 5 Patientlnnen hatten RTX bereits vor Beginn der
chronischen GvHD erhalten und die aufgezeichneten Daten nannten die Verwendung von RTX in
diesen Féllen nicht zur GvHD-Behandlung bei diesen Patientlnnen beziehungsweise war jeweils
eine  weitere  eindeutige =~ RTX-Indikation = dokumentiert (zum  Beispiel EBV-
Infektion/Reaktivierung). Da RTX eher fiir seine vorteilhafte Wirkung bei chronischer GvHD als

fiir einen Risikofaktor bekannt ist, konnte eine mogliche Erklarung sein, dass diese PatientInnen
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multimorbide PatientInnen mit einer hohen Koinzidenz von Komplikationen waren. Im Einklang
mit den hiufigeren GvHD-Fillen wurde eine etwas hohere Anzahl von Patientlnnen in der RTX-
Gruppe, die eine systemische Steroidbehandlung nach HSZT erhielten (28 (64 %) vs. 22 (50 %))
und einer etwas hoheren kumulativen Anzahl systemischer Steroidbehandlungen (Median 1 (0 —
7) vs. 1 (0 — 4)) gefunden. Es wurde jedoch kein signifikanter Unterschied bei der Anzahl der
Patientlnnen gefunden, die extrakorporale Photopherese, Vedulizumab, Basiliximab oder

Infliximab bekamen.

Beim Vergleich der Anzahl an Erythrozytenkonzentraten (EK) und Thrombozytenkonzentraten
(TK) pro Patientln und der Gesamtzahl, die nach HSZT erhalten wurde, wurde eine Tendenz zu
einem hoheren Transfusionsbedarf bei Patientlnnen aus der RTX-Gruppe (EK pro Patientln 9 (1
—143) versus 6 (1 — 50) und TK pro Patientln (16 (1 — 177) versus 9 (0 — 109) festgestellt. Dies
konnte durch die héhere Anzahl viraler Infektionen in der RTX-Gruppe einschlielich EBV erklart

werden, die eine antivirale Behandlung mit myelotoxischer Virostatika erforderlich machten.
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3.5 Subgruppenanalyse (RTX-Fdlle mit einem persistenten Bedarf an IVIG mindestens 53
Wochen (ein Jahr) nach RTX-Behandlung bis zum Ende der Beobachtungsperiode)

In Anlehnung an frithere Berichte wurde eine Kohorte an PatientInnen definiert und griindlicher
untersucht, die nach der RTX-Behandlung eine besonders lange und anhaltende B-Zell-
Schadigung zeigten. Wihrend des Prozesses zur Definition dieser Subgruppe ,,verlingerter B-
Zellschaden* (PBD) wurde eine Reihe von Definitionen getestet. Die endgiiltige Definition lautete
,»RTX-Fillen mit anhaltender IVIG-Substitutionsnotwendigkeit 53 Wochen (ein Jahr) nach RTX-
Behandlung bis Ende des jeweiligen Beobachtungszeitraums®. Unter Verwendung dieser
Definition wurden 9 von 24 Patientlnnen (38 %) der RTX-Gruppe identifiziert, die langer als 365
Tage nach Beendigung der RTX-Behandlung beobachtet wurden und einen anhaltenden Ig-
Mangel aufwiesen (Abbildung 23).

OR=13 OR =15

50~
40+
304
20
10-

0 T T T
RTX Kontrolle RTX Kontrolle RTX Kontrolle RTX  Kontrolle
(13/28)  (14/35) (10/24) (0/31) (8/24) (1/31) (9/24) (0/31)

Rate der PatientInnen, die die
Subgruppenkriterien erfiillen
[%o]

"IG-Substitution nach B- "IG-Substitution "IgG <2SD mindestens “IG-Substitution
Zell-Erholung" mindestens 365 Tage 365 Tage nach letztem mindestens 365 Tage nach
nach letztem RTX" RTX" letztem RTX bis zum Ende
der OZ”

Abbildung 23: Subgruppendefinitionen und Zuordnung fiir anhaltende B-Zell-Schiden.
Identifizierung von 9 Fillen in der RTX-Gruppe, die die Definition "Immunglobulinsubstitution
mindestens 365 Tage nach dem letzten RTX bis zum Ende des Beobachtungszeitraums"

entsprachen. SD=Standardabweichung, OZ=0bservationszeit, OR=0dds ratio
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Um die PBD-Subgruppe zu charakterisieren und mdgliche Risikofaktoren zu identifizieren,

wurden diese 9 PatientIlnnen dann mit den anderen 15 Patientlnnen aus der urspriinglichen RTX-

Gruppe verglichen, die eine Beobachtungszeit von mehr als 365 Tagen nach Erhalt der letzten

RTX-Dosis hatten (= RTX-Kontroll-Subgruppe) (Tabelle 6).

Tabelle 6: Charakteristika der PBD-Subgruppe und RTX-Kontroll-Subgruppe

Charakteristika

PBD-Subgruppe

RTX-Kontroll-
p-Wert?
Subgruppe

Anzahl der Patientlnnen, n
Observationszeit [Tage]®

Alter zum Zeitpunkt der HSZT
[Jahr]®

Geschlecht, n (%)
Minnlich
Weiblich

Korpergewicht zum Zeitpunkt der HSZT
[ke]®

Art der HSZT, n (%)
MUD
MSD
MMRD/haploident

Graft Manipulation: Jegliche TCRaf3-
Depletion, n (%)°

Quelle der HSZ, n (%)
KM
PBSC

Drop-out Ereignisse, n (%)

HSZT-Nummer, n (%)
1
2
3

Malignitét, n (%)
Benigne
Maligne

9
716 (471 - 1095)

8(2-19)

5(55,5)
4 (44,4)

26,5 (11,5 - 90)

5(55,5)
4 (44,4)
0(0)

4 (44,4

3(33,3)
6 (66,7)

0 (0)
8 (88,9)

1 (11,1)
0(0)

4 (44,4)
5(55,6)

15
972 (444 - 1095) 0,052

12 (4-21) 0,2

8 (53.3)
7 (46,7)

30,3 (16,3 - 85.,7)

9 (60)
3 (20)
3 (20)

5(33.,3) 0,68

9 (60) 0,4
6 (40)

0 (0)

14 (93,3)
0 (0)
1 (6,7)

9 (60)
6 (40)
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Fortsetzung Tabelle 6

RTX-Kontroll-

Charakteristika PBD-Subgruppe p-Wert?
Subgruppe
HSZT-Indikation, n (%)
Akute myeloische Leukdmie 0(0) 1 (6,7)
Beta Thalassdmie major 0(0) 1 (6,7)
B-Zell akute lymphoblastische Leukdmie 3 (33,3) 4 (26,7)
Fanconi Andmie 1 (11,1) 0(0)
Hyper IgM Syndrom 1(11,1) 0(0)
ICF Syndrom Typ 3 0(0) 1 (6,7)
Myelodysplastisches Syndrom 1(11,1) 1 (6,7)
Morbus Glanzmann 0(0) 1(6,7)
Osteopetrosis 1 (11,1) 0(0)
Sichelzellkrankheit 1 (11,1) 5(33.,3)
T-lymphoblastisches Lymphom 1(11,1) 0(0)
Yokohama Himoglobinopathie 0(0) 1(6,7)
RTX bezogene Daten
ZP der ersten RTX Gabe [Tag nach HSZT]® 48 (9 - 94) 51 (41 -353) 0,35

ZP der letzten RTX Gabe [Tag nach HSZT]® 58 (9 - 302)

Zeit bis die EBV-Viruslast <50% des Wertes

zum ZP der ersten RTX-Dosis gesunken ist 1 (1 - 2)

[Tage]®

Anzahl der RTX-Dosen pro Patient, n (%)

1-2
3-4
7-8

Anzahl der RTX Zyklen, n (%)¢
1
2

Indikation der RTX-Therapie, n (%)
EBV
AIHD
Konditionierung/Behandlung
Konditionierung/AIHD
Immunenzephalitis

Maximale EBV Viruslast nach HSZT
[Kopien pro ml]®

Durchschnitt: 2,6
6 (66,7)
2(22,2)
1(11,1)

7(77.8)
2(22,2)

8 (72,7)
1(9,1)
0 (0)

1(9,1)
1(9,1)

13550 (1530 -
1770000)

79 (57 - 372) 0,4

2(1-42)

Durchschnitt: 3,1 0,2
5(33,3)

9 (60)

1(6,7)

15 (100)
0 (0)

0,13

15 (100)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

0 (0)

23100 (4050 - 0,16
299000)
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Fortsetzung Tabelle 6

RTX-Kontroll-

Charakteristika PBD-Subgruppe p-Wert?
Subgruppe

Anzahl der PatientInnen mit einer EBV-

Viruslast <2000 Kopien/ml 28 Tage nach 9 (100) 14 (93,3) >0,99

dem 1. RTX, n (%)

Start der RTX-Therapie bei einer EBV-

Viruslast <10000 Kopien/ml, n (%) 3(33.3) > (33.3)

Start der RTX-Therapie bei einer EBV-

Viruslast <3000 Kopien/ml, n (%) 2(222) 2(13.3) 0.61

Rekonstitution

ZP der B-Zell-Erholung nach HSZT [Tage]® 471 (50 - 716) 301 (43 - 460) 0,026

Zeit bis zur B-Zell-Erholung nach dem

letzten RTX [Tage]? 306 (144 - 658) 214 (127 -350) 0,029

B-Zell Zahl < 0,01/nl an Tag 365, n (%) 3(33,3) 0(0) 0,04

IgG Konzentration [g/1] an Tag 365° 5,96 (2,22 - 9,72) ?’305 6()3 02 - 0,025

IgM Konzentration [g/l] an Tag 365" 0,11 (0,08 - 0,46) 0,58 (0,36 - 0,97) <0,0001

Kumulative IVIG Dosis [g/kgKG1° 7,88 (0,96 - 28,05) 0,89 (0,02 - 3,79) 0,0002

Anzahl der PatientInnen mit IVIG nach B-

Zell-Erholung, n (%) 6 (66.7) 3(20) 0,036

Lymphozytenkonzentration /nl an Tag 365° 2,02 (0,48 - 4,39) 2,54 (0,9-4,64) 0,14

CD3+ Zellzahl /nl an Tag 365° 1,17 (0,62 - 3,5) 1,85 (0,53 - 3,76) 0,27

CD4+ Zellzahl /nl an Tag 365° 0,34 (0,17 - 1,1) 0,52 (0,4 -1,42) 0,049

CD8+ Zellzahl /nl an Tag 365° 0,62 (0,19 - 3,5) 1,22 (0,14 -3,11) 0,53

B-Zellzahl /nl an Tag 365° 0,04 (0-1,2) 0,36 (0,05 - 1,25) 0,057

B/T Zell Verhiltnis an Tag 365° 0,05 (0-0,5) 0,21 (0,01 -1,11) 0,22

ZP von IgG >5g/1 ohne IVIG-Substitution
nach HSZT [Tage]®

73 (4 - 757)
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Fortsetzung Tabelle 6

RTX-Kontroll-

Charakteristika PBD-Subgruppe p-Wert?
Subgruppe
Tetanustoxid IgG 2 Jahre nach HSZT 0,86 (0,34 -1,56) 1,3(0,1-6,3) 0,47
[TU/ml1]>f (n=8) (n=15)
Pneumokokkenkapsel Polysaccharid IgG1 2 33,4 (6,4 - 62,8) 36,8 (5,2-74,3) 0.55
Jahre nach HSZT [IU/ml]>f (n=7) (n=12) ’
Pneumokokkenkapsel Polysaccharid IgG2 2 11,5 (2,5 - 25,4) 7,1(1,3-36,2) 0,9
Jahre nach HSZT [IU/ml]>f (n=7) (n=12)
Erstmalig Thrombozyten >50000/ul nach
HSZT ohne Transfusion [Tage]P 85(17-402) 29 (13 - 600) 0.2
Erstmalig neutrophile Granulozyten >500/pl
nach HSZT [Tage]" 17 (9 - 25) 17 (10 -. 33) >0,99
Erstmalig neutrophile Granulozyten ) i
>1000/ul nach HSZT [Tage]® 18O-79) 19(10-67) 0,99
Anzahl der PatientInnen mit Senkung des
Spenderchimarismus <50%, n (%) LALL 2(13.3)
Komplikationen
Anzahl der Rehospitalisierungen pro
PatientInb® 5(0-34) 1(0-9) 0,036
Vor erstem RTX 00-1) 0(0-3) 0,56
Nach erstem RTX 4(0-34) 1(0-28) 0,021
Anzahl der PatientInnen mit jeglicher nicht-
EBYV Virusinfektion (>2000 Kopien/ml im 9 (100) 9 (60) 0,052
Blut), n (%)
Vor erstem RTX 8 (88,9) 9 (60) 0,19
Nach erstem RTX 3(33,3) 0(0) 0,042
PatientInnen mit anderen antiviralen 9 (100) 7 (46,7) 0,01
Medikamenten als RTX, n (%)’
Ganciclovir 5(55,6) 4 (26,7)
Valganciclovir 5(55,6) 1(6,7)
Foscarnet 3(33) 6 (40)
Cidofovir 2(22,2) 2 (13,3)
Brincidofovir 1 (11,1) 3 (20)
PatientInnen mit Initiation von anderen
antiviralen Medikamenten als RTX, n (%)’
Vor dem ersten RTX 8 (88,9) 7 (46,7) 0,08
Nach dem ersten RTX 7(77,8) 2(13,3) 0,003
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Fortsetzung Tabelle 6

RTX-Kontroll-

Charakteristika PBD-Subgruppe p-Wert?
Subgruppe
Anzahl der Neutropenie Rezidive nach
HS7ZTb 4(0-7) 1(0-6) 0,03
Anzahl der Initiationen von intravendsen
antibiotischen Behandlungen® 4(1-14) 2(1-4) 0,034
Vor erstem RTX 2(1-3) 1(0-3) 0,053
Nach erstem RTX 2(1-11) 10-3) 0,04
Anzahl der PatientInnen mit positiven
Blutkulturen, n (%) > (53.6) 8(53.3) 0,99
Vor erstem RTX 2(22,2) 5(33.,3) 0,67
Nach erstem RTX 5(55,6) 5(33.,3) 0,4
Anzahl der PatientInnen mit schweren
unerwiinschten Ereignissen, die {iberlebt 2(22.2) 2(13,3)
wurden, n (%)8
Dauer l()1er Hospitalisierungen fiir HSZT 87 (38 - 411) 49 (33 -201) 027
[Tage]
Kumulative Dauer der Rehospitalisierungen
nach HSZT [Tage]"" 15(1-141) 18 (2 - 45) 0,74
Vor dem ersten RTX 0(0-2) 0(0-28) 0,48
Nach dem ersten RTX 14 (1 - 141) 16 (2 - 38) 0,55
Anzahl der Patientlnnen mit Stammzellboost
nach HSZT, n (%) 00 2(13.3)
Anzahl der PatientInnen mit Donor
Lymphozyten Infusionen nach HSZT, n (%) 3(33.3) 1.7
Anzahl der viralen Infektionen (ohne EBV) 0,034
mit >2000 Kopien/ml Blut nach dem ersten
RTX pro Patientln, n (%)
0 5(55.5) 12 (90,9)
1 2(22,2) 1(6,7)
2 2(22,2) 2 (13,3)
3 0(0) 0(0)
Anzahl der Patientlnnen mit PTLD, n (%) 0 (0) 2(13,3) 0.51
Anzahl der PatientInnen mit ADV- 4 (44.4) 3 (20) 0.36

Infektionen (>2000 Kopien/ml Blut), n (%)
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Fortsetzung Tabelle 6

RTX-Kontroll-

Charakteristika PBD-Subgruppe p-Wert?
Subgruppe

Anzahl der PatientInnen mit CMV-Infektion
(>2000 Kopien/ml Blut), n (%) 4 (44.4) 4(26,7) 0,38
Anzahl der PatientInnen mit BK'V-Infektion
(>2000 Kopien/ml Blut/Urin), n (%) 3 (53.9) 6 (40) >0.99
Anzahl der PatientInnen mit 3 (20)
virusspezifischen T-Zellen, n (%) 00 0,27
Anzahl der PatientIlnnen mit systemischer 0,13
antimykotischer Behandlung in 3(33.3) 1.7
therapeutischer Dosis, n (%)
Anzahl der PatientInnen mit relevanter
akuter GVHD, n (%)* 4 (449 3 20) 0,36
Anzahl der PatientInnen mit relevanter
chronischer GvHD, n (%) 2(222) 2(13.3) 0.61
Anzahl der systemischen
Steroidbehandlungen nach HSZT pro
PatientIn, n (%)

0 2(22,2) 7 (46,7)

1 2(22,2) 3 (20)

2 2(22,2) 3 (20)

3 2(22,2) 1(6,7)

4 0(0) 1 (6,7)

5 0(0) 0(0)

7 1(11,1) 0(0)
Anzahl der PatientInnen mit ECP-
Prozeduren, n (%) 4 (44.4) 3 20)
Anzahl der PatientInnen mit Applikationen
von Vedulizumab, Basiliximab oder 2(22.2) 0(0)
Infliximab nach HSZT, n (%)
Entwicklung von VOD nach HSZT, n (%) 1 (11,1) 3 (20)
Anzahl der Erythrozytenkonzentrate pro 12 (2-143) 6 (1-15) 0,09
PatientIn®
Anzahl der Thrombozytenkonzentrate pro 19 (3-94) 12 (3-41) 0,31

PatientIn®




2=Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-, McNemar-, Mann-Whitney U- oder Fischers exakter Test abhdngig vom Datentyp
und dem Matching, >=Median [Spannweite], “=exkludiert ausschlieBlich Erythrozytendepletion und Plasmadepletion
als Graft Depletion, ‘=ein Zyklus wiederholter Gaben von RTX wurde als abgeschlossen definiert, wenn RTX fiir >
28 Tage nicht verabreicht wurde, “=eine Episode wurde als kontinuierliche EBV-Viruslast von 2000 Kopien/ml Blut
bei Reihenmessungen definiert, =n exkludiert alle PatientInnen mit Dropout-Events aber schlieBt alle verfiigbaren
Daten bis zum 20. Januar 2022 ein (auch wenn die Daten auflerhalb des Beobachtungszeitraum liegen), #=Orientiert
sich an der CTCAE Grad 4, '=Rehospitalisierungen ausschllieBlich fiir RTX Therapie wurden exkludiert, ‘=Aciclovir
wurde aus dieser Analyse ausgeschlossen, da alle PatientInnen, unabhéngig von der Studienkohorte, prophylaktisch
Aciclovir erhielten, um eine Herpes-simplex-Infektion zu verhindern, /=nach mindestens 7 Tagen Neutrophilen-
Regeneration (>1000/pl) sinken die Neutrophilen-Blutspiegel wieder auf <1000/ul (unabhéngig von der Behandlung
mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor), *=dazu gehoren Episoden einer akuten GvHD, bei denen die
PatientInnen eine systemische Therapie wie Steroide oder extrakorporale Photopherese erhalten haben,

PBD: Subgruppe mit verldngerter B-Zell-Schaden innerhalb der RTX-Gruppe, RTX-Kontroll-Subgruppe: nicht-PBD-
Subgruppe innerhalb der RTX-Gruppe als Kontrolle zur PBD-Subgruppe, HSZT: hématopoetische
Stammzelltransplantation, MUD: matched unrelated donor, MSD: matched sibling donor, MMRD: mismatched
related donor, MRD: matched related donor, HSZ: hidmatopoetische Stammzellen, KM: Knochenmark, PBSZ:
Stammzellen aus peripherem Blut, CD: cluster of differentiation, Oberflichenantigen, TZRap-Depletion: T-Zell-
Rezeptor ap-Depletion, KG: Korpergewicht, ZP: Zeitpunkt, IVIG: intravendse Immunglobuline, GvHD: graft versus
host disease, ECP: extrakorporale Photophorese

Wie in der gesamten RTX-Kohorte wurden keine Anomalien bei der T-Zell-Erholung nach HSZT
gefunden, aber die B-Zell-Erholung und Funktion waren in der PBD-Subgruppe besonders stark
beeintrachtigt. Betroffene PatientInnen zeigten einen ausgepragteren Riickgang der B-Zellzahlen
nach der RTX-Behandlung und 3 (33%) Patienten aus der PBD-Untergruppe hatten unmessbar
niedrige B-Zellzahlen bis zu 365 Tagen nach HSZT. Obwohl die Patientlnnen der PBD-
Untergruppe die erste oder letzte RTX-Dosis nicht signifikant spidter als RTX-Kontroll-
PatientInnen erhielten, trat die Erholung der B-Zellen signifikant spédter nach der HSZT auf
(Median Tag 471 (50 — 716) versus 301 Tage (43 — 460)). Auch die Zeit bis zur Erholung der B-
Zellzahl nach Erhalt der letzten RTX-Dosis war in der PBD-Gruppe signifikant linger (Median
306 Tage (144 — 658) versus 214 Tage (127 — 350)). In Bezug auf eine anhaltende funktionelle
Beeintrachtigung wurden signifikant niedrigere 1gG- und IgM-Spiegel trotz einer signifikant
hoheren Menge an IVIG-Substitutionen beobachtet. Signifikant mehr PatientIlnnen aus der PBD-
Untergruppe erhielten IVIG-Substitutionen sogar nach der Erholung der B-Zell-Zahlen.
Allerdings konnte eine gewisse B-Zell-Funktionalitdt zwei Jahre nach HSZT bestitigt werden, da
Patientlnnen aus beiden Gruppen dhnliche und ausreichende Tetanus- und PCP-Impftiter
aufwiesen. PBD-PatientInnen zeigten insbesondere hohe CD8 positive und CD3 positive T-Zell-

Zahlen am Tag 730 nach HSZT (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Subgruppenspezifischer Vergleich der relevanten
Immunrekonstitutionsparameter zwischen PBD-, RTX-Kontroll- und Nicht-RTX-
Kontrollgruppe. (A) Inverse Kaplan-Meier-Kurve, die die Rate der Patientlnnen zeigt, die eine
IgG-Substitutionsunabhéngigkeit aus der Gruppe der Patientlnnen erreichten, die mindestens 365
nach der letzten RTX-Behandlung (oder dem dquivalenten Zeitpunkt in der Kontrollgruppe)
verfolgt wurden. (B-G) Entwicklung der CD3+, CD4+, CD8+ T-Zellen und CD19+ B-Zellen
sowie des IgG- und IgM-Blutspiegels im Zeitverlauf nach HSZT bei Patientlnnen mit anhaltendem
B-Zell-Schaden (PBD), der RTX-Kontrollgruppe (RTX-Kontrolle) und der Nicht-RTX-
Kontrollgruppe (Kontrolle). Mittelwert & Standardfehler des Mittelwerts pro Gruppe und Tag
nach HSZT.

AuBerdem entwickelten PatientInnen aus der PBD-Untergruppe signifikant mehr Komplikationen
nach Beginn der RTX-Behandlung im Vergleich zur RXT-Kontroll-Gruppe, wie durch signifikant
mehr Rehospitalisierungen (Median 4 (0 — 34) versus 1 (0 — 8)), eine hohere Rate an Nicht-EBV-
Virusinfektionen (3 (33 %) vs. 0 (0 %)) und mehr Einleitungen von intravendsen
Antibiotikabehandlungen (Median 2 (1 — 11) vs. 1 (0 — 3)) nahegelegt wird. Allerdings konnten in
Bezug auf das Gesamtiiberleben, Entwicklung schwerer unerwiinschter Ereignisse oder GvHD
und systemischer Steroidbehandlung vor oder nach Beginn der RTX-Therapie keine Unterschiede

festgestellt werden.

Auf der Suche nach Risikofaktoren fiir die PBD-Zuordnung wurden bei den 8 Patientlnnen der
PBD-Gruppe, die RTX zur Behandlung einer EBV-Infektion erhielten, im Vergleich zur RTX-
Kontroll-Gruppe ein signifikant schnelleres Ansprechen auf die Therapie festgestellt (p=0,049)
(Tabelle 6). Dies steht im Einklang mit der Tendenz, dass Patientlnnen der PBD-Subgruppe
weniger RTX-Dosen erhielten (1-2 Dosen: PBD 67 % vs. RTX-Kontrolle 33 %). Gleichzeitig
wurden keine signifikanten Unterschiede in der gemessenen maximalen EBV-Kopienzahl oder der
Rate der Patientlnnen beobachtet, bei denen die Behandlung mit RTX bereits bei sehr niedrigen
EBV-Kopienzahlen begonnen wurde. Abgesehen von einer Tendenz zu jiingerem Alter (Differenz
Median 4 Jahre (PBD: 8 (2 — 19) vs. RTX-Kontrolle 12 (4 — 21)) wurden keine signifikanten
Unterschiede bei der Betrachtung allgemeiner transplantationsrelevanter Daten (das hei3t
Geschlecht, Korpergewicht, Quelle der Stammzellen, HSZT-Indikation), RTX-bezogener Daten
(Gesamtanzahl der RTX-Dosen, Anzahl der RTX-Zyklen, Indikation fiir die RTX-Therapie und
Schweregrad der EBV-Infektion) oder Auftreten von Komplikationen vor Beginn der RTX-
Behandlung (Infektionskrankheiten und GvHD) festgestellt (Abbildung 24, Tabelle 6).
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Bei der Nachverfolgung der IVIG-Substitution iiber den Beobachtungszeitraum der Studie hinaus
bei den 9 PBD-PatientInnen bis zum 30.06.2022 hat sich ergeben, dass 3 von den 9 PatientInnen
von [VIG-Substitutionen unabhingig geworden waren. Somit lag die neue Beobachtungszeit bei
einem Median von 1112 (867-1628) Tagen. Damit verblieben summa summarum 6 aus 24 (25 %)
Patientlnnen mit einer anhaltenden B-Zell-Schiddigung von solchem Schweregrad, dass

kontinuierliche IgG-Substitutionen iiber zwei Jahre nach HSZT notwendig waren.
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Diskussion

4.1 Limitationen der Studie
Es konnte eine Reihe von Storvariablen/Confoundern ermittelt werden, die bei der Interpretation

der Ergebnisse beriicksichtigt werden miissen.

Die PatientInnen wurden nach einem System gematcht, welches bereits durch die grofle Anzahl
an Matching Variablen ein hohes Risiko fiir nicht-ideale Paarungen mit sich brachte. Dabei wurden
acht hierarchisch geordnete Matchting Parameter auf der Grundlage der essenziellen Datenliste
der JACIE angewendet (Cornish, 2008). In dem Kontext war nur der HSZT Matching Status (zum
Beispiel MUD, MSD oder haploident) als Parameter mit hochster Prioritit ohne Mismatch
gematcht worden. Wihrend weitere Matchingkriterien wie die Stammzellquelle, die Nummer der
aktuellen HSZT, Geschlecht und die Malignitit eine akzeptable Mismatchrate haben, wiesen die
restlichen Parameter wie die grundlegende Erkrankung, Graft Manipulation und Altersgruppe eine
hohere Mismatchrate von >40% auf (vergleiche Abbildung 6). Insbesondere die hohe Rate an
Mismatches der Graft Manipulation ist von groBler Relevanz, da die unterschiedlichen
Manipulationen des Transplantates unterschiedliche Wirkung auf die Immunrekonstitution und
das Risiko fiir eine PTLD haben (Schumm et al., 2019, Styczynski and Giebel, 2019). Die hohe
Anzahl von Transplantat-Manipulations-Mismatches ldsst sich durch ein Ergebnis dieser Studie
erkliaren. Bei RTX-PatientInnen war die Wahrscheinlichkeit signifikant hoher, dass sie ein TZRaf3-
depletiertes Transplantat hatten.

Dadurch konnte keine ausreichende Anzahl von Patientlnnen mit einem TZRoap-depletiertem
Transplantat gefunden werden, die keine EBV-Infektion/Reaktivierung entwickelten und
dementsprechend keine priventive RTX-Behandlung erhielten. Jedoch ist diese Studie ist nicht
darauf ausgelegt, die Hypothese zu iberpriifen, ob eine TZRaf-Depletion das Risiko fiir
Virusinfektionen erh6ht. Eine andere ebenso mdgliche Erklarung dafiir konnte sein, dass im Zuge
einer Anderung der Strategie in unserem Zentrum sowohl die TZRaf-Depletion als auch RTX in
spateren Jahren hidufiger eingesetzt wurden. Es konnte sich also eher um einen zeitlich
korrelierenden Zufall als um einen kausalen Zusammenhang handeln. Dies muss in einem anderen
Studienumfeld untersucht werden und war nicht Gegenstand dieser Studie. Unabhingig davon
wurde aufgrund dieses unvollkommenen Matchings und der Feststellung eines allgemein erhdhten
Risikos fiir Virusinfektionen sowohl vor als auch nach der RTX-Therapie davon abgesehen, dieses
Risiko fiir Virusinfektionen auf RTX zuriickzufiihren. Andere Komplikationen traten jedoch

eindeutig erst nach Beginn der RTX-Therapie auf, mit eindeutigen statistischen Testergebnissen
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aus mehreren verschiedenen Items/Endpunkten und Analyseansétzen, so dass davon ausgegangen
wird, dass die gesamte statistische Aussagekraft dieser Studie mogliche Verzerrungen aufgrund

von Transplantat-Manipulations-Mismatches bei einigen Patientlnnen kompensiert.

Ahnliches gilt fiir die grundlegende Erkrankung und das Alter der PatientInnen, welche beide
ebenso einen Einfluss auf die Immunrekonstitution nach einer HSZT haben (de Koning et al.,
2016). Die niedrige Mismatchanzahl von vier in Bezug auf einen malignen oder benignen
Charakter der Grunderkrankung gleicht zumindest die hohe Mismatchrate der exakten
Grunderkrankungen teilweise aus, da die Malignitdt der Grunderkrankung eine hohe Relevanz fiir
die HSZT hat. Die hohe Altersinkongruenz lésst sich durch die folgenden Fakten erkldren: Die
Altersgruppe hatte beim Matching die geringste Prioritdt. Es wurden fiinf vordefinierte
Altersgruppen mit strengen Altersgrenzen festgelegt, was dazu fiihrte, dass zum Beispiel ein 11-
jéhriges und ein 12-jahriges Kind als Fehlpaarung betrachtet wurden. Ein Mismatch, dass weniger
relevant wire als das Mismatch eines Sduglings mit einem Jugendlichen. Altersinkongruenzen
zwischen benachbarten Altersgruppen machten 62,5 % aller Altersinkongruenzen aus.
Altersiibereinstimmungen in péidiatrischen Kohorten mit "seltenen Eingriffen" (hier 248
padiatrische HSZT-Patienten) sind im Allgemeinen durch die geringe Anzahl von Fillen in jeder
Altersgruppe begrenzt. Die Aufschliisselung der Patientlnnen pro Altersgruppe (Tabelle 1) zeigt,
dass insgesamt in beiden Gruppen dhnlich viele Patientlnnen pro Altersgruppe eingeschlossen
wurden. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass sich das mediane Gesamtalter zwischen
den beiden Gruppen nicht wesentlich unterscheidet. Daher wird angenommen, dass, auch wenn
die Altersiibereinstimmung in vielen Féllen unvollkommen war, eine mogliche Altersverzerrung

minimal sein sollte.

Weiterhin wurden die p-Werte in dieser der Dissertation zugrundeliegenden Studie nicht auf
multiples Testing adjustiert. Aufgrund dieser Tatsache ist es moglich, dass Ergebnisse
iiberinterpretiert werden oder gegebenenfalls falsch positive Ergebnisse entstanden sein konnten.
Daher sind statistisch signifikante Ergebnisse einzelner Vergleiche/Items mit Bedacht
einzuordnen. Dieses Vorgehen erschien akzeptabel, da die Studie mit einem explorativen Design
konzipiert worden war, bei dem auf Korrektur multiplen Testings zugunsten einer groBeren
Daten/Itembreite verzichtet wurde. Auflerdem wurde zu keinem Zeitpunkt Schlussfolgerungen auf
der Grundlage eines einzelnen Tests gezogen. Es wurden immer Gruppen von Tests und Items zu
bestimmten Fragestellungen gebiindelt und verschiedene statistische Methoden fiir einzelne
Fragestellungen angewandt. Dies waren zum Beispiel die Beriicksichtigung einer verfriihten

statistischen Zuordnung von Patientlnnen zur RTX-Gruppe und die damit einhergehende zeit- und
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gruppenangepasste statistische Analyse mit Behandlungswechsel in Bezug auf die primiren

Endpunkte (Abbildung 18 und 19).

Der signifikant ldngere Beobachtungszeitraum in der Kontrollgruppe (31489 Tage versus 25434
Tage in der RTX-Gruppe) erhoht die Wahrscheinlichkeit einer Verzerrung in Richtung hoherer
Raten/Mediane des primiren Endpunkts oder sekunddrer Komplikationen in der Kontrollgruppe.
Es erhohte sich also statistisch die Wahrscheinlichkeit einer Verzerrung in Richtung hoherer Raten
an Komplikationen in der Kontrollgruppe. Dies wurde bei den statistischen Tests nicht korrigiert,
da bei keinem der Items signifikant hohere Raten oder Mediane in der Kontrollgruppe festgestellt
wurden. Dies impliziert wiederum, dass jeder beobachtete signifikante Unterschied zwischen den
beiden Gruppen mit niedrigeren Raten/Medianen in der RTX-Gruppe bei korrigierten Analysen
oder dhnlichen Beobachtungszeitriumen noch signifikanter wére, wenn gleiche
Beobachtungszeitrdume zwischen beiden Gruppen bestanden hitten. Dieses Problem wurde
weiterhin durch die Verwendung von Kaplan-Meier-Kurven zur transparenten Darstellung von
Zensierungen angegangen. Die Entstehung dieses ldngeren Beobachtungszeitraumes als
moglichen Confounders ldsst sich damit erkldren, dass RTX hédufiger zum Ende der 5-
Jahresperiode appliziert wurde und somit Patientlnnen aus der RTX-Gruppe aufgrund der
Begrenzung des Beobachtungszeitraumes auf den 31.12.2020 bei der Datenerhebung seltener die
vollen drei Jahre an Beobachtungszeitraum erreicht hatten. Gleichzeitig hatten PatientInnen aus
der Kontroll-Gruppe hdufiger frithere Transplantationstermine aufgrund der Tatsache, dass es
mehr PatientInnen gab, die nicht den Inklusionskriterien der RTX-Gruppe entsprachen. Somit war
die Chance auch hoher, dass PatientInnen aus der RTX-Gruppe, die zum Beispiel 2018 eine HSZT
erhielten, mit einer KontrollpatientIn gemacht zu werden, die 2015 transplantiert worden war, was
den Effekt eines ldngeren Beobachtungszeitraum der Patientlnnen der Beobachtungsgruppe
aufgrund hdufigerer RTX-Gaben in spdteren Jahren zusitzlich verstarkte. Dieser Umstand wurde
zwar teilweise im Matching beriicksichtigt, jedoch nur in Fillen wo mehrere Patientlnnen mit
gleich vielen ilibereinstimmenden Matching Kriterien fiir eine/n RTX-Patientln zur Auswahl

standen.

Da die Mehrheit der RTX-Patientlnnen RTX aufgrund einer EBV-Infektion erhielt und nur wenige
Patientlnnen in der Kontrollgruppe eine EBV-Infektion hatten, ist angesichts der geringen
Stichprobengréfle Vorsicht geboten, wenn es darum geht, zu entscheiden, ob die beobachteten
Auswirkungen auf die EBV-Infektion oder die RTX-Behandlung zuriickzufiihren sind. Ein
kausaler Zusammenhang zwischen den beobachteten Effekten und der EBV-Infektion ist jedoch

hochst unwahrscheinlich, da frithere Studien zu RTX-Effekten dhnliche Effekte unabhédngig von
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einer EBV-Infektion zeigten und in der RTX-Gruppe keine Korrelation zwischen der EBV-
Viruslast und den priméren Endpunkten festgestellt werden konnte (Abbildung 21) (Adeli et al.,
2009, Casulo et al., 2013, Choquet et al., 2006, Labrosse et al., 2021, Ottaviano et al., 2020).
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4.2 B-Zell Schaden und Komplikationen nach RTX-Therapie

Obwohl Mismatches in Bezug auf die Faktoren Alter, Transplantat Manipulation und chronische
GvHD als potenzielle Confounder/Storfaktoren beziiglich Immunrekonstitution vorliegen,
bestétigt die dieser Dissertation zugrundeliegenden Studie zum ersten Mal in einer Kohorte mit
n=44 Kindern und Jugendlichen, dass eine RTX-Therapie <365 Tage nach der HSZT zu einer
signifikant verzogerten B-Zell-Erholung fiihrt. Dies betrifft sowohl die B-Zell-Zahl als auch die
Funktion, sodass eine verldngerte IgG-Substitution notwendig ist, um das Risiko sekundarer
Komplikationen zu minimieren (Abbildung 18 und 19) (Choquet et al., 2006, Faye et al., 2001).
Dariiber hinaus deuten die Daten darauf hin, dass ein erhebliches Risiko besteht, eine anhaltende
B-Zell-Schidigung {iber einen ldngeren Zeitraum von mindestens zwei Jahren nach HSZT zu
entwickeln, wenn RTX innerhalb des ersten Jahres nach der Transplantation verabreicht wird. Dies
ist eine Komplikation, die bisher nur in Fallberichten nach HSZT beschrieben wurde und die in
den Fachinformationen fiir RTX-Arzneimittel nicht aufgefiihrt ist (Produktinformation, 2009,
Luterbacher et al., 2021). Komplementdr zu den Ergebnissen dieser Studie waren 17 von 53
Kindern aus der Studie von Ottaviano et al. mit Autoimmunzytopenien auf eine IgG-Substitution
von langer als 365 Tage nach dem letzten RTX angewiesen und als Subgruppe mit persistenter
Hypogammaglobulindmie/B-Zell-Schaden definiert worden. 9 aus diesen 17 Patientlnnen wurde
dann jedoch im Gegensatz zu der vorliegenden Studie ein primirer Immundefekt diagnostiziert,
der erst durch die Anwendung von RTX klinisch imponiert hat. Zudem befanden sich diese Kinder
nicht im Zustand nach einer HSZT. Bei 6 aus den 17 Patientlnnen war die B-Zell-Erholung nach
Ende derer Beobachtungszeitrdume nicht abgeschlossen und alle 9 von den 17 Patientlnnen aus
der Subgruppe waren nach Abschluss des Beobachtungszeitraumes noch Ig-Substitutionspflichtig
(53%). Im Einklang mit diesen Erkenntnissen iiber hohere RTX-Ansprechraten bei diesen
Patientlnnen, die eine persistierende Hypogammaglobulindmie in einem nicht HSZT-bedingten
Umfeld entwickelten, liefert das auch in dieser Studie vorliegende Ergebnis eines verstdrkten
Ansprechens auf die RTX-Therapie in der RTX-Gruppe einen weiteren Beleg fiir die Hypothese
einer erhohten RTX-Empfindlichkeit zum Zeitpunkt der ersten RTX-Anwendung bei
PatientInnnen, die spiter eine persistierende B-Zell-Schidigung entwickeln werden (Ottaviano et
al., 2020). Dies passt ebenso zu der Tatsache, dass keine Korrelation zwischen der Anzahl der
erhaltenen RTX-Dosen und den Ergebnissen des primdren Endpunkts festgestellt werden konnte

(Abbildung 21).

Allerdings war es nicht moglich, abgesehen von einer Tendenz zu einem jiingeren Alter dhnlich

zu den Ergebnissen von Ottaviano et al. spezifische Risikofaktoren zu identifizieren, die eine
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RTX-Empfindlichkeit und eine Prédisposition fiir die Entwicklung einer anhaltenden oder
persistierenden B-Zell-Schadigung zu einem spéteren Zeitpunkt verursachen konnten (Ottaviano
etal., 2020). Ein Aspekt, der hervorzuheben ist, ist, dass zwei der sechs PatientInnen, die weiterhin
IVIG erhalten (Stand 30.06.2022), multimorbide Patientlnnen mit schwerer und anhaltender
chronischer GVHD und intensiver systemischer immunsuppressiver und steroidaler Behandlung
sind. Dies konnte eine Situation sein, die die RTX-Empfindlichkeit férdert und die Erholung des
Immunsystems nach Beendigung der RTX-Behandlung behindert. Im Gegensatz dazu gibt es
jedoch auch 2 der 15 Patientlnnen aus der RTX-Kontroll-Subgruppe mit chronischer GvHD, die
innerhalb von 2 Jahren nach der RTX-Behandlung wieder normale IVIG-Spiegel erreichten. Die
fiir diese Studie erhobenen Daten erlauben keinen Vergleich der chronischen GvHD- und
Behandlungsintensitit zwischen diesen Patientlnnen. Hinsichtlich sekundérer infektidser
Komplikationen nach einer RTX-Behandlung sind die Ergebnisse bisher verdffentlichter Studien
nicht einheitlich, und die Interpretation muss aufgrund der Fiille von Storfaktoren/Confoundern
und der prophylaktischen Behandlung in Form einer IVIG-Substitution stets mit Vorsicht erfolgen.
Im Gegensatz zu den Erkenntnissen von Arai et al. wurde in der vorliegenden Dissertation keine
verringerte allogene B-Zell-Immunitét und Inzidenz von chronischer GvHD festgestellt (Arai et
al., 2012). Wéhrend die vorliegenden Ergebnisse im Einklang mit Petropoulou et al. auf ein
erhohtes Risiko fiir sekundére bakterielle Infektionen und ldngere Rehospitalisierungsraten nach
RTX-Behandlung hindeuten, ist jedoch zu beachten, dass in der RTX-Gruppe auch eine allgemein
hohere Rate an Virusinfektionen gefunden wurde, unabhdngig von der RTX-Behandlung
(p=0,008) (Petropoulou et al., 2012). Signifikante Unterschiede zwischen der RTX- und der
Kontrollgruppe in Bezug auf andere sekundire infektiose Komplikationen kdnnten daher auf
dieses erhohte allgemeine Risiko, an Virusinfektionen zu erkranken zuriickzufiihren sein, was
auch zum Beispiel das Risiko fiir bakterielle Infektionen oder ldngere Hospitalisierung erhoht. Die
erhohte Anfilligkeit fiir virale Infektionen kdnnte zudem auch die verldngerte Rekonstitution der
Thrombozyten und den dadurch einhergehenden erhohten Transfusionsbedarf sowie die hdhere
Anzahl an Neutropenie Episoden erkldren, da Virostatika bekanntermallen myelosuppressiv
wirken. Die hohere Virusinfektionsrate in der RTX-Gruppe konnte wiederum kausal mit einer
hoheren Rate von TZRap-depletierten Transplantaten zusammenhéngen. Auf der anderen Seite
liegt eine RTX-bedingte erhohte Wahrscheinlichkeit fiir bakterielle Infektionen durchaus nahe, da
die Gruppenvergleiche fiir die ,,Anzahl der initiierten intravendsen antibiotischen Therapien*
(p=0,006) sowie die ,,Anzahl der PatientInnen mit positiven bakteriellen Blutkulturen* (p=0,029)
jeweils nicht vor, sondern nur nach der ersten RTX-Gabe deutlich signifikante Unterschiede

zeigte. Dies geht einher mit der Erhhung der ,,Kumulativen Dauer der Rehospitalisierungen nach
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HSZT* nach der ersten RTX-Gabe (p=0,033). Dieser Umstand wird aullerdem verstirkt durch die
Tatsache, dass sich der unterschiedlich hiufige Einsatz von myelotoxischen und damit Infekt
begiinstigenden Virostatika auf den Zeitraum vor Beginn der RTX-Therapie begrenzt. (Tabelle
5). Insgesamt erscheint es damit hochst unwahrscheinlich, dass generell mehr Virusinfekte und
vermehrter Einsatz von Virostatika allein die haufigeren bakteriellen Infekte nach Beginn der
RTX-Therapie erkldren kdnnen. Vielmehr ist auf Grundlage der hier gewonnenen Erkenntnisse in
Zusammenschau mit der bekannten Literatur und pathophysiologischen Uberlegungen davon
auszugehen, dass die Verwendung von RTX nach HSZT das Risiko fiir bakterielle Infektionen in

vielen Féllen voriibergehend, in einzelnen Féllen moglicherweise dauerhaft erhoht.

Zumindest in Bezug auf die Entwicklung einer GVHD oder das Gesamtiiberleben wurde, anders
als bei Arai et al. und Petropoulou et al. weder ein erhdhtes Risiko noch eine Schutzfunktion fiir

RTX gefunden (Abbildung 9) (Arai et al., 2012, Petropoulou et al., 2012).
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4.3 Schlussfolgerung und Implikationen fiir eine RTX-Gabe

Es kann zusammengefasst werden, dass eine RTX-Anwendung, kurz nach HSZT, ein nicht zu
vernachldssigendes Risiko fiir anhaltende B-Zell-Schiden und sekundidre Komplikationen
darstellt. Wie in der Einleitung erwédhnt, konnen Kinder mit einer angeborenen
Agammaglobulindmie/B-Zell-Mangel durch eine engmaschige IVIG-Substitution adédquat
therapiert werden mit wenig Komplikationen und guten Uberlebensraten (Amboss, 2022, Kalden
and Eger, 2011). Durch die vielen weiteren behandlungsbediirftigen Implikationen nach einer
HSZT, bedingt durch eine neu stattfindende Immunrekonstitution mit initial schwachen T-Zellen
(vor allem bei T-Zell-depletierten Transplantaten), befindet sich die Kohorte an PatientInnen, die
in dieser Studie untersucht wurden jedoch in einer ganz anderen Ausgangslage und es bleibt daher
zweifelhaft, ob eine regelmédfige [VIG-Substitution das mit der RTX-Behandlung einhergehende
ungiinstige ~ Nebenwirkungsprofil ~ vollstindig  ausgleichen  kann.  Eine  &hnliche
Gesamtiiberlebenszeit in der RTX- und Kontroll-Gruppe bekriftigt allerdings, dass eine IVIG-
Substitution und adidquate Behandlung sekundédrer Komplikationen in der Lage ist unmittelbare
lebensbedrohliche Folgen zu verhindern. 38 % (Untergruppe 9 von 24) der RTX-PatientInnen in
der vorliegenden Studie bendtigten eine IgG-Substitution ldnger als 365 Tage nach Beendigung
der RTX-Therapie bis zum Ende derer Beobachtungszeitraume - ein Zeitpunkt, zu dem keine
Patientln, die kein RTX erhielt, eine IgG-Substitution bendtigte. Damit wird ein eindeutiges und
relevantes Risiko von 20-40 % postuliert, eine besonders langanhaltende B-Zell-Schidigung bei
der Anwendung von RTX innerhalb von 365 Tagen nach einer HSZT zu entwickeln. Neben dem
erhohten Risiko fiir sekunddre Komplikationen wie bakteriellen Infektionen ergibt sich dadurch
eine erhebliche FEinschrinkung der Lebensqualitit, da Patientlnnen jahrelang, zum Teil
wochentliche, intravendse oder subkutane Gaben von Immunglobulinen erhalten miissen, um das
Infektionsrisiko zu kontrollieren. Dies bedeutet auBlerdem eine relevante Belastung der
verfiigbaren Ressourcen des Gesundheitssystems. Dieses Risiko sollte folglich in die
Fachinformation  aufgenommen und gemeinsam mit den beteiligten  Arzten,
Erziehungsberechtigen und Patientlnnen im Sinne eines shared-decision-makings erortert werden,
wenn die Einleitung einer RTX-Behandlung erwogen wird. Eine mogliche Losung fiir anhaltende
B-Zell-Schiaden konnten Spenderstammzell-Boosts in Féllen ohne GvHD darstellen, die zwar den
akuten Mangel nicht abmildern konnen, aber eine langfristige Abhéngigkeit von Ig-Substitutionen
verhindern und den anhaltenden B-Zell-Funktionsverlust autheben konnten. Dies gelang in einem

einzelnen in einer Studie publizierten Fall (Masjosthusmann et al., 2009).
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In diesem Zusammenhang erscheint es ratsam, die anfiangliche Indikation fiir eine RTX-Therapie
sorgfaltig zu stellen und es wird empfohlen, die RTX-Therapie generell nicht zu friih bei niedrigen
EBV-Werten (zum Beispiel unter 10000 Kopien/ml) zu initiieren, sofern keine besonderen
Risikofaktoren wie zum Beispiel ein sehr frither Zeitpunkt einer EBV-Infektion/Reaktivierung
nach HSZT dafiirsprechen. Bei den vorliegenden Daten war die EBV-Viruslast, bei der eine RTX-
Therapie angefangen wurde, sehr variabel und reichte im Median von 13550-13700 Kopien/ml an
Tag —1 und Tag 0 mit einer Spannweite von 0-1.770.000 Kopien/ml. Diese grofle Spannweite kann
durch die Dynamik der EBV-Viruslast zustande kommen, wo zum Teil sprunghafte Anstiege der
EBV-Werte innerhalb eines Tages entstehen konnen (Gulley and Tang, 2010, Styczynski and
Giebel, 2019). Eine Viruslast von <10000 Kopien/ml wurde in der Kontrollgruppe konservativ
behandelt. Daher wurden zwei Aspekte identifiziert, die eine Entscheidung fiir oder gegen eine
RTX-Therapie in diesen Fillen beeinflusst haben konnten: Erstens konnten PatientInnen mit einer
gleichzeitigen GvHD, die vor der ersten RTX-Applikation systemische Steroide bekommen
haben, die Behandelnden dazu bewegt haben friither mit einer zusétzlich immunsuppressiv
wirkenden RTX Therapie frithzeitig zu beginnen. Dies wird unterstiitzt von der Tatsache, dass
zehn von den 19 Patientlnnen (53%) aus der RTX-Gruppe, die mit systemischen Steroiden vor der
ersten RTX-Gabe behandelt worden waren, die erste Dosis RTX bei einer Viruslast von <10000
Kopien/ml erhalten haben (Abbildung 12). Zweitens konnte gezeigt werden, dass der Zeitpunkt
der ersten RTX-Dosis nach HSZT zur Behandlung von einer EBV-Infektion in der RTX-Gruppe
signifikant frither aufgetreten ist als der Hochpunkt der EBV-Viruslast in der Kontroll-Gruppe
(Abbildung 10). KlinikerInnen diirften dazu geneigt gewesen sein, mit der RTX-Behandlung zu
warten, wenn die Immunrekonstitution nach HSZT bereits weiter fortgeschritten war, denn es ist
bekannt, dass ein fritherer Zeitpunkt der EBV-Infektion nach HSZT erhoht aufgrund der weniger
weit fortgeschrittenen Immunrekonstitution das PTLD-Risiko deutlich erhéht (Enok Bonong et
al., 2021, Gulley and Tang, 2010, Styczynski and Giebel, 2019, Styczynski et al., 2016). Damit
ergibt sich die abschlieBende Empfehlung unter Beriicksichtigung patientenindividueller
Risikofaktoren (zum Beispiel GVHD) und dem Zeitpunkt des Auftretens einer EBV-Infektion,
niedrigere-EBV-Viruslasten téglich zu tiberwachen und in diesen Situationen den Beginn einer

RTX-Therapie tdglich zu reevaluieren.
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4.4 Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse bekriftigen nochmals die Dringlichkeit einer weiteren Eruierung
derjenigen Faktoren, die eine Empfindlichkeit gegeniiber RTX bedingen konnten. Die genaue
Bestimmung des individuellen Risikos jeder Patientln, nach einer RTX-Therapie einen
anhaltenden B-Zell-Schaden zu entwickeln, konnte dabei helfen, PatientInnen zu identifizieren,
die fiir alternative Behandlungskonzepte wie zum Beispiel EBV-spezifische ZTZ oder DLI
pradisponiert sind (Prockop et al., 2020, Qian et al., 2018).

Ein evidenzbasierter Behandlungsalgorithmus/ein Flussdiagramm fiir den optimalen Umgang mit
EBV-Infektionen/Reaktivierungen als Hauptindikation von RTX nach HSZT wire
wiinschenswert. Aus den folgenden Griinden liefert die vorliegende Studie jedoch nicht die
notwendigen Beweise fiir einen solchen endgiiltigen Vorschlag: Erstens konzentrierte sich diese
Studie in erster Linie auf die Auswirkungen von RTX wihrend der Immunrekonstitution und die
primdren Endpunkte dieser Studie waren Endpunkte der Immunrekonstitution (B-Zell-, 1gG-
Erholung und letzte IgG-Gabe). Daher konnte ein endgiiltiger Vorschlag am Ende auf eine "watch
and wait"-Strategie hinauslaufen, um das Risiko einer anhaltenden B-Zell-Schidigung zu
vermeiden, die in dieser Studie die wichtigste Komplikation war. Gleichzeitig erlaubten der
Studien-/Gruppenaufbau und die Kohortendaten keine umfassende Untersuchung der EBV-
Behandlung und des individuellen Risikos der PTLD-Entwicklung. Es scheint, dass in der in dieser
Studie untersuchten Kohorte RTX sehr frithzeitig praventiv eingesetzt wurde, was moglicherweise
zu einer sehr niedrigen PTLD-Inzidenz und einer PTLD-Mortalitdt von Null fiihrte. Allerdings,
wie die Studie ergab, zu dem Preis einer relativ hohen Rate von PatientInnen mit anhaltenden B-
Zell-Schidden. Um jedoch eine eindeutige evidenzbasierte Empfehlung aussprechen zu kdénnen,
miissen auch Daten zum Ergebnis der PTLD-Behandlung gesammelt und analysiert werden, wenn
RTX nicht priaventiv, sondern erst nach der PTLD-Diagnose verabreicht wird. Dies konnte in
dieser Kohorte aufgrund der geringen Anzahl von PTLD-Fillen, die alle praventiv RTX erhalten
hatten, nicht untersucht werden. Weiterhin fehlt die Evidenz von Virostatika wie Ganciclovir oder
Foscarnet, die in dieser Studienkohorte wiederholt zur EBV-Behandlung eingesetzt wurden. Da
der Erfahrung nach viele Behandlungszentren dies ebenfalls tun, muss ihre Rolle als mdgliche
Alternative zu RTX im Rahmen einer EBV-Infektion/Reaktivierung nach HSCT weiter untersucht
werden, bevor eine endgiiltige evidenzbasierte Empfehlung ausgesprochen werden kann. Ein
weiterer Aspekt sind EBV-spezifische ZTZ, die eine weitere mdgliche Behandlungsoption zu sein

scheinen. Auch hier fehlen randomisierte klinische Studien fiir den frithen EBV-spezifischen ZTZ
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anstelle von RTX und die Verfiigbarkeit ist derzeit von Behandlungszentrum zu

Behandlungszentrum sehr unterschiedlich.

Zusammenfassend wird diese Studie als systematischer Ansatz gesehen, um Hinweise auf
relevante Komplikationen (insbesondere persistierende B-Zell-Schidden) nach einer RTX-
Therapie zu liefern. Dariliber hinaus wurden eine Reihe von Mdglichkeiten zur Vermeidung dieser
Komplikation vorgeschlagen (Untersuchung von Préadispositionen, alternative Behandlung: EBV-
spezifische ZTZ, Abwarten und sorgfiltigeres RTX-Timing). Es sollte nun also eine Folgestudie
speziell auf die Frage ausgerichtet sein, welche dieser Moglichkeiten am besten geeignet sein
konnte, um das Risiko zu reduzieren und schlieBlich einen Behandlungsalgorithmus fiir EBV-
Infektionen/Reaktivierungen nach HSZT auszuarbeiten. Um das Risiko einer erhohten PTLD-
Mortalitdt zu verringern, sollte diese Studie auch eine Meta-Analyse der vorhandenen Daten zur
Risikoreduktion der PTLD-Entwicklung durch priaventive Behandlung fiir verschiedene
Risikogruppen im Vergleich zur RTX-Behandlung nach der PTLD-Diagnose und einen
internationalen  und  interdisziplindren = Expertenkonsens  iiber = einen  definitiven

Behandlungsalgorithmus umfassen.
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bereits an einer anderen Fakultit eingereicht habe.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer
unwahren eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt

und bewusst.*
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Dennis Temel hatte folgenden Anteil an der Publikation:

Michael Launspach, Dennis Temel, Emily Ohlendorf, Felix Zirngibl, Bianca Materne, Lena
Oevermann, Hedwig E. Deubzer, Anton G. Henssen, Annette Kiinkele, Patrick Hundsdorfer, Horst
von Bernuth, Axel Pru}, Angelika Eggert, Arend von Stackelberg, Peter Lang, Johannes H.
Schulte: Rituximab therapy after pediatric hematopoietic stem cell transplantation can cause
prolonged B cell impairment and increases the risk for infections - a retrospective matched

cohort study, Haematologica, 01.01.2023.
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Herr Temel fiihrte selbststindig den {iberwiegenden Teil der Datenerhebung durch: Er erhob
samtliche Daten ausgenommen von Daten zu erhaltenen Transfusionen (Prof. Axel Pruf)
und antiviraler Therapie neben Rituximab (Emily Ohlendorf). Damit sind alle Tabellen Table 1
und S1 und Abbildungen Figure 1, Figure 2 und Figure S1 und S2 auf Grundlage von Herrn
Temels Datenerhebung entstanden. Die beigesteuerten Daten zu erhaltenen Transfusionen und
antiviraler =~ Therapie  sind als ergdnzend einzuordnen. FEr  fithrte zudem das
PatientInnenmatching, sowie die Priifung von Ein- und Ausschlusskriterien durch. Herr Temel
hatte weiterhin einen gro3en Anteil an der Auswertung der Daten: Er erstellte alle Tabellen und
fithrte die dazugehorigen statistischen Tests durch, inklusive der Ermittlung von p-Werten.
An der Erstellung und Formatierung aller weiteren Graphen Figure 1, Figure 2 und Figure S1
und S2 war er in gemeinsamer Zusammenarbeit mit Dr. Michael Launspach und Bianca Materne
beteiligt. Die formulierten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entstanden aus einer Integration
aller erhobenen qualitativen und quantitativen Daten bzw. Analysen in Diskussionen zwischen
Herrn Temel mit Dr. Michael Launspach, Dr. Felix Zirngibl, PD Dr. Lena Oevermann, PD Hedwig
E. Deubzer, Prof. Anton G. Henssen, Prof. Annette Kiinkele-Langer, PD Dr. Patrick Hundsdorfer,
Prof. Horst von Bernuth, Prof. Angelika Eggert, PD Dr. Arend von Stackelberg, Prof. Peter Lang,
sowie Prof. Johannes H. Schulte. Herr Temel war weiterhin in Zusammenarbeit mit Dr. Michael
Launspach zu einem grofen Anteil an der fiir die Publikation ndtigen Literaturrecherche beteiligt.
Herr Temel war auflerdem beteiligt an den Diskussionsrunden zur FEinordnung der
Ergebnisse, dem Verfassen des Manuskripts (Review und Formulierungsvorschlige zu den
Manuskript-Entwiirfen von Dr. Michael Launspach), sowie des Review-Prozesses (Diskussion

und Formulierungsvorschlage).

Unterschrift, Datum und Stempel des erstbetreuenden Hochschullehrers

Unterschrift des Doktoranden
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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Bescheinigung
Hiermit bescheinige ich, dass Herr Dennis Temel innerhalb der Service Unit Biometrie des Instituts fir
Biometrie und klinische Epidemiologie (iBikE) bei mir eine statistische Beratung zu einem
Promotionsvorhaben wahrgenommen hat. Folgende Beratungstermine wurden wahrgenommen:

e Termin 1:24.03.2021

e Termin 2:15.09.2021
Folgende wesentliche Ratschldage hinsichtlich einer sinnvollen Auswertung und Interpretation der
Daten wurden wahrend der Beratung erteilt:

e Limitation in der Rituximab-Effekt-Schatzung, da Interventions- und Kontrollgruppe sich
beziglich des Vorhandenseins/Fehlens von Griinden flr Rituximab-Vergabe unterscheiden.

e Problem der Zensierung konnte auf zwei Arten behandelt werden: 1) Kaplan-Meier Schatzer
verwenden; 2) Verwendung eines konventionellen Tests zum Gruppenvergleich mit dem
Hinweis auf die Zensierung. Nur moglich wenn die Zensierung lediglich wenig Patienten betrifft
und die Ergebnisse nicht so verzerren kann, dass ein starkerer Effekt festgestellt wird, als
eigentlich vorliegt.

e Bei Verwendung eines konventionellen Tests zum Gruppenvergleich: Endpunkterteilung
(Substitutionsdauer) visuell auf Normalverteilung prifen und dann t-Test fiir verbundene

Stichproben bzw. Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon zum Vergleich anwenden

Diese Bescheinigung garantiert nicht die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten
Vorschlage, die korrekte Durchfiihrung der empfohlenen statistischen Verfahren und die richtige
Darstellung und Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfiir obliegt allein dem
Promovierenden. Das Institut fir Biometrie und klinische Epidemiologie tbernimmt hierfir keine

Haftung.
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