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1. Einleitung

1.1 Einflihrung

In den letzten Jahrzehnten wurden grof3e Anstrengungen in der Forschung
unternommen, um den Erfolg der hdmatopoetischen Stammzelltransplantation
(HSZT) zu steigern. Verbesserungen in den Bereichen Konditionierung,
Immunsuppression und Transplantatmanipulationen trugen zu dieser
Entwicklung  bei.  Nichtsdestotrotz  bleiben, aufgrund der starken
Immunsuppression, opportunistische Keime eine signifikante Ursache fur
Morbiditat und Mortalitat (Kim et al., 2018; Ross et al., 2011). Zu den wichtigsten
Vertretern dieser Pathogene gehéren das Adeno- (ADV), Cytomegalie- (CMV)
und Epstein-Barr Virus (EBV). Wegen der fehlenden T-Zell-Immunitat der HSZT-
Patienten kdnnen diese Viren schwere Komplikationen verursachen (Sukdolak et
al., 2013).

1.2 Adenovirus
1.2.1 Allgemeines

Bei ADV handelt es sich um ein humanpathogenes, unbehilltes DNA-Virus aus
der Familie der Adenoviridae. Aufgrund ihres stabilen Kapsids und des Fehlens
einer empfindlichen Hille zeichnet es sich durch eine langanhaltende Infektiositat
aulRerhalb eines Wirtes aus (Gerabek et al., 2007; Davison et al., 2003). Die erste
Isolation von ADV erfolgte durch Rowe et al. (1953). Mittlerweile konnte das Virus
in unterschiedliche Spezies (A bis G), sowie 67 Sero- und Genotypen unterteilt
werden (Lion, 2014).

Eine Ubertragung findet am haufigsten tiber Tropfcheninfektion statt. Bis zum
Krankheitsausbruch besteht eine kurze Inkubationszeit von zwei bis 14 Tagen, je
nach Subtyp. Die héchste Inzidenz besteht innerhalb der ersten flinf Lebensjahre
(Hong et al., 2001; Pacini et al., 1987). Die meisten Erkrankungsfélle werden im
Winter oder zu Beginn des Frihlings gemeldet (MITCHELL et al., 2000).

Unter Berlcksichtigung, dass heutzutage hoch-sensitive PCR-Methoden zum
Goldstandard in der Diagnostik der ADV-Infektion geworden sind, empfiehlt die



European Conference of Infections in Leukemia (ECIL) folgende Definitionen
(Matthes-Matrtin et al., 2012):

Systemische Infektion/ Viramie: Positive ADV-PCR, Virusisolation oder
Detektion des Antigens im peripheren Blut.

Lokale Infektion: Positive ADV-PCR, Virusisolation oder Detektion des
Antigens in Biopsiematerial oder in Korperflissigkeiten aufRerhalb des
peripheren Blutes.

Bewiesene Erkrankung: ADV-Infektion und zusatzlich Gbereinstimmende
Symptome mit histologischer Bestatigung von ADV in der

dazugehdrenden Region.

Fur gewohnlich verlauft die Krankheit mild und selbstlimitierend ab und I6st in der

Regel Infektionen der oberen und unteren Atemwege (ca. 5 — 15 % der

Atemwegsinfektionen im Kindesalter), aber auch des Verdauungstrakts und der

Konjunktiven aus (Lynch et al., 2011; Gardner, 1968). Dabei l6sen bestimmte

Subtypen der Spezies D und F typischerweise gastrointestinale (GI) Symptome

aus. Spezies B, C und E sind typisch fir Symptome des Respirationstrakts (Lion,

2014).

Die Ersterkrankung mit ADV fuhrt zur Bildung von neutralisierenden Antikorpern,

die wahrscheinlich zu einer lebenslangen Immunitat gegen den vorliegenden

Typen fuhren. Langanhaltende asymptomatische Verlaufe wurden beschrieben
(Tebruegge and Curtis, 2012).



1.2.2 ADV bei Immunsuppression

Eine ADV-Infektion tritt bei Patienten nach HSZT mit einer Haufigkeit von 5 - 21
% auf und kann in bis zu 50 % der Falle zum Tod fuhren (Chakrabarti et al.,
2002). Risikofaktoren im Rahmen der HSZT sind allogene Transplantationen mit
T-Zell-Depletion, die Behandlung mit dem CD52-Antikorper Alemtuzumab oder
Antithymozytenglobulin, sowie die Therapie mit Immunsuppressiva aufgrund von
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) Grad 3 - 4. Zusatzlich beglnstigen eine
schwere Lymphopenie (< 300/ pl) oder das Fehlen von virusspezifischen T-Zellen
(vTZ) eine Rolle in der Krankheitsentstehung (Lion, 2014). Die Betroffenen
entwickeln haufig schwerwiegendere Manifestationen der Infektion, wie
hamorrhagische Enteritis oder Zystitis. Es kann aber auch zur Pneumonie,

Enzephalitis oder Multiorganversagen kommen (Tebruegge and Curtis, 2012).

1.2.3 Antivirale Therapie

Das wirksamste Virostatikum mit der hdochsten Evidenz gegen ADV ist das
Cytosin-Nukleotid-Analogon Cidofovir (Yusuf et al., 2006; Ljungman et al., 2003;
Lenaerts and Naesens, 2006). In vitro wurde eine Wirksamkeit gegen samtliche
ADV-Spezies und Typen festgestellt. Allerdings gibt es bedeutende Nachteile bei
der Behandlung. Einerseits besteht eine geringe Bioverfigbarkeit, da > 90% des
Arzneimittels unverandert renal eliminiert wird (Cundy, 1999). Andererseits
besteht eine hohe Nephrotoxizitdt, die zu tubuldren Nekrosen flhren kann
(Lindemans et al., 2010). Des Weiteren beschrieben Kinchington et al. (2002)
das Vorliegen von Arzneimittelresistenzen.

Vielversprechend scheint Brincidofovir, das Prodrug von Cidofovir zu sein. Es
zeigt im Vergleich eine hohere Bioverfiigbarkeit und ein gunstigeres toxisches
Profil (Hiwarkar et al., 2017). Allerdings wird die therapeutische Breite durch das

Auftreten von toxischer Diarrhoe und Darm-GvHD limitiert (Wingard, 2017).



1.3 Cytomegalievirus
1.3.1 Allgemeines

Das CMV ist ein humanpathogenes, behilltes DNA-Virus und gehoért zu der
Familie der Herpesviridae (Blut, 2010). Die Erstisolation erfolgte 1956 durch
Rowe, Weller und Smith (Weller, 1970). CMV ist weltweit verbreitet mit einer
Serumpravalenz zwischen 45 - 100 %, je nach Altersgruppe und
soziobkonomischen Hintergrund (Cannon et al., 2010).

Die Ubertragung findet meistens durch Kontakt mit infektidsen
Korperflissigkeiten (Sputum, Urin, Genitalsekret) oder transplazental statt
(Gongalves et al., 2018).

Ahnlich der Definition der ADV-Infektion definierten Ljungman et al. (2002) ist
eine CMV-Infektion als Isolierung des CMV-Virus oder Nachweis von viralen
Proteinen oder Nukleinsauren (z.B. zwecks PCR) in Korperflussigkeiten (z.B.
Blut, Urin) oder Gewebeproben.

Eine primare CMV-Infektion ist eine, fir den Immunkompetenten meistens
asymptomatisch und selbstlimitierend verlaufende Erkrankung. Sie kann sich
ahnlich einer sanft verlaufenden Mononukleose &uf3ern, sich aber auch
unspezifisch in vielen Organsystemen manifestieren (Eddleston et al., 1997).
Auch von seltenen schweren Verlaufen mit Gl-, zentral-nervésen oder
respiratorischen Symptomen wurde berichtet (Rafailidis et al., 2008). Nach dem
akuten Krankheitsbeginn geht die CMV-Infektion in eine Latenzphase uber und
persistiert lebenslang in peripheren Monozyten und CD34+ myeloischen

Vorlauferzellen des Patienten (Lancini et al., 2014).



1.3.2 CMV bei Immunsuppression

CMV ist einer der haufigsten opportunistischen Pathogene, die trotz
durchgefuhrter praventiver Mal3Bhahmen nach HSZT, mit einer signifikanten
Erh6éhung der Morbiditat und Mortalitat einhergeht (Ross et al., 2011). Zwischen
60 und 70 % der HSZT-Patienten erkranken an einer CMV-Infektion (Hebart and
Einsele, 2004). Dabei kann die Infektion durch Neuerkrankung, aber auch durch
Reaktivierung des latenten Virus entstehen. Risikofaktoren dafir kénnen der
Serostatus von Spender und Empfanger, die immunsuppressive Therapie und
eine GVHD sein (de Jong et al., 1998). Die haufigsten CMV-Manifestationen
findet man im GI-Trakt und der Lunge. Die CMV-Pneumonie, die eine Inzidenz
bei HSZT-Patienten von 5 - 8 % aufweist und ein Drittel aller Erkrankungen
ausmacht, ist mit einer Sterblichkeit von 30 - 50 % eine gefiirchtete Komplikation
(Travi and Pergam, 2014).

1.3.3 Antivirale Therapie

Das Mittel erster Wahl ist das Guanin-Nukleosidanalogon Ganciclovir. Allerdings
kann es laut Goodrich et al. (1991) zu Nebenwirkungen, wie GI-Stérungen,
Myelo- und Lebertoxizitat, fuhren. Aul3erdem kdnnen Veranderungen des
Blutbildes das Risiko fur opportunistische Bakterien- und Pilzinfektionen erhdéhen
(Salzberger et al., 1997). Uber Resistenzen berichteten Smith et al. (1997).
Sein oral einnehmbares Prodrug Valganciclovir zeigt ein vergleichbares Wirkung-
Nebenwirkungsprofil.

Das Pyrophosphatanalogon Foscarnet und das bereits erwéhnte Cidofovir
werden aufgrund maoglicher schwerer Nebenwirkungen, wie z.B. Nephrotoxizitat
und Elektrolytverschiebungen, als Mittel zweiter Wahl angesehen und bei
Ganciclovir-Resistenz oder Hamatotoxizitdt eingesetzt (Cho et al., 2019)
(Podolski, 2014).

Zur CMV-Prophylaxe werden Ganciclovir und Letermovir, ein CMV-DNA-
Terminasekomplex-Inhibitor, favorisiert (Chen et al., 2018).



1.4 Epstein-Barr-Virus
1.4.1 Allgemeines

Das EBV ist ein humanpathogenes, behulltes DNA-Virus und gehort zu der
Familie der Herpesviridae. Entdeckt wurde es 1964 von Tony Epstein und
Yvonne Barr. EBV ist in der Lage malignes B-Zell-Wachstum induzieren zu
kénnen und ist somit das erst entdeckte Onkovirus (Epstein et al., 1965; Icheva
et al., 2013; Naseem et al., 2018). Epidemiologischen Studien zufolge sind mehr
als 90 % der Weltbevolkerung EBV-seropositiv (Smatti et al., 2018).

Der Hauptubertragungsweg findet tber die Mundhohle durch infektibsen
Speichel per Tropfcheninfektion statt (Guidry et al., 2018).

Wie zuvor genannt ist auch in der Diagnostik von EBV-Infektionen die PCR
essentiell (Allen et al., 2009).

Eine Infektion verlauft bei Kindern meist asymptomatisch ab. Im Gegensatz dazu
fuhrt sie bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen haufig zur infektibsen
Mononukleose mit Symptomen wie Fieber, Pharyngitis, Adenopathie,
Hepatosplenomegalie und Fatigue. Obwohl diese meist innerhalb von zwei bis
vier Wochen abklingt, sind auch schwerere Verlaufe dokumentiert (Green and
Michaels, 2013; Rea et al., 2001). Nach der Primé&rinfektion persistieren die Viren
lebenslang in B-Gedachtniszellen, wo sie aufgrund ihrer geringen Immunogenitat

vom Immunsystem unberihrt bleiben (Worth et al., 2016).



1.4.2 EBV bei Immunsuppression

Eine EBV-Infektion kommt bei 10 - 26 % der HSZT-Patienten vor (Lucas et al.,
1998). Wie auch in Immunkompetenten kann eine EBV-Infektion asymptomatisch
oder durch eine infektiose Mononukleose imponieren (Nowalk and Green, 2016).
Jedoch ist EBV bei immungeschwéchten Personen mit verschiedenen
Krebsarten assoziiert, einschlie3lich dem Burkitt-, Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphom und Tumoren der glatten Muskulatur (Cohen et al., 2016). Die
wichtigste Manifestation ist die posttransplant lymphoproliferative disorder
(PTLD), die zur Entstehung verschiedener lymphomartiger Erkrankungen fuhren
kann (Allen and Preiksaitis, 2013). Das Erkrankungsrisiko variiert je nach
Transplantationsart, Intensitat der Immunsuppression und der Anzahl
vorhandener EBV-spezifischen T-Zellen zwischen 10 und 30 % (Nowalk and
Green, 2016).

1.4.3 Antivirale Therapie

Sowohl die EBV-Infektion als auch fur die PTLD lassen sich aufgrund schlechter
Wirksamkeit schwer mit den bekannten Virostatika therapieren (Heslop, 2009).
Daher gehort die Reduktion der Immunsuppression zum Mittel der Wahl in der
Behandlung des Virus (Green and Michaels, 2013). Als Mittel zweiter Wabhl
stehen die Behandlung mit Antikérpern und Chemotherapie zur Verfugung, die
Gegenstand aktueller Forschung sind (Gross et al., 2012). Die Monotherapie mit
Rituximab, einem monoklonalen CD20-Antikoérper wird kontrovers diskutiert. So
zeigt sich in der akuten Therapie eine vielversprechende Wirksamkeit (88 %
komplette Remission nach vier Wochen), jedoch nur eine unbefriedigende
nachhaltige Wirkung (57 % Virus-Progression nach zwolf Monaten) (Choquet et
al., 2007; Peng et al., 2014).



1.5 Weitere therapeutische MalRnahmen

Zur Behandlung einer ADV-, CMV-, und EBV-Infektion kbnnen zusatzlich Donor
Lymphozyten Infusionen (DLI) verwendet werden. Jedoch bergen sie die Gefahr
eine GvHD zu verursachen und sind keine therapeutische Option bei der
Behandlung von Hochrisiko-Patienten mit seronegativen Spender (Sukdolak et
al., 2013).

1.6 Therapie mit virusspezifischen T-Zellen

Wie zuvor beschrieben birgt die Therapie mit antiviralen Pharmazeutika einige
Probleme. Zusétzlich ist bekannt, dass die Rekonstitution der T-Zell-immunitét
Virusinfektionen in Schach halten kann und vor diesen schutzt. Dies fuhrte zur
Entwicklung einer adoptiven Immuntherapie mit vTZ. Dabei ist es nicht nur
moglich vTZ zu produzieren, die monospezifisch wirken (z.B. gegen ADV, CMV
oder EBV). Auch die Anwendung von multispezifischen T-Zellen, die zugleich
gegen mehrere Viren wirken, wurde bereits erprobt (Boeckh and Nichols, 2004;
Feuchtinger et al., 2006; Gerdemann et al., 2011; Feucht et al., 2013; Saglio et
al., 2014). Diese vTZ erleichtern die Lyse infizierter Zellen durch einen perforin-
abhangigen Mechanismus (Heemskerk et al., 2006).

Im Moment sind diverse Produktionstechniken dieser vTZ bekannt.

Eine Moglichkeit besteht darin, bereits vorhandene vTZ von seropositiven
Spendern durch die Bindung an magnetisierte HLA-Peptid Tetramere zu
separieren und anschlielend dem erkrankten Patienten zu verabreichen
(Keenan et al., 2001; Cobbold et al., 2005).

In einer andere Methode werden peripheral blood mononuclear cells (PBMC) mit
zuvor genetisch modifizierten antigen-prasentierenden Zellen (APC) in Kontakt
gebracht, um vTZ-Reihen zu erschaffen (Leen et al., 2006; Gerdemann et al.,
2009).

Die beiden genannten Techniken sind jedoch auf einen seropositiven Spender
angewiesen. Die Verwendung des G-Rex©-Device ermoglichte es erstmals naive
T-Zellen aus Nabelschnurrblut oder seronegativen Spendern zu verwenden
(Vera et al., 2010).



Die Grundlage in dieser wissenschaftlichen Arbeit ist eine weitere
Produktionstechnik, die ebenfalls auf das Vorhandensein eines seropositiven
Spenders angewiesen ist. Dabei werden die Spender-Lymphozyten mit
Virusantigen-Fragmenten zusammengefihrt. Die vTZ, die daraufhin das Zytokin
Interferon-y (INF-y) ausschitten, konnen durch Bindung an magnetisierte
Antikdrper (magnetic beads) separiert werden (Peggs et al., 2011).

Durch die Verwendung des CIliniMACS-Prodigy® der Firma Miltenyi Biotec
(Bergisch-Gladbach) ist es moéglich vTZ vollautomatisiert mit der Cytokine
Capture System -Technik (CCS) zu produzieren (Kim et al., 2018; Kallay et al.,
2018).

1.7 Zielsetzung und Forschungshypothese

Virusinfektionen nach HSZT sind mit einer hohen Morbiditdét und Mortalitat
verbunden. Die pharmazeutischen Virostatika zeigen nur bedingt Erfolge in der
Therapie.  Zusatzlich  kénnen sie zu  schweren  unerwinschten

Arzneimittelwirkungen fuhren.

Dem gegeniber steht die Immuntherapie mit vTZ. Die aktuelle Studienlage zeigt
eine Vielzahl von Forschungen, die eine gute Wirksamkeit bei fehlender/

minimaler Toxizitat gegen ADV-, CMV- und EBV-Infektionen versprechen.

Ziel dieser retrospektiven Studie ist es, Aussagen uber die Effektivitat der
Anreicherung und Separation von vTZ mit Hilfe des CliniMACS-Prodigy® zu
machen. Die Ermittlung der Recovery und Reinheit der generierten vTZ soll als
Mal fir die Effektivitat dienen.

Ein weiteres Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit ist es, durch Zuhilfenahme von
Viruslastverlaufen und durch das Monitoring von virusspezifischen Symptomen,
Ruckschlisse auf die Wirkung der vTZ-Therapie und das Outcome der
behandelten Patienten vorzunehmen. Zusétzlich sollen toxische und GvHD-
Reaktionen wahrend des Therapiezeitraums beobachtet und erfasst werden.
Durch eine Korrelationsanalyse soll gepruft werden, ob das Uberleben der

Kohorte signifikant mit der Kontrolle der Virusinfektion zusammenhéangt.



Aus dem bekannten und genannten Vorwissen ergeben sich folgende
Forschungshypothesen, die durch diese wissenschaftliche Arbeit Uberprift

werden:

e Durch die Verwendung des CliniMACS-Prodigy® (Miltenyi Biotec) ist es
moglich ADV-, CMV-, EBV- und multispezifische T-Zellen verlasslich zu

produzieren und damit schnell fir die Therapie verfligbar zu machen

¢ Die Therapie mit vTZ ist eine effektive Therapie, um eine ADV-, CMV- und/
oder EBV-Infektion unter Kontrolle zu bekommen und ihre Symptome zu

lindern

e Die schnelle Kontrolle Uber die Virusinfektion beeinflusst das Outcome der

Patienten

e Die Therapie mit vTZ ist in der Anwendung sicher und flhrt nur in seltenen

Fallen zu einer toxischen Reaktion oder GvHD

e Die verabreichte vTZ-Dosis ist unabhangig von einer Wirkung der

Therapie

-10-



2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Datenerfassung

Im Zeitraum vom 01. Januar 2015 bis zum 31. Dezember 2016 wurden fiur 31
Kinder und Erwachsene deutschlandweit vTZ im KMT-Labor der Klinik fiir Kinder-
und Jugendmedizin der Universitatsklinik Tdbingen durch den CliniMACS-
Prodigy® automatisiert hergestellt. Insgesamt wurden 21 Patienten mit den
generierten  Zellen in  mehreren Kliniken mit dem  Schwerpunkt
Hamatologie/Onkologie  behandelt.  Involvierte  Kliniken waren das
Universitatsklinikum Aachen (ein Patient), die Charité Berlin (zwei Patienten), das
Universitatsklinikum Dusseldorf (ein Patient), das Universitatsklinikum Erlangen
(ein Patient), das Universitatsklinikum Giel3en und Marburg (vier Patienten), das
Universitatsklinikum Jena (ein Patient), das Klinikum der Universitat Minchen
(zwei Patienten), das Universitatsklinikum Regensburg (zwei Patienten), das
Universitatsklinikum Tidbingen (sechs Patienten) und das Universitatsklinikum
Ulm (ein Patient). Im Zeitraum vom 01. Januar bis 31. Dezember 2017 wurden
fur weitere sechs Patienten des Universitatsklinikums Tubingen und der Charité
Berlin vTZ produziert. Insgesamt funf Patienten erhielten die Therapie

(Universitatsklinikum Tubingen: zwei Patienten; Charité Berlin: drei Patienten).

Fur die Behandlung kamen lediglich Patienten in Betracht, die im Verlauf einer
Stammzelltransplantation an einer Virusinfektion durch ADV und/ oder CMV und/
oder EBV erkrankten. Als diagnostischer Parameter dienten die, per Echtzeit-
PCR nachgewiesenen, DNA-Kopien pro Milliliter im Vollblut, Plasma,
Bronchialsekret und Rachenabstrich. Ebenso wurden qualitative Virusnachweise

im Stuhl mit einbezogen.

Von der Studie ausgeschlossen wurden 16 Patienten. Bei sieben Probanden
fand keine Therapie statt, da die vTZ kryokonserviert wurden. Von funf Patienten
konnten keine oder zu wenig Daten zur Evaluation gesammelt werden. Zwei
Patienten verstarben kurz vor vTZ-Therapie und ein Patient am Folgetag der
Therapie, sodass keine verwertbaren Daten gesammelt werden konnten. Ein

Patient kurierte die Virusinfektion vor vTZ-Gabe.
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Zur Erhebung der virologischen Daten wurde fir das Tubinger Kollektiv das
Laborinformationssystem Swisslab® benutzt, sowie digitalisierte Arztbriefe Gber
das SAP- und CareView-System, um die Datenerhebung klinischer Parameter
durchzufihren. Die Datenerhebung der restlichen Patienten erfolgte in den
jeweiligen Kliniken. Im Vorfeld wurde eine Genehmigung zur Akteneinsicht

eingeholt.

Das gesamte Patientenkollektiv setzte sich aus 15 mannlichen und elf weiblichen
Patienten im Alter von acht Monaten und 74 Jahren (Altersmedian z= 15.9)
zusammen. Die  Hauptdiagnosen, und  somit  Indikationen  zur
Stammzelltransplantation, sind in der Tabelle 1 erfasst. Bei 15 Patienten lag ein
haploidentischer Familienspender, bei elf Patienten ein HLA-identischer

Fremdspender vor.

Zur Konditionierung vor der Stammzelltransplantation wurden den Patienten eine
Kombination aus diversen Zytostatika verabreicht bzw. eine Bestrahlung
durchgefuhrt.

Um eine GvHD vorzubeugen wurden verschiedene Immunsuppressiva
miteinander kombiniert gegeben, die ebenfalls der Tabelle 1 zu entnehmen sind.
Patienten mit einer GvHD = Stufe 2 wurden im Vorfeld von der Therapie

ausgeschlossen.

Bei den Patienten lagen neun ADV-Infektionen, neun CMV-Infektionen und vier

EBV-Infektionen vor; parallel aufgetretene Infektionen kamen in vier Fallen vor.

Monospezifische T-Zellen (nur gegen ADV, CMV oder EBV) wurden 20 Mal
verabreicht, multispezifische T-Zellen gegen alle drei Viren wurden drei Patienten

gegeben und bei drei Patienten kamen vTZ gegen zwei Viren zum Einsatz.

-12 -



Tab. 1: Patientencharakteristika

-13-

Merkmal 1 Merkmal 2 Anzahl
mannlich 15
Geschlecht weiblich 11
: Altersmedian 15.9
A 1) SN Spannweite = 0.67—74.92
ALL 6
AML 5
Neuroblastom 2
Myoelodysplastisches Syndrom 2
Hauptdiagnose . Sichezellandmie 2
Schwerer kombinierter Immundefekt 1
Hamophagozytische Lymphohistiozytose 2
Konnatales Knochenmarksversagen 1
EBV assoziierte PTLD 1
Primar metastasiertes Nasopharynxkarzinom 1
Transplantation Familienspender haploidentisch 15
Fremdspender HLA-identisch 11
Total Body Irradiation 6
Fludarabin 21
Thiotepa 15
Melphalan 11
Konditionierung Treosulfqn o
Cytarabin 1
Amsacrine 1
Busulfan 2
Etoposidphosphat 1
Rituximab 1
ATG Fresenius S® 18
Alemtuzumab 2
Methotrexat 12
GvHD-Prophylaxe Glykokortikoide 13
Mycophenolat Mofetil 10
Tacrolimus 1
CiclosporinA 16
ADV 9
Cmv 9
Infektionen EBV 4
ADV & CMV 2
CMV & EBV 2
Monospezifisch 20
vT7Z Multispezifisch 3
ADV- & EBV- spezifisch 1
CMV- & EBV- spezifisch 2




2.2 Parameter und Erfassungszeitrdaume

Zur Erfassung der Viruslast wurden Stichtage wie folgt definiert:

e der gesamte Virusverlauf ab dem Tag der Gabe der vTZ bis zur ersten
negativen PCR-Bestimmung
e jedes weitere positive PCR- oder qualitativ positiv detektierte Messergebnis

bis zum letzten follow-up oder Todeszeitpunkt

Eine Viruslastreduktion um eine Zehnerpotenz innerhalb von zwei bis acht
Wochen wurde als ein schnelles Ansprechen der vTZ erachtet. Des Weiteren
bedeutete ein erneutes positives Viruslast-Messergebnis nach bereits negativer

Viruslastbestimmung (Wert= 0) ein Rezidiv der Virusinfektion.

Qualitative  virusspezifische klinische Parameter, wie zum Beispiel
Komplikationen und Symptome, wurden Uber den gesamten Zeitraum der
Virusinfektion fur jeden einzelnen Patienten beobachtet. Dabei wurde eine
schnelle Besserung als eine Verbesserung der Symptome innerhalb von vier bis
acht Wochen und eine schleppende Besserung als eine langer dauernde

Verbesserung definiert.
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Biometrische Daten:

o Alter

e Geschlecht

e Hauptdiagnose

e Art der Virusinfektion
e Transplantationsdatum

e Transplantationsart

Medikamente:
o VIZ

e Virostatika

e Immunsuppressiva

Virusspezifische klinische Symptome:

e Diarrhoe im Rahmen einer Enteritis
e Ubelkeit/Erbrechen

e Hepatitis

e Akutes Nierenversagen

e Enzephalitis

e Pneumonie

e Dysphagie

Laborparameter:
¢ Viruslast (ADV-, CMV-, EBV- DNA-Kopien/ml)

Komplikationen:

e Toxizitat der vTZ

e Verlegung auf Intensivstation
¢ Invasive Beatmung

e GVHD

e Rezidiv der Virusinfektion

e Tod durch Virusinfektion
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2.3 Generierung von ADV-, CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen
2.3.1 Prizip

Die Generierung der vTZ fand im Stammzelllabor der Universitatsklinik fur
Kinder- und Jugendmedizin Tubingen statt. T-Zellen eines Stammzellspenders
werden mit Virusantigen stimuliert und daraufhin freigesetztes INF-y an einen
bispezifischen Antikdrper auf der Zelloberflache gebunden. Anschliessend
werden die Zellen mit Antikérperbeladenen Magnetpartikeln markiert und mit
dem CIliniMACS-Prodigy® isoliert.

2.3.2 Anforderungen an Materialien

Aphereseprodukt mit geeignetem Antikoagulanz (Heparin oder ACD) gewonnen

in einer Herstellungsstatte mit Herstellungserlaubis.

2.3.3 Reagenzien, vorgefertigte LOsungen und Verbrauchsmaterial

Hilfsstoffe und Reagenzien:

¢ INF-y CCS Enrichment System, bestehend aus INF-y Catch-Reagent und
Microbeads (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach)

Fir ADV: MACS GMP Peptivator ADV5 - Hexon synthetisches Peptid (Fa.
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach)

Fur CMV: MACS GMP Peptivator CMV pp65, synthetisches Peptid (Fa.
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

Fur EBV: MACS GMP Peptivator EBNA-1, synthetisches Peptid, (Fa. Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach)

MACS GMP Peptivator LMP2a, synthetisches Peptid, (Fa. Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach)

MACS GMP Peptivator BZLF1-1, synthetisches Peptid, (Fa. Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach)

MACS GMP Peptivator Consensus, synthetisches Peptid, (Fa. Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach)

TexMacs Medium 2 |, GMP grade (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 3 | Beutel (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach)
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¢ Humanalbumin 20 % zur Anwendung am Menschen (Humanalbumin 20 %
Fa. Behring, Albumin 20 % Fa. Biotest

¢ physiologische 0,9 % NaCl Lésung zur Infusion 1000 ml (Fa. Fresenius)
e Aqua ad inject. 10 ml (Fa. Braun)

Gerate und Verbrauchsmaterial:

e Prodigy Tubing Set TS 500 (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach)

Transferbeutel 1000ml, (Nexell/Baxter, Unterschleissheim)

Sampling Site Coupler EMC1401 (Baxter, Unterschleissheim)

Blutkulturflaschen BD BACTEC PEDS PLUS/F CE und BD BACTEC PLUS
Anaerobic/F

Kunststoffkanule Kwill Filling Tube CE (GP supplies, Gro3britannien)

Gel-Kihlkissen (Coolpacks), va-Q-gel, Wirzburg

50 ml CryoMACS Beutel (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach)

1 ml, 20 ml, 50 ml-Spritzen mit luer/lock Verbindung

50 ml Falcon tubes (Fa. BD), bei Kryokonservierung

2.3.4 Gerate

CliniMACS-Prodigy® (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

MACS Quant Analyser (Fa. Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)

SchlauchschweilR3gerat Terumo TSCD SC201AH CE (Terumo, Leuven,
Belgium)

Waage BP 1200 CE (Sartorius, Géttingen)

Hamocytometer ADVIA

2.3.5 Kontrollen

e FACS-Analyse des Endproduktes (Positiv und Negativfraktion) und der
Oriprobe: CD3*INFy*, CD4*INFy*, CD8*INFy*, CD56*, CD19*

e Vitalitat des Endproduktes

e Zellzahl des Ausgangsmaterials und des Endproduktes

o Sterilprobe des Apherisates und des Endproduktes
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2.3.6 Verfahren /Verfahrensweisen
2.3.6.1 Vorbereitung

Ein 3 Liter Beutel PBS-EDTA Puffer wird mit 75 ml HA 20 % versetzt, entspricht
einer 0,4 % PBS/ HA Pufferlésung. Das ermittelte Verdinnungsvolumen fur die
Leukapherese des PBS/ HA Puffers wird in eine 50er Spritze ibernommen. 30
ml 20 % HA wird in eine 50 ml Spritze aufgezogen. Beide Spritzen werden im
Kuhlschrank gelagert. Die Virusantigene werden wie in Punkt 2.1.8 beschrieben
resuspendiert.

2.3.6.2 Eingangsuntersuchung

Den Beutel untersuchen auf Unversehrtheit, vollstandige Beschriftung,
Einhaltung der Kuhlkette, Prifen des ACDA Gehalt.

¢ 0,5 mlfir Zellzahlbestimmung entnehmen und Zellzahl am ADVIA bestimmen,
Kontrollen von ADVIA prifen,

e Sterilprobe enthehmen (1 Vol%),

e 3 ml fur intrazellulares FACS entnehmen, falls Vorbestimmung noch nicht
erfolgt

e 2 ml LPH fur zu kryokonservierende Ruckstellproben entnehmen

e aus der Leukapherese werden 1 x 10° Zellen entnommen und mit PBS-EDTA-
HA-Puffer auf 50 ml aufgefillt.

2.3.6.3 Vorbereiten des Antigens

ADV, CMV, EBV: GMP-Grade Material wird direkt nach Rekonstitution

eingesetzt.

Rekonstituieren:

ADV, CMV, und die EBV Antigene liegen als lyophilisierte Peptivatoren vor. Die
gewtnschte Antigenflasche und eine Flasche WFI 10 ml werden in der Werkbank
spruhdesinfiziert. 8 ml WFI wird mit wenig Luft in eine 20 ml Spritze mit langer

Kantle aufgenommen. Die 8 ml WFI werden mit der Spritze in die Flasche mit

-18 -



dem Antigen gegeben, indem der sprihdesinfizierte Gummistopfen
durchstochen wird. Die Flasche wird vorsichtig geschwenkt, bis sich das Pulver
vollstandig geldst hat. Der Stempel der Spritze liegt dabei locker in der Hand,
damit, wenn notig, ein Druckausgleich zwischen Spritze und Glaschen stattfinden
kann. Dann wird der Inhalt vollstéandig in die Spritze aufgenommen, dabei wird
auf den Druckausgleich geachtet. Die Antigenlésung wird tGber den Filter in den

Antigenbeutel eingebracht, wenn der Prodigy dies angibt.

2.3.6.4 Aufbau des CIliniMACS-Prodigy®

Vor dem Gebrauch sicherstellen, dass eine externe Batterie angeschlossen ist.
Der CliniMACS-Prodigy® wird zu zweit gemald den Vorschriften des Gerates
aufgebaut.

Programm: CCS INF-y Enrichment.

Es wird das Herstellungsprotokoll HP20.0x ausgefullt.

Vor dem Priming wird zwingend ein integrity test durchgefiihrt, es werden alle
Verschlisse kontrolliert und alle Ventile Uberpruft.

Ein 1 | Beutel wird an den Wastebag gespiked. Nach dem Priming werden 30 ml
HA 20 % in den Elutionspuffer gegeben, die 50 ml Zellsuspension in den
Applikationsbeutel und der Peptivator in den Antigenbeutel eingebracht. Das
CCS Enrichment System wird an die vorgesehenen Adapter gesteckt, dabei die
Glaschen senkrecht halten.

Die Zeitangabe fir das Ende des Prodigylaufs wird angegeben, wobei die
gespeicherte Zeit im Prodigy beachtet werden muss. Es ist notwendig 1,5
Stunden vor Ende im Reinraum zu sein, um die QC Probe abzunehmen und in

den Kuhlschrank zu legen.

2.3.6.5 Automatische Separation am CliniMACS Prodigy®

Der CliniMACS-Prodigy® arbeitet selbststandig tber Nacht.
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2.3.6.6 Probennahme und Ende der Separation

Am néachsten Morgen wird mindestens 1 Stunde 20 Minuten vor dem
Prozessende die Oriprobe eluiert. Zu diesem Zeitpunkt muss ein Mitarbeiter vor
Ort sein, um die Probe in Empfang zu nehmen und in den Kuhlschrank zu legen.
Nach Ende des Laufs werden der Targetzellbeutel und der Beutel der
Negativfraktion abgeschweildt. Vor Probennahme werden die Beutel gekinhlt
ausgeschleust und gewogen. Nach Probennahme verbleiben die Beutel bis zur
Weiterverarbeitung im Kihlschrank bei 2 - 8 °C.

Probennahme:

Targetzellen: ca. 700 pl fur Analyse, ca. 100 pl fir Mikrobiologie
Orifraktion und Negativfraktion: je 1 ml fur Analyse
Die Analysen werden mit dem MACS Quant Analyzer durchgefuhrt. Die

Ergebnisse werden im PC verrechnet.

2.3.6.7 Direktabgabe als frische Zellen

Die Zellen werden direkt vom Beutel in eine 20 ml Spritze Gbernommen. Das
Volumen wird Uber das Gewicht ermittelt, Bruttobeutelgewicht minus Leergewicht
Beutel. Es wird ein Aliquot fir die Mikrobiologie entnommen und mit 10 ml 0.9 %

NaCl-Lésung in zwei Blutkulturflaschen verteilt.
2.3.6.8 Kryokonservierung zur Lagerung

Sollen nach Anordnung des Arztes Zellen kryokonserviert werden, wird das daftr
vorgesehene Volumen in ein 50er Falcon dberfihrt und bei Bedarf mit Programm
10 (300 g, 4 °C, 15 Min) zentrifugiert. Der Uberstand wird steril abgenommen und
aufbewahrt. Das Pellet wird in das notige Volumen NaCl/ HA aufgenommen, pro
Pilot werden 0,9 ml Zellsuspension berechnet. Nach SOP HS005.xx
,Kryokonservierung von Zellen in Kryordhrchen“ werden die Zellen mit dem
gleichen Volumen Einfriermedium gemischt, in die vorgekihlten Pilots verteilt
und mit dem Qualifreeze Verfahren eingefroren. Es wird das Herstellprotokoll
HPO0O08. ausgefullt. Ein Aliquot von 1 Vol% verbleibt im Falcon und wird zur
Sterilkontrolle nach SOP HY007 “ Sterilprobennahme von Zellen fur Therapie® in

zwei Blutkulturflaschen verteilt. Hierbei wird der sterile Uberstand verwendet.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertung der Daten fand in deskriptiver Form statt. Die
Gesamtheit der ermittelten Daten wurde in einer Datenbank des Programms
Microsoft Excel 2019® tabellarisch erfasst. Hierbei wurden Haufigkeiten,
Streuungen (Range) und Mediane gebildet. Durch eine Korrelationsanalyse nach
Pearson wurde uberprift, ob das Outcome der Kohorte von der Kontrolle des
Virus signifikant abhangt.

Zusatzlich wurde untersucht, ob die verabreichte vTZ-Dosis signifikant mit einer
Wirkung korreliert. Da einigen Patienten mehrere vTZ-Dosen verabreicht wurden,
wurden zur Gruppenbildung in der Korrelationsanalyse jeweils die verabreichten
Erstdosen berucksichtigt.

Die Analyse wurde mit dem Programm Graphpad PRISM® und Microsoft Excel
2019® durchgefihrt.

2.5 Graphische Darstellung

Um den therapeutischen Effekt der vTZ und eine eventuelle Einflussnahme
verschiedener Virostatika zu beschreiben, wurden Diagramme mit den
Programmen Microsoft Excel 2019® und Graphpad PRISM® erstellt. Hierdurch
konnten zeitliche Verlaufe der Viruslast anhand der ADV-, CMV- und/ oder EBV-
DNA-Kopien in diversen Medien dargestellt werden.

Ebenso wurden u.a. Haufigkeiten von Symptomen und Komplikationen graphisch
abgebildet.

2.6 Ethikvotum

Die Arbeit an dieser Studie wurde im Vorfeld durch ein Ethikvotum der
Ethikkommission Tubingen bewilligt (Aktenzeichen: 044/2017B0O2).
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3. Ergebnis

3.1 Allgemeines

In den folgenden Kapiteln wird zunachst das Ergebnis der Anreicherung der vTZ
mit dem CliniMACS-Prodigy® beschrieben. Im Anschluss folgen die
Untersuchungsergebnisse der 26 Patienten in  Hinblick auf ihre

Viruserkrankungen.

3.2 Anreicherung und Separation der virusspezifischen T-Zellen

Im Folgenden zeigt Tab. 2 das Ergebnis der Generierung der ADV-, CMV-,
sowie EBV-spezifischen T-Zellen mit dem CliniMACS-Prodigy®. Die einzelnen
Ergebnisse, sowie die verabreichte Dosis der vTZ sind jeweils den
Studienteilnehmern (,Patienten Nummer 1-26%) zugeordnet.

Mehrmalige Anreicherungen von vTZ sind mit romischen Zahlen

gekennzeichnet.

Die beiden Tabellenhalften zeigen den prozentualen und Anteil der vTZ (CD3*
& IFNy* - Zellen/ kg), je nach Stimulation mit virusspezifischen Antigenen
(Originalprobe) und je nach der Separation von den restlichen Leukozyten
(Positiv Fraktion).

Als Ausgangswert der Originalprobe dienten jeweils 1x10° Leukozyten.

Die Reinheit stellt den tatsachlichen Anteil der vTZ in der Positiv Fraktion dar.
Die Recovery ist der Quotient der vTZ nach und vor der Separation und spiegelt
die Effektivitat des Separationsvorgangs wider.

In der Originalprobe lagen zwischen 4,9 x 10%/ kg und 5.255,1 x 103/ kg vTZ vor,
mit einem Median von z= 385.9 x 10% kg. Das entsprach einem mittleren Anteil
von z= 0.23 % (Range: 0.02 bis 0.94 %) aller CD3*- Zellen in der Originalprobe.
Nach Separation der vTZ waren zwischen 59,4 x 10% und 2.948 x 103/ kg Zellen
(z= 375,6 x 10% kg) in der Positiv Fraktion mit einer Reinheit zwischen 38.45
und 94 % (z= 77.01 %).

Das entsprach einer durchschnittlichen Recovery von 81 % (Range: 4 bis
>100 %).
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Die genaue Datenerfassung war bei acht Anreicherungen aufgrund technischer
Probleme nicht méglich. Diese sind als solche gekennzeichnet. Eine
erfolgreiche vTZ -Produktion konnte trotz dessen bei jeder Anreicherung
gewabhrleistet werden.

Recovery-Werte > 100 % kamen durch technische Schwierigkeiten zustande

und wurden in der Interpretation mit dem Wert 100 % gleichgesetzt.
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Tab. 2: Ergebnis der virusspezifischen T-Zell-Anreicherung

nach der Stimulation Positiv Fraktion
: ’ nach der Separation
vor Separation
Frequenz
Patienten- "Y' ZeIIz+ahI Zellziahl Rein- Reco- verabreichte
nummer der CD3"& CD3"& heit  very vTZ- Dosis
CD3"*- INF-y* INF-y*
Zellen
[%] [x10%kg] [x10%kg] [%] [%] [Zel'(';i"‘h”
1 0.07 739,7 885,6 90.3 >100 8.240
2 0.02 4,9 208,7 57.8 >100 9.440
3 0.3 5.210,6 214 79 4 2.269
4 technisches Problem je 3.040
5 0.4 2.114,9 | 1.0455 87.5 49 13.093
6 technisches Problem 13.000
7 0.3 2.156,6 160 60.06 78 13.000
8 0.3 158,7 557 85 >100 14.247
9 0.4 5.255,1 1.144,7 85 22 22.310
10 technisches Problem 4.931
11) technisches Problem 4.328
12 0.12 55,1 183,5 38.45 >100 21.960
13 0.11 283,6 66,8 74 24 1.850
14 () technisches Problem 1.702
14 (11) technisches Problem 1.809
15 0.07 54,5 80,71 75,5 >100 1.020
16 0.12 385,9 3314 77 86 38.761
17 0.9 3.163,4 1.955,8 94 62 10.000
18 technisches Problem 5.000
19 0.94 2.051,8 1.686,1 90.7 82 24.710
20 0.73 2.314,6 2.948 89 >100 22.600
21 technisches Problem 800
22 0.14 778,1 862,7 78.1 >100 je 25.540
23 0.35 199,3 625,8 89.7 >100 6.730
24 0.4 2.396,9 2.227,9 84.9 93 34.360
25 0.84 3.839,0 2.657,5 49.8 69 50.000
26 () 0.09 66,3 69,7 62.8 >100 9.554
26 (1) 0.07 20,8 67,6 63.1 >100 3.958
26 (111 0.11 31,5 59,4  65.7 >100 3.960
26 (IV) 01 60,1 72,1 635 >100 7.722
26 (V) 0.23 170,9 375,6 77.01 >100 7.733
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3.3 Virusinfektionen und Symptome

Im Patientenkollektiv wurden 15 von 23 Probanden (65 %) mit spezifischen
Symptomen fir eine ADV-/ CMV-/ und/ oder EBV-Infektion beobachtet. Acht
Patienten (35 %) waren asymptomatisch. Bei drei Untersuchten wurden keine

verwertbaren Angaben gefunden (s. Abb.1).

= spezifische
Symptome (n=15)

= asymptomatisch
(n=8)

Abb. 1: Haufigkeit des Auftretens virusspezifischer Symptome vor T-Zell-Therapie

Im Folgenden werden die insgesamt 24 Félle von virusspezifischen Symptomen
aufgezahlt und in Abb. 2 illustriert:

e sieben Falle (29 %) von Pneumonie

e sechs Falle (25 %) von Ubelkeit/ Erbrechen

e Finf Falle (21 %) von Diarrhoe im Rahmen einer Enteritis

e Drei Falle (13 %) von Hepatitis

e Je ein Fall (je 4%) von Dysphagie, Enzephalitis und akutem

Nierenversagen
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= Pneumonie (n=7)
; = Ubelkeit/Erbrechen (n=6)
= Diarrhoe bei Enteritis (n=5)
13%

Hepatitis (n=3)
= akutes Nierenversagen (n=1)
u Enzephalitis (n=1)

m Dysphagie (n=1)

Abb. 2: Virusspezifische Symptome und ihre Haufigkeit

In Tab. 3 ist aufgeschlisselt welches Virus jeweils welche Symptome verursacht
hat.

Bei einem Patienten wurden nachweislich sowohl Ubelkeit/ Erbrechen, als auch

eine Diarrhoe durch ADV und CMV gleichzeitig ausgeldst (doppelt gezahlt).

Tab. 3: Symptomverteilung nach Viren

ADV (n= 15) CMV (n=9) EBV (n=2)
Ubelkeit/ Erbrechen (n=5) Ubelkeit/ Erbrechen (n=1) Ubelkeit/ Erbrechen (n= 1)
Diarrhoe (n=5) Diarrhoe (n=1) Dysphagie (n= 1)
Hepatitis (n= 2) Pneumonie (n= 6)

Pneumonie (= 1) Hepatitis (n= 1)
Enzephalitis (n= 1)
Akutes Nierenversagen (n= 1)

Im Verlauf der Virusinfektion kam es auch zu Komplikationen. So benétigten 13
Patienten (52 %) eine intensivmedizinische Behandlung. Neun dieser Patienten
(39 %) mussten invasiv beatmet werden. In finf Fallen war eine CMV-Pneumonie
der Grund fur die Intubation. Bei einem Patienten lag parallel eine CMV-, sowie
eine Pilz-Infektion der Lunge als Intubationsgrund vor.
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3.4  Wirkung der virusspezifischen T-Zellen

3.4.1 Allgemeines

Um die Wirkung der Therapie mit vTZ interpretieren zu koénnen, wurden
virusspezifische klinische Symptome sowie die Viruslast beobachtet.

Es wurden 34 Dosen von vTZ verabreicht. Dabei wurden zwischen 800 und
50.000 vTZ/ kg KG gegeben (z= 7.987).
Bei einer Gabe konnte keine Dosis ermittelt werden (s. Tab. 4).

Tab. 4: T-Zell-Dosis pro Patient

Patientennummer | vTZ [Zellzahl/ kg] | Patientennummer | vTZ [Zellzahl/ kg]

8240 1702/ 1809/ Dosis

1 14 fur 3. Gabe
unbekannt

2 9440 15 1020
3 2269 16 38761
4 je 3040 17 10000
5 13093 18 5000
6 13000 19 24710
7 13000 20 22600
8 14247 21 800
9 22310 22 je 25540
10 4931 23 6730
11 4328 24 34360
12 21960 25 50000
1850 9554/ 3958/ 3960/

13 26 7722/ 7733

Wie Abb. 3 verdeutlicht waren am Ende des Beobachtungszeitraums zwolf
Patienten (44 %) nach vTZ-Therapie von der Virusinfektion kuriert.

Bei acht Patienten (30 %) kam es zu einer Besserung und bei sieben Patienten
(26 %) zu einer Verschlechterung der Infektion.

Einer dieser Probanden kurierte nach erhalt multispezifischer-T-Zellen sowohl
eine ADV-, als auch eine CMV-Infektion aus. Ein weiterer Patient kurierte nach
Therapie mit multispezifischen T-Zellen eine CMV-Infektion und zeigte zugleich

eine Besserung der ADV-Last.
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M kuriert (n=12)

M gebessert (n=8)

m verschlechtert (n=7)

Abb. 3: Outcome der infizierten Patienten (n=26) nach T-Zell-Therapie

Abb. 4 verdeutlicht, dass insgesamt n= 13 Virusinfektionen kurierten. Eine

Kuration dauerte zwischen 17 und 153 Tage mit einem Median von z= 63 Tagen.

80~

o)
e

Kuration (%)
N
g

N
e

n=13

0 50 100 150 200
Zeit (Tage)

Abb. 4: Dauer bis zur Kuration
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3.4.2 Wirkung auf klinische Symptome

Untersucht wurde, ob sich die virusspezifischen Symptome nach vTZ-Gabe
veranderten. Bei 21 verfugbaren Patienten wurde zwischen einer schnellen
(neun Symptome, 43 %) und einer schleppenden Besserung (vier Symptome, 19
%) unterschieden, je nachdem ob die Besserung innerhalb von zwei bis acht
Wochen nach Zell-Gabe, oder danach stattfand.

Eine Symptomverschlechterung, sowie keine Veranderungen der Symptome
konnte jeweils vier Mal (je 19 %) beobachtetet werden.

In funf Fallen (19 %) wurden keine verlasslichen Angaben dokumentiert (s.
Abb.5).

schnelle Besserung (n=9)

19%

= schleppende Besserung (n=4)
43%

keine Verdanderung (n=4)

Verschlechterung (n=4)

Abb. 5: Wirkung der virusspezifischen T-Zellen auf klinische Symptome

3.4.3 Wirkung auf Viruslast

Um die Wirkung der Therapie interpretieren zu kdnnen wurden die Viruslast in
einem Zeitraum von zwei bis acht Wochen nach vTZ-Gabe, sowie zum letzten
follow-up beobachtet. Eine Reduktion der Viruslast wurde als eine
Viruslastsenkung um den Faktor 10 Kopien/ ml des Ausgangswertes an Tag 0O
interpretiert.

Nach zwei Wochen sah man eine Virusreduktion bei elf von 19 auswertbaren
Patienten (58 %). Bei acht Probanden (42 %) gab es keinen Abfall der Viruslast.

Bei sieben Patienten war das Ergebnis nicht auswertbar, da in einem Fall keine
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auswertbaren Daten vorlagen und die Ubrigen Patienten innerhalb der ersten
zwei Wochen nach vTZ-Therapie bereits verstorben waren (s. Abb. 6).

Von diesen sechs Patienten verstarben zwei Patienten nachweislich an der
jeweiligen Virusinfektion; bei drei Patienten konnte die Todesursache mit der
Virusinfektion in Zusammenhang gebracht werden (zwei Félle von
Multiorganversagen und ein Fall von Lungenversagen).

Ein Patient verstarb nicht virusbezogen an einem kardiogenen Schock.

M Virusreduktion (n=11)

H keine Reduktion (n=8)

Abb. 6: Virusreduktion 2 Wochen nach T-Zell-Therapie

Innerhalb von acht Wochen erhdhte sich die Zahl der Félle, in denen eine
Reduktion zu erkennen war, auf 15 (83 %). Drei Patienten (17 %) zeigten
weiterhin eine hohe Kopienzahl. Acht Falle waren erneut nicht auswertbar (s.
Abb.7).
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® Virusreduktion (n=15)

= keine Reduktion (n=3)

Abb. 7: Virusreduktion innerhalb von 2-8 Wochen nach T-Zell-Therapie

Betrachtete man die Reduktion der Viren Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum verteilt, wie in Abb. 8 dargestellt, kam es insgesamt zu

n= 20 Virusreduktionen. Dieses Therapieansprechen trat zwischen Tag 14 und
38 ein (z= 27 Tage).

Weil bei vier Patienten zwei Virusinfektionen parallel auftraten wurde in der

Darstellung nicht die Patientenzahl, sondern die Infektionsanzahl berlcksichtigt.

fo°]
g

o)
e

n=19

Therapieansprechen (%)
N B
e 9

o

10 20 30 40
Zeit (Tage)

o

Abb. 8: Therapieansprechen wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums
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Patienten, die eine Virusinfektion kurierten (n= 12) und dann im Verlauf erneut
eine steigende Viruslast aufwiesen, wurden als Rezidiv der Infektion betrachtet.
Bei zwei Patienten von 12 (17 %) kam es zu einem Rezidiv, wohingegen bei den

ubrigen zehn Probanden (83 %) keine Reinfektion nachweisbar war.

3.4.4 Korrelation Dosis - Wirkung

Um die Korrelation zwischen einer verabreichten vTZ-Dosis und einer Wirkung
zu prufen wurden eine Korrelationsanalyse nach Pearson durchgefihrt. Hierfar
wurden zunachst 26 Wertepaare aus Dosis und Wirkung gebildet. Ein Wert= 1
galt als Virusreduktion/ Kuration; ein Wert= 0 als ,keine Wirkung®. Es ergab sich

folgende Paarung (Tab. 5):

Tab. 5: Wertepaarung Korrelation Dosis - Wirkung

i vTZ . vTZ
Patlenten | zelizah | wirkung | T2UeNCN 1 zelizany | wirkung

kg] kg]
1 8240 1 14 1702 0
2 9440 1 15 1020 1
3 2269 of 16 38761 1
4 3040 1 17 10000 1
5 13093 0 18 5000 1
6 13000 1 19 24710 0
7 13000 0 20 22600 0
8 14247 0 21 800 1
9 22310 1 22 je 25540 1
10 4931 0 23 6730 1
11 4328 0 24 34360 1
12 21960 1 25 50000 1
13 1850 1 26 9554 1

Hieraus errechnet sich eine Korrelationskoeffizient von r= 0.159. Die t-Test-
Statistik ergab einen t-Wert von t= 0.788. Die Berechnung der degrees of
freedom (df) ergab den Wert df= 24. Auf Basis der zweiseitigen t-Verteilung ergab

sich somit eine Pearson-Korrelation von p= 0.439.
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3.4.5 Toxizitat der T-Zell-Therapie

Die Vertraglichkeit der vTZ wurde mit Hilfe der Tabelle Common Toxicity Criteria
(Cancer Therapy Evaluation Program, 1998) evaluiert. Eine Stufeneinteilung von

0 - 4 diente hierbei zur Einordnung der Toxizitatsschwere.

Es wurden insgesamt 34 Dosen der vTZ verabreicht. Nach 29 von 32 Gaben
(90.6 %) zeigte sich keinerlei toxische Wirkung auf den Patienten. Bei zwei

Gaben wurde keine Angabe diesbeziglich gemacht.

Bei 9.4 % der Gaben (n= 3) wurde eine Toxizitat dokumentiert:

Nach einmaliger vTZ-Gabe kam es bei einem einzigen Probanden gleichzeitig zu
Diarrhoe (Stufe 3), Ubelkeit (Stufe 1) und Fieber (Stufe 2).

Bei je einer Gabe konnte bei zwei Patienten Fieber ( je Stufe 2) beobachtet
werden. (s. Tab.6).

Tab. 6: Toxizitat und Haufigkeit

Toxizitat Ja Nein

Anzahl vTZ- Gaben n=3 (9.4 %) n=29 (90.6 %)
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3.4.6 Graft-versus-Host-Disease

Die Einteilung erfolgte mit Hilfe der Tabelle GvHD: Clinical Staging and Grading
(GLUCKSBERG et al., 1974).

Zu einer akuten GvHD nach einer vTZ-Gabe kam es in einem von 31
verwertbaren Fallen (3 %, Darmbeteiligung, GvHD Stufe 3).

30 Gaben (97 %) losten keine Immunreaktion aus. Bei insgesamt drei Fallen
wurde keine Angabe gemacht (s. Abb. 9).

= keine GvHD (n=30)

= Stufe 3 (n=1)

Abb. 9: Akute GvHD nach T-Zell-Gabe (modifizierte Einteilung nach Glucksberg)
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3.5 Outcome

Zum Zeitpunkt des letzten follow-ups waren sieben Patienten (27 %) am Leben
und von einer oder mehreren Virusinfektionen kuriert. Ein Patient (4 %) lebte, war
jedoch noch erkrankt und 18 Patienten (69 %) waren verstorben (s. Abb.10).

M verstorben (n=18)

M lebt, kuriert (n=7)

 lebt, noch erkrankt
(n=1)

Abb. 10: Patientenstatus

Wie man Abb. 11 entnehmen kann, betrug das Uberleben der Probanden
zwischen vier und 430 Tagen mit einem Median von z= 73 Tagen.

Innerhalb der ersten 30 Tage nach Therapiebeginn verstarben acht Probanden
(31 %).

150-
n= 26

o

S 100-

c

(<)

o)

@

2 50-
D

0 L] L] L] L] 1
0 100 200 300 400 500

Zeit (Tage)

Abb. 11: Uberleben
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Abb. 12 zeigt, dass es einen Unterschied im Uberleben der Probanden gab, je
nachdem ob die Virusinfektion unter Kontrolle gebracht werden konnte, oder
nicht. Alle acht Patienten, bei denen die Viruslast nicht mindestens um eine logio
-Stufe reduziert werden konnte, verstarben innerhalb von 100 Tagen (Median z=

34,5 Tage). Die anderen 18 Patienten Uberlebten mit einem Median von z= 130.
Es besteht ein Signifikanzwert von p= 0.0056.

150
—— Kontrolle tber Virus (n=18)
) -+- Virus nicht unter Kontrolle (n=8)
<1
— 100 p=0.0056
(]
o]
Q
2 50
D
0 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400
Zeit (Tage)

Abb. 12: Uberleben je nach Status der Virusinfektion

Die Todesursache war bei neun Patienten (50 %) mit einer Virusinfektion

assoziiert. In den restlichen 50 % der Félle lag eine andere Todesursache vor (s.
Tab.7).

Tab. 7:Auflistung Todesursachen (nicht virusassoziiert)

Todesursache Anzahl (n=9)
ARDS

Rezidiv Priméarerkrankung

Multiorganversagen

Intrakranielle Blutung

Kardiogener Schock

Sepsis (Pilzpneumonie)

Rl R R R R NN

Primarerkrankung
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3.6 Analyse der einzelnen Patienten

Das folgende Kapitel stellt die Infektionsverlaufe wahrend der Therapie mit vTZ
fur jeden einzelnen Probanden graphisch dar (Abb. 13 - 33). Vorab werden

diverse Patientencharakteristika in Tab. 8 bis 33 aufgelistet.

Um das Ausmal’ der Infektion quantitativ zu visualisieren, diente die Anzahl an
Virus-DNA-Kopien pro ml Blut zu verschiedenen Zeitpunkten. Dabei wurde der
Tag O stehts als der Tag der ersten vTZ-Gabe definiert.

Einige Messungen fanden qualitativ statt und sind als solche vermerkt.

Die Gaben weiterer antiviraler Medikamente sind ebenfalls den Graphen und

den dazugehdorigen Beschreibungen zu entnehmen.

Patient Nr.1

Tab. 8: Patientencharakteristika des Patienten Nr.1

Hauptdiagnose Akute lymphatische Leukdmie
Transplantation haploidentisches Geschwisterkind 12/2012
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV
Virusspezifische Symptome keine
. . multispezifisch, 8.240 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 11/2015
Immunsuppression Kortison, Metotrexat

Der Patient Nr.1 zeigte zu Beginn an Tag -14 einen qualitativen Virusnachweis
von ADV (,schwach positiv“; zur grafischen Veranschaulichung mit dem Wert
,1000 DNA-Kopien/ ml gleichgesetzt) im Blutplasma. Eine quantitative Messung
an Tag -3 bestétigte einen zunehmenden Anstieg der Viruslast mit 13.000 DNA-
Kopien/ml. Dieser Wert stellte auch den hochst gemessenen Wert dar.

Nach einmaliger Gabe von multispezifischen T-Zellen (ADV-, CMV- und EBV-
spezifisch) erkannte man an Tag vier bereits einen deutlichen Abfall der
Viruslast (3.300 DNA-Kopien/ ml), mit einem gemessenen Tiefstwert an Tag 11
(2.600 DNA-Kopien/ ml).

Der Patient verstarb an Tag 16 an Multiorganversagen. Der Tod kann mit dem
Virus in Zusammenhang gebracht werden.

Der Patient hatte unmittelbar vor der ADV-Infektion eine CMV-Infektion kuriert.
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T-Zell-Gabe
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe wahrend der ADV-Infektion von Patient Nr.1

Patient Nr.2

Tab. 9: Patientencharakteristika des Patienten Nr.2

Hauptdiagnhose

Akute myeloische Leukamie

Transplantation

haploidentisches Elternteil 06/2016

GvHD

Darm, Stufe 3

Virusinfektion

ADV

Virusspezifische Symptome

Ubelkeit/Erbrechen, Enteritis

Virusspezifische T-Zellen

ADV-spezifisch, 9.440 T-Zellen/ kg KG, 09/2016

Immunsuppression

ATG Fresenius S®

Klinik

an Tag 3 akute GvHD;

toxische Diarrhoe, Ubelkeit und Fieber;
schnelle Besserung der Diarrhoe/ Enteritis (acht
Wochen), schleppende Besserung der Ubelkeit
(zehn Wochen)

Der Patient Nr.2 zeigte erstmals an Tag -52 einen qualitativen Nachweis von

Adenoviren (,schwach positiv; zur graphischen Veranschaulichung mit dem

Wert ,500 DNA-Kopien/ ml gleichgesetzt) im Stuhl. Nach einer negativen

Messung an Tag -34 (Wert = 1 im Graph) konnte ab Tag -27 ein positiver

Nachweis erbracht werden (zur Ubersichtlichkeit mit dem Wert ,5.000¢ im

Diagramm belegt). Seit Tag -22 waren keine Viren im Stuhl detektierbar.
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Quantitative Messungen von Tag -17 bis -10 zeigten eine Zunahme der ADV-
Viruslast von 1.000 bis 58.000 mit einem Maximum von 77.000 DNA-Kopien/
ml.

Nach einmaliger Gabe von ADV-spezifischen T-Zellen war ein zlgiger Abfall
der Viruslast ab Tag 20 zu sehen (1.000 DNA-Kopien/ ml). Seit Tag 42 war eine
vollstadndige Kuration der ADV-Infektion erreicht.

Bis zum letzten follow-up an Tag 173 gab es kein Virusrezidiv.

Wahrend der Beobachtungszeit wurden parallel zu den vTZ noch Aciclovir im
Zeitraum von Tag -86 bis 78, Foscarnet von Tag -22 bis 19 und Brincidofovir
von Tag 21 bis 42 verabreicht.

Der Proband hatte vor der ADV-Infektion eine EBV-Infektion kuriert.

100.000
KX
10.000 —O— ADV im Plasma
ADV im Stuhl
‘_E T-Zell-Gabe
= 1.000 —¥— Brincidofovir
2
o
o
X
<
> 100
[a)
10
1
-60 -40 -20 0 20 40 60

Tage

Abb. 14: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zuséatzlicher Virostatika wahrend der
ADV-Infektion von Patient Nr.2
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Patient Nr.3

Tab. 10: Patientencharakteristika des Patienten Nr.3

Primar metastasiertes undifferenziertes

AR IEENESE lymphoepitheliales Karzinom des Nasopharynx

Transplantation haploidentisches Elternteil 09/2016
GvHD | nicht aufgetreten
Virusinfektion EBV
Virusspezifische Symptome Ubelkeit/Erbrechen
. e EBV-spezifisch, 2.269 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 06/2016
Immunsuppression | Cortison, ATG Fresenius S®

Verschlechterung der Infektion,

Klinik Tod durch Multiorganversagen

Bei Patient Nr.3 bestand Gber den gesamten dargestellten
Untersuchungszeitraum von Tag -32 bis 33 eine hohe EBV Last, beginnend bei
250.000 DNA-Kopien/ ml. Von Tag -2 (25.000 DNA-Kopien/ ml) bis Tag 26 stieg
die Viruslast mit einem Maximum von 32.000.000 DNA-Kopien/ ml, trotz Gabe
von EBV-spezifischen T-Zellen und paralleler Gabe von Foscarnet seit Tag -13.
Im Verlauf sah man eine deutliche Virusreduktion von tiber 10-* DNA-Kopien/ ml
an Tag 33 (1.300.000 DNA-Kopien/ ml).

Von Tag 33 bis zum Tod an Tag 71 wurde aufgrund des schlechten
Gesundheitszustands des Probanden auf weitere Messungen verzichtet. Der

Tod kann mit dem Virus in Zusammenhang gebracht werden.
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Abb. 15: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
EBV-Infektion von Patient Nr.3

Patient Nr.4

Tab. 11: Patientencharakteristika des Patienten Nr.4

Hauptdiagnose Akute lymphatische Leuké&mie
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 12/2015
GvHD nicht aufgetreten

ADV
Ubelkeit/Erbrechen, Diarrhoe bei Enteritis

Virusinfektion

Virusspezifische

Symptome
Virusspezifische T-Zellen ADV-spezifisch, je 3.040 T-Zellen/ kg KG, 12/2015
Immunsuppression Cortison, Metotrexat, ATG Fresenius S®
Klinik schleppende Besserung nach neun (Diarrhoe)
bis 13 Wochen (Ubelkeit)

Dieser Patient zeigte ab Tag -4 parallel eine hohe Viruslast von ADV im Blut
(2.090.000 DNA-Kopien/ ml) und im Stuhl (96.300.000 DNA-Kopien/ ml) mit
einem Maximum von 125.000.000 DNA-Kopien/ ml an Tag 9.

Nach der zweimaligen Gabe von ADV-spezifischen T-Zellen (2. Gabe an Tag 7)
erkannte man eine rasche Virusreduktion im Plasma an Tag 9 (366 DNA-
Kopien/ ml) und im Stuhl an Tag 24 (152.000 DNA-Kopien/ ml).

Von Tag -11 bis 25 wurde zusatzlich mit Cidofovir therapiert.
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Seit Tag 52 war der Patient vollstandig von der ADV Infektion kuriert. Um die
graphische Darstellung zu vereinfachen wurden die jeweils letzten qualitativen
Messwerte ,kein Virusnachweis® im Blut (Tag 24) und Stuhl (Tag 52) mit dem
Wert = 1 (aufgrund der logarithmischen Darstellung) belegt.

Bis zum letzten follow-up an Tag 240 kam es zu keinem Rezidiv.

1.000.000.000
—@— ADV im Plasma

100.000.000 A
—— ADV im Stuhl
10.000.000 T-Zell-Gabe 1
E 1.000.000 \ T-Zell-Gabe 2
= =¥ Cidofovir
9] 100.000
‘s
o
2 10.000
Z
o 1.000
100 o
10
1
-20 -10 0 10 20 30 40 50 60

Tage

Abb. 16: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
ADV-Infektion von Patient Nr.4

-42 -



Patient Nr.5

Tab. 12: Patientencharakteristika des Patienten Nr.5

Hauptdiagnose Akute myeloische Leukamie
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 06/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV
Virusspezifische keine
Symptome
Virusspezifische T- CMV-spezifisch, Third Party, 13.093 T-Zellen/ kg KG,
Zellen 10/2016
Immunsuppression Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A, ATG Fresenius S®

Der Proband zeigte multiple Rezidive der CMV Infektion bei insgesamt niedriger
Kopienzahl (Maximum 105 DNA-Kopien/ ml an Tag 21). Nach der einmaligen
vTZ-Gabe kam es immer wieder zu negativen Messergebnissen (Tag 26, 38,
48, 78), gefolgt von positiven Nachweisen (Tag 18, 33, 41, 73, 97).

Die letzte Kuration konnte man an Tag 101 beobachten.

Zusatzlich wurde von Tag 2 bis 20 mit Aciclovir, von Tag 21 bis 36 mit
Valganciclovir und in den Zeitraumen Tag -35 bis 1 und Tag 46 bis 103 mit
Foscarnet antiviral therapiert.

Bis zum Tod an Tag 130 (nicht virusbedingt) kam es zu keinem weiteren
Rezidiv.

120

100

80

—@—CMV im Plasma

€0 T-Zell-Gabe 1
—a— Aciclovir

40 +-—Valganciclovir

DNA-Kopien/ ml

—¥— Foscarnet 1
20~ —w—Foscarnet 2

: L

-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120
Tage

Abb. 17: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
CMV-Infektion von Patient Nr.5
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Patient Nr.6

Tab. 13: Patientencharakteristika des Patienten Nr.6

Hauptdiaghose
Transplantation

Akute myeloische Leukamie
HLA-identischer Fremdspender 03/2015

GvHD

nicht aufgetreten

Virusinfektion EBV
Virusspezifische Symptome keine
. - EBV-spezifisch, 13.000 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 06/2015
Immunsuppression Ciclosporin A

An Tag -29 war der Patient erstmals positiv auf EBV im Blut getestet worden
(94.000 DNA-Kopien/ ml). Ein Maximum der Viruslast mit 580.000 DNA-Kopien/
ml lag an Tag -24 vor. Nach drei Gaben von Rituximab an den Tagen -27, -22

und -2 und der vTZ-Therapie fiel der Virusnachweis an Tag 4 negativ aus. Nach

einem kurzzeitigen Peak von 3.100 DNA-Kopien/ ml an Tag 11 kam es an Tag

18 zur Kuration.

Von Tag 186 bis 237 und von Tag 259 bis 330 kam es zu Virusrezidiven

(maximale Viruslast je 2.300 DNA-Kopien/ ml), welche an Tag 360 untherapiert

qualitativ nicht mehr nachweisbar waren. Dieser Tag spiegelte auch das letzte

follow-up wider.
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Abb. 18: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der

EBV-Infektion von Patient Nr.6
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Patient Nr.7

Tab. 14: Patientencharakteristika des Patienten Nr.7

Hauptdiagnose Akute lymphatische Leukamie
Transplantation haploidentisches Elternteil 02/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV
Virusspezifische Hepatitis, Pneumonie
Symptome

Virusspezifische T-Zellen ADV-spezifisch, 13.000 T-Zellen/ kg KG, 10/2015

Cortison, Metotrexat, Tacrolimus, Mycophenolat

LTS P Sl Mofetil, ATG Fresenius S®

Aggravierung der Pneumonie mit virusbedingtem Tod
Klinik an Tag 4; Wirkung der VTZ dadurch schwer
aussagekraftig

Mangels verwertbarer Daten wurde auf die Erstellung eines Diagramms

verzichtet.

Patient Nr.8

Tab. 15: Patientencharakteristika des Patienten Nr.8

Hauptdiaghose | Myelodysplastisches Syndrom
Transplantation haploidentisches Elternteil 01/2015
GvHD | nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV
Virusspezifische Symptome Keine Angabe
. - CMV-spezifisch, 14.247 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 03/2016
Klinik | Toxisches Fieber nach Zellgabe (Grad 2)

Wahrend des gesamten Zeitraums sah man bei Patient Nr.8 Phasen niedriger
Viruslast (Tag -8 bis 5, Tag 41 und Tag 54 bis 75) gefolgt von Peaks hoher
CMV Konzentrationen (Tag -26, 13, 47, mit einem Maximum an Tag 89 mit
540.000 DNA-Kopien/ ml).

Trotz einmaliger Gabe von vTZ und der zusatzlichen Virostatika Valganciclovir
(Tag -28 bis -2 und Tag 16 bis 47), Foscarnet (Tag 48 bis 83) und Cidofovir
(seit Tag 83), beobachtete man nur eine temporar begrenzte Virusreduktion,

ohne Kuration.
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Kurz vor vTZ-Gabe bestand bereits Fieber (38,7 °C), welches sich nach vTZ-
Therapie bis auf 39,9 °C erhdhte.
Die Todesursache an Tag 100 war eine Pilzpneumonie.
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Abb. 19: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
CMV-Infektion von Patient Nr.8

Patient Nr.9

Tab. 16: Patientencharakteristika des Patienten Nr.9

Hauptdiagnose Keine Angabe
: haploidentisches Elternteil (Datum nicht

Transplantation
angegeben)
GvHD Keine Angabe
Virusinfektion CMV
Virusspezifische Symptome Keine Angabe
. - CMV-spezifisch, 22.310 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 11/2015

Bei diesem Probanden lagen nur zwei Messwerte vor: eine CMV-Last von
18.000 DNA-Kopien/ ml an Tag 0 und an Tag 17 ,kein Virusnachweis®. Andere
Virostatika wurden fur den Zeitraum nicht erfasst.

Der Patient ist an Tag 19 einem ARDS verstorben, welches mit der CMV-

Infektion assoziiert werden kann.
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Patient Nr.10

Tab. 17: Patientencharakteristika des Patienten Nr.10

Hauptdiaghose Akute myeloische Leukamie
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 02/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV
Virusspezifische Symptome keine
. . ADV-spezifisch, 4.931 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 05/2015
Immunsuppression Tacrolimus, ATG Fresenius S®

Trotz vTZ-Gabe und den Virostatika Cidofovir an Tag -8 und 0, Brincidofovir an
Tag 5, DLI an Tag 6 und Ribavirin von Tag -51 bis 4, sah man eine schwankend
hohe Viruslast wahrend des Beobachtungszeitraums. Eine Viruslastreduktion
konnte an Tag 11 und 18 (niedrigster Wert 9.000 DNA-Kopien/ ml Plasma), ein
Peak an Tag 7, 14 und 29 (Maximum von 40.000 DNA-Kopien/ ml) beobachtet
werden.

Bis zum Tod an Tag 75 (nicht virusbedingt) liegen keine weiteren Messwerte
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Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
ADV-Infektion von Patient Nr.10
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Patient Nr.11

Tab. 18: Patientencharakteristika des Patienten Nr.11

Hauptdiaghose Akute lymphatische Leukamie
Transplantation haploidentisches Elternteil 11/2014
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV
Virusspezifische Keine Angabe
Symptome

Virusspezifische T-Zellen ADV-spezifisch, Third Party, 4.328 T-Zellen/ kg

KG, 03/2015
Immunsuppression Mycophenolat Mofetil, ATG Fresenius S®
Klinik Tod an Tag 14 durch ADV Infektion

Bei diesem Patienten lagen keine Messwerte vor.
Parallel zur der einmaligen vTZ-Gabe wurde einmal wdchentlich mit Cidofovir

therapiert.

Patient Nr.12

Tab. 19: Patientencharakteristika des Patienten Nr.12

Hauptdiagnose | Neuroblastom der Niere
Transplantation haploidentisches Elternteil 02/2017
GVvHD | nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV
Virusspezifische Symptome | keine
. . CMV-spezifisch, 21.960 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 03/2017

Immunsuppression ATG Fresenius S®

Die Beobachtung begann an Tag -8 mit einer hohen CMV-Last von 286.000
DNA-Kopien/ ml. Bis Tag 5 und nach vTZ-Gabe sankt die Last auf 71.000 DNA-
Kopien/ ml. Nach einem Peak an Tag 7 (Maximum von 383.000 DNA-Kopien/
ml) sah man eine Virenreduktion ab Tag 9 (47.100 DNA-Kopien/ ml), die bis zur
Kuration an Tag 63 weiterfihrte (Diagramm bis Tag 55 mit 3.280 DNA-Kopien/
ml).

Bis zum Todestag (Tag 70, nicht virusbedingt) kam es zu keinem Rezidiv.
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Abb. 21: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der

CMV-Infektion von Patient Nr.12

Patient Nr.13

Tab. 20: Patientencharakteristika des Patienten Nr.13

Hauptdiagnose

Sichelzellanamie

Transplantation

haploidentisches Elternteil 12/2016

GvHD

nicht aufgetreten

Virusinfektion ADV & CMV
Virusspezifische Symptome Diarrhoe bei Enteritis,
Ubelkeit/Erbrechen

Virusspezifische T-Zellen

ADV- & CMV-spezifisch, 1.850 T-Zellen/
kg KG, 06/2017

Immunsuppression

Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A,
Mycophenolat Mofetil, ATG Fresenius S®

Klinik

schnelle Besserung der Ubelkeit innerhalb von
4 Wochen, schleppende Besserung der
Diarrhoe innerhalb von 8 Wochen

Bei diesen Probanden lagen nur qualitative Messungen von ADV und CMV im

Stuhl vor. Zur grafischen Veranschaulichung wurden ,positive“ Messergebnisse

mit einem Wert = 100, ,schwach positive“ Messergebnisse mit einem Wert = 50

und ,negative” Messergebnisse mit einem Wert = 0 gleichgesetzt.

Die CMV-Last, erstmals ,positiv“ getestet an Tag -10, reduzierte sich nach vTZ-

Gabe kontinuierlich. An Tag 16 fiel die Testung noch ,schwach positiv* aus, bis
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an Tag 27 keine Cytomegalieviren mehr nachweisbar waren. Bis zum Tag 32
war kein Rezidiv verbucht worden.

Eine Infektion mit ADV war seit Tag -9 nachweisbar. An Tag 30 waren sie noch
,Schwach positiv“ im Stuhl vorhanden.

Parallel zur vTZ -Gabe wurden Aciclovir (von Tag 4 bis 14, an Tag 24 und 25),
Cidofovir (von Tag 10 bis 24) und Foscarnet (Tag 26) verabreicht.
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Abb. 22: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
ADV-Infektion von Patient Nr.13
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Patient Nr.14

Tab. 21: Patientencharakteristika des Patienten Nr.14

Hauptdiaghose Fanconi - Andmie
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 03/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV
Virusspezifische Diarrhoe bei Enteritis, Ubelkeit/Erbrechen, Hepatitis,
Symptome akutes Nierenversagen, Enzephalitis

Drei Mal ADV-spezifisch, Third Party, 1.702/

Virusspezifische T-Zellen 1.809 T-Zellen/ kg KG, 3.Dosis nicht

dokumentiert, 04/2015

Cortison, Alemtuzumab, Ciclosporin A, Mycophenolat
Mofetil

alle Symptome (bis auf die Enzephalitis) besserten
sich schnell nach einer operativen Sanierung des
Darms und nach Dialyse; die Enzephalitis verénderte
sich trotz Therapie nicht

Immunsuppression

Klinik

Der Patient erhielt zu drei Zeitpunkten vTZ (Tag 0, 16 und 28). Zusatzlich wurde
mit Ribavirin (Tag 8, 9, 14, 19 und 23) und mit Brincidofovir (von Tag 2 bis 26)
therapiert.

Nach anféanglich steigender Viruslast bis Tag 9 (263.000.000 DNA-Kopien/ ml)
fiel die bereits hohe Viruslast bis Tag 20 auf einen minimalen Wert von
4.090.000 DNA-Kopien/ ml. Ab Tag 22 zeigte sich ein progredienter Anstieg der
Viruslast (mit einer kurzzeitigen Reduktion an Tag 31 bis 33 um 8,4x101 DNA-
Kopien/ ml) bis zu einem Maximum von 1.370.000.000 DNA-Kopien/ ml an Tag
34.

An Tag 36 starb der Patient virusbedingt durch Multiorganversagen.
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Abb. 23: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gaben und zusatzlicher Virostatika wahrend der
ADV-Infektion von Patient Nr.14

Patient Nr.15

Tab. 22: Patientencharakteristika des Patienten Nr.15

Hauptdiagnose Myelodysplastisches Syndrom
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 01/2017
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV
Virusspezifische Symptome Diarrhoe bei Enteritis, Ubelkeit/Erbrechen
. o ADV-spezifisch, 1.020 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 03/2017
Immunsuppression Metotrexat, Ciclosporin A, ATG Fresenius S®
Klinik schnelle Besserung aller Symptome innerhalb

von vier Wochen

Der Patient zeigte einen Nachweis von ADV im Plasma und im Stuhl, wobei das
Virus im Blut kurz vor vTZ-Gabe bereits nicht mehr nachweisbar war. Die
Stuhluntersuchung bestand nur aus qualitativen Messungen. Zur besseren
Darstellung im Graphen wurden folgende Werte den Messergebnissen
zugeordnet: ,negativ‘ = 0, ,schwach positiv‘ = 1000, ,positiv‘ = 5000 und ,stark
positiv‘ = 30.000 DNA-Kopien/ ml.
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Nach einer ,stark positiven® Viruslast ab Tag -16 sank diese ab Tag -1 auf ein
,positives“ Messergebnis. An Tag 29 waren die Viren kaum nachweisbar, bevor
die Infektion an Tag 76 die Kuration erreichte.

Bis zum letzten follow-up an Tag 118 kam es zu keinem Virusrezidiv.

Ab Tag 4 wurde zusétzlich Aciclovir verabreicht.

50.000

45.000
—@— ADV im Plasma

ADV im Stuhl (qualitativ)
T-Zell-Gabe

40.000

35.000

30.000

20.000

DNA-Kopien/ml
N
(9]
o
o
o

15.000 °
10.000

5.000

-40 -20 0 20 40 60 80 100
Tage

Abb. 24: Zeitlicher Verlauf der Viruslast und T-Zell-Gabe wahrend der ADV-Infektion von Patient
Nr.15

Patient Nr.16

Tab. 23 Patientencharakteristika des Patienten Nr.16

Hauptdiaghose Schwerer kombinierter Immundefekt
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 07/2016
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion CmMvV
Virusspezifische Symptome Pneumonie

Virusspezifische T-Zellen CMV-spezifisch, 38.761 T-Zellen/ kg KG, 08/2016
Alemtuzumab, Ciclosporin A, Mycophenolat

Immunsuppression :
PP Mofetil
_ schnelle Besserung der Pneumonie innerhalb von

Klinik .
vier Wochen

Vor vTZ-Gabe stieg die CMV-Last wahrend paralleler Ganciclovir Therapie (Tag
-12 bis 3) auf ein Maximum von 16.500.000 DNA-Kopien/ ml an Tag -6 an. Seit
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Tag 6 liel3 sich eine Virusreduktion um eine 10er-Potenz beobachten. Diese
Reduktion setzte sich unter zusatzlicher Therapie mit Foscarnet (Tag 3 bis 9)
und Ganciclovir (Tag 9 bis 22) bis Tag 20 fort.

An Tag 28 wurde einmalig Aciclovir verabreicht.

Nachdem kurzzeitig wieder ein Virusanstieg von Tag 62 bis 75 mit einem
Maximum von 36.600 DNA-Kopien/ ml zu beobachten war, fiel die CMV-Last ab
Tag 79, bis sie ab Tag 153 nicht mehr nachweisbar war. Bis zum letzten follow-

up an Tag 329 kam es zu keinem Virusrezidiv.
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Abb. 25: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
CMV-Infektion von Patient Nr.16
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Patient Nr.17

Tab. 24: Patientencharakteristika des Patienten Nr.17

Hauptdiagnose
Transplantation

Hamophagozytische Lymphohistiozytose
haploidentisches Elternteil 12/2015

GvHD

nicht aufgetreten

Virusinfektion
Virusspezifische Symptome

Virusspezifische T-Zellen

CMV

Ubelkeit/ Erbrechen, Hepatitis
CMV-spezifisch, 10.000 T-Zellen/ kg KG,
01/2016

Immunsuppression

Klinik

Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A,
Mycophenolat Mofetil, ATG Fresenius S®
Toxisches Fieber (Grad 2) nach T-Zellgabe;

schnelle Besserung der Ubelkeit nach funf und
der Hepatitis nach sieben Wochen

Bei dem Patienten lag wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums eine

niedrige CMV-Last vor. Von Tag -2

bis Tag 12 waren Werte von unter 600

DNA-Kopien/ ml zu erkennen. Seit Tag 19 war die Virusinfektion kuriert. Bis

zum letzten follow-up an Tag 170 war kein Rezidiv zu erkennen.

Wahrend der gesamten Untersuchung wurde zusatzlich mit Ganciclovir und bis

Tag 25 mit Foscarnet therapiert.

Patient Nr.18

Tab. 25: Patientencharakteristika des Patienten Nr.18

Hauptdiagnose
Transplantation
GvHD
Virusinfektion
Virusspezifische Symptome

Virusspezifische T-Zellen

Immunsuppression

Neuroblastom

haploidentisches Elternteil 08/2014

nicht aufgetreten

ADV und CMV

keine

Multispezifisch, 5.000 T-Zellen/ kg KG, 02/2015

Mycophenolat Mofetil, ATG Fresenius S®

Der Patient hatte gleichzeitig eine ADV- und CMV-Infektion. Die ADV-Infektion

war nur im Stuhl nachweisbar. CMV war im Urin vor vTZ-Gabe bereits ,negativ®,

jedoch noch im Plasma vorhanden.

Aus Grunden der Veranschaulichung wurden qualitative CMV-Messungen mit

folgenden Werten gleichgesetzt: ,positiv‘ = 1.000 (Plasma), ,negativ® = 0

(Plasma).
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Die CMV-Infektion hatte an Tag -65 ein Maximum von 131.000 DNA-Kopien/ ml

erreicht. In Folge reduzierte sich die CMV-Last und betrug an Tag -1 11.300
DNA-Kopien/ ml. Nach der multispezifischen vTZ-Gabe sank die Viruslast
kontinuierlich, sodass es an Tag 42 zur Kuration kam.

Da es fur die ADV-Infektion nur qualitative Messungen gab, wurden ,positive”

Messungen mit dem Wert = 20.000 und ,negative“ Messungen mit dem Wert =

0 DNA-Kopien/ ml belegt, um sie besser graphisch darstellen zu kénnen.

Erstmals konnte man eine ADV-Last im Stuhl an Tag -31 sehen, die bis Tag 2

weiterhin nachweisbar war. An Tag 27 kam es dann zur Kuration.
Parallel wurde von Tag -16 bis 35 mit Cidofovir therapiert.

Bis zum letzten follow-up an Tag 430 kam es zu keinem Virusrezidiv.
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Abb. 26: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend
der ADV- und CMV-Infektion von Patient Nr.18
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Patient Nr.19

Tab. 26: Patientencharakteristika des Patienten Nr.19

Hauptdiagnose Akute lymphatische Leukamie
Transplantation haploidentisches Elternteil 10/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion ADV (vorab EBV-Infektion bereits kuriert)
Virusspezifische Symptome Diarrhoe bei Enteritis
. . ADV- & EBV-spezifisch, 24.71 T-Zellen/ kg KG,
Virusspezifische T-Zellen 03/2016
Immunsuppression Mycophenolat Mofetil, ATG Fresenius S®
Klinik keine Veranderung der Symptome

Bereits vor vTZ-Gabe hatte der Patient eine EBV-Infektion kuriert (Tag -6).
Adenoviren waren seit Tag -2 im Plasma nachweisbar (28.000 DNA-Kopien/
ml). Trotz einmaliger vTZ-Therapie (Tag 2) kam es bis Tag 12 (51.000 DNA-
Kopien/ ml) zu keiner Reduktion oder massiven Erhéhung der ADV-Last.

An Tag 18 verstarb der Patient nicht virusbedingt an einem kardiogenen

Schock. Zu einem EBV-Rezidiv kam es nicht.
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Abb. 27: Zeitlicher Verlauf der Viruslast und T-Zell-Gabe wahrend der ADV- und EBV-Infektion
von Patient Nr.19
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Patient Nr.20

Tab. 27: Patientencharakteristika des Patienten Nr.20

Hauptdiagnose

Familiare hAmophagozytische
Lymphohistiozytose

Transplantation

haploidentisches Elternteil 10/2016

GvHD
Virusinfektion
Virusspezifische Symptome

Keine Angabe
CMV
Pneumonie

Virusspezifische T-Zellen

Immunsuppression

CMV-spezifisch, 22.600 T-Zellen/ kg KG,

01/2017
Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A,
Mycophenolat Mofetil

Klinik

Tod durch ARDS (CMV bedingt)

Fur diesen Patienten lagen keinerlei Messwerte vor. Aus Arztbriefen ging

hervor, dass es bei EBV-Infektion nach Rituximab-Gabe zu einer Kuration

gekommen ist.

Jedoch kam es innerhalb des Beobachtungszeitraums auch zu einer CMV-
Infektion, die an Tag 134 trotz vTZ-Therapie durch ein ARDS zum Tod gefuhrt

hat.

Patient Nr.21

Tab. 28: Patientencharakteristika des Patienten Nr.21

Hauptdiagnose

Transplantation
GvHD
Virusinfektion
Virusspezifische Symptome

Virusspezifische T-Zellen

Immunsuppression
Klinik

EBV assoziiertes posttransplantatives
Lymphom

haploidentisches Geschwisterkind 04/2017

Keine Angabe
EBV
Dysphagie

EBV-spezifisch, Third Party, 800 T-Zellen/ kg

KG, 07/2017

Metotrexat, Ciclosporin A, ATG Fresenius S®

Verschlechterung der Dysphagie

Die EBV-Last reduzierte sich von Tag -3 (4.200 DNA-Kopien/ ml) schnell auf
1.000 DNA-Kopien/ ml an Tag 8. An Tag 28 konnte das Virus nur ,schwach

positiv* (in der Grafik mit dem Wert = 500 DNA-Kopien/ ml versehen)

nachgewiesen werden. Von Tag 39 bis 54 kam es zu einem erneuten Anstieg

der Viruslast mit einem Maximum von 9.400 DNA-Kopien/ ml an Tag 40. Ab
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Tag 57 konnte man erneut eine Reduktion erkennen; es lagen knapp 1000
DNA-Kopien/ ml vor.

Zusatzlich zur Viramie konnten eine EBV-Last im Knochenmark (Tag 5) und
Liquor (Tag 42) qualitativ nachgewiesen werden.

Die Beobachtung des Patienten endete an Tag 61 durch den Tod (nicht
virusbedingt).

An Tag -1 wurde einmalig Rituximab verabreicht.
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Abb. 28: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
EBV-Infektion von Patient Nr.21
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Patient Nr.22

Tab. 29: Patientencharakteristika des Patienten Nr.22

Hauptdiagnose Akute myeloische Leukamie
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 04/2016
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV
Virusspezifische Symptome Pneumonie
Virusspezifische T-Zellen zwei Mal CMV-spezifisch, Third Party, je 25.540
T-Zellen/ kg KG, 06/2016

Immunsuppression Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A ATG
Fresenius S®

Klinik keine Veranderung der Symptome

Der Patient hatte wéahrend des Beobachtungszeitraums zwei Mal vTZ erhalten;
an Tag 0 und 6. Andere Virostatika wurden nicht verabreicht.

Nach einer Viruslast von 680 DNA-Kopien/ ml an Tag -1 stieg diese bis Tag 6
auf 2.800 an (Maximum). Ab Tag 10 konnte man eine Reduktion (400 DNA-
Kopien/ ml) erkennen, die bis auf ein Minimum von 80 Kopien an Tag 17 sank.

Der Patient war an Tag 19 virusassoziiert an einem ARDS verstorben.
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Abb. 29: Zeitlicher Verlauf der Viruslast und T-Zell-Gaben wahrend der CMV-Infektion von
Patient Nr.22
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Patient Nr.23

Tab. 30: Patientencharakteristika des Patienten Nr.23

Hauptdiagnose Akute lymphatische Leukamie
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 12/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion EBV
Virusspezifische Symptome keine

Virusspezifische T-Zellen EBV-spezifisch, 6.730 T-Zellen/ kg KG, 02/2016

Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A, ATG

Immunsuppression ,
PP Fresenius S®

Nach einer anfanglichen EBV-Last von 44.000 DNA-Kopien/ ml an Tag -4 sank
diese bis Tag 3 auf 1000. Daraufhin stieg sie bis auf ein Maximum von 85.000
DNA-Kopien/ ml an Tag 24. Ab Tag 38 war wieder eine Reduktion zu erkennen
(2.300 DNA-Kopien/ ml), bis an Tag 51 eine Kuration eintrat. Bis Tag 381 kam
es zu keinem Virusrezidiv.

Zusatzlich wurde an den Tagen -9, -2, 7 und 17 mit Rituximab therapiert.
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
EBV-Infektion von Patient Nr.23
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Patient Nr.24

Tab. 31: Patientencharakteristika des Patienten Nr.24

Hauptdiagnose Konnatales Knochenmarksversagen
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 01/2016
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV und EBV
Virusspezifische Symptome keine
Virusspezifische T-Zellen CMV- & EBV-spezifisch, Third Party, 34.360
T-Zellen/ kg KG, 11/2016

Immunsuppression Cortison, Metotrexat, Ciclosp_orin A,
ATG Fresenius S®

Der Patient wurde mit CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen behandelt.

Vor Gabe konnte eine maximale CMV-Last von 35.000 DNA-Kopien/ ml an Tag
-5 gesehen werden. Bereits an Tag 2 reduzierte sich diese und fiel bis Tag 11
auf 210 DNA-Kopien/ ml.

Eine Viramie mit EBV war nur einmalig an Tag 11 gemessen worden (7.600
DNA-Kopien/ ml). Bis zum Tod an Tag 24 (ARDS) wurde kein erneuter CMV-
Anstieg registriert; EBV Messungen blieben aus. Die Todesursache kann mit

der Virusinfektion in Zusammenhang gebracht werden.
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Abb. 31: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
CMV- und EBV-Infektion von Patient Nr.24
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Patient Nr.25

Tab. 32: Patientencharakteristika des Patienten Nr.25

Hauptdiagnose Myelodysplastisches Syndrom
Transplantation HLA-identischer Fremdspender 08/2016
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV und EBV
Virusspezifische Symptome Pneumonie
Virusspezifische T-Zellen CMV- & EBV-spezifisch, Third Party, 50.000 T-
Zellen/ kg KG, 10/2016

Immunsuppression Cortison, Metotrexat, Ciclosporin A ATG
Fresenius S®

Klinik keine Veranderung der Symptome

Bei diesem Patienten lagen Infektionen mit CMV und EBV vor.

Die CMV-Last hatte an Tag -2 ihr Maximum erreicht (4.100.000 DNA-Kopien/
ml) und reduzierte sich ab Tag 4. An Tag 11 hatte sie mit 130.000 DNA-Kopien/
ml ihr Minimum erreicht.

Die EBV-Last fiel von Tag -3 (24.000 DNA-Kopien/ ml) kontinuierlich, sodass
sie an Tag 11 mit 150 DNA-Kopien/ ml kaum nachweisbar war.

An Tag 12 verstarbt der Patient an Multiorganversagen, welches mit den
Infektionen assoziiert werden kann.

Zusatzlich wurden Rituximab (Tag -3), Foscarnet und Ganciclovir (jeweils von

Tag -8 bis 11) zur antiviralen Therapie verabreicht.
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Abb. 32: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gabe und zusatzlicher Virostatika wahrend der
CMV- und EBV-Infektion von Patient Nr.25

Patient Nr.26

Tab. 33: Patientencharakteristika des Patienten Nr.26

Hauptdiagnhose Sichelzellanamie
Transplantation haploidentisches Elternteil 11/2015
GvHD nicht aufgetreten
Virusinfektion CMV
Virusspezifische Symptome Pneumonie
Funf Mal CMV-spezifisch, 9.554/ 3.958/ 3.960/

Virusspezifische T-Zellen 7.722/ 7.733 T-Zellen/ kg KG, 02/2016 bis
04/2016

Immunsuppression nicht dokumentiert
Klinik zunéachst Verschlechterung der Symptome

Der Patient erhielt multiple vTZ-Gaben (Tag 0, 8, 21, 35 und 70). Zusatzlich
wurde mit Valganciclovir (Tag -26 bis 1) und Ganciclovir (Tag 1 bis 74)
therapiert.

Vor der ersten vTZ-Gabe konnte man einen maximalen Virusanstieg im Blut bis
auf 5.700.000 DNA-Kopien/ ml an Tag -9 beobachten. An Tag 0 betrug die
CMV-Last noch 3.600.000. Seit Tag 7 konnte man eine deutliche Reduktion
erkennen, die bis Tag 100 mit minimalen Schwankungen (maximal 270.000
DNA-Kopien/ ml an Tag 18) bis auf 1.200 DNA-Kopien/ ml fiel.
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Auch im Bronchialsekret waren Cytomegalieviren seit Tag 1 zu messen. Nach
einem Maximum von 490.000 DNA-Kopien/ ml an Tag 1 reduzierte sich die
Viruslast schnell ab Tag 5 (2.200 DNA-Kopien/ ml) und blieb bis Tag 100 auf
einem niedrigen Niveau.

Der Proband starb an Tag 100 nicht virusbedingt. Eine vollstéandige Kuration

konnte nicht erreicht werden.
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Abb. 33: Zeitlicher Verlauf der Viruslast, T-Zell-Gaben und zuséatzlicher Virostatika wahrend der
CMV- Infektion von Patient Nr.26

-65-



4.  Diskussion
4.1 Allgemeines

In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Studie konnten die zuvor formulierten
Hypothesen bestatigt werden. In den folgenden Kapiteln werden die Hypothesen

genauer erdrtert und in den wissenschaftlichen Kontext gebracht.

4.2  Verlassliche Produktion mit dem CliniMACS-Prodigy®

Die wissenschaftliche Untersuchung konnte zeigen, dass die Produktion von vTZ
mit Hilfe des CIliniMACS-Prodigy® zuverlassig, schnell und effektiv
vonstattenging. Es war fur alle Patienten der Kohorte mdglich vTZ in
ausreichender Anzahl zu generieren. Eine Reinheit von 77 % im Median, sowie
eine Recovery von durchschnittlich 81 % spiegelt die Effizienz der Produktion

wider.

Ahnlich zufriedenstellend auRerten sich Kallay et al. (2018), die mit einem
CliniMACS-Prodigy® unter Verwendung des gleichen Produktionsschemas vTZ
fur neun Patienten produziert haben. Im Vergleich zu dieser Studie separierte die
Forschergruppe mit z= 42.500 ca. die 10-fache Menge an vTZ. Eine Reinheit
oder Recovery wurde nicht angegeben.

Vergleicht man die Produktionsmethoden von vTZ in den Studien von Riddell et
al. (1992) und Gerdemann et al. (2013) mit der automatisierten Herstellung durch
den CliniMACS-Prodigy®, konnte eine drastische Verkirzung der
Produktionsdauer beobachtet werden. Die langere Dauer resultierte maf3geblich
durch die langere in vitro Stimulation mit Virusantigen und langere
Expansionsdauer, die zwei bis 12 Wochen in Anspruch nahm. Die vTZ-
Generierung via CCS des CIliniMACS-Prodigy® verkurzt die Produktionsdauer
auf 24 - 48 Stunden (Faist et al., 2019). Auch Saglio et al. (2014) verglichen die
verschiedenen Produktionsmethoden und nannten das in dieser Studie

angewandte Verfahren vorteilhaft.
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4.3 Sicherheit der Therapie

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit vTZ

sicher in der Anwendung ist.

Eine toxische Wirkung konnte bei drei (9.4 %) von 34 verabreichten Dosen
beobachtet werden. Dabei zeigten zwei Patienten kurz nach Therapiebeginn als
einziges Symptom ein moderates Fieber bis 40 °C (Patient Nr. 8 und Nr. 17).
Jedoch zeigte Proband Nr. 8 bereits vor Therapiebeginn eine erhéhte
Kdrpertemperatur mit 38,7 °C, was daran zweifeln lasst, dass die vTZ-Therapie
der Ausloser des Fiebers war.

Patient Nr. 2 war die einzige Person, die neben einem moderaten Fieber auch
eine leichte Ubelkeit und eine toxische Diarrhoe entwickelte. Ferner war es der
einzige Patient, bei dem eine GvHD des Darms nach vTZ-Gabe dokumentiert
wurde. Dies geht dem pathologischen Befund nach einer Darmbiospie hervor.
Hier ist zu diskutieren, ob es tatsachlich eine GvHD oder eine gewiinschte
Reaktion des mit ADV infizierten Darms auf die Therapie und somit ein Beweis
fur die Wirksamkeit der ADV-spezifischen T-Zellen war (Naymagon et al., 2017).
Papadopoulou et al. (2014) beschrieben Vergleichbares tber einen Patienten mit
Cystitis nach BKV-spezifischer T-Zell-Therapie.

Abschlieend kam es aber bei allen Patienten mit unerwiinschten Wirkungen
innerhalb von vier bis acht Wochen zu einer Besserung der Symptome. Nur die
Ubelkeit bei Patient Nr. 2 sistierte erst schleppend nach zehn Wochen. Hierbei
ist es fraglich, ob die Ubelkeit tatsachlich durch die vTZ verursacht wurde, da es
sich um ein sehr unspezifisches Symptom handelt, dass moéglicherweise durch

andere Ursachen getriggert wurde.

Die Beobachtung zur Sicherheit der Therapie in dieser Arbeit gleicht sich mit
zahlreichen Berichten aus vergleichbaren Studien.

Bereits Riddell et al. (1992) zeigten in der ersten Verdffentlichung zur Therapie
mit CMV-spezifischen T-Zellen, dass keine der zwolf vTZ-Gaben zu einer akuten

Toxizitat, oder GvHD gefiihrt haben.
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Auch Feuchtinger et al. (2006) berichteten von keinem Fall von Toxizitat nach
Infusion von ADV-spezifischen T-Zellen. Lediglich einer von neu Probanden
entwickelte eine GvHD der Haut (Stufe 2).

Eine weitere Studie der Universitatskinderklinik Tibingen um Icheva et al. (2013)
evaluierte die Therapie mit EBV-spezifischen T-Zellen. Dabei trat lediglich bei
einem von acht Studienteilnehmern eine GvHD der Haut (Stufe 1 - 2) auf; eine
toxische Wirkung auf die Therapie konnte bei keinem Patienten verzeichnet
werden.

In einer aktuelleren Studie untersuchten Pei et al. (2017) eine grof3e Kohorte
nach CMV-spezifischer T-Zell-Therapie. Nach 47 Dosen kam es zu keiner
Toxizitat oder GvHD.

Eine sichere Therapie mit multispezifischen T-Zellen konnten Kallay et al. (2018)
beweisen. Keiner der drei Patienten zeigten eine toxische Reaktion oder eine
GvHD auf die vTZ-Therapie.

So lasst sich abschlieRend zusammenfassen, dass eine Therapie mit vTZ nur in
seltenen Fallen zu Nebenwirkungen fiihrte. Wenn es eine toxische Reaktion oder

eine GVHD gab, so war diese mild bis moderat und heilte meist schnell aus.

4.4  Wirksamkeit der Therapie

In dieser wissenschaftlichen Arbeit konnte verdeutlicht werden, dass es sich bei

der Therapie mit vTZ um ein wirksames Therapieverfahren handelt.

Betrachtet man die laborchemischen Messdaten so zeigten zum Zeitpunkt des
letzten follow-ups 20 von 26 Probanden (74 %) eine erwinschte Wirkung auf die
Therapie. Die Mehrheit (44 %) konnte eine oder mehrere Virusinfektionen
kurieren, wahrend 30 % der Patienten zumindest eine Viruslastreduktion von = 1

logio -Stufe schafften.

Von &hnlichen Ergebnissen berichteten zahlreiche vergleichbare Studien.

Pei et al. (2017) konnten durch die vTZ-Therapie 27 von 32 Patienten von einer
CMV-Infektion kurieren.

Leen et al. (2013) kurierten 100 % der elf Studienteilnehmer mit Hilfe
multispezifischer T-Zellen.
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Feuchtinger et al. (2006) konnten bei funf von sechs Patienten nach ADV-
spezifischer T-Zell-Therapie eine Wirkung beobachten. 2010 konnten sie das
Ergebnis bei 15 von 18 Probanden nach Gabe CMV-spezifischer T-Zellen
reproduzieren (Feuchtinger et al., 2010).

Icheva et al. (2013) beschrieb eine Wirkung von EBV-spezifischen T-Zellen bei
acht von zehn Studienteilnehmern.

Die Studien von Feucht et al. (2013) und Kauferle et al. (2019) konnten in einer
Metaanalyse die Wirksamkeit der vTZ-Therapie, durch die Analyse von Studien
im Zeitraum 1992 - 2018, belegen.

Dabei zeigten die vTZ in dieser Studie ihre Wirkung schnell. Innerhalb von zwei
bis vier Wochen kam es bei 58 % der Patienten zu einer Virusreduktion, mit
einem Median von z= 24 Tagen. Nach acht Wochen zeigten 83 % die gewinschte
Reduktion.

Bei der Kuration verhielt es sich anders. Mit einem Median von z= 63 Tagen
dauerte eine Kuration im Vergleich zur Reduktion mehr als doppelt so lang.

In der Studie von Feuchtinger et al. (2010) konnte ein ahnliches Ergebnis
beschrieben werden. Eine Reduktion bzw. Kuration dauerten drei bis acht
Wochen. Auch bei Pei et al. (2017) kam es nach vier Wochen zur Kuration.

Eine schnelle Virusreduktion zeigte die Studie von Kallay et al. (2018), bei der es
vier bis sieben Tage dauerte. Die Forschungsgruppe vermutete, dass die

schnelle Wirkung mit den zusétzlich verabreichten Virostatika zusammenhing.

Bezieht man die Wirkung auf die Symptome mit ein so zeigt sich, dass insgesamt
bei 62 % der Symptome eine Besserung eintrat. Die Mehrzahl der Symptome (43
%) Dbesserte sich schnell innerhalo von 4 - 8 Wochen. Eine

Symptomverschlechterung konnte nur bei 17 % gesehen werden.

Dies ahnelt der Beobachtung von Kallay et al. (2018), bei denen acht von neun

Patienten nach Therapie asymptomatisch wurden.

Die Anzahl der Virusinfektionsrezidive betrug 17 % (n= 2 von 12 kurierten

Patienten) und soll im Folgenden néher erortert werden.
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Betrachtet man Patient Nr. 5 fallt eine Besonderheit auf. Das Probematerial
dieses Probanden war das Einzige, das in einem Labor untersucht wurde, wo
eine Nachweisgrenze von 2 20 DNA-Kopien/ ml bestand. So lassen sich die
Messungen der sehr geringen Viruslast (maximal 105 DNA-Kopien/ ml) erklaren.
Es lasst die Frage offen, ob eine so geringe Viruslast und ein Rezidiv in der
GroRRenordnung Uberhaupt klinische Relevanz haben. Patient Nr. 5 hatte zu

keinem Zeitpunkt CMV-typische Symptome entwickelt.

Bei Patient Nr. 6 zeigte sich zunachst eine Kuration der Virusinfektion ab Tag 18
nach vTZ-Therapie, was als erfolgreiche Therapie interpretiert werden kann.
Warum es ab Tag 186 bis 330 erneut zu einem Virusanstieg und dann
untherapiert wieder zur Kuration kam, kann abschlieBend nur gemutmal3t
werden.

Einerseits kann dies bedeuten, dass die vTZ-Therapie bei diesem Patienten zu
keiner Langzeit-lmmunitat gegen EBV gefiihrt hat. Das Potenzial, dass die vTZ
einen Schutz vor Virusinfektionen bergen, wurde erstmals von Riddell et al.
(1992) beschrieben. Hier infundierte man drei Risikopatienten protektiv mit CMV-
spezifischen T-Zellen. Keiner der Probanden zeigte ein CMV-Viramie oder eine
CMV-Pneumonie. Walter et al. (1995) konnten das Ergebnis mit elf Probanden
reproduzieren. Rooney und Leen (2012) beschrieben Vergleichbares bei sieben
durchgefiihrten EBV-Prophylaxen. Auch Feuchtinger et al. (2006) sahen eine
protektive Wirkung bei ADV-spezifischen T-Zellen.

Andererseits kann aufgrund der niedrigen Viruslast (knapp Uber 1.000 DNA-
Kopien/ ml) vermutet werden, dass immer noch eine vTZ-Aktivitat vorhanden war.
Moglicherweise wurde diese aber durch den Einsatz von z.B. Immunsuppressiva,
die die T-Zell-Funktion einschréanken, kompromittiert (Cain and Cidlowski, 2017).
Da genauere Daten zu diesem Zeitpunkt nicht vorliegen, kann die Ursache
abschlieRend nicht geklart werden.

Da es sich bei der Behandlung mit vTZ um eine experimentelle Therapie handelt,
wurden die Patienten in dieser, aber auch in den bereits genannten Studien
zusatzlich mit den virustypischen Virostatika therapiert [in dieser Studie Aciclovir,
(Brin)Cidofovir, (Val)Ganciclovir, Foscarnet, Ribavirin, Rituximab]. So kann

davon ausgegangen werden, dass die Wirkung der vTZ ein Zusammenspiel mit
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der Wirkung der Virostatika war. Diese Interpretation kbnnte auf Patient Nr. 2, 4,
8, 12, 13, 16, 18, 21, 24, 25 und 26 zutreffen.

Dem entgegen standen Patienten, die trotz Virostatika eine steigende Viruslast
hatten und erst nach vTZ-Therapie eine Besserung der Virdmie zeigten.
Patienten Nr. 16, 23, 25, 26 zeigten diesen Verlauf. Bei diesen Patienten schien

erst die vTZ-Therapie die Virusinfektion einzudammen.

4.5 Interpretation der Korrelationsanalyse

Die Auswertung der Korrelationsanalyse konnte mit einem p-Wert von p= 0.439
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Dosis und der Wirkung der
VvTZ zeigen (p-Wert = 0.05 des Signifikanzniveaus). Unabhangig von der Hohe
der Dosis (Range: 0,8 - 50 x 103vTZ / kg; z= 7.987 vTZ / kg) konnte eine Wirkung
beobachtet bzw. nicht beobachtet werden.

Es konnte keine Mindest- bzw. Maximaldosis ermittelt werden, die zu einer
gewunschten bzw. unerwiinschten Wirkung gefiihrt hat. Ahnliches konnten

Papadopoulou et al. (2014) feststellen.

Vergleicht man die verabreichten Dosen aus vergangenen Studien so lasst sich
dieses Ergebnis reproduzieren. Riddell et al. (1992) konnten die Wirksamkeit
nach der hohen Zahl von 3,3 x 107 - 10° vTZ / m2 beschreiben. Auch Leen et al.
(2006) (5 x 10%- 1 x 108 vTZ / m?2) und Withers et al. (2018) (z= 2 x 107 vTZ / m?)
therapierten erfolgreich mit hohen Dosen. Cobbold et al. (2005) konnte erstmals
zeigen, dass auch geringere Dosen eine gewinschte Wirkung erzielen kénnen.
Mit 1,2 — 33 x 103 vTZ / kg war diese um ein Vielfaches geringer als die von
Riddell et al. (1992) und vergleichbar mit den Dosen dieser Arbeit. Auch Icheva
et al. (2013) (z= 5,7 x 10° vTZ / kg) und Feucht et al. (2015) (z= 4,1 x 103 vTZ/
kg) therapierten erfolgreich mit geringeren Dosen.

4.6 Gesamtsterblichkeit

Trotz der bereits erwahnten Erfolge der vTZ-Therapie handelt es sich bei den
Studienteilnehmern um ein vulnerables Patientenkollektiv mit einer hohen

Gesamtsterblichkeit. Das mediane Uberleben betrug z= 73 Tage.
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Die Notwendigkeit, die Virusinfektion schnell und suffizient zu behandeln zeigt
folgendes Ergebnis der Arbeit:

Konnte der Virusinfekt nicht unter Kontrolle gebracht werden lag die Sterblichkeit
nach 100 Tagen bei 100 %. Die acht betroffenen Patienten verstarben im Median
nach z= 34,5 Tagen. Konnte die Viruslast aber zumindest reduziert, wenn nicht
sogar kuriert werden, so verlangerte sich die Uberlebensdauer um mehr als das
Dreifache (Uberleben z= 130 Tage). Mit einem p-Wert von p= 0.006 zeigt sich
ein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen.

Ahnliches schilderten Feucht et al. (2015). Nach Therapieansprechen betrug das
Gesamtiuberleben nach sechs Monaten 71 %. Dem gegenuber stand eine

100%ige Sterblichkeit innerhalb von z= 24 Tagen bei Therapieversagen.

Es zeigte sich, dass der Tod von funf Probanden (Nr. 1, 9, 22, 24, 25) trotz
Kontrolle des Virus mit der Infektion in Verbindung gebracht werden konnte. Alle
verstarben frih nach vTZ-Therapie (Range: 12 - 24 Tage, z= 19 Tage) und
zeigten Organmanifestationen der Virusinfektionen (Multiorganversagen,
Pneumonie). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass es Einschrankungen in
der Wirksamkeit der Therapie gibt. So kdnnen diese Einschrankung eine zu hohe
Viruslast = 100.000 DNA-Kopien/ ml (siehe Patienten Nr.3, 8, 14) oder, wie oben
beschrieben, Organmanifestationen sein.

Ahnliches beschrieben Moosmann et al. (2010) in ihrer Studie mit EBV-
spezifischen T-Zellen. Die Therapie schien am besten zu wirken, wenn sie
schnell verabreicht wurde, noch bevor die Virusinfektion weit fortgeschritten war
und Organe befallen hatte. Die drei von sechs Verstorbenen starben infolge einer
EBV-Infektion zwischen ein und elf Tagen nach Therapiebeginn. Zusatzlich
beschrieben Feucht et al. (2015), dass in ihrer Studie eine Kuration schneller zu

sehen war, wenn die Viruslast < 100.000 DNA-Kopien/ ml war.

Bis zum letzten follow-up verstarben in dieser Studie 69 % aller Patienten. Bei
der Halfte der Patienten kann die Todesursache in Zusammenhang mit einer
Virusinfektion gebracht werden.

Zu dem gleichen Ergebnis kamen Feuchtinger et al. (2010), als sie beobachteten,

dass neun ihrer 18 Patienten virus-assoziiert verstarben.
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Auch die Studie von Neuenhahn et al. (2017) zeigte eine Gesamtmortalitat von
50 %. Jedoch lag die CMV-assoziierte Mortalitdt nach sechs Monaten nur bei
12.5 % bei den insgesamt 16 Probanden.

Kéllay et al. (2018) berichtete Gegenteiliges. Von insgesamt neun Patienten
Uberlebten sechs Personen mit einem medianen follow-up von 535 Tagen. Dabei
verstarb nur ein Studienteilnehmer infolge einer Virusinfektion.

Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten sich durch die jeweils kleinen und
heterogenen Studiengruppen erklaren.
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4.7  Ausblick
4.7.1 Verbesserung fur kiinftige Studien

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde ein kleines und heterogenes
Patientenkollektiv retrospektiv ausgewertet, welches dezentral in zehn
verschiedene Universitatskliniken deutschlandweit behandelt wurde. Die
dadurch entstanden Probleme, kdnnen in zukinftigen Forschungen verbessert

werden.

Einerseits erwies sich die Datensammlung als langwierig und teilweise
lickenhaft. Die Ricklaufquote der ausreichend ausgefiillten Fragenbdgen lag bei
77.3 %, was die bereits kleine Patientengruppe noch weiter einengte.
Andererseits wurden die klinischen Fragebdgen zur Evaluierung der
Virussymptomatik und deren Dynamik nach vTZ-Therapie erst im Nachhinein,
zum Teil bis zu zwei Jahre nach Therapiebeginn, ausgefillt. Von einer korrekten

Ausfillung musste ohne weitere Kontrolle ausgegangen werden.

Zusatzlich waren jeweils verschiedene Labore mit der Analyse der
Probematerialien beauftragt, was eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse

erschwerte.

Auch konnte aufgrund lickenhafter Datenerfassung keine Aussage zur vTZ-
Rekonstitution gemacht werden. So liel3 sich dieser Aspekt nicht mit Ergebnissen
anderer Studien vergleichen, die Ruckschlusse auf eine mégliche Immunitét vor
Virusinfektionen zogen (Riddell et al., 1992; Feucht et al., 2013; Tzannou et al.,
2017; Pei et al., 2017).

Eine mdgliche Losung, um die Aussagekraft bezlglich der Therapie mit vTZ zu
verstarken, ware ein prospektives Studiendesign und eine zentrale
Datensammlung in Studienregistern. Ziel ware es standardisierte Patientendaten
zeitnah nach Therapie zu sammeln und so die Vergleichbarkeit mit &hnlichen
Studien zu verbessern. So wére es z.B. auch moglich Aussagen Uber die
Dynamik in der Anzahl von vTZ im Patienten vor und nach Therapie mit

produzierten vTZ zu machen.
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4.7.2 Anregungen fur zuktnftige Forschungsprojekte

Bei allen bereits genannten Vorteilen der Therapie mit vTZ handelt sich dennoch
um eine experimentelle Therapie, die einige Einschrankungen beinhaltet.

So ist die Produktion auf wenige GMP-Labore limitiert, die den strikten
europaischen ATMP- (Advanced Therapy Medicinal Products) Standards
unterliegen (Faist et al., 2019). Des Weiteren sind die Patienten in vielen Fallen
auf eine Spendersuche angewiesen, die Produktionskosten sind hoch (Tzannou
et al., 2017; Migliori et al., 2018) und von der Produktion bis zum Wirkungseintritt
der VvTZ verstreicht eine gewisse Zeit, die therapieentscheidend sein kann, wie
diese Studie gezeigt hat. So starben z.B. drei Probanden unmittelbar, bzw. einen
Tag nach vZT-Gabe. Fur das Outcome der Patienten ware es wichtig eine
Therapie schnell zu starten (Moosmann et al., 2010).

Ein Losungsansatz konnte die Etablierung von virusspezifischen T-Zell-
Spenderbanken sein, wie Haque et al. (2007) sie bereits beschrieben haben.
Dass eine Spenderbank erfolgreiche Ergebnisse erzielt zeigten Withers et al.
(2018) mit 23 Kurationen und funf Patienten mit Teilwirkung von insgesamt 30
Studienteilnehmern. So konnte eine schnelle und kosteneffizientere
Verfligbarkeit der Therapie erreicht werden.

Das Ziel sollte weg von einer experimentellen Therapie gegen diverse Viren, hin

zu einer Standardtherapie gehen.

In unserer Studie wurden spezifische T-Zellen gegen ADV, CMV und EBV
produziert und untersucht. In kinftigen Studien kdnnte die vTZ-Produktion auf
weitere Viren erweitert werden. Als Beispiel erweiterten Tzannou et al. (2017) ihr
Spektrum um BKV- und HHV-6-spezifische T-Zellen.
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S. Zusammenfassung

Trotz bahnbrechender Erfolge in der Behandlung von HSZT in den letzten
Jahrzehnten bleiben ADV-, CMV- und EBV-Infektionen weiterhin eine grol3e
Gefahr und sind mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat assoziiert.

Die Behandlung dieser Infektionen mit antiviralen Pharmazeutika wird
standardmafig angewandt, steht jedoch wegen der teils mangelnden Wirkung
und der mdglichen schweren UAWS in der Kritik.

Wie eine Vielzahl von Studien gezeigt hat kann den betroffenen Patienten durch
eine Immuntherapie mit vTZ eine wirkungsvolle und sichere Alternativtherapie
angeboten werden.

Das KMT-Labor der Universitatskinderklinik Tubingen produziert diese vTZ
vollautomatisch mit Hilfe des CliniMACS-Prodigy® der Firma Miltenyi Biotec.

Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit bestand darin, Aussagen Uuber die
Effektivitat der Generierung von ADV-, CMV- und EBV-spezifischen T-Zellen mit
dem CliniMACS-Prodigy® zu machen. Aul3erdem sollten Riickschlisse Uber die

Wirkung, sowie UAWSs der Therapie gemacht werden.

Methodik:

Die untersuchte Kohorte bestand aus 31 Patienten deutschlandweit, sowie sechs
Patienten des Universitatsklinikums Tibingen und der Charité Berlin, fur die
zwischen dem 01.01.2015 - 31.12.2017 vTZ produziert wurden. Von der Studie
ausgeschlossen wurden 16 Patienten, von denen die vTZ kryokonserviert
wurden, Daten fehlten oder es friihzeitig zum Tod kam.

Mit den Programmen Microsoft Excel 2019® und Graphpad PRISM® konnten
zuvor ermittelte Daten Uber Produktionsdaten der vTZ, Viruslasten, Symptome
und das Outcome der Kohorte erfasst und graphisch dargestellt werden. Mit einer
anschlielenden Korrelationsanalyse wurden signifikante Zusammenhange der

Dosis zur Wirkung, sowie der Viruskontrolle zum Outcome untersucht.
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Ergebnis:

Die Generierung von vTZ war fur jeden Patienten erfolgreich und wies eine
mediane Reinheit von z=77.01 %, sowie eine durchschnittliche Recovery von 81
% auf.

Den 26 untersuchten Patienten wurden 34 Dosen mit einem Median von z=7.987
VTZ verabreicht.

Bei 83 % (n= 15) der Probanden kam es zu einer Virusreduktion innerhalb von
zwei bis acht Wochen nach Therapiebeginn. Bei 62 % (n= 13) der Untersuchten
besserten sich die virusspezifischen Symptome. Je 19 % (je n=4) der Patienten
zeigten eine Symptomverschlechterung, oder keine Veranderung. Am Ende des
Beobachtungszeitraums waren 44 % (n= 12) der Kohorte kuriert; 30 % (n= 8)
zeigten eine Besserung der Infektion. Bei 26 % (n= 7) der Patienten hatte sich
die Infektion verschlechtert. Es kam bei 17 % der Probanden (n= 2 von 12) zu
einem Virusrezidiv.

Nach 9.4 % der vTZ-Gaben (n= 3) kam es zu einer akuten Toxizitat.

3 % der Gaben (n= 1) fuhrten zu einer akuten Darm-GvHD.

Zum letzten follow-up waren 69 % (n= 18) der Kohorte verstorben; 50 % davon
virusassoziiert.

Die Korrelationsanalysen ergaben fir den Zusammenhang zwischen Wirkung
der vTZ-Therapie und der verabreichten Dosis einen p-Wert von p= 0.439, sowie
fur die Korrelation zwischen Uberleben und der Viruskontrolle einen p-Wert von
p= 0.006.
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Schlussfolgerung:

Nach Interpretation der Ergebnisse dieser Studie erwies sich die vTZ-Therapie
als eine gut durchfuhrbare, sichere und wirksame antivirale Immuntherapie bei
Patienten nach HSZT. Dabei konnte kein Zusammenhang zwischen einer
verabreichten vTZ-Dosis und einer Wirkung beobachtet werden. Damit konnte
diese Studie die Ergebnisse zahlreicher vergleichbarer Studien reproduzieren.
Die vTZ-Generierung mit dem CliniMACS-Prodigy® zeigte sich als verlassliches
und effektives Verfahren, welches vor allem zeitliche Vorteile im Vergleich mit
anderen Produktionsverfahren bot.

Bei dem insgesamt vulnerablen Patientenkollektiv konnten wir zeigen, dass es
von essenzieller Bedeutung fiir die Uberlebensdauer war, die Virusinfektion so
frih wie mdoglich unter Kontrolle zu bekommen. Daher sollte eine vTZ-Gabe
zusatzlich zu den gangigen Virostatika friih gegeben werden, bevor eine zu hohe

Viruslast erreicht wurde oder es zu Organmanifestationen gekommen ist.
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