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1. Einleitung

1.1. Entwicklung der hamatopoetischen Stammzelltransplantation

Als hdmatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) wird jede Ubertragung
von blutbildenden Stammzellen auf ein Individuum unabhangig von der Art des
Spenders und der Stammzellquelle bezeichnet. Ziel dieser Therapie ist es, das
hamatopoetische System des Empfangers durch die Ansiedlung dieser
Stammzellen in dessen Knochenmarksrdumen zu ersetzen und nach
Proliferation und Differenzierung dieser Zellen wieder eine funktionsfahige
Blutbildung herzustellen (Urbano-Ispizua A et al. 2002).

Die Grundlagen fur die HSCT wurden Ende der 40er Jahre und Anfang der 50er
Jahre gelegt. Damals konnte gezeigt werden, dass Mause eine
Ganzkorperbestrahlung in todlicher Strahlendosis durch die Abschirmung ihrer
Milz mittels Bleifolie Giberleben konnten (Jacobson et al., 1949). Ein Uberleben
derart bestrahlter Mause konnte in den folgenden Jahren auch durch eine der
Bestrahlung folgende Infusion von Milz- oder Knochenmarkzellen syngener
Tiere erzielt werden (Lorenz E et al.,, 1951). Der Beweis dafur, dass dieses
Phanomen auf die Ubertragenen zellularen Bestandteile zurtckzuflhren ist,
wurde durch den Nachweis zytogenetischer Charakteristika des Spenders im
Empfanger erbracht (Ford CE et al., 1956).

Weitere wichtige Meilensteine in der Entwicklung der HSCT waren die
Beschreibung und ursachliche Erklarung der Graft-versus-Host-Erkrankung
(GvHD) (van Bekkum DW u. DeVries MJ, 1967, Barnes DW et al., 1956,
Bilingham RE u. Brent L, 1954) sowie die damit verbundene Entdeckung der
Histokompatibilitatsantigene (MHC- oder HLA-Antigene) (Snell GD, 1992).

Ende der 50er Jahre wurden erstmals Stammzelltransplantationen am
Menschen erfolgreich durchgefiihrt. 1959 wurde zunachst iber die Ubertragung
von Stammzellen auf zwei Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie durch
ihre jeweiligen Zwillinge berichtet (Thomas ED et al.,, 1959). Im Jahre 1968
gelangen die ersten Knochenmarkstransplantationen bei Patienten mit
angeborenen Immundefekten durch Geschwisterspender unter

Berucksichtigung ihrer entsprechenden HLA-Merkmale (Bach FH et al., 1968,



Gatti RA et al., 1968). In den folgenden Jahren konnte sich die HSCT klinisch
auch unter Ausweitung der Indikationsstellung zunehmend etablieren. So stieg
die Zahl der durchgefuhrten Transplantationen jahrlich. Dieser Anstieg halt bis
heute an, zumal aufgrund von neuen Entwicklungen vor allem in der
Transplantatbearbeitung (Graft Manipulation) sowohl der Pool der mdglichen
Stammzellspender vergrofRert als auch die transplantatbedingte Sterblichkeit
und damit das Gesamtliberleben verbessert werden konnten (Locatelli F et al.,
2002, Espigado | et al, 2005). 1990 wurden in Europa 4234 HSCTs
durchgefuhrt, im Jahre 2000 waren es bereits Uber 19 000, 2005 uber 24 000
(Gratwohl A et al., 2002, 2007). Besonders die Zahl allogener
Transplantationen nimmt stark zu, wahrend die der autologen konstant bleibt.
Bis zum Jahr 2012 wird ein weiterer Zuwachs um 13% erwartet (Tan SS et al.,
2007).

1.2. Arten der Stammzelltransplantation

1.2.1. Quellen der hamatopoetischen Stammzellen

Substrat jeder HSCT sind die pluripotenten hamatopoetischen Progenitorzellen,
die nach Repopulation in den Knochenmarksraumen des Empfangers zu einer
vollstandigen Hamatopoese aller drei Zelllinien in der Lage sind. Als Marker fur
diese Zellen wird Uberwiegend deren Oberflachenantigen CD34 genutzt
(Berenson RJ et al., 1988, Handgretinger R et al., 1998).

Der Oberflachenmarker CD133 ist Gegenstand aktueller Forschungen, da
CD133" Zellen ebenfalls eine repopulierende Aktivitat aufweisen und mdgliche
Vorlaufer von CD34" Zellen sein kénnen, die jedoch eine bessere klonogene
Kapazitat und Stammzell-Plastizitdt aufweisen als CD133" CD34" Zellen
(Gordon PR et al., 2003, Kuci S et al., 2003).

Diese Progenitorzellen befinden sich normalerweise Uberwiegend in den
Knochenmarksraumen, zu einem wesentlich geringeren Anteil aber auch im

peripheren Blut oder im frischen Nabelschnurblut.



1.2.1.1. Knochenmark

Die hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks werden durch Punktion
des hinteren Beckenkamms und anschlieRender Aspiration des blutbildenden
Gewebes gewonnen. Dabei werden beim Erwachsenen Spender etwa 1000 mi
mit ca. 1x10" MNC und einem Gehalt von ca. 0,5-1% CD34* Stammzellen
gewonnen. Dies entspricht einer Menge von etwa 50-100 x 10° CD34*
Stammzellen. Die Entnahme von Knochenmark ist in der Regel nur einmal
moglich.

Das Knochenmark (KM) galt initial als Standard-Stammzellquelle, weil hier
keine Behandlung des Spenders mit hamatopoetischen Wachstumsfaktoren
notig ist. Es wird aktuell aufgrund der guten Erfahrung mit den peripheren

Blutstammzellen aber zunehmend seltener angewendet.

1.2.1.2. Periphere Blutstammzellen

Dagegen gewinnt die Transplantation von peripheren Blutstammzellen (PBSC)
weiter an Bedeutung und gilt heute als Haupt-Stammzellquelle (Bensinger W1 et
al., 2001).

Hierzu werden die Stammzellen durch Wachstumsfaktoren (z.B. G-CSF) ggf. in
Kombination mit Chemotherapeutika aus dem Knochenmark mobilisiert und
mittels Leukapherese aus dem peripheren Blut gewonnen (Handgretinger R et
al., 1992, Lang P et al., 1993, Stachel D, 1999). Anhand ihres Oberflachen-
antigens CD34 werden die Stammzellen erkannt und kdnnen somit
angereichert werden.

Bei der Apherese des Blutes eines gesunden Menschen kdnnen in der Regel
etwa 1-8 x 10" nukledre Zellen gewonnen werden, die etwa 100-400 x10°
CD34" Stammzellen enthalten (Lang P et al., 1999, Schumm M et al., 1999).
Die Stammzellsammlung kann hier mehrmals durchgefuhrt werden, sodass bei
diesem Verfahren eine deutlich hohere Zahl an Stammzellen zur Verfugung
steht.

Insbesondere hochangereicherte CD34+-Transplantate spielen in der aktuellen

Entwicklung der HSCT eine wichtige Rolle.



Zum einen zeichnen sie sich durch ein schnelleres Anwachsen (Engraftment)
aus (Uchida N et al., 1998, Elmaagacli AH et al., 2002), zum anderen zeigte
sich, dass sich durch eine sehr hohe Zellmenge gewisse HLA-Barrieren
uberwinden lassen und somit eine HLA-haploidentische Transplantation
erlauben (Aversa F et al., 1998, Handgretinger R et al., 2001).

Durch CD34"Selektion kann die Zahl an CD3" T-Zellen gering gehalten werden,
was sich in einer niedrigeren Inzidenz von akuter aber auch chronischer Graft-
versus-Host-Erkrankung (GvHD) bemerkbar macht (Champlin RE et al., 2000).
Diese indirekte T-Zell-Depletion fuhrt allerdings zu einer verspateten
Immunrekonstitution und damit, abhangig von der Grundkrankheit, zu
haufigerem Auftreten von Transplantatversagen, Rezidiven, EBV-assoziierter
lymphoproliferativer Erkrankung und Infektionen. Dies liel3 sich auch durch eine
spatere Gabe von T-Zellen (T-Zell-Add-Back) nicht suffizient verhindern (Aversa
F et al., 1998, Bornhauser M et al., 2002).

Diese Problematik scheint jedoch bei padiatrischen Patienten aufgrund der
rascheren Immunregeneration, wohl infolge der hdheren Stammzelldosis
bezogen auf das Korpergewicht, insgesamt eine etwas geringere Rolle zu
spielen (Handgretinger R et al., 2001, Eyrich M et al., 2001).

1.2.1.3. Nabelschnurblut

Auch aus Nabelschnurvenenblut konnen hamatopoetische Stammzellen
gewonnen werden. Diese Stammzellen werden dann verwendet, wenn unter
Zeitdruck kein passender Spender gefunden werden kann, da hier eine HLA-
Kompatibilitat nicht unbedingt erforderlich ist.

Die Ausbeute an CD34" Zellen ist relativ gering (5-10 x 10° CD34" Zellen pro
Plazenta), sodass dieses Verfahren bisher nur in der Padiatrie oder als
zusatzliche Stammzellquelle zu KM oder PBSC Verwendung findet. Allerdings
sind diese Zellen durch ihre Unreife und damit hohere expansive Potenz

gekennzeichnet (Kasai M, Masauzi N., 1998).

1.2.2. Autologe und allogene Stammzelltransplantation

Im Gegensatz zur autologen HSCT, bei der zuvor gesammelte eigene
Stammzellen z. B. nach Chemo- oder Strahlentherapie reinfundiert werden,



bedeutet die allogene Transplantation immer eine Ubertragung von
korperfremden Zellen. Dadurch ist die allogene Transplantation mit wesentlich
gravierenderen therapiebedingten Komplikationen assoziiert. So kdnnen
AbstoRungsreaktionen gegen das Transplantat oder aber Transplantat-gegen-
Empfanger-Reaktionen (GvHD) auftreten. Sowohl diese als auch die dann oft
notige immunsuppressive Therapie kdénnen zu einer verzogerten
Immunrekonstitution fihren und sind somit Risikofaktoren flir opportunistische

Infektionen.

1.2.3. Spender

Fir die Auswahl des passenden Spenders bei allogener HSCT sind die
Histokompatibilitatsantigene (MHC, major histocompatibility complex oder HLA,
humane Leukozyten-Antigene) von entscheidender Bedeutung. Sie dienen dem
Immunsystem dazu, zwischen kdrpereigen und kdrperfremd zu unterscheiden.
Die Genorte dieser Antigene liegen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
und zeichnen sich durch eine sehr grof3e Vielfalt der Allele aus. Allerdings
werden diese Allele meist gekoppelt vererbt, sodass Kinder von jedem Elternteil
eine haploide Erbinformation erhalten, den so genannten Haplotyp (Schaefer
UW, Beelen DW, 1989). Geschwister sind also mit einer Wahrscheinlichkeit von
0,25 HLA-identisch, Eltern und Kinder kénnen in der Regel nur haploidentisch
sein.

Die Antigene werden in drei Klassen eingeteilt. Wahrend die MHC Klasse llI-
Antigene keine Rolle in der Gewebeerkennung spielen, wird fir die MHC Klasse
I (A, B, C) und MHC Klasse Il (DR, DP, DQ) fur die Transplantation eine
weitgehende Ubereinstimmung der Antigene zwischen Spender und Empfanger
gefordert, um eine Immunreaktion zwischen beiden zu verhindern (Giebel S et
al., 2003).

Da der Grad der HLA-Identitat stark von der Sensitivitat der eingesetzten
Typisierungsmethode und der Zahl der berucksichtigten Antigene abhangt, ist
eine Definition hier schwierig. Momentan wird jedoch die Bestimmung der Allele
von HLA-A, B, C, DRB1 und DQB1 empfohlen (El Kassar N et al., 2001,
Mickelson EM et al., 2002).



1.2.3.1. HLA-identische Geschwisterspender

Ist fur einen Patienten ein gesunder HLA-identischer Geschwisterspender
(MFD, matched family donor) vorhanden, so ist dieser der Spender der Wahl,
da hier die groltmdgliche HLA-Identitat erreicht werden kann. Die
transplantationsbedingte Mortalitat gilt daher beim MFD als geringer als beim

HLA-identischen Fremdspender (MUD, matched unrelated donor).

1.2.3.2. HLA-identische Fremdspender

Aufgrund der sinkenden Geschwisterzahlen in Familien, daflr aber groRer
werdenden Fremdspenderdateien hat die HLA-identische-Fremdspender-
Transplantation (MUD) wesentlich an Bedeutung gewonnen. Inzwischen kann
fur einen Patienten mit 80 % Wahrscheinlichkeit ein passender unverwandter
Spender in den weltweiten Spenderregistern gefunden werden (Ottinger H et
al., 1995).

1.2.3.3. Haploidentische Familienspender

Kann in der zur Verfugung stehenden Zeit kein passender HLA-identischer
Spender gefunden werden, besteht heutzutage vor allem bei Kindern die
Mdglichkeit, HLA-haploidentische Stammzellen eines Verwandten, in der Regel
eines Elternteils, zu transplantieren. Dies ist insbesondere durch die Fortschritte
auf dem Gebiet der CD34" hochangereicherten Transplantation moglich
geworden. So konnte gezeigt werden, dass durch entsprechend hohe Dosen an
hamatopoetischen Stammzellen gewisse HLA-Barrieren Uberwunden werden
kénnen und ein Anwachsen des Transplantats begunstigt wird. Durch die mit
der CD34'Selektion verbundene indirekte T-Zell-Depletion  wird die zu
erwartende GvHD bei HLA-Mismatch weitgehend verhindert (Aversa F et al.,
1998, Handgretinger R et al., 2001).

Der Vorteil dieser Methode ist, dass in kurzester Zeit zumindest fur jedes Kind
ein motivierter Spender vorhanden ist, der auch noch in der Zeit nach der
Transplantation fur eventuelle weitere Stammzellsammlungen zur Verfugung
steht. Dies kann z.B. fir einen Stammzell-Boost bei drohendem
Transplantatversagen oder fur eine Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) bei

Rezidiv nétig werden.
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Wie oben beschrieben ist jedoch durch die CD34*Selektion aufgrund der T-Zell-
Depletion mit einer verzogerten Immunrekonstitution zu rechnen, die dann
neben einer erhdhten Gefahr eines Non-Engraftments oder eines Rezidivs ein
vermehrtes Infektionsrisiko mit sich bringt. Insbesondere ein haufigeres
Auftreten fataler viraler und fungaler Infektionen wird vor allem fur Erwachsene
beschrieben (Aversa F et al., 1998).

1.3. Indikationen

Zu den Indikationen der HSCT gehdren sowohl maligne als auch nichtmaligne
Erkrankungen des hamatopoetischen Systems. Zu den Standardindikationen
zahlen je nach Erkrankungsstadium und verfligbarem Spender die akute
lymphatische Leukamie (ALL), die akute und chronische myeloische Leukamie
(AML, CML), maligne Lymphome, das myelodysplastische Syndrom (MDS),
angeborene Immundefekte (ID), aplastische Anamien (AA), bestimmte
angeborene Stoffwechselstérungen und Hamoglobinopathien (Gratwohl A et al.,
2002).

Einen Uberblick Uber die aktuellen Empfehlungen der European Group for
Blood and Marrow Transplantation (EBMT) zur allogenen
Stammezelltransplantation  bei  Kindern  geben Ljungman et al,
zusammengefasst in Tabelle 1.1.

Mehrere Indikationen sind momentan Gegenstand klinischer Studien, eine
Ausweitung der Indikationen ist nach derzeitigem Stand zu erwarten.

Aufgrund der bislang guten Erfahrungen mit haploidentischer Stammzell-
Transplantation ist diese bei gegebener Indikation und fehlendem HLA-

identischem Spender ebenfalls gerechtfertigt.
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Tabelle 1.1 Indikationen zur allogenen HSCT bei Kindern
(nach Ljungman P et al., 2006)

MUD/ MMUD/
Erkrankung Erkrankungsstadium Spe;:gglster— r1npi\sgr-natche q >m1isAr?1-atche q
related related
AML CR1 (low risk) NR NR NR
CR1 (high risk) S CO NR
CR 1 (very highrisk) S S CcoO
CR2 S S S
> CR2 CO D D
ALL CR1 (low risk) NR NR NR
CR1 (high risk) S CO CO
CR2 S S CO
> CR2 S S CO
CML Chronische Phase S S D
fortgeschritten S S D
NHL CR1 (low risk) NR NR NR
CR1 (high risk) CO CO NR
CR2 S S CO
M. Hodgkin CR1 NR NR NR
1. Rezidiv, CR2 CO D NR
MDS S S D
ID S S S
Thalassamie S CcO NR
Sichelzellanamie High risk S CcO NR
Aplastische Anamie S CcO
Blackfan-Diamond-/ s s co

Fanconi-Anamie

g?ogf?vsg(r:iggldefekte Je nach zugrunde liegender Erkrankung

Solide Tumoren Keimzelltumor NR NR NR
Ewing Sarkom NR NR NR
Weichteilsarkom D NR NR
Neuroblastom CO NR/D NR/D
Wilms Tumor NR NR NR
Osteosarkom NR NR NR
Hirntumoren NR NR NR

Autoimmunerkrankungen NR NR NR

Abkurzungen: MUD, HLA-ident. Fremdspender; MMUD, HLA-mismatched Fremdspender: ALL,
akute lymphatische Leukamie; AML, akute myeloische Leukamie; CML, chronische myeloische
Leukamie; NHL, Non-Hodgkin Lymphom; MDS, Myelodysplastisches Syndrom; CR, Komplett-
Remission; S, Standardtherapie; CO, klinische Option; D, in Entwicklung; NR, nicht empfohlen
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1.4. Engraftment und Immunregeneration

Ein frihes Anwachsen des Transplantats (Engraftment) ist sowohl fur das
Wiedereinsetzen der Hamatopoese als auch fur eine rasche
Immunrekonstitution unabdingbar. Der Zeitpunkt des Engraftments ist definiert
als der erste von drei aufeinander folgenden Tagen, an dem >500
Neutrophile/pl im peripheren Blut festgestellt werden kdnnen.

Als Ursache fur eine Transplantatabstollung (Graftrejection), ein verzogertes
Engraftment oder gar ein Nichtangehen des Transplantats (Nonengraftment,
Graft failure) spielen verschiedene Faktoren eine Rolle. Hierzu gehdéren der
Grad der HLA-Inkompatibilitat und HLA-Sensibilisierung, eine unzureichende
Stammzellmenge, T-Zell-Depletion, die Intensitdt der Konditionierung, die
zugrunde liegende Diagnose sowie eine mogliche Myelosuppression durch
Infektionen (Storb R et al., 1977, Martin PJ et al., 1985, Anasetti C, Hansen JA,
1994).

1.4.1. T-Zellen

Das spezifische Immunsystem wird in erster Linie von T-Zellen reprasentiert,
die uber ihren Rezeptor genau ein Antigen erkennen konnen und somit
antigenspezifisch sind. In der Abwehr viraler und fungaler Infektionen sowie von
Protozoen und bekapselten Bakterien sind sie daher von groRer Bedeutung.
Die Regeneration der T-Zellen nach HSCT kann auf zwei verschiedenen
Wegen ablaufen:
1. Ausdifferenzierung der Spender-Vorlauferzellen und anschlielende
Pragung im Thymus.
Hierbei wird die Ontogenese der reifen T-Zelle praktisch wiederholt,
autoreaktive T-Zellen werden im Thymus ausselektiert.
Da dieser Mechanismus von funktionsfahigem Thymusgewebe abhangig
ist, ist er bei jungen Menschen leistungsfahiger.
Diese Zellen sind fur die dauerhafte T-Zell-lmmunitdt verantwortlich.
(Godthelp BC et al., 1999)
2. Thymus unabhangige, periphere Expansion von im Transplantat
befindlichen reifen Spender-T-Zellen (Mackall CL et al., 1996).
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Diese Zellen bilden wahrscheinlich die erste Regenerationswelle nach

Transplantation, bleiben dann aber nur voribergehend vorhanden.

Sowohl die Zahl der T-Zellen wie auch ihre Funktion kénnen nach
Transplantation von unmanipuliertem Knochenmark bis zu 7 Monate erniedrigt
sein, nach T-Zelldepletion bis zu 2 Jahre (Ho VT, Soiffer RJ, 2001).

Insbesondere bei Patienten mit T-Zell-depletierter HSCT von alternativen
Spendern kann die Immunregeneration des T-Zell-Systems quantitativ und
funktionell massiv gestort sein, was dann zu oben genannten Infektionen

pradisponiert.

1.4.2. NK-Zellen

Im Gegensatz zu den T-Zellen regenerieren NK-Zellen bereits innerhalb des
ersten Monats nach allogener Transplantation (Kook H et al., 1996).
Insbesondere nach Gabe von T-Zell-depletierten Transplantaten von
alternativen Spendern stellen NK-Zellen die pradominante
Lymphozytenpopulation Uber 3-6 Monate dar (Lamb LS Jr et al., 1998). Diese
Lymphozytenpopulation ist dem unspezifischen Immunsystem zuzurechnen und
zeichnet sich dadurch aus, spontan ohne vorherige Sensibilisierung bestimmte
Tumoren, leukdmische Blasten und Lymphome sowie virusinfizierte Zellen
lysieren zu kénnen (Ljunggren HG, Karre K, 1990, Baraz L et al., 1999).

Es ist somit davon auszugehen, dass den fruhzeitig regenerierenden NK-Zellen
wahrend der T-Zell-freien ersten Wochen oder Monate nach Transplantation
eine besondere Bedeutung zukommt, sowohl flr die Kontrolle einer eventuell
noch vorhandenen Leukamielast (Graft-versu-Leukamie-Effekt, GvL) als auch
fur die Abwehr einer Infektion.

Dabei scheinen NK-Zellen nicht in Zusammenhang mit einer GvHD zu stehen,
sodass sie hier auch weitere therapeutische Optionen bieten kdnnen (Jiang YZ
et al., 1997).

1.5. Komplikationen

In der Zeit nach einer allogenen Stammzelltransplantation sind die Patienten
durch eine Reihe zum Teil schwerwiegender Komplikationen gefahrdet.
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Hierzu zahlen ein Rezidiv oder das Fortschreiten der Grunderkrankung, ein
Transplantatversagen, die akute und chronische GvHD und die Organtoxizitat

der eingesetzten Konditionierungstherapie (Schaefer UW, Beelen DW, 1989).

Nicht zuletzt kdnnen opportunistische Infektionen das Leben der Patienten
massiv bedrohen. Man unterscheidet hier drei aufeinander folgende Phasen, in
denen der Patient durch jeweils bestimmte Pathogene besonders gefahrdet ist.
Frihe Posttransplantationsphase:
Sie entspricht ungefahr der Zeit bis zum Engraftment und ist damit durch die
ausgepragte Neutropenie gekennzeichnet. 90% der Infektionen werden hier
bakteriell ausgeldst. Besonders gramnegative Infektionen zeigen einen
schweren Verlauf. Ebenfalls gefahrliche Erreger in dieser Phase sind Pilze.
Mittlere Posttransplantationsphase:
Sie dauert von der hamatopoetischen Rekonstitution bis zum Tag 100 nach
Transplantation an. Typisch ist hier der anhaltende schwere T- und B-Zell-
Defekt, der besonders zu fungalen und viralen Infektionen sowie
Virusreaktivierungen pradisponiert.
Spate Posttransplantationsphase:
Ab Tag 100 ist ein Patient ohne chronische GvHD und ohne
immunsuppressive Therapie bei einer CD4-Zahl > 200/ pl Blut als
immunkompetent zu betrachten. Vor allem bei Patienten mit cGvHD kénnen
aber auch in dieser Phase noch schwerwiegende Infektionen, nun vor allem
mit bekapselten Bakterien oder Pneumocystis carinii auftreten (Einsele H et
al., 2001).
Auf die Virusinfektionen wird im Folgenden noch einmal gesondert

eingegangen.
1.6. Virusinfektionen

1.6.1. Allgemeines

Virale Infektionen stellen ein groRes Problem nach allogener
Stammzelltransplantation dar. Trotz wesentlicher Fortschritte in der antiviralen

Prophylaxe und Therapie sind sie mit einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat
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verbunden (Zaia JA et al., 1990, Wasserman R et al., 1988, Maltezou HC et al.,
2000).

Vor allem die Reaktivierung latenter Infektionen mit humanpathogenen
Herpesviren ist eine viel beschriebene Komplikation. Hierzu zahlen in erster
Linie das humane Cytomegalievirus (CMV), das Herpes simplex-Virus (HSV)
und das Varizella-zoster-Virus (VZV). In jungerer Zeit gewinnen hier vor allem
das humane Herpesvirus 6 (HHV6) und das Epstein-Barr-Virus (EBV) an
Bedeutung.

Von ebenfalls steigendem Interesse sind Adenoviren (ADV), Polyomaviren,
insbesondere das BK-Virus, Rotaviren und das Respiratory syncytial Virus
(RSV) (Benjamin DK Jr et al., 2002).

1.6.2. CMV
Das Cytomegalie-Virus (CMV) war Uber Jahre hinweg die haufigste

Todesursache durch Infektionserkrankungen nach HSCT. Heute ist es sicher
das am besten untersuchte Virus in diesem Zusammenhang. Allein hierdurch
konnten in den letzten Jahren grofRe Erfolge in der Prophylaxe, Diagnostik und
Therapie der CMV-Infektion erzielt werden. Doch obwohl die CMV-bedingte
Gesamtmorbiditat und —mortalitat gesenkt werden konnte, bleibt CMV weiterhin
ein Problem in der Posttransplantationsphase. Vor allem bei manifester CMV-
Erkrankung liegt die Mortalitat immer noch bei ungefahr 50% (Ljungman P,
Einsele H, 1994).

CMV gehdrt zur Gruppe der Herpesviren und ist mit einer Seropravalenz von
ungefahr 50% in der Bevdlkerung der Industrielander vorhanden. Die
Primarinfektion verlauft meist asymptomatisch oder subklinisch, das Virus
persistiert aber lebenslang latent im Korper. Bei Immunsuppression kann es
dann zu einer Reaktivierung kommen.

Die CMV-Infektion nach HSCT stellt meist eine solche Reaktivierung dar, selten
ist eine Neuinfektion, z. B. Uber den Stammzellspender oder Blutprodukte, oder
eine Zweitinfektion ursachlich.

Klinisch manifestiert sich die CMV-Infektion mit Fieber, evtl. kombiniert mit einer
Knochenmarkssuppression. Als haufigste und schwerste Organmanifestation

gilt die interstitielle Pneumonie mit extrem hoher Mortalitat. Auch andere
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Manifestationen z.B. in Form von Hepatitis, Encephalitis oder Enteritis sind
beschrieben und eindeutig definiert (Ljungman P et al., 2002).

Wahrend bislang eine CMV-Erkrankung meist im 2. oder 3. Monat nach
Transplantation auftrat, nimmt in den letzten Jahren die Zahl der so genannten
Late-onset-CMV-Erkrankung, d.h. eine Erkrankung nach Tag 100 nach
Transplantation, zu. Dies ist am ehesten auf den Einsatz der antiviralen
Prophylaxe in der frthen wund mittleren Posttransplantationsphase
zurtckzufuhren (Razonable RR, 2005).

Als Risikofaktoren fur die Entwicklung einer CMV-Infektion und —Erkrankung
nach allogener HSCT gelten (Ubersicht in Razonable RR, 2005):

e CMV-Serologie (v. a. Empfanger positiv)

e akute und chronische GvHD

e begleitende Virusinfektionen, z. B. HHV6

e immunsuppressive Therapie, z. B. Corticosteroide u. a.

¢ intensive Konditionierungstherapie

o T-Zell-Depletion

e verzogerte Immunrekonstitution

1.6.3. ADV

Adenoviren (ADV) sind hillenlose DNA-Doppelstrangviren und fur eine Vielzahl
von Infektionserkrankungen vor allem im Kindesalter verantwortlich. Es wird
geschatzt, dass bis zu 25% der Atemwegsinfektionen und 10-15% der
gastrointestinalen Infektionen bei Kindern durch sie hervorgerufen werden.
Daneben kénnen aber auch kardiale, neurologische, kutane, lymphatische und
urologische Erkrankungen auftreten.

Die Prognose ist in der Regel gut, es treten aber zum Teil schwere Verlaufe bei
Neugeborenen und Sauglingen sowie bei Immunsupprimierten auf (Forster J,
2003).

Heute lassen sich ca. 50 verschiedene Serotypen bestimmen, die jeweils
unterschiedliche Erkrankungen hervorrufen. Dies gibt Tabelle 1.2 wieder.
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Tabelle 1.2 Klassifizierung humaner Adenoviren (nach Forster J, 2003)

Subgruppen  Typ Infektionsort und Krankheitsbild

A 12, 18, 31 Gastroenteritis

B1 3,7,16, 21 Atem, Auge, Darm

B2 11,14, 34, 35 Harnwege (v. a. bei Immunsupprimierten) und

Atemwege
Atemwege und generalisiert (v. a. mit Hepatitis)

C 1,2,5,6 ; I
bei Immunsupprimierten
D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22- Augeninfektion allgemein, gastrointestinale
30, 32, 33, 36-39, 42-49 Krankheiten bei Immunsupprimierten
E 4 Augen und Atemwege
F 40, 41 Gastroenteritis

Bei Patienten nach HSCT stellt die ADV-Infektion ein zunehmendes Problem
dar (Blanke C et al., 1995). Hier wurden sehr schwer verlaufende, disseminierte
Infektionen mit schwerer Organbeteiligung wie hamorrhagischer Zystitis,
Gastroenteritis, Pneumonie, Enzephalitis, Pankreatitis, Nephritis und
fulminanter Hepatitis beschrieben (Flomenberg P et al., 1994, Bertheau P et al.,
1996, Runde V et al., 2001). Insbesondere bei Kindern ist die ADV-Infektion in
der Posttransplantationsphase eine haufige und oft lebensbedrohliche
Komplikation.

Bisher ist unklar, ob diese Erkrankungen auf eine primare Infektion oder auf die
Reaktivierung einer latenten Viruspersistenz zuruckzufuhren sind. Das
haufigere und fruhere Auftreten einer Adenovirus-Erkrankung Dbei
immunsupprimierten Kindern verglichen mit Erwachsenen legt die Vermutung
nahe, dass es sich hierbei um eine Primarinfektion handelt (Carrigan DR,
1997). Da aber eine Virusausscheidung bei asymptomatischen Patienten bei
Viruslatenz moglich ist, wird die Reaktivierung einer fruher durchgemachten
ADV-Infektion diskutiert. Ein weiteres Argument fur eine Reaktivierung nach
HSCT ist die Virusausscheidung zu einem Zeitpunkt ahnlich einer CMV-
Infektion in der mittleren Posttransplantationsphase (Bowden RA, 1999).
Risikofaktoren fur eine ADV-Infektion nach HSCT sind ein jungeres Alter
(Flomenberg P et al., 1994, Howard DS et al., 1999), eine GvHD (Shields AF et
al., 1985) und eine T-Zell-Depletion (Chakrabarti S et al., 2002).

Ein besonderes Problem der ADV-Infektion nach HSCT ist, dass bisher keine
suffiziente antivirale Therapie etabliert ist. Aktuell wird intravendses Ribavirin
als Standardtherapie empfohlen (Forster J, 2003), wobei die Ergebnisse vor
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allem bei disseminierter Infektion enttduschend sind. In neueren Studien
konnten bessere Erfolge mit Cidofovir und adaptiver Immuntherapie erzielt
werden (Bordigoni P et al., 2001,Nagafu;ji K, et al., 2004).

1.6.4. HHV6

Das humane Herpesvirus Typ 6 (HHV6) gehort zu den B-Herpesviren und
zeichnet sich durch seine hohe Seropravalenz aus (80-100%). Die meisten
Infektionen erfolgen bereits in den ersten 12 Lebensmonaten. Das Virus
persistiert dann lebenslang vor allem in den Makrophagen. Es besteht beim
Immunkompetenten eine lebenslange Immunitat. Fur die Bewaltigung der
HHV6-Infektion scheinen vor allem zytotoxische CD8*-T-Zellen verantwortlich
zu sein.

Typische Manifestation von HHVG6 ist das Exanthema subitum, haufig treten
auch Fieberkrampfe auf. Komplizierend kann es nach HHV6-Infektion auch zu
Menigoenzephalitiden, Guillain-Barré-Syndrom, mononukleoseahnlicher
Symptomatik oder einem virusassoziierten Hamophagozytosesyndrom kommen
(Schuster V, Kreth HW, 2003a).

Nach HSCT kommt es in ungefahr 40% der Falle zu einer Reaktivierung von
HHV6. Klinische Manifestationen sind dann vor allem Fieber und Exantheme
(Yoshikawa T et al.,, 1991). HHV6 fuhrt zu einem verschlechterten und
verspateten Engraftment und ist mit dem Auftreten einer GvHD assoziiert.
Neben der Knochenmarksuppression treten auch hier
Hamophagozytosesyndrome auf. Weitere Komplikationen sind interstitielle
Pneumonien und Enzephalitiden. Insgesamt ist eine HHV6-Reaktivierung mit
einer erhohten Gesamtmortalitat verbunden (Yoshikawa T et al., 2002, Zerr DM
et al., 2005).

Bei Patienten mit schweren Komplikationen kann ein Therapieversuch mit

Foscarnet und/oder Ganciclovir unternommen werden.

1.6.5. EBV

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) gehort ebenfalls zur Gruppe der Herpesviren und

ist der Erreger der infektiosen Mononukleose. Die Erkrankung tritt besonders im
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Jugend- und Adoleszentenalter auf, bei Kindern verlauft die Infektion oft
grippeahnlich oder asymptomatisch.

Durch die Infektion mit EBV werden B-Lymphozyten transformiert und
immortalisiert, wodurch es zu einem lymphoproliferativen Krankheitsbild kommt.
Bei Immunkompetenten werden diese Zellen allerdings schnell durch
zytotoxische CD8-T-Zellen eliminiert. EBV persistiert lebenslang latent in den
B-Zellen des Knochenmarks.

Bei Immunsuppression konnen diese Viren reaktiviert werden und zur so
genannten EBV-assoziierten lymphoproliferativen Krankheit (LPD) und zu
Lymphomen fuhren (Schuster V, Kreth HW, 2003b).

Vor allem nach T-Zell-depletierter HSCT stellt dies ein zunehmendes Problem
dar (Meijer E et al., 2002), da hier die Kontrolle der proliferierenden B-Zellen
durch das weitgehende Fehlen von T-Zellen entfallt.

Die LPD tritt meist im ersten Jahr nach HSCT auf, die hochste Inzidenz zeigt sie
im 2.-3. Monat nach Transplantation. Sie prasentiert sich als disseminierte
Erkrankung mit Fieber, Lymphknotenschwellung, Lungenbeteiligung und
Zeichen einer Hepatitis (Zutter MM et al., 1988, Curtis RE et al., 1999, Gross
TG, Loechelt BJ, 2003).

1.6.6. BK-Virus

Das Polyomavirus Typ1, nach den Initialen des ersten erkrankten Patienten BK-
Virus genannt, ist ein hullenloses DNA-Doppelstrangvirus mit sehr hoher
Pravalenz in der Gesamtbevdlkerung (>70%). Die Erstinfektion findet meist im
frihen Kindesalter wohl durch aerogene Infektion statt und fuhrt zu einer Latenz
des Virus, v. a. in den Urothelialzellen (Hirsch HH, Steiger J, 2003, Knowles WA
et al.,, 2003). Die Erstinfektion verlauft meist asymptomatisch oder mit
grippeahnlicher Symptomatik mit Affektion des oberen Respirationstraktes oder
des Urogenitaltraktes. Selten sind schwere Erkrankungen mit hamorrhagischer
Zystitis, Pneumonie, Meningoencephalitis, Hepatis o. a. Ein mogliches
onkogenes Potential des Virus wird diskutiert (White MK, Khalili K, 2004).

Die groRte Bedeutung kommt dem BK-Virus jedoch im Rahmen einer
Reaktivierung unter Immunsuppression zu. Hier spielen vor allem die

tubulointerstitielle Nephritis nach Nierentransplantation mit der Gefahr des
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Transplantatversagens, eine neu auftretende Uretherstenose sowie die
hamorrhagische Zystitis (HC) nach Stammzelltransplantation eine Rolle (Hirsch
HH, Steiger J, 2003, Arthur RR et al., 1986).

Letztere tritt ab ca. 2 Wochen nach Stammzelltransplantation, meist nach dem
Engraftment, auf und ist mit einer Inzidenz von bis zu 25% bei diesen Patienten
sehr haufig und mit einer hohen Morbiditat verbunden. Als Co-Faktoren fur die
Entstehung einer hamorrhagischen Zystitis unter BKV-Reaktivierung wird vor
allem der Spendertyp, die notwendige Immunsuppression sowie das
Konditionierungsschema diskutiert (Giraud G et al.,, 2006). Das Auftreten der
HC scheint mit der einsetzenden Immunrekonstitution in Zusammenhang zu
stehen (Leung AY et al., 2005).

1.6.7. HSV

Die beiden Herpes-simplex-Viren Typ 1 und 2 gehdren zu den a-Herpesviren
und zeichnen sich wie alle Herpesviren dadurch aus, dass sie nach
Erstinfektion lebenslang in den Spinalganglien latent persistieren und bei
veranderter Immunsituation jederzeit reaktiviert werden konnen. Die
Erstinfektion mit HSV1 verlauft meist inapparent, kann sich aber auch mit dem
Bild einer Stomatitis aphtosa, einer Keratokonjunktivitis oder mononukleose-
ahnlich darstellen. Als schweres Krankheitsbild kann eine Herpesenzephalitis
auftreten. HSV2 verursacht den Herpes genitalis, kann aber insbesondere bei
Neugeborenen schwere disseminierte Infektionen hervorrufen.

Nach Stammzelltransplantation ist vor allem in der Frihphase eine HSV-
Reaktivierung haufig, die dann neben einer haufig auftretenden Mukositis auch
oft zu schweren Kklinischen Krankheitsbildern mit Osophagitis, Hepatitis,
Enzephalitis oder Pneumonie fuhren. Mit Aciclovir steht heute eine effektive
Prophylaxe- und Therapie-Option einer HSV-Reaktivierung zur Verfugung,
sodass schwere Krankheitsverlaufe insgesamt seltener geworden sind, im
Rahmen von Infektionen mit Acyclovir-resistenten Stammen aber weiterhin
auftreten (Einsele H et al., 2001, Ljungman P, 1998).
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1.6.8. VZV

Das Varizella-Zoster-Virus (VZV) gehért zu den humanen Herpesviren und
verursacht bei Primarinfektion die Varizellen (Windpocken). Eine Reaktivierung
des in den Spinalganglien persistierenden Virus auf3ert sich in Form des Herpes
zoster.

Nach HSCT kann es sowohl zu einer Primarinfektion bei seronegativen
Patienten kommen, als auch zu einer Reaktivierung bei seropositiven.
Besonders schwer verlaufen disseminierte Infektionen mit Organbeteiligungen
wie Pneumonie, Hepatitis oder Enzephalitis mit ungunstiger Prognose.

Auch wenn die Mortalitat durch VZV dank des Einsatzes von Acyclovir
reduziert werden konnte, fuhrt das Virus auch heute noch zu einer bedeutenden
Morbiditat, vor allem in der spaten Posttransplantationsphase (Feldmann S et
al., 1975, Kawasaki H et al., 1996, Schuchter LM et al., 1989, Leung TF et al.,
2000).

1.6.9. Parvo-B19-Virus

Das Parvovirus B19 ist ein hullenloses Einzelstrang-DNA-Virus. Es ist eine
typische Infektion des Kindes- und Jugendalters und hinterlasst normalerweise
eine lebenslange Immunitat.

Die Infektion verlauft oft asymptomatisch oder grippeahnlich, typisch mit darauf
folgendem Erythema infectiosum. Im Erwachsenenalter auRert sich die Infektion
haufig als Arthralgie oder Arthritis. Eine intrauterine Infektion kann zum Hydrops
fetalis fuhren.

Da das Virus eine besondere Affinitat zu den Erythroblasten zeigt, kommt es
durch die Infektion zu einem mehrtagigen Stopp der Erythropoese, der bei
hamatologisch Gesunden aber nicht in Erscheinung tritt.

Gefahrdet sind allerdings Patienten mit chronisch-hamolytischen Anamien bei
denen B19 zu aplastischen Krisen fihren kann.

Zusatzlich ist bei humoralem Immundefekt die Viruselimination beeintrachtigt,
was dann in einer chronisch-persistierenden B19-Infektion resultieren kann
(Kreth HW, Schuster V, 2003, Young NS, Brown KE, 2004).

22



In diesem Sinne sind auch Patienten nach HSCT durch das Parvovirus B19
gefahrdet. Die haufigste Manifestation ist hier die aplastische Anamie, zum Teil
auch kombiniert mit einer Leukopenie oder Thrombopenie, oder ein
Transplantatversagen. In einigen Fallen wurde auch Uber B19-assoziierte
Hepatits, Myocarditis, Vaskulitis, Encephalitis oder Lungenbeteiligung berichtet
(Broliden K, 2001, Klumpen HJ et al., 2004).

Eine spezifische antivirale Therapie gegen Parvovirus B19 existiert nicht, bei

schweren Verlaufen werden aktuell Immunglobulingaben eingesetzt.

1.7. Fragestellung

Die allogene Stammzelltransplantation hat sich in den letzten Jahrzehnten als
Standardverfahren in der Therapie verschiedener maligner und non-maligner
padiatrischer Erkrankungen etabliert. Insbesondere durch die Mdglichkeit der
Selektion CD34'Blutstammzellen und die damit verbundene indirekte T-Zell-
Depletion hat sich das mdgliche Spender-Spektrum deutlich hin zu alternativen
Spendern wie HLA-identischen Fremdspendern oder haploidentischen
Familienspendern erweitert. Fur wesentlich mehr Kinder ist somit ein passender
Spender verfligbar. Allerdings ist diese Art der Stammzelltransplantation mit
einer erhdhten transplantationsbedingten Morbiditat und Mortalitat verbunden.
Aufgrund der verzdgerten Immunrekonstitution durch die T-Zell-Depletion
kommt es haufiger zu einem Non-Engraftment oder einer Graft-Rejektion. Nicht
zuletzt wird ein erhdhtes Infektionsrisiko insbesondere fur virale und fungale
Infektionen angegeben (Aversa F et al., 1998).

Ziel dieser Arbeit war es, die Haufigkeit viraler Infektionen und virus-assoziierter
Erkrankungen in Abhangigkeit zum Spendertyp und der Graft Manipulation zu
untersuchen. Besonderes Augenmerk galt der Frage, ob Patienten mit CD34"
angereicherter, haploidentischer Transplantation vermehrt von Virusinfektionen

oder Erkrankungen betroffen sind.
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2. Patienten und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Die Studie umfasst 109 padiatrische Patienten, die im Zeitraum zwischen Mai
1998 und Juli 2003 eine allogene Stammzelltransplantation in der
Universitatskinderklinik Tubingen erhielten.

Die klinischen Daten wurden retrospektiv aus den stationaren und ambulanten
Krankenblattern der Universitatskinderklinik erhoben und in einer Excel-Tabelle
festgehalten. Die Beobachtungsdauer betrug im Median 1,07 Jahre nach
Transplantation (Range 1 Monat-5 Jahre).

Das Alter der Patienten variierte zwischen 2 Monaten und 39 Jahren, der
Median lag bei 9 Jahren. 40% der Patienten waren weiblich (n=44), 60%
mannlich (n=65).

Die Indikationen zur allogenen Stammzelltransplantation ergaben sich aus
unterschiedlichen malignen und non-malignen Grunderkrankungen, wie akuter
lymphatischer Leukamie (ALL), akuter myeloischer Leukamie (AML),
chronischer myeloischer Leukamie (CML), myelodysplastischem Syndrom
(MDS), Lymphomen (LYM), soliden Tumoren (ST), angeborenen
Stoffwechselstorungen (IBE), Immundefekten (ID), aplastischen Anamien (AA)
und myeloproliferativem Syndrom (MPS). Die allogene
Stammzelltransplantation stellte bei diesen Patienten die einzige therapeutische
Madglichkeit dar.

Je nach Verfugbarkeit eines passenden Spenders wurden diese Patienten
mittels HLA-identem Geschwisterspender (MFD) oder HLA-identem
Fremdspender (MUD) transplantiert. Konnte kein HLA-identer Spender
gefunden werden, griff man auf einen haploidenten Familienspender, meist ein
Elternteil, zuruck. Insgesamt erhielten 14 Patienten Stammzellen von einem
HLA-identen Geschwisterspender, 56 Patienten von einem HLA-identen
Fremdspender und 39 Patienten von einem haploidenten Familienspender.

Die  myeloablative = Konditionierung  basierte  entweder auf einer
Ganzkdrperbestrahlung (TBI, 6 x 2 Gy) oder der oralen bzw. intravendésen Gabe
von Busulfan (Gesamtdosis 16 bzw. 12,8 mg/kgKG < 3 Lebensjahre, 20 bzw 16
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mg/kgkG > 3 Lebensjahre). Je nach zugrunde liegender Diagnose,
Vorbehandlung und Alter des Patienten wurde sie um Cyclophosphamid und
Thiothepa oder Cyclophosphamid und Fludarabin erweitert. Als Prophylaxe
gegen eine TransplantatabstoRung erhielten die Patienten Anti-Thymozyten-
Globulin (ATG) oder den T-Zell-Antikorper OKT3.

Die hamatopoetischen Stammzellen wurden entweder aus dem Knochenmark
(KM, n = 21) gewonnen und dann meist unangereichert infundiert oder nach
Stimulation mit G-CSF durch Leukapherese aus dem peripheren Blut gewonnen
(PBSC, n = 88), mittels SuperMACS oder CliniMACS angereichert und als
CD34" hochangereicherte Stammzellgabe zugefiihrt. Die Dosis der
CD34"Zellen betrug dabei im Median 10,7 x 108 Zellen/kg Korpergewicht, die
der CD3*T-Zellen 6 x 10° /kg Korpergewicht. 15 Patienten mit HLA-identem
Spender erhielten zusatzlich zur CD34*Stammzellgabe 10 Mio. CD3*T-Zellen.
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2.1.1. Patientencharakteristika

Tabelle 2.1 Patientencharakteristika

Anzahl der Patienten

Diagnose maligne ALL (n=51)

AML (n = 11)

CML (n = 9)

LYM (n = 3)

MDS (n = 8)

ST
nonmaligne MPS
ID (n=8)

IBE (n = 10)

CR1

CR2

CR3

NR

CR1

CR2

PR

NR

CP

CR1

NR

NHL

M. Hodgkin

RA

RAEB-T

JMML
Rhabdomyosarkom-Rezidiv
PV
Wiskott-Aldrich
SCID

Histiozytose
Osteopetrose
x-ALD
metachromatische LD
M. Glnther
Sichelzellanamie
Thalassamie

SAA
Blackfan-Diamond

17

N
N

WA 24 o A NDWNW 2 2 WNWAN-2S 32NN D™NDNO N

Alter (Jahre) Median ( Range)
Gewicht (kg) Median ( Range)
Geschlecht

9 (0,2-39)
29,9 (3,7-98)
weiblich
mannlich

44
65

Abkulrzungen: ALL, akute lymphatische Leukamie; AML, akute myeloische Leukamie; CML,
chronische myeloische Leukadmie; LYM, Lymphom; NHL, Non-Hodgkin Lymphom; MDS,
Myelodysplastisches Syndrom; RA, Refraktdre Anamie; RAEB-T, Refraktdare Anamie mit
BlastenUberschuss in Transformation; JMML, juvenile myelomonocytdre Leukadmie; MPS,
Myeloproliferatives Syndrom; PV, Polyzytdmia vera; ST, Solider Tumor; CR, Komplett-

Remission; PR, Partielle Remission;

NR, Non-Remission;

CP, Chronische Phase; ID,

Immunodeficiency; SCID, Severe combined Immunodeficiency; IBE, Inborn Error; x-ALD, x-
linked Adrenoleukodystrophie; LD, Leukodystrophie; AA, Aplastische Anamie; SAA, Schwere

Aplastische Anamie
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Tabelle 2.2 Spender und Transplantat

Stammzellquelle

KM 21
PBSC 88
Spender
MFD (n = 14) nicht angereichert 9
CD34" angereichert 3
CD34" angereichert + 10 Mio.T-Zellen (CD3") 2
MUD (n = 56) nicht angereichert 7
CD34" angereichert 36
CD34" angereichert + 10 Mio.T-Zellen (CD3") 13
Haploident (n = 39) CD34" angereichert 39

Transplantierte Zellen bei CD34" angereicherter Transplantation
CD34" Stammzellen (x106/kgKG) Median (Range) 10,7 (1,9-70,4)
CD3" T-Zellen (x103/kgKG) Median (Range) 6 (0,3-52)

Abkurzungen: KM, Knochenmark; PBSC, Periphere Blut Stammzellen; MFD, Matched family
Donor; MUD, Matched unrelated Donor;

Die Patienten wurden auf Grundlage der Kriterien ,Spendertyp® und

,Zellanreicherung® zu folgenden Vergleichsgruppen zusammengefasst:

FS0: MUD, nicht angereichert; insgesamt 7 Patienten
FS1: MUD, CD34" angereichert sowie
MFD, CD34" angereichert; insgesamt 39 Patienten

FS2: MUD, CD34" angereichert +10 Mio T-Zellen sowie
MFD, CD34" angereichert +10 Mio T-Zellen; insgesamt 15 Patienten
Geschw: MFD, nicht angereichert; insgesamt 9 Patienten
Haplo: Haploidentischer Spender, CD34" angereichert;
insgesamt 39 Patienten
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2.2. Virologische Diagnostik
2.2.1. Allgemeine Verfahren der virologischen Diagnostik

2.2.1.1. Virus-Serologie

Die Virus-Serologie beinhaltet die Bestimmung von spezifischen IgM- und 1gG-
Antikorpern gegen das zu untersuchende Virus im Blut des Patienten mittels
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay).

Nach einer Virusinfektion kommt es aufgrund der spezifischen humoralen
Immunreaktion beim immunkompetenten Patienten zunachst zur Bildung von
spezifischen IgM-Antikdrpern, die somit ein Zeichen einer akuten Infektion oder
Reaktivierung sind. Im weiteren Verlauf werden IgG-Antikoérper gebildet, die
uber Jahre hinweg nachweisbar bleiben und eine stattgehabte immunologische
Auseinandersetzung mit diesem Virus anzeigen.

Die Virus-Serologie ist ein haufig angewandtes Verfahren zur Diagnostik von
Virusinfektionen. Bei Patienten nach Stammzelltransplantation ist sie allerdings
nur eingeschrankt aussagekraftig, da sie ein funktionsfahiges Immunsystem
voraussetzt, welches aber bei diesen Patienten oft therapiebedingt supprimiert
ist.

Ihren Stellenwert hat die Serologie aber im Vorfeld der Transplantation zur
Bestimmung des Antikorper-Status sowohl des Stammzell-Empfangers als auch
des Spenders. Insbesondere der CMV-Trager-Status ist hier von Bedeutung, da
es im Zuge der Immunsuppression bei Positivitat sowohl des Empfangers als
auch des Spenders vermehrt zu Reaktivierungen mit oft schwerwiegenden

Folgen kommen kann.

2.2.1.2. Virusanzucht

Hierzu wird das zu untersuchende Probenmaterial, z.B. Blut, Urin oder
Rachenspulwasser auf humane embryonale Fibroblasten aufgeimpft und bis zu
vier Wochen kultiviert.

Die Virusanzucht dient vor allem dem Nachweis von CMV, das sich durch
seinen charakteristischen zytopathischen Effekt (CPE) auf die Fibroblasten

identifizieren lasst. Zusatzlich kann nach 48-stindiger Bebrutung durch
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Inokulation von monoklonalen Antikdrpern gegen das CMV-Immediate Early
Antigen die Expression dieses viralen Antigens und damit das Vorhandensein
von CMV nachgewiesen werden.

Eine positive Virusanzucht im Blut bedeutet eine Viramie, d.h. es befinden sich
infektions- und vermehrungsfahige Viren im Blut. Die Viramie ist von der DNA-
amie und der Antigenamie abzugrenzen, bei denen sich zwar die
nachgewiesenen Virusbestandteile im Blut befinden, diese aber nicht zwingend

replikationsfahig sind.

2.2.1.3. Antigennachweis

Verschiedene Virusantigene konnen durch Inkubation mit den entsprechenden
monoklonalen Antikdrpern durch Enzym-Immunoassay qualitativ nachgewiesen
werden. Hierzu zahlen neben dem bereits erwahnten CMV-Immediate Early
Antigen auch das CMV-pp65-Antigen, sowie ADV- und RSV-Antigene.

Wird das CMV-pp65-Antigen im Blut nachgewiesen, spricht man von einer
CMV-Antigenamie.

2.2.1.4. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR dient dem Nachweis von Virus-DNA oder -RNA. Dazu muss die DNA
oder RNA zunachst isoliert und amplifiziert werden. Danach kann sie durch
Slot-Blot-Hybridisierung oder Gelelektrophorese qualitativ und quantitativ

bestimmt werden. Eine positive Blut-PCR bedeutet eine DNA-amie.

2.2.2. Virologische Uberwachung des Patientenkollektivs

Alle in dieser Studie ausgewerteten Patientenproben wurden im Institut fir
Medizinische Virologie und Epidemiologie der Viruskrankheiten oder am Institut
fur Pathologie, Abteilung fur Molekulare Pathologie, beide am
Universitatsklinikum Tudbingen, analysiert. Hierbei wurden Proben zu
Virusanzuchten, Antigennachweisen, Virusserologien und PCR-
Untersuchungen an das Institut flr Virologie gesendet. Am Institut flr
Pathologie fanden ebenfalls PCR-Untersuchungen statt. Ausgewertet wurden
die retrospektiv erhobenen Daten sowohl der routinemaflig durchgefuhrten

Screening-Untersuchungen als auch zusatzliche, aufgrund der Kilinik

29



angeordnete Untersuchungen. Ein wochentliches Screening gab es fur CMV,
ADV, HHV6, EBV und BK-Virus, Untersuchungen auf HSV, VZV und Parvo-

B19-Virus wurden bei unklarem Fieber und klinischem Verdacht veranlasst.

Die Untersuchungen im Einzelnen waren wie folgt:
CmvV

Serologische CMV-Status-Bestimmung von Spender und Empfanger vor TP
woOchentliches Screening des Blutes durch PCR (Leukozyten und Plasma),
teils mit Virusanzucht, sowie Bestimmung des Immediate Early Antigen
sowie des pp65 Antigen bis Tag 100, danach je nach Kilinik

woOchentliches Screening des Urins und des Rachenspilwassers durch
PCR, teils mit Virusanzucht, sowie Bestimmung des Immediate Early
Antigen bis Tag 100, danach je nach Klinik

bei Verdacht PCR aus anderen Materialien wie Stuhl, Bronchiallavage (BAL)

oder Biopsien

ADV

wochentliches Screening des Stuhls durch Antigen-Nachweis und PCR bis
Tag 100, danach je nach Klinik

bei Positivitat erweitertes wochentliches Screening durch PCR aus dem Blut
(Leukozyten und Plasma), ggf. Urin, Rachenspllwasser oder anderen
Materialien

ggf. Identifizierung des ADV-Typs durch PCR

BKV und JCV

wochentliches Screening des Urins durch PCR bis Tag 100, danach je nach
Befund

HHV6
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PCR aus Blut, Rachenspulwasser, Sputum, BAL oder Biopsiematerial bei
klinischem Verdacht
Ab dem Jahr 2000 wochentliches PCR-Screening im Blut (Leukozyten und

Plasma) bei den meisten Patienten



EBV

e PCR aus Blut, Rachenspulwasser, Sputum, BAL oder Biopsiematerial bei
klinischem Verdacht

e Ab dem Jahr 2000 wochentliches PCR-Screening im Blut (Leukozyten und
Plasma) bei den meisten Patienten

HSV

e PCR aus Blut, Rachenspullwasser, Sputum, BAL oder Biopsiematerial bei
klinischem Verdacht

vVzVv

e PCR aus Blut, Rachenspulwasser, Sputum, BAL oder Biopsiematerial bei
klinischem Verdacht

Parvo-B19-Virus

¢ PCR aus Blut, Rachenspulwasser, Sputum, BAL oder Biopsiematerial bei

klinischem Verdacht

Die Daten wurden in eine Acces-Datenbank aufgenommen und mit Hilfe von
Excel tabellarisch dargestellt. Insgesamt wurden die Patienten dieser Studie im
Median199 Tage nach Transplantation virologisch uberwacht (Range 21-1391
Tage).

2.3. Definitionen

2.3.1. Infektion

Als Virus-Infektion oder -Reaktivierung wurde der mindestens einmalige
Nachweis der entsprechenden Virus-DNA bzw. -RNA mittels PCR oder der

Nachweis des jeweiligen Virus-Antigens im untersuchten Medium gewertet.

2.3.2. Erkrankung

Als Virus-Erkrankung wurde generell das Auftreten der entsprechenden
klinischen Symptome gewertet, wenn moglich bei vorliegender und
entsprechend serologisch gesicherter Infektion bzw. Reaktivierung.

Eine CMV-Erkrankung wurde wie von Ljungman et al. beschrieben definiert

(Ljungman P et al., 2002). Fur eine ADV-Erkrankung wurde die Definition von
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Flomenberg P et al. herangezogen (Flomenberg P et al., 1994). Von einer BK-
Virus-assoziierten Erkrankung wurde beim Auftreten einer spat einsetzenden
hamorrhagischen Zystitis mit entsprechendem Virusnachweis im Urin
ausgegangen (Hirsch HH, 2005). Bezlglich einer klinischen Manifestation einer
HHV6-Infektion wurden die von Yoshikawa beschriebenen Krankheitsbilder
gewertet (Yoshikawa T, 2003). Als Definition der EBV-assoziierten
Lymphoproliferativen Erkrankung wurden die von Paya veroffentlichten
Leitlinien zugrunde gelegt (Paya CV et al., 1999). Die Diagnose einer HSV- und
VZV-Erkrankung wurde zum einen beim Vorliegen der typischen Herpes-labialis
bzw. -zoster-Effloreszenzen, zum anderen beim Vorliegen einer disseminierten
Organbeteiligung mit Virusnachweis gestellt. Von einer Parvo-B19 assoziierten
Erkrankung wurde beim Auftreten der von Broliden dargestellten Symptome in
Verbindung mit einem positiven Virus-Nachweis ausgegangen (Broliden K,
2001).

2.4. Antivirale Therapie und Prophylaxe

Als antivirale Prophylaxe erhielten alle Kinder Acyclovir. Zusatzlich erfolgte die
wochentliche Immunglobulin-G-Gabe bis Tag 100 nach Transplantation. Die
meisten Kinder, die zwischen 1998 und 2002 transplantiert wurden, erhielten
aulRerdem prophylaktisch G-CSF. Bei Patienten mit positivem CMV-Serostatus
oder CMV-positivem Spender wurde die Chemoprophylaxe mit Hochdosis-
Acyclovir durchgefuhrt.

Seit 2002 wurde zusatzlich als Prophylaxe gegen ADV-Infektionen Ribavirin

verabreicht.

Im Falle eines positiven Virus-PCR-Nachweises wurde eine spezifische
antivirale Therapie mit Gancyclovir, Foscarnet, Cidofovir oder Ribavirin oder
einer Kombination aus diesen begonnen. Bei schwerem Verlauf einer CMV-
Infektion wurde die antivirale Therapie um Hyperimmunglobulin (Cytoglobin)

erganzt.
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2.5. Statistische Methoden

Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Excel
sowie des Statistikprogramms GraphPad Prism 3.0.

Zur deskriptiven Darstellung von Zeitpunkt und Dauer der Infektionen bzw.
Erkrankungen wurden jeweils Minimum, Maximum und Median ermittelt.

Mittels der Kaplan-Meier-Methode wurden die Survivalkurven bzw. die Kurven
der kumulativen Inzidenz berechnet und graphisch dargestellt. Mit Hilfe des
Log-rank-Tests wurden diese Kurven verglichen und das Ergebnis Uber den
Chi2-Test auf Signifikanz gepruft. Das Ergebnis ist jeweils in Form des P-Wertes
angegeben. Als Signifikanzniveau wurden Werte von < 0,05 festgelegt. Werte

von 0.001 bis 0.01 gelten als hochsignifikant, < 0,001 als hochst signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemein

Insgesamt wurden 109 Patienten im Alter zwischen 2 Monaten bis 39 Jahre
(Median 9 Jahre) Uber einen Zeitraum von 1 Monat bis 5 Jahre (Median 1,07
Jahre) nach Stammzelltransplantation klinisch nachuntersucht sowie zwischen
21 Tagen und 3,8 Jahren (Median 201 Tage) virologisch uberwacht.

7 Patienten erhielten nicht-angereicherte Stammzellen eines MUD (FSO0), 39
Patienten CD34" angereicherte Stammzellen eines MUD oder MFD (FS1), 15
Patienten CD34" angereicherte Stammzellen eines MUD oder MFD plus 10 Mio.
T-Zellen (FS2), 9 Patienten erhielten nicht-angereicherte Stammzellen eines
Geschwister-Spenders (Geschw) und 39 Patienten wurden haploidentisch mit
CD34" angereicherten Stammzellen eines Elternteils transplantiert.

In oben genanntem Zeitraum verstarben insgesamt 48 der 109 Patienten, somit
ergibt sich nach der Kaplan-Meier-Methode eine 3-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 56%. Die kumulative Inzidenz letaler
Virusinfektionen lag ein Jahr nach HSCT bei 16% (n=18), zwei Kinder
verstarben allerdings noch bis zu zwei Jahre nach Transplantation an einer
Viruserkrankung. Lediglich in der Gruppe der Geschwisterspender trat kein
virusassoziierter Todesfall auf. Die genauen Daten gibt Tabelle 3.1 sowie die

Survivalkurven der 5 Gruppen im Vergleich wieder.

Tabelle 3.1 Mortalitdt nach Transplantation

Zahl der Tod Virustod Rezidiv

Patienten
gesamt 109 48 (44) 18 (17) 15 (14)
FSO 7 (6) 3 (43) 2 (29) 0
FS1 39 (36) 16 (41) 7(18) 6 (15)
FS2 15 (14) 4 (27) 4 (27) 1(7)
Geschwister 9 (8) 2 (22) 0 0
Haploidentisch 39 (36) 23 (60) 5(13) 8 (21)

Zahlen in Klammern: Prozent

34



Logrank-Test Gesamt-Uberleben

100-y
p-Wert
75 FSO vs. FS1 0,9700
FSO vs. FS2 0,5638
% 50- — FSO FSO vs. Geschw. 0,3967
 FS1 FSO vs. Haplo 0,3125
FS1 . FS2 0,5082
254 o Ps2 FS1 zz Geschw 0,3463
Geschw FS1 | Hapl | 0,0642
vs. Haplo )
—— Haplo P
0 — T T T T T T T FS2 vs. Geschw. 0,7053
0 100 200 300 400 500 600 700 800 9001000 FS2 vs. Haplo 0,0553
Tag Geschw. vs. Haplo 0,0515
Abbildung 3.1 3-Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit
FS0 57%, FS1 61%, FS2 72%, Geschw. 78%, Haplo 40%
Logrank-Test virusbedingte Mortalitat
307 p-Wert
FSO vs. FS1 0,6319
20- FSO vs. FS2 0,9812
FSO vs. Geschw. 0,1056
% ﬁf_ — FSO
m—l —— FS1 FSO vs. Haplo 0,5341
104 —— FS2 FS1 vs. FS2 0,5218
Geschw FS1 vs. Geschw. 0,1815
—— Haplo FS1 vs. Haplo 0,8256
0_
0 100 200 300 400 500 600 700 800 9001000 FS2 vs. Geschw. 0,1051
Tag FS2 vs. Haplo 0,4408
Geschw. vs. Haplo 0,2336

Abbildung 3.2 Kumulative Inzidenz der virusbedingten Mortalitat

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 29%, FS1 16%, FS2 21%, Geschw. 0%, Haplo
15%

Insgesamt ist hier das Gesamtlberleben der haploidentisch transplantierten
Patienten schlechter, ein signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Insbesondere besteht keine erhohte Mortalitat aufgrund
von virus-bedingten Todesursachen, vielmehr ist in der haploidentisch
transplantierten Gruppe die Rezidivrate sowie die Haufigkeit der Komplikationen
durch die Induktionstherapie sowie die Immunsuppression wie VOD (Veno-
Occlusive-Disease), TEN (Toxische epidermale Nekrolyse) und BOOP
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(Bronchiolitis obliterans mit organisierender Pneumonie) hoher als in den
Vergleichsgruppen.
Die Haufigkeit der Virusinfektionen sowie die der virus-assoziierten

Erkrankungen innerhalb der jeweiligen Gruppen wird im Folgenden erlautert.

Die Haufigkeit sowie den zeitlichen Verlauf der Infektion der einzelnen Viren im
Gesamtkollektiv gibt Abbildung 3.3 wieder.

75+

50+

% —— ADV im Blut
—— CMV im Blut
257 —— EBV im Blut

HHV6 im Blut
—— BKV im Urin

0- T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Tag

Abbildung 3.3 Kumulative Inzidenz der Virusinfektionen

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: ADV 40%, CMV 35%, EBV 56%, HHV6 62%, BKV
55%

Deutlich wird hier, dass Infektionen mit dem BK-Virus mit einer Infektionsrate
von 57% zum einen sehr haufig sind und zum anderen deutlich friher auftreten
als die der anderen Viren, im Median bereits am Tag 10,5 nach Transplantation.
Zeitlich folgend treten CMV- und ADV-Infektionen bzw. Reaktivierungen auf,
deren Kurven sich ebenfalls noch durch einen raschen Anstieg mit bald
folgendem Plateau auszeichnen. Im Weiteren folgt HHV6 mit ahnlich steilem,
jedoch deutlich langerem Anstieg. Zuletzt treten EBV-Reaktivierungen mit
einem erstmaligen PCR-Nachweis im Median an Tag 83 nach Transplantation
auf. Zu beachten ist, dass die hohe Inzidenz von HHV6- und EBV-Infektionen
dadurch zu erklaren ist, dass hier eine Diagnostik initial nur bei klinischem
Verdacht durchgefihrt wurde.

36



3.2.CMV
Bei den 109 untersuchten Kindern trat bei 39 (36%) wahrend des

Untersuchungszeitraums eine CMV-Reaktivierung oder Neuinfektion auf.
Insgesamt lag in 33 Fallen eine Reaktivierung vor, davon 14 bei lediglich CMV-
positivem Empfanger, 19 bei positivem Empfanger und Spender. In sechs
Fallen trat eine Neuinfektion auf, allerdings eine bei CMV-positivem Spender.
Bei den funf Kindern mit sowohl CMV-negativem Spender und Empfanger
konnte nur jeweils einmal eine positive PCR dokumentiert werden. Keines

dieser Kinder entwickelte CMV-assoziierte Symptome.

Tabelle 3.2 CMV-Status

CMV- Status
Spender Empfanger Zahl der Patienten Zahl der Infektionen
n n 33 (33) 5(15)
p p 23 (21) 19 (83)
p n 23 (21) 1(4)
n p 28 (27) 14 (50)
unbekannt 2 (2)
Zahlen in Klammern: Prozent
n negativ, p positiv
75+ 75+
50+ - R+ 50
% — R % b= 0,0339 %
254 p< 0,0001*** 25
—— D+
- D-
"0 s 100 150 200 250 abo 30 0 % 100 150 200 250 300 380
a) Tag b) Tag

Abbildung 3.4 Kumulative Inzidenz einer CMV-DNAamie in Abhangigkeit vom

Serostatus a) des Empfangers und b) des Spenders

R+ Empfanger CMV positiv D+ Spender CMV positiv
R- Empfanger CMV negativ D- Spender CMV negativ
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100+

80+
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40+

20 —- D-R-
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Tag

Abbildung 3.5 Kumulative Inzidenz einer CMV-DNA&mie in Abhangigkeit vom

Serostatus des Spenders und Empfangers

D+R+ Spender/Empfanger CMV positiv, D-R- Spender/Empfanger CMV negativ,
D+R- Spender positiv/Empfanger negativ, D-R+ Spender negativ/Empfanger positiv

Es besteht jeweils ein hochst signifikanter Unterschied in der Inzidenz einer
CMV-DNAamie zwischen der Gruppe mit sowohl CMV-positivem Spender als
auch Empfanger gegeniber den beiden Gruppen mit CMV-negativem
Empfanger (p< 0,0001). Einen hochsignifikanten Einfluss hat auch der Sero-
Status des Spenders bei seropositivem Empfanger (p= 0,0013). Bei CMV-
negativem Empfanger ist der Spender-Status unerheblich (p=0,3237).

3.2.1. CMV im Blut

Bei insgesamt 33 Kindern konnte im routinemaldig durchgefuhrten Screening
CMV mittels PCR im Blut nachgewiesen werden. Ebenfalls als Screening-
Untersuchung eingesetzt wurden hier das pp65 Antigen und das Immediate
Early Antigen. Da der Antigen-Nachweis beim untersuchten Kollektivimmer mit
einer positiven PCR einherging, wurde hier auf eine gesonderte Auswertung
verzichtet. Ebenfalls verzichtet wurde auf die Berucksichtigung der
Virusanzucht, da hier nur bei einem Kind ein positiver Nachweis geflhrt werden
konnte. Ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen
bestand bezlglich der Inzidenz einer CMV-Infektion nicht. Die Daten sind im

Einzelnen in den folgenden Tabellen sowie im Schaubild dargestellt.
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Tabelle 3.3 CMV-Infektion im Blut

CMV-Infektion

Zahl der Patienten untersucht pos PCR im Blut
gesamt 109 109 (100) 33 (30)
FSO 7 (6) 7 (100) 2 (29)
FS1 39 (36) 39 (100) 14 (36)
FS2 15 (14) 15 (100) 3 (20)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 4 (44)
Haploidentisch 39 (36) 39 (100) 10 (27)

Zahlen in Klammern: Prozent

Tag der ersten positiven PCR im Blut Median 25
Min -9
Max 246
Dauer der CMV-Positivitat im Blut (in Tagen) Median 40
Min 1
Max 267

50+ Logrank-Test CMV im Blut

p-Wert

40+ FSO vs. FS1 0,5101
:'_JJ FSO vs. FS2 0,6614
0 0] ' . FSO FSO vs. Geschw. 0,5391
204 —— FS1 FSO vs. Haplo 0,9735
 FS2 FS1 vs. FS2 0,1859
10 Geschw FS1 vs. Geschw. 0,8329
 Haplo FS1 vs. Haplo 0,2130
o+ | | | | | | | FS2 vs. Geschw. 0,1977
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs. Haplo 0,6430
Tag Geschw. vs. Haplo 0,2341

Abbildung 3.6 Kumulative Inzidenz der CMV-DNAamie

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO0 29%, FS1 43%, FS2 22%, Geschw. 44%, Haplo
31%

3.2.2. CMV im Respirationstrakt

Anhand der durchgefuhrten PCR-Untersuchungen konnte bei insgesamt 23
Patienten eine CMV-Infektion im Respirationstrakt nachgewiesen werden.
Berucksichtigt sind hier PCR-Untersuchungen aus Rachenspullwasser, Sputum
sowie Bronchiallavage (BAL). Wie auch im Blut war ein positiver

Antigennachweis immer mit einer positiven PCR vergesellschaftet, sodass
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keine gesonderte Auswertung erfolgte. Eine Virusanzucht gelang nur in vier

Fallen.

Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

dargestellt werden. Die Ergebnisse sind im Folgenden tabellarisch dargestellt.

Das Schaubild zeigt die kumulative Inzidenz der Infektionen im Bereich des

Respirationstrakts.

Tabelle 3.4 CMV-Infektion im Respirationstrakt

Zahl der CMV-Infektion
Patienten  untersucht pos PCR im Respirationstrakt
gesamt 109 97 (89) 23 (24)
FSO 7 (6) 7 (100) 1(14)
FS1 39 (36) 37 (95) 9 (24)
FS2 15 (14) 13 (87) 2 (15)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 4 (44)
Haploidentisch 39 (36) 31 (79) 7 (23)
Zahlen in Klammern: Prozent
Tag der ersten positiven PCR im Respirationstrakt Median 52
Min -14
Max 262
Dauer der CMV-Positivitat im Respirationstrakt (in Tagen) Median 7
Min 1
Max 64
75- Logrank-Test CMV im Rachen
p-Wert
FSO vs. FS1 0,4337
50 FSO vs. FS2 0,6803
% - FSO FSO vs. Geschw. 0,0543
25 - —— F$1 FSO vs. Haplo 0,4083
1 L . — FS2 FS1 vs. FS2 0,5583
Geschw  Fs1 vs. Geschw. 0,1684
0 'Lr-?j — Haplo  Fs1 vs. Haplo 0,9206
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs.  Geschw. 0,1272
Tag FS2 vs. Haplo 0,5340
Geschw. vs. Haplo 0,2201

Abbildung 3.7 Kumulative Inzidenz der CMV-Infektion im Respirationstrakt

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 20%, FS1 27%, FS2 15%, Geschw. 67%, Haplo

24%
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3.2.3. CMV im Urin

Ebenfalls als Screening-Untersuchung wurde die woéchentliche PCR auf CMV
im Urin durchgefihrt. Wie bereits oben erwahnt sind in die Auswertung die im
Rahmen des Screenings durchgefuhrten Untersuchungen auf das Immediate
Early Antigen mit eingeschlossen. Nur bei einem Kind konnte CMV zusatzlich
mittels Virusanzucht nachgewiesen werden. Insgesamt konnte bei 18 Kindern
eine CMV-Infektion/-Reaktivierung im Urin dokumentiert werde. Die Ergebnisse

der einzelnen Gruppen differierten nicht signifikant.

Tabelle 3.5 CMV-Infektion im Urin

CMV-Infektion

Zahl der Patienten untersucht pos PCR im Urin
gesamt 109 107 (98) 18 (17)
FSO 7 (6) 7 (100) 2 (29)
FS1 39 (36) 38 (97) 5(13)
FS2 15 (14) 15 (100) 2 (13)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 2 (22)
Haploidentisch 39 (36) 38 (97) 7 (18)

Zahlen in Klammern: Prozent

Tag der ersten positiven PCR im Urin Median 15
Min -19
Max 75
Dauer der CMV-Positivitat im Urin (in Tagen) Median 10
Min 1
Max 228
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Logrank-Test CMV im Urin

50+ p-Wert

0 FSO vs. FS1 0,2549
FSO vs. FS2 0,3243

304 FSO vs. Geschw. 0,1413

y .

° - FS0 FSO vs. Haplo 0,3901
20+ - FS1 FS1 vs. FS2 0,9927
o - - FS2 Egy vs. Geschw. 0,3143

Geschw g4 vs. Haplo 0,6785

I Sl L. L -7 vs. Geschw. 0,3255
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs. Haplo 0,7340
Tag Geschw. vs. Haplo 0,2616

Abbildung 3.8 Kumulative Inzidenz der CMV-Infektion im Urin

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 29%, FS1 14%, FS2 13%, Geschw. 0%, Haplo
17%

3.2.4. CMV-Erkrankung und CMV-bedingter Tod

Wahrend des Beobachtungszeitraums entwickelten insgesamt elf Kinder eine
CMV-Erkrankung. Als Manifestation bot sich achtmal eine interstitielle
Pneumonie, eine Hepatitis, eine Knochenmarkinsuffizienz, ein Kind wurde mit
CMV-assoziierter Enzephalitis sowie Mundschleimhautlasionen symptomatisch.
Sechs der acht an einer CMV-Pneumonie Erkrankten starben an dieser (75%),
ebenfalls das Kind mit der CMV-Hepatitis. Bei weiteren finf Kindern traten
Symptome auf, die eine CMV-Assoziation als moglich erscheinen lassen. Ein
eindeutiger Zusammenhang war hier aber nicht nachweisbar (interstitielle

Pneumonie, Hepatitis, KM-Insuffizienz).

Tabelle 3.6 CMV-Erkrankung und CMV-bedingter Tod

Zahl der CMV-Erkrankung CMV als Todesursache
Patienten  gesichert mdglich gesichert
gesamt 109 11 (10) 5 (5) 7 (6)
FSO 7 (6) 1(14) 0 1(14)
FS1 39 (36) 7 (18) 2 (5) 3(8)
FS2 15 (14) 1(7) 1(7) 1(7)
Geschwister 9 (8) 0 0 0
Haploidentisch 39 (36) 2 (5) 2 (5) 2 (5)

Zahlen in Klammern: Prozent
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Tag der ersten klinischen Symptome Median 64
Min 10
Max 120
CMV-bedingter Tod (Tag nach TP) Median 91
Min 31
Max 122

Logrank-Test CMV- Disease

301 p-Wert

FSO vs. FS1 0,5422
20 FSO vs. FS2 0,9421
. FsO FSO vs. Geschw. 0,2568
R ~ Fsi FSO vs. Haplo 0,8984
10-  F2 FS1 vs. FS2 0,4551
]L Geschw FS1 vs. Geschw. 0,1187
« Haplo FS1 vs. Haplo 0,1876
T % m 0 20 A w0 FS2 vs. Geschw. 02316
Tag FS2 vs. Haplo 0,8150
Geschw. vs. Haplo 0,2999

Abbildung 3.9 Kumulative Inzidenz der CMV-Erkrankungen
Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 14%, FS1 24%, FS2 15%, Geschw. 0%, Haplo

1%
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3.3. ADV

Insgesamt konnten bei 46 der 109 untersuchten Patienten eine ADV-
Reaktivierung bzw. Infektion im Stuhl, Blut wund/oder in anderen
Untersuchungsmaterialien wie Biopsien, Rachenspulwasser oder BAL
nachgewiesen werden. Bei 26 Patienten ist eine Virus-Typisierung erfolgt, dies

ist in folgender Tabelle dargestellt:

Tabelle 3.7 Haufigkeit der ADV-Infektion nach ADV-Typen

Subgruppen ADV-Typ
Zahl der Pat. Zahl der Patienten
A 4 (15) 12 3(11)
31 1(4)
B1 1(4) 3 1(4)
C 19 (73) 1 3(11)
2 11 (42)
5 1(4)
6 4 (15)
E 1(4) 4 1(4)
F 2 (8) 40 1(4)
41 1(4)

Zahlen in Klammern: Prozent
Typisierungen insges: 26 Pat.; ein Pat. Reaktivierung von Typ 2 und 6

3.3.1. ADV im Stuhl

Eine ADV-Infektion im Stuhl konnte insgesamt bei 42 Patienten nachgewiesen

werden, genaueres gibt folgende Tabelle wieder:

Tabelle 3.8 ADV-Infektion im Stuhl

Zahl der ADV-Infektion

Patienten untersucht  pos PCR/ AG-Nachweis im Stuhl
gesamt 109 93 (85) 42 (45)
FSO 7 (6) 7 (100) 6 (85)
FS1 39 (36) 31 (79) 12 (39)
FS2 15 (14) 15 (100) 8 (53)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 3(33)
Haploidentisch 39 (36) 31 (79) 13 (42)

Zahlen in Klammern: Prozent
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Tag des ersten positiven PCR/ AG-Nachweises im Stuhl Median 33

Min -6
Max 258
Dauer der ADV-Positivitat im Stuhl (in Tagen) Median 10
Min 1
Max 224

Insgesamt konnte anhand der kumulativen Inzidenz ein signifikanter
Unterschied der 4 untersuchten Gruppen nur zwischen den nicht-
angereicherten Fremdspendern und den CD34Fremdspendern nachgewiesen
werden (p-Wert 0,0355).

Die jeweilige Inzidenz ist dem folgenden Schaubild zu entnehmen:

Logrank-Test ADV im Stuhl
100+ et

FSO vs. FS1 0,0355
757 FSO vs. FS2 0,4442
% J . FSO FSO vs. Geschw. 0,1811
50+ FSO vs. Haplo 0,1472
r'—'J ~ FS1 FS1 vs. FS2 0,2913
25+ — FS2 FS1 vs. Geschw. 0,8365
Geschw o4 vs. Haplo 0,5085
I < e o 57 vs. Geschw. 0,4396
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs. Haplo 0,6758
Tag Geschw. _vs. Haplo 0,6472

Abbildung 3.10 Kumulative Inzidenz der ADV-Infektion im Stuhl

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 85%, FS1 43%, FS2 60%, Geschw. 33%, Haplo
47%

3.3.2. ADV im Blut
Mittels PCR konnten bei insgesamt 24 Kindern eine ADV-Infektion in den

Leukozyten und/ oder im Plasma nachgewiesen werden. (siehe Tabelle 3.9 )
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Tabelle 3.9 ADV-Infektion im Blut

Zahl der ADV-Infektion
Patienten untersucht pos PCR im Blut
gesamt 109 75 (69) 24 (32)
FSO 7 (6) 7 (100) 5(71)
FS1 39 (36) 23 (59) 6 (26)
FS2 15 (14) 14 (93) 4 (29)
Geschwister 9 (8) 8 (89) 2 (25)
Haploidentisch 39 (36) 23 (59) 7 (30)
Zahlen in Klammern: Prozent
Tag der ersten positiven PCR im Blut Median 40,5
Min -1
Max 302
Dauer der ADV-Positivitat im Blut (in Tagen) Median 20
Min 1
Max 185

Wie auch im Stuhl zeigt sich im Blut eine signifikant hdhere kumulative Inzidenz
der ADV-Infektionen bei den nicht-angereicherten Fremdspendern gegenuber
den CD34'Fremdspendern (p-Wert 0,0366). Fir die tGbrigen Gruppen konnte

kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Logrank-Test ADV im Blut
757 p-Wert

FSO vs. FS1 0,0366
FSO vs. FS2 0,2180
501 FSO vs. Geschw. 0,3170
% ' - FS0 FSO vs. Haplo 0,1980
r‘__] —— F$1 FS1 vs. FS2 0,6104
257 lr —~ FS2 FS1 vs. Geschw. 0,7961
p— Geschw  Fs1 vs. Haplo 0,4631
o ..F —— Haplo FS2 vs. Geschw. 0,9932
0 50 100 150 200 250 300 350 Fs2 vs. Haplo 0.7366
Geschw. vs. Haplo 0,8771

Tag

Abbildung 3.11 Kumulative Inzidenz der ADV-Infektion im Blut

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 71%, FS1 27%, FS2 61%, Geschw. 25%, Haplo
35%
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3.3.3. ADV in sonstigem Untersuchungsmaterial

Bei insgesamt 18 Kindern lieR sich ADV zusatzlich in anderen
Untersuchungsmaterialien  wie  Urin, Rachenspulwasser, BAL oder
Biopsiematerial nachweisen. Untersuchungen fanden hier nicht routinemafig
sondern nur bei klinischem Verdacht statt.

Eine Berechnung der kumulativen Inzidenz ist deshalb nicht sinnvoll.

Tabelle 3.10 ADV-Nachweis in sonstigem Untersuchungsmaterial

ADV-Infektion

Zahl der Patienten sonstige pos PCR

gesamt 109 18 (17)

FSO 7 (6) 2 (29)

FS1 39 (36) 7(18)

FS2 15 (14) 4 (27)

Geschwister 9(8) 2 (22)

Haploidentisch 39 (36) 3 (8)

Zahlen in Klammern: Prozent

Tag der ersten sonstigen positiven PCR Median 64,5
Min 7
Max 385

3.3.4. ADV-Disease und ADV-bedingter Tod

Symptomatisch wurden insgesamt 24 Kinder, wovon bei 18 eine eindeutige
ADV-Disease bestand. Ein signifikanter Unterschied bezilglich einer ADV-
assoziierten  Erkrankung konnte nur zwischen nicht-angereicherten
Fremdspendern und den Geschwisterspendern nachgewiesen werden. 6 Kinder
boten das Bild einer Enteritis, 3 ein Ulcus duodeni oder eine gastrointestinale
Blutung. In 7 Fallen manifestierte sich die ADV-Erkrankug als Hepatitis. Eine
Pneumonie zeigte sich bei 5 Kindern, ein Kind erlitt im Rahmen einer
fulminanten Infektion eine Enzephalitis. Eine hamatologische Beeintrachtigung
lag in 5 Fallen in Form einer Knochenmarkinsuffizienz, einer refraktaren Anamie
oder einer gesteigerten Hamophagozytose-Aktivitat vor. 4 Kinder entwickelten

ein ADV-assoziiertes Exanthem.
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Ein sicher ADV-bedingter Tod lag bei insgesamt 7 Kindern im Rahmen einer

fulminanten Infektion vor, bei 3 weiteren Kindern muss zumindest von einer

Mitbeteiligung von ADV ausgegangen werden.

Tabelle 3.11 ADV-Erkrankung und ADV-bedingter Tod

Zahl der ADV-Disease ADV als Todesursache

Patienten  gesichert maglich gesichert maglich
gesamt 109 18 (17) 6 (6) 7 (6) 3(3)
FSO 7 (6) 3 (43) 1(14) 1(14) 1(14)
FS1 39 (36) 6 (15) 3(8) 2 (5) 2 (5)
FS2 15 (14) 2 (13) 1(7) 2(13) 0
Geschwister 9 (8) 0 0 0 0
Haploidentisch 39 (36) 7(18) 1(3) 2 (5) 0

Zahlen in Klammern: Prozent

Tag der ersten klinischen Symptome Median 36
Min -3
Max 126
ADV-bedingter Tod (Tag nach TP) Median 72
Min 36
Max 392
75 Logrank-Test ADV-Disease
p-Wert
_ FSO vs. FS1 0,0749
504 FSO vs. FS2 0,2336
o, — FSO FSO vs. Geschw. 0,0107
 FS1 FSO vs. Haplo 0,0792
zs_r ' =, rop FS1 vs. FS2 0,8641
P o (51 e o
—— Haplo ’ ’
0+ . | | ; i i i FS2 vs. Geschw. 0,1363
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs. Haplo 0,8658
Tag Geschw. vs. Haplo 0,1420

Abbildung 3.12 Kumulative Inzidenz einer ADV-Erkrankung

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 57%, FS1 24%, FS2 26%, Geschw. 0%, Haplo

22%
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3.4. HHV6
Ein routinemaliges PCR-Screening auf HHV6 ist nur im Blut erfolgt, PCR-

Untersuchungen aus dem Respirationstrakt sind nur bei 41 Kindern (38%)
durchgefuhrt worden. Bei jeweils mehr als der Halfte der untersuchten Kinder
konnte im Beobachtungszeitraum zumindest voribergehend HHV6 mittels PCR
im Blut oder im Respirationstrakt nachgewiesen werden, sodass von einer
hohen Reaktivierungsrate ausgegangen werden muss. Die kumulative Inzidenz
ein Jahr nach Transplantation lag fur eine DNAamie in Leukozyten oder Plasma
bei 62%, fur einen Virusnachweis im Respirationstrakt bei 72%. Allerdings war
bei vielen Kindern diese Reaktivierung nur kurz, z. T. nur einmalig nachweisbar.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Untersuchungsgruppen bestand

nicht.

Tabelle 3.12 HHV6-Infektion

Zahl der HHV6-Infektion im Blut HHV6-Infektion im Rachen
Patienten untersucht pos PCR im Blut untersucht pos PCR im Rachen
gesamt 109 81 (74) 42 (52) 41 (38) 23 (56)
FSO 7 (6) 7 (100) 6 (86) 2 (29) 1 (50)
FS1 39 (36) 22 (56) 16 (72) 12 (31) 8 (67)
FS2 15 (14) 15 (100) 4 (27) 10 (67) 7 (70)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 4 (44) 3 (33) 1 (33)
Haploidentisch 39 (36) 28 (72) 12 (42) 14 (36) 6 (43)

Zahlen in Klammern: Prozent

Der Zeitpunkt der erstmalig positiven PCR lag um Tag 50 nach Transplantation
(Blut: Tag 54,5; Rachen: Tag 57), und damit im flr Virus-Reaktivierungen

typischen Zeitraum.

Tag der ersten positiven PCR im Blut Median 54,5
Min -13
Max 229
Dauer der HHV6-Positivitat im Blut (in Tagen) Median 5
Min 1
Max 258
Tag der ersten positiven PCR im Rachen/Sputum Median 57
Min -10
Max 308
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Dauer der HHV6-Positivitat im Sputum/Rachen (in Tagen) Median 21
Min 1
Max 108

Die folgenden Schaubilder stellen die kumulative Inzidenz von HHV6 im Blut

und im Respirationstrakt dar.

Logrank-Test HHV6 im Blut

100+ p-Wert

FSO vs. FS1 0,8148
757 . FSO vs. FS2 0,0608
o FSO VS. Geschw. 0,4598
° 50 —- FS0 FSO vs.  Haplo 0,1394

a.T_J - FS1 FS1 vs. FS2 0,0788

25 JJJr«—T"_ ~ — Fs2 FS1 vs.  Geschw. 0,5759
2 Geschw  ggq vs.  Haplo 0,1615

0 T Haplo FS2 vs. Geschw. 0,3773
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs.  Haplo 0,5359

Tag Geschw. vs. Haplo 0,7138

Abbildung 3.13 Kumulative Inzidenz der HHV6-Infektion im Blut

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 83%, FS1 75%, FS2 38%, Geschw. 68%, Haplo
52%

Logrank-Test HHV6 im Rachen
100~ p-Wert

FSO vs. FS1 0,7582
75- J:I:- — FSO vs. FS2 0,9318
. FSO vs. Geschw. 0,8864
% 50- -~ FSO FSO vs. Haplo 0,6122
‘] - Eg; FS1 vs. FS2 0,6499
25 FS1 vs. Geschw. 0,7232
Geschw £y vs. Haplo 0,6284
ot Ml gy vs. Geschw. 0,5557
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs. Haplo 0,4279
Tag Geschw. vs. Haplo 0,7344

Abbildung 3.14 Kumulative Inzidenz der HHV6-Infektion im Respirationstrakt

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 50%, FS1 78%, FS2 75%, Geschw. 100%, Haplo
70%
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Eine HHV6-assoziierte Erkrankung konnte in funf Fallen gesichert werden,
wobei jeweils zwei Kinder an einem Hamophagozytosesyndrom sowie an einem
Exanthem erkrankten, ein Kind an einer Enzephalitis. Die Symptome
manifestierten sich zwischen Tag 24 und 187 nach Transplantation (Median
118). Bei neun weiteren Patienten mit interstitieller Pneumonie, Exanthem oder
Knochenmarkinsuffizienz ist eine Beteiligung von HHV6 moglich.

Ein Kind starb im Rahmen einer disseminierten Virusinfektion mit hoher HHV6-
und ADV-Viruslast und HHV6-Enzephalitis. Ein weiteres Kind verstarb an einer
Aspergillose bei chronischer GvHD, moglicherweise auf dem Boden einer
HHV6-Reaktivierung.

Tabelle 3.13 HHV6-Erkrankung und HHV6-bedingter Tod

Zahl der HHV6-Disease HHV6 als Todesursache
Patienten  gesichert maoglich gesichert maoglich
gesamt 109 6 (5) 9(8)
FSO 7 (6) 1(14) 1(14)
FS1 39 (36) 3(8) 2 (5) 1(3)
FS2 15 (14) 1(7) 2 (13)
Geschwister 9 (8) 1(11)
Haploidentisch 39 (36) 4 (10)

Zahlen in Klammern: Prozent

Tag der ersten klinischen Symptome Median 118
Min 26
Max 187
3.5. EBV

Bei insgesamt 33 Kindern konnte wahrend des Beobachtungszeitraums EBV
mittels PCR im Blut nachgewiesen werden. Im Rachenspulwasser oder in einer
BAL gelang der Virusnachweis bei vier Kindern, weitere vier positive PCR-
Ergebnisse erbrachten Untersuchungen aus sonstigem Untersuchungsmaterial
wie Biopsien oder Liquorpunktion. Allgemein traten die EBV-Reaktivierungen
bzw. -Infektionen verhaltnismaRig spat auf, im Median an Tag 83 nach
Transplantation. Ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten

Gruppen konnte nicht nachgewiesen werden.
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Sechs Kinder zeigten EBV- assoziierte Symptome, im Median an Tag 115, drei
lediglich mit Fieber und/oder Lymphadenitis, eines mit Hepatitis und
Pneumonie. In zwei Fallen kam es jedoch zu einer EBV-assoziierten
lymphoproliferativen Erkrankung. Ein Kind starb infolge der Erkrankung, das
andere entwickelte ein malignes Non-Hodgkin-Lymphom, Uberlebte aber bis

zum Ende der Beobachtungsdauer.

Tabelle 3.14 EBV-Infektion und EBV-Erkrankung

Zahl der EBV-Infektion EBV-KIinik

Patienten untersucht pos PCRim Blut  EBV-Disease EBV-bedingter Tod
gesamt 109 84 (77) 33 (30) 6 (6) 1(1)
FSO 7(6)  7(100) 3 (43) 0
FS1 39 (36) 25 (64) 10 (26) 3(8)
FS2 15(14) 15 (100) 7 (47) 2 (13) 1(7)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 4 (44) 0

(

Haploidentisch 39 (36) 28 (72) 9 (32) 1(3)

Zahlen in Klammern: Prozent

Tag der ersten positiven PCR im Blut Median 83
Min 16
Max 328
Dauer der EBV-Positivitat im Blut (in Tagen) Median 68
Min 2
Max 257
Tag der ersten klinischen Symptome Median 115
Min 31
Max 1000
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Logrank-Test EBV im Blut

754 p-Wert
FSO vs. FS1 0,9269
50 T—‘—‘ FSO vs. FS2 0,1948
% J - FSO FSO vs. Geschw. 0,3337
T_._| —— F$1 FSO vs. Haplo 0,8523
25 — FS2 FS1 vs. FS2 0,0801
Geschw FS1 vs. Geschw. 0,1590
—— Haplo FS1 vs. Haplo 0,7014

0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 FS2 vs. Geschw. 0.6527
FS2 vs. Haplo 0,1194
Tag

Geschw. vs. Haplo 0,6344

Abbildung 3.15 Kumulative Inzidenz der EBV-Infektion im Blut

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 46%, FS1 53%, FS2 77%, Geschw. 58%, Haplo
46%

3.6. BK-Virus

Bei insgesamt 60 Kindern (57%) und damit relativ haufig kam es zu einer BK-
Virus-Reaktivierung bzw. Infektion. Diese traten sehr friih nach Transplantation
auf, im Median am Tag 10,5 nach Transplantation. 21 Kinder wurden in Form
einer hamorrhagischen Zystitis symptomatisch. Ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Haufigkeit einer Infektion oder klinischen Manifestation konnte
zwischen den zu untersuchenden Gruppen nicht nachgewiesen werden.
Anhand der hier erhobenen Daten scheint jedoch das Auftreten einer
hamorrhagischen Zystitis (HC) in den Gruppen der haploidentisch
Transplantierten und der Geschwisterspender seltener zu sein.

Genaues geben die folgenden Tabellen und Schaubilder wieder.

Tabelle 3.15 BKV-Infektionen und BKV-assoziierte hamorrhagische Zystitis

Zahl der BK-Virus-Infektion BK-Virus-Klinik

Patienten untersucht pos PCR im Urin  untersucht Hamorrhagische Zystitis
gesamt 109 106 60 (57) 109 (100) 21 (19)
FSO 7 (6) 7 (100) 4 (57) 7 2 (29)
FS1 39 (36) 39 (100) 23 (59) 39 10 (26)
FS2 15 (14) 14 (93) 11 (79) 15 4 (27)
Geschwister 9 (8) 9 (100) 4 (44) 9 1(11)

(

Haploidentisch 39 (36) 37 (94) 18 (49) 39 4 (10)

Zahlen in Klammern: Prozent

53



Tag der ersten positiven PCR

Dauer der BKV-Positivitat (in Tagen)

Tag der ersten klinischen Symptome

|

50
%

25

0-#

0

50

T T T T T T
100 150 200 250 300 350
Tag

Pt

FSO
FS1
FS2
Geschw
Haplo

Median 10,5
Min -10
Max 96
Median 29
Min 8
Max 197
Median 21
Min 4
Max 216
Logrank-Test BKV-Infektion
p-Wert
FSO vs. FS1 0,5633
FSO vs. FS2 0,8297
FSO vs. Geschw. 0,3101
FSO vs. Haplo 0,3521
FS1 vs. FS2 0,3763
FS1 vs. Geschw. 0,2416
FS1 vs. Haplo 0,5178
FS2 vs. Geschw. 0,0859
FS2 vs. Haplo 0,1666
Geschw. vs. Haplo 0,5220

Abbildung 3.16 Kumulative Inzidenz der BKV-Infektion im Urin
Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO0 57%, FS1 60%, FS2 79%, Geschw. 44%, Haplo

49%

50-
40+
30
%
20

104

0

il

0

50

T T T T T T
100 150 200 250 300 350
Tag

FSO
FS1
FS2
Geschw
Haplo

Logrank-Test BKV-Disease
p-Wert

FSO vs. FS1 0,9327
FSO vs. FS2 0,8592
FSO vs. Geschw. 0,3824
FSO vs. Haplo 0,2792
FS1 vs. FS2 0,8612
FS1 vs. Geschw. 0,3246
FS1 vs. Haplo 0,0970
FS2 vs. Geschw. 0,3373
FS2 vs. Haplo 0,1180
Geschw. vs. Haplo 0,9910

Abbildung 3.17 Kumulative Inzidenz der BKV-assoziierten HC
Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 31%, FS1 26%, FS2 27%, Geschw. 11%, Haplo

11%
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Fasst man allerdings alle Patienten, die Stammzellen eines verwandten
Spenders erhielten, zusammen und vergleicht sie mit allen Empfangern von
Fremdspender-Transplantaten, zeigt sich ein signifikanter Unterschied
bezlglich des Auftretens einer HC (11% vs. 25%, p=0,0462), wahrend sich die
Haufigkeit einer BK-Virurie auch in diesen Gruppen nicht signifikant
unterscheidet (48% vs. 64%, p=0,1288).

3.7. HSV

Ein Screening auf HSV mit mindestens zweimaliger PCR wahrend des
Uberwachungszeitraums ist bei lediglich 53 Kindern im Blut und 35 Kindern im
Respirationstrakt durchgefuhrt worden. Eine statistische Auswertung ist deshalb
nicht maoglich. Unter den untersuchten Kindern zeigten sieben eine
Reaktivierung im Plasma, neun im Respirationstrakt. Es handelte sich bei allen
Isolaten um HSV Typ1. Sechs Kinder entwickelten klinische Symptome im
Sinne einer Mukositis oder eines Herpes labialis. Ein Kind starb im Zuge einer

disseminierten HSV-Erkrankung.

Tag der ersten klinischen Symptome Median 80
Min 20
Max 297
3.8.vzZzV

Die Screening-Untersuchungen auf VZV wurden nicht routinemaRig
durchgefuhrt, sondern nur bei klinischem Verdacht auf eine VZV-assoziierte
Erkrankung. Insgesamt konnte bei drei Kindern VZV-DNA im Blut
nachgewiesen werden. Ein Kind erlitt eine schwere disseminierte VZV-
Erkrankung mit Retinitis und Enzephalitis und verstarb daran. Ein Kind
erkrankte an einer Osophagitis, die wahrscheinlich im Zusammenhang mit der
VZV-Reaktivierung stand. Bei insgesamt 12 Kinder trat ein Herpes zoster auf,

im Median an Tag 202 nach Transplantation.
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Tag der ersten klinischen Symptome Median 194

Min 116
Max 390

Logrank-Test VZV- Disease

307 p-Wert

FSO vs. FS1 0,3150
204 ' FSO vs. FS2 0,2263
% J — FSO FSO vs. Geschw. 0,2051
—~— FS1 FSO vs. Haplo 0,2495
10- 14— e FS2 FS1 vs. FS2 0,6909
L Geschw  FS' vs. Geschw. 0,6050
— Haplo FS1 vs. Haplo 0,6600
0 pad T T T T ] FS2 vs. Geschw. 0,9600
0 100 200 300 400 500 600 FS2 vs. Haplo 09186
Tag Geschw. vs. Haplo 0,8050

Abbildung 3.18 Kumulative Inzidenz einer VZV-Erkrankung

Ein Jahr nach Stammzelltransplantation: FSO 0%, FS1 10%, FS2 25%, Geschw. 25%, Haplo
23%

3.9. Parvo-B19-Virus

Bezuglich des Parvo-B19-Virus ist bei diesem Patientenkollektiv kein
routinemafiges Screening wahrend des Beobachtungszeitraums erfolgt. Eine
PCR im Blut oder aus Biopsiematerial ist nur bei klinischem Verdacht auf eine
Parvo-B19-assoziierte Erkrankung durchgeflihrt worden. Insgesamt ergaben die
durchgefuhrten Untersuchungen nur bei zwei Kindern eine positive PCR im
Blut. Bei einem der beiden Kinder konnte zeitgleich Parvo-B19-DNA im
Knochenmark nachgewiesen werden. Bei histologisch ausgepragter
Hamophagozytose und klinischer Zytopenie bestand bei diesem Kind der
Verdacht auf eine Assoziation mit der PB19-Infektion bei allerdings
vorbestehender hamophagozytischer Lymphohistiozytose. Bei drei weiteren
Kindern konnte das Parvo-B19-Virus mittels Hautbiopsie bei Exanthem

gesichert werden, bei einem Kind zusatzlich in einer Rektumbiopsie.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren hat sich die Transplantation hochangereicherter CD34"
und damit indirekt T-Zell-depletierter peripherer Blutstammzellen als Methode
etabliert, die das Risiko einer akuten oder chronischen GvHD auch bei nicht
vollstandiger HLA-ldentitdt des Spenders minimiert. So ist zum einen die
Maglichkeit einer haploidentischen Transplantation durch ein Elternteil mdglich
geworden, zum anderen kann meist auf eine Immunsuppression als GvHD-
Prophylaxe nach Transplantation verzichtet werden, ohne das Risiko einer
schweren GvHD in Kauf zu nehmen (Handgretinger R et al., 2001, Lang P et
al., 2003).

Allerdings besteht nach CD34"angereicherter Stammzelltransplantation
aufgrund der T-Zell-Depletion die Gefahr einer verspateten Immunrekonstitution
und damit, abhangig von der Grundkrankheit, ein haufigeres Auftreten von
Transplantatversagen, Rezidiven, EBV-assoziierter lymphoproliferativer
Erkrankung und Infektionen (Aversa F et al., 1998, Bornhauser M et al., 2002).
Besonders wahrend dieser Phase der Immunrekonstitution mit fehlender T-Zell-
Immunitat sind die Patienten durch schwere virale Infektionen gefahrdet
(Ljungman P, 1998). Vor allem nach haploidentischer Transplantation wird ein
erhohtes Infektionsrisiko aufgrund der verzogerten T-Zell-Regeneration
angenommen.

Anhand der hier ausgewerteten Daten ergab sich fur das gesamte Kollektiv
eine Wahrscheinlichkeit einer letalen Virusinfektion innerhalb des ersten Jahres
nach Transplantation von 16%. Dies entspricht auch dem Ergebnis in den
Gruppen der CD34%angereicherten Fremdspender (16%) und der
haploidentisch Transplantierten (15%). Somit ergibt sich keine signifikant
erhohte  virus-assoziierte  Mortalitat  gegenuber  nicht-angereicherten
Fremdspendern (29%) oder CD34"angereicherten Fremdspendern mit T-Zell-
Add-Back (21%). Zu ahnlichen Ergebnissen kommen auch Martino R et al., die
in ihrer Arbeit ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit eines
virus-assoziierten Todes zwischen unmanipuliertem und CD34"angereichertem

Fremdspendertransplantat nachweisen konnten (Martino R et al, 2001). Auch
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Crippa et al. beschreiben dies, wenn auch fur autologe Transplantationen
(Crippa F et al., 2002). Allerdings scheinen virus-bedingte Todesfalle in der
Gruppe der HLA-identischen Geschwisterspender deutlich seltener zu sein,
wenn auch hier, moéglicherweise aufgrund der geringen Gruppengrofie, nicht
signifikant. Die anhand dieser Daten erhobene Wahrscheinlichkeit eines virus-
assoziierten Todes lag ein Jahr nach Transplantation bei 0%. Gratwohl
veroffentlichte Daten mit einer Wahrscheinlichkeit von 1,4% (Gratwohl A et al.,
2005).

41.CMV

CMV-Infektion bzw. -Reaktivierung und CMV-Erkrankung ist eine seit vielen
Jahren bekannte schwere Komplikation nach Stammzelltransplantation. Dank
grolRer Fortschritte auf dem Gebiet der antiviralen Prophylaxe und Therapie,
insbesondere mit Acyclovir und Ganciclovir, und besserer diagnostischer
Mdglichkeiten konnte die Inzidenz sowohl von Infektion und Reaktivierung als
auch von symptomatischer Erkrankung und Tod deutlich reduziert werden.
Durch die zunehmende Zahl zum einen an Hoch-Risikopatienten, zum anderen
an Patienten, die ein T-Zell-depletiertes Transplantat eines alternativen
Spenders erhalten, bleibt die Gefahr durch CMV allerdings weiterhin aktuell.
Insbesondere der Late-onset-CMV-Erkrankung nach Beendigung der Aciclovir-
Prophylaxe kommt eine wachsende Bedeutung zu (Boeckh M et al., 2003). Eine
CMV-Infektion nach allogener HSCT wird in der Literatur in Abhangigkeit vom
Spendertyp und Graft Manipulation mit einer Haufigkeit von 24-45%
beschrieben (Martino R et al., 2003, Matthes-Martin S, et al., 2003, Miller W et
al., 1986). Insbesondere fur T-Zell-depletierte Transplantationen wird ein
erhohtes Risiko beschrieben (Couriel D et al., 1996).

In dieser Arbeit konnte bei insgesamt 39 der 109 Patienten (36%) mindestens
einmalig ein positiver CMV-Nachweis in mindestens einem
Untersuchungsmaterial gefuhrt werden. In 33 Fallen handelte es sich um eine
CMV-Reaktivierung bei sero-positivem Empfanger (R+), ein Kind wurde CMV-
positiv nach Transplantation durch sero-positiven Spender (D+). Bei 5 initial
sero-negativen Kindern wurde trotz ebenfalls negativem Spender passager

einmalig eine positive CMV-PCR im Blut (4x) oder im Urin (1x) dokumentiert.

58



Insgesamt konnte hdchstsignifikant haufiger eine CMV-DNAamie bei CMV-
positiven Empfangern gegenuber sero-negativen nachgewiesen werden (61%
vs. 14%, p< 0,0001).

Bei CMV-negativem Empfanger ergab sich in dieser Arbeit kein Unterschied
bezuglich einer CMV-Neuinfektion in Abhangigkeit vom Spender-Status
(p=0,3237). Ahnliches wird auch von Kollman beschrieben, wahrend Nichols
eine hohere Sterblichkeit bei D+/R- -Transplantation aufgrund von bakteriellen
und fungalen Infektionen schildert (Nichols WG et al., 2002, Kollman C et al.,
2001). Eine Erklarung fur die Beobachtung, dass bei positivem Spender nicht
wesentlich mehr Neuinfektionen auftraten, ist mdglicherweise die Tatsache,
dass aufgrund der CD34Anreicherung die Zahl der transplantierten, potentiell
infizierten Leukozyten extrem gering war. Denkbar ware auch, dass
Stammzellen per se nicht von CMV infiziert werden konnen.

Einen hochsignifikanten Einfluss hatte der Sero-Status des Spenders bei
seropositivem Empfanger (p= 0,0013). Signifikant haufiger fand sich eine
DNAamie bei Transplantation eines sero-positiven Empfangers durch einen
sero-positiven gegenuber einem sero-negativen Spender (84% vs. 41%).
Wahrend in der Literatur Einigkeit Uber das erhohte Risiko einer CMV-
Reaktivierung bei CMV-positivem Empfanger besteht, sind die Daten
uneinheitlich, ob das Risiko durch einen sero-positiven Spender erhdht oder
reduziert wird. Entgegen den hier ermittelten Ergebnissen zeigen Matthes-
Martin et al., dass eine Reaktivierung bei D+/R+-Transplantation verglichen mit
D-/R+ signifikant seltener ist (Matthes-Martin S, et al., 2003). Moglicherweise
liegt die Differenz der Ergebnisse daran, dass bei Matthes-Martin nicht-T-Zell-
depletierte Tansplantate verabreicht wurden, in dieser Arbeit aber vornehmlich
CD34" angereicherte und damit T-Zell-depletierte. Geht man von einem Immun-
Transfer durch die Transplantation aus, wie er von Nichols fur HSV beschrieben
wurde (Nichols WG et al., 2003), ist dieser Effekt bei CD34" angereicherten
Transplantaten madglicherweise geringer.

Bezlglich der Inzidenz einer CMV-Erkrankung oder Tod bestand in dieser

Arbeit kein Unterschied in Abhangigkeit vom Sero-Status.
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Die kumulative Inzidenz einer CMV-DNAamie betrug an Tag 100 nach
Transplantation 31%, ein Jahr nach Transplantation 35%. Die erste positive
PCR trat im Median an Tag 25 nach SCT auf. Insgesamt 24% der untersuchten
Kinder zeigten eine CMV-Reaktivierung im Respirationstrakt im Median an Tag
52 nach SCT, 17% im Urin im Median an Tag 15. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen bezuglich Spendertyp und Graft
Manipulation konnte nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt ist im untersuchten Kollektiv die Inzidenz einer CMV-Reaktivierung
trotz  aggressiver  T-Zell-Depletion und teils  HLA-haploidentischer
Transplantation sehr gering und entspricht fast der von Matthes-Martin
beschriebenen Inzidenz von 24% bei nicht T-Zell-depletiert transplantierten
Kindern (Matthes-Martin S, et al., 2003), obwohl vielfach ein erhdhtes Risiko
durch T-Zell-Depletion beschrieben wurde (Couriel D et al., 1996).
Moglicherweise ist diese dennoch niedrige Inzidenz durch eine rasche
Regeneration von NK-Zellen nach CD34" angereicherter Transplantation zu
erklaren. Diese Zellen regenerieren deutlich friher als die T-Zellen und besitzen
eine antivirale Aktvitat, die die Zeit bis zur T-Zell-Regeneration uUberbricken
kann (Handgretinger R et al., 2001, Lang P et al., 2003 u. 2004).

10% (n=11) der Kinder entwickelten eine manifeste CMV-Erkrankung, im
Median an Tag 64 nach SCT (Range 10-120). Acht Kinder erkrankten an einer
CMV-Pneumonie, jeweils eines an einer Hepatitis, einer Enzephalitis und einer
Knochenmarkinsuffizienz. Sechs der acht an Pneumonie erkrankten Kinder
starben (75%), ebenso das Kind mit Hepatitis. Die Gesamt-Mortalitat durch
CMV lag in diesem Kollektiv bei 6%, die Mortalitat bei manifester CMV-
Erkrankung betrug 55%. Eine Late-onset CMV-Erkrankung oder dauerhafte
DNAamie nach Tag 100 konnte nicht beobachtet werden.

4.2. ADV

Eine Adenovirusinfektion ist bei padiatrischen Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation eine haufige und besonders gefurchtete Komplikation,
die in den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung gewann, zumal bei
disseminierter Infektion oder schwerer manifester ADV-Erkrankung eine

Therapie mit den gangigen antiviralen Chemotherapeutika wie Ribavirin und
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Cidofovir oftmals ineffektiv ist (Flomenberg P et al., 1994, Chuang YY et al.,
2003, Hoffman JA et al., 2001, Bordigoni P et al., 2001).

In dieser Arbeit konnte bei insgesamt 46 der 109 untersuchten Patienten (42%)
innerhalb des Untersuchungszeitraums eine ADV-Infektion mindestens einmalig
in einem untersuchten Medium nachgewiesen werden, was den von Hoffman et
al. veroffentlichten Ergebnissen eines rein padiatrischen Kollektivs entspricht
(Hoffman JA et al., 2001). Fur die mit einem alternativen Spender
(Fremdspender, haploidentischer Elternteill oder Nabelschnurblut)
transplantierten Kinder betrug die Inzidenz einer ADV-Infektion dort sogar 62 %.
Diese Daten stehen einer vielfach veroffentlichten, wesentlich niedrigeren
Inzidenz von bis zu 21% gegenuber (Flomenberg P et al., 1994, Hale GA et al.,
1999, Howard DS et al., 1999, Bordigoni P et al., 2001, Chakrabarti S et al.,
2002). Dieser Unterschied ist dadurch zu begrinden, dass es sich bei dem
Kollektiv dieser Arbeit um ein rein padiatrisches handelt und daflir deutlich
héhere Infektionsraten im Vergleich zu Erwachsenen vorbeschrieben sind
(Flomenberg P et al., 1994). Aullerdem wurden in vielen Studien autologe
Transplantationen mit einbezogen, die ebenfalls ein niedrigeres Infektionsrisiko
haben (Hale GA et al., 1999, Howard DS et al., 1999). Des Weiteren ist der
Anteil an Kindern, die Stammzellen eines HLA-identischen
Geschwisterspenders erhielten, in dieser Arbeit sehr gering. Auch flr sie wird in
allen oben genannten Studien eine niedrigere Infektionsrate beschrieben.
Dieser Trend ist auch in dieser Arbeit zu erkennen, wenn auch maoglicherweise
aufgrund der kleinen Patientenanzahl weniger ausgepragt. Nicht zuletzt ist die
haufigere Detektion von ADV mdoglicherweise im Rahmen von sensitiveren
Nachweismethoden und erhdhter Aufmerksamkeit gegentber einer moglichen
ADV-Infektion zu interpretieren. Eine symptomatische ADV-Erkrankung trat bei
insgesamt 18 Kindern (17%) auf, d. h. bei 39% der infizierten Kinder. Einen
ADV-assoziierten Tod erlitten 7 Kinder (6%). Trotz der erhdhten Infektionsrate
liegt damit die anhand unserer Daten erhobene Mortalitatsrate unter den
bislang veroffentlichten Ergebnissen von 7- 38% (Flomenberg P et al., 1994,
Hale GA et al., 1999, Howard DS et al., 1999)
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Bei insgesamt 26 Patienten ist eine Virus-Typisierung erfolgt. Der weitaus
haufigste war der ADV-Typ 2 (42%), gefolgt von Typ 6 (15%), die beide der
Subgruppe C angehéren und v. a. bei Immunsupprimierten haufig mit
generalisierten Verlaufen einhergehen (Foster J, 2003). Bereits Chakrabarti
und Bordigini beschreiben in ihren Kollektiven Typ 2 als besonders haufig
(Chakrabarti S et al., 2002, Bordigoni P et al., 2001), der von Flomenberg als
haufig beschriebene Typ 35 trat hier nicht auf (Flomenberg P et al., 1994).

Der erstmalige ADV-Nachweis mittels PCR im Blut lag im Median an Tag 41
nach Transplantation, mittels PCR bzw. Antigen-Nachweis im Stuhl an Tag 33
und entspricht damit dem von Flomenberg beschriebenen deutlich friheren
Auftreten einer ADV-Infektion bei transplantierten Kindern verglichen mit
Erwachsenen.

Der Einfluss des Spendertyps und der Graft Manipulation auf das Auftreten
einer ADV-Infektion bzw. -Erkrankung nach allogener Stammzell-
Transplantation wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. Wahrend
Hoffman und Bordigoni einen signifikanten Unterschied zwischen
Geschwisterspendern und HLA-identischen Fremdspendern bzw.
haploidentischen Spendern beschreiben, bestand in den Studien von Hale und
Howard kein Unterschied zwischen diesen Gruppen. Chakrabarti diskutiert ein
erhdhtes Risiko bei T-Zell-depletierten Transplantationen.

Die Daten dieser Arbeit ergaben ein signifikant haufigeres Auftreten einer ADV-
Infektion sowohl im Blut (p=0,0366) als auch im Stuhl (p=0,0355) in der Gruppe
der Empfanger nicht-angereicherter Fremdspender-Stammzellen gegenuber
denen von CD34%angereicherten Fremdspendern. In dieser Gruppe war
ebenfalls eine ADV-Erkrankung haufiger, signifikant allerdings nur gegenuber
den Empfangern HLA-identischen Geschwisterspendern (p=0,0107), in deren
Gruppe keine ADV-Erkrankung auftrat. Allerdings trat die ADV-Erkrankung bei
zumindest einem der vier erkrankten Kinder dieser Gruppe bei zusatzlicher
schwerer cGVHD zu einem eher spaten Zeitpunkt auf, ein zweites Kind
entwickelte die ADV-Erkrankung unter persistierendem Non-Engraftment.
Festzuhalten ist zusatzlich, dass die Gruppe der durch nicht-angereicherte

Fremdspender Transplantierten sehr klein und deshalb fur Fehler sehr anfallig
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war. Ein haufigeres Auftreten einer ADV-Infektion bzw. -Erkrankung bei
haploidentisch transplantierten Kindern konnte hier nicht nachgewiesen werden.
Dies steht im Einklang mit neueren Studien, die vor allem die Wichtigkeit der T-
Zell-Regeneration nach Stammzelltransplantation zur effektiven ADV-
Bekampfung in den Mittelpunkt stellen. Feuchtinger et al. konnten auch nach
haploidentischer Transplantation eine rasche T-Zell-Regeneration nachweisen
(Feuchtinger T et al., 2005a).

4.3. HHV6

Fir HHV6 werden nach SCT sehr hohe Reaktivierungsraten beschrieben.
Diese liegen zwischen 33 und 48% (Yoshikawa T et al., 1991, 2002, |hira M et
al., 2002, Zerr DM et al., 2005, Yamane A et al., 2007). Die Reaktivierung findet
meist zwei bis vier Wochen nach Transplantation statt. Neben einer
Knochenmarksuppression oder Hamophagozytosesyndromen treten
zunehmend die HHVG6-assoziierte interstitielle Pneumonie und Encephalitis in
den Mittelpunkt des Interesses.

Im hier vorliegenden Kollektiv betrug die kumulative Inzidenz einer DNAamie
ein Jahr nach SCT 62%. Dies scheint sehr hoch. Berlcksichtigt man allerdings,
dass in dieser Arbeit sowohl ein PCR-Nachweis im Plasma als auch in den
Leukozyten gewertet wurde, verwundert die hohe Inzidenz nicht. Wird allein das
Plasma betrachtet, liegt die Inzidenz bei 32% und ist damit eher niedrig. Eine
auf HHV®6 positive PCR in den Leukozyten ist namlich bei sensitivem Verfahren
auch bei immunkompetenten Gesunden madglich und entspricht dann dem
Nachweis des latent vorliegenden Virus und damit einem falsch positiven
Ergebnis. Hingegen spricht eine positive PCR im Plasma fur eine aktive Virus-
Replikation bzw. -Infektion (Zerr DM et al., 2005, Yoshikawa T et al., 2002).
Dagegen ist eine ansteigende Viruszahl auch in den Leukozyten ein guter
Parameter, diese wurde in dieser Arbeit jedoch nicht erfasst.

Ein signifikanter Unterschied konnte zwischen den Gruppen nicht dargestellt
werden, insbesondere zeigte sich keine erhdhte Inzidenz einer HHVG-
Reaktivierung in der Gruppe der haploidentisch transplantierten Kinder. Dies

stent im Gegensatz zu den Ergebnissen von Yamane et al.,, die eine
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Transplantation durch einen HLA-mismatched Spender als Risikofaktor
beschreiben. Auch die hohe Inzidenz einer HHV6-Enzephalitis von 11,6% nach
T-Zell-Depletion durch Atemtuzumab wurde in diesem Kollektiv trotz indirekter
T-Zell-Depletion durch CD34" Anreicherung bei einer GroRzahl der Patienten
nicht dokumentiert. Lediglich ein Kind entwickelte eine Encephalitis und
verstarb in deren Verlauf.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit keine erhohte Morbiditat oder Mortalitat
weder aufgrund des HLA-Mismatch der haploidentisch Transplantierten noch

aufgrund der CD34" Anreicherung nachgewiesen werden.

4.4. EBV

EBV-Reaktivierung insbesondere mit EBV-assoziierter lymphoproliferativer
Erkrankung (LPD) ist eine schwerwiegende Komplikation nach allogener
Stammzelltransplantation (Zutter et al., 1988). Insbesondere mit Einflhrung der
T-Zell-depletierten Transplantation ist die Haufigkeit einer LPD von ungefahr 1-
2% bei Transplantation unmanipulierter Stammzellen (Zutter et al., 1988) auf
bis zu 20% angestiegen (Gross TG et al, 1999, Curtis RE et al., 1999, Meijer E
et al., 2002, Juvonen E et al., 2003). Eine manifeste LPD geht mit einer extrem
hohen Mortalitédt von bis zu 90% einher (Gross TG et al., 1999, van Esser JW
et al., 2001).

Im hier untersuchten Kollektiv betrug die kumulative Inzidenz einer EBV-
Reaktivierung ein Jahr nach Stammzelltransplantation 56%. Alle
Reaktivierungen traten innerhalb des ersten Jahres auf, ein signifikanter
Unterschied zwischen den funf Untersuchungsgruppen konnte nicht
nachgewiesen werden. Insbesondere zeigte sich auch nach T-Zell-depletierter
oder haploidentischer Transplantation keine hdhere Inzidenz (56% bei T-Zell-
Depletion, 57% ohne T-Zell-Depletion, 44% bei Haploidentischen). Dies steht
im Widerspruch zu den von van Esser veroffentlichten Daten, die, allerdings bei
einem pra-Transplantation rein sero-positiven Kollektiv, eine signifikant hohere
Reaktivierungsrate nach T-Zell-Depletion beschreiben (65% vs. 31%) (van

Esser JW et al., 2001). Eine Korrelation mit der transplantierten CD34" -Menge,
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die van Esser ebenfalls als Risikofaktor beschreibt, wurde hier nicht explizit
untersucht.

Bezuglich des Auftretens einer LPD fuhren die Daten dieser Arbeit jedoch zu
einem vergleichbaren Ergebnis. Eine EBV-Erkrankung entwickelten auch hier
nur Kinder, die ein T-Zell-depletiertes Transplantat erhielten. Drei Kinder
entwickelten ein mononukleose-ahnliches Krankheitsbild mit Fieber und/ oder
Lymphadenitis, ein Kind eine Pneumonie und Hepatitis, zwei weitere Kinder
eine manifeste LPD (1,8%). Die Symptome traten im Median an Tag 115 nach
Transplantation auf. Ein Kind starb im Rahmen der LPD mit zusatzlicher EBV-
Pneumonie, ein weiteres Kind entwickelte ein malignes Non-Hodgkin-
Lymphom, war aber zum Ende des Beobachtungszeitraumes 400 Tage nach
Erstdiagnose am Leben. Beide Kinder hatten ein CD34" angereichertes
Fremdspender-Transplantat erhalten, das verstorbene Kind zusatzlich ein T-
Zell-Add-Back.

Insgesamt konnte hier somit kein erhohtes Risiko einer EBV-LPD nach
haploidentischer Transplantation dargestellt werden. Zu ahnlichen Ergebnissen
kommen auch Lynch et al., die ebenfalls kein erhdhtes Risiko nach HLA-
Mismatch Transplantation durch einen Verwandten beschreiben (Lynch BA et
al., 2003).

Mit 2,2% liegt die Inzidenz einer EBV-LPD unter allen CD34"Angereicherten
dieses Kollektivs weit unter dem Wert, der sonst bei rein T-Zell-depletierten
Kollektiven beobachtet wurde. Daher kann angenommen werden, dass die
indirekte Depletion von B-Zellen im Rahmen der CD34"-Positivanreicherung

eine ausreichende Prophylaxe gegenuber einer EBV-LPD darstellt.

4.5. BK-Virus

Nachdem in den 1980er Jahren erstmals die Assoziation zwischen dem BK-
Virus und der hamorrhagischen Zystitis (HC) nach
Knochenmarkstransplantation beschrieben wurde (Arthur RR et al., 1986),
gewinnt das BK-Virus in den letzten Jahren zunehmend Bedeutung als haufiges
Pathogen nach Organtransplantation und hamatopoetischer

Stammgzelltransplantation, zumal es mit einer hohen Morbiditat und teils auch
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Mortalitat verbunden ist. Generell wird die Inzidenz einer BK-Virurie nach SCT
mit bis Uber 50% beschrieben (Bedi A et al., 1995, Chakrabarti S et al., 2003),
erste Studien zur Inzidenz einer Viramie geben Werte bis 35% an (Erard V et
al., 2004). Die Haufigkeit einer HC liegt zwischen 10 und 40% (Erard V et al.,
2004, Arthur RR et al., 1986, Hirsch HH et al., 2003, Bedi A et al., 1995, El-
Zimaity M et al., 2004, Leung AY et al., 2001, Giraud G et al., 2006).

Mdgliche Risikofaktoren flir die Reaktivierung des Virus sowie fur die
Manifestation als HC werden derzeit noch kontrovers diskutiert. Wahrend Leung
und Chakrabarti ein signifikant haufigeres Auftreten einer HC bei schwerer
akuter GvHD beschreiben, sehen Bedi, Erard und El-Zimaity hier keinen
Zusammmenhang. Ebenso uneinheitlich ist die Datenlage bezuglich allogener
gegenuber autologer Transplantation. Leung weist signifikant haufiger ein HC
bei allogen Transplantierten nach, Bedi schatzt das Risiko in beiden Gruppen
gleich ein. Zum Effekt einer T-Zell-Depletion sind Daten auferst rar, lediglich
Chakrabarti vermutet dadurch eine héhere Inzidenz einer BK-Urie. Erard konnte
eine zusatzlich CMV-Reaktivierung als Risikofaktor nachweisen.

Das mediane Auftreten einer HC wird in den oben angefuhrten Studien
zwischen Tag 9-23 nach SCT beschrieben.

In jungerer Zeit vermehren sich die Hinweise, dass Empfanger von
Stammzellen unverwandter Spender ein héheres Risiko einer BK-Reaktivierung
und einer HC tragen (Giraud G et al., 2006, El-Zimaity M et al., 2004,
Chakrabarti S et al., 2003).

In der hier vorliegenden Arbeit lag die kumulative Inzidenz einer Virurie am Tag
100 nach SCT bei 55%, die Virurie trat im Median an Tag 10,5 auf (Range -10
bis 95). Zeitlich verzégert mit einem Median an Tag 21 trat bei 19% aller Kinder
eine HC auf. In den fur diese Arbeit zusammengestellten
Untersuchungsgruppen ergab sich hier kein signifikanter Unterschied weder fur
die Reaktivierung noch fir die HC. Fasst man allerdings alle Patienten, die
Stammzellen eines verwandten Spenders erhielten, zusammen und vergleicht
sie mit allen Empfangern von Fremdspender-Transplantaten, zeigt sich ein
signifikanter Unterschied bezuglich des Auftretens einer HC (11% vs. 25%,

p=0,0462). Ein Unterschied zeichnet sich in diesen Gruppen auch hinsichtlich
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einer BK-Virurie ab, ist aber nicht signifikant (48% vs. 64%, p=0,1288). Dieses
Ergebnis deckt sich mit den von El-Zimaity und Erard veroffentlichten Daten.
Eine Erklarung hierflr steht bislang noch aus, sodass eine weitergehende
Aufklarung des Pathomechanismus der BK-induzierten HC notwenig ist.

Der Einfluss einer T-Zell-Depletion des Transplantates auf die BKV-
Reaktivierung und Erkrankung konnte hier aufgrund der geringen Patientenzahl
der nicht-angereicherten Gruppe nicht explizit untersucht werden. Insgesamt
scheint aber eine T-Zell-Depletion keine wesentliche Rolle zu spielen. Um diese

Annahme zu stutzen sind aber weitere Untersuchungen natig.

4.6. HSV

Obwohl HSV-Reaktivierungen vor allem in der frihen Phase nach
Stammzelltransplantation friher mit Gber 80% bei sero-positiven Empfangern
sehr haufig waren und schwere disseminierte Verlaufe verursachen kénnen,
sind diese dank der Moglichkeit einer effektiven antiviralen Prophylaxe und
Therapie mit Acyclovir heute selten (Einsele H et al., 2001, Ljungman P, 1998,
Wade JC et al., 1984). Hin und wieder treten allerdings Acyclovir-resistente
Stamme auf, die dann zu Komplikationen fihren kénnen (Ljungman P et al.,
1990, Wade JC et al., 1983).

Inzidenzen von HSV-Mukositis von 8% und schwere Verlaufe mit disseminierter
Infektion von 2 % werden weiterhin beschrieben (Maltezou HC et al., 2000, van
Kraaij MG et al., 2002). Fur Empfanger alternativer Spender (Fremdspender
oder HLA-Mismatch) werden dort sogar Inzidenzen bis 13% beschrieben.

Eine HSV-Reaktivierung trat in diesem Kollektiv bei neun von 35 (26%)
untersuchten Kindern im Speichel oder Respirationstrakt auf, bei sieben von 53
(13%) im Plasma. Insgesamt sechs Kinder (5,5%), alle aus den sowohl
angereicherten als auch nicht-angereicherten  Fremdspendergruppen,
entwickelten eine HSV-Mukositis oder einen Herpes labialis. Ein haploidentisch
transplantiertes Kind (0,9%) erlitt eine disseminierte HSV-Infektion und verstarb
in deren Verlauf.

Insgesamt scheint somit das Risiko einer HSV-Erkrankung unter CD34"

angereicherten Transplantat-Empfangern verglichen mit den oben genannten
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Arbeiten nicht erhdht zu sein. Die Frage, ob das Risiko unter haploidentisch
Transplantierten erhoht ist, lasst sich aufgrund der insgesamt niedrigen
Inzidenz nicht sicher beantworten. Mit 2,5% liegt aber auch die Inzidenz allein
unter den Haploidentischen im Bereich der Werte, die in oben genannten

Studien fur das Gesamtkollektiv beschrieben wurden.

4.7.VZV

Das Auftreten einer VZV-Infektion oder Reaktivierung im Sinne eines Herpes
Zoster oder als Windpocken ist eine haufig beschriebene Komplikation nach
Stammzelltransplantation. Die Haufigkeit einer VZV-Erkrankung nach
Stammzelltransplantation wird mit 12-73% beschrieben (Leung TF et al., 2000,
Maltezou HC et al., 2000, Martino R et al., 2001, Leung AY et al., 2002). Die
Erkrankung tritt meist zwischen dem vierten bis sechsten Monat nach
Transplantation auf.

In dieser Arbeit erkrankten insgesamt 12 Kinder an einem Herpes Zoster, ein
Kind erlitt eine schwere Osophagitis, die wahrscheinlich VZV-assoziiert war.
Damit betragt die kumulative Inzidenz ein Jahr nach Transplantation 16%. Im
Median trat die Erkrankung an Tag 194 nach Transplantation auf (Range116 -
390). Ein Kind mit initialem Herpes zoster entwickelte einen letalen Verlauf
einer disseminierten VZV-Erkrankung mit Enzephalitis. Bei diesem und zwei
weiteren Kindern konnte VZV mittels PCR im Blut nachgewiesen werden.
Insgesamt ist die Inzidenz einer VZV-Erkrankung in diesem Kollektiv verglichen
mit den oben genannten Studien eher niedrig. Ein signifikanter Unterschied
zwischen Empfangern CD34"angereicherter gegeniiber unmanipulierter
Stammzellen, wie Martino ihn beschreibt (19 vs. 12%, p=0,05), konnte hier nicht
nachgewiesen werden, obwohl unter den Empfangern nicht-angereicherter
Fremdspender-Stammzellen keine VZV-Erkrankung auftrat. Aufgrund der

geringen Patientenzahl ist die Aussage hier aber eingeschrankt.
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4.8. PB19

Eine Infektion durch das Parvo-B19-Virus ist eine seltene, aber oftmals
schwerwiegende Komplikation nach Stammzelltransplantation. Neben Anamie,
Leukopenie und Thrombopenie werden auch Falle einer Hepatitis, Pneumonie
oder Myocarditis, teils mit Todesfolge beschrieben (Schleuning M et al., 1999,
Broliden K et al., 2001, Eid AJ et al., 2006). Insbesondere Eid beschreibt in
seinem Kollektiv eine hohe Inzidenz einer BP19-Infektion mit 15% bei einer
Mortalitat von 7%. Ob es sich bei PB19-Infektionen um Neu-Infektionen oder
um eine Virus-Reaktivierung handelt, ist aktuell noch Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussion (Broliden K et al., 2001).

In diesem Kollektiv war die Inzidenz einer PB19-Infektion sehr gering. Eine
DNAamie konnte nur bei zwei der 109 Kinder nachgewiesen werden, allerdings
war hier kein routinemaRiges Screening erfolgt, eine Untersuchung erfolgte nur
bei klinischem Verdacht. Bei einem der beiden Kinder konnte zusatzlich PB19-
DNA mittels PCR im Knochenmark nachgewiesen werden. Ob die klinisch
bestehende Panzytopenie mit erhohter Hamophagozytoseaktivitat bei
vorbestehender sekundarer hamophagozytischer Lymphohistiozytose im
Rahmen der PB19-Infektion agraviert wurde, ist nicht eindeutig zu klaren. Bei
weiteren drei Kindern wird die Genese eines Exanthems bei positivem DNA-
Nachweis in der Hautbiopsie dem Parvo-B19-Virus zugeschrieben. Ob
Empfanger eines T-Zell-depletierten oder haploidentischen Transplantats ein
héheres Risiko einer PB19-Infektion tragen, ist hier aufgrund der ohnehin

niedrigen Inzidenz nicht beantwortbar.

4.9. Schlussfolgerung

Die Transplantation von hochangereicherten CD34" Stammzellen von
haploidentischen Spendern ist inzwischen ein etabliertes Verfahren mit guten
Ergebnissen bezuglich Engraftment und Langzeituberleben, sodass eine
derartige Transplantation immer dann in Erwagung gezogen werden sollte,
wenn kein anderer passender Spender verfugbar ist (Lang P et al., 2004). Auch

hinsichtlich virus-assoziierte Morbiditat oder Mortalitat liel? sich in dieser Arbeit
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insbesondere im Vergleich zu CD34"angereicherten HLA-identischen
Fremdspendern kein erhohtes Risiko nachweisen.

Fir CMV konnte auch fiir die CD34"angereichert transplantierten Kinder eine
bemerkenswert niedrige Inzidenz einer DNAamie von 31% sowie eine Mortalitat
von nur 6% nachgewiesen werden.

Mit einer Inzidenz von 42%, einer Morbiditat von 17% und einer Mortalitat von
6% tragen Adenovirus-Infektionen wesentlich zur transplantationsbedingten
Morbiditat und Mortalitat bei padiatrischen Patienten bei. Fur die
haploidentische Transplantation konnte jedoch kein erhohtes Infektionsrisiko
gegenuber der CD34"angereicherten Fremdspender-Transplantation
nachgewiesen werden. Verglichen mit anderen padiatrischen Kollektiven ergab
sich auch kein erhoéhtes Risiko der CD34"angereicherten Transplantat-
Empfanger insgesamt.

Trotz T-Zell-Depletion war die Inzidenz einer EBV-LPD bemerkenswert gering.
HHV6, HSV, VZV sowie das ParvoB19-Virus zeigten in diesem Kollektiv
verglichen mit anderen Studien eine eher geringe Inzidenz einer Erkrankung.
Ein erhéhtes Risiko durch die CD34"Anreicherung oder haploidentische
Transplantation ergab sich nicht.

Auch fur das BK-Virus konnte kein gehauftes Auftreten einer Infektion oder
Erkrankung bei haploidentisch transplantierten Kindern nachgewiesen werden,
vielmehr erkrankten signifikant mehr Kinder an einer BK-assoziierten
hamorrhagischen Zystitis, die Stammzellen eines Fremdspenders, gleich
welcher Graft Manipulation, und nicht von einem Familienmitglied erhielten.
Eine weitere Aufklarung des Pathomechanismus der BK-HC kdnnte dieses
Phanomen ursachlich klaren.

Eine signifikant erhohte virus-assoziierte Morbiditat und Mortalitat in der Gruppe
der haploidentisch oder der allgemein CD34"angereichert transplantierten
Kinder konnte hier fur keines der Viren nachgewiesen werden.

Dennoch ist ein engmaschiges virologisches Screening notwendig, um in
Verbindung mit weiteren Fortschritten auf dem Gebiet der antiviralen Therapie
die Morbiditat durch virale Infektionen weiter zu senken. Hier sind vor allem
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Ergebnisse mit adoptivem T-Zell-Transfer, insbesondere auch in der

Prophylaxe und Therapie der CMV- und ADV-Infektion, erfolg versprechend.

71



5. Zusammenfassung

Die Transplantation von hochangereicherten CD34" Stammzellen von
haploidentischen Spendern ist inzwischen ein etabliertes Verfahren mit guten
Ergebnissen bezlglich Engraftment und Langzeitiberleben. Virusinfektionen
bleiben jedoch ein wesentlicher Grund von Morbiditat und Mortalitat bei diesen
Patienten.

Ziel dieser Arbeit war es, die Haufigkeit von Virusinfektionen in Abhangigkeit
vom Spendertyp und von der Graft-Manipulation zu untersuchen.

Far das untersuchte Kollektiv ergab sich eine 3-
Jahresuberlebenswahrscheinlichkeit von 56%, letale Virusinfektionen traten mit
einer kumulativen Inzidenz von 16% ein Jahr nach HSCT auf. Eine signifikante
Differenz zwischen den untersuchten Gruppen konnte jeweils nicht
nachgewiesen werden.

Sowohl! fir allgemein CD34" angereicherte als auch fur haploidentisch
transplantierte Kinder konnte hier eine geringe Inzidenz einer CMV-DNA&mie
(31%) sowie eine geringe CMV-Mortalitat (6%) nachgewiesen werden.

Von zunehmender Bedeutung nach T-Zell-depletierter Transplantation ist eine
ADV-Infektion mit einer Inzidenz von 42% und einer Mortalitdt von ebenfalls
6%. HHV6, HSV, VZV sowie das ParvoB19-Virus zeigten jeweils eine geringe
Erkrankungs-Inzidenz. Trotz T-Zell-Depletion war die Inzidenz einer EBV-LPD
bemerkenswert gering.

Die Inzidenz einer BK-Virurie betrug 55%, die einer BK-assoziierten
hamorrhagischen Zystitis 19%.

Es stellte sich insgesamt kein signifikant erhdhtes Infektionsrisiko oder eine
erhdhte Mortalitdt unter den haploidentisch oder CD34"  angereichert
transplantierten Kindern dar. Trotzdem ist ein engmaschiges virologisches
Screening notwendig, um Infektionen entsprechend frihzeitig zu behandeln.
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