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1  Einleitung

Die transplantationsassoziierte thrombotische Mikroangiopathie (ta-TMA) gehdrt zu
den thrombotischen Mikroangiopathien, zu denen auch die TTP und das HUS geho-
ren (Besbas et al. 2006). Sie zeichnen sich pathomechanistisch durch eine gemein-
same Endstrecke aus: Es kommt zum thrombotischen Verschluss kleinerer Gefal3e
bei gleichzeitiger hamolytischer Anamie durch die mechanische Zerstérung von
Erythrozyten. Dies fuihrt zum vermehrten Auftreten von Fragmentozyten. Durch den
Verbrauch von Blutplattchen zeigt sich im Blutausstrich meistens eine Thrombozyto-
penie. Die Aktivitat der Laktatdehydrogenase (LDH) im Plasma ist zudem haufig er-
hoht. Die aPTT und die Thromboplastinzeit (Quick) liegen in der Regel im Normbe-
reich. Der Verschluss kleinerer Gefal3e fuhrt zur Ischamie und daraus resultierend
zur Funktionseinschrénkung der betroffenen nachgeschalteten Organe, beispielswei-
se zu einem Anstieg des Kreatinins als laborchemischer Hinweis auf Funktionsaus-
falle der Nieren oder zu einer neurologischen Symptomatik als Zeichen von Ver-
schliissen in den kleinen GeféalRen des zentralen Nervensystems. Diese gemeinsame
Endstrecke ist allerdings, dem Krankheitsbild entsprechend, die Folge eines jeweils
anderen Auslosers (Studt 2008).

Eine transplantationsassoziierte TMA steht in zeitlichem Zusammenhang mit einer
allogenen Stammzelltransplantation (Martinez et al. 2005), einem Verfahren, das zur
Therapie von einigen malignen und nicht-malignen Erkrankungen des blutbildenden
Systems indiziert sein kann, beispielsweise bei akuten oder chronischen Leuk&mien,
myelodysplastischen Syndromen, bei multiplen Myelomen, Lymphomen sowie der
schweren aplastischen Andmie (Aschan 2006).

Durch Konditionierung des Empfangers mittels Chemotherapie, Immuntherapie
und/oder Bestrahlung wird neben der Behandlung der malignen Erkrankung das
blutbildende System bzw. das Immunsystem des Empfangers auf die Transplantation
vorbereitet. Als Transplantat dient stammzellangereichertes peripheres Blut oder
Knochenmarkblut von einem Familienspender (MRD [matched related donor]) oder
einem nicht-verwandten Fremdspender (MUD [matched unrelated donor]), das be-
zuglich der Hauptgewebemerkmale (HLA [human leukocyte antigen]-Merkmale) mit
dem Spender kompatibel ist. Nach der Infusion siedeln sich die darin enthaltenen
Stammzellen im Knochenmark an, proliferieren und Ubernehmen die Blutbildung
(Aschan 2006, Dreger und Ho 2006).



Die allogene Stammzelltransplantation ist fiir eine Reihe maligner Erkrankungen der
Hamatopoese die einzige potenziell kurative Therapieoption. Sie ist jedoch mit einem
hohen Mortalitdts- und Morbiditatsrisiko behaftet. Zu den Therapie-assoziierten
Komplikationen gehort auch die ta-TMA (Copelan 2006, Batts und Lazarus 2007).

Fur die transplantationsassoziierte thrombotische Mikroangiopathie wird eine multifa-
ktorielle Genese angenommen, wobei der genaue Pathomechanismus nicht im Detail

bekannt ist. Es sollen folgende Faktoren zur Entstehung beitragen:

Immunsuppression mit Calcineurininhibitoren (CNI): Ciclosporin A (Holler et al.

1989) oder Tacrolimus (Nakamae et al. 2006),

- intensive Konditionierungsschemata (Hahn et al. 2004), insbesondere mit dem
Einsatz hochdosierter Chemotherapie (z. B. Nakamae et al. 2006 (fur hoch-
dosiertes Busulfan)) und/oder ionisierender Strahlung (z. B. Uderzo et al. 2006),

- systemische Infektion mit opportunistischen Erregern, insbesondere mit Pilzen
oder dem Zytomegalievirus (CMV) (Roy et al. 2001), und

- Graft-versus-Host Disease (GvHD) (Fuge et al. 2001).

Sie fuhren direkt oder indirekt zu einer Endothelschadigung und -dysfunktion sowie

zu einem prokoagulatorischen und proinflammatorischen Zustand, infolgedessen

sich die bereits beschriebenen mikroangiopathischen Veranderungen manifestieren
kénnen. Das jeweilige Ausmald der ta-TMA wird durch die Lokalisation sowie das

Ausmald der Endothelschadigung und den Grad der prothrombotischen Tendenz be-

stimmt (Pettitt und Clark 1994, Stavrou und Lazarus 2010).

Als zusatzliche Risikofaktoren werden unter anderem ein Transplantatempfanger

weiblichen Geschlechts (Fuge et al. 2001) sowie die HLA-Mismatch- und Fremd-

spendertransplantation (Roy et al. 2001) genannt.

Die Therapieoptionen beim Auftreten einer ta-TMA werden in Tabelle 1-1 vorgestellt.

Nicht zuletzt wegen der unspezifischen klinischen und laborchemischen Symptoma-
tik gelten bis heute fur die transplantationsassoziierte TMA keine allgemein aner-
kannten Diagnosekriterien. In einer Ubersicht von George et al. aus dem Jahr 2004
wurden 35 Arbeiten mit Primardaten zur ta-TMA untersucht, in denen 28 verschiede-
ne diagnostische Kriterien verwendet worden waren, was mit ausgepragten Unter-
schieden in den Auftretens- und Uberlebensraten verbunden war (George et al.
2004, und Kojouri und George 2007).



Therapieoption Néahere Beschreibung der Therapieoption

1) Beseitigung aller - Absetzen bzw. Dosisreduktion von CNI
potenziell ursachli- | - Behandlung von Infektionen
chen Faktoren - Kontrolle einer GvHD mit Alternativpraparaten zu CNI,

z. B. mit Steroiden oder Mycophenolatmofetil

2) Plasmapherese = Plasmaaustauschverfahren (keine generelle Emp-
fehlung, da haufig unwirksam und hohe Wahrschein-

lichkeit relevanter Komplikationen)

3) Defibrotide = Polydeoxyribonukleotidsalz mit in vitro antithromboti-
scher und thrombolytischer Wirkung, Protektion von
Endothelzellen (bisher nur experimentell eingesetzt)

Tabelle 1-1: Therapie der transplantationsassoziierten thrombotischen Mikroangiopathie

(basierend auf: Batts und Lazarus 2007 sowie Stavrou und Lazarus 2010)

Einer Studie der European Group for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) zu-
folge liegt die Inzidenz der ta-TMA bei etwa 6,7 % im Verlauf von 2 Jahren nach der
allogenen Stammzelltransplantation (Ruutu et al. 2002).

In letzter Zeit wurden mit dem Ziel der Vereinheitlichung von mehreren unabh&ngi-
gen Arbeitsgruppen Vorschlage fur diagnostische Kriterien publiziert. Derjenige der
EBMT-Working Group wird in Tabelle 1-2 beschrieben. Die dort aufgefiihrten Krite-
rien wurden in dieser Arbeit zur Diagnosestellung einer manifesten ta-TMA herange-

zogen.

EBMT-Kriterien zur Diagnosestellung einer ta-TMA

1) erh6hter Anteil von Fragmentozyten im peripheren Blutausstrich: > 4 %

c
>
o

2) neu aufgetretene, anhaltende oder zunehmende Thrombozytopenie:

< 50.000 pL™ oder < 50 % von vorherigen Auszahlungen

c
>
o

3) plotzlicher und anhaltender Anstieg der LDH-AKktivitéat im Plasma

c
>
o

4) Erniedrigung der Hamoglobinkonzentration oder erhéhter Bedarf an

Erythrozytentransfusionen

c
>
o

5) Absinken der Serum-Haptoglobinkonzentration

Tabelle 1-2:  Kriterien zur Diagnosestellung einer transplantationsassoziierten TMA nach den
Kriterien der International Working Group of the European Group for Blood and
Marrow Transplantation (EBMT) (aus: Ruutu et al. 2007)



Anhand dieser diagnostischen Kriterien, insbesondere der ausgepragten Fragmento-
zytose mit Werten tber 40 %o, werden nur Patienten mit einem ausgepragten klini-
schen Verlauf erfasst. Milde und subklinische Verlaufe, die haufig vorkommen, wer-
den nicht registriert. Fur diese im Folgenden als ,mikroangiopathische Veranderun-
gen“ bezeichneten Verlaufsformen wurde flr diese Arbeit ein separates Bewertungs-
schema konzipiert. Da bei Gesunden in der Regel kein oder ein nur sehr geringer
Anteil an Fragmentozyten im mikroskopischen Blutbild zu finden ist (0,8 %o mit einer
Spanne von 0,2 - 2,7 %0 (Kanamori et al. 2003)), wurde ein Schwellenwert von = 3 %o
fur auffallige Fragmentozytenwerte in diesem Bewertungssystem gewahlt. Zudem
wurden die Parameter Thrombozytenzahl und LDH-AKktivitat im Serum berlcksichtigt.

Dies wird im Methodenteil (Abschnitt 3.3) genauer vorgestellt.

Eine weitere unerwinschte Folgeerscheinung einer allogenen Stammzelltransplanta-
tion ist die Manifestation einer Graft-versus-Host-Erkrankung. Dabei handelt es sich
um eine Reaktion von Lymphozyten des Spenders, die flr sie unbekannte Haupt-
und Nebengewebemerkmale im Empfangermechanismus angreifen (Ferrara et al.
2009). Die Manifestation einer Graft-versus-Host Disease ist eine der haufigsten und
am starksten den ,Erfolg‘ der Transplantation limitierenden Komplikationen. Sie flhrt
haufig zu Funktionseinschrankungen verschiedener Organe sowie durch die langfris-
tige und hochdosierte Immunsuppression zu einem gesteigerten Infektionsrisiko. Ne-
ben der Beeintrachtigung der Lebensqualitat der Betroffenen fihrt sie somit auch zu
einer erhéhten Morbiditats- sowie Mortalitatsrate (Pidala 2011).

Bei allen Patienten, welche in der nachfolgenden Analyse in die ECP-Gruppe einge-
schlossen werden konnten, manifestierte sich nach der Stammzelltransplantation
eine Graft-versus-Host-Erkrankung. Fir die Kontrollgruppe waren hingegen nur Pati-
enten ausgewahlt worden, bei denen diese Komplikation nicht oder nur in klinisch

nicht relevanten Auspragungen aufgetreten war.

Es wird zwischen akuter und chronischer Graft-versus-Host Disease unterschieden.
Urspriinglich waren zwischen dem Tag +0 und dem Tag +100 nach der Transplanta-
tion auftretende Symptome als Ausdruck einer akuten GvHD und nach dem
Tag +100 persistierende oder neu auftretende Symptome als Ausdruck einer chroni-
schen GvHD definiert worden. Da sich die Symptomatik der beiden Formen jedoch

deutlich voneinander unterscheidet — wobei die akute Form einen hohen Anteil in-



flammatorischer Komponenten aufweist, wahrend die chronische GvHD eher an eine
autoimmunologisch bedingte Erkrankung erinnert — und zudem auch nach dem
Tag +100 noch Symptome einer akuten und bereits vor Tag +100 Symptome der
chronischen GvHD auftreten kdnnen, erwies sich diese Einteilung als unzureichend.
Nach aktuellem Konsens ist die Diagnose aufgrund klinischer Kriterien und nicht ge-

maf der Auftretenszeit zu stellen (Filipovich et al. 2005).

Eine akute GVHD tritt bei etwa 40-60 % aller Patienten nach einer allogenen Stamm-
zelltransplantation auf. Die Hauptmanifestationsorte sind die Haut, der Gastrointesti-
naltrakt und die Leber. Die jeweilige Symptomatik ist vielfaltig und bedarf daher vor
der Diagnosestellung der Abklarung einer Reihe von Differentialdiagnosen, insbe-
sondere infektioser oder medikamentds-toxischer Genese. Auch wenn weitere Or-
gansysteme betroffen sein kdnnen, basiert die Festlegung des Schweregrads gemaf
dem modifizierten Glucksberg Grading System (Przepiorka et al. 1995) lediglich auf
der Auspragung der dermalen, gastrointestinalen und hepatischen Manifestationen,
entsprechend dem Anteil der betroffenen Kérperoberflache, dem Stuhlvolumen sowie
der Hohe des Serum-Bilirubins. Je nach Anzahl der Manifestationsorte und dem je-
weiligen Schweregrad wird eine Gesamtauspragung von Grad | bis IV bestimmt
(Sung und Chao 2013).

In aller Regel wird in der Frihphase nach der Transplantation eine GvHD-Prophylaxe
durchgefihrt, die zumeist aus zwei immunsuppressiv wirkenden Substanzen besteht,
beispielsweise aus der Kombination eines Calcineurininhibitors mit Methotrexat oder
Mycophenolatmofetil. Treten im weiteren Verlauf keine Zeichen einer GvHD auf,
kénnen die Substanzen nach etwa 2 bis 4 Monaten abgesetzt werden (Ferrara et al.
2009). Tritt trotzt adaquater Prophylaxe eine relevante akute GvHD (Grad 1I-1V) auf,
so besteht die Erstlinientherapie aus der systemischen Verabreichung von Methyl-
prednisolon mit einer hohen Startdosierung (z.B. 2 mg/kg KG/Tag). Es kommt aller-
dings nur bei weniger als der Halfte der Falle innerhalb von 3 bis 5 Tagen zu einer
adaquaten Verbesserung der Symptomatik. Erweist sich die GvHD als steroid-
refraktar, ist die Form der Zweitlinientherapie derzeit noch nicht definiert. Eine Viel-
zahl von Substanzen und Verfahren steht zur Verfigung, beispielsweise Calcineurin-
inhibitoren, Mycophenolatmofetil, Antikdrper (z.B. gegen CD52 oder Tumornekrose-
faktor) oder die extrakorporale Photopherese (Ferrara et al. 2009 sowie Sung und
Chao 2013).



Angaben zur Inzidenz der chronischen GvHD nach einer allogenen Stammzelltrans-
plantation variierten in verschiedenen Analysen zwischen 30-65 %. Abgesehen vom
Wiederauftreten der Grunderkrankung ist die chronische GvHD die Hauptursache fur
Spatmortalitat, vornehmlich verursacht durch opportunistische Infektionen, die sich
auf den Einsatz langfristiger medikamentdser Immunsuppression sowie eine generel-
le Dysregulation des Immunsystems zuriickfihren lassen, und durch fortschreitendes
Organversagen bei langfristiger GvH-Schadigung (Blazar et al. 2012 und Lee et al.
2003).

Die Symptomatik der chronischen Graft-versus-Host Disease ist vergleichbar mit Au-
toimmunphdnomenen wie beispielsweise der Sklerodermie oder dem Sjogren-
Syndrom (Pidala 2011). Sie kann sich nur an einem Organ manifestieren oder meh-
rere Organsysteme betreffen. Eine Ubersicht Uiber die Symptomatik der chronischen
GvHD wird in Tabelle 1-3 vorgestellt.

Manifestationsort | Symptomatik

Haut u. a. Poikilodermie, Lichen planus- und Lichen sclerosus-
ahnliche Lasionen, sklerotische Veranderungen, De- oder
Dyspigmentation, Erythem und/oder Pruritus (unspezifisch)

Haare v. a. narbige oder nicht-narbige Alopezie
Nagel Dystrophie, Onycholyse und weitere Verdnderungen
Mund u. a. lichenoide Veranderungen, Hyperkeratosen oder Atro-

phie der Mundschleimhaut, verminderte Mundoffnungsfahig-

keit, Xerostomie

Augen Keratokonjunktivitis sicca, narbige Konjunktivitis und weitere,

CAVE: Visusverlust moglich

Genitalien (v. a. @) | vaginale Vernarbungen/Stenosen, Erosionen/Ulzerationen

Gastrointestinaltrakt | spezifisch: Osophagusstrikturen, unspezifisch: Anorexie/Ge-

wichtsverlust, Ubelkeit/Erbrechen, Diarrhden

Leber Leberschadigung und Cholestase aul3ern sich als AST T,
ALT 1 und Bilirubin 1, AP 1

Lunge v. a. Bronchiolitis obliterans,

CAVE: terminale Lungeninsuffizienz moglich

Bewegungsapparat | Fasziitis, unspezifisch: Myositis, Arthralgien




Hamatopoiese und | meist unspezifisch: Thrombozytopenie, Lymphopenie
Immunsystem und/oder Eosinophilie, Hypo- oder Hypergammaglobulina-

mie, insgesamt: Dysfunktion des Immunsystems

weitere seltenere Manifestationsorte

Tabelle 1-3:  Symptomatik der chronischen Graft-versus-Host Disease (basierend auf: Filipo-
vich et al. 2005, modifiziert nach Lee et al. 2003)

Urspriunglich wurde die chronische GvHD mittels der Seattle-Klassifikation in die Sta-
dien \limited' und ,extensive‘ eingeteilt (Shulman et al. 1980). Es wurde im Auftrag
der NIH ein neues Bewertungsschema etabliert, das einen Schweregrad fir jedes
Organ, je von ,0° (keine Beteiligung) bis ,3° (schwere Schadigung), festlegt. Daraus
ergibt sich, je nach Anzahl und Schweregrad der betroffenen Organe, ein Gesamt-
schweregrad, der entsprechend dem in Tabelle 1-4 dargestellten Schema bestimmt
wird (Filipovich et al. 2005).

Grad Symptomatik

mild 1-2 Organe (auf3er Lunge) mit je maximal Grad 1-Symptomatik

mittel- 3 oder mehr Organe (aul3er Lunge) mit je maximal Grad 1-Symptomatik
gradig oder: =2 1 Organ mit Grad 2-Symptomatik (keine Grad 3-Symptomatik)
oder: Lunge mit Grad 1-Symptomatik

schwer | =1 Organ mit Grad 3-Symptomatik
oder: Lunge mit Grad 2-Symptomatik

Tabelle 1-4:  Gesamtschweregrad der chronischen Graft-versus-Host Disease
(aus: Filipovich et al. 2005)

Bei der Manifestation einer chronischen GvHD ist die Behandlung mit hochdosierten
Steroiden bisher die Therapie der ersten Wahl. Erweist sich die Erkrankung aller-
dings als steroid-refraktar, ist dies haufig mit der Notwendigkeit einer langfristigen
Immunsuppression verbunden.

Gemal der Consensus Conference on Clinical Practice in Chronic Graft-versus-Host
Disease werden, je hach Gesamtschweregrad, die in Tabelle 1-5 vorgestellten Vor-
gehensweisen bei der Erstmanifestation einer chronischen GvHD empfohlen (Wolff
et al. 2010).



Grad Therapie

mild - soweit maglich: rein topische Therapie mit Steroiden oder Calcineurinin-
hibitoren

- keine topische Therapie moglich (z. B. bei hepatischer Manifestation)
oder kein ausreichendes Ansprechen: systemische Applikation von Ste-

roiden mit einer hohen Initialdosis und anschlieRendem Ausschleichen

mittel- - systemische Therapie mit Steroiden wie oben beschrieben

gradig - evtl. + topische Therapie zur Verbesserung der einzelnen Lokalbefunde

schwer | - zunachst wie mittelgradige GvHD
- ggf. + weitere immunsuppressiv wirkende Substanzen (z.B. Calcineurin-

inhibitoren, Mycophenolatmofetil oder mTOR-Inhibitoren)

- gof. + extrakorporale Photopherese

Tabelle 1-5:  Therapie der chronischen Graft-versus-Host Disease
(basierend auf: Wolff et al. 2010)

Bei einem Teil des in dieser Analyse untersuchten Patientenkollektivs war im Verlauf
nach der Stammzelltransplantation eine chronische GvHD aufgetreten, bei der die
Applikation von systemischen hochdosierten Steroiden nicht zu einer adaquaten
Verbesserung der Symptome geflhrt hatte und daher additiv eine Therapie mit
extrakorporalen Photopheresen durchgefiihrt wurde.

Das Ansprechen der GvHD auf diese im folgenden Abschnitt genauer beschriebene

Therapieform war ein Teil der Fragestellung dieser Arbeit.

Die extrakorporale Photopherese (ECP [extracorporeal photopheresis]) wird nicht nur
zur Behandlung von Graft-versus-Host-Reaktionen eingesetzt, sondern auch bei an-
deren Erkrankungen, bei denen dysregulierte T-Lymphozyten eine entscheidende
Rolle spielen, z. B. bei kutanem T-Zell-Lymphom, systemischer Sklerose oder bei
Abstol3ungsreaktionen nach der Transplantation solider Organe (Trautinger et al.
2012). Es werden in der Zellseparation mittels Zentrifugation des antikoagulierten
Vollbluts in einem extrakorporalen Schlauchsystem im Blut zirkulierende Leukozyten,
darunter auch ein Teil der im Kérper befindlichen T-Lymphozyten, gewonnen. An-
schlieBend werden diese Leukozytenpraparate aulRerhalb des Korpers mit der pho-
tosensibilisierenden Substanz 8-Methoxypsoralen (Abbildung 1-1) versetzt, welche

im Anschluss durch die Bestrahlung mit UVA-Licht aktiviert wird. Dies induziert in den
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exponierten Zellen den apoptotischen Zelltod, der nach der anschlielenden Reinfu-
sion in den Blutkreislauf innerhalb von 24 bis 48 Stunden einsetzt und tber verschie-
dene, bis heute grof3tenteils noch unverstandene Mechanismen zu einer Im-
munmodulation im Sinne einer Toleranzentwicklung, nicht aber zu einer generellen

Immunsuppression fuhrt (Abbildung 1-2).

Die ECP gilt somit als nebenwirkungsar- OCH,
mes und gut vertragliches Therapieverfah-
ren. Sie wird zusatzlich zu pharmakologi-

schen Therapieformen wie Steroiden und

Calcineurininhibitoren angewendet und

birgt haufig die Chance einer Dosisreduk- Abbildung 1-1: 8-Methoxypsoralen
tion dieser Medikamente, die ein ausge-

pragtes Nebenwirkungsprofil aufweisen (Peritt 2006 und Lawitschka et al. 2012).

Die ECP wird in mehreren Zyklen durchgefuhrt, die aus je zwei Sitzungen an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen bestehen. Der zeitliche Abstand zweier Zyklen ist zu
Beginn der Therapie kirzer und wird bei Besserung der Symptomatik entsprechend
verlangert (Trautinger et al. 2012).

Das Ansprechen auf die Photopherese geht zudem mit einer erhéhten Gesamtuber-

lebenszeit einher (Lawitschka et al. 2012).

Obwohl die ECP als auf3erst nebenwirkungsarme Therapie beschrieben wird, fiel un-
ter den an der Universitatsmedizin Gottingen allogen stammzelltransplantierten Pati-
enten einmalig der Fall einer Patientin auf, bei der in engem zeitlichen Zusammen-
hang mit den ersten extrakorporalen Photopheresen zur Behandlung einer langjéahrig
bestehenden chronischen GvHD eine transplantationsassoziierte thrombotische
Mikroangiopathie auftrat. Die zu diesem Zeitpunkt 53-jdhrige Patientin entwickelte
15 Tage nach dem dritten Photopherese-Zyklus eine ta-TMA mit ausgepragten Or-
ganschadigungen. Im weiteren Verlauf wurde ein zweiter Fall identifiziert, bei dem
ein Patient nach Initiation der ECP-Therapie deutliche mikroangiopathische Verande-
rungen entwickelte und kurz darauf verstarb.

Es wurde daher als Ausgangspunkt dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen der
Initiierung einer extrakorporalen Photopherese-Therapie und dem Auftreten mikroan-

giopathischer Veranderungen vermutet.
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Abbildung 1-2: Prinzip der extrakorporalen Photopherese

(basierend auf Trautinger et al. 2012)



2  Fragestellung

Die vorliegende Arbeit sollte mittels einer retrospektiven Erhebung die Frage klaren,
ob es einen Zusammenhang zwischen der Auspragung sowie der klinischen Symp-
tomatik einer Mikroangiopathie und dem Einsatz der ECP zur Therapie der GvHD bei
Patienten nach allogener Stammzelltransplantation gibt. Zu diesem Zweck sollten
zunachst geeignete Parameter fir mikroangiopathische Verédnderungen definiert
werden, um diese dann im Langzeitverlauf allogen stammzelltransplantierter Patien-
ten mit steroid-refraktdrer oder -abh&ngiger akuter oder chronischer Graft-versus-
Host Disease (GvHD), die mit einer extrakorporalen Photopherese-Therapie behan-
delt wurden, zu untersuchen. Die erhobenen Daten sollten dann denen einer Kon-
trollgruppe allogen stammzelltransplantierter Patienten, die keine relevante akute
und chronische GvHD entwickelt hatten, gegentibergestellt werden.

Es sollten dabei sowohl das Vollbild einer transplantationsassoziierten thromboti-
schen Mikroangiopathie (ta-TMA) nach EBMT-Kriterien als auch tber die Erh6hung
entsprechender Laborparameter detektierte subklinische Auspragungen betrachtet
werden. Zu diesem Zweck wurde ein einfaches und fur die retrospektive Auswertung
geeignetes Bewertungsschema, basierend auf den Fragmentozyten- sowie Throm-
bozytenwerten und der LDH-Aktivitat, als Analyseparameter entwickelt.

Es sollte zudem Uberprift werden, ob die nachfolgend aufgefiihrten Modalitaten der
Durchfiihrung einer allogenen Stammzelltransplantation mit einem vermehrten oder
verminderten Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen im Langzeitverlauf kor-
relierten: Geschlechtszugehorigkeit des Empfangers, Intensitat der Konditionierungs-
schemata, verwandter oder nicht-verwandter Spender und HLA-Ubereinstimmung.
AuRerdem wurde das Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen mit dem Uber-
leben der Patienten korreliert.

Uber den Hohe der verabreichten Steroiddosis sowie das AusmafR der GvHD-
Manifestationen wurde dartber hinaus die Wirksamkeit der extrakorporalen Photo-

pheresen im Therapieverlauf analysiert.
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3 Patientenkollektiv und Methodik

Das Konzept dieser Analyse war vor Beginn der Durchfihrung der Ethikkommission
der Universitat Gottingen zur Begutachtung vorgelegt worden. Es waren keine Ein-
wénde gegen die Durchfiihrung erhoben worden [Antragsnummer: DOK_59 2012].

Es handelt sich um eine retrospektive Analyse. Die Erfassung von Daten erfolgte
Uber die in der Patientenakte dokumentierten Werte und Niederschriften. Die Richtli-

nien des Datenschutzes wurden hierbei zu jeder Zeit eingehalten.

3.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Die ,ECP-Gruppe“ bestand aus Patienten, bei denen nach einer allogenen Stamm-
zelltransplantation zur Behandlung einer therapierefraktaren oder -abhangigen GvHD
im Zeitraum von 01/2003 bis 04/2011 mit einer extrakorporalen Photopherese-
Therapie im Universitatsklinikum Goéttingen begonnen worden war. Sie wurden durch
Recherche in der Datenbank der Abteilung fir Hamatologie und Onkologie und durch

Akteneinsicht in der Abteilung fur Transfusionsmedizin identifiziert.

Einschlusskriterien (ECP-Gruppe):

1. Allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation,

2. Entwicklung einer akuten oder chronischen GvHD und

3. Behandlung der GvHD mit extrakorporaler Photochemotherapie (ECP).

Alle Patienten, die diese Kriterien erftllten, wurden ohne weitere Vorauswahl einge-
schlossen. Es konnten insgesamt 39 Patienten in diese Gruppe (,ECP-Gruppe®) auf-

genommen werden.

Zum Vergleich der an der ECP-Gruppe erhobenen Befunde wurde eine Vergleichs-
gruppe (,Kontrollgruppe®) erstellt. Es wurden Patienten erfasst, die im Zeitraum von
05/2004 bis 12/2011 stammgzelltransplantiert worden waren und fur die folgende Ein-

schlusskriterien galten:

Einschlusskriterien (Kontrollgruppe):

1. Allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation und

2. weder relevante akute (nur < 1°) noch chronische GvHD (maximal ,limitiert®).

Es konnten 41 Patienten identifiziert werden, die diese Bedingungen erfillten.
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3.2 Methodik: Datenerfassung

Die folgenden Patientendaten wurden tabellarisch erfasst:

- Geburtsdatum, Geschlecht, Grunderkrankung und Vortherapien

- Ergebnisse der Transplantationsvoruntersuchung: HLA-Merkmale, Blutgruppe so-
wie CMV-Status von Empfanger und Spender, weitere infektiologische Parameter
des Empfangers, Remissionsstatus vor der Transplantation, Art der Stammzellge-
winnung, Spender: Familien- oder Fremdspender

- Konditionierungsschema, Transplantationsdatum

- Verlauf: Datum der ECP-Sitzungen, Donorlymphozyteninfusionen, Rezidive und
ggf. Sterbedatum

Zudem wurden folgende Medikamentendosierungen und ggf. Plasmaspiegel doku-

mentiert:

- systemische Anwendung von Steroiden

- systemische Verabreichung von Calcineurininhibitoren (Ciclosporin A, Tacrolimus)

Folgende Laborparameter wurden erfasst:

- Blutbild: Leukozyten-, Thrombozyten-, Fragmentozyten-, Retikulozyten- und Ha-
moglobinwerte

- klinische Chemie: LDH, Bilirubin, freies Hamoglobin, Haptoglobin, Kreatinin, CRP

3.3 Methodik: Schweregrad mikroangiopathischer Verdnderungen

Zur Bestimmung des AusmalRes von mikroangiopathischen Veranderungen wurde
ein Bewertungsschema entworfen, das auf der Anzahl der Fragmentozyten und
Thrombozyten im peripheren Blutausstrich sowie der Aktivitat der LDH im Serum ba-
siert (Tabelle 3-1).

Fehlende Erwahnung von Fragmentozyten im Befund mikroskopischer Blutbilder
wurde mit Fragmentozyten < 3 %o gleichgesetzt und ein Schweregrad O der En-
dothelschadigung fir diesen Zeitpunkt angenommen.

Bei dem Nachweis relevanter Mengen an Fragmentozyten (=3 %.), fanden die
gleichzeitige Messung der Thrombozytenzahl sowie der LDH-Aktivitat Beachtung.
Bestand zugleich auch eine erhdhte LDH-Aktivitdt und Thrombozytopenie, wurde
dies als Indiz auf hamolytische Aktivitdt bei endothelialer Schadigung gewertet
(Schweregrad 2). War trotz nachgewiesener Fragmentozyten keiner oder nur einer
der beiden zusatzlichen Parameter auf3erhalb des Normbereichs, wurde eine En-
dothelschadigung mit Hamolyse als moglich, aber weniger wahrscheinlich gewertet

(Schweregrad 1).
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Schweregrad 0 Schweregrad 1 Schweregrad 2
kein Hinweis auf mikroangiopathische starker Hinweis auf
mikroangiopathische Verédnderungen mikroangiopathische
Veranderungen maglich Veranderungen
Fragmentozyten < 3 %o 2 3 %o
aul3erhalb des
LDH . . Normbereichs:
_ keiner oder nur ein > 240U/L
nicht Wert auBerhalb des
berucksichtigt Normberhelchs auRerhalb des
Thrombozyten (s. rechts) Normbereichs:
< 150.000 pL™*
Tabelle 3-1:  Bewertungsschema zur Einteilung von Zeichen mikroangiopathischer Verande-

rungen anhand der Fragmentozyten- und Thrombozytenwerte sowie der LDH-Aktivitat

3.4 Methodik: Schweregrad der GvHD

Akute GvHD:

Fur die Patienten mit akuter GvHD als ECP-Indikation wurde aufgrund der geringen
Fallzahlen Uber die deskriptive Erfassung hinaus keine statistische Auswertung vor-

genommen.

Chronische GvHD:

Um die Wirksamkeit der extrakorporalen Photopherese-Therapie zu Uberprifen, wur-
de mithilfe des bereits in der Einleitung vorgestellten Staging- und Gradingsystems
nach Filipovich et al. 2005 die Auspragung der chronischen GvHD zu den folgenden
Zeitpunkten analysiert:

(1) letzte Dokumentation vor der 1. Photopherese,

(2) letzte Dokumentation im Verlauf der 1.-5. Photopherese und

(3) letzte Dokumentation im Verlauf der 5.-10. Photopherese.

Uber den Zeitpunkt der 10. ECP hinaus wurden keine weiteren Daten gesammelt.

Aus den arztlichen Niederschriften wurde fur diese drei Zeitpunkte gemafld dem da-

zugehdrigen Stagingbogen (Filipovich et al. 2005) eine Bewertung der einzelnen Or-
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ganmanifestationen vorgenommen. Dabei wurde, soweit moglich, fir jedes betroffe-
ne Organ ein Auspragungsgrad von 1 bis 3 festgelegt. Daraus wurde der Gesamt-
schweregrad entsprechend Tabelle 1-4 ermittelt, auf dessen Grundlage die statisti-
sche Analyse durchgefuhrt wurde.

3.5 Methodik: Abbildungen, Statistik

Die Durchfuhrung der statistischen Auswertungen sowie die Erstellung der Abbildun-
gen erfolgten mit STATISTICA fir Windows (Version 10.0, StatSoft Inc. 2011) und
Microsoft Excel (Version 14.0.6129.5000, Microsoft Corporation 2010).

Der Chi-Quadrat-Vierfeldertest wurde zur Auswertung des Auftretens bestimmter Er-
eignisse in den beiden Patientengruppen durchgefuhrt. Der Mann-Whitney-U-Test
wurde fur die Analyse der Schweregradverteilung sowie flir die univariaten Risikofak-
torenanalysen in den beiden betrachteten Patientenkollektiven verwendet. Die Uber-
lebensanalysen wurden entsprechend des Kaplan-Meier-Verfahrens statistisch aus-
gewertet. Zum Vergleich zweier Untergruppen wurde dabei der Gehan’s Wilcoxon-
Test und zum Vergleich von mehr als zwei Untergruppen eine verallgemeinerte Form
dieses Tests, der bei mehr als zwei zu analysierenden Gruppen Anwendung findet,
verwendet. Es wurde teils mit zensierten Daten gearbeitet. Um Langzeiteffekte wie
den Schweregrad der GvHD und die Hohe der Steroiddosis im Verlauf der ECP-
Therapie nachzuverfolgen, wurde eine ANOVA mit Messwiederholungen (Repeated-
Measures-ANOVA), eine Varianzanalyse mit Bertcksichtigung von wiederholten
Messungen innerhalb derselben Objekte, durchgefihrt. In einigen Fallen wurde tber
ordinalverteilte Daten ohne das Vorhandensein einer Normalverteilung eine Rangver-

teilung gelegt, um die Testvoraussetzungen zu erfillen.

In dieser Arbeit wurden im Allgemeinen p-Werte unter 0,05 als signifikant betrachtet

(a < 0,05). Bei multiplen Paarvergleichen wurde jedoch zur Vermeidung einer Alpha-

fehler-Kumulation eine Anpassung des Signifikanzniveaus entsprechend der Bonfer-

roni-Methode vorgenommen. Fir den einzelnen Paarvergleich bei n Paarvergleichen
a

ergibt sich ein Signifikanzniveau von o = -
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4  Ergebnisse

4.1 Beobachtungszeitraum

Als Beginn des individuellen Beobachtungszeitraums wurde der Tag der Transplan-
tation (Tag +0) oder der Tag der ersten Vorstellung in der Klinik fir Hamatologie und
Onkologie des Universitatsklinikums Gottingen nach der Transplantation festgelegt,
wenn diese in einem anderen Transplantationszentrum stattgefunden hatte.

Als Ende des Beobachtungszeitraums wurde das Datum des Todes oder der zum
Analysezeitpunkt zuletzt dokumentierte Termin in der Spezialambulanz festgelegt.
Der mediane Nachbeobachtungszeitraum betrug in der ECP-Gruppe 1541 Tage mit
einer Spanne von 71 bis 4074 Tagen und in der Kontrollgruppe 1081 Tage mit einer
Spanne von 341 bis 2855 Tagen.

4.2  Patientencharakteristika

Es konnten 39 Patienten ermittelt werden, welche die Einschlusskriterien fur die
ECP-Gruppe erflllten. In die Kontrollgruppe konnten 41 Patienten eingeschlossen
werden. Zum Zeitpunkt der allogenen Stammzelltransplantation waren die Patienten
18-67 Jahre (ECP-Gruppe) bzw. 20-68 Jahre (Kontrollgruppe) alt. Das mediane Alter
bei der Transplantation lag bei 49 bzw. 50 Jahren.

Mit der Ausnahme einer Patientin, die an schwerer aplastischer Anamie erkrankt war,
litten alle Patienten aus beiden Gruppen vor der Transplantation an einer malignen
hamatologischen Grunderkrankung.

Die Stammzellpraparate waren in allen bekannten Fallen periphere Blutstammzellen,
in einem Fall lagen keine Daten zur Art des Transplantats vor.

Grol3ere Unterschiede zwischen den beiden Patientenkollektiven bestanden bei den
Merkmalen Geschlecht (mé&nnlich/weiblich), Verwandtschaftsverhaltnis zwischen
Spender und Empfanger (MRD/MUD) und Intensitdt des Konditionierungsschemas
(nicht-myeloablativ/imyeloablativ) (Tabelle 4-1).

Einige Daten, etwa zur HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger
oder zur Intensitat des Konditionierungsschemas, konnten in einigen wenigen Féallen
im Nachhinein nicht vollstandig ermittelt werden, insbesondere wenn die Transplan-
tationen nicht im Universitatsklinikum Gottingen durchgefiihrt worden waren und die
bendtigten Informationen nicht in den Arztbriefen aus dem Transplantationszentrum

aufgefthrt waren.
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Gruppe: ECP-Gruppe Kontrollgruppe
Patientenzahl: n n
39 41
Geschlecht: n (%) n (%)
méannlich / weiblich 27 (69,2 %) / 12 (30,8 %) 14 (34,1 %) / 27 (65,9 %)
Grunderkrankung: n (%) n (%)
AML 12 (30,8 %) 15 (36,6 %)
ALL 6 (15,4 %) 2 (4,9 %)
CML 2 (51%) 1 (2,4 %)
CLL 2 (5,1 %) 4 (9,8 %)
MM 5 (12,8 %) 5 (12,2 %)
MDS 2 (5,1 %) 2 (4,9 %)
B-NHL 3 (7,7 %) 4 (9,8 %)
T-NHL 6 (15,4 %) 7 (17,0 %)
NK-Zell-Lymphom 1 (2,6 %) 0 (0%)
schwere aplastische Anamie 0 (0%) 1 (2,4 %)
Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose | Jahre (Spannweite) Jahre (Spannweite)
(Median): 48 (17-67) 49 (19-67)
Stadium der Grunderkrankung zum n (%) n (%)

Zeitpunkt der Transplantation:
CR/PR
PD oder rezidiviert

21 (53,9 %) / 8 (20,5 %)
8 (20,5 %)
unbekannt; 2 (5,1 %)

18 (43,9 %) / 11 (26,8 %)
4 (9,8 %)
unbekannt: 8 (19,5 %)

Alter zum Zeitpunkt der Transplan-
tation (Median):

Jahre (Spannweite)

Jahre (Spannweite)

49 (18-67) 50 (20-68)
Stammzellquelle: n (%) n (%)
periphere Blutstammzellen 38 (97,4 %) 41 (100 %)
Knochenmarkblut 0 (0%) 0 (0%)

unbekannt: 1 (2,6 %)
HLA-Ubereinstimmung: n (%) n (%)

HLA-identisch / HLA-Mismatch

35 (89,7 %) / 3 (7,7 %)
unbekannt: 1 (2,6 %)

37 (90,2 %) / 4 (9,8 %)

Spender: n (%) n (%)
Familien- (MRD) / Fremdspender (MUD) | 24 (61,5 %) / 15 (38,5 %) 10 (24,4 %) / 31 (75,6 %)
Intensitat der Konditionierung: n (%) n (%)

nicht-myeloablativ / myeloablativ

14 (35,9 %) / 24 (61,5 %)
unbekannt: 1 (2,6 %)

26 (63,4 %) / 15 (36,6 %)

initiale GvHD-Prophylaxe: n (%) n (%)
CsA + MMF 26 (66,7 %) 25 (61,0 %)
Tacrolimus + MMF 9 (23,0%) 15 (36,6 %)
andere 0 (0%) 1 (2,4 %)
unbekannt: 4 (10,3 %)
Tabelle 4-1: Patientencharakteristika
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4.3 Daten zu besonderen Ereignissen im Langzeitverlauf

ECP-Gruppe | Kontrollgruppe | p-Wert
n (%) n (%)
Gesamtzahl der Patienten 39 (100 %) 41 (100 %) -
Rezidiv/Progress 5 (12,8 %) 10 (24,4 %) p=0,185
DLI 5 (12,8 %) 6 (14,6 %) p =0,814
Exitus letalis 21 (53,8 %) 9 (22,0 %) siehe Ab-
schnitt 4.6

Tabelle 4-2;: Daten zu besonderen Ereignissen im Langzeitverlauf: Auftreten von Re-
zidiv/Progress, Donorlymphozyteninfusion (DLI) und Exitus letalis im Nachbeobach-
tungszeitraum in beiden Patientenkollektiven, Chi-Quadrat-Vierfeldertest

Bei 5 Patienten (12,8 %) in der ECP-Gruppe und 10 Patienten (24,4 %) in der Ver-
gleichsgruppe wurde im weiteren Verlauf nach der Transplantation ein Rezidiv oder
Progress der Grunderkrankung festgestellt. Der Unterschied zwischen ECP- und
Kontrollgruppe war allerdings statistisch nicht signifikant (Chi-Quadrat-Vierfeldertest,
p = 0,185). Weitere Daten zu besonderen Ereignissen im Langzeitverlauf kbnnen in

Tabelle 4-2 betrachtet werden.

4.4  Zeichen mikroangiopathischer Veranderungen und das Auftreten einer
transplantationsassoziierten Mikroangiopathie nach EBMT-Diagnose-
Kriterien

Mikroangiopathische Veranderungen wurden im Nachbeobachtungszeitraum nach

einer allogenen Stammzelltransplantation h&ufig nachgewiesen, in vielen Fallen mit

Fragmentozytenwerten von deutlich Gber 10 %o und seltener Gber 20 %o; Werten, die

entsprechend Zomas et al. 1998 als mittelgradige bzw. schwere Fragmentozytose

einzustufen waren. Trotzdem wurde bei strenger Einhaltung der EBMT-Kriterien zur

Diagnosestellung einer transplantationsassoziierten TMA (Rutuu et al. 2007) bei Be-

trachtung beider Kollektive nur ein Fall einer ta-TMA festgestellt. Das alleinige Auftre-

ten laborchemischer Zeichen mikroangiopathischer Veranderungen war somit kein

pradiktiver Faktor fur das spatere Auftreten einer manifesten ta-TMA (Tabelle 4-3).
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ECP-Gruppe | Kontrollgruppe | p-Wert

n (%) n (%)
Gesamtzahl der Patienten 39 (100 %) 41 (100 %) -
Patienten mit Fragmentozytenwer- | 29 (80,5 %) 21 (51,2 %) p = 0,007
ten = 3 %o
Patienten mit Fragmentozytenwer- | 17 (47,2 %) 13 (31,7 %) p=0,164

ten 2 3 %o und gleichzeitiger LDH-
Aktivitat sowie Thrombozytenwer-
ten aul3erhalb des Normbereichs

(entspricht Schweregrad 2)

Patienten mit der Diagnose einer |1 (2,6 %) 0 (0%) p = 0,302
transplantationsassoziierten TMA
nach EBMT-Kriterien

Tabelle 4-3:  Haufigkeiten mikroangiopathischer Veranderungen sowie transplantationsasso-
Ziierter thrombotischer Mikroangiopathien entsprechend den EBMT-
Diagnosekriterien (nach Ruutu et al. 2007), Chi-Quadrat-Vierfeldertest

4.5 Haufigkeiten subklinischer mikroangiopathischer Veranderungen im Ver-
lauf nach der Transplantation

Die Laborbefunde aller Patienten wurden auf die Fragestellung hin untersucht, ob im
Nachbeobachtungszeitraum Zeichen mikroangiopathischer Veranderungen entspre-
chend des in Tabelle 3-1 abgebildeten Schemas auftraten. Bei jedem Patienten wur-
de der jeweils hochste aufgetretene Schweregrad festgehalten und die Verteilung
wurde in Abbildung 4-1 aufgetragen.

Diese Untersuchung wurde jeweils fur die ECP-Gruppe und fur die Kontrollgruppe
durchgeftihrt. Bei 3 Patienten aus der ECP-Gruppe konnte aufgrund des fehlenden
Zugangs zu den Befunden der mikroskopischen Blutbilder, gleichbedeutend mit un-
bekannten Fragmentozytenmesswerten, kein Score-Wert bestimmt werden. Diese
Patienten wurden daher auch in allen nachfolgenden Auswertungen nicht weiter be-
rucksichtigt. Die Anzahl der analysierten Patienten der ECP Gruppe ist daher n = 36.

In beiden Patientengruppen traten bei einem Teil der Patienten mikroangiopathische
Veranderungen der Schweregrade 1 und 2 auf. Im Detail war dies in der ECP-

Gruppe bei 80,5 % und in der Kontrollgruppe bei 51,2 % der Patienten der Fall.
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Verteilung des héchsten aufgetretenen Schweregrades
der Endothelschadigung im Nachbeobachtungszeitraum

ECP-Gruppe Kontrollgruppe

ECP-Gruppe Kontrollgruppe
n (%) n (%)

Gesamtzahl der Patienten 39 41

keine Daten vorhanden 3 0

Zahl der analysierten Patienten | 36 41

[ maximal Schweregrad 2 17 (47,2 %) 13 (31,7 %)

B maximal Schweregrad 1 12 (33,3 %) 8 (19,5 %)

B maximal Schweregrad 0 7 (19,5 %) 20 (48,8 %)

p-Wert p = 0,035

Abbildung 4-1: Verteilung der maximalen Endothelschadigung im gesamten Nachbe-

obachtungszeitraum festgestellt anhand des in Tabelle 3-1 dargestellten
Bewertungsschemas fir den Schweregrad mikroangiopathischer Veranderun-
gen bei Patienten der ECP-Gruppe und der Kontrollgruppe, Mann-Whitney-U-
Test: p = 0,035
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Zudem traten in der ECP-Gruppe haufiger mikroangiopathische Veranderungen des
Schweregrads 2 auf als in der Kontrollgruppe (47,2 % vs. 31,7 %).

Mit einem Mann-Whitney-U-Test wurde nachgewiesen, dass zwischen der Verteilung
der Schweregrade in der ECP- und der Kontrollgruppe ein statistisch signifikanter
Unterschied bestand (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,035).

Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass bei Patienten mit aus-
gepragter steroidabhangiger oder -resistenter akuter oder chronischer Graft-versus-
Host Disease haufiger mikroangiopathische Veranderungen auftreten als bei Patien-

ten, die keine relevante akute oder chronische GvHD entwickeln.

4.6 Gesamtuberleben in der ECP- und der Kontrollgruppe

Bei der Betrachtung des Gesamtiberlebens beider Kollektive fiel auf, dass der
Nachbeobachtungszeitraum der Patienten der Kontrollgruppe kirzer war als bei Pa-
tienten der ECP-Gruppe. Dies war durch die Abwesenheit von Komplikationen be-
grundet, die eine langerfristige Nachbetreuung in der Spezialambulanz nicht notwen-
dig machte. Die Patienten wurden in die heimatnahe Weiterbetreuung durch einen
niedergelassenen Facharzt tbergeben und nachfolgende Patientendaten waren nicht
weiter verfugbar. Der Anteil zensierter Beobachtungen war daher in der Kontroll-
gruppe mit 78 % bedeutend héher als in der ECP-Gruppe mit 47,2 %.

Der letzte Abfall der Uberlebenskurve der Kontrollgruppe (Abbildung 4-2) erklart sich
dadurch, dass der am langsten in der Nachbeobachtung befindliche Patient wahrend
der Nachbeobachtungszeit verstarb, nachdem alle anderen Patienten aufgrund der
Zensierung aus der Bewertung gefallen waren. Es ist zu beachten, dass die Aussa-
gekraft der Auftragung, d.h. die Anzahl der Patienten, fir die das Risiko, ein be-
stimmtes Ereignis zu erleben oder zu versterben besteht, mit der Kaplan-Meier-
Methode abzuschéatzen, aufgrund des hohen Anteils zensierter Daten im Verlauf ab-
nimmt.

Uber einen langen Zeitraum von weit iber 2500 Tagen liegt die Uberlebenskurve der
ECP-Gruppe unterhalb derjenigen der Kontrollgruppe, sodass bei Patienten mit einer
steroid-refraktdren GvHD Hinweise auf ein niedrigeres Gesamtiiberleben vorliegen.
Bei der statistischen Auswertung wurde mithilfe des Gehan’s Wilcoxon-Tests der Un-
terschied im Gesamtiuberleben zwischen den beiden Gruppen untersucht. Dabei war
der Unterschied zwischen den beiden Gruppen knapp nicht signifikant (Gehan’s Wil-

coxon-Test, p = 0,056).
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ECP-Gruppe Kontrollgruppe

Gesamtzahl der Patienten: 36 (100 %) 41 (100 %)
zensierte Beobachtungen: 17 (47,2 %) 32 (78,0 %)
vollstdndige Beobachtungen: 19 (52,8 %) 9 (22,0 %)
Zeitraum: gesamter Nachbeobachtungszeitraum

1.0 ¢ I
0.9t
0.8
0.7
0.6
0.5t

0.4

Gesamtuberleben

0.3

0.2

01t

— ECP-Gruppe

-===\ergleichsgruppe

0.0 1| o vollstandig + zensiert &

0

500

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Zeit seit Transplantation (in Tagen)

4500

Abbildung 4-2:

Kaplan-Meier-Analyse: Gesamtiberleben in der ECP- und der Kontroll-

Gruppe, Gehan’s Wilcoxon-Test: p = 0,056
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4.7  Subklinische mikroangiopathische Veranderungen und Gesamttiiberle-
ben

Es wurden Kaplan-Meier-Analysen fur die ECP- und die Kontrollgruppe erstellt, in
denen die Patienten nach dem hochsten aufgetretenen Schweregrad mikroangiopa-
thischer Veranderungen im Nachbeobachtungszeitraum gruppiert wurden, um der
Frage nachzugehen, inwiefern die Anwesenheit von Zeichen mikroangiopathischer
Verédnderungen, auch ohne das Vorhandensein einer manifesten ta-TMA, mit dem
Gesamtuberleben der betroffenen Patienten korreliert (Abbildung 4-3).

A) ECP-Gruppe

Gesamtzahl der Patienten: 36 (100 %)
zensierte Beobachtungen: 17 (47,2 %)
vollstdndige Beobachtungen: 19 (52,8 %)
Zeitraum: gesamter Nachbeobachtungszeitraum
1.0 ' i i i i
mikroangiopathische Verdnderungen: |/
09l — max. Schweregrad 0
' —— max. Schweregrad 1
H — max. Schweregrad 2
08r
07} —
c
2
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o : —
S 05| n=12
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o
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02} "
01}
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0,0 b~
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Zeit seit Transplantation (in Tagen)
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B) Kontrollgruppe

Gesamtzahl der Patienten: 41 (100 %)

zensierte Beobachtungen: 32 (78,0 %)

vollstdndige Beobachtungen: 9 (22,0 %)

Zeitraum: gesamter Nachbeobachtungszeitraum

1.0 —— ' ' '
n=8 mikroangiopathische Veranderungen: | 1
ngl — max. Schweregrad 0
' —— max. Schweregrad 1
—— max. Schweregrad 2
08¢
07| o " n=20
c
2
R —
2
= 057}
=
A 04}
o
03}
02}
01¢
00 < vollstdndig + zensiert| n=13
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Zeit seit Transplantation (in Tagen)

Abbildung 4-3: Kaplan-Meier-Analyse: Gesamtiiberleben der Patienten A) der ECP- und
B) der Kontrollgruppe, Einteilung nach dem hoéchsten erfassten Schwe-
regrad mikroangiopathischer Veranderungen, Gehan’s Wilcoxon-Test flr
mehr als 2 Gruppen, ECP-Gruppe: p = 0,047 und Kontrollgruppe: p = 0,158

ECP-Gruppe:

Die Daten wurden mit einer Variante des Gehan’s Wilcoxon-Tests fir mehr als zwei
Gruppen ausgewertet.
Es wurde ein signifikanter Unterschied (p = 0,047) zwischen den Kaplan-Meier-

Funktionen der drei Untergruppen Schweregrad 0, 1 und 2 festgestellt.
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Daraufhin wurden mithilfe des Gehan’s Wilcoxon-Tests Paarvergleiche durchgefuhrt:
Vergleich ,max. Schweregrad 0 und ,max. Schweregrad 1“: p = 0,936
Vergleich ,max. Schweregrad 0 und ,max. Schweregrad 2“: p = 0,062

Vergleich ,max. Schweregrad 1 und ,max. Schweregrad 2“: p =0,041

Nach Anpassung des Signifikanzniveaus bei multiplen Paarvergleichen entspre-
chend der Bonferroni-Methode auf p < 0,017 konnte kein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen zwei bestimmten Gruppen festgestellt werden. Zwischen den Pa-
tienten der Gruppen ,max. Schweregrad 0“ und ,max. Schweregrad 1“ bestand kein
wesentlicher Unterschied in der Uberlebensdauer (p = 0,936). Das Gesamtiiberleben
derjenigen Patienten, bei denen im Verlauf nach der Transplantation mikroangiopa-
thische Veranderungen des Schweregrads 2 auftraten, lag jedoch deutlich unterhalb
des Gesamtuberlebens der Gruppen ,max. Schweregrad 1“ und ,max. Schweregrad
0. Der Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.

Kontrollgruppe:

Eine eben solche Analyse wurde mit den Daten der Kontrollgruppe durchgefihrt.
Auch hier erscheint das Gesamtuberleben von Patienten, bei denen mikroangiopa-
thische Veranderungen zweiten Grades auftreten, deutlich vermindert (Abbil-
dung 4-3, B). Die Daten wurden mithilfe des Gehan’s Wilcoxon-Tests flr mehr als
zwei Gruppen analysiert. Der Unterschied zwischen den Uberlebensraten der drei
Untergruppen war in dieser Gruppe jedoch nicht signifikant (p = 0,158). Da der globa-

le statistische Test bereits nicht signifikant war, wurde auf Paarvergleiche verzichtet.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass in beiden Patientenkollektiven
das Auftreten von deutlichen Hinweisen auf mikroangiopathische Schadigung
(Schweregrad 2) im Zeitraum nach der Transplantation mit einem niedrigeren Ge-
samtiberleben im Vergleich zu Patienten, bei denen Schadigungszeichen dieses
Schweregrads nicht auftraten, einherging. Bei der Auswertung der Daten der ECP-
Gruppe erreichte der Unterschied zwischen den drei betrachteten Gruppen das Sig-

nifikanzniveau.
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4.8 Auftretenszeitraum mikroangiopathischer Veranderungen

Aus den Kaplan-Meier-Kurven aus Abschnitt 4.7 ging hervor, dass von einer ernied-
rigten Uberlebenswahrscheinlichkeit auszugehen war, wenn hohergradige mikroan-
giopathische Veranderungen nach der Stammzelltransplantation auftraten.

Im Folgenden sollte das zeitliche Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen
nach der Transplantation evaluiert werden. Die ECP- und die Kontrollgruppe wurden
separat betrachtet.

Es wurde ersichtlich, dass mikroangiopathische Verédnderungen besonders haufig im
Zeitverlauf des ersten Jahres nach Stammzelltransplantation auftraten und mit gro-
Ber werdendem Abstand zur Transplantation seltener wurden (Abbildung 4-4). In der
ECP-Gruppe traten mikroangiopathische Veréanderungen auch héheren Schwere-
grads noch mehrere Jahre nach allogener Stammzelltransplantation auf. In der Kon-
trollgruppe war dies nur sehr selten der Fall.

Die Gesamtheit aller Messungen betreffend, kann die Aussage getroffen werden,
dass leichte Veranderungen im Sinne eines Schweregrads 1 insgesamt haufiger
festgestellt wurden als schwere Veranderungen im Sinne eines Schweregrads 2.
Mikroangiopathische Veranderungen traten in der Kontrollgruppe in der Regel nur bis
zu einem Jahr nach der Transplantation auf. In dieser Patientengruppe wurden keine
Hinweise auf klinisch apparente Graft-versus-Host-Aktivitat gefunden und somit
konnte symptomatische GvHD als Ausloser der Veranderungen ausgeschlossen
werden. Dieses Untersuchungsergebnis deckt sich mit der Hypothese, dass mikro-
angiopathische Veranderungen unter anderem durch die endotheliale Schéadigung
wahrend des Konditionierungsverfahrens verursacht sein kénnten.

In der ECP-Gruppe, also bei Patienten, bei denen sich nach der Stammzelltransplan-
tation eine ausgepragte GvHD manifestiert hatte, traten die mikroangiopathischen
Laborveranderungen auch in dieser frihen Phase besonders héaufig auf, sie konnten
aber auch zu spéateren Zeitpunkten noch gefunden werden.

Dies deckt sich mit der Hypothese, dass neben der Schadigung durch das Konditio-
nierungsverfahren auch Graft-versus-Host-Aktivitat fir mikroangiopathische Veréande-

rungen verantwortlich ist.
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4.9 Risikofaktoren fur das Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen

4.9.1 Transplantationsmodalitaten

Anhand der ECP- und der Kontrollgruppe wurde tberprift, ob bestimmte Modalitaten
der allogenen Stammzelltransplantation mit einem vermehrten Auftreten mikroangio-
pathischer Veranderungen im Verlauf nach der Stammzelltransplantation einhergin-
gen.

Es wurden Daten Uber die Geschlechtszugehdrigkeit des Spenders, das Verwandt-
schaftsverhaltnis zwischen Spender und Empfanger, die Intensitdt des Konditionie-
rungsschemas sowie die HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger
zum Zeitpunkt der Transplantation analysiert (Abbildung 4-5).

Hierzu wurden Mann-Whitney-U-Tests durchgefuhrt, um zu Uberprifen, ob eine oder
mehrere Modalitaten des Transplantationsgeschehens mit einer signifikant unter-
schiedlichen Verteilung der Schweregrade mikroangiopathischer Veranderungen
einhergehen.

In der statistischen Auswertung hatte keine der getesteten Transplantationsmodalita-
ten einen signifikanten Einfluss auf die Verteilung des maximal aufgetretenen
Schweregrads mikroangiopathischer Veranderungen.

Das Geschlecht des Empfangers hatte in dieser Analyse keinen Einfluss auf das Auf-
treten der betrachteten Komplikation. Ebenso zeigte sich keine Relevanz der Intensi-
tat der Konditionierung hinsichtlich des Auftretens dieser Veranderungen.

Da die Anzahl der Transplantationen mit HLA-Mismatch auf3erst gering war, erschie-
nen die Daten hierzu wenig aussagekréftig. Insgesamt ergab sich kein signifikanter
Einfluss dieser Transplantationsmodalitat auf das Auftreten von mikroangiopathi-
schen Veradnderungen.

In der Kontrollgruppe traten mikroangiopathische Veranderungen des Schwere-
grads 2 bei Empfangern eines Transplantats von einem nicht-verwandten Spender
haufiger auf als bei Empfangern eines Transplantats von einem Familienspender.
Dieser Trend konnte in der ECP-Gruppe allerdings nicht bestatigt werden. Insgesamt
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Verwendung eines
Transplantats von einem nicht-verwandten Spender (MUD) und der Verwendung ei-

nes Transplantats von einem Familienspender (MRD).
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B maximal Schweregrad 0 [ maximal Schweregrad 1 [l maximal Schweregrad 2
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C) HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger
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D) Verwandtschaftsverhéltnis zwischen Spender und Empféanger

ECP-Gruppe: p = 0,689
MUD n=12
MRD n=23
(I) 1|0 2|0 3|0 4|0 5|0 6|0 TIO 8|0 9|0 1(|)
Anteil (%)
Kontrollgruppe: p = 0,249
MUD n=31
MRD n=10
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Abbildung 4-5: Verteilung der Schweregrade mikroangiopathischer Veranderungen bei

verschiedenen Transplantationsmodalitaten (A-D) bei der ECP- sowie der

Kontrollgruppe, jeweils Mann-Whitney-U-Test
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49.2 Akute GvHD

In der Kontrollgruppe lagen per definitionem keine Falle akuter GvHD vor. Daher
wurde nur anhand der Daten der ECP-Gruppe Uberprift, ob das Auftreten einer
akuten GvHD nach der Transplantation mit einer veranderten Auftretenshaufigkeit
von mikroangiopathischen Veranderungen korrelierte.

Bei insgesamt 24 Patienten wurde im Verlauf nach der Transplantation die Manifes-
tation einer akuten GvHD erfasst. Bei 5 Patienten war die akute GvHD die Indikation
fur die ECP-Behandlung, die Ubrigen 19 Patienten entwickelten die akute GvHD vor
dem Auftreten der chronischen GvHD, die bei ihnen die Indikation fir die ECP-
Behandlung war. 10 Patienten hatten keine relevante akute GvHD entwickelt. Bei 5
Patienten konnten keine Angaben zu dieser Fragestellung gefunden werden.

Die Daten wurden mithilfe eines Mann-Whitney-U-Tests statistisch analysiert. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen war mit einem p-Wert von p =0,067 als
knapp nicht signifikant einzuschatzen. Insgesamt zeigte sich ein Trend hin zum hau-
figeren Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen bei Patienten, die eine akute
GvHD in der fruihen Phase nach der Transplantation entwickelt hatten (Abbil-
dung 4-6).

B maximal Schweregrad 0 [ maximal Schweregrad 1 [l maximal Schweregrad 2

Akute GvHD

ECP-Gruppe: p = 0,067

keine aGvHD n=10

aGvHD n=24

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Anteil (%)

Abbildung 4-6: Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer akuten GvHD und mikro-
angiopathischen Veranderungen in der ECP-Gruppe, Mann-Whitney-U-
Test: p = 0,067
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Wie bereits in Abbildung 4-1 festgestellt, traten mikroangiopathische Veranderungen
in der ECP-Gruppe, also bei Patienten mit steroidrefraktarer oder -abhangiger akuter
oder chronischer GvHD, haufiger auf als bei Patienten ohne GvHD (Kontrollgruppe).
In dieser Analyse konnte gezeigt werden, dass insbesondere die Manifestation einer
akuten GvHD mit dem Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen assoziiert

war.

4.10 Analyse der Wirksamkeit extrakorporaler Photopheresen
In Tabelle 4-4 wurden Daten zur Anwendung extrakorporaler Photopheresen, bei-
spielsweise die mediane Anzahl von ECP-Zyklen, im zugrundeliegenden Patienten-

kollektiv aufgeflhrt.

Indikation zur ECP: n (%)
akute GvHD 5 (12,8 %)
chronische GvHD 34 (87,2 %)
Medianer Abstand zwischen 2 ECP-Zyklen: n (Spannweite)
bei akuter GvHD 7 (3-45) Tage
bei chronischer GvHD 29 (3-162) Tage
n (Spannweite)
Mediane Anzahl von ECP-Zyklen: 9 (1-40)

Tabelle 4-4:  Daten zur Anwendung der extrakorporalen Photopherese-Therapie in der ECP-
Gruppe des untersuchten Patientenkollektivs: Indikation, medianer Abstand und

mediane Anzahl der ECP-Zyklen

In den nachfolgenden Abschnitten 4.10.1 und 4.10.2 wird die Wirksamkeit dieses
Therapieverfahrens bei der Behandlung von steroidresistenter oder -abhangiger
Graft-versus-Host Disease anhand der Therapieziele 1.) Dosisreduktion von Steroi-
den und 2.) Verbesserung von GvHD-Manifestationen analysiert.

Die Steroiddosis und der Auspragungsgrad der GvHD-Manifestationen wurden zu
den folgenden Zeitpunkten dokumentiert und ausgewertet:

a) vor Beginn der 1. ECP,

b) zu einem mdglichst spaten Zeitpunkt im Verlauf des 1.-5. ECP-Zyklus und

c) zu einem maoglichst spaten Zeitpunkt im Verlauf des 6.-10. ECP-Zyklus.
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4.10.1 Steroiddosis

Die zugrundeliegenden Daten wurden mithilfe einer Repeated-Measures-ANOVA auf
die Fragestellung hin statistisch ausgewertet, ob der Einflussfaktor ,Zeit” (Abszisse),
demnach die fortschreitende ECP-Behandlung, einen signifikanten Einfluss auf die
MessgroRe ,Steroiddosis® (Ordinate) hat (Abbildung 4-7, A)). Es wurde ein p-Wert
von p = 0,003 berechnet.

Bis zum Zeitraum ,6.-10. ECP*“ sank die Zahl der Beobachtungen deutlich ab, da ei-
nige Patienten wegen Nichtansprechens oder aufgrund ihres Versterbens weniger
als 6 ECP-Zyklen durchliefen und somit am dritten Messzeitpunkt keinen Anteil hat-
ten. Um eine Verzerrung durch den Ausfall von Patienten auszuschlieen, wurde die
Analyse nur mit den Daten von Patienten, die sich mindestens sechs ECP-Zyklen
unterzogen hatten, noch einmal durchgefiihrt (Abbildung 4-7, B)). Es wurde erneut
eine Repeated-Measures-ANOVA durchgefiihrt, die einen p-Wert von p = 0,008

ergab.
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B) Patienten, mit langerfristiger ECP-Therapie (2 6 ECP-Zyklen)
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Abbildung 4-7: Mittelwert der Steroiddosis im Zeitverlauf der ECP-Behandlung bei A)

allen Patienten und B) bei Patienten mit langerfristiger Photopherese-
Therapie (2 6 ECP-Zyklen), ANOVA mit Messwiederholungen nach Rang-
verteilung der Messdaten, A) alle Patienten: p = 0,003 und B) Patienten mit

langerfristiger ECP-Therapie: p = 0,008

Daraufhin wurden Paarvergleiche durchgefihrt:

Vergleich ,vor 1. ECP*/ ,wahrend 1.-5. ECP* p=0,721
Vergleich ,vor 1. ECP*/ ,wahrend 6.-10. ECP*: p = 0,040
Vergleich ,wahrend 1.-5. ECP*/ ,wahrend 6.-10. ECP*: p = 0,003

Entsprechend der Bonferroni-Methode wurde bei multipler Paartestung das Signifi-

kanzniveau auf p < 0,017 angepasst.

Unter der Annahme, dass eines der Therapieziele der extrakorporalen Photopherese
die Ermaoglichung einer Dosisreduktion der Steroide darstellt, wurde die Wirksamkeit
dieser Behandlung bestétigt. Die Steroiddosis nahm im Verlauf der ECP-Zyklen sig-

nifikant ab.
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4.10.2 GvHD-Manifestationen

Um auch eine Aussage Uber die Wirksamkeit der ECP hinsichtlich einer Verbesse-
rung der Symptomatik treffen zu konnen, wurde die Auspragung der GvHD-
Manifestationen im gleichen Zeitraum retrospektiv erhoben.

Es wurden nur Falle mit chronischer GvHD als Indikation der ECP ausgewertet. Auf-
grund einer unzureichenden Datenlage und einer geringen Fallzahl im betrachteten
Kollektiv konnte keine aussagekraftige Analyse von Patienten mit akuter GvHD als
Indikation durchgeftihrt werden.

Es wurde das Staging- und Gradingsystem entsprechend den NIH-Konsensus-
Kriterien (Filipovich et al. 2005) angewandt. Dieses wurde bereits in Abschnitt 3.4
beschrieben.

Es zeigte sich, dass im Langzeitverlauf der Anteil der Patienten mit einem schweren
Auspragungsgrad der GvHD abnahm und der Anteil von Patienten mit leichter Aus-
pragung (mild) zunahm (Abbildung 4-8).

Es wurde eine Rangverteilung Uber die Messwerte gelegt und eine Repeated-
Measures-ANOVA mit der Fragestellung durchgefuhrt, ob der Einflussfaktor ,Zeit®, in
diesem Fall also die fortschreitende ECP-Behandlung, einen signifikanten Einfluss
auf die Auspragung der GvHD hatte. Es wurde ein p-Wert von p < 0,001 berechnet.
Analog zur Analyse der Veranderung der verabreichten Steroiddosis im Verlauf der
ECP-Behandlung wurde auch hier, mit dem Ziel Verzerrungen durch Ausfalle auszu-
schlieen, eine Repeated-Measures-ANOVA nochmals nur fur diejenigen Patienten
durchgefuhrt, die langerfristige Photopherese-Therapie (= 6 Zyklen) erhielten (n = 24)
(nicht dargestellt). Es wurde auch hier ein p-Wert von p < 0,001 berechnet.

Daraufhin wurden mit diesen Daten Paarvergleiche durchgefihrt:

Vergleich ,vor 1. ECP*/ ,wahrend 1.-5. ECP*: p=0,117
Vergleich ,vor 1. ECP*/ ,wahrend 6.-10. ECP*: p < 0,001
Vergleich ,wahrend 1.-5. ECP*/ ,wahrend 6.-10. ECP*: p = 0,002

Entsprechend der Bonferroni-Methode wurde bei multipler Paartestung das Signifi-

kanzniveau auf p < 0,017 angepasst. Eine signifikante Veranderung der Schwere der
GvHD-Manifestationen konnte nach 6-10 ECP-Zyklen erreicht werden. Die Wirksam-
keit der ECP-Therapie wurde folglich simultan zum Therapieziel ,Dosisreduktion der
Steroide® auch fur das zweite Therapieziel ,Verbesserung der GvHD-

Manifestationen® bestatigt.
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Abbildung 4-8: Verteilung der Gesamtschweregrade (schwer, mittelgradig und mild) bei
Patienten mit chronischer GvHD im Verlauf der Photopherese-Behand-
lung (ECP-Gruppe: alle Patienten mit verfigbaren Daten), ANOVA mit Mess-

wiederholungen nach Rangverteilung der Messdaten: p < 0,001

4.11 Fallberichte zum Auftreten mikroangiopathischer Verdnderungen nach
Initiation extrakorporaler Photopheresen

In Abbildung 4-9 wird der Krankheitsverlauf einer Patientin als kurzer Fallbericht
schematisch dargestellt. Es handelt sich um die einzige Person in dieser Analyse, bei
der das Vollbild einer transplantationsassoziierten TMA aufgetreten war.

Auf der Grundlage dieses Falles war die Hypothese aufgestellt worden, dass die
Durchftihrung extrakorporaler Photopheresen mikroangiopathische Veranderungen
oder sogar eine manifeste ta-TMA auslésen kann. Es wurde nach weiteren &ahnlichen
Fallen, sowohl im dieser Arbeit zugrundeliegenden Patientenkollektiv als auch bei
Patienten, bei denen nach 04/2011 mit einer extrakorporalen Photopherese-Therapie
zur Behandlung von GvHD nach allogener Stammzelltransplantation begonnen wor-
den war, gesucht. Ein weiteres Fallbeispiel wurde gefunden und in Abbildung 4-10

dargestellt.
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_ _ zyten bis 47 %o, neurologische Aus-
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08/2012:
05/2003: 11/2008-01/2009: Beobachtungsende, weiterhin GvHD,
ED: cALL 1.- 3. ECP-Zyklus kompensierte Niereninsuffizienz
Abbildung 4-9: Fallbericht einer Patientin [weiblich, 48 Jahre bei Erstdiagnose (ED)] mit
transplantationsassoziierter TMA nach Initiation der ECP-Therapie
23| 03/2013:
Exitus letalis
06/2012: 10/2012: 02/2013:
Rezidiv allogene ausgepragte TMA mit
SZT (mMUD) Fragmentozyten bis 35 %o,
08/2009: akute neurologische Ausfélle,
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Abbildung 4-10:

Fallbericht eines Patienten [ménnlich, 53 Jahre bei Erstdianose (ED)] mit

ausgepragten mikroangiopathischen Veranderungen nach Initiation der

ECP-Therapie
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412 Mikroangiopathische Veranderungen im Zeitraum der ECP-Therapie

Im folgenden Abschnitt wurde die Hypothese aus Abschnitt 4.11 genauer untersucht.
Im Detail wurde uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen der Behandlung von
GvHD-Patienten mit extrakorporalen Photopheresen und dem Auftreten mikroangio-
pathischer Veranderungen gefunden werden konnte. Hierfir wurde das Auftreten
dieser Veranderungen im Verlauf der ECP-Therapie entsprechend dem in Tabel-

le 3-1 vorgestellten Bewertungsschema ausgewertet.

Zunachst wurde der Zeitraum von 8 Wochen vor der ersten Photopherese mit dem
Zeitraum nach Beginn dieser Therapie (1. bis maximal 5. ECP-Zyklus) betrachtet. Fur
diese Zeitrdume lagen die Daten von 32 Patienten zur Auswertung vor. Mikroangio-
pathische Veranderungen des Schweregrads 1 traten sowohl vor als auch nach Initi-
ation der ECP-Therapie auf. Keiner der analysierten Patienten wies vor Beginn die-
ser Therapie mikroangiopathische Veranderungen des Schweregrads 2 auf. Wah-
rend der ersten Photopheresen entwickelten jedoch 7 Patienten (21,9 %) Verédnde-
rungen dieses Schweregrads (Abbildung 4-11, A). In der statistischen Auswertung
ergab sich ein p-Wert von p = 0,044 auf der Basis einer Repeated-Measures-ANOVA
nach einer Rangverteilung der ordinalverteilten Messdaten. Es kann somit ein signifi-
kant haufigeres Auftreten von héheren Schweregraden mikroangiopathischer Veran-

derungen im Verlauf der ersten ECP-Zyklen angenommen werden.

In einem weiteren Analyseschritt wurden Patienten betrachtet, die sich langerfristig,
in diesem Fall mehr als 5 Zyklen, der ECP-Therapie unterzogen hatten. Es lagen
hierfur die Daten von insgesamt 20 Patienten vor. Grinde daftr, dass Patienten nicht
mehr als 5 ECP-Zyklen erhielten, waren unter anderem ein nicht zufriedenstellendes
Ansprechen auf die Therapie oder das Versterben der Patienten. Es zeigte sich in
der Gegenuberstellung des Zeitraums von 8 Wochen vor dem Beginn der ECP-
Therapie mit dem Zeitraum vom 6. bis zum maximal 10. ECP-Zyklus, dass auch hier
bei 2 Patienten (10 %) mikroangiopathische Veranderungen vom Schweregrad 2 auf-
traten (Abbildung 4-11, B). Es wurde analog zu vorherigen Analyse eine Repeated-
Measures-ANOVA nach einer Rangverteilung der ordinalverteilten Messdaten durch-
gefuhrt. Es ergab sich ein p-Wert von p = 0,145, der als nicht signifikant zu einzuord-

nen war.
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Abbildung 4-11:

Verteilung der hochsten aufgetretenen Schweregrade mikroangiopathi-
scher Veranderungen im Verlauf der ECP-Behandlung (A) Gegenuberstel-
lung der Daten zum Auftreten mikroangiopathischer Verdnderungen von 32
Patienten wahrend des Zeitraums vor der ECP-Behandlung und des Zeit-
raums wahrend der ersten Photopherese-Zyklen (1.-5. ECP) und (B) Gegen-
Uberstellung der Daten zum Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen
von 20 Patienten mit langerfristiger ECP-Therapie aus dem Zeitraums vor der
ECP-Therapie und dem Zeitraum wahrend der spateren ECP-Therapie (6.-10.
ECP), ANOVA mit Messwiederholungen nach Rangverteilung der Messdaten:
A) p =0,044 und B) p = 0,145
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Insgesamt konnte im analysierten Patientenkollektiv wahrend der ersten Photophe-
resen ein signifikant haufigeres Auftreten ausgepragter mikroangiopathischer Veran-
derungen entsprechend des in dieser Arbeit verwendeten Schemas festgestellt wer-
den. Im weiteren Therapieverlauf von Patienten mit langerfristiger ECP-Therapie
zeigte sich zwar in der Gegenuberstellung mit dem Zeitraum vor Beginn der ECP-
Therapie ein ebenfalls haufigeres Auftreten dieser Veréanderungen. Es handelt sich in

diesem Fall allerdings um einen statistisch nicht signifikanten Sachverhalt.

In Zusammenschau mit den Fallberichten, die in Abschnitt 4.11 dargestellt wurden,
erhartet sich der Verdacht, dass extrakorporale Photopheresen, insbesondere zu
Beginn der Therapie, mikroangiopathische Veranderungen auslosen oder verstéarken
konnen. Diese Hypothese sollte an einem groReren Patientenkollektiv tberprtft wer-
den und auch der zugrundeliegende Mechanismus sollte in weiteren Analysen

adressiert werden.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit sollte mittels einer retrospektiven Erhebung die Frage klaren,
ob es einen Zusammenhang zwischen der Auspragung sowie der klinischen Symp-
tomatik einer Mikroangiopathie und dem Einsatz von extrakorporalen Photopheresen
zur Therapie der Graft-versus-Host Disease bei Patienten nach allogener Stammzell-
transplantation gibt.

Da im untersuchten Patientenkollektiv bei einem grof3en Teil der Patienten labor-
chemische Veranderungen auftraten, die mikroangiopathische Vorgange erkennen
lieRen, aber den diagnostischen Kriterien der EBMT fur die ta-TMA nicht entspra-
chen, wurde zunachst ein separates Bewertungsschema erstellt, um auch subklini-
sche Veranderungen erfassen und klassifizieren zu kénnen (Tabelle 3-1).

Das Schema basiert auf den bereits zuvor beschriebenen EBMT-Diagnosekriterien
(Ruutu et al. 2007). Der Faktor Haptoglobin wurde jedoch nicht beriicksichtigt, da er
nicht routinemaf3ig im Rahmen von stationdren Aufenthalten und ambulanten Kon-
trollterminen bestimmt wurde und somit fir die retrospektive Auswertung nur in Ein-
zelfallen zur Verfiigung stand. Ebenso wurde der Faktor Hadmoglobin nicht in das
Bewertungsschema aufgenommen, da dieser Faktor durch die hamatologische
Grunderkrankung sowie durch zahlreiche durch die Transplantation bedingte Fakto-
ren so beeinflusst wurde, dass die hier betrachteten subklinischen mikroangiopathi-
schen Veranderungen als Einflussgré3en zurtcktraten.

Somit wurde in diesem Schema der Grad der angenommenen Schadigung durch die
Hohe der Parameter Anzahl an Fragmentozyten sowie Thrombozyten im peripheren
Blutausstrich und Aktivitat der LDH im Serum festgelegt.

Die Grenzen fur auffallige Werte wurden so definiert, dass auch subklinische Veran-
derungen zu erfassen waren: Die Grenzwerte bei LDH und Thrombozyten entspra-
chen dem Klinikinternen Normalbereich. Der Cutoff pathologischer Fragmentozyten-
werte von = 3 %o wurde gewahlt, da in einer Veroéffentlichung Kanamori et al. Gber die
Untersuchung von 95 Blutausstrichen gesunder Freiwilliger im Mittel 0,8 %0 Fragmen-
tozyten mit einer Spanne von 0,2-2,7 %o Fragmentozyten gefunden wurden (Ka-
namori et al. 2003).

Wenn auch Fragmentozyten insgesamt verhaltnismalig spezifisch fur eine Schadi-
gung des Endothels in der Mikrozirkulation im Rahmen einer hamolytischen Mikro-
angiopathie sind, kénnen sie durchaus bei anderen mikroangiopathischen Erkran-

kungsbildern auftreten, beispielsweise bei der thrombotisch-thrombozytopenischen
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Purpura (TTP), dem hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS) oder dem schwanger-
schafts-assoziierten HELLP-Syndrom (Diem et al. 2005). Diese Krankheitsbilder wa-
ren bei den Patienten der hier analysierten Kohorte klinisch jeweils ausgeschlossen,
sodass der Nachweis von Fragmentozyten im Ausstrich des peripheren Blutes ver-

lasslich als transplantationsassoziierte Form gewertet werden konnte.

Einzeln fir sich betrachtet kdnnen eine erhdéhte LDH-Aktivitat im Serum und eine er-
niedrigte Thrombozytenzahl — gerade bei Patienten nach allogener Stammzelltrans-
plantation — durch verschiedene Ursachen bedingt sein. Eine erhdhte LDH-Aktivitat
kann beispielsweise fur eine Veno-Occlusive Disease (VOD) sprechen, im Rahmen
von Infektionen erhoht sein oder im Allgemeinen einen Zellzerfall, z. B. Tumorlyse,
wiederspiegeln. Die Anzahl der Thrombozyten kann beispielsweise aufgrund einer
Transplantatinsuffizienz oder einem Verbrauch im Rahmen entzundlicher Prozesse
oder Blutungen erniedrigt sein.

Um auszuschlieRen, dass durch eine maschinelle Zerstérung von Erythrozyten wah-
rend der Apherese artifiziell hohe Fragmentozytenwerte und durch Verbrauch wah-
rend der Zellseparation artifiziell niedrige Thrombozytenwerte zu einer Verzerrung
der Ergebnisse fuhrten, wurden am Tag einer ECP-Sitzung gemessene Laborpara-
meter nicht bericksichtigt.

Systemische Infektionen mit Aspergillus species sowie mit verschiedenen Viren, ins-
besondere CMV, Adenoviren, HHV-6 sowie Parvovirus B19 kdonnen zu mikroangio-
pathischen Veranderungen flihren (George et al. 2004). Da Infektionen dieser Art im
Rahmen der allogenen Stammzelltransplantation auftreten, kann dies ein nicht zu
vernachlassigender ursachlicher Faktor fur mikroangiopathische Ver&nderungen
auch bei den untersuchten Patienten gewesen sein.

Trotz der vielfaltigen moéglichen Ursachen fur auf3erhalb des Normbereichs liegende
einzelne MessgrélRen wurde daher in dieser Analyse davon ausgegangen, dass das
kombinierte Auftreten der drei Parameter Fragmentozytenzahl, Thrombozytenzahl
und LDH-Aktivitat mit Werten auf3erhalb des Normbereichs als ausreichender Indika-
tor fir das Vorliegen einer mikroangiopathischen Schadigung mit hamolytischen Ver-

anderungen zu betrachten ist.

Zur Verbesserung der Erfassung mikroangiopathischer Veranderungen koénnten bei

einer prospektiv angelegten Studie auch weitere Marker in Betracht gezogen werden,
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insbesondere die Messung von zirkulierenden Endothelzellen. Diese standen aller-
dings fur eine explorative retrospektive Analyse nicht zur Verfigung.

Zirkulierende Endothelzellen zeichnen sich unter anderem durch das Oberflachen-
protein CD142 aus. Sie sind im Blut von Gesunden nur auf3erst selten zu finden, tre-
ten aber bei einer Vielzahl von beispielsweise entziindlichen oder autoimmunologi-
schen Prozessen auf und sind nach aktuellem Kenntnisstand Ausdruck einer ausge-
pragten endothelialen Schadigung (Blann et al. 2005). Das vermehrte Auftreten von
zirkulierenden Endothelzellen nach allogener Stammzelltransplantation, mutmalflich
als Folge von Chemotherapie, Bestrahlung, GvHD-Prophylaxe und von GvHD-

Schadigung, wurde bereits von Woywodt et al. beschrieben (Woywodt et al. 2004).

Bei vielen Patienten traten nach Durchfihrung einer allogenen Stammzelltransplan-
tation Hinweise auf mikroangiopathische Verdnderungen auf. Dieses Ph&nomen
zeigte sich in beiden Patientenkollektiven, das heil3t sowohl bei Patienten, die im
Krankheitsverlauf eine ausgepragte akute und/oder chronische GvHD entwickelt hat-
ten als auch bei Patienten, bei denen keine relevante GvHD aufgetreten war. Eine
Bestatigung der Annahme, dass eine solche Schadigung unter anderem durch die
Konditionierungschemotherapie mitbedingt sein kann, zeigt sich darin, dass auch im
Kontrollkollektiv, bestehend aus Patienten ohne relevante GvHD-Manifestation, im
frihen Verlauf nach der Stammzelltransplantation Hinweise auf mikroangiopathische
Verédnderungen auftraten.

Zusatzlich wurde diese Hypothese von Woywodt und Kollegen bestatigt. Diese konn-
ten eine deutliche Erhéhung zirkulierender Endothelzellen als Marker fur endotheliale
Schadigung nach der Applikation einer Konditionierungschemotherapie nachweisen
(Woywodt et al. 2004).

Jedoch konnte bei der Uberpriifung der Risikofaktoren fiir das Auftreten mikroangio-
pathischer Veranderungen kein signifikanter Einfluss der Intensitat des Konditionie-
rungsschemas bei Unterscheidung zwischen myeloablativem und nicht-
myeloablativem Konzept festgestellt werden (Abschnitt 4.9.1). In der Literatur wurde
dieser Zusammenhang im Rahmen der ta-TMA ebenfalls kontrovers diskutiert. FUr
den Einfluss sprechen die Ergebnisse von Hahn und Kollegen, die beispielsweise ein
erhohtes Risiko fur das Auftreten einer ta-TMA bei hochdosierten Konditionierungs-
schemata zeigen konnten (Hahn et al. 2004) als auch von Woywodt und Kollegen,

die hohere Level zirkulierender Endothelzellen bei Patienten nach myeloablativer
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Konditionierung im Vergleich zu Patienten nach nicht-myeloablativer Konditionierung
als Marker fur endotheliale Schadigung nachweisen konnten (Woywodt et al. 2004).
Nakamae und Kollegen stellten im Gegensatz hierzu fest, dass in ihrem Patienten-
kollektiv eine hochdosierte Konditionierung nicht grundsatzlich ein Risikofaktor fur
das Auftreten einer Mikroangiopathie war, sondern nur der Einsatz von Busulfan in
hohen Dosierungen (Nakamae et al. 2006). Weitere Studien konnten wiederum kei-
nen Einfluss der Intensitat des Konditionierungsregimes auf die Auftretenswahr-
scheinlichkeit einer ta-TMA feststellen (z. B. Shimoni et al. 2004).

Insgesamt konnte in der hier vorliegenden Analyse festgestellt werden, dass in der
Frihphase nach einer allogenen Stammzelltransplantation auch ohne das Vorliegen
von GvH-Aktivitat mikroangiopathische Veranderungen auftraten. Dies kann, auch im
Einklang mit bereits publizierten Untersuchungen, wie weiter oben beschrieben, auf
die Konditionierungschemotherapie zurtckgeftihrt werden. Allerdings konnte in die-
ser Analyse kein Einfluss der Intensitat der Konditionierung auf das Auftreten mikro-

angiopathischer Veranderungen festgestellt werden.

In dieser Analyse konnte festgestellt werden, dass mikroangiopathische Veranderun-
gen bei Patienten nach allogener Stammzelltransplantation mit und ohne klinisch ap-
parenter GVHD auftraten. Bei Patienten, die eine ausgepragte akute oder chronische
GvHD entwickelt hatten (ECP-Gruppe), war dies jedoch signifikant haufiger der Fall
als im Kontrollkollektiv, welches aus Patienten bestand, bei denen sich keine rele-
vante GvHD manifestiert hatte (Abbildung 4-1, p = 0,035). Im Detail konnte dariber
hinaus gezeigt werden, dass insbesondere Patienten, bei denen eine akute GvHD
auftrat, ein hoheres Risiko fur mikroangiopathische Verédnderungen aufwiesen (Ab-
bildung 4-7, p = 0,067).

Diese Ergebnisse bestatigten bereits veroffentlichte Daten zum Auftreten einer mani-
festen ta-TMA bei GvHD. Bereits 1989 wurde von Holler und Kollegen die Korrelation
zwischen akuter GvHD und transplantationsassoziierter TMA beschrieben (Holler et
al. 1989). In nachfolgenden Publikationen wurde diese Korrelation trotz der ausge-
sprochen kontroversen Datenlage bezuglich der Risikofaktoren der ta-TMA mehrfach
bestétigt, beispielsweise durch Fuge und Kollegen (Fuge et al. 2001), die in der uni-
variaten Analyse ihrer Daten eine GvHD zweiten bis vierten Grades als Risikofaktor

fur das Auftreten einer taTMA identifizierten (p = 0,002). In derselben Analyse konnte
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zudem gezeigt werden, dass auch bei chronischer GvHD die Manifestation einer ta-
TMA haufiger auftrat. Dieser Trend erwies sich allerdings als knapp nicht signifikant
(p = 0,083). Weiterhin wurde in einer Studie von Biedermann und Kollegen nachge-
wiesen, dass das Endothel eine Zielstruktur fir alloreaktive T-Lymphozyten im Rah-
men einer chronischen GvHD darstellt (Biedermann et al. 2002). Diese Daten decken

sich mit den Ergebnissen dieser Analyse.

In der longitudinalen Analyse des Auftretens mikroangiopathischer Veranderungen
trat im ersten Jahr nach der Stammzelltransplantation, entsprechend dem typischen
Manifestationszeitraum von Schaden der Konditionierungschemotherapie sowie von
akuter GvHD, die grof3te Zahl der Messwerte mit Schadigungszeichen (Schweregrad
1 und 2) auf (Abbildung 4-4). Im Gegensatz zu Patienten ohne GvHD (Kontrollgrup-
pe), bei denen nach dieser Frihphase kaum noch auffallige Messwerte auftraten,
konnten bei den Patienten der ECP-Gruppe, bei denen sich mehrheitlich eine chroni-
sche GvHD manifestierte, bis weit Uber diesen Zeitraum hinaus mikroangiopathische
Verédnderungen festgestellt werden. Auch diese Daten stehen im Einklang mit der
Annahme, dass akute und chronische GvH-Aktivitat sowie Schadigung durch die

Konditionierung zu mikroangiopathischen Veranderungen fuhren.

Die ECP-Gruppe umfasste ausschlie3lich Patienten, die aufgrund einer GvHD mit
extrakorporalen Photopheresen behandelt wurden. Die Indikation wurde gestellt,
wenn die Erkrankung initial nicht zufriedenstellend auf die Erstlinientherapie und ge-
gebenenfalls auf Therapieversuche mit Zweitliniensubstanzen angesprochen hatte
oder die Dosis dieser Therapeutika im Verlauf nicht gesenkt werden konnte. In aller
Regel handelte es sich bei diesem Kollektiv somit um Patienten mit steroid-
refraktarer oder -abhangiger GvHD. Haufig bestand die Notwendigkeit einer langfris-
tigen Immunsuppression, die mit einer erhéhten Infektionsgefahr sowie weiteren Ne-
benwirkungen einherging. Daher war im Vergleich zu Patienten ohne relevante
GvHD-Manifestationen mit einer erhohten Mortalitéat zu rechnen (Pidala 2011).

Allerdings geht mit der Graft-versus-Host-Aktivitat auch ein Graft-versus-Tumor-
Effekt einher, weshalb die Manifestation einer GvHD mit einer niedrigeren Wahr-

scheinlichkeit eines Rezidivs verbunden ist (Wolff et al. 2010).
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Diese Zusammenhange wurden auch mit den Daten der beiden in dieser Analyse
betrachteten Patientenkollektive abgebildet. Es zeigte sich anhand der Kaplan-Meier-
Funktionen der ECP- und der Kontrollgruppe (Abbildung 4-2) ein deutlicher Trend hin
zu einem besseren Gesamtiberleben in der Kontrollgruppe, der p-Wert war mit
p = 0,056 knapp nicht signifikant. Auch wenn das Gesamtuberleben in der Kontroll-
gruppe insgesamt besser war, traten hier im Vergleich zur ECP-Gruppe haufiger Re-

zidive oder Progresse auf (Tabelle 4-2).

Es wurde bereits zuvor diskutiert, dass die drei dem Bewertungsschema fur mikroan-
giopathische Veranderungen zugrundeliegenden Parameter (Tabelle 3-1) nicht als
spezifisch fur ta-TMA anzusehen sind. Trotzdem konnte anhand der hier ausgewer-
teten Patientendaten gezeigt werden, dass beim Zusammentreffen dieser drei Para-
meter zu einem Zeitpunkt nach der Transplantation eine signifikant erhohte Mortalitat
vorlag.

Es war bereits bekannt, dass eine manifeste transplantationsassoziierte Mikroangio-
pathie mit einer hohen Mortalitat einhergeht (Rutuu et al. 2002). In dieser Analyse
konnte jedoch auch festgestellt werden, dass das Auftreten geringerer, in der Regel
subklinischer mikroangiopathischer Veranderungen vom Schweregrad 2 ebenfalls
mit einem reduzierten Gesamtiberleben der betroffenen Patienten korrelierte (Abbil-
dung 4-3).

Hier ergibt sich die Moglichkeit, beim Auftreten derartiger mikroangiopathischer
Schadigungszeichen den Patienten mit erhéhter Wachsamkeit zu betreuen, frihzeiti-
ger diagnostische sowie therapeutische Schritte einzuleiten und somit gegebenen-

falls die Prognose des betroffenen Patienten zu verbessern.

Um gegebenenfalls Risikopatienten fur das Auftreten mikroangiopathischer Verande-
rungen, insbesondere vom fir das Gesamtuberleben relevanten Schweregrad 2,
identifizieren zu kdénnen, wurden verschiedene fur das Auftreten einer manifesten
transplantationsassoziierten TMA vorbeschriebene Risikofaktoren auf ihre Relevanz
als Risikofaktoren auch flr das Auftreten leichterer mikroangiopathischer Verande-
rungen Uberprift. Keiner der ausgewahlten Parameter konnte jedoch mit statistischer
Signifikanz mit einer verdnderten Verteilung der maximal aufgetretenen Schweregra-
de der mikroangiopathischen Veranderungen korreliert werden. Die im Folgenden

angegebenen p-Werte waren die Ergebnisse univariater Analysen. Es wurden auch
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multivariate Analysen durchgefiihrt, die ebenfalls keine statistische Signifikanz fur

einen der potenziellen Risikofaktoren ergaben (nicht dargestellt).

Es handelte sich um die im Folgenden noch einmal aufgefiihrten Transplantations-

modalitaten:

Geschlechtszugehdrigkeit des Empfangers: Hier war das weibliche Geschlecht

als Risikofaktor fur das Auftreten einer manifesten ta-TMA vorbeschrieben (z. B.
Fuge et al. 2001 und Roy et al. 2001). Dieser Sachverhalt konnte in mehreren
Publikationen bestatigt werden. Allerdings gab es auch einige wenige Untersu-
chungen, bei denen eine bestimmte Geschlechtszugehdérigkeit nicht mit einem
haufigeren Auftreten einer ta-TMA korrelierte (z. B. Holler et al. 1989 und Hahn et
al. 2004).

Anhand der dieser Analyse zugrundeliegenden Daten konnte das weibliche Ge-
schlecht bei einem p-Wert von p = 0,973 (ECP-Gruppe) beziehungsweise
p = 0,612 (Kontrollgruppe) nicht als Risikofaktor fir mikroangiopathische Veran-
derungen identifiziert werden.

Mehrere Sachverhalte zu dieser Fragestellung sind denkbar: (1) die Ge-
schlechtszugehdrigkeit korreliert weder mit der Inzidenz mikroangiopathischer
Veranderungen noch mit der Inzidenz einer manifesten ta-TMA oder (2) mikro-
angiopathische Veradnderungen treten bei beiden Geschlechtern gleich héufig
auf, das Fortschreiten zu einer manifesten ta-TMA geschieht jedoch beim weibli-
chen Geschlecht haufiger.

Dieser Fragestellung konnte aufgrund der geringen Anzahl manifester Erkran-
kungsfalle (n =1) im untersuchten Patientenkollektiv nicht genauer untersucht
werden.

Intensitdt des Konditionierungsschemas: In einigen Analysen, beispielsweise in

Hahn et al. 2004, konnte herausgearbeitet werden, dass eine Konditionierung mit
hoher Intensitat einen Risikofaktor fur das Auftreten einer ta-TMA darstellte.
Insgesamt stammten die meisten Analysen zu dieser Fragestellung jedoch aus
einem Zeitraum, in dem die Konditionierungstherapie mit nicht-myeloablativer
Dosierung noch nicht etabliert war. Shimoni et al. berichteten 2004 allerdings,
dass die Inzidenz der Komplikation ta-TMA bei Dosis-reduzierten Konditionie-
rungsschemata nicht reduziert war (Shimoni et al. 2004).

Auch in der vorliegenden Analyse bestand bei einem p-Wert von p = 0,862 (ECP-
Gruppe) beziehungsweise p =1,000 (Kontrollgruppe) kein signifikanter Unter-

47



schied zwischen myeloablativen und nicht-myeloablativen Konditionierungs-
schemata beziglich der Inzidenz mikroangiopathischer Veranderungen.

- HLA-Ubereinstimmung: Es war vorbeschrieben, dass eine HLA-Mismatch-

Transplantation mit einer erhdhten Auftretenswahrscheinlichkeit einer ta-TMA
einherging (z. B. Roy et al. 2001). Diese Feststellung konnte jedoch beispiels-
weise durch Fuge et al. 2000 nicht bestatigt werden. Insgesamt erwiesen sich
auch weitere Untersuchungen bezuglich dieser Fragestellung als kontrovers.
Aufgrund der geringen Fallzahl der Transplantationen mit HLA-Mismatch (3/39
(ECP-Gruppe) und 4/41 (Kontrollgruppe)) im hier untersuchten Patientenkollektiv
konnte keine fundierte Aussage getroffen werden, ob ein HLA-Mismatch zwi-
schen Spender und Empfanger mit einer veranderten Auftretenswahrscheinlich-
keit mikroangiopathischer Veranderungen korrelierte.

- Verwandtschaftsverhaltnis zwischen Spender und Empfanger: In mehreren Ana-

lysen war vorbeschrieben, dass das Transplantat eines unverwandten Spenders
mit einem hoheren Risiko einer ta-TMA einherging (z. B. Roy et al. 2001 und
Ruutu et al. 2002). In einigen wenigen Untersuchungen konnte dieser Sachver-
halt jedoch nicht bestatigt werden (z. B. Nakamae et al. 2006).

Wie in der Literatur vorbeschrieben, traten in der Kontrollgruppe der hier vorlie-
genden Analyse mikroangiopathische Verdnderungen bei einem nicht-
verwandtem Spender haufiger auf. Diese Korrelation war allerdings nicht signifi-
kant (p = 0,249). Es ergab sich zudem eine Inkongruenz zu den Daten der ECP-
Gruppe, in welcher dieser Trend nicht bestatigt werden konnte (p = 0,689).

Es sind mehrere Méglichkeiten zur Lésung dieser Kontroverse denkbar: (1) Ent-
weder besteht tatsachlich keine Korrelation zwischen dem Verwandtschaftsver-
héaltnis von Spender und Empfanger und dem Auftreten mikroangiopathischer
Veranderungen oder (2) diese Korrelation ist in der ECP-Gruppe durch das ver-
mehrte Auftreten anderer Einflussfaktoren Uberlagert, wie beispielsweise durch
die Manifestation einer GvHD, die bei allen Patienten dieser Gruppe aufgetreten

war.
Bei der sehr kontroversen Datenlage bezlglich der Risikofaktoren der ta-TMA, die

zwar in einzelnen Analysen identifiziert werden, aber kaum in Folgeanalysen durch-

gehend bestatigt werden konnten, erscheint es plausibel, dass keine der untersuch-
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ten Transplantationsmodalitdten als signifikanter Risikofaktor fur das vermehrte Auf-

treten mikroangiopathischer Veranderungen identifiziert werden konnte.

Mit der Annahme, dass mikroangiopathische Verédnderungen insbesondere auch
durch GvH-Schadigung bedingt waren, stellte sich die Frage, ob es im Verlauf der
ECP-Therapie, parallel zum Ansprechen der GvHD-Manifestationen auf die Behand-
lung, auch zu einem Rickgang von Zeichen mikroangiopathischer endothelialer Ver-
anderungen kam.

Dafur wurde zunachst anhand des dieser Analyse zugrundeliegenden Patientenkol-
lektivs die Wirksamkeit der extrakorporalen Photopherese-Therapie Uberprift (Abbil-
dungen 4-7 und 4-8).

In der Literatur gab es diesbezuglich viele Studien, die die Effektivitat von extrakorpo-
ralen Photopheresen seit Beginn ihrer Anwendung bei akuter und chronischer GvHD
bestétigten. Aufgrund der vielgestaltigen GvHD-Manifestationen und der unterschied-
lichen Anwendungsschemata in den durchfiihrenden Zentren waren die verschiede-
nen Studien untereinander jedoch nur in Ansatzen vergleichbar und eine abschlie-
Rende Evaluation der Wirksamkeit gestaltete sich schwierig (Dal’Amico und Messina
2002).

Da im hier untersuchten Patientenkollektiv die Indikation der ECP-Therapie nur bei
5 Patienten aufgrund einer akuten GvHD gestellt wurde und in dieser Untergruppe
nur sparliche Daten zur Entwicklung der GvHD-Manifestationen vorhanden waren,
wurden nur Patienten, bei denen aufgrund chronischer GvHD extrakorporale Photo-
pheresen eingeleitet worden waren, analysiert.

Fur die Anwendung der ECP bei dieser Indikation existierten lange Zeit nur retro-
spektiv angelegte Analysen. Couriel et al. berichteten im Jahr 2006 beispielsweise
Uber 71 Patienten mit schwerer chronischer GvHD, die mit ECP behandelt worden
waren. 61 % der Patienten sprachen auf diese Therapie an. Nach einem Jahr war es
zudem bei 22 % dieser Patienten moglich gewesen, die gleichzeitige Therapie mit
Steroiden zu beenden. Die Mortalitat in der untersuchten Gruppe war allerdings mit
einem Ein-Jahres-Gesamtiuberleben von 53 % hoch (Couriel et al. 2006).

Im Jahr 2008 wurden von M. E. Flowers und Kollegen die Ergebnisse einer gréReren
prospektiven randomisierten multizentrischen Phase-II-Studie veroéffentlicht. Es han-

delt sich um die Auswertung der Daten Uber die Anwendung von ECP bei 95 Patien-
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ten mit kutaner chronischer GvHD, die nicht adaquat mit Steroiden kontrolliert wer-
den konnte. Die Patienten wurden entweder mit Standardtherapie und ECP oder mit
Standardtherapie alleine behandelt und 12 Wochen (Standardtherapie-Gruppe) bis
24 Wochen (Standardtherapie + ECP-Gruppe) nachbeobachtet. Die ECP-Therapie
wurde in der ersten Woche dreimalig, in Woche 2 bis 12 zweimal pro Woche und in
Woche 13 bis 24 zweimal alle 4 Wochen durchgefuhrt. Im Verlauf der Therapie wur-
den das Ansprechen der kutanen und extrakutanen GvHD-Manifestationen sowie die
Hohe der verabreichten Steroiddosis analysiert.

Sekundare Endpunkte waren die Reduktion der Steroiddosis um 50 % zusammen
mit der Verbesserung der Hautmanifestationen um mindestens 25 %. Sie traten be-
reits in Woche 12 in der Standardtherapie + ECP-Gruppe signifikant haufiger als in
der Standardtherapie-Gruppe auf, ebenso wie partielle und komplette Remissionen
der kutanen Manifestationen, die durch einen nicht-verblindeten Untersucher festge-
stellt wurden. Die beiden Gruppen unterschieden sich jedoch nach einer Beobach-
tungszeit von 12 Wochen nicht signifikant hinsichtlich des primaren Endpunkts. Dies
wurde jedoch auf das unpassende Studiendesign zurtickgefihrt, durch welches die
Untersuchung des priméren Endpunkts zu friih erfolgte. Bis zum Ende der Beobach-
tung (Woche 24) konnte namlich eine fortschreitende Verbesserung aller betrachte-
ten Parameter festgestellt werden. Allerdings fehlte dann der Vergleich zur Stan-
dardtherapie-Gruppe, deren Beobachtungszeit nach Woche 12 endete (Flowers et al.
2008).

Die Ergebnisse dieser beiden und auch weiterer Analysen stimmen mit den Daten,
die an dem in dieser Arbeit betrachteten Kollektiv erhoben wurden, tberein. Auch
hier konnte bestatigt werden, dass mit einiger Verzogerung, in diesem Fall wahrend
des 6. bis 10. ECP-Zyklus, eine signifikante Verbesserung der GvHD-Manifes-
tationen sowie eine signifikante Reduktion der Steroiddosierung erreicht werden
konnte. In allen publizierten Studien und auch in dieser Analyse erfolgte die extra-
korporale Photopherese zusétzlich zu der bisherigen medikamentdsen Therapie, die
bei dem in dieser Analyse betrachteten Kollektiv tblicherweise aus Steroiden, Calci-
neurininhibitoren, Mycophenolatmofetil und/oder Everolimus bestand. Es ergab sich
folglich die Problematik, dass die Effekte der ECP-Therapie nicht von den Effekten

dieser Substanzen getrennt werden kdnnen.
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In dieser Analyse erfolgte zudem bei der Betrachtung der Wirksamkeit der extrakor-
poralen Photopheresen kein Vergleich des behandelten Kollektivs mit einer Kontroll-
gruppe. Dies fuhrt zu einer erschwerten Einordnung der Ergebnisse. Dennoch wird
die signifikante Verbesserung der Symptomatik bei gleichzeitig signifikanter Redukti-
on der schon vorher applizierten Therapie als starker Hinweis fur die Wirksamkeit der

ECP-Therapie gewertet.

Es wird im Allgemeinen ein Zusammenhang zwischen GVH-Aktivitat und dem Auftre-
ten mikroangiopathischer Veranderungen angenommen. Somit stellte sich die Frage,
ob die erfolgreiche Therapie der GvHD auch zu einer Reduktion mikroangiopathi-
scher Veranderungen fuhrte.

Allerdings fielen die Erkrankungsverlaufe einer Patientin mit manifester ta-TMA sowie
eines Patienten mit schweren mikroangiopathischen Veranderungen auf, welche sich
direkt nach Initiation der ECP-Therapie manifestierten (Abbildung 4-9 und 4-10). So-
mit war zu Uberprufen, ob es entgegen der urspringlichen Annahme zu einem ver-
mehrten Auftreten von mikroangiopathischen Veranderungen im Verlauf der ECP-
Therapie kam.

Zunachst konnte festgestellt werden, dass bei keinem analysierten Patienten im Zeit-
raum von 8 Wochen vor Initiation der ECP-Therapie relevante mikroangiopathische
Veranderungen (Schweregrad 2) gemessen wurden. Im Zeitraum nach Beginn der
ECP-Therapie trat dieser Schweregrad jedoch mehrfach auf (Abbildung 4-11, A).
Insgesamt ergab sich hier ein statistisch signifikanter Sachverhalt: Die Haufigkeit
ausgepragter mikroangiopathischer Veranderungen nahm wahrend der ersten ECP-
Zyklen signifikant zu.

Im Folgenden sollte das Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen bei langer-
fristiger ECP-Therapie analysiert werden (Abbildung 4-11, B). Hier nahm die Zahl der
Patienten mit verfiigbaren Daten ab, da nur ein Teil der Patienten mehr als 5 Photo-
pheresen erhielt. Dies geschah unter anderem aufgrund eines mangelnden Anspre-
chens der ECP-Therapie oder des Versterbens der Patienten. Insgesamt zeigte sich
in dieser Gruppe eine geringe Inzidenz ausgepragter mikroangiopathischer Verande-
rungen. Wahrend der spateren ECP-Zyklen zeigten sich nur in 10 % der Féalle mikro-
angiopathische Veranderungen des Schweregrads 2. Aul3erdem zeigte sich keine

statistische Signifikanz bei diesem Sachverhalt.
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Insgesamt lasst sich annehmen, dass es wéahrend der Durchfihrung der ersten Pho-
topheresen zu einem gehauften Auftreten mikroangiopathischer Veranderungen
kommt. Dieser Sachverhalt scheint sich bei Patienten, die langfristige Photophere-

setherapie erhalten, nicht fortzusetzen.

Auch wenn andere Ursachen fir die genannten Veranderungen in dieser Analyse
nicht ausgeschlossen werden kdnnen, fihren das vermehrte Auftreten von mikroan-
giopathischen Veranderungen nach Therapiebeginn sowie die zwei Fallberichte zu

der Vermutung, dass die ECP selbst diese Veranderungen bewirkt.

Insbesondere da die Durchfiihrung extrakorporaler Photopheresen in letzter Zeit brei-
tere Anwendung findet und im NIH-Konsensus-Paper zur Therapie der chronischen
GvVvHD - wohl auch aufgrund des bisher beschriebenen giinstigen Nebenwirkungspro-
fils - sogar als mdglicher Kandidat fur die Erstlinientherapie vorgeschlagen wird
(Wolff et al. 2010), ist es notwendig, dass die Fragestellung, ob und wie die Durch-
fuhrung extrakorporaler Photopheresen bei einem Teil der Patienten mikroangiopa-
thische Veranderungen auslosen oder verstarken kann, in weiteren Analysen adres-

siert wird.
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6 Zusammenfassung

In dieser Dissertation wurde das Auftreten manifester transplantationsassoziierter
thrombotischer Mikroangiopathie sowie das Auftreten leichterer, zumeist subklini-
scher mikroangiopathischer Veranderungen in einem Kollektiv von Patienten unter-
sucht, die zur Behandlung einer steroidrefraktaren oder -abhangigen akuten oder
chronischen GvHD nach allogener Stammzelltransplantation eine Therapie mit extra-
korporalen Photopheresen erhielten. Diese Daten wurden den Daten eines Kontroll-
kollektivs, bestehend aus Patienten ohne Manifestation einer relevanten akuten oder
chronischen GvHD, gegentuber gestellt. Bei 1/39 Patienten (ECP-Gruppe) sowie 0/41
Patienten (Kontrollgruppe) trat eine manifeste ta-TMA entsprechend der EBMT-
Diagnose-Kriterien auf. Zeichen mikroangiopathischer Schadigung, die durch ein auf
den Messwerten von Fragmentozyten, Thrombozyten sowie der LDH-AKktivitat beru-
hendes Bewertungsschema festgestellt wurden, traten hingegen in beiden Patien-
tengruppen insbesondere im ersten Jahr nach der Stammzelltransplantation mit sig-
nifikanter Haufung bei Patienten mit GvHD (ECP-Gruppe) auf (80,5 % vs. 51,2 %,
p = 0,035).

In der Uberprifung der Assoziation mit dem Uberleben der Patienten ging das Auf-
treten von ausgepragten mikroangiopathischen Veranderungen (Schweregrad 2) mit
einem erniedrigten Gesamttiberleben einher.

In der Analyse von Risikofaktoren fur das Auftreten mikroangiopathischer Schadi-
gung konnte fur die Transplantationsmodalitdten (1) Geschlechtszugehérigkeit des
Empfangers, (2) Intensitdt des Konditionierungsregimes, (3) Verwandtschaftsgrad
zwischen Spender und Empfanger sowie (4) HLA-Ubereinstimmung zwischen Spen-
der und Empfanger kein signifikanter Einfluss festgestellt werden. Es zeigte sich ein
Trend zu einem vermehrten Auftreten von mikroangiopathischen Verénderungen,
wenn der Patient zuvor eine akute GvHD entwickelt hatte (p = 0,067).

Beziglich der Wirksamkeit der ECP-Therapie wurden die Reduktion der Steroiddosis
und die Verringerung der GvHD-Manifestationen als Parameter analysiert. Die Effek-
tivitdt der extrakorporalen Photopheresen in der Kontrolle der GvHD beziglich beider
MessgrofRen wurde bestatigt (p = 0,008 bzw. p < 0,001).

Allerdings kam es im analysierten Patientenkollektiv wahrend der ersten Photophe-
resen zu einer Zunahme des Auftretens von mikroangiopathischen Veranderungen

des Schweregrads 2 und es wurden Falle identifiziert, bei denen Patienten direkt
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nach Initiation der ECP-Therapie eine transplantationsassoziierte TMA bzw. relevan-
te mikroangiopathische Veranderungen entwickelten.

Insgesamt traten mikroangiopathische Veranderungen bei Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation haufig auf, insbesondere bei Manifestation einer GvHD.
Trotz der nachgewiesenen Effektivitat der ECP in der Kontrolle der GvHD zeigte sich
eine Tendenz zur Zunahme mikroangiopathischer Veranderungen unter Therapie mit
ECP, in Einzelfallen mit schwerwiegenden klinischen Konsequenzen. Der Verlauf
mikroangiopathischer Veranderungen sollte bei Patienten, die zur Behandlung einer
GVvHD extrakorporale Photopheresen erhalten, im Verlauf engmaschig untersucht
werden.

Ziele nachfolgender Untersuchungen kénnen die Bestéatigung der sich hier aufge-
zeigten Assoziationen in klinischen Analysen mit gréf3eren zugrundliegenden Patien-
tenkollektiven sowie auf Ebene der Grundlagenforschung Einblicke in die Pathoge-
nese der transplantationsassoziierten thrombotischen Mikroangiopathie unter ECP-

Therapie sein.
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