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1 Zusammenfassung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) ist eine etablierte
Behandlungsoption fiir eine Vielzahl hamatologischer Erkrankungen. Die Zeit nach der
Transplantation wird dennoch haufig durch Komplikationen wie Infektionen und Transplantat-
gegen-Wirt-Krankheit (GvHD) erschwert. Die Zeit kann dabei als dehnbarer Abschnitt gesehen
werden, oftmals erfordern chronische Langzeitfolgen lebenslange Uberwachung. Das
Konditionierungsschema vor der Transplantation und die immunsuppressive Therapie nach
der HSZT verursachen ein eingeschranktes Immunsystem des Stammzell-Empfangers, das
zu einem schweren und oft lang andauernden Immundefekt fihren kann.

Die Verbesserung der immunologischen Uberwachung konnte beschriebene Komplikationen
minimieren. Diese Arbeit schlagt als mogliche Strategie zur Analyse der Immunsystem-
funktionalitait nach allogenen HSZT die Uberwachung der TTV-Kinetik nach der
Transplantation vor. Das Torque Teno Virus (TTV) ist ein nicht behilltes Anellovirus mit einer
zirkularen einzelstrangigen DNA von etwa 3,8 kb, und einer weiten Verbreitung in der
Allgemeinbevdlkerung. Es gilt bislang als nicht pathogen, der Zusammenhang zu klinischen
Manifestationen ist nicht bekannt. Nach bisherigen Kenntnissen kann das Virus als ein wert-
voller Marker zur funktionellen Bewertung der Immunrekonstitution bei immungeschwachten
Patienten dienen.

In dieser Studie wurde die TTV-Kinetik analysiert, um die TTV-Viramie als potentieller
Biomarker der Immunkompetenz nach allo-HSZT zu identifizieren. 23 Patienten, die zwischen
November 2014 wund Aprii 2015 am Universitatsklinikum Kéln eine allogene
Stammzelltransplantation erhielten, wurden retrospektiv auf TTV-DNA getestet. Die virale
Quantifizierung fand zu festgelegten Zeitpunkten nach der Transplantation aus Vollblut-
Proben statt. Die Dynamik der TTV-Viramie wurde in Bezug zu Nicht-TTV-
Virusreaktivierungen (CMV, EBV und BKPyV), akute GvHD und Generierung von Immunzellen
gesetzt.

Jene Stammzellempfénger, die von anhaltenden Virusinfektionen und/oder GvHD wéahrend
der ersten 100 Tage nach allo-HSZT betroffen waren (Hochrisikogruppe), zeigten eine
signifikant hohere mittlere TTV-Belastung am Tag +30 als Patienten mit einem weniger
komplizierten klinischen Verlauf (Niedrigrisikogruppe) (p=0,005).

Als Merkmal eingeschrankter Immunregeneration mit gesteigertem Komplikationsrisiko
zeigten die Hochrisikopatienten an Tag +30 eine signifikant geringere Zellzahl der
Lymphozyten als Patienten der Niedrigrisikogruppe. Eine Gesamtlymphozytenzahl von
weniger als 55E+08 Zellen/L assoziierte mit der Zugehdrigkeit zur Hochrisikogruppe
(p=0,039).

Entsprechend der hier aufgefiihrten Resultate, empfiehlt sich das Screening auf TTV-DNA in

der Posttransplantationsphase. Die Ergebnisse legen nahe, dass TTV einen zusatzlichen
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Parameter darstellen kénnte, Patienten mit einem hoéheren Risiko fiir Komplikationen in den
ersten 100 Tagen nach allo-HSZT zu identifizieren. Prospektive Studien, einschlie3lich die
Uberwachung von Lymphozyten-Untergruppen, sind erforderlich, um die potenzielle
Verwendung von TTV bei der immunologischen Uberwachung nach allo-HSZT zu verifizieren.
Patienten mit erhohtem Risikoprofil, eine bedrohliche Komplikation zu entwickeln, kénnten so

von prophylaktischer Therapie oder friihzeitiger Therapiemodulation profitieren.

2 Einleitung

2.1 Stammzelltransplantation

Die hdmatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) stellt ein Verfahren dar, bei dem
einem Empfanger hdmatopoetische Stammzellen eines beliebigen Spendertyps und einer
beliebigen Quelle verabreicht werden, um das fehlende, dysfunktionelle oder maligne
entartete lymphohamatopoetische System des Empfangers durch ein Hamatopoese-

Immunsystem eines gesunden Spenders zu ersetzen?.

2.1.1 Geschichte

Das Gebiet der Knochenmarktransplantation hat sich tber einen Zeitraum von nun mehr als
60 Jahren weiterentwickelt. Angeregt durch die anhaltende nukleare Bedrohung zum Ende
des Zweiten Weltkrieges begannen Wissenschaftler Mdglichkeiten zum Schutz des Menschen
vor Bestrahlung zu erforschen. Im Jahr 1949 machten Jacobson und Kollegen im
Mausversuch die Beobachtung, dass die Abschirmung der Milz mittels Bleifolie das Uberleben
einer Ganzkorperbestrahlung in letaler Strahlendosis sichern konnte?. Das Uberleben derart
bestrahlter Mause konnte ebenso durch die Infusion von Milz- oder Knochenmarkszellen
erzielt werden?3. Spater wurde mit dem Konzept der Bestrahlung, zur therapeutischen
Eliminierung von leuk&mischen Zellen, die Verwendung von Konditionierungsschemata fur
eine erfolgreiche Transplantation in die Klinik eingefuhrt. 1957 fuhrte Edward Donnall Thomas
erstmalig die Knochenmarkstransplantation an einem Patienten durch. Er konditionierte die
Patienten mit Ganzkérperbestrahlung und/oder hochdosierter Chemotherapie, um die
Grunderkrankung zu eradizieren, und infundierte dann Knochenmarkzellen, was zu einer
hamatologischen Rekonstitution fiihrt*S. Erst durch zahlreiche Studien und der Erkenntnis der
humanen Leukozytenantigene (human leukocyte antigen, HLA) als zentraler Einflussfaktor bei
der HSZT verbesserten sich die Ergebnisse der Transplantation. Das gewonnene Wissen Uber
die Bedeutung des HLA-Systems und hierdurch die verbesserte Strategie zur
Spenderauswahl erreichte 1968 erfolgreiche allogene HSZT bei malignen hamatologischen

Erkrankungen®’.



1990 wurde E. D. Thomas und J. E. Murray fur ihre Entdeckungen beztglich der Zell- und
Organtransplantation bei der Behandlung menschlicher Erkrankungen der Nobelpreis fur
Medizin und Physiologie verliehen.

Die HSZT konnte sich inzwischen durch Erweiterung der Indikationsstellung zunehmend
etablieren. Die Zahl der vollzogenen Transplantationen wachst jahrlich stetig. Wahrend 1990
fir Europa noch 4.234 HSZTs an 143 Zentren in 20 europaischen Landern verzeichnet
wurden?®, betrug die Anzahl der Transplantationen 2019 bereits 48.512 an 700 Zentren in 51

europaischen und angeschlossenen Landern®.

2.2  Prinzip

2.2.1 Die hamatopoetische Stammzelle

Die pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) besitzen die Fahigkeit der
Selbsterneuerung und Differenzierung in die sogenannten Progenitorzellen. Diese
charakterisieren die Vorlauferzellen aller zellularen Blutbestandteile. Der Sitz der pluripotenten
hamatopoetischen Stammzellen ist der Knochenmarksraum. Daneben befinden sie sich, zu
einem jedoch wesentlich geringeren Anteil, im peripheren Blut oder im frischen
Nabelschnurblut. Das CD34-Antigen ist ein Glycoprotein, welches von hamatopoetischen
Stammzellen exprimiert wird und sich auf deren Zelloberflache befindet. Das Antigen kann im
klinischen Alltag als Marker dienen, so z.B. zur Leukdmiediagnostik, aber auch bei der

immunologischen Reinigung fiir die Transplantation®1?,

2.2.2 Stammzellquelle

Initial galt das Knochenmark (KM) als Standard-Stammzellquelle. Die Gewinnung der
hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks gelingt durch Punktion des hinteren
Beckenkamms und nachfolgender Aspiration des blutbildenden Gewebes.

Seither hat die Transplantation peripherer Stammzellen (PBSC) an Bedeutung gewonnen und
gilt inzwischen als Haupt-Stammzellquelle!?. Die Mobilisierung der Stammzellen erfolgt durch
einen hamatopoetischen Wachstumsfaktor, der sogenannte Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF), sodass der starke
Zuwachs der Stammzellen im peripheren Blut es ermoglicht, sie fur therapeutische
MaRnahmen mittels Leukapharese zu sammeln3. Mobilisierte PBSC-Praparate enthalten -
verglichen mit Knochenmarkspraparaten - durchschnittlich das 3-4-fache an CD34+-Zellen
und 10-mal mehr Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen!*. Verschiedene Studien konnten
zeigen, dass die Immunrekonstitution bei Wachstumfaktor-stimulierten-peripheren Stamm-
zellen im Vergleich zur Knochenmark-Transplantation schneller verlauft'>!6, Anasetti et al.
legten jedoch in einer prospektiven randomisierten Studie 2011 dar, dass der Einsatz von

peripheren Blutstammzellen anstelle von Knochenmarkstammzellen bei der Fremdspender-
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transplantation zu einem hdheren chronischen GvHD-Risiko, bei vergleichbarer Anzahl an
aufgetretener akuter GVHD, fuhrt'’. Fur eine allogene Transplantation sollte eine Mindestdosis
von 4x10° CD34-positiven Zellen/kg Korpergewicht des Empfangers und bei autologen
Transplantationen von 2x108/kg Korpergewicht angestrebt werden?8,

Stammzellen konnen auch aus Nabelschnurvenenblut gewonnen werden. Da die
gesammelten Zellzahlen haufig zu gering sind, um das stabile Anwachsen des Transplantats
(Engraftment) sicherzustellen, prasentiert sie eine selten genutzte Quelle. Diese
Transplantationen sind, neben einem zeitlich verzégerten Engraftment, mit einem geringeren
Risiko an GvHD verknUpft*°.

2.2.3 Arten der Stammzellspende

Es wird zwischen zwei verschiedenen Typen von Stammzelltransplantationen unterschieden,
die autologe und die allogene. Die Bezeichnung beschreibt jeweils das Verhaltnis zwischen
Patient und Spender. Bei der autologen HSZT werden vorab gesammelte patienteneigene
Stammzellen z. B. nach Chemo- oder Strahlentherapie reinfundiert. Dieses Therapieschema
stellt sich als besonders vorteilhaft dar, da nach der Transplantation keine Immunsuppression
erforderlich ist sowie keine Graft-versus-Host-Erkrankungen (graft versus host disease,
GvHD) auftreten. Da kein Spender bereitgestellt werden muss, erleichtert dies das gesamte
Prozedere der Transplantation. Im Vergleich zur allogenen HSZT wird allerdings durch das
Ausbleiben eines Graft-versus-Leukemia-Effekts sowie der mdglichen Kontamination mit
Tumorzellen das Rezidivrisiko erhéht. Durch Reinigen des Transplantats (Purging) wird
versucht, Letzterem entgegen zu wirken. Der Wirkmechanismus basiert bei diesem
Therapiekonzept auf der Anti-Tumor-Wirkung der Hochdosischemotherapie.

Bei einer allogenen Transplantation werden immer korperfremde Zellen Gibertragen. Durch das
Auftreten von AbstoRungsreaktionen gegen das Transplantat oder aber Transplantat-gegen-
Empfanger-Reaktionen sind immunsuppressive Therapien notwendig. Dies hat eine
verzodgerte Immunrekonstitution zur Folge und impliziert mithin eine erhdhte Infektionsgefahr.
Aus diesem Grund ist die allogene Transplantation mit erheblich gravierenderen
therapiebedingten Komplikationen verbunden. Die Anti-Leuk&mische Wirkung (Graft-versus-
leukemia) als wiinschenswerter Effekt wird weniger der Konditionierung, mehr der allogenen
HSZT zugeschrieben. Die Bereitstellung von allogenen HSZ erfordert ein umfangreiches
komplexes Prozedere der Spendersuche, das in Deutschland durch ein zentrales Register
(ZKRD) koordiniert wird.
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2.2.4 Spenderauswabhl

Die Voraussetzung fir eine erfolgreiche allogene Stammzelltransplantation ist die
Gewebevertraglichkeit von Spender und Empfanger. Die Bestimmung dieser Histo-
kompatibilitat wird mittels Typisierung der humanen Leukozytenantigene durchgefihrt.

Das HLA-System dient dem Immunsystem, zwischen korpereigen und kdrperfremd zu
unterscheiden?. Es ist das polymorphste genetische System des Menschen. Die individuellen
HLA-Merkmale des Menschen werden durch Gene im Bereich der Haupthisto-
kompatibilitatskomplex-Region (major histocompatibilitiy complex, MHC, beim Menschen auch
als HLA-Antigene bezeichnet) auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 kodiert und lassen sich
topographisch und funktionell in drei Klassen mit weiteren Isotypen unterteilen. Fir die
Transplantation sind nur Klasse-I mit HLA-A, -B, -C und Klasse-Il mit HLA-DR und -DQ von
Bedeutung?'. Der doppelte Chromosomensatz bedingt, dass jeder Mensch fir jedes HLA-
Merkmal jeweils zwei Allele besitzt, d.h. 5x2 relevante HLA-Merkmale fur die Transplantation.
Die vollstandige Ubereinstimmung dieser 5 Isotypen wirde einem in 10 von 10 Allelen
gematchten Spender entsprechen.

Wahrend Klasse-I-Molekile auf der Oberflache beinahe aller kernhaltigen Zellen exprimiert
werden, finden sich Klasse-ll-Molekille nur auf Antigen-pradsentierenden Zellen, wie B-
Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen.

Die HLA-Gene sind eng miteinander verbunden und das gesamte MHC wird von beiden
Elternteilen auf Mendelsche Weise als gekoppeltes Set (HLA-Haplotyp) vererbt. Die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei Geschwister HLA-identisch sind betragt 25%?22. Daher erfolgt -
wenn eine allogene Transplantation indiziert ist - zunachst eine Familienspendersuche. Liegt
innerhalb der Familie kein kompatibler Spender vor, findet die Einleitung der internationalen
Suche nach einem HLA-kompatiblen, nicht verwandten Spender in einer akkreditierten
Sucheinheit statt. Umfangreiche Daten aus Transplantationszentren und Transplan-
tationsregistern bestétigten, dass das GvHD- und Abstol3ungsrisiko vom Grad der
Ubereinstimmung in den HLA-Molekiilen abhangig ist>*?>. Fiir rund ein Drittel der Patienten
steht ein histokompatibler Familienspender zur Verfiigung. Die verbleibenden zwei Drittel der
Patienten erfordern die Suche nach einem passenden nicht verwandten Spender (Matched
unrelated donor, MUD). Die Erfolgsrate der Suche eines passenden Donors steigt durch den

Ausbau der Spenderregister von Jahr zu Jahr?®,

2.2.5 Indikationen der allogenen Stammzelltransplantation

Im Allgemeinen reprasentiert die allogene Stammzelltransplantation eine Therapieoption,
sobald sie eine potenziell bessere Prognose verspricht als die therapeutische
Alternativtherapie. Die Bewertung des kurativen Potenzials der HSZT findet unter dem

Gesichtspunkt der Risiken therapiebedingter Morbiditat und Mortalitat statt?’. Entscheidend
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sind neben der Diagnose auch die individuellen Parameter des Patienten wie Alter und
Vorerkrankungen als auch die transplantationsspezifischen Faktoren wie Spender-
verflugbarkeit bei der Indikationsstellung.

Sowohl maligne als auch nichtmaligne Erkrankungen des blutbildenden Systems kdnnen die
Indikationen zur allogenen HSZT stellen. Zu den Standardindikationen z&hlen je nach
Erkrankungsstadium und verflgbarem Spender die akute und chronische lymphatische
Leukdmie (ALL, CLL), die akute und chronische myeloische Leukdmie (AML, CML), T- und B-
Zell Lymphome, das myelodysplastische Syndrom (MDS), die Primére Myelofibrose (PMF)
sowie bei den hamatopoetischen Insuffizienzen nicht-maligner Genese die aplastischen
Anamien (AA) und die paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH). Aktuelle Empfehlungen
und Details sind der Leitlinie zur allogenen Stammezelltransplantation von der Deutschen
Arbeitsgemeinschaft flir Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation (DAG-KBT) zu

entnehmen.

2.2.6 Konditionierungstherapie

Unter Konditionierung versteht man die der eigentlichen Stammzelltransplantation
vorgeschaltete mehrtdgige Behandlung. Die Konditionierung vereinigt drei Funktionen. Sie
wirkt immunsuppressiv, um eine Transplantatabstof3ung zu verhindern, sie wirkt myeloablativ
um ,Platz* fur die transplantierten HSZ bereitzustellen und sie soll — mit unterschiedlicher
Intensitat — maligne Zellen abtéten.

Bestimmend fir die Auswahl der Konditionierungsintensitat ist, neben dem fir die Krankheit
bestimmte Graft-versus-Tumor-Effekt, auch die Komorbiditaten, das Alter, der Remissions-
status vor Transplantation und das Rezidivrisiko. Diese Vielzahl an Einflussgrof3en lasst keine
einheitlichen Konditionierungsstandards zu, sondern erfordert ein individuelles Anpassen. Die
Intensitaten lassen sich pauschal in myeloablatives (MA), nicht-myeloablatives (NMA) und
intensitatsreduziertes (RIC) Regime eingruppieren?,

Das myeloablative Regime — die Standardkonditionierung — wird mit Zytostatika, wie
Cyclophosphamid, Busulfan, Etoposid oder Fludarabin (allein oder kombiniert) mit oder ohne
Ganzkdrperbestrahlung (=2 5Gy Einzeldosis oder 28 Gy fraktioniert) durchgefiihrt?®, Es
verursacht eine derartige Schadigung der Knochenmark- und Immunsystemfunktion, so dass
eine Rekonstitution der patienteneigenen Hamatopoese ausbleibt. Eine anschlieBende
Stammzellgabe ist daher unvermeidlich, um dem Patienten ein Uberleben der Konditionierung
zu gewahrleisten.

Das nicht-myeloablative Regime erzeugt nur eine geringfigige Hamatotoxizitdt und lasst
daher die anschlieBende autologe Rekonstitution des hdmatopoetischen Systems zu. Das
Anwachsen von Spender-Stammzellen und damit das Ersetzen des patienteneigenen

Systems wird durch die ausreichend immunsuppressive Wirkung mdoglich. Eine bessere
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Vertraglichkeit und niedrigere therapieassoziierte Sterblichkeit fihren dazu, dass das
Anwendungsgebiet der HSZT mit dieser Konditionierung auf Patienten erweitert werden kann,
welche sich ansonsten nicht fiir eine konventionelle myeloablative Behandlung qualifiziert
hatten (z.B. Altere oder Patienten mit schweren Komorbiditaten)?®. Es basiert auf einem
Therapieregime, das eine minimale Zytopenie hervorruft. Beispiele fur NMA-Therapien sind:
Fludarabin+Cyclophosphamid®, Ganzkorperbestrahlung mit < 2Gy3*2, Gesamtlymphoid-
bestrahlung+Antithymozytenglobulin (ATG)*:.

Bei dem intensitatsreduzierten System ist die Dosis der Chemo- bzw. Bestrahlungstherapie
um mindestens 30% reduziert?®. Es erfiillt weder die Konditionierungsschemata der MA noch
der NMA.

2.3 Ablauf der allogenen Stammzelltransplantation

Die allogene HSZT gliedert sich in mehrere Abschnitte.

Im Vorfeld erfolgen die Spendersuche und Spenderauswahl primar anhand von HLA-Identitat.
Bei erfolgreicher Auswahl wird die Konditionierungstherapie durchgefiihrt, die den Empfanger
fur die Transplantation des Blutstammzellpraparats vorbereitet.

Unmittelbar im Anschluss erfolgt die Stammzellgewinnung durch Apharese peripherer
Blutstammzellen des Donors nach G-CSF Behandlung oder Knochenmarkentnahme.

Es schliel3t sich die Transplantation der Stammzellen an (Tag 0). Die Tage, die auf die
Transplantation folgen, werden entsprechend mit einem Pluszeichen beschrieben. Bei dem
Vorgang der Transplantation werden die Zellen Uber einen zentralen Venenkatheter in das
ventse System infundiert. Die Stammzellen verlassen die Blutbahn und siedeln sich in den
leeren Knochenmarksnischen an.

Das Engraftment bezeichnet das erfolgreiche Anwachsen des Transplantats in den
Knochenmarkszwischenraumen und die einsetzende Neuproduktion der hamato- und
lymphopoetischen Zellen. Das erfolgreiche Engraftment definiert sich dadurch, dass die
Neutrophilenzahl an 3 aufeinanderfolgenden Tagen stabil tber 500/uL3** und die
Thrombozytenzahl (an mind. 7 aufeinanderfolgenden Tagen und ohne Verabreichung von
Thrombozytenkonzentraten) stabil bei tiber 20.000/uL® liegt.

In Abhé&ngigkeit von dem Konditionierungsverfahren und der verwendeten Stammzellquelle
erfordert das Engraftment eine unterschiedlich lange Zeitspanne. Das Zeitintervall bis die
neutrophilen Granulozyten den Grenzwert erreichen, betragt je nach Literatur zwischen +9 bis
+19 Tage bei PBSCs und +15 bis +25 Tage bei KM%, Das Engraftment der Thrombozyten
zeigt sich laut Literatur bei Erhalt von PBSCs an Tag +10 bis +16, bei KM-Transplantation an
Tag +18 bis +30%%,

Fur die quantitative und funktionelle Rekonstitution des adaptiven Immunsystems (T- und B-

Zellen) vergeht eine deutlich langere Zeit*.
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Fur die T-Zell-Rekonstitution existieren zwei verschiedene Wege. Sie geht zunéchst aus der
Thymus-unabhangigen peripheren Expansion hervor. Diese T-Zellen setzen sich zusammen
aus restlichen Wirts-T-Zellen, die die Konditionierung tberlebt haben, und reifen Spender-T-
Zellen. Letztere wurden Uber ein Stammzellen-Allotransplantat Gbertragen oder gezielt als
Spender-Lymphozyten-Infusion verabreicht*!.

Neue naive T-Zellen werden zeitverzdgert aus hamatopoetischen Stammzellen in einem
Thymus-abhéngigen Regenerationsmechanismus erzeugt. Die Stromazellen des Thymus
unterstitzen die Differenzierung von Nachkommen der eingewanderten, undifferenzierten in
reife T-Zellen*?. Da dieser Mechanismus von funktionsfahigem Thymusgewebe abhangig ist,
sinkt die Funktionsfahigkeit mit steigendem Alter. Die altersbedingte protrahierte
Immunrekonstitution betrifft im Speziellen die CD4+ T-Zellen, die sich nach den CD8+ T-Zellen
erholen, da ihre Generierung starker auf der Produktion im Thymusgewebe basiert. Daraus
ergibt sich eine Inversion des CD4+/CD8+-Quotienten®.

In der Regel erfolgt die Wiederherstellung der B-Zellzahl innerhalb von 12 Monaten nach HSZT.
Die Funktionalitat der Zellen bleibt in den ersten 2 Jahren beeintrachtigt. Dies flhrt zu einem
langen Defizit der B-Zell-vermittelten Immunitat*s,

Unter Berlicksichtigung dieser Gegebenheiten, liegt es nahe, dass auch bei Vorliegen
numerisch physiologischer Blutwerte nicht unweigerlich von einer adaquaten Immun-
kompetenz ausgegangen werden kann. Die Patienten unterliegen einem erhghten Risiko fur

schwer verlaufende bakterielle, Pilz- und Virusinfektionen.

2.4 Komplikationen nach allogener HSZT

Nach einer allogenen Stammzelltransplantation sind die Patienten durch eine Vielzahl zum
Teil schwerwiegender Komplikationen gefahrdet. Zu den haufigsten gehdren das Rezidiv der
Grunderkrankung, das Transplantat-Versagen, die Graft-versus-Host-Erkrankung und die
transplantationsassoziierten Infektionen.

Die beiden zuletzt genannten erfordern gegensétzliche Modellierung des Immunsystems.
Daher bedarf es die optimale Balance zu finden zwischen der Immunsuppression als
AbstoRungsprophylaxe einerseits und die Forderung des neuentstehenden Immunsystems

zur Abwendung von Infektionen andererseits.

2.4.1 Graft-versus-Host-Disease

Alloreaktive T-Lymphozyten des Donors erkennen abweichende Histokompatibiltéatsantigene
im Empfanger und schadigen das Gewebe. Diese systemisch entziindliche Erkrankung wird
als Graft-versus-Host Erkrankung (Graft-versus-Host-Disease, GvHD) bezeichnet und wird in
akute und chronische Form unterschieden. Die friihere, strikte Trennung der akuten von der

chronischen Form, basierte auf dem Manifestationszeitpunkt nach der Transplantation (mehr
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oder weniger als 100 Tage nach der Transplantation). Diese Einteilung, stlitzend auf dem
Manifestationszeitpunkt riickt mehr in den Hintergrund. Aktuell wird eine Definition genutzt, die
mehr auf die Symptome typischer akuter und chronischer GvHD-Manifestationen ausgerichtet
ist*4,

In geringem Ausmalf kann eine GvHD erwiinscht sein, um den Graft-versus-Leukemia-Effekt
zu erreichen. Der ausbleibende Graft-versus-Leukemia- bzw. Graft-versus-Lymphoma-Effekt
fuhrt zum Anstieg der Rezidivrate®.

Eine ausgepragtere GvHD stellt jedoch eine signifikante Ursache der Morbiditat und Mortalitat
in allogenen HSZT Empfangern dar.

Die akute Form (aGvHD) tritt bevorzugt in den ersten Wochen und Monaten (laut ehemaliger
Definition bis Tag +100) nach Transplantation auf. 30% - 60% aller allogenen
Stammzellempfanger sind betroffen, in 15-30% fiihrt es zum Tod*®4’. Klinisch manifestiert sich
die aGvHD an der Haut (Exanthem, Erythrodermie, Desquamation), an der Leber
(Bilirubinanstieg mit Ikterus) und am Darm (Diarrhoe, Tenesmen, Dyspepsie, Anorexie, lleus).
Fur die Entstehung der aGvHD ist eine Vielzahl von Risikofaktoren bekannt, die bei der
Prognoseeinschatzung und Prophylaxeplanung beachtet werden mussen. Einige Beispiele
seien hier genannt: HLA-Mismatch, Geschlechtsheterogenitdt zwischen Spender und
Empfanger (insbesondere weiblicher Donor fir einen mannlichen Empfanger),
Ganzkoérperbestrahlungen, Infektionen, weiblicher Spender mit vorangegangener
Schwangerschaft, Stammzellquelle: Blutstammzellen > Knochenmark > Nabelschnurblut,
Anzahl der T-Lymphozyten im Transplantat bei HLA-Mismatch Situation, reduzierte
immunsuppressive Prophylaxe.

Zu Beginn der aGvHD steht eine Gewebeschadigung durch das Konditionierungsregime und
die damit einhergehende generalisierte Immunreaktion mit Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen*®4°. Nach Transplantation werden T-Lymphozyten des
Spenders durch Interaktion mit antigenprasentierenden Zellen des Empfangers aktiviert und
zur klonalen Expansion stimuliert. Im Folgenden fiihrt dies erneut zur Expression
proinflammatorischer Zytokine und deren Rezeptoren, die den ,Zytokinsturm® intensivieren.
Hauptakteure sind dabei Interleukine wie IL-1, -2, -17, 22 und -23, der Tumor-Nekrose Faktor
und Interferon-gamma®. SchlieRlich folgt die T-Zell-vermittelte Zytotoxizitit gegen die
Empfangerzellen mit Gewebezerstorung in den Zielorganen durch Apoptoseinduktion®?.

Die Einstufung des aGvHD Gesamtschweregrades erfolgt in vier Grade von leicht bis
lebensbedrohlich. Die Einteilung basiert auf der Schweregradbeurteilung fir jedes einzelne
der Hauptmanifestationsorgane Haut, Darm und Leber. Dies wird gemessen an dem klinischen
Bild der Haut, dem Diarrhoevolumen und dem Bilirubinwert.

Die chronische Form (cGvHD) ist eine verzOgert einsetzende Reaktion des

Spenderimmunsystems gegen Gewebe des Empfangers, der mediane Beginn liegt ungefahr
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6 Monate nach der allogenen HSZT®2. 50% der Patienten nach allogener hamatopoetischer
Stammzelltransplantation sind betroffen® und in ca. 25% endet sie todlich®*. Ein erhohtes
Risiko zur Entwicklung einer cGvHD wird u.a. beschrieben bei vorangegangener akuter GvHD,
bei dem HLA-Mismatch zwischen Spender und Empfanger, bei peripheren Blutstammzellen
als Stammzellguelle im Vergleich zum KM, bei vorhergehenden Infektionen wie CMV-
Reaktivierung und bei dem fortgeschrittenen Alter des Spenders und Empfangers®©1. Die laut
.National Institutes of Health® haufig befallenen Organe sind die Haut, subkutanes
Bindegewebe, die Augen, die Mundschleimhaut, die Speicheldriisen, der Darm, die Leber, die
Lunge, Faszien bzw. Muskeln und die Genitalien**, doch kénnen geradezu alle Organe
befallen sein. Das Erscheinungsbild einer chronischen GvHD &hnelt einer
Autoimmunerkrankung. Im Folgenden eine Aufzahlung typischer Erscheinungen:
Sklerodermie - &ahnliche Hautveranderungen, Weichteil- und Schleimhautveranderungen,
entzindlich desquamative und fibrosierende Lasionen im GIl-Trakt, cholestatische
Leberverdnderungen, Fasciitiden, Lungenbeteiligung in Form von Brochiolitis obliterans, sowie
ein zu opportunistischen Infektionen pradisponierenden persistierenden Immundefekt®2, Die
Einteilung des Schweregrades (mild, moderat und schwer) der cGvHD erfolgt anhand des
Schweregrads der Organmanifestation und der Zahl der betroffenen Organe*4.

In der Behandlung der GvHD werden sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch
immunsuppressive und antiinflammatorische Medikamente eingesetzt. In den ersten Monaten
nach der Transplantation wird standardmé&Rig eine medikamenttse Prophylaxe verabreicht,
Dauer und Intensitat variieren abhangig von individuellen Risikofaktoren wie HLA-
Kompatibilitdat. Das in Deutschland prophylaktische Standardschema der GvHD ist die
Kombination eines Calcineurin-Inhibitors wie Cyclosporin A oder Tacrolimus mit Methotrexat
oder Mycophenolat Mofetil. Dartber hinaus gilt die Hinzunahme von Antithymozytenglobuline
als eine effektive Mafinahme zur Abwendung einer akuten und chronischen GvHD bei
Vorliegen eines erhéhten GvHD Risikos®.

Die Therapie richtet sich zunéchst nach dem Schweregrad der GvHD und dem betroffenen
Organ. In der Erstlininientherapie spielt das Prednisolon eine zentrale Rolle. Bei Nicht-
Ansprechen auf Prednisolon existiert eine Vielzahl an Arzneimitteln als Zweitlinientherapie.
Die Wahl des Wirkstoffs und die Reihenfolge der Verabreichung sind auf3erst uneinheitlich.
Die Strategien bei steroidrefraktdren GvHD basieren besonders auf den eigenen klinischen
Erfahrungen der Zentren®. Spezifische Therapien der betroffenen Organe, physikalische und

supportive Therapien erweitern den Umfang der Behandlung.
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2.4.2 Infektionen

2.4.2.1 Allgemeines

Postengraftment-Infektionen verursachen eine erhebliche Morbiditat und Mortalitat. Die
vorausgehende Konditionierung und die damit einhergehende Phase der Aplasie einerseits,
sowie die GvHD-Behandlung andererseits, erhéhen das Risiko, an opportunistischen
Infektionen durch Bakterien, Viren und Pilzen zu erkranken. Insbesondere die Reaktivierung
latenter Infektionen mit humanpathogenen Herpesviren wie dem CMV oder EBV stellt eine
geflrchtete Komplikation nach der HSZT dar. Die Reaktivierung einer BKPyV-Infektion ist im
Vergleich zu zuvor genannten Viren seltener zu beobachten, dennoch gefiirchtet. Weitere
Viren, die fir eine Infektion der HSZT-Patienten verantwortlich sind, sind HSV, VZV,
Adenoviren, HHV6 und Viren der oberen Atemwege wie Influenza, Parainfluenza und RSV®®.
Die Priméarinfektion der Erreger verlauft in der Regel inapparent, die lebenslange Kontrolle
erfordert ein funktionierendes Immunsystem. Doch im Fall einer Immunsuppression kann es
zu einer Reaktivierung mit schweren klinischen Verlaufen kommen. Daher erfordert die
Posttransplantationsphase umfangreiche Screeningkontrollen und prophylaktische Be-
handlungen.

In Abhé&ngigkeit des Zeitpunkts Posttransplantation wird mit verschiedenen Erregern
gerechnet.

Phase | — direkt nach der Konditionierung — bezeichnet die Phase des Pre-Engraftment. Sie
zeichnet sich durch die Neutropenie und Schrankenstdrung — im Speziellen durch drastische
Schleimhautschadigungen im Mundbereich und in den Darmabschnitten - aus. Bis zur
Neutrophilenregeneration dominieren Infektionen mit Bakterien (grampositiv und —negativ),
Pilzen (wie Aspergillus oder Candida) und Viren (insbes. HSV). Etwa 90% der Infektionen
werden durch Bakterien ausgeldst®®.

Phase Il - Post-Engraftment - stellt durch das Auftreten der akuten GvHD und deren Therapie
ein Zeitabschnitt mit beeintrachtigter zellularer und humoraler Immunitat dar. Virale Erreger,
allen voran CMV, kénnen eine grof3e Gefahr hervorbringen. Zusatzlich lassen sich haufig
Pneumocystis jiroveci und Aspergillus species hachweisen.

In der dritten Phase, der Spatphase, in der weiterhin die Immunitat gestort ist und die
chronische GvHD den Verlauf bestimmt, zeigen sich besonders Infektionen mit bekapselten
Bakterien (z.B. Streptococcus pneumoniae)®’.

Die Infektionsprophylaxe zielt besonders auf die Reduktion kdrpereigener Erreger ab und das
Vermeiden einer Kolonisation mit neuen Keimen, z.B. durch Expositionsprophylaxe oder
Umkehrisolation. Selektive medikamentdse Infektionsprophylaxen, deren Wirkspektrum die
typischen Vertreter dieser Erreger abdeckt, finden routinemaRig Anwendung bis zur

Rekonstitution des Immunsystems.
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2.4.2.2 Cytomegalie-Virus

Das Cytomegalie-Virus (CMV) wird auch als humanes Herpesvirus Typ 5 (HHV-5) bezeichnet
und gehort zur Familie der Herpesviridae. CMV besitzt eine lineare doppelstrangige DNA, die
von einem Kapsid umgeben ist. Es kommt beim Menschen ubiquitar vor und zeigt je nach
geographischer Region und soziotkonomischem Status eine 40-100%-ige Seropositivitat
beim Erwachsenen®. Die Infektion erfolgt zum einen von der Mutter auf das Kind diaplazentar,
perinatal und tber die Muttermilch®®, zum anderen Uber Schmierinfektion, also direkten
Kontakt von Schleimhauten mit infektiosen Korperflissigkeiten wie Nasensekret, Speichel,
Tranenflussigkeit, Urin und Genitalsekreten’. Die Transfusion infektioser Blutprodukte oder
die Transplantation infizierter Organe’? bergen das Risiko einer iatrogenen Infektion. Nach
einer asymptomatischen oder subklinischen Primérinfektion persistiert das Virus dauerhaft
latent im Korper. Bei Reaktivierung im immunsupprimierten Patienten kann sich die CMV-
Erkrankung verschiedenartig manifestieren, unter anderem als Pneumonie, Colitis,
Osophagitis, Retinitis, Enzephalitis und Hepatitis. Zu beobachten sind mehrheitlich die
atypische interstitielle Pneumonie und Manifestationen im Gastrointestinaltrakt’.

Bei der Suche eines geeigneten Spenders sollte auch der CMV-Status erhoben werden, denn
die Konstellation des CMV-Serostatus von Empfanger und Spender beeinflusst die Inzidenz
und den Schweregrad der klinischen Manifestation von CMV-Infektionen bzw. -
Reaktivierungen’. Zur Reduktion der transplantationsassoziierten Mortalitat sollte der CMV-
seronegative Empfanger Stammzellen eines ebenfalls seronegativen Donors erhalten. Das
Match der CMV-Konstellation gilt ebenfalls fiir die CMV-Seropositivitat.

Als Standardtherapeutikum der CMV-Infektion stehen Ganciclovir (i.v), Valganciclovir (p.o.),
Foscarnet, Cidofovir, Leflunomid und CMV-Immunglobuline (bei Pneumonie) zur Verfligung.
Ganciclovir gilt als First-line Therapie’. Die Anwendung der verfligbaren Virustatika ist durch
Nebenwirkungen wie Myelosuppression und Nephrotoxizitat limitiert. Eine Prophylaxe mit
einem Virostatikum findet Anwendung bei Patienten mit hohem CMV-Infektionsrisiko als
vorbeugende Behandlung um die Entstehung einer CMV Infektion zu verhindern. Zu diesen
Risikofaktoren zdhlen z.B. Patienten mit haploiden oder mit nicht-verwandten Mismatch-
Spendern. Die Zulassung neuerer antiviraler Wirkstoffe wie Letermovir 2018 erweiterten das
medikamentose Spektrum der CMV Prophylaxe um nebenwirkungsarmere Arzneimittel”s77.
Die praemptive Therapie basiert auf dem aktiven Monitoring der CMV-Reaktivierung aus
Blutproben des HSZT-Transplantierten. Beim Nachweis positiver Replikation soll die antivirale
Behandlung vor der Manifestation von klinischen Symptomen genutzt werden. Sie konnte eine
Verbesserung des CMV-bezogenen Outcomes zeigen und gilt daher als Standard’. Die
primdre CMV-Infektion eines CMV-seronegativen Patienten mit seronegativem Donor soll
durch die Transfusion lediglich seronegativer Blutprodukte oder die Verwendung von

leukozytendepletierten Blutplattchenpraparaten vermieden werden’®,
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2.4.2.3 BK-Polyomavirus

Das BK-Polyomavirus (BKPyV) gehort zur Familie der Polyomaviridae und ist ein hllenloses
DNA-Doppelstrangvirus mit einer Pravalenz in der Gesamtbevolkerung von tber 80%°°. Es
wurde erstmals 1971 aus dem Urin eines Nierentransplantatempfangers (B.K.) isoliert und
nach diesem benannt. Die Infektion erfolgt insbesondere im Kindesalter® oral durch
Schmierinfektionen mit dem Urin infizierter Personen. Nach Priméarinfektion persistiert das
Virus lebenslang im Urothelgewebe der Nieren und des Harntraktes als auch in den
Leukozyten®83, Bei Immunkompetenten ist die klinische Bedeutung des Virus gering, die
Infektion verlauft meist asymptomatisch oder mit grippeahnlicher Symptomatik.
Schwerwiegende Symptome treten fast ausschlie3lich im Rahmen einer Reaktivierung unter
Immunsuppression wie bei der Nieren- oder Knochenmarktransplantation auf. Besonders
hervorzuheben sind die tubulointerstitielle Nephritis nach Nierentransplantation mit dem Risiko
des Transplantatversagens, eine neu auftretende Uretherstenose®® sowie die hamorrhagische
Zystitis (hemorrhagic cystitis, HC) nach Stammzelltransplantation®. Bis zu 25% aller HSZT-
Empfanger erkranken an der BKPyV-assoziierten hamorrhagischen Zystitis®’.

Die klinischen Symptome variieren von Hamaturie, stdndigen Harndrang mit Pollakisurie und
Algurie bis hin zur Hydronephrose und maglicher Niereninsuffizienz®. Als Ursache fir die
Entstehung der HC bei BKPyV-Reaktivierung werden besonders der Spendertyp, die

notwendige Immunsuppression sowie das Konditionierungsschema angesehen®.

2.4.2.4 Epstein-Barr-Virus

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) gehort wie das CMV zur Familie der Herpesviridae, deren
Genom als lineare, doppelstrangige DNA vorliegt. Benannt wurde es nach seinen Entdeckern
Michael Epstein und Yvonne Barr (1964). Sie isolierten das Virus aus B-Zelllinien eines
afrikanischen Patienten mit Burkitt-Lymphomen und lieferten erstmals Hinweise auf die
kausale Beteiligung des Virus an der Onkogenese®. AuRRer dem Burkitt-Lymphom ist es mit
weiteren menschlichen Tumorerkrankungen assoziiert: dem Hodgkin-Lymphom®! und dem
Nasopharynxkarzinom®?,

Die Infektion erfolgt zumeist im Kindesalter und verlauft meist asymptomatisch. Kommt es zur
Infektion bei Jugendlichen oder Erwachsenen, treten gehauft die Anzeichen einer infektiosen
Mononukleose auf. Diese lymphoproliferative Erkrankung wurde nach dem Kinderarzt E.
Pfeiffer beschrieben und ist bekannt als das Pfeiffersche Drisenfieber. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass EBV mit einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen wie
Immunzytopenien, Multiple Sklerose, systemischer Lupus erythematodes und evtl. auch
Rheumatoiden Arthritis in Zusammenhang steht®3.

Das Virus gelangt tber Speichel in die B-Lymphozyten der Mund- und Rachenschleimhaut.

Dies verursacht eine polyklonale Aktivierung dieser Zellen, die sich in der Schwellung der

20



lymphatischen Gewebe wie Milz, Lymphknoten und Tonsillen auf3ert. Im immunologisch
gesunden Organismus regulieren naturliche Killerzellen und zytotoxische T-Zellen (Cytotoxic
T lymphocyte, CTL) die unkontrollierte Proliferation der infizierten B-Zellen®:. Die Verbreitung
liegt weltweit bei einer ca. 95-%-igen Seropositivitat®®. Nachweislich tragen Infizierte nach der
Priméarinfektion lebenslang EBV-positive B-Zellen im Blut. Wie andere Herpesviren kann es zu
einer Reaktivierung kommen, insbesondere bei bestehender Immunsuppression (z.B. bei HIV
und Transplantatempfangern). In Organtransplantierten sowie allogenen HSZT-Empfangern
zeigte sich die Entstehung von Lymphomen durch die EBV- Reaktivierung. Diese Erkrankung
ist bekannt als posttransplantierte lymphoproliferative Erkrankung (Post-Transplantat
Lymphoproliferative Disorder, PTLD). Die PTLD prasentiert sich als heterogenes
Krankheitsbild mit unspezifischen Symptomen wie Fieber, Miudigkeit, Gewichtsverlust,
schmerzloser Lymphknotenvergréf3erung bis hin zu schnell wachsender Raumforderung im
transplantierten Organ sowie in anderweitigen extranodalen Geweben (z.B. obere Luftwege,
Intestinum). Daneben kann sie als diffuse, fulminant verlaufende Sepsis-ahnliche Erkrankung

verlaufen®®,

2.4.2.5 Torque Teno Virus

Das Torque Teno Virus (TTV) wurde 1997 erstmalig aus einem japanischen Patienten mit
Posttransfusionshepatitis unbekannter Atiologie isoliert®”. Anfanglich wurde das Virus nach
den Initialen des Indexpatienten als T.T. Virus benannt. AnschlieRend stellte der Initialname
den vermuteten Ubertragungsweg (Transfusion Transmitted Virus) dar, bis es zuletzt,
angelehnt an die Genomstruktur, als Torque Teno Virus (lat. Torquere=drehen; tenuis=dinn)
bezeichnet wurde®.

Es wird der Familie Anelloviridae und dem Genus Anellovirus zugeordnet. Gemaf Itoh und
Kollegen zeigten Untersuchungen und elektronenmikroskopische Aufnahmen von TTV-
Partikeln, die aus menschlichem Fazes isoliert wurden, eine PartikelgréRe von 30 - 32nm®.
Anelloviren umfassen unbehiillte Viren mit zirkularer ssDNA-Genom negativer Polaritat. 1999
wurde nachgewiesen, dass das Prototyp-TTV-Isolat (TA278) des Genotyp 1 eine
GenomgroRe von 3853 nt aufweist'®. TTV zeigt eine fir ein DNA-Virus auRergewdhnlich hohe
genetische Variabilitat mit einer Sequenzdivergenz zwischen den Genotypen von iber 30%°2,
Aufgrund der genetischen Variabilitdt wurden die TTV-Stamme zunéachst in funf verschiedene
phylogenetische Gruppen eingeteilt'®?, 2016 gelang es Hsiao et al. durch Sequenanalysen aus
Proben taiwanesischer Bevolkerung zwei neue phylogenetische Gruppen zu identifizieren03,
Es zeigte sich, dass multiple Infektionen eines Individuums mit mehreren Genogruppen und —
typen zur gleichen Zeit moglich sind%.

Die Einteilung des Genoms erfolgt in die potentiell kodierende Region von ca. 2,6 kb Lange

und in eine untranslatierte Region (UTR) von 1,2 kb. Die erst angegebene umfasst zwei offene
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Leserahmen (ORF1 und ORF2). Diese liegt im antigenomischen Plusstrang vor und ist
fragmentarisch Uberlappend (vgl. Abbildung 1). Beim Urtyp TA278 liegt der ORF1 zwischen
den Nukleotiden 589 und 2898 und kodiert fir 770 Aminosauren. Der zweite Leserahmen
(ORF2) befindet sich zwischen den Nukleotiden 107 und 712 und kodiert fiir 150 Aminosauren.
Sequenzanalysen von 11 Isolaten!®® zeigten die Existenz eines zusatzlich offenen
Leserahmens (ORF3), welcher bei TA278 zwischen Nukleotid 2904 und 3074 zu finden war.
Er kodiert fir 57 Aminosauren und befindet sich stromabwarts von ORF11%-1%  Es wurden
weitere offene Leserahmen fir verschiedene Isolate beschrieben. Das Gesamtgenom wird zu
einem Drittel von der UTR-Region eingenommen und tragt einen GC-reichen Abschnitt,
dessen Anteil in Abh&ngigkeit vom Genotyp divergiert. Ferner liegen in der UTR ein Promotor

und transkriptionelle Enhancerelemente.

CAV-like 36 nt stretch (3816-3851) TATA box (85-90)

Regulatory sequences

contained in UTR: Initiation of translation (263)

ATF/CREB GC-rich tract (3732-3853)
AP-2 sites / CAV-like aa motif (398-460)
NF-kB
SP-1 site 1 A/
y ORF2
(107-712)

Potential stem-loop

Poly (A)-signal (3073-3078) y

ORF3

(2904-3074)

3853 nt

\ Arg-rich region

N\ HVR1 (1411-1476)
: HVR2 (1528-1668)

HVR3 (1702-1794)

ORF1

(589-2898)

N22 region (1847-2346) >\ Vi

Abbildung 1: Schematische Darstellung des TTV-Genoms (Isolat TA278)%7

In der gesunden Bevolkerung zeigt sich eine hohe Pravalenz von teils mehr als 90% und einer
relativ gleichmaRigen Verteilung weltweit'®. Bislang existiert kein direkter Hinweis auf eine
Pathogenitat oder den Zusammenhang zwischen Infektion und spezifischen klinischen
Erkrankungen!!®. Der Plasma-TTV-Spiegel bei gesunden Menschen wund nicht-
immungeschwéachten Patienten liegt zwischen 2,3 + 0,7 logio Kopien/mL!! und spiegelt das
Gleichgewicht zwischen Virusreplikation und antiretroviraler Immunantwort mit einer taglichen
Clearance Rate von 90% wider. Es wird angenommen, dass die zellvermittelte Immunitéat eine

wichtige Rolle bei der Kontrolle des Plasmaspiegels spielt!?113,
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Studien haben gezeigt, dass das TTV keine bestimmte Zellspezifitat oder keinen Tropismus
aufweist und die virale Genomreplikation in verschiedenen Geweben und Organen stattfindet.
Replizierende TT-Viren wurden z.B. in der Leber 1, in peripheren mononuklearen Blutzellen
(PBMC)4115 und im Knochenmark!'® nachgewiesen. Der vorrangige Replikationsort der Viren
wird den mononukledren Zellen des peripheren Blutes, insbesondere den T-Lymphozyten
zugeschrieben*'’. Uber den genauen Ablauf der Replikation existieren bislang nur wenige
Daten. Es gibt Hinweise darauf, dass die Genomreplikation dem Rolling-circle-Mechanismus
folgt©°.

Nach der Entdeckung wurde angenommen, dass die Ubertragung ausschlieBlich durch Blut
und Blutprodukte stattfindet. Ein Hinweis darauf war die Uberproportional hohe
Durchseuchung der Hamophilie-und Transplantationspatienten*®1° sowie der vom Gebrauch
intravendser Drogen abhangigen Patienten!?°, Es wurde von einer fakal-oralen Transmission
ausgegangen?!, nachdem ebenfalls der Nachweis von TTV-DNA in Leber, Galle und Fazes
erbracht wurde. Das Vorhandensein von TTV-DNA im Rachenschleim'® legt eine
Ubertragung durch Tropfchen- und Schmierinfektion nahe. Dariiber hinaus hat die Studie von
Chikasue et al. den Nachweis von TTV im Atem infizierter Personen erbracht'?®, Virus-DNA in
Spermien'?* deutet auch auf sexuelle Transmission hin. Studien bewiesen, dass die
Ubertragung tiber Nabelschnurblut und Muttermilch?®, durch Kontakt mit Haut oder Haaren
von infizierten Personen??® sowie tber den transplazentaren Transmissionsweg!?’ moglich
sind.

Erhohte Replikationsniveaus wurden u.a. bei Patienten mit HIV-Infektion!?8, Sepsis'?,
rheumatoiden  Arthritis'®, unbehandelten soliden Tumoren'®* und nach Organ-
transplantation®2133 peobachtet. Es ist aber wahrscheinlich, dass diese erhohte Virus-DNA-
Last eine Folge der Immunsuppression und nicht urséchlich ist.

Das Verstandnis Uber die Interaktion zwischen TTV und dem Immunsystem ist wegen seiner
(vermuteten) benignen Natur von besonderem Interesse und vermag zu verschiedenen
Anwendungen in der Patientenversorgung genutzt werden. In den vergangenen Jahren gingen
aus der Forschung einige Untersuchungen in verschiedenen Patientengruppen hervor.
Madsen et al. zeigte bereits 2001, dass die TTV-Viruslast als ein Biomarker der
Immunrekonstitution nach Beginn der HAART in HIV-positiven Patienten gelten kann®3,
Ahnliche Untersuchungen wurden mitunter bereits fiir solide Organtransplantationen von

Nieren® und Lungen®®® und Patienten mit chronischer Arthritis*” gemacht.

2.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit
Die allogene HSZT hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer bewé&hrten Therapiemethode
zur Behandlung hamatologischer Erkrankungen entwickelt. Ziel der Transplantation von

pluripotenten hamatolopoetischer Stammzellen ist durch das erfolgreiche Ansiedeln im
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Empfangerorganismus und die dortige Proliferation und Differenzierung die Hamatopoese zu
rekonstituieren. Die vorherige Konditionierungstherapie sowie der Graft-versus-Leukamie-
Effekt sollen in Summe maligne Zellen eliminieren.

Mogliche, durch die Transplantation bedingte Todesursachen sind vor allem die GvHD und die
beschriebenen Infektionen. Die Mortalitdt nach der allogenen Stammzelltransplantation hat
sich dank verbesserter Transplantationstechniken und supportiver Therapien deutlich
dezimiert.

Die Pravention dieser Komplikationen erfordert sensitive und reproduzierbare Methoden zur
moglichst frihzeitigen Vorhersage potentieller Schwierigkeiten. Insbesondere die Beurteilung
der Immunitat ist von besonderem Interesse, da Behandlungen nach der Transplantation
entsprechend angeglichen werden kénnten. Bislang wurde kein objektiver Parameter ermittelt,
der den Grad der Immunrekonstitution widerspiegelt.

Das Ziel dieser vorliegenden retrospektiven Studie ist es, die Dynamik der TTV-Reaktivierung
anhand der Viruslast und deren zeitlichen Verlauf bei 23 stammzelltransplantierten Patienten
zu analysieren. Die Dynamik der TTV-Viramie wurde in Bezug zu anderen nicht-TTV-
Reaktivierungen (CMV, EBV, BKPyV), GvHD und der Erholung der Immunzellen analysiert.
Damit soll untersucht werden, ob die Uberwachung der TTV-Titer bei HSZT als méglicher
Parameter zur Bewertung der Immunregeneration genutzt werden kann. Somit wirde die
individuelle Vorhersage mdglicher Komplikationen erleichtert werden, um infolgedessen die

Therapie rechtzeitig optimieren zu kénnen.
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Abstract Allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation (allo-HSCT) is an established treatment option for
several hematological diseases. However, the first year
post-transplantation is often complicated by infections
and graft-versus-host disease (GVHD). Improvements in
immunological monitoring could reduce such post-trans-
plant complications. Torque Teno virus (TTV), a chroni-
cally persisting DNA virus, is reported to be a marker for
immune function in immunocompromised patients. In the
present study, the TTV kinetics were analyzed to investi-
gate the potential role of TTV viremia as immune-compe-
tence read-out after allo-HSCT. Twenty-three monocentric
allo-HSCT recipients were retrospectively tested for TTV-
DNA in whole blood at given day post-transplant. Dynam-
ics of TTV viremia was analyzed with respect to episodes
of non-TTV viral reactivations (CMV, EBV, and BKPyV),
acute GVHD, and recovery of immune cells. Recipients
affected by persisting viral infections and/or GVHD during
the first 100 days after allo-HSCT showed a significantly
higher median TTV load at day +30 than patients with a
less complicated clinical course (p = 0.005). This was also
associated with a total lymphocyte count <5.5E+08 cells/L
in this high-risk group (p = 0.039). These findings sug-
gest that TTV could represent an additional parameter to
identify patients at higher risk for complications in the first
100 days following allo-HSCT. Prospective studies, includ-
ing the monitoring of lymphocyte subsets, are required to
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define the potential use of TTV in immunological monitor-
ing after allo-HSCT.

Keywords TTV - Allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation - Viral reactivation - GVHD

Introduction

Immune recovery after allogeneic hematopoietic stem cell
transplant (allo-HSCT) strongly influences the clinical out-
come of recipients [1]. In general, numeric hematopoietic
reconstitution occurs within the first 30 day post-transplant.
However, restoration of adaptive immunity following allo-
HSCT is a more protracted process, including thymus
dependent and independent pathways [2]. Given the cru-
cial role of adaptive immune response in the clearance of
most viral pathogens, allo-HSCT recipients are particularly
at risk for opportunistic viral infections during the first
100 days post-transplantation [3]. This particularly applies
to those by CMV, EBYV, or BKPyV, and includes their reac-
tivation and mediated clinical disease [4, 5]. In addition,
the process of post-HSCT immune reconstitution can also
be associated with the adverse clinical manifestations of
graft-versus-host disease (GVHD). Immune suppression to
prevent and treat GVHD additionally promotes viral reac-
tivations, which in turn can trigger GVHD [6, 7]. Overall,
this perpetuating circle of post-allo-HSCT complications
and their prevention represents a major challenge for trans-
plant care givers.

There are intense efforts being undertaken to estimate
the functional impairment of T-cell-mediated immunity
following allo-HSCT, as this would allow the identifi-
cation of patients at higher risk for opportunistic infec-
tions, and consequently also facilitate improvements
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in the management of patients affected by GVHD. The
identification of markers as easy-to-use readouts that mir-
ror in a clinical relevant way the functional recovery of
the immune system post-allo-HSCT could help clinicians
to adapt diagnostics tools and therapeutic strategies in a
more individualized fashion.

A potential candidate to determine the functionality
of the recovering of immune system is the Torque Teno
virus (TTV). TTV is a small, non-enveloped, single-
stranded DNA virus that was first isolated from a patient
with hepatitis of unknown aetiology in Japan [8]. TTV
is highly prevalent in humans and a low-level viremia is
detectable in up to 90% of healthy carriers [9]. So far, no
clear association of TTV with a specific human disease
has been found. However, TTV replication was reported
to reflect the impairment of the immune system in trans-
plant recipients and patients infected with HIV [10, 11].
The aim of this study was to analyze the dynamics of
TTV viremia after allo-HSCT to identify a possible asso-
ciation between TTV replication profiles and the clinical
course post-transplant, including non-TTV viral reactiva-
tions and GVHD.

Materials and methods
Patients

This retrospective study included 23 allo-HSCT recipi-
ents treated in the stem cell transplantation program at
the Department of Internal Medicine I of the Univer-
sity Hospital of Cologne. The patients (10 females and
13 males) were aged between 33 and 75 years (median
57 years). Patient and donor characteristics are detailed
in Table 1.

The patients underwent allo-HSCT between November
2014 and April 2015. Cyclosporin A (CSA) in combina-
tion with methotrexate (MTX) or with mycophenolate
mofetil (MMF) was used as GVHD prophylaxis in all
patients. MMF was tapered until day +50 in the absence
of GVHD. CSA was tapered from day +100. First-line
treatment of acute GVHD III-IV° was prednisolone at a
dose of 2 mg/kg/day.

The dynamics of TTV viremia was correlated with
the characteristics of episodes of other viral infections,
including CMV, EBYV, and BKPyV reactivations, as well
as to the onset of acute GVHD occurring within the first
100 days after allo-HSCT. Episodes of GVHD not requir-
ing systemic therapy were not considered.

Leucocyte, lymphocyte, and neutrophil counts in
peripheral blood post-transplantation were also analyzed.

@ Springer

TTV-DNA extraction and quantification by real-time
PCR

Whole blood samples collected during the follow-up at
days +30, +100, and +200 post-transplantation were retro-
spectively tested by real-time PCR for TTV-DNA.

Each whole blood sample was diluted 1:1 with Predilu-
tion-Buffer (Siemens Healthcare Diagnostics). Viral DNA
was extracted from 700 pl of sample preparation using the
automated platform VERSANT kPCR Molecular System
with MiPLX software solution and the VERSANT Sample
Preparation 1.2 Reagents Kit (Siemens Healthcare Diag-
nostics) into an elution volume of 100 pl, according to
manufacturer’s instructions.

TTV primers and probes for real-time PCR were pro-
vided from the Department of Virology of Medical Univer-
sity of Vienna [11, 12]. The real-time PCR was performed
using VERSANT kPCR Molecular System (Siemens
Healthcare Diagnostics) at the following conditions: 95 °C
for 10 min, followed by 45 cycles at 95 °C for 15 s, and
58 °C for 60 s.

Sixteen healthy individuals (no immunosuppression)
were also tested for TTV viremia, as described above.

CMV-, EBV-, BKPyV-DNA extraction
and quantification by real-time PCR

CMYV and EBV viral load was tested at least once, usually
twice a week, from day O until day +200. Respective whole
blood samples were extracted as described above and ana-
lyzed by real-time PCR in an automated and multiplexed
setup on the VERSANT kPCR Molecular System with
MIPLX Software Solution (Siemens Healthcare Diagnos-
tics). For BKPyV, allo-HSCT recipients were tested at least
once a week in urine and/or plasma until day +30 after allo-
HSCT. Following hospital discharge, urine and/or plasma
samples were tested for BKPyV only if clinically indicated,
e.g. after history of HC or upon new symptoms. Viral DNA
was extracted from 700 pL of urine and/or plasma samples
using the automated platform VERSANT kPCR Molecular
System and the VERSANT Sample Preparation 1.0 Rea-
gents Kit (Siemens Healthcare Diagnostics) into an elu-
tion volume of 100 pL, according to the manufacturer’s
instructions. BKPyV load was determined by RealStar®
BKYV PCR Kit 1.0 (Altona Diagnostics GmbH), using the
LightCycler 480 (Roche Diagnostic GmbH), according to
the manufacturer’s protocol.

Statistics
TTV viral loads and leucocyte subset counts of low-

and high-risk patient groups were compared using the
Mann—Whitney U test and the Fisher’s exact test. Statistical
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Table 1 Clinical data of the 23 allo-HSCT recipients and their donors

Pat. ID  Group assignment Underlying disesase CMV ~ CMV  Donor type Conditioning regi- GVHD prophylaxe  Time to end of
IgGR IgGD men neutropenia®
P1 Low risk MDS-RAEB + + MMUD FLU/BU/ATG CSA/MMF 16
P2 Low risk AML + + MUD FLAMSA/TBI/ATG CSA/MMF 20
P3 Low risk AML + + MUD FLU/BU CSA/MTX 18
P4 Low risk ALL + + MMUD FLAMSA/TBI/ATG CSA/MMF 21
P5 Low risk AITL - - MRD FLU/BU CSA/MMF 17
P6 Low risk HSTCL - - MUD FLU/BU/CY ATG/CSA 21
P7 Low risk PMF - + MMUD FLU/BU/ATG CSA/TAC 25
P8 Low risk MM - + MUD FLU/BU CSA/MMF 17
P9 Low risk AML - + MMUD FLAMSA/TREO/ CSA/MMF 17
ATG
P10 Low risk AML + + MMUD FBM/ATG CSA/MMF 13
P11 Low risk AML + + MMUD BU/CY/ATG CSA/MMF 12
P12 Low risk AML + + MRD FLU/BU CSA/MTX 21
P13 High risk AML + - MMUD FLU/BU/ATG CSA/MMF 17
P14 High risk DLBCL + + MMUD TLI/ATG CSA/MMF 17
P15 High risk CLL + + HAPLO FLU/BU/CY CSA/MMF 17
P16 High risk AML - - MUD FLAMSA/TBI/ATG CSA/MMF 17
P17 High risk AML - - MRD BU/CY CSA/MMF 14
P18 High risk T-PLL - - MUD TBI/FLU/ATG CSA/MMF 17
P19 High risk AML - + MUD FLAMSA/TBI/ATG CSA/MMF 16
P20 High risk PTCL-NOS + - MRD FLU/BU CSA/MMF 41
P21 High risk SMCD AML + - MMUD FLAMSA/TBI CSA/MMF 14
P22 High risk FL + - MUD TBI/FLU/RITUXI- MMF/TAC 28
MAB/ATG
P23 High risk CMML + + MRD FLU/BU CSA/MMF 16

AITL angioimmunoblastic T-cell lymphoma, ALL acute lymphoblastic leukemia, AML acute myeloid leukemia, ATG anti-thymocyte globulin,
BU busulfan, CMML chronic myelomonocytic leukemia, CLL chronic lymphocytic leukemia, CSA ciclosporin, CY cyclophosphamide, D donor,
DLBCL diffuse large B-cell lymphoma, FBM fludarabine, carmustine (BCNU), melphalan, FL follicular lymphoma, FLAMSA fludarabine, cyta-
rabine, amsacrine, FLU fludarabine, GVHD graft-versus-host disease, HAPLO haploidentical stem cell transplantation, HSTCL hepatosplenic
T-cell lymphoma, MDF-RAEB myelodysplastic syndrome-refractory anemia with excess of blasts, MM multiple myeloma, MMF mycophenolate
mofetil, MMUD mismatched unrelated donor, MRD matched-related donor, MTX methotrexate, MUD matched unrelated donor, PMF primary
myelofibrosis, PTCL-NOS peripheral T-cell lymphoma not otherwise specified, R recipient, SMCD systemic mast cell disease, TAC tacrolimus,
TBI total body irradiation, 7-PLL T-cell prolymphocytic leukemia, 7L/ total lymphoid irradiation, TREO treosulfan

# Time is expressed in days after allo-HSCT

significance was defined as a two-tailed p value <0.05. Cal-
culation and statistical analysis were carried out with the
IBM SPSS Statistics 23.0 software.

Results

Classification of patients based on incidence of acute
GVHD and viral reactivations

The largest proportion out of the 23 patients underwent
allo-HSCT for acute myeloid leukemia (Table 1). In 15
patients, there was a concordant CMV serostatus with the

donor (D+/R+ or D—/R—), as opposed to eight recipients
with a discordant constellation (D—/R+ or D+/R-).

Five patients received the graft from a matched-related
donor (MRD), 8 from a matched-unrelated donor (MUD),
9 from a 1-antigen-mismatched-unrelated donor (MMUD),
and one patient underwent haploidentical allo-HSCT.

Thirteen patients received anti-thymocyte globulin
(ATG) in the peri-transplant period.

The end of neutrophenia (>0.5 X 10°/L) was reached
with a median of 17 days after allo-HSCT.

Based on the incidence of the major clinical complica-
tions, namely, GVHD or/and viral reactivations occurring
within the first 100 days after allo-HSCT, the 23 patients
were classified into 2 clinical risk groups. The low-risk
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group consisted of 12 patients who did not develop any
form of acute GVHD that would have required therapeu-
tic intervention. Furthermore, these patients showed either
limited or no CMV, EBYV, or/and BKPyV reactivation.
Limited CMV or/and EBV infections were defined by the
asymptomatic detection of CMV-/EBV-DNA for <2 con-
secutive weeks. Limited BKPyV reactivation was defined
by proof of viral DNA in urine only and absence of specific
clinical symptoms [13].

The high-risk group included 11 recipients who devel-
oped acute GVHD requiring escalation of immunosuppres-
sion and/or persisting/symptomatic non-TTV viral infec-
tions. For CMV and/or EBV reactivation, this was defined
by the detection of CMV- and/or EBV-DNA for >2 con-
secutive weeks. For BKPyV, this was defined by evidence
of viral replication in urine and plasma and/or by BKV-
associated hemorrhagic cystitis (BKPyV-associated HC).

Overviews of patient characteristics and risk group
assignment are given in Tables 1 and 2.

Dynamics of TTV-DNA load and post-transplant
clinical course in the patient risk groups

Within the low-risk group, five patients did not show any
viral reactivation at all, while in another four patients, CMV
reactivation was detected, of which in two cases, this was
associated with EBV or BKPyV reactivation. Two addi-
tional patients displayed EBV reactivation only, whereas
in one case, EBV-DNA detection was preceded by detec-
tion of BKPyV (Table 2). In addition, none of the patients
of the low-risk group were affected by acute GVHD. On
day +30, the low-risk group showed a median TTV-DNA
load of 2.5E+06 copies/mL (range O to 4.9E+08 copies/
mL). In more detail, four patients were detected TTV nega-
tive, whereas seven out of eight TTV positive patients of
this group showed a TTV-DNA load <3.0E+08 copies/mL.
On day +100, TTV-DNA became detectable in all low-risk
group patients, and except for 2 patients, it increased to a
median viral load of 3.0E+09 copies/mL (range 2.1E+06
to 4.6E+10 copies/mL) at this timepoint (Fig. 1). By day
4200, all patients of the low-risk group were detected to be
positive for TTV at a median load of 1.4E+07 copies/mL
(range 2.7E+03 to 4.3E+09 copies/mL) (Fig. 1).

Five out of 15 healthy individuals were detected to
be TTV-DNA positive, showing a median viral load of
1.2E+05 copies/mL (range 2.4E+04 to 1.0E4+06 copies/
mL).

Within the high-risk group, two patients showed a per-
sistent CMV infection, while four additional patients were
detected BKVPyV positive in urine and plasma paral-
leled by BKPyV-associated HC. In another patient (tested
for BKPyV in urine but not in plasma), the diagnosis of
BKVPyV-associated HC was also confirmed. Two other
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patients showed persisting EBV infection and one of them
was treated with rituximab to control EBV replication.

All defined relevant viral reactivations started within the
first 30 day post-transplant (Table 2). Furthermore, in 6 out
of 11 patients, a muco-cutaneous, hepatic, and/or gastroin-
testinal GVHD was diagnosed that mandated intensifica-
tion of pharmacologic immunosuppression. These patients
developed GVHD between day +30 and +100, and in those
who were also detected to be CMV-, BKPyV-, and/or EBV-
DNA positive, the onset of GVHD was always preceded by
viral reactivation.

As opposed to the low-risk group, all patients of the
high-risk group were detected to be TTV-DNA positive
in blood already on day +30, with a median viral load of
1.8E4+09 copies/mL (range 3.2E+05 to 7.18E+11 cop-
ies/mL), which was significantly higher than the median
viral load of the low-risk group (p = 0.005). Different
from the low-risk group, 8/11 patients of the high-risk
group displayed at this time a TTV load >3.0E+08 copies/
mL (p = 0.002). On day +100, except for three patients,
who showed a reduced or a stable viral load, TTV viremia
increased in the high-risk group, reaching a median of
1.4E410 copies/mL (range 1.0E4+07 to 1.87E+412 copies/
mL). On day + 200, all patients of the high-risk group were
detected to be positive for TTV, showing a median viral
load of 2.5E+07 copies/mL (range 3.6E+04 to 9.1E+10
copies/mL) (Fig. 1).

With respect to group-specific compositions of leuco-
cyte subsets, patients of the low-risk group showed median
values higher than patients of the high-risk group, despite
a similar trend in both groups (Fig. 2). On day +30, 9 out
of 12 patients of the low-risk group showed a lymphocyte
count >5.5E+08 cells/L, whereas 8 out of 11 patients of
the high-risk group displayed a number of lymphocytes
<5.5E+08 cells/L (p = 0.039) (Fig. 3).

Discussion

Allo-HSCT is a potentially curative treatment option for
malignant and non-malignant hematological diseases.
Infections and GVHD represent its major causes of mor-
tality and morbidity [14]. The immunosuppressive proph-
ylaxis and therapy of GVHD are known risk factors for
infectious complications due to their profound impact on
immune recovery [15]. Considering the central role of the
T-cell response in the control of viral infections as well as
in the development of GVHD, the identification of an easy-
to-use parameter that reflects the process of immune recon-
stitution would be an invaluable aid for driving therapeutic
decisions in GVHD and infectious complications of allo-
HSCT recipients.
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This study confirmed previous observations that  and/or persisting non-TTV viral reactivations within the

described higher TTV levels in immunocompromised
patients compared to immunocompetent controls [10, 11,
16, 17]. In fact, TTV load has been proposed as an indirect
marker of functional immune-competence and a potential
means to monitor the extent of immunosuppression after
solid transplantation and autologous HSCT [18, 19]. Previ-
ous studies with lung transplantation recipients showed that
the incidence and extent of TTV viremia strongly increased
in all patients during the first 3 months post-transplantation,
positively correlating with the intensity of immunosuppres-
sion [11, 19]. Until now, only few data sets on the profile
of TTV viremia in the setting of HSCT have become avail-
able. For autologous HSCT, Focosi et al. reported that the
time needed for TTV viremia to return to baseline levels
after the peak on day 4100 post-transplant can predict the
time for recovery of immune-competence [18]. The present
study showed that patients who did not develop GVHD or
those who developed only limited or no CMV, EBV, and
BKPyV reactivations (low-risk group) revealed different
kinetics in TTV viremia and leucocyte subsets. Therein,
they stood in contrast to patients who developed GVHD

@ Springer

first 100 days post-allo-HSCT (high-risk group). On day
+30, the low-risk group showed a TTV-DNA load sig-
nificantly lower than the high-risk group. In particular, the
detection of a TTV-DNA load at this time of <3.0E+08
copies/mL combined with a lymphocyte count >5.5E4+08
cells/L positively correlated with a low incidence of post-
transplant complications, and in case of non-TTV viral
reactivation, the infection could be rapidly controlled (per-
sistence of viral DNA in blood for less than 2 weeks).

Our data implicate that the lower TTV viral load detected
in the low-risk group compared to the high-risk group
reflects a higher capacity of the immune system to control
viral replication, as confirmed by the lower incidence and
severity of CMV, EBV, and BKPyV reactivations. In turn,
the lower occurrence of viral infections could explain at
least in part the lower frequency of acute GVHDs, consid-
ering the triggering effect of an inflammatory reaction to
infections in the initial phase of a GVHD [6, 15]. Between
day +30 and +100, TTV viremia increased in both low-
and high-risk patients. Although on day +100, the differ-
ence in TTV viral load between both groups became less
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Fig. 3 Lymphocyte counts on day 430 after allo-HSCT in the
low- and high-risk group. Asterisk the statistical significance refers
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group (color figure online)

prominent, the high-risk patients still showed higher TTV
titers compared to the low-risk patients. In both groups, the
increment of TTV viremia between day +30 and +100 was
associated with a concurrent normalization of lymphocyte
counts. HSCs have been implicated as the main source of
TTYV replication in allo-HSCT. In fact, by analyzing plasma
TTV levels in four allo-HSCT recipients, Maggi and col-
leagues showed a steady decline of TTV during the post-
conditioning myelosuppression [20]. Starting from day
426, they also observed an increase of TTV loads paral-
leling the reappearance of leucocytes in peripheral blood.
In a subsequent study in solid organ transplant recipients,
the same research group suggested that TTV is also lym-
photropic [21]. Based on our data, the possibility that both
the types of cells (HSCs and peripheral lymphocytes) are
involved in the maintenance of TTV viremia after allo-
HSCT seems to be the most enticing. Moreover, in our

series, from day +100 onwards, TTV decreased in both
risk groups, reaching comparable values on day +200. This
finding may suggest that at this timepoint, the immune sys-
tem of most allo-HSCT recipients accomplished sufficient
capacity to control TTV replication or that the extent of
viral replication in the HSC compartment decreased after
the peaked repopulation during engraftment.

Taken together, the present data indicate an association
between early post-allo-HSCT TTV viral load and the inci-
dence of major transplant complications, namely, non-TTV
viral reactivations and GVHD. In fact, the detection of a
TTV-DNA load in blood <3.0E+08 copies/mL on day +30
potentially carries predictive information for CMV/EBV/
BKPyV reactivations, in terms of incidence and severity,
and for GVHD during the first 100 days post-transplant.

Given the lack of systematic analyses on TTV in allo-
HSCT recipients, this study was intended to present the
first promising data of a small retrospective pilot. Naturally,
it has some limitations, in particular, the small number
of patients and its retrospective design. Due to the small
cohort size, multifactorial correlations could not be per-
formed. The retrospective nature imposed restrictions on
the completeness of documented data, e.g., lymphocyte
subpopulations. Therefore, a prospective survey, including
a larger number of patients with longer follow-up and more
parameters, will help to better address the usefulness and
issues related to the application of TTV-DNA as part of the
immunological monitoring after allo-HSCT.
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4 Diskussion

4.1  Zur klinischen Gegebenheit

Die allogene Stammzelltransplantation gilt als eine etablierte Behandlungsoption bei
hamatologischen Erkrankungen. Fortschritte der Pravention und Behandlung wéahrend des
letzten Jahrzehnts fuhrten zu einem verbesserten Outcome dieser Patienten mit einer hoheren
Uberlebenschance. Trotz alledem bleibt diese Therapieoption mit multiplen Komplikationen
assoziiert.

Das Risiko und die Art der Komplikationen stehen in Abhangigkeit von einer Vielzahl
verschiedener Faktoren, u.a. die VorbereitungsmaBnahmen vor der Transplantation®*8, das
Alter des Patienten®®, gegenwartige Komorbiditaten und einige weitere prognostische
Parameter'#®142, Die Hauptursachen fiir die Mortalitat und Morbiditat sind Infektionen und
GvHD*, Das Konditionierungsschema vor der Transplantation, die immunsuppressiven
Therapien nach der HSZT und die Therapie der GvHD fiihren zu quantitativen und qualitativen
Anomalien im Immunsystem der HSZT-Empfanger, die zu einem schweren und oft
langanhaltenden Immundefekt fiihren konnen!#. Das zeitweise Unterdriicken des
korpereigenen Immunsystems fuhrt zum voribergehenden Verlust der T-Zell-Immunitat
gegenlber verschiedenen Virusinfektionen. Angesichts dieser zentralen Rolle der T-Zell-
Reaktion bei der Kontrolle von Virusinfektionen sowie bei der Entwicklung von GvHD kénnte
die ldentifizierung eines einfach zu verwendenden Parameters von entscheidender Bedeutung
sein. Dieser Parameter soll den Prozess der Immunrekonstitution widerspiegeln. Schwere
klinische Verlaufe lieBen sich damit vorhersagen. Dieser Indikator wéare ein bedeutendes
Hilfsmittel um prophylaktische und therapeutische Interventionen bei GvHD und infektidsen
Komplikationen der allo-HSZT Empfanger zu steuern. Die Immunkompetenz gilt bislang als
schwer zu quantifizieren und die Uberwachung des Immunsystems variiert stark zwischen den
behandelnden Zentren'4. Haufig wird die Anzahl der T-Zellen als Biomarker der
Immunrekonstitution verwendet. Das kann jedoch ungenau sein, da sich T-Zellen ohne
Wiederherstellung der Immunitat normalisieren konnen#. Die Messung der Immunitat gegen
ein ubiquitares, nicht-pathogenes Virus, wie es das Torque Teno Virus ist, kdnnte eine
effiziente Strategie zur funktionellen Bewertung der Immunrekonstitution nach allo-HSZT sein.
Bisherige Studien konnten nachweisen, dass die TTV-Viruslast in immunsupprimierten
Patienten wie HIV-infizierten'¥ und Organtransplantierten!!?113148  deutlich die der
Immunkompetenten Ubersteigt. Aus diesem Grund wurde die Quantifizierung von TTV-Titern
als indirekter Marker zur Messung der funktionellen Immunkompetenz und ein potentielles
Mittel zur Uberwachung des AusmaRes der Immunsuppression nach Organtransplantation
und autologer HSZT vorgeschlagen®®214°,

Die Inzidenz und das Ausmal’ der TTV-Virdmie bei Organtransplantierten zeigte eine deutliche

Zunahme in den ersten 3 Monaten mit Spitzenwerten zwischen dem dritten und zwdlften
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Monat nach Transplantation, positiv korrelierend mit der Intensitat der Immunsuppression3210,
Die Kontrolle der TTV-Proliferation und der damit verbundenen Hohe der Viruslast wird der
medikamenteninduzierten reduzierten Fahigkeit der T-Zellen zugeschrieben®?! .

Bis heute existiert nur eine geringe Datenlage Uber die Dynamik der TTV-Viramie im Rahmen
der HSZT. Studien zur TTV-Dynamik nach der autologen HSZT postulieren, dass die
Immunkompetenz an dem Zeitpunkt wiederhergestellt sei, an dem die TTV-Viramie nach dem

Peak (ca. Tag +100) wieder die Ausgangswerte erreicht habe!°,

In der vorliegenden Arbeit wurde retrospektiv in einer unizentrischen Kohorte allogener HSZT-
Empfanger die Kinetik von TTV-Titern untersucht und die Beziehung zu klinischen Parametern
und Rekonstitution nach Transplantation bewertet. Dartber hinaus wurde die potentielle

Assoziation des TTV-Titers mit den klinischen Ergebnissen und den Komplikationen analysiert.

4.2 Dynamik der Virus-Reaktivierung

Zahlreiche Studien aus der Organtransplantation Uber die Dynamik der TTV-Reaktivierung
haben vielversprechende Daten geliefert. Nachweislich korreliert der TTV-Titer mit der Starke
der Immunsuppression®*? und Infektionen!*. TransplantatabstoBungen lieBen sich zusatzlich
anhand der TTV-Titer vorhersagen®2154 Aufgrund der Heterogenitat der Patienten und der
Behandlungsmodalitaten ist von komplexeren Bedingungen nach der allo-HSZT auszugehen.
In dieser Arbeit wurden weitere subklinische Marker erfasst und in die Auswertung einbezogen.
Die 23 eingeschlossenen allo-HSZT Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Die
Gruppenzuordnung erfolgte anhand des Risikos zur Entwicklung von Komplikationen nach der
allogenen HSZT.

Beurteilt wurde die Dynamik der TTV-Virdmie korrelierend mit den Merkmalen von Episoden
anderer Virusinfektionen, einschlieBlich CMV-, EBV- und BKPyV-Reaktivierungen. Daruber
hinaus wurde das Einsetzen von akuter GvHD, das innerhalb der ersten 100 Tage nach allo-
HSZT auftrat in die Analyse integriert.

Im Speziellen definierte sich die Gruppe des niedrigen Risikos durch folgende Faktoren: die
Abwesenheit einer akuten GvHD, die asymptomatische Detektion der CMV- oder EBV-DNA
fur weniger als 2 aufeinanderfolgende Wochen, die limitierte BKPyV-Reaktivierung durch den
positiven Nachweis ausschlieflich im Urin und die Abwesenheit spezifischer klinischer
Symptome.

Im Umkehrschluss schlief3t die Gruppe des hohen Risikos Patienten mit akuter GvHD ein, die
eine Eskalation der Immunsuppression erforderte. Weitere Einschlusskriterien sind die
Detektion von CMV/EBV-Reaktivierung flr langer als 2 aufeinanderfolgende Wochen bzw. fir
BKPyV der Nachweis von Virusreplikation in Urin und Plasma und/oder eine BKPyV-

assoziierte Zystitis.
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Die Zellzahl der Leukozyten, Lymphozyten und Neutrophilen im peripheren Blut wurde

ebenfalls in der Auswertung einbezogen.

Das Ende der Neutropenie in dieser Studie, d.h. der Zeitpunkt an dem Neutrophilen-Zellzahl
Uber dem Cutoff von 500/uL lag, wurde mit dem Median von 17 Tagen (Range von 12 bis 41
Tagen) nach allo-HSZT erreicht. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem von der Literatur

beschriebenem durchschnittlichen Zeitintervall von +9 bis +19 Tagen3¢*’.

Patienten der Niedrigrisikogruppe zeigten innerhalb der Gruppe zum Teil starke Variationen
der Kinetik der TTV-Viramie und der Leukozyten-Untergruppen. An Tag +30 betrug die TTV-
Viruskonzentration dieser Gruppe einen signifikant niedrigeren Wert als die der
Hochrisikogruppe (p=0,005). Die Ergebnisse analoger Studien, die den erhéhten TTV-Titer mit
den Auswirkungen von GvHD und/oder deren Behandlung verknlipfen 1551% pestatigen dies.
Insbesondere korreliert zu dem Zeitpunkt +30 der Nachweis einer TTV-DNA-Kopienzahl von
weniger als 3.0E+08 Kopien/mL kombiniert mit einer Lymphozytenzahl von mehr als 5,5E+08
Zellen/L mit einer niedrigen Inzidenz von Posttransplantationskomplikationen. Im Falle einer
Nicht-TTV-Virusreaktivierung konnte diese Infektion schnell kontrolliert werden, virale DNA im
Blut persistierte fur weniger als 2 Wochen.

Anhand der nachgewiesenen niedrigeren TTV-Viruslast in der Gruppe mit niedrigem Risiko im
Vergleich zur Gruppe mit hohem Risiko lasst sich schlussfolgern, dass das Immunsystem erst
genannter Gruppe eine hohere Fahigkeit zur Kontrolle viraler Replikation hat. Bestatigen lasst
sich diese Schlussfolgerung durch die niedrigere Inzidenz und Auspragung der CMV-, EBV-
und BKPyV-Reaktivierung. Das geringere Auftreten von Virusinfektionen kdnnte teilweise die
geringere Haufigkeit von akuten GvHDs erklaren. Frihere Arbeiten zeigten bereits, dass die
GvHD und deren Therapie eine CMV-Replikation induzieren kann. Entziindungsreaktionen
konnen eine auslésende Wirkung auf Infektionen in der Anfangsphase einer GvHD haben!44157,
Zwischen Tag +30 und +100 konnte eine Zunahme der TTV-Virdmie in beiden Gruppen
beobachtet werden. An Tag +100 erschien die Differenz der TTV-Viruslast zwischen beiden
Gruppen weniger prominent. Bei den Hochrisikopatienten waren vergleichsweise héhere TTV-
Titer nachweisbar. Die Zunahme der TTV-Viramie zwischen Tag +30 und +100 verbunden mit
einer gleichzeitigen Normalisierung der Lymphozytenzahl war gruppenunabhéngig zu
beobachten.

Nach bisherigem Verstandnis stellen die HSZ die Hauptquelle fiir die TTV-Replikation in
Patienten mit allo-HSZT dar*®®. In einer Plasma-Analyse mit allo-HSZT-Empfangern liel sich
ein stetiger Riickgang der TTV-Werte wahrend der Myelosuppressionsphase - also nach der
Konditionierung - feststellen. Ab Tag +26 ging mit einem Anstieg der Leukozyten im peripheren

Blut parallel ein Anstieg der TTV-Viramie einhers8,
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In einer Folgestudie mit Organtransplantierten konnte gezeigt werden, dass TTV ebenfalls
Lymphozyten infiziert!!’. Diese Ergebnisse unterstreichen die erzielten Resultate der
vorliegenden Studie, bei der die steigende Lymphozytenzahl mit einer ansteigenden TTV-
Virdmie zwischen Tag +30 und +100 einhergeht.

Aus den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit lasst sich ableiten, dass beide Zelltypen, also
HSZ und periphere Lymphozyten, an der Aufrechterhaltung der TTV-Viramie nach allo-HSZT
beteiligt sind.

Die vorliegende Studie konnte dariber hinaus ab Tag +100 einen Abfall der TTV-Werte in
beiden untersuchten Gruppen anzeigen. Die TTV-Viruslast sank an Tag +200 auf ein
vergleichbares Level beider Gruppen. Somit lie3e sich fir diesen Zeitpunkt schlussfolgern,
dass sich hier das Immunsystem der Mehrheit aller allo-HSZT-Empfanger regeneriert hat, um
die TTV-Replikation zu kontrollieren und damit die Viruslast auf ein niedriges Niveau

abzusenken.

4.3 Bedeutung der Analyse fur die allogene Stammzelltherapie

In dieser Arbeit wird die Assoziation zwischen der TTV-Viruslast in der frihen
Posttransplantationsphase und der Inzidenz von Transplantationskomplikationen, die Nicht-
TTV-Virus-Reaktivierungen und GvHD, deutlich. Der Nachweis einer TTV-Kopienzahl im Blut
von mehr als 3.0E+08 Kopien/mL an Tag +30 liefert pradiktive Informationen fir den weiteren
Verlauf der Posttransplantationsphase. Diese TTV-Viruslast muss als Warnhinweis fur bereits
aufgefuhrte Komplikationen verstanden werden.

Als Konsequenz sollte bei stammzelltransplantierten Patienten ab Beginn der myeloablativen
Konditionierung routinemafRig die Analyse nach TTV-DNA mittels PCR erfolgen. Die
Kombination aus erhéhter Viruslast und einer Lymphozytenzahl von weniger als 5,5E+08
Zellen/L an Tag +30 sollte als Ausdruck einer viralen Infektion von klinischer Relevanz beurteilt
werden. Im weiteren Vorgehen sollten diese Ergebnisse in einen Kontext mit der Kopienanzahl
der Nicht-TTV-Viren gesetzt werden. Zusammengefasst erlaubt dies eine Einschatzung des

Risikoprofils und die Vorhersage der Komplikationsentwicklung.

Die Betrachtung aktueller Analysen aus dem Jahr 2020 zeigt durch widersprichliche
Ergebnisse das bisher noch begrenzte Wissen auf diesem Gebiet und die Notwendigkeit
weiterer Evaluierung. In einer retrospektiven Studie untersuchten Schmitz etal. TTV als friihen
prognostischen Marker vor Tag +50 nach allo-HSZT. Die Arbeitsgruppe nimmt an, dass
multifaktorielle Einflussfaktoren wie z.B. die Grunderkrankung, die Vorbehandlung, die
Konditionierung und die immunsuppressiven MalRnahmen die Viruslast und deren Dynamik
bestimmen. Schmitz und Kollegen lehnen anhand ihrer Ergebnisse die Hypothese ab, dass
TTV als prognostischer Marker zur Vorhersage der Immunsuppression als auch fur klinisch

kritische Ereignisse nach allo-HSZT genutzt werden kann®°,
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Demgegentiber steht die prospektive Studie von Pradier et al. mit einem Kollektiv von 168
Patienten. Sie postulierten, dass hohe TTV-Titer an Tag +100 ein niedrigeres
Gesamtuberleben und ein erh6htes Risiko fiir GvHD und Infektionen sowie méglicherweise
ein Rezidiv anzeigen®®®. Dabei gelte Tag +100 als ein geeigneter Zeitpunkt fur die Nutzung
von TTV-Titern als Biomarker, weil hier das Maximum der Replikation erreicht sei und diese
eher vom Grad der Immunrekonstitution als von Faktoren vor der Transplantation beeinflusst
wird. Andererseits sei dies der Zeitpunkt, an dem Entscheidungen hinsichtlich der Dauer der
immunsuppressiven Behandlung, der antimikrobiellen Prophylaxe und der Immunintervention
getroffen werden. Pradier und Kollegen Uberwinden unter Verwendung multivariabler
Analysen einige Einschrankungen, die in vorausgegangenen Studien aufgetreten sind und
bestdtigen, dass TTV als ein potenziell nitzlicher Biomarker zur Beurteilung der
Immunrekonstitution und zur Vorhersage von Komplikationen und Ergebnissen allogener-
HSZT genutzt werden kann. Als Faktoren, die die Dynamik der TTV-Replikation beeinflussen
wird der positive CMV-Serostatus des Spenders, der Spendertyp (h6here TTV-Viruslast fur
MMUD vs. SIB und MUD vs. SIB) und die Immunsuppression infolge einer GvHD-Therapie
festgelegt.

Die Grundlage der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit dient als essenzieller Baustein der
Therapiefindung zu zielgerichteten Prophylaxen und frihzeitigen therapeutischen
Malnahmen der allogenen Stammzelltherapie. Die individuelle Therapie sollte auf Basis der
vereinten Daten variiert und adaptiert werden. Dies erfordert das flexible Reagieren auf die
Vielzahl der untersuchten Parameter.

Den Patienten, die der Gruppe mit erhdhtem Risiko zugeteilt wurden, sollte hdchste
Achtsamkeit geschenkt werden um ihnen eine schnellstmégliche Anpassung der Therapie
gewadbhrleisten zu kénnen.

Die erworbenen Erkenntnisse dieser Arbeit konnten bereits als wegweisende Analyse fir
weitere Studien dienen. Fur weitere notwendige klinische Studien, in denen das Anpassen der
immunsuppressiven Arzneimittel an die TTV-Titer beurteilt werden, kann diese Arbeit das

Fundament bilden.

4.4 Limitationen

Angesichts des Mangels an systematischen Analysen tber die Dynamik von TTV in allo-HSZT
Empfangern, prasentiert diese Studie die ersten vielversprechenden Daten einer
retrospektiven Analyse. Dennoch weist die Studie einige Limitationen auf. Als priméarer
Kritikpunkt ist die geringe Kohortengréf3e anzusehen, zumal die Patienten fiir die Betrachtung
der Dynamik der viralen Reaktivierung weiterhin in die zwei Untergruppen ,niedriges Risiko®
und ,hohes Risiko® aufgeteilt wurden. Aufgrund der geringen Anzahl an eingeschlossenen

Studienprobanden konnten keine multifaktoriellen Korrelationen durchgefuhrt werden.
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Die Verwendung retrospektiv erhobener Daten schrankt die Aussagekraft dieser Arbeit in
einigen Punkten ein®®, Das Belegen von kausalen Zusammenhangen ist aufgrund von Bias
(Verzerrungen) und sogenannten Confounder (Scheinbeziehungen) nicht zuldssig. Die
erzielten Ergebnisse kdnnen jedoch zur Generierung von Hypothesen dienen oder empirische
Evidenz zur Bekraftigung von Hypothesen liefern.

Einschrankungen fir die Vollstandigkeit der dokumentierten Daten, z.B. der Lymphozyten
Subpopulationen sind durch den retrospektiven Charakter gegeben. Fir kiinftige Studien gilt
es prospektive Studienmodelle anzustreben. Diese Untersuchungen sollten dann eine grof3ere
Anzahl von Patienten mit lAngerer Nachbeobachtung und mehr Parametern einschliel3en. Dies
triige dazu bei, die pathophysiologischen Prozesse mit ihrer klinischen Auspragung besser zu
verstehen. Das bisherige Wissen Uber den kausalen Zusammenhang der Anwendung von
TTV-DNA als Teil der immunologischen Uberwachung nach allo-HSZT befindet sich derzeit
im Anfangsstadium und ist ausbauféhig. Zukinftige multizentrische klinische Studien zur
Untersuchung der TTV-Titer als Biomarker fir die Immunrekonstitution nach allo-HSZT
werden zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den Zentren auf die Verwendung
standardisierter Methoden zuriickgreifen. Ein kommerzielles Kit zur TTV-Quantifizierung wird

von Pradier und Kollegen hierfiir vorgeschlagen °.

Fazit dieser Arbeit, trotz erwdhnten Einschrankungen, ist die Erkenntnisgewinnung Utber die
Rolle der TTV-Dynamik als Marker zur Therapiefindung nach allogener Stamm-

zelltransplantation.
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6 Anhang

6.1  Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1: Schematische Darstellung des TTV-Genoms (Isolat TA278)........cccccevveeiniinnnen. 22
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