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ABSTRACT

Introduction: Allogenic hematopoietic stem cell transplantation is a curative option for malignant and non-malignant pediatric diseases. Serotherapy is often
employed to avoid graft-versus-host disease (GvHD) on one hand and graft rejection on the other hand. Therapeutic drug monitoring is increasingly used to allow for
more precise dosing especially in pediatric patients due to their specific pharmacological characteristics. Application of T-cell directed antibodies is not routinely
monitored, but may benefit from more precise dosing regimens.

Methods: Two different preparations of rabbit anti-thymocyte globulin (rATG), Thymoglobuline® and ATG-F (Grafalon®), are frequently used to prevent GVHD in
pediatric patients by in vivo T-cell depletion. Total rATG levels and active rATG levels were analyzed prospectively in pediatric patients undergoing HSCT. Clinical
and laboratory outcome parameters were recorded.

Results: rATG levels were measured in 32 patients, 22 received thymoglobuline and 10 received ATG-F. The median total peak plasma level was 419.0 ug/ml for
ATG-F and 60.4 pg/ml for thymoglobuline. For ATG-F, exposure could be predicted from the calculated dose more precisely than for thymoglobuline. Active peak
plasma levels neither of ATG-F, nor of thymoglobuline correlated significantly with the number of lymphocytes prior to serotherapy. There was no significant
difference in incidence of aGvHD, cGvHD, rejection, mixed chimerism or viral infections in the two cohorts. However, in our cohort, patients with high
thymoglobuline exposure showed a compromised reconstitution of T cells.

Conclusions: ATG-F and thymoglobuline show different pharmacological and immunological impact in children, whose clinical significance needs to be investigated
in larger cohorts.

1. Introduction polyclonal rabbit ATG preparations, namely thymoglobuline® and
Grafalon® (formerly “ATG-Fresenius”, ATG-F), as well as the humanized

Allogenic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a curative monoclonal anti-CD52 antibody alemtuzumab. The source of

option for malignant and non-malignant diseases in children. An
important factor of mortality and morbidity is the occurrence of acute and
chronic graft-versus-host disease (GVHD) [1,2]. Various regimen of GvHD
prophylaxis are employed in allogenic HSCT and typically include
anti-thymocyte globulin (ATG) by in vivo T-cell depletion [3].
Functionality of ATG is diverse, but the depletion of circulating host and
donor T lymphocytes through complement and cell mediated toxicity,
is essential to the immunomodulatory effect of ATG. Furthermore,
interaction of B lymphocytes and dendritic cells as well as induction of
regulatory T cells contribute to immunosuppression in the host [4].
Predominantly, three different antibody preparations are being used. Two

thymoglobuline are rabbits, immunized with human thymocytes, while
ATG-F is produced from rabbits immunized with Jurkat cells, a
T-lymphoblastoid cell line [5]. Cumulative doses of 4.5-10 mg/kg
bodyweight (BW) for thymoglobuline and of 15-60 mg/kg BW for ATG-F
are typically applied [5-8]. It has been appreciated that dosing and total
levels of ATG impact on risk of GVvHD and graft failure, while assessment
of active ATG levels await further analyses [9,10]. Moreover, timing of
ATG administration is also subject to discussion as a “proximal” schedule
(days —5 to 0) has been reported to provide a better prophylaxis from
acute GVHD [11]. A “distal” scheduling is often applied to diminish risk of
graft rejection [12]. Taken together, while several publications highlight
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the clinical relevance of dosing and timing of serotherapy, drug exposure
may not correlate with the absolute dose applied [13,14]. Low
lymphocyte counts prior to transplantation and high BW seem to result in
higher active ATG levels than expected [15]. Also, half-life of ATG seems
to be variable, ranging from two to six days [16]. Especially high doses of
ATG lead to an exposure for several weeks after transplantation, which
could hamper immune reconstitution [14,16,17].

Most studies investigated the influence of ATG levels on outcome
parameters for children receiving cord blood transplantation
[10,12,13,18,19]. A recently published pediatric study by Oostenbrink et al.
showed a correlation of ATG dose and plasma level for thymoglobuline, but
not for ATG-F [20]. Patients with low doses of thymoglobuline had an
elevated incidence of severe acute GvHD, but faster reconstitution of CD3 ™",
CD4" and CD8™ cells, compared to patients who received a higher dose.
High doses of thymoglobuline showed a slower clearance compared to low
doses [20]. Overall, there is only sparse data on the pharmacokinetics in
children treated with ATG-F compared to thymoglobuline. Here, we report
on children transplanted with either peripheral blood stem cells or bone
marrow grafts analyzing both, total rabbit immunoglobulin and active ATG.

2. Methods
2.1. Study cohort and sample collection

We analyzed children younger than 18 years of age who received
thymoglobuline or ATG-F as part of the conditioning regimen for their
allogenic hematopoietic stem cell transplantation at the University
Hospital Hamburg-Eppendorf, Germany, prospectively. Children with
HSCT performed between April 2016 and August 2017 were included.
Patients or legal guardians gave their written consent in accordance
with the declaration of Helsinki. Ethical approval was given by the local
ethics committee (approval No. PV5445).

If patients rejected the first graft and a second HSCT was performed
within the time period of the study, they are marked by “B” following
the patient number. Data regarding the second transplantation were
analyzed to identify influencing factors on the absolute and active ATG
plasma levels. Blood samples were collected immediately before start of
conditioning and daily until day seven after transplantation.
Subsequently, a minimum of two samples per week was collected until
week four post stem cell transplantation. Blood was collected in lithium
heparin tubes, centrifuged for 10 min at 2,000 x g and the plasma was
stored up to one year at —20 °C.

2.2. Conditioning regimen

Out of 32 patients receiving their first allo-HSCT, 30 were conditioned
using fludarabine (150 mg/m?), treosulfan (36-42 g/m?) and thiotepa
(10 mg/kg BW). One patient received cyclophosphamide and fludarabine,
one received etoposide phosphate (60 mg/kg) and total body irradiation
(12 Gy). All children were treated with additional GvHD prophylaxis
including cyclosporine A (CsA), combined with either methotrexate (MTX)
or mycophenolate mofetil (MMF).

2.3. Serotherapy

Serotherapy was performed using either ATG-F (Neovii Biotech
GmbH, Gréfelfing, Germany) for patients with malignant diseases or
thymoglobuline (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt,
Germany) for patients with non-malignant diseases. The cumulative
dose applied was 45 or 60 mg/kg for ATG-F, given on 3-4 consecutive
days, with the last day of administration being day —2 or —1 prior to
HSCT. Thymoglobuline was administered at a dose of 7-10 mg/kg, one
patient received 4.5 mg/kg. Thymoglobuline was applied over
3-4 days, the last dose was given between day —4 and —2 before
HSCT. Patients receiving their second HSCT during the study period
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received 4.5 mg/kg thymoglobuline (n = 2) or 30 mg/kg ATG-F
(n = 1), respectively.

2.4. Absolute ATG assay

Absolute ATG plasma levels were analyzed by sandwich ELISA
according to Jol-van der Zijde et al. [21]. In brief, 96-well Nunc MaxiSorp™
plates (Thermo Fisher Scientific) were coated with 1:750 diluted AffiniPure
Goat Anti-Rabbit IgG (Jackson Immuno Research Laboratories) over night
at 4 °C. Plates were blocked, washed and diluted patients’ plasma as well as
standard (ATG-F, Neovii Biotech or thymoglobuline, Sanofi-Aventis, both at
4-1,000 ng/ml) were applied. Plates were then incubated for 60 min at
37 °C. The detection antibody (Alkaline Phosphatase AffiniPure Goat
Anti-Rabbit IgG (Jackson Immuno Research Laboratories)) was diluted
1:2,000.

2.5. Active ATG assay

ATG in plasma samples binding to Jurkat cells (T-ALL from 14-year-old
boy; ATCC® TIB-152™) was considered to be active ATG. Active ATG levels
were determined by flow cytometry in modification of the method used by
Rebello and Hale [22]. 10° Jurkat cells were incubated for 60 min at 37°C
with 50 pl heat inactivated plasma samples or ATG standards (ATG-F or
thymoglobuline). For detection of bound ATG, 0.5 mg/ml PE-labelled Goat
Anti-Rabbit IgG (Southern Biotech) was incubated at 4°C for 30 min. The
samples were analyzed using a FACSCanto™ (BD Biosciences). Active ATG
levels were calculated from mean fluorescence intensity of the
Jurkat population. All data was processed using FACSDiva™ software
(BD Biosciences).

2.6. Outcome data

Graft-versus-host disease. Acute GvHD was categorized according to
the IBMTR grading system [23]. Study data is based on overall GvHD
grades. Chronic GVHD was assessed using the NIH criteria [24].

Viral infections. PCR-testing for cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr
virus (EBV), adenovirus (ADV), human herpesvirus 6 (HHV-6) and BK virus
(BKV) in the patients’ blood was performed on a weekly basis. All positive
PCR results in blood within the first 100 days post-transplantation were
documented.

Immune reconstitution. Reconstitution of lymphocyte subsets was
analyzed by flow cytometry. Absolute cell counts from measurements
around day 30 (+/- 5), 60 (+/- 6), 100 (+/- 9) and 180 (+/- 10)
post-transplantation were collected.

Chimerism. Chimerism analysis was performed by fragment analysis of
short tandem repeat variabilities on peripheral blood samples. Standard
chimerism analyses were started after engraftment, and performed once per
week until day 100 and once per month after day 100. A chimerism < 95%
was categorized as mixed chimerism (MC).

2.7. Statistical analysis

Differences in continuous variables between the patient groups (e. g.
patient characteristics, immune reconstitution) were analyzed using the
Mann-Whitney-U test (MWU-test). Fisher’s exact test or Chi-squared test
were used for categorical variables. P-values for patient characteristics were
2-sided. Potentially influencing factors on ATG level were identified using
univariate linear regression and were then tested in a multivariate linear
regression model (“enter” method for inclusion of variables). Statistical
analysis of patient survival, relapse and re-transplantation was carried out
using the Kaplan-Meier method, including the log-rank test and Wilcoxon
test. The significance level was defined as a p-value <0.05. All confidence
intervals (CI) are based on a confidence level of 95%. AUC calculation was
performed using the linear-log trapezoidal method. Statistical analysis was
performed using IBM SPSS Statistics 24 software (IBM). Kaplan-Meier
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Table 1
Patient characteristics.
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N =32 ATG-F Thymoglobuline
N % N % P value®
Patients, n 10 22
Sex Female 5 50 9 41 0.631
Male 5 50 13 59
Age (years) Median (range) 13.7 (1.5-17.2) 5.3 (0.1-17.3) < 0.05
Body weight (kg) Median (range) 50.7 (11.8-66.0) 18.1 (6.1-46.0) <0.01
Body surface area (m?) Median (range) 1.53 (0.50-1.84) 0.73 (0.31-1.44) < 0.01
Diagnosis Malignant 10 100 0 0 <0.01
Non-malignant 0 0 22 100
Conditioning FLU/TREO/TT 9 90 21 95 0.262
NMA 0 0 1 5
TBI/VP-16 1 10 0 0
GVHD prophylaxis CSA + MTX 10 100 13 59 < 0.05
CSA + MMF 0 0 9 41
Donor type MUD 6 60 13 59 0.086
MMUD 4 40 3 14
MRD 0 0 6 27
Stem cell source BM 7 70 19 86 0.272
PBSC” 3 30 3 14
CMV status D-/R- 6 60 7 32 0.237
D+/R- 2 20 4 18
D+/R+ 2 20 11 50
Follow-up (days) Median (range) 591 (15-888) 532 (327-798) 0.703

BM, bone marrow; CMV, cytomegalovirus; CsA, cyclosporine A; D, donor; FLU, fludarabine; MMF, mycophenolate mofetil; MMUD, mismatched unrelated donor;
MRD, matched related donor; MTX, methotrexate; MUD, matched unrelated donor; NMA, nonmyeloablative conditioning; PBSC, peripheral blood stem cells; R,

recipient, TREO, treosulfan; TT, thiotepa; VP-16, etoposide phosphate.

2 P values were calculated using Mann-Whitney-U test (continuous variables) and ChiZ-Test (categorical variables) with a significance level of 0.05.
" One aliquot of apharesis product containing 50 x 10° CD3" cells/kg BW was administered unmanipulated, the remaining product was T-cell depleted by

immunomagnetic sorting.

curves and area under the curve (AUC) analysis were created using
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).

3. Results
3.1. Patient characteristics

The cohort included 32 patients, 22 received thymoglobuline and
10 received ATG-F. Patient characteristics are shown in Table 1. The
median follow up was 532 days (range 15 to 888). The median age of
children who received ATG-F was 13.7 years (range 1.5-17.2). The
median age of children receiving thymoglobuline was 5.3 years
(range 0.1-17.3). Stem cell source was bone marrow in 26 patients
(81%), and T-cell adjusted peripheral blood stem cells in 6 patients
(19%). A detailed list of all patients is provided in Supporting In-
formation Table S1.

3.2. ATG plasma levels

Absolute and active ATG levels of all plasma samples, collected
daily from before the start of conditioning until day seven and twice a
week until four weeks post HSCT, were measured. In total, 560 samples
were analyzed. The median total ATG-F peak plasma level was
419.0 pg/ml (range, 350.5-622.0) and 60.4 pg/ml (range, 43.8-85.9)
for thymoglobuline, respectively. Active peak plasma levels (aPPL)
were reached at the day following the last dose of ATG in all but 3
cases, where aPPL was reached at the last day of ATG administration
already. aPPL reached median values of 77.9 pg/ml for ATG-F and
8.11 pg/ml for thymoglobuline. Active plasma levels of all patients are
shown in Fig. 1A. The median fraction of active ATG as assessed by
binding to Jurkat cells, was 17.1% (range, 11.0-25.9) for ATG-F and
14.6% (range, 1.6-25.7) for thymoglobuline (Table 2). Distribution of
active ATG levels for both preparations (day of peak level, day of HSCT,
day + 1 and day + 7) are shown in Fig. 1C.

Overall ATG exposure was assessed by the area under the curve

(AUQ) in these plots for each patient with the aim to compare aPPL and
AUC. The median AUC was 612.7 pg/ml X day for patients receiving
ATG-F and 38.6 pg/ml x day for patients receiving thymoglobuline. To
correlate high or low exposure to clinical outcome parameters, two
groups were distinguished within each patient cohort. The allocation of
patients into the two groups with either high or low ATG exposure was
the same, whether we split the patients by median aPPL or median
AUC. We therefore concluded that both, aPPL and AUC, can be used as
a reasonable measure of ATG exposure. Patients receiving ATG-F with
an aPPL <77.9 ug/ml and AUC <612.7 pg/ml x day were considered
to have a low ATG exposure and patients exceeding these cutoff
values were categorized as patients with high ATG exposure. For
thymoglobuline the cutoff value was an aPPL =8.11 pg/ml and AUC
=<38.6 ug/ml x day, respectively.

Relation of cumulative ATG dose and aPPL are shown in Fig. 1B.
The coefficient of variation of aPPL for patients receiving the standard
dosing (45 mg/kg for ATG-F and 10 mg/kg for thymoglobuline) varied
between the two preparations. In the ATG-F group the aPPL showed a
coefficient of variation of 20%, while it was 49% in the thymoglobuline
group. We investigated further potentially influencing factors including
age, BW, BSA, lymphocyte count prior to conditioning, CD3* T cell
count in the graft, as well as white blood cell count (WBC) and
mononuclear cell count (MNC) in the graft. The cumulative dose was
identified as influencing factor (R 0.677, p < 0.01) for patients
receiving ATG-F by univariate linear regression analysis. Subsequently,
it was included in the multivariate linear regression model. Patient age
at the time of HSCT was also added, since it showed a significant
correlation with aPPL in the Spearman test (R? 0.673, p < 0.05). The
multivariate linear regression model including cumulative ATG-F dose
and age had an adjusted R? of 0.702 and was significant in the analysis
of variance (p < 0.01). As only significant coefficient (p < 0.01)
ATG-F dose was identified, while age was not statistically significant
(p value = 0.130). Within the thymoglobuline group none of the
examined factors (dose, age, BW, BSA, lymphocyte count, WBC, MNC
and CD3" T cell count in the graft) influenced the aPPL significantly.
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Fig. 1. ATG plasma levels. A Active ATG-F (n = 11) and thymoglobuline (n = 24) levels of all patients versus time. The legend shows ATG dosing in mg/kg
bodyweight. Patient 1B, 18B and 24B are included in this figure. B Active peak plasma level versus cumulative ATG dose. The bold line indicates median aPPL.
Whiskers indicate standard deviation. R* was calculated using the Pearson correlation. aPPL, active peak plasma level. C Active plasma levels of all patients receiving
ATG-F and thymoglobuline. The peak plasma level and plasma level at the day of transplantation, day +1 and day +7 are shown in the boxplot. The boxes show

interquartile range, whiskers indicate 95% CI and outliers are marked with a circle. Tx, day of transplantation.

3.3. GvHD

The incidence of acute GVHD within the first 100 days post transplan-
tation is shown in Fig. 2A-D. Grade I-II aGvHD was seen in 10 patients
(31%), i.e. in two patients with ATG-F and eight patients receiving
thymoglobuline. There were three cases of acute GVHD (Grade III - IV)
among the thymoglobuline group (9.4% of all patients), two patients with
high and one with low ATG exposure. Grade III - IV acute GvHD did not
occur in the ATG-F group. Chronic GvHD was seen in two patients (6.3%).
One patient of the high exposure thymoglobuline group had a severe
c¢GvHD, which was lethal on day 387 post-HSCT. One patient with low
thymoglobuline exposure showed a mild ¢cGvHD. None of the children in
the ATG-F group suffered from chronic GvHD. The Pearson-Chi*Test
showed no correlation of ATG exposure and the occurrence of aGvHD or
c¢GVHD. Considering the two different GVHD prophylaxis regimens that
were used (CsA + MTX or CsA + MMF), we found that the incidence of

aGvHD and ¢GvHD was not significantly different whether MTX or MMF
was added. Our data show no evidence that high ATG plasma levels have a
stronger protective effect against occurrence of either acute or chronic
GvHD within the first 100 days post-HSCT than lower levels in this limited
cohort of patients.

3.4. Viral reactivations

During the first 100 days post HSCT, 49 viral infections or
reactivations occurred in 32 patients. In 15 cases EBV and in 15 cases
CMV was identified, each equaling 48.4% of all children who reached
day 100 post-HSCT. Viral reactivations were not significantly unequally
distributed between high and low ATG exposure groups (Fig. 2E-H).
BKV was seen in 16.1%, HHV-6 in 29.0%, and ADV in 12.9%. ADV
infection was only identified in children with high ATG exposure,
which was confirmed as significant in the Pearson-Chi2-Test (p, 0.038).
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Table 2
Serotherapy dosing, plasma level and engraftment.

ATG-F (n = 11) Thymoglobuline (n = 24)

Exposure High Low P value® High Low P value®
Median Range Median Range Median Range Median Range

Cumulative ATG dose (mg/kg) 45 45-60 45 45-45 0.177 10 4.5-10 10 10-10 0.347
Last ATG dose (day) -1 —1to —1 -1 —2to —1 -3 —6to —2 -3 —6to —2

Age (years) 16.9 13.0-17.2 7.7 1.5-16.5 < 0.05 5.8 0.1-17.3 4.7 0.9-16.4 0.713
Body weight (kg) 59.5 40.6-66.0 30.0 11.8-65.0 0.082 19.6 6.1-44.0 16.5 8.5-46.0 0.478
Body surface area (m?) 1.70 1.34-1.84 1.07 0.50-1.72 0.082 0.77 0.31-1.35 0.69 0.41-1.44 0.478
Absolute PPL (ug/ml) 461.4 419.0-622.0 359.8 350.5-595.4 0.052 62.6 43.8-85.9 60.4 44.9-71.6 0.551
aPPL (ug/ml) 96.4 79.7-160.8 56.9 38.5-77.9 < 0.01 10.9 8.4-19.3 6.2 1.0-7.8 < 0.01
AUC (ug/ml) 758.9 677.3-1424.2 430.1 211.4-612.7 < 0.01 58.4 23.5-119.9 20.1 5.2-45.3 < 0.01
Active ATG (%) 20.4 17.9-25.9 15.5 11.0-17.1 < 0.01 18.7 14.0-25.7 9.9 1.6-15.5 <0.01
Leukocyte engraftment (day)",‘ 17 16-21 16 13-23 0.413 14 10-55 16 11-23 1.000
Thrombocyte engraftment (day)b,d 25 17-29 21 13-28 0.786 17 11-72 16 11-91 0.815
CD3* cells > 500/ul (day) 137 60-321 111 32-167 0.556 36 17-91 24 18-105 0.349
CD4" cells > 200/ul (day)” 257 77-371 147 102-247 0.486 86 20-214 27 18-137 < 0.05
Last dose of CsA (day)” 62 60-84 74 65-139 0.393 86 28-150 71 28-122 0.536

aPPL, active peak plasma level; AUC, area under the curve; BSA, body surface area; CsA, cyclosporine A; PPL, peak plasma level.
2 P values were calculated by Mann-Whitney-U test (significance level 0.05).
® Ppatients no. 1B, 18B and 24B were not included for analysis of outcome parameters (n = 10 for ATG-F group and n = 22 for thymoglobuline group).

¢ Leukocyte engraftment was defined as a leukocyte count > 1 x 10°/L.
4 t was defined as a thrombocyte count > 20 x 10°/L.

One patient with high ATG-F exposure died from a severe disseminated
ADV infection at day 134 post-HSCT.

3.5. Engraftment and chimerism

The median time to leukocyte engraftment (> 10%/L) was 17.0 days
(range, 13-23) in the ATG-F and 15.0 days (range, 10-55) in the
thymoglobuline group, for platelet engraftment (> 20 « 10°/L) it was
23.0 (range, 13-29) and 17.0 (range, 11-91) days. There was no
significant difference between high and low exposure groups of both
ATG preparations (MWU-test), although the median time to
engraftment took longer in children with high ATG exposure (Table 2).
Time of CD3™ T cells exceeding 500/pl indicated a difference between
the high and low exposure groups with accomplishment on day 137 vs.
111 days for ATG-F, and 36 vs. 24 days for patients treated with
thymoglobuline (Table 2). The time period until CD4* cells rose above
200/pl was 257 days in the high ATG-F group versus 147 days in the
low ATG-F group. In the thymoglobuline group, it was 86 days
(high group) versus 27 days (low group), with a p value of 0.035
(MWU-test). The day of the last dose of CsA given was not significantly
different between high and low exposure group.

Donor chimerism was assessed at day 100 post HSCT. Two patients
rejected the graft and were re-transplanted before day 100, one in the
high and one in the low thymoglobuline exposure group. Additionally,
there were two patients of the low exposure group with a mixed
chimerism (MC) of 30.1% and 94.4%. None of the patients receiving
ATG-F had a MC at day 100 or a graft rejection. However, it is
noteworthy that these had been pre-treated with chemotherapy before
conditioning. Pearson-Chi®-Test did not show a correlation of ATG
exposure and mixed chimerism.

3.6. Immune reconstitution

To analyze possible differences in the immune reconstitution between
the high and low exposure groups for ATG-F and thymoglobuline, four time
points were assessed: day 30, 60, 100 and 180 post HSCT. Average cell
counts for leukocytes, lymphocytes, CD3*, CD4*, CD8*, CD19" and
CD16/56" cells were compared between the groups using MWU-test
(Fig. 3). A decreased or delayed recovery of T cells was observed in patients
with high, compared to low ATG exposure, as well as ATG-F compared to

thymoglobuline. B cells and NK cells were not affected consistently. At day
60 there were notable discrepancies of CD3™, CD4* and CD8™ cell counts
between the high and low thymoglobuline group (p, < 0.05). At day 180 a
significant difference in leukocyte counts was found between the two
thymoglobuline groups. Comparing the two ATG preparations, the ATG-F
group had significantly lower T cell counts at several time points.
Comparing the high and low exposure group within the ATG-F group, the
differences in cell counts were not significant as tested by MWU-test
(n = 10). In summary, immune reconstitution of total leukocytes and in
particular T cells is delayed by high ATG exposure. This holds true when
comparing ATG-F in combination with CsA/MTX to thymoglobuline in
combination with CsA/MMF.

3.7. Overall survival

Three patients died during the follow up period. Causes of death
were acute respiratory syndrome (day 15), disseminated ADV infection
(day 134), and chronic GvHD (day 387). Overall survival was 80.0% in
the ATG-F and 95.5% in the thymoglobuline cohort. Survival of patients
with high and low ATG exposure is shown in Fig. 4. The Kaplan-Meier
curves did not differ significantly in the log-rank test (p, 0.609), high
ATG exposure had a hazard ratio (HR) of 1.85 (CI 0.19 - 17.83).
Relapse occurred once at day 330 within the high ATG-F exposure
group.

4. Discussion

ATG has been frequently used for many years as part of GVHD pro-
phylaxis in pediatric stem cell transplantation. Precise dosing regimen are
crucial, but remain challenging due to highly variable pharmacokinetics in
children®. Most pediatric studies described the effect of thymoglobuline
serum levels on outcome parameters [9,13,17,21,25]. Several of these
studies analyzed larger cohorts, however focused on exposure to one type of
rATG. Our prospective study is limited in size and heterogenous diseases,
however, we compared absolute and active plasma levels of pediatric
patients receiving either ATG-F or thymoglobuline side-by-side to identify
influencing factors on the respective plasma levels, and compared the
outcome of patients with either high or low ATG exposure.

Thymoglobuline active plasma levels varied strikingly, while ATG-F
active plasma levels were less variable. Similar findings were described
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Fig. 2. aGVHD and viral reactivations. A-D Incidence of acute graft versus host disease during the first 100 days post-transplant. Overall grades of acute graft versus
host disease are shown in this figure (Glucksberg grading). aGVHD, acute graft versus host disease. E-H Incidence of virus reactivations. The incidence of at least one
positive PCR result during the first 100 days post-transplant is shown in this figure. Significant differences are marked with an asterisk (p < 0.05). P values were

calculated using Pearson-Chi test.
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for a Dutch study cohort with allogeneic HSCT, with no correlation
between lymphocyte count prior serotherapy and active ATG level at
the day of transplantation [20]. Higher bodyweight and/or low
baseline lymphocyte count were described to account for higher

thymoglobuline exposure [15].
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Fig. 3. Immune reconstitution. Reconstitution of
leukocytes (A), lymphocytes (B), CD3 (C), CD4
(D), CD8 (E), CD19 (F) and CD16/56 (G) cells at
day 30, 60, 100 and 180 post-transplant. The left
column shows a comparison of patients re-
ceiving ATG-F and thymoglobuline. The center
column shows a comparison of ATG-F and the
right column of thymoglobuline patient groups
with each high and low ATG exposure. The grey
boxes indicate reference cell count values. Data
points show average cell counts of patient
groups. Error bars indicate the upper standard
deviation of average. Asterisks mark significant
differences in cell counts between the compared
patient groups (p value < 0.05). Groups were
compared using the Mann-Whitney-U test.

A low total ATG level at week four post HSCT was described as
independent risk factor in the development of aGvHD grade I - IV [9],
as well as low dosage of thymoglobuline vs. high dosage of thymoglo-
buline or ATG-F in the occurrence of aGvHD grade II — IV [20]. Yet, in
our cohort, high active ATG plasma levels did not result in a protective
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Fig. 4. Overall survival. Kaplan-Meier curve of overall survival of patients with
high and low ATG exposure. All three deaths were categorized as non-relapse
mortality. Censored objects are marked with vertical lines. Survival did not vary
significantly between the two groups (p = 0.61) in log-rank test).

effect regarding acute or chronic GvHD. Acute GvHD had a cumulative
incidence of 40%, with no significant difference between the high and
low groups. The patient with severe chronic GvHD had a high active
ATG exposure. High active ATG exposure did not prove to be beneficial
in the prevention of GvHD in our cohort.

Immune reconstitution of leukocytes was hampered stronger after
treatment with ATG-F compared to thymoglobuline. Reconstitution of T
lymphocytes was most affected, and did not reach normal range values
at six months after transplantation. Patients receiving ATG-F in our
cohort all suffered from malignant diseases and immune reconstitution
may also be delayed due to preceding chemotherapy or more frequent
use of MTX. Especially reconstitution of CD3 ", CD4* and CD8™ cells is
hampered in the high thymoglobuline group. These findings are
consistent with other studies analyzing the immune reconstitution after
thymoglobuline [12,13,25,20]. However, most other studies focused
only on CD4" immune reconstitution in HSCT patients receiving cord
blood units, while our patients received BM and PBSC grafts [12,13].
Despite discrepancies in underlying conditions and age between the two
rATG groups, the significant differences in immune reconstitution of
leukocytes, lymphocytes, CD3*, CD4* and CD8" cells suggest that
children receiving ATG-F or experienced a high exposure of
thymoglobuline may have a higher risk for viral infections and
reactivations after HSCT. However, due to the different distribution of
malignant and non-malignant disorders between the two ATG groups, a
final conclusion cannot be drawn at this point. In patients with high
rATG exposure, there was a trend to a higher incidence of ADV
infection, once with fatal progression. Contrary to other studies we did
not find an elevated risk of EBV reactivation associated with high ATG
exposure [26].

Taken together, ATG-F and thymoglobuline in current dosing schedules
showed distinct pharmacological and immunological differences in
children, but at the same time high or low exposure to either ATG-F or
thymoglobuline did not result in significant differences in outcome as
survival, incidence of aGvHD, cGVHD, rejection, or mixed chimerism.
Larger cohorts are needed to detect clinically significant differences and
adjust dosing regimen individually. Active peak plasma level determination
is feasible, and could be sufficient for prognostic assessment.
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2 Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Die Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen stellt eine Therapieoption
fur eine Vielzahl padiatrischer Erkrankungen dar. Neben der Behandlung von
malignen (u. a. akute lymphatische Leukdmie, akute myeloische Leukamie und
myelodysplastisches Syndrom) ist die steigende Anzahl der nicht-malignen
Erkrankungen, welche im Kindesalter mittels hamatopoetischer
Stammzelltransplantation (HSCT) behandelt werden kbénnen, zu erwahnen.
Hierunter zahlen eine vielfaltige Reihe von Krankheitsbildern, wie u. a. erblich
bedingte Hamoglobinopathien, primare Immundefekte (z. B. schwerer kombinierter
Immundefekt und  familidare = Hamophagozytische  Lymphohistiozytose),
neurodegenerative Erkrankungen (z. B. Morbus Krabbe) und
Speichererkrankungen (z. B. Mukopolysaccharidose Typ [). Seit der initialen
Etablierung von Stammzelltransplantationen bei padiatrischen Patienten in den
1970er Jahren hat sich die Effektivitat und Sicherheit wesentlich verbessert!. Dieser
Erfolg konnte u.a. durch eine verbesserte Spenderauswahl und prazisere
Konditionierungsbehandlungen sowie durch Verbesserungen in der supportiven
Therapie und damit einhergehender Reduktion von Komplikationen, erreicht
werden?,

Ein relevantes Risiko einer Stammzelltransplantation ist das Auftreten einer
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion, auch Graft-versus-Host-Disease (GvHD). Diese
Komplikation kann sowohl akut, als auch chronisch auftreten und ist flr einen
erheblichen Anteil der Morbiditat und Mortalitat bei stammzelltransplantierten
Kindern verantwortlich®4. Die akute GVHD entsteht, nach heutigem Verstandnis, auf

dem Boden einer Zellschadigung durch die Konditionierungsbehandlung. Durch
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Aktivierung von antigenprasentierenden Zellen, vor allem im Gastrointestinaltrakt
des Empfangers, wird eine Proliferation der Spender-T-Zellen und deren
Aktivierung bewirkt. AnschlieBend kommt es zur Gewebszerstérung in mehreren
Organen (vor allem Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber) durch zytotoxische T-
Zellen und Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen®. Insbesondere die
chronische GvHD geht mit einer beeintrachtigenden oder lebensbegrenzenden
Langzeitschadigung mehrerer Organsysteme einher und fuhrt durch die
Behandlung mit z. B. Steroiden und einer verlangsamten Immunrekonstitution zu
einer verlangerten Immunsuppression®. Die Inzidenz der schweren chronischen
GVHD bei padiatrischen HSCT-Patienten wird mit etwa 6-14% angegeben’#,

Mafnahmen zur Verhinderung des Auftretens der GvHD umfassen neben einer
Optimierung der HLA-Typisierung, dem Einsatz medikamentoser
Immunsuppressiva (z. B. Methotrexat, Cyclosporin A und Mycophenolat-Mofetil)
auch eine ex vivo (Negativselektion) und in vivo T-Zell-Depletion im Rahmen einer
Serotherapie. Die ersten Versuche, die Inzidenz von GvHD durch die Anwendung
von prophylaktischem polyklonalen Anti-Thymozyten-Globulin  (ATG) beim
Menschen zu reduzieren, wurden Ende der 1970er Jahre durchgefiihrt®. Seit ca. 20
Jahren kommt die Antikdrpertherapie mit ATG in der padiatrischen
Stammzelltransplantation zum Einsatz, um die GvHD zu mindern. 1983
verOffentlichten Hale et al. ihre Arbeit Uber einen neuen monoklonalen
Rattenantikorper gegen humane Lymphozyten, CAMPATH-1G°. Im Einsatz zur in
vivo T-Zell Depletion beim Menschen verursachte CAMPATH-1G allerdings
Probleme durch eine starke immunologische Reaktion auf Rattenproteine. Aus
diesem Grund wurde CAMPATH-1G als erster Antikdrper weltweit humanisiert und
lieferte so, als CAMPATH-1H, die CD52-spezifische Basis fur Alemtuzumab, das

neben dem polyklonalen ATG verwendet wird!!. In den 1990er Jahren wurde zudem
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der Anti-CD3-Antikérper OKT3 zur in vivo GvHD-Prophylaxe eingesetzt. Die
Behandlung mit OKT3 hat sich jedoch, aufgrund einer erhéhten Freisetzung von
Zytokinen, einer schlechteren prophylaktischen Wirkung bei der GvHD und einer
reduzierten Gesamtiberlebenszeit im Vergleich zu den polyklonalen Antikérpern
ATG-Fresenius (ATG-F) und Thymoglobulin nicht durchgesetzt'?. Heutzutage ist
ATG ein fest etablierter Bestandteil der GvHD-Prophylaxe, dessen positive Wirkung
auf das Outcome von stammzelltransplantierten Patienten vielfach belegt ist314,

In dieser Arbeit wird n&her auf den Einsatz von ATG-Fresenius und Thymoglobulin
bei péadiatrischen Patienten eingegangen. Der Wirkmechanismus der beiden
polyklonalen Antikdrper beruht auf zell- und komplementvermittelter Zytotoxizitat,
welche sich hauptsachlich gegen T-Lymphozyten richtet!®. Aufgrund der
Polyklonalitat des therapeutischen IgG Antikérpers ist die immunmodulatorische
Wirkung sehr facettenreich und hat Effekte auf weitere Zellreihen, wie B-Zellen, NK
Zellen und dendritische Zellen®>. Somit kann sowohl durch eine Reduktion der
empfangereigenen T-Zellen vor der Transplantation die optimale Konditionierung
unterstutzt werden, als auch die GvHD durch die Elimination von
Spenderlymphozyten nach erfolgter Transplantation abgemildert werden. Der
Einsatz von ATG ist allerdings nicht unkritisch zu betrachten, da neben den haufig
auftretenden akuten unerwinschten Arzneimittelwirkungen in vielen Studien
gezeigt werden konnte, dass die Immunrekonstitution nach HSCT unter ATG
langfristig verlangsamt ablauft'6. Dies ist zum Teil der gewtinschten T-Zelldepletion
geschuldet, kann sowohl im adulten als auch im padiatrischen Setting beobachtet
werden und bezieht sich vor allem auf eine hohe ATG-Expositiont’-°, Wie sich in
der Vergangenheit zeigte, kann die gestérte Immunrekonstitution auch in einer
gesteigerten Rate an Virusreaktivierungen resultieren'®. Der fiur den Therapieerfolg

von malignen Grunderkrankungen wichtige Graft-versus-Leukemia-Effekt, kann
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zudem durch den Einsatz von ATG abgeschwacht werden. Eine medikamentdse
Prophylaxe der GvHD sollte deshalb wohlbalanciert durchgefuhrt werden.

Aktuell werden unter Therapie mit ATG Medikamentenspiegelmessungen nicht
regelhaft durchgefiihrt, sondern eine Standarddosierung von 15-60 mg/kg fur ATG-
F und 4,5-10 mg/kg fur Thymoglobulin appliziert?®-23. Fir einige Medikamente,
welche im Rahmen der péadiatrischen HSCT eingesetzt werden, ist ein
Therapeutisches Drug Monitoring standardisiert und fest etablierter Bestandteil der
Patientenversorgung. Hier zu nennen sind besonders die regelhaft durchgefuhrten
Spiegelmessungen der beiden Small Molecule Medikamente Busulfan und
Cyclosporin A%425. Auch fir ATG gibt es Studien, die gezeigt haben, dass das
Therapeutische Drug Monitoring und individualisierte Dosierungsregime das
Outcome im padiatrischen HSCT Setting verbessern knnen?6.

Therapeutische Antikérper weisen aufgrund ihres grof3en Molekulargewichts und
der ausgepragten Hydrophilie einige Besonderheiten in ihrer Pharmakokinetik auf.
Die Elimination erfolgt vorrangig Uber zielantigen-vermittelte Elimination und nur
zum geringen Teil durch renale Elimination nach Proteolyse der AntikGrper im
retikuloendothelialen System und in verschiedenen Organen?’. Zudem konnte
gezeigt werden, dass ein Teil der Patienten neutralisierende Antikorper gegen ATG
zu bilden scheint?®. Es existieren einige Studien, die zeigen, dass die
Pharmakokinetik von ATG in padiatrischen Patienten komplex zu sein scheint,
zudem variieren die angegebenen Halbwertszeiten stark!’182930  Ejne
Vorhersagbarkeit Uber die Hohe der Medikamentenspiegel sowie potentielle
Auswirkungen auf das Outcome nach padiatrischer HSCT ist somit nicht in
zufriedenstellendem MalRe gegeben. Aus diesem Grund ist die ideale Dosierung
des prophylaktisch gegebenen Antikdrpers Gegenstand aktueller Forschung, zu

welcher wir mit unserer Studie beitragen méchten.
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2.2 Methoden

Um den Einfluss von ATG-Spiegeln bei padiatrischen Patienten auf das Outcome
nach Stammzelltransplantation zu untersuchen, wurden sowohl ATG-Spiegel
gemessen als auch klinische Daten gesammelt. In die Studie eingeschlossen
wurden 32 Patienten, die zwischen dem 26.04.2016 und dem 29.08.2017 in der
Sektion fiur Padiatrische Stammzelltransplantation und Immunologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf eine allogene Stammzelltransplantation
und im Rahmen der Konditionierungsbehandlung ATG erhalten haben.

Die Probengewinnung erfolgte im Rahmen von Routineblutentnahmen und wurde
vom Stationspersonal der Transplantationsstationen (Station C6B und K1c) und der
padiatrischen hdmato- und onkologischen Station (Station Kinder 1) durchgefihrt.
Die Proben wurden bis zum Einfrieren maximal drei Tage im Kuhlschrank der
Stationen gelagert. Sofern moglich wurden die Proben ab der stationaren Aufnahme
(meistens Tag -7 vor der Transplantation) bis eine Woche nach der Transplantation
taglich und anschlieRend bis ungefahr Tag +30 zwei- bis dreimal woéchentlich
abgenommen. Ab dem Zeitpunkt der Entlassung wurden keine Proben mehr
gesammelt. Bei einem Teil der Patienten flhrten wir vor der ersten Gabe von ATG,
sowie am Tag der Transplantation eine durchflusszytometrische Bestimmung der
Lymphozytenzahl mithilfe von Mikropartikelbeads im Patientenblut durch.

Zur quantitativen Bestimmung des Antithymozytenglobulins im Patientenplasma
wurde ein Sandwich-ELISA durchgefihrt. Der Sandwich-ELISA ist ein
enzymatisches Immunadsorptionsverfahren und zum quantitativen Nachweis von
|6slichen Antigenen in Proben geeignet. Alle Proben eines Patienten wurden auf
derselben Platte gemessen. Die Standardreihe wurde jeweils mit ATG-F oder
Thymoglobulin hergestellt. Die Triplikate wurden zur Verbesserung der Ergebnisse

durchgefiihrt und in der Auswertung gemittelt. Anschlie3end wurde anhand der
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Absorptionswerte die Konzentration des ATG mithilfe der Standardreihe und der
Verdinnung errechnet.

Um die ideale Zelllinie fur die durchflusszytometrischen Messungen der aktiven
ATG-Spiegel zu identifizieren wurden zwei humane T-Zell Leukamielinien
hinsichtlich ihrer Oberflachenantigene verglichen. Als am besten geeignet zur
Bestimmung der aktiven ATG-Spiegel zeigte sich die Jurkat-Zelllinie. Zur aktiven
Spiegelbestimmung  wurden  die  Jurkat-Zellen  zunachst mit den
Patientenplasmaproben und anschlie3end mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern
inkubiert. Mittels Durchflusszytometer wurde fiir jede Patientenprobe, sowie fiir eine
Standardreihe, die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat der Jurkat-Population
gemessen, anhand derer sich die ATG-Konzentration der einzelnen Proben
errechnen liel3.

Die umfassende Erhebung klinischer Daten erfolgte aus den elektronischen
Patientenakten der Studienkohorte. Es wurden neben den Basisdaten auch Daten
zu u. a. Konditionierungsbehandlung, Dosierung und Timing der Serotherapie,
GvHD-Prophylaxe, Art und Beschaffenheit des Transplantats, Auftreten von
Virusreaktivierungen und GvHD, Immunrekonstitution, Fieber, Chiméarismus,

Retransplantation, Erkrankungsruckfall und Tod gesammelt.

2.3 Ergebnisse

Im Rahmen der Auswertung wurden die beiden ATG-Gruppen (ATG-F und
Thymoglobulin) weitestgehend getrennt voneinander betrachtet. Zunachst wurde
der mediane aktive Spitzenspiegel fur beide Gruppen bestimmt und die Patienten
in jeweils zwei Gruppen mit hoher und niedriger ATG-Exposition eingeteilt. Die

Berechnung der AUC (area under the curve) zur Erfassung der totalen Exposition
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gegenuber ATG erfolgte mittels einem log-linearen Modells. Die Einteilung der
Patientengruppen mit hoher und niedriger Exposition war nach medianem
Spitzenspiegel oder nach medianer AUC identisch.

AnschlieBend wurden die Gruppen hinsichtlich der Verteilung der
Patientencharakteristika und Unterschieden in der Konditionierungsbehandlung
untersucht. Das mediane Alter der Thymoglobulingruppe lag bei 5,3 Jahren,
wahrend die ATG-F Gruppe im Median 13,7 Jahre alt war. Dies ist durch die sich
unterscheidenden Diagnosen der beiden Gruppen erklarbar. Alle Kinder mit nicht-
malignen  Erkrankungen erhielten  Thymoglobulin, wohingegen ATG-F
ausschlie3lich bei Patienten mit malignen Erkrankungen eingesetzt wurde.
Hinsichtlich  Konditionierungsbehandlung, Spendertyp, Stammzellquelle und
Zytomegalievirus (CMV) Status unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant
voneinander. Mit der Intention, Daten fir ein besser steuerbares Dosierungsregime
zu erheben, werteten wir mdgliche Einflussfaktoren auf die aktiven ATG-Spiegel
aus. In der Thymoglobulingruppe lie3en sich keine relevanten Einflussfaktoren auf
die HOhe des ATG-Spiegels finden, wahrend die aktiven ATG-F-Spiegel signifikant
mit der applizierten Dosis korrelierten. In der Studienkohorte wurde ein ATG-
Dosierungsschema verwendet, das allein auf dem Korpergewicht der Patienten
basierte. Nach Abzug einer hypothetischen Gesamtdosis, basierend auf der
Korperoberflache von der tatsachlich verabreichten Dosis, konnten wir das Ausmalf3
der ,Uberdosierung* bei Kindern mit einem Kérpergewicht >30 kg quantifizieren.
Dieser Unterschied in der Dosierung war in der ATG-F-Gruppe mit hoher ATG-F-
Exposition deutlich héher (504,0 mg im Vergleich zu -20,5 mg, p-Wert 0,177). Die
auf Basis des Korpergewichts berechnete ATG-F-Dosis Uberstieg bei allen Kindern
mit einem Korpergewicht >30 kg die hypothetische Dosis basierend auf der

Korperoberflache. Im Gegensatz dazu gab es keinen Unterschied in der
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,Uberdosierung“ zwischen den Thymoglobulingruppen mit hoher oder niedriger
ATG-Exposition.

Hinsichtlich des Outcomes erfolgte eine detaillierte Auswertung der Daten zu
Virusreaktivierungen, Immunrekonstitution, Auftreten von GvHD, Chimarismus an
Tag 100, Erkrankungsriickfall und Tod. Es zeigten sich keine Unterschiede in der
Inzidenz von akuter und chronischer GvHD zwischen den Patienten mit hoher und
niedriger Exposition. Im Auftreten von Virusreaktivierungen zeigte sich kein
Unterschied bei der Betrachtung von Epstein-Barr-Virus (EBV), CMV, Humanem
Herpesvirus 6 (HHV6) und BK-Virus (BKV). Im Vergleich der beiden
Expositionsgruppen zeigte sich ein signifikant haufigeres Auftreten von Infektionen
mit dem Adenovirus (ADV) in der Gruppe mit hoher ATG-Exposition (25% vs. 0%).
Deutliche Unterschiede zeigten sich in Bezug auf die Immunrekonstitution, sowohl
zwischen der hohen und niedrigen ATG-Gruppe, als auch zwischen Patienten, die
ATG-F und Thymoglobulin erhalten haben. Die ATG-F Gruppe zeigte eine
schlechtere Rekonstitution der Leukozyten, Lymphozyten, CD3*, CD4*, CD8* und
CD19* Zellen. Innerhalb der Thymoglobulingruppe war zudem eine verminderte
Rekonstitution der Leukozyten, Lymphozyten, CD3*, CD4* und CD8* Zellen bei
Patienten mit hoherer ATG-Exposition zu beobachten. Die NK Zellen erholten sich
in allen Patientengruppen mit &hnlicher Dynamik. Hinsichtlich Erkrankungsrickfall,
gemischtem Chimarismus, Retransplantation und Tod konnten wir keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen.

2.4 Diskussion
Wir analysierten die absoluten und aktiven Plasmaspiegel von 32 padiatrischen

Patienten, die entweder ATG-F oder Thymoglobulin erhielten. Ziel unserer
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prospektiv angelegten Studie war es, anhand der regelméafig durchgefihrten
Spiegelmessungen herauszufinden, wie sich unterschiedliche Dosierungen und
Patientenfaktoren auf die Spitzenspiegel und die AUC auswirken, um den Umgang
mit ATG sicherer zu machen. Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit ist der
Vergleich des Outcomes von padiatrischen Patienten mit hoher und niedriger ATG-
Exposition.

Zunachst beobachteten wir Unterschiede in der Vorhersagbarkeit der
Spitzenspiegel von ATG-F und Thymoglobulin. Wahrend sich fir ATG-F eine
Korrelation zwischen applizierter Dosis und Plasmaspiegeln zeigte, prasentierte
sich die Streubreite der Thymoglobulinspiegel deutlich héher. Insbesondere
konnten wir keinen Zusammenhang zwischen der Lymphozytenzahl vor
Konditionierung und dem Spitzenspiegel feststellen. Diese Beobachtung ist
vereinbar mit den Ergebnissen einer Studie von Oostenbrink et al., welche eine
Kohorte von 58 padiatrischen HSCT Patienten untersucht hat, die eine &ahnlich
groRe Variabilitat der Thymoglobulinspiegel zeigte®. Eine andere Studie beschrieb
wiederum, dass ein hoheres Korpergewicht und/oder eine niedrige Baseline-
Lymphozytenzahl fur eine hohere Thymoglobulin-Exposition verantwortlich sein
konnen3!. In unserer ATG-F Gruppe hatten die Patienten mit hoher ATG-Exposition
ein signifikant hoheres Korpergewicht als die Patienten mit niedriger Exposition,
was uns zu der Uberlegung fiihrte, ob das Kérpergewicht alleine eine ausreichende
Berechnungsgrundlage fir die Dosis darstellt. Unsere Bestimmung des Grades der
,Uberdosierung“ mit ATG liefert Hinweise darauf, dass Kinder mit >30 kg
Korpergewicht eine Population darstellen, die bei der Anwendung von ATG-F ein
Uberdosierungsrisiko hat. Interessanterweise konnte furr die Studienkohorte gezeigt
werden, dass sich Patienten mit hoher ATG-Exposition sowohl mittels Bestimmung

der AUC, als auch mittels Bestimmung des Spitzenspiegels identifizieren lassen.
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Diese Erkenntnis bietet den Vorteil, dass Risikogruppen méglicherweise schon vor
der letzten Gabe von ATG bestimmt werden kdonnen und eine Anpassung der
verbleibenden Dosen somit moglich ware.

ATG wird seit vielen Jahren erfolgreich zur GvHD Prophylaxe bei Kindern
eingesetzt, wobei die protektiven Effekte von vielen Studien belegt wurden?2%:22:32,
Einige kurzlich veroéffentlichte Studien liefern Hinweise darauf, dass die
prophylaktische Wirkung von ATG-F und Thymoglobulin auch bei niedrigeren
Dosen erzielt werden kann30:3334, In unserer limitierten Studienkohorte zeigte sich
eine Inzidenz der akuten GvHD von 44% in der Gruppe mit hoher Exposition vs.
40% in der Gruppe mit niedriger Exposition. Auch fir die chronische GvHD zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Ein Patient verstarb an
einer schweren chronischen GvHD, hatte aber eine vergleichsweise hohe ATG-
Exposition. Unsere Studienergebnisse deuten somit darauf hin, dass besonders
hohe ATG-Spiegel keinen zusatzlichen Benefit in der Prophylaxe der GvHD
bringen. Bei der Untersuchung der Immunrekonstitution der Patienten zeigten sich
fur die Thymoglobulingruppe drastische Unterschiede in der Rekonstitution von
CD3*, CD4* und CD8* Zellen, welche statistisch signifikant waren. Die Zellzahlen
der Patienten mit hoher ATG-Exposition waren deutlich geringer als die der anderen
Gruppe. Auch die Erholung der Leukozyten- und Lymphozyten-Population zeigte
sich im Laufe der Beobachtungszeitpunkte (Tag 30, 60, 100 und 180 nach HSCT)
zunehmend divergierend. Zwar ist dieser Effekt konsistent mit vielen bereits
publizierten Studien'62°:3935 jedoch liefert diese Arbeit wichtige Daten, da sich die
meisten existierenden padiatrischen Veroéffentlichungen tberwiegend auf die
Untersuchung von Patienten beschranken, die Nabelschnurblut erhalten haben?293.
Unter den Patienten, die ATG-F erhielten, zeigte sich eine geringfligig verhaltenere

Immunrekonstitution bei den Patienten mit hoher Exposition. Da diese
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Patientengruppe allerdings sehr klein ist (n=11), kdnnen daraus keine zuverlassigen
Schliusse gezogen werden. In der Gesamtheit der untersuchten Falle zeigte sich
eine erheblich kompromittierte Immunrekonstitution der Leukozyten, Lymphozyten,
CD3*, CD4* und CD8* Zellen der ATG-F-Gruppe im Vergleich zur
Thymoglobulingruppe. Wohlwissend, dass die beiden Patientengruppen stark
voneinander abweichende Grundvoraussetzungen (Alter und Grunderkrankung) fur
die Immunrekonstitution haben, stellt sich die Frage, ob Patienten, die ATG-F
erhalten, ein schlechteres Outcome hinsichtlich Infektionen und viralen
Reaktivierungen haben. ADV Infektionen traten in der Patientenkohorte signifikant
haufiger bei Patienten mit hoher ATG-Exposition auf. Ein Patient verstarb an einer
schweren ADV Infektion. In Bezug auf EBV und CMV Reaktivierungen konnten wir
weder Unterschiede zwischen ATG-F und Thymoglobulin, noch hoher und niedriger
ATG-Exposition feststellen. Dies steht im Kontrast zu anderen Studien, die ein
erhohtes EBV Risiko bei Patienten mit hohen ATG Spiegeln beobachtet haben'83,
Unter Berucksichtigung unserer Studienergebnisse kann die Sicherheit der ATG-F-
und Thymoglobulindosierung noch verbessert werden. Die unzureichende
Vorhersagbarkeit der Plasmaspiegel, insbesondere bei Thymoglobulin-Patienten,
verbunden mit den sich klinisch manifestierenden Einschrankungen in der
Immunrekonstitution durch hohe ATG-Exposition, rufen nach einer Prazisierung der
Dosierung von ATG. Betrachtet man die negativen Auswirkungen einer hohen ATG-
Exposition im Outcome (z. B. verzégerte Immunrekonstitution) und bedenkt, dass
wir keine geringere Inzidenz von akuter und chronischer GvHD bei den Patienten
mit hohen ATG-Plasmaspiegeln gefunden haben, sollten die ATG-
Dosierungsschemata uberdacht werden. Die Studienergebnisse legen die
Einfuhrung eines individuellen Dosierungsschemas nahe, das nicht nur auf dem

Korpergewicht, sondern auch auf der Anzahl der Lymphozyten, dem Alter und der
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Korperoberflache basiert, um die Patienten vor einer Uberexposition zu schiitzen.
Ebenso konnten die bereits etablierten aktiven Plasmaspiegelmessungen ein
sinnvoller fester Bestandteil der Patientenversorgung im péadiatrischen HSCT
Setting werden. Weitere Untersuchungen von ATG-Spiegeln in gréf3eren
Patientenkohorten, sowie die Erarbeitung eines robusten pharmakokinetischen
Modells fur ATG-F und Thymoglobulin kbnnen den Weg fir eine individualisierte
Patientenversorgung in Zukunft weiter ebnen und zur Sicherheit im Umgang mit

ATG beitragen.
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3 Abklrzungsverzeichnis

ADV
ATG
ATG-F
AUC
BKV
CD
CMV
EBV
GvHD
HHV6
HLA

HSCT

Adenovirus
Anti-Thymozyten-Globulin
ATG-Fresenius

Area under the curve (Flache unter der Kurve)
BK-Virus

Cluster of Differentiation
Zytomegalievirus
Epstein-Barr-Virus
Graft-versus-Host-Disease
Humanes Herpesvirus 6
Humanes Leukozyten-Antigen

Hamatopoetische Stammzelltransplantation
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5 Zusammenfassung

Eine prognoselimitierende Komplikation der HSCT ist das Auftreten einer akuten
oder chronischen GvHD. Die Dosierung von ATG-F und Thymoglobulin zur GvHD-
Prophylaxe im Rahmen der padiatrischen HSCT ist Gegenstand aktueller
Forschung. Eine hohe ATG-Exposition wird als unabhéangiger Risikofaktor fur virale
Reaktivierungen und eine verzoégerte Immunrekonstitution beschrieben. Ziel dieser
Arbeit ist es, mdgliche Einflussfaktoren auf ATG-Plasmaspiegel zu analysieren und
diese mit verschiedenen Outcome-Parametern zu korrelieren.

In Rahmen dieser Arbeit wurden die totalen und aktiven ATG-Plasmaspiegel von 32
padiatrischen HSCT-Patienten analysiert. Die Thymoglobulinspiegel korrelierten, im
Gegensatz zu den ATG-F Spiegeln, nicht mit der verabreichten Dosis. Patienten mit
einem Korpergewicht >30 kg hatten ein Risiko fur eine besonders hohe ATG-F-
Exposition. Zwischen den Patienten mit hoher oder niedriger ATG-Exposition war
kein Unterschied im Auftreten einer akuten oder chronischen GvHD nachweisbar.
Hinsichtlich Virusinfektionen und Reaktivierungen gab es einen Trend zu mehr
Adenovirus-Infektionen bei Patienten mit hoher ATG-Exposition. In dieser
Studienkohorte liel3 sich kein Effekt der ATG-Exposition auf das Auftreten von CMV-
und EBV-Reaktivierungen beobachten. Die Immunrekonstitution wurde bei
Patienten, die ATG-F erhielten, starker gehemmt als bei Patienten, die
Thymoglobulin erhielten. AufRerdem hatte eine hohe ATG-Exposition einen
darstellbaren negativen Effekt auf die Rekonstitution verschiedener Zelllinien.
Trotz der relativ kleinen Studienkohorte liefert diese Arbeit wichtige Daten zur
Pharmakokinetik von ATG bei Kindern und tUber mdgliche Auswirkungen einer
vergleichsweise hohen ATG-Exposition auf das Outcome. Die Untersuchung
groRBerer Studienkohorten ist erforderlich, um den Weg fur einen effizienteren

Umgang mit ATG und verbesserte Dosierungsschemata zu ebnen.
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6 Summary

One of the major problems in HSCT is the occurrence of acute and chronic GvHD.
The precise dosing of ATG-F and Thymoglobuline for GvHD prophylaxis in the
pediatric HSCT setting has been subject of current research. High exposure to ATG
is described to be an independent risk factor for viral reactivations and delayed
immune reconstitution. The aim of this work was to analyze influencing factors on
ATG plasma levels and to correlate these with several outcome parameters.

In this study, total and active ATG plasma levels of 32 pediatric HSCT patients were
analyzed. Thymoglobuline levels presented in an unpredictable manner and did not
correlate with the dose applied. ATG-F levels correlated with the applied dose.
Patients with a body weight >30 kg were at risk for high ATG-exposure, particularly
for ATG-F. There was no difference of occurrence of acute or chronic GvHD
detectable between the patients with high or low ATG-exposure. Regarding viral
infections and reactivation there was a trend towards more adenovirus infections in
patients with high ATG-exposure. There was no effect of ATG-exposure on CMV
and EBV reactivation in this study cohort. Immune reconstitution was hampered
stronger in patients receiving ATG-F compared to thymoglobuline. Additionally, high
ATG-exposure had a noticeable negative effect on reconstitution of several cell-
lines.

Despite the relatively small study cohort, this study presents important data on
pharmacokinetics of ATG in children and possible effects on outcome in patients
with comparatively high ATG-exposure. Larger study cohorts are needed to pave

the way for a safer use of ATG and improved dosing regimens.
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