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Einleitung

1. Einleitung
1.1.Charakterisierung des Adenovirus
1.1.1. Biologische Grundlagen

Die ersten humanen Adenoviren (ADV) wurden 1953 von Rowe et al. aus
exzidierten Tonsillen und anderem adenoiden humanem Drisengewebe isoliert.
Das anfangs noch unbekannte isolierte Agens war in der Lage Zellkulturen zu
zerstoren und wurde somit zunachst ,adenoid-degenerating (AD)-agent"
genannt.! Erst 1956 wurde dieses Agens als Virus identifiziert und bekam
daraufhin die Bezeichnung Adenovirus.? Seither wurden mehr als 50
verschiedene Serotypen von humanen Adenoviren identifiziert und in sechs
Spezies (A-F) klassifiziert. Zahlreiche Saugetiere, Reptilien und Voégel sind
zudem Trager von ADV, die nicht humanpathogen sind.®> Adenoviren sind
unbehtillte, ikosaedrische Viren mit einem Durchmesser von 70 bis 90 nm.
Jeder Partikel enthalt eine lineare Doppelstrang-DNA mit 36 kBp und
schatzungsweise 40 Genen. lhr Kapsid wird von 252 Kapsomeren, den 240
Hexon- und 12 Pentonkapsomeren, gebildet. Jedes Pentonkapsomer wiederum
besteht aus einer Base und einem Fiberprotein, welches die Interaktion mit den
Oberflachenrezeptoren der Wirtszellen vermittelt. Kreuzreagierende Antikorper
richten sich gegen die Hexonkapsomere, welche die arttypische Antigen-
Komponente aller Adenoviren der Saugetiere enthalten. AuRerdem enthalten
sie Serotyp-spezifische Stellen, die neutralisierende Antikdrper induzieren. Die
Fiberproteine besitzen ebenfalls Serotyp-spezifische und einige Spezies-
spezifische Antigendeterminanten, die verantwortlich fur eine in vitro
Hamagglutination sind.*

Als unbehllte Viren sind ADV hochst resistent gegen physikalische und
chemische Agenzien. Sie sind bei niedrigen pH-Werten stabil und somit auch
resistent gegen Sekrete des Gastrointestinaltrakts. Damit sind sie in der Lage
sich zu replizieren und hohe Viruslasten im Darm zu erreichen.® Des Weiteren
sind ADV durch ihren breiten Tropismus in der Lage, die meisten Zellen des
menschlichen Organismus zu infizieren. Die primare Bindung von Viruskapsid
und Zielzelle entsteht zwischen dem Fiberprotein des Viruskapsids und dem

sog. Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR).® Ausnahmen bilden dabei die
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Viren der Spezies B, die mit dem CD46-Rezeptor der Zielzellen interagieren
und Viren der Spezies D (Serotypen 8, 19a und 37), die eher an Sialinsaure-
reste, als an den CAR der Zielzellen binden.”® Nach Eindringen des Virus in die
Zielzelle, gelangt es zu den Endosomen, transloziert sein Genom in den
Zellkern und erreicht somit eine Expression viraler Gene.®*® Wahrend dieses
Vorgangs erlangen die viralen Proteine Zugang zu den MHC-Klasse-I- und
MHC-Klasse-lI-Wegen (Major histocompatibility complex), sodass nun infizierte
Zellen bereits vor der Expression viraler Gene vom ADV-spezifischen T-Zell-
Rezeptor erkannt werden konnen. Die darauffolgende Expression von
Nichtstrukturproteinen aus viralen Genen wird unterteilt in frihe und spéate
Genprodukte. Frih exprimierte Genprodukte vermitteln eine weitere
Genexpression und DNA-Replikation, beschleunigen den Zellzyklus, wirken
apoptosehemmend, und antagonisieren diverse antivirale MalRnahmen der
Wirtszelle. Spat exprimierte Genprodukte begtinstigen die Virusassemblierung

und schlieRlich das Austreten des Virus aus der Wirtszelle.*!

Fiber

Pentonbasis

Protein llla

Protein VI & = g Core-Protein (Vi)
core-Protein (V)
Terminales Protein (TP)

lineares dsDNA-Genom ']

Abb. 1: Struktur humaner Adenoviren.*?
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1.1.2. Klinische Manifestation bei Immunkompetenten

Bei immunkompetenten Menschen verursachen humane Adenoviren
typischerweise selbstlimitierende gastrointestinale, respiratorische oder
konjunktivale Infektionen und Erkrankungen ohne wesentliche jahreszeitliche
Unterschiede. Besonders haufig bei Kindern und Menschen, die in engen
Raumverhéltnissen leben, z.B. Soldaten und Studenten.™® Eine retrospektive
Studie von Gray et al. zu den Pravalenzen verschiedener Serotypen fir den
Zeitraum von 2004 bis 2006 kam zum Ergebnis, dass die Serotypen 3, 2, 1 und
5 die hochste Pravalenz unter der Normalbevdlkerung und die Serotypen 4, 3
und 21 die héchste Pravalenz unter Soldaten haben.'* Eine genaue Zuordnung
von Virus-Spezies, Serotyp und bevorzugter klinischer Manifestation, sowohl
bei immunkompetenten als auch bei immunsupprimierten Menschen findet sich
in Tabelle 1, Seite 4.*>° Die Ubertragung der Adenoviren erfolgt inhalativ iber
Tropfcheninfektion, durch direkte konjunktivale Inokulation, fékal-oral oder
durch Exposition mit infiziertem Gewebe oder Blut. Die Inkubationszeit ist
abhangig von Serotyp und Ubertragungsweg und reicht von 2 Tagen bis hin zu
zwei Wochen.”® Dariiber hinaus kénnen Adenoviren lebenslange,
asymptomatische Infektionen der lymphoepithelialen Gewebe verursachen.'’ In
einer kontrollierten Studie mit tGber 18.000 Sauglingen und Kindern ergab sich,
dass Adenoviren eine der Hauptursachen fir virale Gastroenteritiden sind und
zusatzlich verantwortlich fur etwa 5% der akuten Atemwegs- und 10% der
Fiebererkrankungen bei Sauglingen.®

1.2. ADV-Infektion bei immunsupprimierten Patienten nach Stammzell-
transplantation
1.2.1. Klinische Manifestation
ADV-Infektionen nach allogener Stammzelltransplantation (aSZT) sind sehr
haufig mit erhohter Morbiditat und Mortalitat, vor allem bei Sauglingen und
Kindern assoziiert. Kampmann et al. beschrieben dabei gastrointestinale

Symptome wie Enteritis und Diarrhoe als die haufigste Manifestation bei
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Kindern.*® In weiteren Studien fand man heraus, dass ADV-Infektionen u.a.
hamorrhagische Zystitiden (bei Befall des Urothels) und akutes Nierenversagen
bis hin zu nekrotisierende tubulo-interstitielle Nephritiden verursachen
konnen.”®?'  Hohes Fieber, erhthte CRP-Werte, aber auch ernste
Komplikationen wie Multiorganversagen mit ZNS-Befall, fulminante Hepatitiden
und  Nierenversagen wurden ebenfalls mehrfach  beobachtet.?*
Stammzelltransplantierte Patienten verzeichnen zudem die hdchste Zahl an
ernst zu nehmenden ADV-Infektionen, die sowohl primar, als auch durch
endogene Reaktivierung in Erscheinung treten kénnen.'*?® Hierunter finden
sich dann vor allem die Virus-Spezies B und C und der bei der
Allgemeinbevoélkerung selten pathogene Serotyp Ad35.% Vor allem padiatrische
Patienten haben im Gegensatz zu den Erwachsenen ein bis zu 3-fach erhéhtes
Risiko fiir eine ADV-Infektion.?” Gray et al. fanden in einer Studie zusétzlich
heraus, dass immunsupprimierte Patienten in 30% der Falle Koinfektionen mit
mehr als einem ADV-Serotyp aufwiesen. Im Gegensatz dazu lag die Rate der
Koinfektionen mit mehreren ADV-Serotypen bei immunkompetenten Patienten

bei etwa 5%.*

Tab. 1: Klassifizierung der Adenoviren nach Spezies, Serotyp und klinischer Manifestation.*>*®

Spezies Serotyp Klinische Manifestation

A 12, 18, 31 Pneumonie, Enteritis

3,7,11, 14, 16, 21,

B 34, 35, 50 hamorrhagische Zystitis
C 1,2,5,6 Hepatitis, Pneumonie, gehauft nach aSZT
8-10, 13, 15, 17,
D 19, 20, 22-30, 32, Augen, Gastrointestinaltrakt
33, 36-39, 42-49,
51
E 4 Atemwege
40, 41 Gastrointestinaltrakt
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1.2.2. Risikofaktoren und Inzidenzen fur ADV-Infektionen bei
iImmunsupprimierten Patienten
Seit 1960 ist bekannt, dass Adenoviren bei Kindern mit angeborenen
Immunschwachekrankheiten fatale Infektionen hervorrufen kénnen.?® Das liegt
daran, dass angeborene Immunschwéachekrankheiten Auffalligkeiten in der
Entwicklung und Reifung der Zellen des Immunsystems aufweisen und somit zu
einer erhohten Empfindlichkeit fur Infektionen fihren. Eine zwar sehr seltene,
aber am haufigsten in Assoziation mit ADV-Infektionen beobachtete Erkrankung
ist zum Beispiel das Severe combined immunodeficiency syndrome (SCID).°
Weiterhin zeigen sich bei Empfangern allogener Stammzellen wesentlich
haufiger ADV-Infektionen und -Erkrankungen als bei Empféangern autologer
Stammzellen.?”?3*° padiatrische Patienten erkranken, wie bereits erwahnt,
ebenfalls haufiger als Erwachsene an ADV-Infektionen.?” Nach einer Studie von
van Tol et al., findet sich die hochste Inzidenz mit 84% bei Kindern im Alter von
bis zu 5 Jahren, die T-Zell-depletierte Transplantate von nicht-HLA-identen und
nichtverwandten Spendern erhielten.! In vielen weiteren Screening-Studien der
Vergangenheit bestétigte sich diese signifikante Steigerung der Inzidenz in
Zusammenhang mit einer in-vivo bzw. ex-vivo T-Zell-Depletion der
Transplantate, sodass man davon ausgehen kann, dass dies auch einer der
Hauptrisikofaktoren sowohl fiir eine ADV-Infektion, als auch fir eine ADV-
Erkrankung und -Dissemination ist.*****® Howard et al. beschrieben einen
Zusammenhang zwischen der Isolation von Adenoviren aus mehr als zwei
Organsystemen und einem schlechten klinischem Ausgang.?’ Weitere
signifikante  Risikofaktoren, die mit ADV-Infektionen bei Empfangern
allogener Stammzellen assoziiert sind, sind ein junges Patientenalter,
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) Grad II-IV und weitere allogene Stammzell-
transplantationen.®”*® In diversen Studien fand man zudem heraus, dass hohe
und schnell ansteigende Viruslasten im peripheren Blut, mit ADV-assoziierter
Mortalitéat korrelieren und somit pradiktiv fir ADV-assoziierte Todesereignisse
sind.**** Risikofaktoren fiir eine Dissemination der Infektion sind zum einen
zwar GvHDs, aber auch die daraufhin verabreichte immunsuppressive Therapie

scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen.®® Weiterhin fiihren zusatzliche
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ernste Lymphozytopenien (< 300 Zellen/ul) zu einem Fortschreiten der
disseminierten Erkrankung bis hin zum Tod.** Aus einigen retrospektiven
Studien ging hervor, dass das Fehlen von ADV-spezifischen T-Zellen (AsT)
einen negativen Effekt auf die Inzidenz und den Verlauf der ADV-Infektion in

344548 gehlieRlich scheint es ein

Bezug auf die Zeitdauer und Mortalitat hat.
erhohtes Risiko fur eine ADV-Infektion und -Erkrankung bei Patienten zu geben,
die einer Transplantation von nichtverwandten Stammzellen aus Nabelschnur-
blut unterzogen wurden.***® Der Serostatus des Empfangers bzw. Spenders
scheint allerdings keine Auswirkung auf das Auftreten einer ADV-Infektion zu
haben.?®*! Samtliche signifikanten Risikofaktoren sowohl bei Kindern als auch

bei Erwachsenen finden sich zusammengefasst in nachfolgender Tabelle 2.%2

Tab. 2: Risikofaktoren fiir ADV-Infektion bei Kindern und Erwachsenen.*

Kinder Erwachsene

aSZT von haploidentem oder
nicht-verwandtem Spender von
Nabelschnurblut

aSZT mit in vivo oder ex vivo
T-Zell-Depletion

aSZT eines nicht-verwandten
Spenders

aSZT aus nicht-verwandtem schwerwiegende GvHD II-1V
Nabelschnurblut
schwerwiegende GvHD II-1V

schwerwiegende schwerwiegende
Lymphozytopenien (< 300/ul) Lymphozytopenien (< 300/ul)

1.3. Diagnose von ADV-Infektionen und Bestimmung der Viruslast
1.3.1. Definition der ADV-Infektion und -Erkrankung

In der Vergangenheit wurden verschiedene Definitionen fur die ADV-Infektion

30,37,53-55

und -Erkrankung vorgeschlagen. Zum Beispiel galt eine ADV-
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Erkrankung als bewiesen, wenn die klinischen Symptome zu einer ADV-
Infektion passten und die Adenoviren histologisch oder in einer Gewebeprobe
detektiert werden konnten.®” Disseminierte oder invasive Erkrankungen wurden
von einigen Autoren alleinig durch die Viramie definiert, von anderen wiederum
durch die Detektion von ADV in mehreren Organsystemen zusammen mit
klinischen Symptomen.3** Unter Beriicksichtigung, dass heut zu Tage hoch-
sensitive PCR-Methoden zum Goldstandard in der Diagnose der ADV-Infektion
geworden sind, empfiehlt die European Conference of Infections in Leukemia
(ECIL) folgende Definitionen:*2

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

e Lokale Infektion: Positive ADV-PCR, Virusisolation oder Detektion des
Antigens in Biopsiematerial oder in Korperflissigkeiten aul3erhalb des
peripheren Blutes.

e Wahrscheinliche  Erkrankung:  ADV-Infektion und  zusétzlich
ubereinstimmende Symptome ohne histologische Bestatigung.

e Bewiesene Erkrankung: ADV-Infektion und zusatzlich
ubereinstimmende Symptome mit histologischer Bestatigung von ADV in
der dazugehdérenden Region.

e Praventive Behandlung: Antivirale Therapie bei asymptomatischen
Patienten mit dokumentierter ADV-Replikation.

1.3.2. Diagnostische Methoden zur Bestimmung der ADV-Infektion
und der Viruslast
Die Diagnose von ADV-Infektionen wird hauptsachlich durch direkte Nachweis-
methoden gestellt.> Zu diesen gehéren beispielsweise die Virusisolierung
mittels Zellkultur, immunologische Verfahren zum Antigen-Nachweis und
Echtzeit-PCR-Methoden.”*>® Die PCR-Methode hat dabei eine héhere

Sensitivitat und Spezifitdt als Zellkultur oder Antigennachweis und weist
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zusatzlich eine vergleichbare Sensitivitat fur alle Serotypen der humanen
Adenoviren auf.*"®*®' Bei 3% bis 47% der Patienten nach aSZT konnten
Adenoviren im Rachensekret, Urin, Stuhl oder verschiedenem Gewebe isoliert
werden, 02

< 30% berichten.?”2%3963-65 \wjie pereits in 1.2.2. erwahnt, korrelieren hohe und

wobei die meisten Studien der Vergangenheit von einer Inzidenz

schnell ansteigende Viruslasten im peripheren Blut mit ADV-assoziierter
Mortalitdat und sind somit pradiktiv fur ADV-assoziierte Todesereignisse bei
immunsupprimierten Patienten.**** Auf dieser Basis etablierten Beck et al. ein
quantitatives Echtzeit-PCR-Protokoll fur die Analyse der Viruslast in
Plasmaproben von immunsupprimierten Patienten nach Stammzell-
transplantation. Im Rahmen der Validierung standen reprasentative ADV-Typen
aller sechs Genera der humanen Adenoviren zur Verfigung. Die analytische
Sensitivitat lag bei etwa zehn (10) DNA-Kopien pro PCR. Zur Uberpriifung der
Spezifitat wurden 30 Plasmaproben von gesunden Blutspendern, wie erwartet,
negativ fur ADV-DNA getestet. Bei 9 Patienten mit bekannter ADV-Infektion
nach aSZT konnte das Virus zuverlassig in den Plasmaproben identifiziert
werden. Durch den Einsatz definierter Mengen von Plasmid-DNA als externen
Standard, konnte die Viruslast quantifiziert werden. Die Spitzenwerte wahrend
der ADV-Infektion lagen zwischen 1,7 x 10° und 5,1 x 10° ADV-DNA-Kopien
pro ml Plasma.®®

Die Quantifizierung der Viruslast anhand der Echtzeit-PCR ist seit 2004 soweit
etabliert, dass gerade bei Patienten mit ADV-Infektionen nach SZT der Verlauf
der Viruslast genauestens analysiert und beobachtet werden kann. In der
vorliegenden Arbeit wird genau diese Madoglichkeit genutzt, um daraus
Korrelationen zwischen der Viruslast und diversen laborchemischen
Parametern herzustellen. Ebenso ist damit eine Beurteilung antiviraler, aber
auch anderer therapeutischer Mal3Bhahmen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und

Effizienz, aber auch ihrer eventuellen Interaktionen maoglich.
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1.4. Therapieoptionen
1.4.1. Antivirale Medikamente

Virustatika, die in der Vergangenheit bei ADV-Infektionen angewandt wurden
sind Ribavirin, Ganciclovir und Cidofovir. Die hochste Evidenz in der
Wirksamkeit gegen ADV verzeichnet dabei Cidofovir (CDV).?*** Cidofovir ist ein
Cytosin-Nukleotid-Analogon, das erst intrazellular zum aktiven Metaboliten
phosphoryliert wird, welcher wiederum die virale DNA-Polymerase und somit
die Virusreplikation hemmt.®” Die kontinuierliche Wirksamkeit von CDV in vitro
richtet sich gegen samtliche ADV-Gruppen und -Serotypen. CDV-resistente
Virusmutationen, die mdglicherweise die Bindung von Nukleotid und viraler
DNA-Polymerase beeinflussen, sind ebenfalls beschrieben worden.®® Der
hauptsachliche Nachteil von CDV ist die geringe Bioverfligbarkeit und dass der
antivirale Effekt von der Konzentration der aktiven phosphorylierten Metabolite
in den infizierten Zellen abhangt.®® Somit korrelieren die vorgeschriebenen
Dosen nicht sehr gut mit dem pharmakologischen Effekt und >90% des
Arzneimittels wird unverandert renal eliminiert.”

Das Problem der meisten anderen Nukleotid-Analogon-Virustatika, die bis Dato
untersucht worden sind, ist, dass deren Phosphorylierung in die aktive Form
von viralen Kinasen abhéngig ist und sie viel weniger effektiv von humanen
intrazellularen Kinasen phosphoryliert werden.®® Da nun Adenoviren im
Gegensatz zu Herpesviren, wie das Cytomegalovirus (CMV) und Herpes-
simplex-Virus (HSV), nicht fir eigene Kinasen kodieren, sind sie verhaltnis-
mafRig unempfindlich gegen klassische azyklische Nukleosid-Analoga.
Ribavirin, eines dieser Nukleosid-Analoga, zeigt somit lediglich antivirale in vitro
Aktivitat gegen ADV der Gruppe C (Serotypen 1, 2 oder 5).”* Ganciclovir, ein
synthetisches Nukleosid-Analogon, weist eine um 1 Log-Stufe geringere
antivirale in vitro Aktivitat gegen ADV auf als Cidofovir.”? In einer retrospektiven
Studie von Bruno et al. wurde jedoch beobachtet, dass bei Patienten, die
Ganciclovir als CMV-Prophylaxe erhielten, die Inzidenz fir eine ADV-Infektion
viel geringer ausfiel. Nach Anpassung der Behandlung nach Spender-Typ und
Patientenalter, fuhrte diese allerdings nicht zu einer signifikanten Reduktion

bzw. Verbesserung der ADV-Erkrankung.®
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Berichte mit positiven Resultaten bei Patienten, deren ADV-Infektion mit
Ganciclovir behandelt wurde, sind rar und lickenhaft, sodass eine Aufnahme in
die Standard-Therapieprotokolle bzw. Behandlungsleitlinien nach Meinung von
Chen et al. nicht gerechtfertigt ist.”® In einer Kohorte padiatrischer Patienten mit
ADV-Viramie konnte durch den Einsatz des Virustatikums Ribavirin kein
therapeutischer Nutzen erzielt werden.” In diversen weiteren Studien bei
Patienten mit systemischer ADV-Infektion nach aSZT konnte mit Ribavirin
weder eine Reduktion der Viruslast noch ein therapeutischen Effekt erzielt
werden.*®®477>  Obwohl Cidofovir zusammenfassend das effektivste
Virustatikum gegen Adenoviren zu sein scheint, ist es leider auch dasjenige mit
der hochsten Toxizitat. CDV wird von den Zellen des proximalen Tubulus der
Nephrone in den Urin sezerniert. Man glaubt, dass aufgrund einer
intrazellularen Akkumulation von CDV toxische Konzentrationsspiegel erreicht
werden, welche wiederum zu erheblichen tubuldren Nekrosen fiihren.®® Einige
Studien haben als Ldsungsansatz gezeigt, dass eine Hyperhydratation mit
gleichzeitiger Gabe des Medikaments Probenecid, einer organischen Saure,

den CDV-Plasmaspiegel senkt und somit nephroprotektiv wirkt.”®"”

1.4.2. Prophylaktische, praventive und kurative antivirale
Behandlung

Vorab gilt es die Definitionen der nachfolgend angewandten Begriffe in Bezug
auf die ADV-Infektion zu klaren: Als Prophylaxe wird eine Malihahme im Sinne
der Primarpravention bezeichnet, welche Risikofaktoren vermeiden bzw.
reduzieren soll, bevor die ADV-Infektion auftritt. Pravention wird hier mit der
Tertidrpravention gleichgesetzt, dessen Ziel es ist, ein Voranschreiten der
Infektion zu verhindern und gleichzeitig mégliche Folgeschaden zu verhindern
oder gar zu beseitigen.”

Die antivirale Behandlung kann nun sowohl prophylaktisch, als auch praventiv
(orientiert an der jeweiligen Viruslast) oder auch im Sinne eines kurativen

Ansatzes angewandt werden. Die Grunduberlegung fur prophylaktische und

10
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praventive MaRBnahmen liegt in der Uberbriickung des Zeitraums der
Immunsuppression nach Stammzelltransplantation bis zur Wiederherstellung
der eigenen antiviralen Immunabwehr.®® ADV-Erkrankungen treten gewohnlich
2 bis 3 Monate nach einer Stammzell- oder Knochenmarkstransplantation auf.
Viele Screening-Studien bei padiatrischen Patienten zeigten, dass die erste
Detektion des Adenovirus in Urin, Stuhl oder peripheren Blut im Mittel zwischen
Tag +12 und +44 nach Transplantation erfolgte.***>"® Obwohl dabei einige
Patienten mit ADV-Viramie asymptomatisch bleiben und der Virus spontan
wieder eliminiert wird, kann die ADV-Infektion andererseits bei schnell
ansteigender Viruslast bis hin zu einem todlichen Multiorganversagen
voranschreiten.*>#*7°8 \yeitere Risikofaktoren, die zur Disseminierung der
ADV-Erkrankung fuhren, wurden bereits in Abschnitt 1.2.2 beschrieben. Eine
prophylaktische antivirale Behandlung wurde in einer einzigen Studie von Greil
et al. vorgestellt, in der die padiatrischen Patienten nach einer aSZT allesamt
prophylaktisch Ribavirin und bei Detektion von Adenoviren zusatzlich eine
praventive Behandlung mit Cidofovir erhielten. Das Ergebnis dieser
kombinierten Therapie mit Ribavirin und Cidofovir war, verglichen mit alteren
Studien, in denen nur mit Cidofovir behandelt wurde, eine signifikante Senkung
der Inzidenz fiir ADV-Infektionen.®! Auf dieser Basis konnte die Begriindung zur
prophylaktischen Gabe von Ribavirin gestitzt werden. In der aktuellsten
evidenzbasierten Behandlungsleitlinie der ECIL wird eine antivirale
Prophylaxe mit Ribavirin allerdings nicht empfohlen.® In zahlreichen weiteren
retrospektiven und prospektiven Studien wurde die praventive Behandlung der
ADV-Infektion mit Cidofovir beschrieben. In Bezug auf die Mortalitatssenkung
zeigten sich jedoch Widerspriiche: Die ADV-assoziierte Mortalitat trotz
praventiver Gabe von Cidofovir lag dabei zwischen 23% und 50%, bei Patienten
ohne praventive Behandlung lag die Mortalitétsrate aber nur bei 18%.40>%79.82-84
Gleichzeitig beschrieben andere Studien aber, dass Cidofovir die Viruslast an
ADV im Plasma senkt, sodass hiermit eine praventive Behandlung mit Cidofovir
auf jeden Fall indiziert ist.>#>%® Weiterhin beobachteten Anderson et al. in ihrer
prospektiven Studie Uber Kinder nach Stammzelltransplantation, dass Cidofovir

gut vertragen wurde und effektiv in der Behandlung und Pravention von

11
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Viramien und anderen ADV-assoziierten Organerkrankungen eingesetzt werden
kann. Nach Beendigung der Therapie wurden dabei ADV gelegentlich noch in
Stuhlproben nachgewiesen, jedoch ohne pathologische Relevanz.**
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es einige wenige Fallberichte zu
diversen antiviralen Substanzen in der Behandlung von ADV-Infektionen nach
aSZT qibt, die sowohl positive als auch negative Ergebnisse liefern.
Es bleibt weiterhin unklar, ob Cidofovir wirksam gegen ADV-assoziiertes
Multiorganversagen bei stammzelltransplantierten Patienten ist. Samtliche
Veroffentlichungen basieren auf stark heterogenen Patientenpopulationen,
unterschiedlichen Infektionszeitpunkten und -zeitraumen, verschiedenen
Organmanifestationen und Behandlungsstrategien. Somit wurden in all diesen
Studien ADV-assoziierte Mortalitdtsraten von 14% bis hin zu 100%

beschreiben 19,24,32,39,40,50,62,64,74,75,86—-88

In ihrer Metaanalyse beschreiben
Lindemans et al. Cidofovir aber trotzdem als das Virustatikum mit der hchsten
Effektivitit in der praventiven Behandlung der ADV-Infektion.®® Laut einer
Studie von Kinchington et al. scheint Cidofovir sogar das einzige Medikament
zu sein, das erfolgreich gegen ADV-Infektionen nach aSZT eingesetzt werden
kann.® Trotzdem ist Cidofovir aufgrund seiner Toxizitat immer noch nicht das
ideale Therapeutikum gegen ADV, aber als praventive Therapie ist es eine
vernunftige und sichere Option, um sich wahrend der Erholung des

Immunsystems nach aSZT etwas Zeit zu verschaffen.®®

1.4.3. Therapie mit ADV-spezifischen T-Zellen
Die Tatsache, dass die Transplantation T-Zell-depletierter Stammzellen und
eine Lymphozytopenie Risikofaktoren fur eine ADV-Infektion und -Erkrankung
sind, deutet darauf hin, dass die Rekonstitution des Immunsystems
entscheidend fiir die Bekampfung der Adenoviren sein muss.*® Kiirzlich konnte
erstmals auch die Rolle der dendritischen Zellen im Hinblick auf ADV-
Infektionen charakterisiert werden.?>®! Das Risiko einer ADV-Infektion korreliert

weiterhin stark mit dem Fehlen der endogenen virusspezifischen
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T-Zell-lmmunitat.***>%? Es sollte somit primér versucht werden, die immun-
suppressive Therapie zu reduzieren, um damit die Wiederherstellung der
Immunabwehr zu unterstiitzen.*® In den meisten Féllen ist dies aber aufgrund
von gleichzeitig bestehender GvHD nicht mdglich. Auf der anderen Seite
scheint die medikamenttse Therapie die Infektion zwar zu bremsen aber nicht
zu heilen.***>929 aAys diesem Grund wird nun der Einsatz von T-Zellen als eine
Art physiologischer Schutz angeboten. Dabei werden dem Patienten ADV-
spezifische T-Zellen, welche zuvor aus peripherem Spenderblut selektiert
wurden, direkt infundiert. Feuchtinger et al. ist es gelungen, T-Zellen, die als
Antwort auf eine Stimulation des ADV-Antigens Interferon (IFN)-y sezernieren,
zu identifizieren und zu isolieren. Die Detektion dieser ADV-spezifischen
T-Zellen anhand des sezernierten IFN-y, ermdglicht die Erkennung ihrer
spezifischen und funktionellen Aktivitdt. Anschlieend wurden diese isolierten
T-Zellen 9 padiatrischen Patienten mit ADV-Infektion nach aSZT wéhrend ihrer
konventionellen Therapie infundiert. Keine dieser Infusionen hatte toxische
Auswirkungen. Von den 6 auswertbaren Patienten zeigten 5 eine signifikante
Senkung der adenoviralen DNA im peripheren Blut und im Stuhl mit einem
gleichzeitigen Anstieg ADV-spezifischer T-Zellen. Frih angewendet kdnnen

Patienten somit vor ADV-assoziierten Komplikationen geschiitzt werden.*?

1.4.4. Therapieempfehlungen fur die Behandlung der ADV-Infektion
Gegenwartig existieren keine prospektiven, randomisierten Kontrollstudien fur
die Behandlung von ADV-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten.
Veroffentlichte retrospektive oder empirische Studien basieren auf sehr
heterogene Patientengruppen hinsichtlich des Alters, des Spendertyps, der
immunsuppressiven Therapie, der diagnostischen Methoden und der
therapeutischen Behandlung. Aufgrund dieser Tatsache hat die ECIL versucht,
Belege fir die Inzidenz und die Risikofaktoren einer ADV-Infektion aus
verschiedenen retrospektiven Studien zu erfassen und daraus vergleichbare

Patientengruppen zu erstellen. Angesichts dessen, dass ADV-Infektionen bei
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immunsupprimierten Patienten mit sehr hohen Mortalitatsraten assoziiert sein
konnen (vgl. 1.4.2), wurde der Einsatz hochsensibler Screening-Methoden
(Bsp. Echtzeit-PCR) und die praventive Behandlung von Risikopatienten in der
Zeit zwischen erster ADV-Detektion und Krankheitsausbruch zum allgemeinen
Standard. Trotzdem fehlen noch immer klare Beweise fur die protektive oder
therapeutische Wirksamkeit der aktuell verfigbaren antiviralen Medikamente.
Andererseits scheint sich die Rekonstitution der ADV-spezifischen
Immunabwehr des Patienten positiv auf die Prognose der ADV-Infektion
auszuwirken, sodass die Behandlung mit ADV-spezifischen Spender-T-Zellen
ein erfolgversprechender therapeutischer Ansatz werden konnte.>

Die jungsten Empfehlungen der ECIL in Bezug auf die prophylaktische und
praventive Behandlung der ADV-Infektion bei immunsupprimierten Patienten
finden sich zusammengefasst in nachfolgender Tabelle 3, Seite 15. Sie gelten
sowohl fur padiatrische als auch fur erwachsene Patienten. Die Einteilung in
Evidenzklassen und Empfehlungsgrade basiert auf der Infectious Diseases
Society of America (United States Public Health Service grading system for

ranking recommendations).>?

Evidenzklassen
e | = Evidenz aus 21 hochwertigen, randomisiert-kontrollierten Studie
e |l = Evidenz aus =1 ausreichend groR3en, nicht-randomisierten Studie
oder aus einer Fall-Kontroll-Studie
¢ |ll = Evidenz aus Expertenmeinungen anerkannter Autoritaten basierend
auf klinischer Erfahrung, deskriptiven Studien oder Experten-
Ausschussen

Empfehlungsgrade
e A = Starke Empfehlung aufgrund Evidenz mit guter Qualitat
e B = Empfehlung aufgrund moderater Evidenzqualitat

e C = Empfehlung offen aufgrund nicht ausreichender Evidenz
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Tab. 3: Prophylaxe und Therapie der ADV-Infektion und -Erkrankung.>

Prophylaktische und praventive Behandlung

* Eine prophylaktische antivirale Therapie mit gegenwartig verfligbaren antiviralen
Medikamenten wird nicht empfohlen. (B 1l1)

» Patienten mit ADV-Viramie und mindestens einem Risikofaktor sollen eine
praventive antivirale Behandlung mit Cidofovir erhalten. Dosierung: 3-5 mg/kg
Kdrpegewicht (KG) und Woche fiur 2-3 Wochen, danach jede zweite Woche. * (B 11)

Behandlung einer nachgewiesenen oder wahrscheinlichen ADV-Erkrankung

» Die immunsuppressive Therapie soll nach Mdglichkeit reduziert oder abgesetzt
werden. (A ll)

* Patienten mit wahrscheinlicher oder bewiesener ADV-Erkrankung soll mit Cidofovir
intravends behandelt werden. Dosierung: 5 mg/kg KG und Woche fir 2-3 Wochen,
danach alle 2 Wochen. (B III)

» Am Tag der Verabreichung von Cidofovir sollen zusatzlich protektive MalRnhahmen
wie Hyperhydratation und die orale Gabe von Probenecid ergriffen werden. Wenn
moglich, sollen weitere nephrotoxische Substanzen vermieden werden. (B III)

* Ribavirin wird fir die Behandlung der ADV-Erkrankung nicht empfohlen. (C IlI)

* Die Therapie mit ADV-spezifischen Spenderzellen soll Patienten vorbehalten
werden, die nicht auf eine antivirale Therapie ansprechen. Die Verabreichung sollte
im Rahmen von klinischen Studien erfahrener Zentren erfolgen. (B 111)

* Eine alternative Anwendung mit 1mg/kg KG 3 Mal pro Woche wurde beschrieben.

1.4.5. Klinischer Entscheidungs- und Behandlungs-Algorithmus der
Universitats-Kinderklinik Tibingen

Die Behandlung von ADV-Infektionen nach allogener Stammzelltransplantation
basiert auf verschiedenen Evidenzebenen. Bis dato wurden noch keine
randomisierten und kontrollierten klinischen Studien dazu durchgefihrt.
Trotzdem sind prospektive Daten fir die intensive Krankheitsiberwachung und
die praventive Behandlung mit Cidofovir verfigbar. Samtliche weiteren
Behandlungsempfehlungen basieren auf retrospektivem Datenmaterial oder
sogar nur auf Expertenmeinungen. Nach dem Klinischen Entscheidungs- und

Behandlungsalgorithmus der Universitats-Kindeklinik Tibingen beginnt die
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Pravention der lebensbedrohlichen ADV-Infektion nach aSZT mit einer
diagnostischen Aufbereitung noch vor dem Beginn der Konditionierung. Damit
soll bei Patienten mit positiver ADV-DNA im Blut oder Stuhl, durch die
Behandlung mit Cidofovir vor Einsetzen der Aplasie, das Risiko fir eine
endogene ADV-Reaktivierung minimiert werden. Eine wochentliche PCR-
Kontrolle von Blut- und Stuhlproben auf ADV-DNA bis zu Tag +100 nach
Transplantation und die praventive Behandlung mit Cidofovir sind die aktuellen
Hauptsaulen der therapeutischen Herangehensweise bei ADV-Infektionen nach
aSZT. Risikopatienten mit fehlender T-Zell-Rekonstitution sollten eine
ausgedehntere Uberwachung und praventive Therapie erhalten. Die Cidofovir-
Gaben sollten so lange erfolgen, bis ADV-DNA im PCR-Verfahren zweimal
hintereinander negativ gemessen und eine ausreichende T-Zell-Rekonstitution
erfolgt ist. Seitdem bekannt ist, dass eine suffiziente T-Zell-Immunantwort des
Patienten essentiell fir die Elimination des Virus ist, sollten alle Patienten mit
einer ADV-Infektion nach aSZT auf virusspezifische T-Zellen im peripheren Blut
untersucht werden. Das Vorliegen bzw. Fehlen von ADV-spezifischen T-Zellen
erlaubt eine Risikoabschatzung fiir den weiteren Verlauf der Infektion.*® Die
adoptive Immuntherapie mit spezifischen isolierten T-Zellen sollte bei
Empfangern hamatopoetischer Stammzellen mit systemischer ADV-Infektion,
einer hohen bzw. steigenden Viruslast trotz antiviraler Therapie und dem
Fehlen ADV-spezifischer T-Zellen als weitere Behandlungsoption erwogen
werden.”® Nachfolgend ist in Abbildung 2, Seite 17, der klinische Algorithmus
der Universitats-Kinderklinik von Tubingen zur Entscheidungsfindung und

Behandlung der ADV-Infektion bei Patienten nach aSZT grafisch dargestellt:*°
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Beginn mit Cidofovir vor

[ ADV-Infektionvor aSZT: ]
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Woéchentlich Blut- und

[ ADV-Kontrolle nach aSZT: ]
Stuhlproben
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Cidofovir fortsetzen bis PCR )
2 x negativ T-Zell-Ubertragung
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Abb. 2: Klinischer Entscheidungsalgorithmus Universitats-Kinderklinik Tubingen25
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1.5.Arbeitshypothese, Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurden die Krankheits- und
Behandlungsverlaufe von 33 Patienten analysiert, die nach einer allogenen
Stammzelltransplantation an einer systemischen bzw. disseminierten Infektion
mit dem Adenovirus erkrankten. In erster Linie sollte dabei der Einsatz und die
damit verbundenen Mdglichkeiten der Echtzeit-PCR in Bezug auf die Messung
der ADV-DNA-Kopienzahl im peripheren Blut der Patienten wéahrend des
Infektionszeitraumes dargestellt werden. Ziel dieser Arbeit ist es, auf der Basis
des Verlaufs der Viruslast wahrend des Infektionszeitraums, eine
Korrelationsanalyse der Viruslast mit vorher definierten Laborparametern zu
erstellen. Es soll geprift werden, ob es laborchemische Parameter gibt, die sich
durch die Schwankungen der ADV-DNA-Kopienzahl im Blut in ihrer Hb6he
beeinflussen lassen und wenn ja, in welchem Ausmal3. Das Augenmerk liegt
hier vor allem in Entzindungsparametern, Leberenzymen und Nierenwerten.
Weiteres Ziel ist es, anhand sinkender oder steigender ADV-DNA-Kopien im
Blut der Patienten und gleichzeitiger Erfassung der Medikamentengaben, den
Effekt und moglichen Erfolg des spezifischen Virustatikums Cidofovir zu
beurteilen. Cidofovir ist bis dato noch in keiner allgemein gultigen
Behandlungsrichtlinie fiur die Therapie der ADV-Infektion und -Erkrankung
etabliert. Es wird eher als Empfehlung ausgesprochen, die auf verschiedenen
Metaanalysen, retrospektiven Studien und Expertenmeinungen
beruht.51'52'69'85'86'89

Ob Cidofovir viruslastsenkend wirkt, die ADV-Infektion kontrollieren und die
ADV-assoziierte Mortalitdt senken kann oder nicht, soll hier ebenfalls eruiert
und diskutiert werden. Durch die zusatzliche Berucksichtigung der
immunsuppressiven Therapie wéhrend des Infektionszeitraumes soll zudem
noch eine mogliche Beeinflussung des Krankheitsverlaufes und vor allem der
medikamentdsen antiviralen Therapie mit Cidofovir durch den ,Risikofaktor
Immunsuppression® (vgl. hierzu 1.2.2) dargestellt werden.

Schlief3lich soll auf die zusatzlich aufgetretenen Symptome, Komplikationen und
Koinfektionen, die wahrend des Infektionszeitraums aufgetreten sind,

eingegangen und ebenfalls dem Verlauf der Viruslast gegenibergestellt
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werden. Ziel ist es, die Gefahrlichkeit einer ADV-Infektion zu betonen, die mit
hohen Viruslasten zunimmt und eventuell Rickschliisse auf damit verbundene
Komplikationen zu ziehen. Zusammenfassend ergeben sich daraus konkret

folgende Fragestellungen:

1. Besteht eine Korrelation in der Hohe der ADV-DNA-Kopien im Blut der
Patienten mit einem oder mehrerer Laborparameter?

2. Wie wirkte sich die spezifische antivirale Therapie mit Cidofovir auf die
Viruslast aus?

3. Konnte die Viruslast mit Einsatz von Cidofovir gesenkt und die ADV-
Infektion somit kontrolliert werden?

4. Ist es moglich, dass die spezifische Therapie mit Cidofovir, durch die
gleichzeitige Gabe diverser Immunsuppressiva, in ihrer Wirksamkeit
gegen die ADV-Infektion beeinflusst wird?

5. Welche weiteren Symptome traten wahrend des ADV-DNA-positiven
Zeitraums auf?

6. Welche Komplikationen traten zusatzlich auf?

7. Gibt es einen Zusammenhang zwischen stark erhéhten ADV-DNA-

Kopien im peripheren Blut und dem Auftreten von Komplikationen?
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2. Material und Methoden
2.1. Patientenkollektiv und Datenerfassung

Im Zeitraum vom 1. Januar 2005 bis zum 31. Dezember 2011 wurden in der
Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin des Universitatsklinikums Tibingen, 336
Kinder einer allogenen Stammzell- oder Knochenmarkstransplantation
unterzogen. Im weiteren Verlauf entwickelten 33 dieser Patienten (9,8 %) eine
systemische ADV-Infektion. Die Ermittlung dieser 33 Patienten erfolgte mittels
Suchanfrage in der virologischen Datenbank des Programms SwissLab. Die
Grundlage hierfur bildete die Definition der systemischen ADV-Infektion der
ECIL (vgl. 1.3.1.). Somit lag unser Augenmerk hier nur bei den Patienten, bei
denen das Adenovirus im peripheren Blut Uber das Verfahren der Echtzeit-
PCR in Zellkultur quantitativ nachgewiesen wurde. Maf3geblich hierfur war die
Anzahl an ADV-DNA-Kopien pro ml Blut. Patienten mit qualitativen ADV-
Nachweisen in Stuhl, Sputum wund Urin wurden nicht in die Studie
aufgenommen. AnschlieBend wurden die entsprechenden digitalisierten und
teils nicht-digitalisierten Patientenakten tUber das SAP- und CareView-System
eingesehen und die zuvor festgelegten Daten und Parameter Uber den
Zeitraum der systemischen Virusinfektion erhoben. Es wurden sowohl
Arztbriefe jeglicher mitinvolvierter Fachrichtungen, als auch samtliche digitalen
und handschriftichen Dokumentationen von arztlicher und pflegerischer Seite
fur die Datenerhebung herangezogen. Eine Genehmigung zur Akteneinsicht
wurde eingeholt.

Das Patientenkollektiv besteht aus 23 Jungen und 10 Madchen im Alter von 10
Monaten bis 18 Jahren (Altersmedian: 8,5 Jahre). Die Hauptdiagnosen und
damit auch die Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation kdnnen
nachfolgender Tabelle 4, Seite 23 enthommen werden. Samtliche Daten pro
Patient wurden tabellarisch und in kategorisierten Datenbanken in Microsoft

Excel® erfasst.
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2.2.Parameter und Erfassungszeitraume

Fur die Erfassung der quantitativen laborchemischen Parameter wurden zuvor

folgende Stichtage festgelegt:

Je eine Erfassung

eine und zwei Wochen vor dem ersten positiven PCR-Ergebnis

am Tag des ersten positiven PCR-Ergebnisses und an den zwei
darauffolgenden Tagen

einmal wochentlich wahrend positiver Viruslast

zusatzlich an den Tagen jeder weiteren positiven PCR-Bestimmung

eine und zwei Wochen nach der ersten negativen PCR-Bestimmung

Qualitative Parameter, wie Symptome und Komplikationen, wurden fir jeden

Patienten Gber den gesamten Zeitraum der ADV-Infektion erfasst. Der Anfang

dieses Zeitraums wurde definiert durch die erste quantitativ positive Viruslast-

bestimmung und das Ende durch die erste darauf folgende negative

Viruslastbestimmung (Wert = 0) oder den Tod des Patienten. Zusatzlich wurden

samtliche antiviralen und immunsuppressiven Therapiemalinahmen in Form

von Medikamenten, die sowohl im Zeitraum der ADV-Infektion als auch

wahrend der Stammzelltransplantation verabreicht wurden, in die Datenbanken

aufgenommen.

Folgende sowohl quantitativen als auch qualitativen Parameter wurden zu

Beginn der Arbeit festgelegt und anschlielRend erhoben:

Biometrische Daten:

* Alter » zusatzliche Virusinfektionen
» Geschlecht * Transplantationsdatum
» Haupt- und Nebendiagnosen * Transplantationsart
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Medikamente:

* Virustatika

* Immunsuppressiva

Klinische Symptome:

 Fieber (= 38,5°C)

* Diarrhoe

Laborparameter:

* Viruslast (ADV-DNA-Kopien pro ml Blut)
* c-reaktives Protein (CRP) (mg/dl)

* Kreatinin (mg/dl)

 Harnstoff (mg/dl)

« GOT (U/l)

« GPT (U/)

* Gamma-GT (U/l)

« LDH (U/l)

Komplikationen:

 Katecholaminpflichtigkeit
* Verlegung auf Intensiv-Station
* invasive Beatmung

* Tod wahrend oder nach ADV-Infektion

22

* Anti-Lymphozytenpraparate
» ADV-spezifische T-Zellen

« Ubelkeit und/oder Erbrechen

» Bauchschmerzen

* Hamoglobin (mg/dl)

» Hamatokrit (%)

* Erythrozyten (Mio./ul)

* Thrombozyten (Tsd./ul)
» Leukozyten (1/ul)
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Tab. 4: Hauptdiagnosen der Patienten

Akute Lymphatische Leukamie 14

Neuroblastom WHO Grad IV 4

Familiare Hamophagozytierende
Lymphohistiozytose

Juvenile Metachromatische
Leukodystrophie

Hepatoblastom 1

HLA Klasse Il Immundefekt 1
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2.3. Statistische Auswertung

Samtliche erhobenen Daten und Parameter wurden in einer Datenbank des
Programms Microsoft Excel 2010® pro Patient tabellarisch erfasst. Folgendes
musste dabei bertucksichtigt werden: Die Sensitivitat der Echtzeit-PCR flr die
Bestimmung der ADV-DNA-Last liegt zwar bei 10 Kopien pro PCR. Allerdings
ist es so, dass Werte, die sich zwischen 10 und 1000 Kopien pro ml Blut
befinden, vom System als ,Viruslast < 1000“ ausgegeben werden. Eine
genauere Quantifizierung ist flr diesen Wertebereich somit nicht maéglich. In
den folgenden Berechnungen und grafischen Darstellungen haben wir diese
Werte mit 1000 gleichgesetzt und weisen darauf hin, dass es sich dabei um
Werte handelt, die sich zwischen 10 und 1000 ADV-DNA-Kopien pro ml Blut
bewegen.

Im ersten Schritt erfolgte eine Zusammenfihrung der laborchemischen
Bestimmungen. Es wurden dabei nur diejenigen Laborwerte bertcksichtigt, bei
denen am selben Tag auch eine Viruslastbestimmung erfolgte. Somit ergaben
sich 167 Wertepaare von Viruslast und jeweiligem laborchemischen Parameter.
Hierbei und in samtlichen folgenden Berechnungen ist der Wert der Viruslast
die unabhangige und die am selben Tag dazu beobachteten laborchemischen
Parameter die abhangigen Variablen. Der erste Teil der Korrelationsanalyse
bezieht sich auf das Gesamtkollektiv. Aufgrund der Tatsache, dass fur jeden
Patienten unterschiedlich viele Viruslastbestimmungen in unterschiedlichen
Zeitabstanden erfolgten, wahlten wir je eine Stichprobe aus Viruslast und den
am selben Tag gemessenen Laborparametern pro Patient aus. Fir diese
Zufallsauswahl bedienten wir uns dem statistischen Rechenprogramm R®.
Diese durch Zufall ausgewahlten 33 Wertepaare (je 1 Wertepaar pro Patient,
bestehend aus einer Viruslastbestimmung und einem der 13 laborchemischen
Parametern) wurden in das Statistikprogramm SPSS® Uberfihrt und
anschlieBend mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf Normalverteilung
Uberpruft. Eine Normalverteilung konnte hiermit ausgeschlossen werden und
die Korrelationsanalyse erfolgte somit auf Basis des Spearman

Rangkorrelationskoeffizienten (Spearmans Rho).
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Im zweiten Teil unserer Analyse berechneten wir die Korrelationen innerhalb
der einzelnen Patienten im Verlauf. Auf der Basis einer beispielhaften

k,°%% wahlten wir aus der

Veroéffentlichung zur medizinischen Statisti
Gesamttabelle von 33 Patienten und 167 Wertepaaren alle Patienten aus, bei
denen drei oder mehr Viruslastbestimmungen erfolgten. Patienten, bei denen
nur zwei oder weniger Viruslastbestimmungen erfolgten wurden aus
statistischen Griinden nicht in diese Analyse aufgenommen. Schliel3lich ergab
sich ein Kollektiv aus 24 Patienten und 155 Wertepaaren, also mehr und
unterschiedlich viele Beobachtungen als Patienten. Das war Grund fur die
Anwendung einer Kovarianz-Analyse im Sinne eines allgemeinen linearen
Modells. Fiur jede abhangige Variable erhielten wir damit eine Analyse in

tabellarischer Form, deren Werte wir in folgende Formel einsetzten (vgl. %%):

Quadratsumme der abhingigen Variable (QSaV)
QSaV + Quadratsumme des Fehlers

Hiermit lie3 sich nun ein Korrelationskoeffizient (KK) berechnen, der beschreibt,
wie sich jeder einzelne laborchemische Wert innerhalb der einzelnen Patienten
und in Abhangigkeit zum Verlauf der Viruslast verhielt.

Im dritten und letzten Teil der statistischen Analyse wahlten wir einzelne
Patienten beispielhaft aus und stellten die individuellen Verlaufe von Viruslast
und jeweiligem Laborwert im Zeitverlauf grafisch dar.

Mit dieser Aufspaltung der statistischen Analyse in 3 Teile gelang uns eine
detaillierte Darstellung der Korrelationen aus 3 verschiedenen Perspektiven.
Der erste Blick richtet sich dabei auf das Gesamtkollektiv als Stichprobe mit je
einem Wertepaar pro Patient. Als nachstes wird mit allen verfigbaren
Wertepaaren der Patienten ebenfalls das Gesamtkollektiv betrachtet, allerdings
werden hier die Korrelationen von Viruslast und Parameter innerhalb der
einzelnen Patienten im Verlauf dargestellt. Schliel3lich werden im dritten Teil der
Analyse einzelne Patienten individuell und ebenfalls im Verlauf des

Infektionszeitraums prasentiert.
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2.4. Graphische Darstellung
Fur die Beurteilung des therapeutischen Effekts des Virustatikums Cidofovir und
einer moglichen Beeinflussung des Therapieerfolgs durch diverse Immun-
suppressiva, erstellten wir Diagramme, auf denen der zeitliche Verlauf der
Viruslast anhand der ADV-DNA-Kopien im peripheren Blut und die dazu
begleitende medikamentdse Therapie abgebildet sind. Medikamente, die hier
mit aufgenommen wurden sind samtliche Immunsuppressiva (ohne
Dosisangabe), die Gabe von ADV-spezifischen T-Zellen und das Virustatikum
Cidofovir in der jeweils applizierten Dosis. Weiterhin wurden samtliche
qualitativen Parameter, die wir dariber hinaus wahrend der Recherchearbeit
erfassten, in verschiedenen Grafiken und Diagrammen dargestellt. Dazu
gehdren u.a. wahrend des Infektionszeitraums aufgetretene Symptome,

Komplikationen und zusatzliche Virusinfektionen.
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3. Ergebnisse
3.1. Allgemeines

Das Patientenkollektiv besteht aus 23 Jungen und 10 Madchen im Alter von 10
Monaten bis 18 Jahren (Altersmedian: 8,5 Jahre). Die erste positive quantitative
Bestimmung von ADV-DNA im peripheren Blut durch die Echtzeit-PCR erfolgte
durchschnittlich an Tag +85 nach allogener Stammzelltransplantation. Die
Spannweite zwischen frihester (Tag -3) und spatester Bestimmung (Tag 909)
kann nachfolgender Abbildung 3, Seite x entnommen werden. Die Zeitrdume
der ADV-Infektion, gemessen von der ersten positiven bis zur ersten negativen
guantitativen Erfassung der Viruslast, lagen im Mittel bei 44 Tagen und reichten
von 4 bis maximal 173 Tagen. Bei 6 Patienten trat der Tod noch vor einer

Negativbestimmung der Viruslast und wahrend laufender Therapie ein.
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Abb. 3: Tag der ersten positiven ADV-DNA-Bestimmung nach aSZT; n = 33
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3.2. Transplantationsarten

Alle 33 Patienten wurden einer allogenen Stammzelltransplantation unterzogen.
Die Ubertragenen Stammzellen stammten bei 19 Patienten aus dem peripheren
Blut und bei 14 Patienten aus dem Knochenmark der Spender. In den
folgenden Abbildungen 4 und 5 sind die Transplantationen nach verwandten
oder nichtverwandten, identen oder haploidenten Spender und vorangehender
T- oder B-Zell-Depletion zusammengefasst. Verglichen mit den Risikofaktoren
fur eine ADV-Infektion und -Erkrankung nach aSZT (siehe 1.2.2.), haben 30
Patienten bereits mit der Transplantation ein erhohtes Risiko: Davon 16
Patienten als Empfanger von T- oder B-Zell-depletierten Stammzellen (Abb. 4)
und weitere 14 Patienten als Empfanger von Stammzellen eines nicht-
verwandten Spenders, darunter 3 mit zusatzlicher Zell-Depletion (Abb. 5).
Lediglich 3 Patienten erhielten Stammzellen eines HLA-identen und verwandten

Spenders und vielen somit in keine Risikogruppe.
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Abb. 4: Patienten mit Stammzellepréaparat von verwandtem Spender
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Abb. 5: Patienten mit Stammzellepraparat von nicht-verwandtem Spender

28



Ergebnisse

3.3.Korrelationsanalyse
3.3.1. Korrelationen des Gesamtkollektivs als Stichprobe
Im ersten Schritt der Korrelationsanalyse wurde durch Zufall fir jeden Patienten
1 Wertepaar, bestehend aus Viruslast und einem am selben Tag dazu
gemessenen Laborparameter ausgewahlt (vgl. hierzu auch 2.3.). Daraus
ergaben sich somit je 33 Wertepaare fur jeden einzelnen Laborparameter. Ziel
ist es in erster Linie die Korrelationen der Viruslasten mit den jeweiligen
Laborparametern im Sinne einer Stichprobe des Gesamtkollektivs zu
berechnen. Es soll geprift werden, ob eine hohe Viruslast allgemein auch mit
einem erhoOhten/erniedrigten Laborparameter einhergeht. In den folgenden
Abbildungen 6-18 sind die einzelnen Korrelationen der Viruslast der Patienten
mit den jeweiligen laborchemischen Parametern in Form von Punkt- bzw.
Streudiagrammen dargestellt. Der entsprechende Korrelationskoeffizient nach

Spearman kann den Grafiken direkt entnommen werden.
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Abb. 6: Korrelation von Viruslast und CRP; n = 33
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Viruslast vs. yGT
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Abb. 9: Korrelation von Viruslast und yGT; n = 33
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Abb. 10: Korrelation von Viruslast und GOT; n = 33
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Abb. 11: Korrelation von Viruslast und GPT; n = 33
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Abb. 13: Korrelation von Viruslast und Hamoglobin; n = 33
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Viruslast vs. Erythrozyten
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Abb. 15: Korrelation von Viruslast und Erythrozytenzahl; n = 33
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Abb. 16: Korrelation von Viruslast und Thrombozytenzahl; n = 33
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Abb. 17: Korrelation von Viruslast und Leukozytenzahl; n = 33

41,0

40,5

40,0

39,5

39,0

38,5

Temperatur °C

38,0

37,5

37,0

Viruslast vs. Temperatur

2
Spearman-KK = 0,425**
2
*
é
& M P ¢
v v ’
* L 4 *
2
¢ ® e o
v
4 4
pe 2
0 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000 1E+09

ADV-DNA-Kopien pro ml Blut

Abb. 18: Korrelation von Viruslast und Temperatur; n = 33
**signifikant auf dem 0,05-Niveau
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3.3.2. Korrelationen des Gesamtkollektivs im Verlauf
Im zweiten Teil der Korrelationsanalyse wurden samtliche Wertepaare aller
Patienten, ebenfalls bestehend aus der Viruslast und den jeweiligen
Laborparametern in die Berechnung aufgenommen. Aus statistischen Griinden
waren dabei die Verlaufe von 24 Patienten auswertbar. Uber eine Kovarianz-
Analyse (,Tests des Zwischensubjekteffekte®) erhielten wir die Berechnungs-
grundlage fur den Korrelationskoeffizienten, welche nachfolgend in Form einer
Tabelle zusammen mit dem jeweiligen Streudiagramm der Korrelationen
dargestellt ist (Naheres zur Berechnung vgl. 2.3). Ziel dieser Vorgehensweise
ist es, die Korrelationen zwischen Viruslast und Laborparametern innerhalb der
einzelnen Patienten und im Verlauf des Infektionszeitraumes darzustellen. Es
soll damit die Frage beantwortet werden, ob nun steigende Viruslasten im
Verlauf des Infektionszeitraumes auch zum Ansteigen oder Abfallen der
laborchemischen Parameter fihren. Die Perspektive richtet sich dabei weiterhin
auf das Gesamtkollektiv. Aus folgender Abbildung 19 kann zusatzlich die
Streuung der Viruslastwerte der einzelnen Patienten, die in diesen Teil der
Korrelationsanalyse eingegangen sind, entnommen werden. Einschliel3lich der

maximalen Werte, die fur jeden Patienten gemessen wurden.
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Abb. 19: Streuung der Viruslastwerte der Patienten wahrend ihrer ADV-Infektion
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Viruslast vs. CRP
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Abb. 20: Korrelation von Viruslast und CRP im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhangige Variable: CRP  Korrelationskoeffizient: - 0,008

Tab. 5: Kovarianzanalyse fir Viruslast und CRP.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘i/i‘?}:afy‘;rm“e df gggr‘;‘f‘; F Signifikanz
Korrigiertes Modell 5022,663 24 209,278 4,668 0,000
Konstanter Term 4418,615 1 4418615 | 98,559 0,000
Viruslast 0,360 1 0,360 0,008 0,929
ID 5021,843 23 218,341 4,870 0,000
Fehler 5693,672 127 44,832

Gesamt 15289,070 152

(P(Bzgfe?riricgriation 10716,335 151
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Viruslast vs. Kreatinin
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Abb. 21: Korrelation von Viruslast und Kreatinin im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhangige Variable: Kreatinin  Korrelationskoeffizient: 0,198**

Tab. 6: Kovarianzanalyse fir Viruslast und Kreatinin.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘j/i?r:a%ﬁﬁ“e df gggr‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell 11,716 24 0,488 9,890 0,000
Konstanter Term 33,661 1 33,661 681,982 0,000
Viruslast 0,257 1 0,257 5,203 0,024**
ID 11,450 23 0,498 10,086 0,000
Fehler 6,318 128 0,049

Gesamt 57,290 153

(P(Bzgfe?riricgriation 18,033 152

** Die Korrelation ist auf dem 0,05- Niveau signifikant
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Viruslast vs. Harnstoff
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Abb. 22: Korrelation von Viruslast und Harnstoff im Verlauf; n = 24

Abhangige Variable: Harnstoff

Tests der Zwischensubjekteffekte

Tab. 7: Kovarianzanalyse fir Viruslast und Harnstoff.

Korrelationskoeffizient: -0,054

df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘:g‘f}:afy‘;’rl‘l’f‘e df ('\g"l'};ed'r‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell 107390,997 24 4474,625 13,505 0,000
Konstanter Term 216971,481 1 216971,481 | 654,848 0,000
Viruslast 126,107 1 126,107 0,381 0,538
ID 107348,821 23 4667,340 14,087 0,000
Fehler 42410,389 128 331,331

Gesamt 377472,000 153

(lézrsr?rftc;iation 149801,386 152
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Abb. 23: Korrelation von Viruslast und yGT im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhéangige Variable: yGT Korrelationskoeffizient: 0,109

Tab. 8: Kovarianzanalyse fur Viruslast und yGT.

df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘:/":‘)‘:T:a%‘é”l‘l’f‘e df g"ﬁ;ed'r‘;‘fer F Signifikanz
Korrigiertes Modell 4729264,949 24 197052,706 4,075 0,000
Konstanter Term 9593007,014 1 9593007,014 | 198,368 0,000
Viruslast 72519,518 1 72519,518 1,500 0,223
ID 4644905,728 23 201952,423 | 4,176 0,000
Fehler 5096599,923 | 124 48359,677

Gesamt 22113103,000 | 149

g‘;’sr:frft:}:ﬂaﬂon 10725864,872 | 148
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Viruslast vs. LDH
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Abb. 24: Korrelation von Viruslast und LDH im Verlauf; n = 24
*signifikant auf dem 0,01-Niveau

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhangige Variable: LDH Korrelationskoeffizient: 0,956*

Tab. 9: Kovarianzanalyse fir Viruslast und LDH.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Qfg‘r’;a%‘ﬂﬁ"e df g"ﬁ;e(jr‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell | 306906912,718 | 24 | 12787788,030 | 66,188 0,000
Konstanter Term 16930994,907 1 | 16930094907 | 87,632 0,000
Viruslast 260448466,009 | 1 | 260448466,099 | 1348,044 |  0,000%
ID 13743469,401 | 23 597542,148 3,093 0,000
Fehler 24343798501 | 126 |  193204,750

Gesamt 360778970,000 | 151

g‘;’srgicgriaﬂon 331250711,219 | 150

* Die Korrelation ist auf dem 0,01- Niveau signifikant
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Viruslast vs. GOT
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Abb. 25: Korrelation von Viruslast und GOT im Verlauf; n = 24
*signifikant auf dem 0,01-Niveau

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhangige Variable: GOT  Kaorrelationskoeffizient: 0,973*

Tab. 10: Kovarianzanalyse fur Viruslast und GOT.

df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Qfg‘r’;a%‘ﬂﬁ"e df g"ﬁ;e(jr‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell | 181574593,200 | 24 | 7565608,050 | 106,746 | 0,000
Konstanter Term 1131202,192 1 1131202,192 15,960 0,000
Viruslast 159137085585 | 1 | 159137085,585 | 2245316 |  0,000*
ID 2939831,549 23 127818,763 1,803 0,021
Fehler 9001143,995 | 127 70875,150

Gesamt 195102483,000 | 152

g‘;’srgicgriaﬂon 190575737,204 | 151

* Die Korrelation ist auf dem 0,01- Niveau signifikant
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Viruslast vs. GPT
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Abb. 26: Korrelation von Viruslast und GPT im Verlauf; n = 24
*signifikant auf dem 0,01-Niveau

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhangige Variable: GPT Korrelationskoeffizient: 0,961*

Tab. 11: Kovarianzanalyse fur Viruslast und GPT.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘:g‘f}:afy‘;’rl‘l’f‘e df ('\g"l'};ed'r‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell | 6168847,158 | 24 | 257035208 | 77,572 0,000
Konstanter Term 603685,073 1 603685,073 | 182,188 0,000
Viruslast 5062920,956 1 | 5062920,956 | 1527,957 |  0,000*
ID 362889,481 23 15777,804 4,762 0,000
Fehler 417503,094 | 126 3313,524

Gesamt 7542220000 | 151

* Die Korrelation ist auf dem 0,01- Niveau signifikant
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Viruslast vs. Hamoglobin
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Abb. 27: Korrelation von Viruslast und Hamoglobin im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhéangige Variable: Hamoglobin

Korrelationskoeffizient: -0,01

Tab. 12: Kovarianzanalyse fir Viruslast und Hamoglobin.

df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘:/":‘)‘:T:a%‘é”l‘l’f‘e df gggr‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell 117,754 24 4,906 3,134 0,000
Konstanter Term 13027,747 1 13027,747 8322,055 0,000
Viruslast 0,022 1 0,022 0,014 0,906
ID 116,969 23 5,086 3,249 0,000
Fehler 203,508 130 1,565

Gesamt 15881,320 155

Gesamvariaton 321,262 154
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Viruslast vs. Hamatokrit
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Abb. 28: Korrelation von Viruslast und Hamatokrit im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhéangige Variable: Hamatokrit

Korrelationskoeffizient: -0,001

Tab. 13: Kovarianzanalyse fur Viruslast und Hamatokrit.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘:/":‘)‘:T:a%‘é”l‘l’f‘e df gggr‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell 1356,441 24 56,518 3,172 0,000
Konstanter Term 109776,768 1 109776,768 | 6160,956 0,000
Viruslast 0,003 1 0,003 0,000 0,989

ID 1354,404 23 58,887 3,305 0,000
Fehler 2316,358 130 17,818

Gesamt 134637,510 155

Gosamariatin | 3672799 | 154
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Viruslast vs. Erythrozyten
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Abb. 29: Korrelation von Viruslast und Erythrozytenzahl im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhéngige Variable: Erythrozytenzahl

Tab. 14: Kovarianzanalyse fir Viruslast und Erythrozytenzahl.

Korrelationskoeffizient: 0,016

df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quadratsumme Mittel der -
Quelle vom Typ lli df Quadrate F Signifikanz
Korrigiertes Modell 10,115 24 0,421 2,096 0,004
Konstanter Term 1461,659 1 1461,659 7269,582 0,000
Viruslast 0,007 1 0,007 0,033 0,856
ID 10,061 23 0,437 2,176 0,003
Fehler 26,138 130 0,201
Gesamt 1785,470 155
Korrigierte 36.254 154
Gesamtvariation '
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Viruslast vs. Thrombozyten
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Abb. 30: Korrelation von Viruslast und Thrombozytenzahl im Verlauf; n = 24

Abhangige Variable: Thrombozytenzahl

Tests der Zwischensubjekteffekte

Korrelationskoeffizient: 0,041

Tab. 15: Kovarianzanalyse fir Viruslast und Thrombozytenzahl.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘jg‘:;afy‘gnl‘ﬁ"e df gggr‘;fé F Signifikanz
Korrigiertes Modell | 1140919,144 24 | 47538208 | 46,944 0,000
Konstanter Term 944100,618 1 | 944100618 | 932,301 0,000
Viruslast 219,810 1 219,810 0,217 0,642
ID 1140794851 23 | 49599,776 | 48,980 0,000
Fehler 131645,333 130 | 1012,656

Gesamt 2417397,000 155

Coumvariation | 1272564477 154
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Abb. 31: Korrelation von Viruslast und Leukozytenzahl im Verlauf; n =24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhangige Variable: Leukozytenzahl Korrelationskoeffizient: 0,1

Tab. 16: Kovarianzanalyse fur Viruslast und Leukozytenzahl.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘j/%‘:;a%‘g'l‘ﬁ"e df g"ﬁ;ed'r‘;‘fer F Signifikanz
Korrigiertes Modell | 1075072980,988 | 24 | 44794707541 4,074 0,000
Konstanter Term 1944740861,368 | 1 | 1944740861,368 | 176,858 | 0,000
Viruslast 14495339 414 1 14495339,414 1,318 0,253
ID 1067602437,498 | 23 | 46417497,283 4221 0,000
Fehler 1429486234,497 | 130 | 10996047,958

Gesamt 4710651200,000 | 155

gzgfrﬁc:riaﬁon 2504559215,484 | 154
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Viruslast vs. Temperatur
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Abb. 32: Korrelation von Viruslast und Temperatur im Verlauf; n = 24

Tests der Zwischensubjekteffekte

Abhéangige Variable: Temperatur Korrelationskoeffizient: -0,173

Tab. 17: Kovarianzanalyse fir Viruslast und Temperatur.
df = Degrees of freedom (= Freiheitsgrade); F = F-Test; ID = Patientenidentitat

Quelle Q‘jg‘:;afy‘gnl‘ﬁ"e df g":j;ed'r‘;‘fer F Signifikanz
Korrigiertes Modell 52,349 24 2,181 3,306 0,000
Konstanter Term 174504,348 1 174504,348 264530,712 0,000
Viruslast 2,530 1 2,530 3,836 0,052
ID 51,254 23 2,228 3,378 0,000
Fehler 82,459 125 0,660

Gesamt 214952,490 150

Gesamvariaton 134808 | 149
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3.3.3. Korrelationen innerhalb einzelner Patienten

Im dritten und letzten Teil der Korrelationsanalyse werden die signifikanten
Korrelationen der Viruslast mit einigen laborchemischen Parametern einzelner

Patienten im zeitlichen Verlauf des Infektionszeitraumes dargestellt. Unter

anderem kann

Gesamtkollektivs aus 3.3.2. auch direkt auf einzelne Patienten Ubertragbar sind.
Insgesamt zeigten 7 Patienten signifikante Einzelkorrelationen der Viruslast mit

verschiedenen Laborparametern, welche in den folgenden Diagrammen (Abb.

33-49) prasentiert werden.

damit verglichen werden, ob die Korrelationen
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Abb. 33: Korrelation und Verlauf von Viruslast und yGT; Patient 3
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Patient 3: Viruslast vs. GOT

ADV-DNA-
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Abb. 34: Korrelation und Verlauf von Viruslast und GOT; Patient 3
Patient 7 Viruslast vs. CRP
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Abb. 35: Korrelation und Verlauf von Viruslast und CRP; Patient 7
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Patient 7 Viruslast vs. Kreatinin N
ADV-DNA- Kreatinin
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Abb. 36: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Kreatinin; Patient 7
Patient 7 Viruslast vs. Temperatur
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Abb. 37: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Temperatur; Patient 7
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ADV-DNA- Patient 13 Viruslast vs. Harnstoff Harnstoff
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Abb. 38: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Harnstoff; Patient 13
Patient 13 Viruslast vs. yGT
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Abb. 39: Korrelation und Verlauf von Viruslast und yGT; Patient 13
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54

Patient 13 Viruslast vs. GOT
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Abb. 40: Korrelation und Verlauf von Viruslast und GOT; Patient 13
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Abb. 41: Korrelation und Verlauf von Viruslast und GPT; Patient 13
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Patient 13 Viruslast vs. LDH
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Abb. 42: Korrelation und Verlauf von Viruslast und LDH; Patient 13
Patient 14 Viruslast vs. Leukozyten
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Abb. 43: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Leukozytenzahl; Patient 14
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Patient 20 Viruslast vs. Erythrozyten
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Abb. 44: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Erythrozytenzahl; Patient 20

Patient 22 Viruslast vs. LDH
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Abb. 45: Korrelation und Verlauf von Viruslast und LDH; Patient 22
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Abb. 46: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Thrombozytenzahl; Patient 22
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Abb. 47: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Leukozytenzahl; Patient 22
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Patient 22 Viruslast vs. Temperatur
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Abb. 48: Korrelation und Verlauf von Viruslast und Temperatur; Patient 22

ADV-DNA-

Kopien

1.000.000

100.000

10.000

1.000

100

10

Patient 28 Viruslast vs. CRP

Spearman-KK = 0,705

CRP mg/dlI

- 15,0

1,0

—e—\/iruslast
—=—CRP_mg/dI

61

82 85 103 117 131 159

Tage nach aSZT

170
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3.3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse der Korrelationsanalyse

Fur den ersten Teil der Korrelationsanalyse (3.3.1.) kann festgehalten werden,
dass signifikante Korrelationen zwischen Viruslast und CRP (0,582), Harnstoff
(0,456), LDH (0,431) und Temperatur (0,425) bestehen. Es wurden somit
stichprobenartig erhthte Werte an ADV-DNA-Kopien im peripheren Blut
vermehrt mit gleichzeitig erhdhten laborchemischen Parametern gemessen.
In der zusammenfassenden Analyse und Berechnung der Korrelationen fir den
Verlauf der Viruslast mit den jeweiligen Laborparametern wahrend der
einzelnen Infektionszeitraume der 24 auswertbaren Patienten (3.3.2.), zeigten
sich hochsignifikante Korrelationen fur die LDH (0,956), GOT (0,973) und GPT
(0,961). Mit Ausnahme der Korrelation von Viruslast und LDH, liel3en sich die
weiteren signifikanten Korrelationen aus der Stichprobenanalyse 3.3.1. nicht auf
den Gesamtverlauf des Infektionszeitraums Ubertragen.
SchlieBlich finden sich die hochsignifikanten Korrelationen des Gesamt-
kollektivs fur die Viruslast und LDH, GOT und GPT aus 3.3.2. in den Verlaufen
der einzelnen Patienten aus 3.3.3 wieder:

e Patient Nr. 3: GOT 0,935 (vgl. Abb. 34)

e Patient Nr. 13: GOT 0,830; GPT 0,782; LDH 0,758 (vgl. Abb. 40-42)

e Patient Nr. 22: LDH 0,786 (vgl. Abb. 45)
Zusatzlich zu den laborchemischen Parametern LDH, GOT und GPT zeigten
sich bei einzelnen Patienten signifikante Korrelationen weiterer Laborparameter
mit der Viruslast. Diese sind yGT, CRP, Kreatinin, Temperatur, Harnstoff,

Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten (siehe dazu Abb. 33-49).
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3.4. Analyse der spezifischen antiviralen Therapie

Im folgenden Abschnitt des Ergebnisteils sind die verschiedenen
Infektionszeitraume anhand der ADV-DNA-Kopien im zeitlichen Verlauf
dargestellt. Dartuber hinaus erfolgt die Angabe der Applikation der spezifischen
antiviralen Therapie mit Cidofovir und ADV-spezifischen T-Zellen. Die parallel
dazu verlaufende immunsuppressive Therapie mit Steigerung oder Senkung
der Dosierung ist ebenfalls im unteren Diagrammbereich aufgetragen. Ziel
dieser Darstellung ist es in erster Linie den therapeutischen Effekt der
antiviralen Therapie mit Cidofovir zu beurteilen. Weiterhin kann damit auch eine
mogliche Beeinflussung der antiviralen Therapie durch die gleichzeitig
verabreichten Immunsuppressiva aufgezeigt werden. Insgesamt kam Cidofovir
bei 31 von 33 Patienten als antivirale TherapiemalRnahme zum Einsatz, wovon
23 Patienten in diesem Ergebnisteil grafisch prasentiert werden. Samtlichen
folgenden Abbildungen 51-73, Seite 61ff dieses Ergebnisteils liegt folgende
Legende (Abb. 50) zu Grunde:

v Vistide mg/kg Korpergewicht o—— Immunsuppression angesetzt
| Infliximab mg/kg Kérpergewicht —=¢  Immunsuppression abgesetzt
v ADV-spezifische T-Zellen / Dosissteigerung der IS

@ BoluslIS ‘\, Dosisreduktion der IS

Abb. 50: Legende zu den Abbildungen 51 - 73; IS=Immunsuppression
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3.4.1. Therapieerfolg von Cidofovir
In den folgenden Diagrammen wird eine Auswahl an Patienten prasentiert, bei
denen durch therapeutischen Einsatz von Cidofovir und/oder ADV-spezifischen
T-Zellen, die Viruslast im peripheren Blut der Patienten nach unterschiedlichen

Therapiezeitraumen nicht mehr nachzuweisen war (= 0 ADV-DNA-Kopien).
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Abb. 51: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient Nr. 4; MPA = Mycophenolatmofetil
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Abb. 52: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient Nr. 7; CSA = Ciclosporin A;
AsT = ADV-spezifische T-Zellen
Pat 8
9,0 9,0
100.000 | [
- 5,0 5,5 5,5 55 55 555555
>
: | Vole vl Vi
€ 10.000
o
a 3.210
c
0
) ./\ 1.000
i 1.000 0
z 1.000 1.000 1.000
>
&
<
100
MPA \
0
0
-10 -9 -3 0 4 11 12 18 19 25 26 32 36 40 47 54 55
Tage nach aSZT

Abb. 53: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 8; MPA = Mycophenolatmofetil
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Abb. 54: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 9
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Abb. 55: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 11; MPA = Mycophenolatmofetil;

MTX = Methotrexat
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Abb. 56: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 12; CSA = Ciclosporin A
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Abb. 57: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 14; MPA = Mycophenolatmofetil;

AsT = ADV-spezifische T-Zellen
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Abb. 58: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 16; MPA = Mycophenolatmofetil;

CSA = Ciclosporin A
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Abb. 59: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 17; MPA = Mycophenolatmofetil
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Abb. 60: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 18; MPA = Mycophenolatmofetil
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Abb. 61: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 22; MPA = Mycophenolatmofetil
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Abb. 62: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 23; MPA = Mycophenolatmofetil
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Abb. 63: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 28; MPA = Mycophenolatmofetil;
AsT = ADV-spezifische T-Zellen
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Abb. 64: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 29; MPA = Mycophenolatmofetil;
CSA = Ciclosporin A; MTX = Methotrexat
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Abb. 65: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 30; CSA = Ciclosporin A
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Abb. 66: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 31
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Abb. 67: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 32; MPA = Mycophenolatmofetil
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3.4.2. Verstorbene Patienten mit ADV-DNA-Nachweis
Die folgenden Diagramme zeigen samtliche Patienten, die wahrend des ADV-
positiven Infektionszeitraums und unter laufender Therapie mit Cidofovir
und/oder ADV-spezifischen T-Zellen verstorben sind, noch bevor eine Negativ-
bestimmung der Viruslast erfolgen konnte. Zur besseren Risikoabschéatzung der

Patienten werden zusétzliche Informationen aus der Krankenakte vorangestellt.

Patient Nr. 1

e Hauptdiagnose: Akute lymphatische Leukamie

e Transplantation: Stammzellen (SZ) eines HLA-identen Fremdspenders

e GvHD: Darm WHO Grad IV

e Zusatzliche Virusinfektionen: CMV-Reaktivierung, BK-Virus im Urin,
Parvovirus B19

e Todesursache: Multiorganversagen
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Abb. 68: Viruslast und medikamentdse Therapie; Patient 1; MPA = Mycophenolatmofetil
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Patient Nr. 3

e Hauptdiagnose: Myelodysplastisches Syndrom

e 1. Transplantation: SZ der HLA-identen Schwester

e 2. Transplantation: SZ des haploidenten Vaters; T-Zell-depletiert
e GvHD: Darm WHO Grad IlI

e Zusatzliche Virusinfektionen: keine

e Todesursache: Multiorganversagen
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Abb. 69: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 3; MPA = Mycophenolatmofetil;
AsT = ADV-spezifische T-Zellen
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Patient Nr. 13

72

Hauptdiagnose: Hepatoblastom mit Komponenten eines

Hepatozellularen Karzinoms (HCC) St. IV

Transplantation: SZ des haploidenten Vaters; T-Zell-depletiert

GvHD: Darm WHO Grad |
Zusatzliche Virusinfektionen: keine

Todesursache: Multiorganversagen
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Abb. 70: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 13; MPA = Mycophenolatmofetil




Ergebnisse

Patient Nr. 20

e Hauptdiagnose: Akute myeloische Leukamie

e Transplantation: SZ der haploidenten Mutter; T- und B-Zell-depletiert
e GvVHD: keine

e Zusatzliche Virusinfektionen: HHV-6; BK-Virus im Urin

e Todesursache: Multiorganversagen
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Abb. 71: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 20; AsT = ADV-spezifische T-Zellen
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Patient Nr. 24

e Hauptdiagnose: HLA Klasse Il Immundefekt

e 1. Transplantation: SZ des haploidenten Vaters; T-Zell-depletiert

e 2. Transplantation: SZ des haploidenten Vaters; T-Zell-depletiert

e GvHD: keine

e Zusatzliche Virusinfektionen: BK-Virus im Urin; EBV; Norovirus

e Todesursache: Sepsis und Kreislaufversagen
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Abb. 72: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 24; CSA = Ciclosporin A
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Patient Nr. 26

e Hauptdiagnose: Neuroblastom Stadium IV

e 1. Transplantation: SZ eines HLA-identen Fremdspenders
e 2. Transplantation: SZ eines HLA-identen Fremdspenders
e GVHD: ZNS

e Zusatzliche Virusinfektionen: BK-Virus im Urin

e Todesursache: Sepsis
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Abb. 73: Viruslast und medikamentdse Therapie, Patient 26; MPA = Mycophenolatmofetil
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3.4.3. Zusammenfassung der Ergebnisse der Therapie mit Cidofovir
und ADV-spezifischen T-Zellen

Insgesamt wurden 25 von 31 Patienten (entsprechend 81%) durch den
therapeutischen Einsatz des Virustatikums Cidofovir geheilt, was per
Definitionem eine Viruslast von ,0° ADV-DNA-Kopien im peripheren Blut,
gemessen mit dem Verfahren der Echtzeit-PCR, bedeutet. Im Durchschnitt kam
es dabei nach 44 Tagen nach Beginn der antiviralen Therapie mit Cidofovir zur
Senkung der Viruslast auf nicht mehr nachweisbare Werte. Bei 6 Patienten trat
der Tod noch wéahrend des ADV-DNA-positiven Zeitraums auf. Hierbei ist
besonders hervorzuheben, dass diese Patienten kurz vor ihrem Versterben die
hdchsten gemessenen Viruslasten des Gesamtkollektivs aufwiesen. Zusatzlich
zur Therapie mit Cidofovir erhielten 5 Patienten ADV-spezifische T-Zellen, von
denen wiederum 2 Patienten verstarben. Die graphische Darstellung des
Therapieerfolgs von Cidofovir und der zuletzt gemessenen Viruslast der
verstorbenen Patienten kurz vor ihrem Tod findet sich auf folgenden
Abbildungen 74 und 75. Bei 2 Patienten limitierte sich die ADV-Infektion von

selbst, ohne die Gabe von Cidofovir oder ADV-spezifischer T-Zellen.
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Abb. 74: Therapieerfolg von Cidofovir in Bezug auf ADV-Infektion und -Erkrankung
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Viruslast vor Tod
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Abb. 75: H6he der ADV-DNA-Kopienanzahl (letzte Bestimmung) vor dem Versterben der Patienten

3.5. Begleitende Symptome und Komplikationen wahrend des
Infektionszeitraums
Im Zeitraum der ADV-Infektion und -Erkrankung der Patienten traten begleitend
verschiedene Symptome auf. Der Fokus liegt hierbei in ADV-spezifischen
Symptomen wie Fieber, Ubelkeit und Erbrechen, Diarrhoe und Bauch-
schmerzen. Weiterhin kam es vermehrt zu Komplikationen, wie Aufenthalten
auf der Intensivstation mit und ohne invasive Beatmung, Katecholamin-
pflichtigkeit oder sogar zum Versterben der Patienten. Auffallig ist auch die
Haufigkeit an begleitenden Viruserkrankungen wie BK-Virus-Infektionen des
Harntrakts, CMV-Infektionen, HHV-Infektionen und anderen. Auf den folgenden
Seiten werden diese Symptome und Komplikationen, die vermehrt im Zeitraum
der ADV-Infektion auftraten und schlie3lich die Todesursachen der dabei

verstorbenen Patienten graphisch dargestellt.
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Klinische Symptome
35

25

15 33

27 25

Patientenanzahl

Abb. 76: Klinische Symptome wahrend ADV-Infektion; U&E = Ubelkeit und Erbrechen;
Fieber = Temperatur 2 38,5°C
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Abb. 77: Diarrhoe mit und ohne Graft-versus-Host-Disease (GvHD) des Darms

78



Ergebnisse

Zusatzliche Virusinfektionen

Abb. 78: Zuséatzliche Virusinfektionen wahrend ADV-Infektion; CMV = Cytomegalovirus;
HHV = Humanes Herpesvirus; EBV = Ebstein-Barr-Virus; HSV = Herpes simplex Virus
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Abb. 79: Anzahl der Patienten mit Komplikationen wahrend ADV-Infektion
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Ergebnisse

Todesursachen

Patientenanzahl

verstorben MOV Sepsis

Abb. 79: Todesursachen wahrend ADV-DNA positiv; MOV = Multiorganversagen

Zusammenfassend zum Ergebnisteil der Symptome der Patienten wéhrend
ihrer ADV-Infektion kann festgehalten werden, dass Diarrhéen, Fieber, Ubelkeit
und Erbrechen in einem Grol3teil der Patienten (63% bis 82%) auftraten.
Komplikationen wie invasive Beatmung und Katecholaminpflichtigkeit, die zu
Aufenthalten auf der Intensivstation fuhrten, traten ebenfalls geh&auft im
Zeitraum der ADV-Infektion auf (12% bis 30% der Patienten). An zusatzlichen
Virusinfektionen oder -Erkrankungen, die wahrend des ADV-positiven
Infektionszeitraums bestanden oder neu auftraten, ist vor allem die BK-Virus-
Infektion des Harntrakts (40% d. Patienten) und die Infektion mit dem
Cytomegalovirus (18% d. Patienten) hervorzuheben. SchlieZlich konnte
beobachtet werden, dass 6 Patienten u.a. mit einer enorm hohen Anzahl an
ADV-DNA-Kopien im Blut verstorben sind. Die Todesursachen waren dabei
Multiorganversagen (4 von 6 Patienten) und Sepsis (2 von 6 Patienten).
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4. Diskussion
4.1. Allgemeines

Noch vor Beginn der Diskussion sollten vorerst die Limitationen und
Kritikpunkte der vorliegenden Arbeit berticksichtigt werden. Obwohl es sich hier
um eine retrospektive Analyse eines Zeitraums von 6 Jahren (01.01.2005 -
31.12.2011) handelt, besteht das untersuchte Kollektiv aus lediglich 33
padiatrischen Patienten. Das entspricht etwa 10 % der insgesamt in diesem
Zeitraum transplantierten Kinder, die anschlieRend an einer ADV-Infektion
erkrankten. Insgesamt handelt es sich um ein sehr heterogenes Patienten-
kollektiv bezuiglich der Grunderkrankung, Transplantationsart und begleitender
Erkrankungen und Komedikation wéahrend des Infektionszeitraums. Aufgrund
dieser unterschiedlichen Begleiterkrankungen musste die Cidofovir-Therapie
einzelner Patienten in Dosis und Applikationshaufigkeit angepasst werden,
sodass daraus Abweichungen zum Tubinger Behandlungsalgorithmus
(vgl. 1.4.5.) entstanden sind. Samtliche Parameter der Patienten (Laborwerte,
Viruslasten, Symptome, Komplikationen und andere) wurden sorgfaltig aus den
einzelnen digitalisierten und teils nicht-digitalisierten Akten erhoben. Allerdings
mussten wir uns dabei auf die Richtigkeit und Vollstéandigkeit der Informationen
aus den Arztbriefen und den Uberwiegend von Hand geschriebenen
Pflegeberichten verlassen.

Letztlich konnten aber durch eine sorgfaltige Aufteilung und Eingruppierung
samtlicher Patientendaten und durch anschlieRende Darstellung individueller
Patientenverlaufe die Probleme der Heterogenitat des Kollektivs weitgehend
ausgeglichen werden. In der folgenden allgemeinen aber auch individuellen
Diskussion der Krankheitsverlaufe der Patienten wahrend ihrer ADV-Infektion,
war es somit mdglich, diverse Schlussfolgerungen sowohl in Bezug auf das

Gesamtkollektiv als auch auf einzelne Patienten herauszuarbeiten.
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4.2. Bedeutung der quantitativen Echtzeit-PCR
ADV-Infektionen bei Kindern nach allogener Stammzelltransplantation bleiben
weiterhin, wie auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, mit einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat assoziiert. Besonders hervorzuheben sind dabei
Manifestationen wie gastrointestinale Stdérungen in Form von Enteritis und
Diarrhoe, Hepatitiden und die Entwicklung systemischer Viramien bei 10% bis
20% der Patienten.'®?"?%% Besonders im Zeitraum der ADV-Infektion ist es
dabei essentiell, eine Mdglichkeit zu besitzen, die Entwicklung und den Verlauf
solch einer Infektion beobachten und beurteilen zu kénnen. Zum einen kann
somit die Diagnose einer systemischen ADV-Infektion oder -Erkrankung gestellt
werden und zum anderen soll dies eine frihestmdgliche und adéaquate
Einleitung therapeutischer MaRnahmen ermdéglichen. Die Detektion der
Adenoviren im peripheren Blut der Patienten durch die quantitative Echtzeit-
PCR steht hierbei im Mittelpunkt. Neben der Virusisolierung aus Zellkultur und
immunologischen Verfahren zum Antigen-Nachweis, die in der Vergangenheit
beschrieben wurden,®*>° scheint die PCR-Methode dabei die héochste
Sensitivitat und Spezifitdt zu haben und weist zusatzlich eine vergleichbare
Sensitivitat fur alle Serotypen der humanen Adenoviren auf.**®%®! Beck et al.
etablierten ein zuverlassiges Echtzeit-PCR-Protokoll zur quantitativen Messung
der ADV-DNA-Kopien im peripheren Blut bei Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation.®® Dieses Verfahren bildet die Basis der vorliegenden
Arbeit. Anhand der retrospektiven Ermittlung der einzelnen quantitativen
Viruslastbestimmungen wahrend der Infektionszeitrdume der Patienten,
konnten dem diverse laborchemische Parameter, Symptome und
Komplikationen gegenubergestellt werden. Durch die Tatsache, dass nun
quantitative Messergebnisse der Viruslast vorhanden waren, war die
Berechnung verschiedener Korrelationskoeffizienten mit den laborchemischen
Parametern moglich. Durch die zusatzliche Gegenlberstellung der
spezifischen medikamentosen Therapie zum Verlauf der Viruslast,
insbesondere mit dem Virustatikum Cidofovir, gelang uns eine Beurteilung des
Effekts und des Erfolgs des Medikaments in Bezug auf die ADV-Infektion. Die
Detektion des Adenovirus und die regelméikige Messung der ADV-DNA-Kopien
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im peripheren Blut der Patienten anhand der Echtzeit-PCR bilden somit die
Voraussetzung fir Diagnosestellung, Beobachtung der Krankheitsaktivitat und

fur die Bewertung der Wirkung verschiedener antiviraler Malinahmen.

4.3.Interpretation der Korrelationsanalyse

In zahlreichen Veroffentlichungen der Vergangenheit wird Gber unterschiedliche
Manifestationsarten des Adenovirus bei Befall von padiatrischen Patienten nach
Stammzelltransplantation berichtet. Besonders h&ufige Symptome und
Erkrankungen sind dabei Hepatitiden, Nierenversagen, Fieber, erhohte CRP-
Werte und ernste Komplikationen wie Multiorganversagen.??* Um diese
Manifestationen quantitativ fassbar darzustellen, berechneten wir in dieser
Arbeit die Korrelationen der Viruslast, gemessen als ADV-DNA-Kopien im
peripheren Blut, mit den laborchemischen Parametern der eben genannten
Organsysteme und einigen weiteren Parametern, wie z.B. Erythrozyten-,
Thrombozyten- und Leukozytenzahlen. Im ersten Teil der Korrelationsanalyse
wurde gezeigt, dass hohe Viruslasten, die stichprobenhaft ausgewahlt wurden,
signifikant haufig mit gleichzeitig erhohten CRP-, LDH-, Harnstoff- und
Temperaturwerten einhergingen (vgl. hierzu 3.3.1., Abbildungen 6, 8, 12, 18).
Eine gleichzeitige Erhéhung der Leberenzyme oder anderer Laborparameter
war nicht zu beobachten. Mdglicherweise reagieren die eher unspezifischen
Parameter wie CRP, LDH und Temperatur empfindlicher und direkter auf hohe
oder niedrige Viruslasten als andere organspezifische Parameter wie
Transaminasen oder Nierenretentionsparameter, die in diesem Teil der
Auswertung nicht mit hohen Viruslasten korrelierten.

Der zweite Teil der Korrelationsanalyse stellt die zusammenfassenden Verlaufe
und Entwicklungen der Viruslast und der Laborparameter im Verlauf des
Infektionszeitraums aller Patienten dar, aus denen anschlie3end entsprechende
Korrelationen berechnet wurden. Die ermittelten signifikanten Korrelationen der
Viruslast mit den Parametern CRP und Temperatur aus dem ersten Teil

konnten hierbei aber nicht bestatigt werden. Das bedeutet, dass diese
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Parameter im Gesamtverlauf der Infektion zwar immer wieder erhéht waren,
sich aber nicht direkt von der Hohe der im Blut befindlichen ADV-DNA-Kopien
beeinflussen liel3en. Die Vermutung, dass unspezifische Parameter wie CRP,
LDH und Temperatur empfindlicher auf Veranderungen der Viruslast reagieren,
muss nun verworfen werden. Es ist zwar davon auszugehen, dass eine ADV-
Infektion zur Erhéhung des CRP und der Temperatur fuhrt, diese aber eher als
allgemeine Entziindungsreaktion gegen die bestehende Infektion anzusehen
ist. Sehr &ahnliche Beobachtungen machten auch Feuchtinger et al. und
andere.?*?* Trotzdem konnte weiterhin ermittelt werden, dass die LDH, GOT
und GPT signifikante Korrelationskoeffizienten von nahezu ,1“ mit dem Verlauf
der Viruslast aufzeigten. Insgesamt kam es beim Ansteigen der Viruslast zu
eher maRigen Erhdéhungen der Leberenzyme, vereinzelt aber auch zu
fulminanten Hepatitiden. Das Besondere hierbei ist aber, dass sich die
Leberenzyme der Patienten nach unseren Beobachtungen und Berechnungen
direkt durch die Schwankungen der ADV-DNA-Kopien im peripheren Blut
beeinflussen lieRen. Einem Anstieg der Viruslast folgte unmittelbar auch ein
Anstieg der Transaminasen und umgekehrt.

Bei der individuellen Darstellung der Korrelationen von Viruslast und
verschiedener Laborparameter innerhalb einzelner Patientenverlaufe, konnten
diese hochsignifikanten Korrelationen mit LDH, GOT und GPT wiedergefunden
werden. Die in der Vergangenheit mehrfach beobachtete ADV-Hepatitis nach
Stammzelltransplantation?*°"°° kann nun ebenfalls fiir unser Patientenkollektiv
durch die quantitativ berechneten Korrelationskoeffizienten bestétigt werden.
Zusatzlich kann festgehalten werden, dass die Leberenzyme GOT und GPT bei
Patienten auch ohne fulminante Hepatitis sehr empfindlich auf die
Veranderungen der Viruslast reagierten. Weiterhin konnten in diesen
individuellen Verlaufen signifikante Korrelationen der Viruslast mit dem CRP,
der Temperatur aber auch den Nierenparametern Kreatinin und Harnstoff
beobachtet werden. Fir das Gesamtkollektiv. und im Verlauf des
Infektionszeitraums konnten fur diese Parameter (CRP, Temperatur, Kreatinin

und Harnstoff) zwar keine signifikanten Korrelationen berechnet werden, in
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Anbetracht eines einzelnen Patienten sollten diese individuell ermittelten
Zusammenhange aber keinesfalls unbericksichtigt bleiben.

4.4.Evaluation der Wirksamkeit von Cidofovir

Cidofovir ist das am haufigsten eingesetzte Virustatikum gegen adenovirale
Infektionen bei immunsupprimierten Patienten nach aSZT, obwohl bis dato
noch keine kontrollierten, randomisierten Studien dazu existieren.® Es wurde
aber bereits haufig gezeigt, dass Cidofovir die Viruslast an ADV-DNA-Kopien im
peripheren Blut senken kann.**®®® Somit scheint es gegenwértig das einzige
Virustatikum zu sein, das erfolgreich in der Therapie der ADV-Infektion bei
stammzelltransplantierten Patienten eingesetzt wird.® Aufgrund seiner
bekannten Nephrotoxizitat, sollte unter anderem bei entsprechender
Risikokonstellation des Patienten, z.B. bei Niereninsuffizienz, die Dosis
reduziert werden.®

In der vorliegenden Arbeit wurden 31 von 33 Patienten wahrend ihrer
systemischen ADV-Infektion nach dem ,Klinischen Behandlungsalgorithmus®
der Universitats-Kinderklinik praventiv mit Cidofovir behandelt (vgl. hierzu auch
1.4.5.). Davon konnte bei 25 Patienten (81 %) im Durchschnitt innerhalb von 44
Tagen eine Viruslast von 0 ADV-DNA-Kopien im peripheren Blut erreicht
werden. Die restlichen 6 Patienten verstarben mit zum Teil massiv erhdéhten
Viruslasten und unter laufender Cidofovir-Therapie. Um die Wirksamkeit von
Cidofovir in unserem Patientenkollektiv im Einzelnen analysieren und beurteilen
zu kénnen, sollten Risikofaktoren, die vermehrt zu ADV-Infektionen fuhren und
diese auch verstarken, ebenfalls hinzugezogen werden. Moglicherweise
verstarken diverse Risikofaktoren nicht nur die ADV-Infektion in ihrem
Schweregrad, sondern beeinflussen auch die Wirkung von Cidofovir. Die wohl

wichtigsten und am meisten beobachteten Risikofaktoren sind dabei ein junges

31,65 19,29,31,40,79

Patientenalter, T-Zell-Depletion des  Stammzellpraparates,

Stammzellen nichtverwandter Spender und schlief3lich ernste GvHDs, die eine

zusatzliche immunsuppressive Therapie erfordern. 36375086
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Allein durch die Art der Transplantation und des jungen Alters fallen bereits alle
33 Patienten in die Risikogruppe. Weitere 19 Patienten erhielten ein T-Zell-
depletiertes Stammzellpraparat und wiederum 11 erhielten Stammzellen eines
nichtverwandten Fremdspenders. Die verbleibenden 3 Patienten erhielten
Stammzellen eines HLA-identen Geschwisterspenders. Es kann somit bereits
bestatigt werden, dass die genannten Risikofaktoren auch in unserem
Patientenkollektiv zu seiner Steigerung der Inzidenz der ADV-Infektion gefuhrt
haben, und 2zwar in 100% der Félle. Die mehrfach beobachtete
Verschlechterung der ADV-Infektion durch zusatzliche immunsuppressive

36,37.5086  Lonnte auch in unserem Patientenkollektiv beobachtet

Therapie,
werden. Dabei kam es bei Neuansetzen und Dosissteigerung diverser
Glukokortikoidpraparate schlagartig zu einem Anstieg der ADV-DNA-Kopien im
peripheren Blut der Patienten, was in diesen Fallen mit einer verstarkten
Krankheitsaktivitat bzw. Aggravation der ADV-Infektion gleichzusetzen ist.
Einige Beispiele hierfiir sind Patienten Nr. 7, 16, 22, 28, 29, 31, 32 (Abb. 52, 58,
61, 63, 64, 66, 67, Seite 62 ff). Ob die Patienten sich in dieser Zeit auch klinisch
verschlechterten wird in 4.5. diskutiert.

Weiterhin erhielten 24 der insgesamt 25 von der ADV-Infektion geheilten
Patienten entweder T-Zell-depletierte Stammzellen oder Stammzellen eines
nichtverwandten Spenders. Zuséatzlich hatten wiederum 7 Patienten davon eine
ernste GvHD des Darms, der Haut oder der Leber, die mit Immunsuppressiva
behandelt werden musste. Interessanterweise konnte bei all diesen Patienten,
trotz dieser Risikofaktoren, die wahrend des Infektionszeitraumes bestanden,
die Viruslast zuverlassig auf 0 ADV-DNA-Kopien gesenkt werden. Lediglich bei
Patient Nr. 16 (Abb. 58, Seite 65) schien die Viruslast zwischen Tag 40 und 60
nicht allzu empfindlich auf Cidofovir-Gaben zu reagieren. Bei genauer
Betrachtung fallt aber auf, dass genau in diesem Zeitraum die Dosis von
Cidofovir von 5 mg/kg auf 1 mg/kg reduziert wurde, womit das schlechte
Ansprechen der Therapie in dieser Zeit zu erklaren ist. In diesem Beispiel zeigt
sich aber auch der direkte und positive therapeutische Effekt von Cidofovir,
denn nach einer Wiedererhbhung der Dosis wurde die Viruslast im weiteren

Verlauf zuverlassig auf 0 ADV-DNA-Kopien pro ml Blut gesenkt.
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Um ein eventuelles Fehlschlagen der antiviralen Therapie mit Cidofovir bei den
6 verstorbenen Patienten zu erklaren, mussen die individuellen Krankheits-
verlaufe, einschliel3lich zusatzlicher Symptome und Komplikationen, die der
jeweiligen Krankenakte enthnommen wurden, etwas genauer analysiert werden.
Schon zum Zeitpunkt der Transplantation erfullten alle 6 verstorbenen Patienten
die Kriterien fiur ein erhdhtes Risiko an einer ADV-Infektion zu erkranken: 4
Patienten erhielten T-Zell-depletierte Stammzellen und 2 Patienten erhielten

Stammzellen von nichtverwandten Fremdspendern.

Patient Nr.1 (Abb. 68, Seite 70) :

Es fallt auf, dass bei diesem Patient die Cidofovir-Gaben erst 1 Woche nach

dem ersten positiven ADV-DNA-PCR-Befund gestartet wurden. Aufgrund einer
dialysepflichtigen Niereninsuffizienz musste Cidofovir aber in reduzierter Dosis
verabreicht werden (0,5 mg/kg). Weiterhin bestand im selben Zeitraum eine
GvHD des Darms WHO Grad 1V, die den zusatzlichen Einsatz immun-
suppressiver Medikamente erforderte. Trotzdem gelang es aber die Viruslast
innerhalb einer Woche von 120.000 auf 11.000 ADV-DNA-Kopien pro ml Blut zu
senken, womit die Wirksamkeit von Cidofovir, trotz sehr geringer Dosierung und
zusatzlicher Immunsuppression hier ebenfalls bewiesen ist. Der Patient

verstarb allerdings kurz darauf an einem ADV-assoziierten Multiorganversagen.

Patient Nr. 3 (Abb. 69, Seite 71):

Bei diesem Patienten bestand eine GvHD des Darms WHO Grad lll, die den

Einsatz von zusatzlichen Immunsuppressiva erforderte. In dieser Zeit sieht man
ein fortschreitendes Ansteigen der Viruslast bis hin zu etwa 5,5 Mio. ADV-DNA-
Kopien pro ml Blut. Erst zu diesem Zeitpunkt begann die Therapie mit Cidofovir
in reduzierter Dosis. Die sehr weit fortgeschrittene ADV-Viramie lie3 sich bei
dieser enormen Viruslast nicht mehr beherrschen, auch nicht durch den Einsatz
ADV-spezifischer T-Zellen, und der Patient verstarb kurz darauf an einem

Multiorganversagen. Mdoglicherweise kam es nach Therapiebeginn zu einer
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Senkung der Viruslast. Aufgrund dessen, dass die Viruslast aber nur zu Beginn
der Cidofovir-Therapie gemessen wurde und danach nicht mehr, I&asst sich in

diesem Beispiel die Wirkung von Cidofovir nicht beurteilen.

Patient Nr. 13 (Abb. 70, Seite 72):

Die GvHD-Therapie mit Prednisolon scheint bei diesem Patienten die Wirkung
von Cidofovir zwischen Tag +12 und +33 negativ zu beeinflussen. Nach
Absetzen von Prednisolon entwickelte sich beim Patienten zusatzlich eine
AbstoRungsreaktion des Stammzelltransplantates und es trat eine irreversible
Leukopenie ein. Ab diesem Zeitpunkt war der Anstieg der ADV-DNA-Kopien bis
hin zur ADV-Sepsis trotz weiterer Cidofovir-Gaben nicht mehr aufzuhalten und
der Patient verstarb an einem Multiorganversagen. Cidofovir hat bei diesem
Patienten keine viruslastsenkende Wirkung gezeigt. Eine negative
Beeinflussung durch die anfangs verabreichte Immunsuppression, die
AbstolRungsreaktion oder die Leukopenie sind moégliche Ursachen daftr. Es ist
aber eher davon auszugehen, dass hier ein Zusammenspiel all dieser Ursachen

zu einem Fehlschlagen der Cidofovir-Therapie gefihrt hat.

Patient Nr. 20 (Abb. 71, Seite 73):

Die Viruslast scheint hier mit Ansetzen von Hydrocortison einen Aufschwung
erhalten zu haben, der auch durch vorherige Cidofovir-Gaben nicht gebremst
werden konnte. Allerdings entwickelte der Patient im Zeitraum der maximalen
Viruslast eine Knochenmarksdepression mit Aplasie. Trotzdem konnte die
Viruslast durch weitere, aufgrund einer Niereninsuffizienz dosisreduzierte
Cidofovir-Gaben von etwa 2 Millionen auf 7.300 ADV-DNA-Kopien pro ml Blut
gesenkt werden. Nach der letzten Gabe von Cidofovir kam es aber zu einem
erneuten Anstieg der Viruslast und der Patient verstarb am Multiorganversagen.
Der Grund fir den erneuten Anstieg der Viruslast bleibt weiterhin unklar. Er
kbnnte aber mit dem Absetzen samtlicher Therapiemal3nahmen, aufgrund der

damals erklarten palliativen Situation zusammenhangen. Sicher ist jedoch, dass
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der Einsatz von Cidofovir hier ebenfalls, wenn auch nur kurzfristig, zu einer

zuverlassigen Senkung der Viruslast gefuhrt hat.

Patient Nr. 24 (Abb. 72, Seite 74):

Aufgrund einer 4-fach verabreichten Immunsuppression aus Infliximab,
Muromonab, Ciclosporin A und Methylprednisolon scheint die Viruslast sich mit
regelméRigen Cidofovir-Gaben nicht senken zu lassen. Nach Absetzen dieser
Medikamente, Reduktion von Methylprednisolon und weiterer Gaben von
Cidofovir féallt die Viruslast wieder ab, trotz zusatzlichem Neuansetzen von
hochdosiertem Dexamethason aufgrund einer Enzephalopathie. Es scheint hier
tatsachlich zu einer Wirkungsabschwéachung von Cidofovir durch die anfangs
verabreichte 4-fach Immunsuppression gekommen zu sein. Ob das auch
tatsachlich die Ursache ist, bleibt weiterhin unklar. Im weiteren Verlauf konnte
die Viruslast namlich auch trotz hochdosierter Dexamethason-Gabe und
zusatzlicher Abstof3ungsreaktion des Transplantats zwischen Tag +25 und +33

gesenkt werden. Der Patient verstarb schlie3lich an einer Sepsis.

Patient Nr. 26 (Abb. 73, Seite 75):

Unter wochentlichen Gaben von Cidofovir konnte die Viruslast anfangs bei
unter 1000 ADV-DNA-Kopien pro ml Blut gehalten werden. Aufgrund einer
GvHD des ZNS wurde Tacrolimus gegeben, die Cidofovir-Gaben blieben aus
und die Viruslast stieg an. Nach anschlieRender Gabe von Cidofovir konnte die
Viruslast aber kurzfristig von etwa 9.000 auf 7.000 ADV-DNA-Kopien pro ml
Blut gesenkt werden. Auch in diesem letzten Beispiel kann die viruslast-
senkende Wirkung von Cidofovir, trotz gleichzeitiger Immunsuppression,
bestatigt werden. Der Patient verstarb kurz darauf an einer nicht
beherrschbaren Sepsis.
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Zusammenfassend kann nun gesagt werden, dass Cidofovir bei 3 von 6
verstorbenen Patienten, trotz gleichzeitiger immunsuppressiver Therapie
aufgrund von GvHDs und teils auch mit reduzierter Cidofovir-Dosis, zu einer
zuverlassigen Senkung der Viruslast gefuhrt hat. Bei einem Patienten (Nr. 24,
Abb. 72) scheint es, allerdings bedingt durch eine 4-fache Immunsuppression
am Therapiebeginn zu einer Wirkungsabschwéachung von Cidofovir gekommen
zu sein. Im weiteren Verlauf jedoch zeigte Cidofovir, trotz weiterer hochdosierter
Immunsuppression seine viruslastsenkende Wirkung. Bei Patient Nr. 3
(Abb. 69) war die Wirkung von Cidofovir aufgrund fehlender Viruslast-
bestimmungen nach Therapiebeginn nicht zu beurteilen. Lediglich bei einem
Patienten (Nr. 13, Abb. 70) zeigte Cidofovir keine viruslastsenkende Wirkung.
Mogliche Ursachen konnten dabei die gleichzeitige AbstoRungsreaktion des
Transplantats oder die irreversible Leukopenie sein. Eine Wirkungs-
beeinflussung von Cidofovir durch Immunsuppressiva kann hier jedoch mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da diese bereits vor
Entwicklung einer ADV-Sepsis wieder abgesetzt wurden.

Um konkret auf die Fragestellung einzugehen, ob die viruslastsenkende
Wirkung von Cidofovir nun durch die gleichzeitige Gabe von Immunsuppressiva
beeinflusst wird, kdnnen wir mit hoher Wahrscheinlichkeit sagen, dass dem
nicht so ist. Bei 29 von 31 Patienten (94%), die wahrend ihrer systemischen
ADV-Infektion mit Cidofovir behandelt wurden, konnte die viruslastsenkende
Wirkung von Cidofovir, trotz diverser immunsuppressiver Malinahmen bestétigt
werden. Einzig und allein bei Patient Nr. 24 (Abb. 72) bleibt unklar, ob die
4-fach verabreichte Immunsuppression die Wirkung von Cidofovir nicht doch
abgeschwacht hat. Allerdings konnte die Ursache fir diese Wirkungs-
abschwéachung auch in der Abstolungsreaktion des Transplantats liegen, die
im gleichen Zeitraum stattfand. Die Frage, ob denn bei diesen Patienten nach
Heilung der systemischen ADV-Infektion weiterhin noch Adenoviren im Stuhl
nachweisbar waren wie es Anderson et al. beobachteten,** war nicht Teil dieser
Arbeit, kbnnte in Zukunft aber in einer zuséatzlichen Recherche eruiert werden.
Angesichts der ADV-assoziierten Mortalitat trotz praventiver Gabe von Cidofovir

liegt diese laut diversen Beobachtungen der Vergangenheit zwischen 23% und
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5004051798284 15 nserem Patientenkollektiv verzeichnen wir eine ADV-
assoziierte Mortalitatsrate von 19%. Bei 81% der mit Cidofovir behandelten
Patienten konnte die ADV-Infektion kontrolliert und ein ADV-assoziiertes

Versterben somit verhindert werden.

4.5. Symptome und Komplikationen bei steigender Viruslast
Im letzten Teil der Diskussion soll auf die Gefahrlichkeit steigender und hoher
Viruslasten eingegangen werden. Im Hinblick auf die Symptome Diarrhoe und
Enteritis als haufigste Manifestation der ADV-Infektion bei Kindern nach aSZT,
wie sie u.a. bei Kampmann et al. beschrieben wurde,'® konnten wir die gleiche
Beobachtung machen: Wie aus Abbildung 76, Seite 78 hervorgeht, war in
unserem Patientenkollektiv die Diarrhoe mit begleitender Ubelkeit und
Erbrechen bei etwa 64% der Patienten das haufigste Symptom nach Fieber
wahrend der ADV-Infektion. Es ist hier allerdings nicht nur von der ADV-
Infektion als Ursache auszugehen, denn von den insgesamt 21 Patienten mit
verstarkter Diarrhoe wahrend des Infektionszeitraums, hatten 9 Patienten eine
zusatzliche GvHD des Darms (vgl. auch Abb. 77, Seite 78). Bei diesen
Patienten ist somit eher davon auszugehen, dass die Diarrhoen durch die
GvHD des Darms ausgelost wurden. Dariber hinaus hatten 12 Patienten
wahrend ihrer gesamten ADV-Infektion keine Diarrhoe oder Enteritis. Es sollte
somit bedacht werden, dass zwar eine systemische ADV-Infektion Diarrhoen
auslosen kann, diese aber haufig auch durch andere Ursachen zu erkléaren sind
und dass einige Patienten nicht von dieser Symptomatik befallen werden. Als
haufigstes Symptom wéahrend der ADV-Infektion traten bei Uber 80% der
Patienten vermehrt erhéhte Temperaturen mit Fieber bis zu 41°C auf. Das
haufig in der Vergangenheit beobachtete Fieber wahrend ADV-Infektionen,?* %
konnte somit auch fur unser Patientenkollektiv bestatigt werden. Auch wenn
nach unserer Korrelationsanalyse keine signifikanten Korrelationen von
Viruslast und Temperatur berechnet wurden, konnte trotzdem beobachtet

werden, dass das Fieber vor allem wéahrend des ADV-Infektionszeitraums
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auftrat und nicht in der Zeit davor oder danach. Insgesamt durfen fur die
Ursachenklarung der Symptome Fieber und Diarrhoe die zusatzlichen
Viruserkrankungen, die wahrend der ADV-Infektion bestanden oder neu
aufgetreten sind, auch nicht auRer Acht gelassen werden. Vor allem eine
Koinfektion mit dem Cytomegalovirus (CMV), wie sie bei 18% unserer Patienten
zusatzlich zu finden war, kann sehr haufig zu Enteritiden mit Diarrhoe
fihren.’°®%2 Hohes Fieber wird unter anderem auch durch eine systemische

103104 wie sie auch bei 2 weiteren Patienten aus

HHV-6-Infektion hervorgerufen,
unserem Kollektiv als Koinfektion bestand. Die ADV-Infektion mit entsprechend
hohen Viruslasten spielt mit Sicherheit eine sehr wichtige Rolle in der
Entstehung von Fieber und Diarrhoe, allerdings missen als weitere Ursachen
fur diese Symptome auch Koinfektionen und andere Erkrankungen in Erwagung
gezogen werden.

Wie bereits haufig aus weiteren Studien hervorging, korrelieren hohe und
schnell ansteigende Viruslasten im peripheren Blut mit ADV-assoziierter
Mortalitat und sind pradiktiv fir ADV-assoziierte Todesereignisse.>™*
Insbesondere bei Patienten Nr. 3 und 13 (Abb. 69, 70, Seiten 71,72) wurde
dieser Zusammenhang ersichtlich. Innerhalb von etwa 50 Tagen kam es dabei
zu einem steilen Anstieg der Viruslast mit Spitzenwerten von etwa 5,47 Mio.
und 4,27 Mrd. ADV-DNA-Kopien pro ml Blut. RegelmaRige und anschlieRende
Gaben von Cidofovir und ADV-spezifischen T-Zellen zeigten sich wirkungslos
und die Patienten verstarben kurze Zeit spater an Multiorganversagen. Mit
hoher Wahrscheinlichkeit ist davon auszugehen, dass dies durch die ADV-
Viramie bedingt war, da diese laut Arztbriefen zum Zeitpunkt des Versterbens
im Mittelpunkt der Behandlung stand. Verglichen mit den Patienten, die die
ADV-Infektion uberlebt haben, wurden bei diesen im Schnitt Viruslasten von
maximal 100.000 ADV-DNA-Kopien pro ml Blut gemessen. Eine einmalige
Messung von 1,3 Mio. ADV-DNA-Kopien wurde bei Patient Nr. 29 (Abb. 64,
Seite 68) verzeichnet. Es kann festgehalten werden, dass hohe Viruslasten
sehr gefahrlich sind und schlie3lich durch die Viramie zum Versterben durch

ADV-assoziiertes Multiorganversagen fuhren.
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4.6. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ADV-Infektionen bei
padiatrischen Patienten nach allogener Stammzelltransplantation weiterhin mit
einer hohen Inzidenz verbunden sind und zu schweren Infektionsverlaufen bis
hin zu todlichen Multiorganversagen fuihren konnen. Erfreulicherweise konnte
die ADV-Infektion beim Groliteil des Patientenkollektivs, trotz vieler zusatzlich
bestehender Risikofaktoren, kontrolliert werden. Das Medikament der Wahl ist
hier Cidofovir, das in nahezu allen Fallen eine zuverldssige Senkung der
Viruslast gezeigt hat. Eine Mortalitatssenkung durch Cidofovir konnte ebenfalls
beobachtet werden. Das Behandlungs- bzw. Therapieschema der Tubinger
Universitats-Kinderklinik (siehe 1.4.5.) hat sich bewahrt und sollte auch in
Zukunft fur die Behandlung der ADV-Infektion nach Stammzelltransplantation
angewandt werden. Obwohl die zusatzliche Immunsuppression bei auftretender
GvHD die Therapie mit Cidofovir in ihrer Wirksamkeit nicht zu beeinflussen
scheint, sollten immunsuppressive MalRBhahmen trotzdem reduziert werden, da
sie zu einer Aggravation der ADV-Infektion im Sinne eines Anstiegs der ADV-
DNA-Kopienzahl im peripheren Blut fihren kénnen. Wie aus der Korrelations-
analyse hervorgeht, korrelieren hohe Viruslasten vor allem mit einer Steigerung
der Leberenzyme GOT und GPT, welche in den einzelnen Patientenverlaufen
auch sehr empfindlich auf die Schwankungen der Viruslast im Blut reagierten.
Fir die Zukunft kdnnen diese Laborparameter beispielsweise als pradiktive
Werte fur die ADV-Infektion fungieren, aber auch als Marker fir die Beurteilung
der Krankheitsaktivitat. Nicht zu Letzt soll an diesem Punkt noch einmal die
Wichtigkeit der Echtzeit-PCR fir die quantitative Messung der ADV-DNA-Last
im peripheren Blut der Patienten betont werden. Als Basis dieser Arbeit
ermdglichte uns das in der Vergangenheit angewandte PCR-Verfahren die
Erstellung einer breiten und detaillierten Korrelationsanalyse verschiedener
Laborparameter, die Beobachtung der Krankheitsaktivitdt und schliel3lich auch
eine sehr genaue Analyse und Beurteilung der spezifischen antiviralen Therapie
mit Cidofovir.
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Die vorliegende Arbeit soll mit den positiven Ergebnissen der Cidofovir-
Therapie und den Mdglichkeiten, die mit dem Verfahren der Echtzeit-PCR
eroffnet werden, als weiterer Ausgangspunkt fur zukinftige kontrollierte,
randomisierte Studien stehen, um ADV-Infektionen bei Kindern nach aSZT

noch besser kontrollieren und therapieren zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung

Arbeitshypothese und Fragestellung:

ADV-Infektionen nach allogener Stammzelltransplantation sind jeher mit
erhohter Morbiditdt und Mortalitat, insbesondere bei padiatrischen Patienten
assoziiert. Aus der Vergangenheit existieren zahlreiche Studien Uber
Symptome, Komplikationen, Therapiemaflinahmen und klinischen Outcomes bei
diesen Patienten. Der Darstellung einzelner Infektionsverlaufe der Patienten
anhand ihrer ADV-DNA-Kopienzahl im Blut (per Echtzeit-PCR gemessen),
wurden diverse laborchemische Parameter, Symptome, Komplikationen und
spezifische Therapiemalinahmen mit dem Virustatikum Cidofovir gegenuber-
gestellt. Das Ziel dieser Arbeit lag darin, Korrelationen zwischen Viruslast und
verschiedener Parameter darzustellen und schlief3lich auch die Wirksamkeit der
antiviralen TherapiemalRnahmen zu beurteilen. Es sollte demonstriert werden,
ob die Risikofaktoren und Infektionsverlaufe der Patienten mit Beobachtungen
aus der Vergangenheit Ubereinstimmen und ob die Anwendung von Cidofovir
tatsachlich einen therapeutischen Effekt in Bezug auf die ADV-Infektion hat und
sich moglicherweise durch Faktoren wie zusatzliche Immunsuppression

beeinflussen lasst.

Methodik:

Im Zeitraum vom 1.01.2005 bis zum 31.12.2011 wurden in der Klinik fir Kinder-
und Jugendmedizin des Uniklinikums Tubingen 336 Kinder einer allogenen
Stammzelltransplantation unterzogen. Im weiteren Verlauf entwickelten 33
dieser Patienten (9,8%) eine systemische ADV-Infektion. Fir jeden Patienten
wurden retrospektiv die Viruslasten anhand der ADV-DNA-Kopienzahl pro ml
Blut und 12 weitere laborchemische Parameter ermittelt, aus denen dann mit
unterschiedlichen statistischen Verfahren Korrelationskoeffizienten berechnet
wurden. Die spezifische Cidofovir-Therapie und die zusatzliche Gabe von
Immunsuppressiva wurden in einem gesonderten Teil fur jeden Patienten in

Bezug zum Verlauf der Viruslast gesetzt. Schlie3lich erfolgte eine grafische
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Darstellung weiterer Parameter, wie Symptome, Komplikationen und Ko-
infektionen wahrend des ADV-positiven Zeitraums.

Ergebnisse:

Folgende signifikante Korrelationskoeffizienten wurden ermittelt:

Viruslast /GOT=0,973; Viruslast/GPT=0,961; Viruslast/LDH=0,956. Angesichts
der Therapie mit Cidofovir konnte die ADV-Infektion bei 81% der Patienten
kontrolliert werden. Insgesamt wurde ein zuverlassiger viruslastsenkender
Effekt von Cidofovir bei 94% der Patienten beobachtet. Eine Wirkungs-
abschwachung der Cidofovir-Therapie durch zusatzliche Immunsuppressiva
konnte mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Andererseits kam
es bei Dosissteigerung oder Neuansetzen von Immunsuppressiva zum Anstieg
der ADV-DNA-Kopien im Blut der Patienten und Aggravation der ADV-Infektion.
Haufigste klinische Manifestationen wahrend der ADV-Infektion waren: hohes
Fieber (82%), Diarrhoe/Enteritis (64%), Ubelkeit und Erbrechen (76%).
6 Patienten verstarben wahrend der akuten ADV-Infektion. Die ADV-assoziierte

Mortalitatsrate lag somit trotz Cidofovir-Therapie bei 19%.

Schlussfolgerung:

Die Anwendung der Echtzeit-PCR fur die quantitative Messung der ADV-DNA-
Last hat sich in dieser Arbeit als unverzichtbares Werkzeug herausgestellt und
bietet eine Reihe an Mdoglichkeiten fur Diagnosestellung, Beobachtung und
Beurteilung individueller Infektionsverlaufe. Das Virustatikum Cidofovir hat sich
in diesem Patientenkollektiv als sicheres und effektives Therapeutikum der
ADV-Infektion nach aSZT bei padiatrischen Patienten prasentiert. Fir den
zukunftigen Kklinischen Alltag kdnnen die Transaminasen unterstitzend als
pradiktive Marker fungieren und somit Aussagen Uber Aktivitat und Schwere der
ADV-Infektion erlauben. Es werden trotzdem noch groRer angelegte
prospektive Studien bendtigt, um die Ergebnisse dieser Arbeit in Bezug auf die
Wirksamkeit von Cidofovir und eventuellem Einbeziehen der Transaminasen als

pradiktive Marker weiterhin anwenden zu kénnen.
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