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Deutsche Zusammenfassung

Einleitung

Es ist das Ziel dieser Studie, ein neu entwickeltes Bewertungssystem (MiSOT-I Score) zur
Erfassung  unerwlnschter  Wirkungen einer Therapie mit mesenchymaler
Stammzelltherapie nach Lebertransplantation retrospektiv zu validieren. Dieser Score soll
kinftig im Rahmen einer Phase-l Studie der MiSOT Arbeitsgruppe (Mesenchymal Stem
Cells in Solid Organ Transplantation) angewandt werden. MiSOT wurde als internationale
Arbeitsgemeinschaft gegrindet, um eine effektive Zusammenarbeit wissenschaftlicher
Gruppen, die sich mit den klinischen Anwendungsmoglichkeiten mesenchymaler
Stammzellen (MSC) im Kontext von Organtransplantationen beschaftigen, zu
gewahrleisten. Mesenchymale Stammzellen haben in diversen Studien in vitro und in vivo
immunmodulatorische Eigenschaften aufgewiesen. In Versuchen mit kleinen Tieren
konnte bereits bei einer Kombination von MSC mit subtherapeutischen Dosierungen von
klassischen Immunsuppresiva eine verlangerte Uberlebenszeit eines Organtransplantates
nachgewiesen werden. Es ist daher das erklarte Ziel von MiSOT, =zellulare
Stammzellpraparate (MSC oder die eng verwandten MAPCs - Multipotent Adult Progenitor

Cells) in die Transplantationsmedizin als erganzende Therapiemdglichkeit einzufihren.

Hintergrund dieses Ziels und der intensiven Forschungen auf dem Gebiet der MSC sind
die - zwar klinisch zufriedenstellenden, aber jedoch sehr nebenwirkungsbelasteten -
herkdbmmlichen immunsuppressiven Behandlungsverfahren zur Verhinderung einer
AbstoRungsreaktion nach einer Organtransplantation. Die immunsuppressive Wirkung
eines zellularen Therapieregimes hat somit als potentiell ergdnzende Therapie in den

letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. So kénnten hierdurch die Dosis und



somit zugleich auch die Nebenwirkungen der klassischen medikamentosen Therapie
reduziert werden.

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurde von der Arbeitsgruppe MiSOT eine Phase-l Studie
initiiert, bei der MAPCs nach allogenen Lebertransplantationen angewendet werden
sollen. Primare Zielsetzung der Studie war es, eine gut durchfuhrbare und klinisch

unbedenkliche Therapie zu entwickeln.

Der MiSOT-I Score soll somit dazu dienen, das Nebenwirkungsprofil der MAPCs maglichst
sensitiv zu erfassen. Da bestimmte unerwinschte Ereignisse jedoch auch bei der
herkdmmlichen medikamentdsen Therapie nach Lebertransplantationen auftreten kdnnen
- und somit eine Nebenwirkung der MAPCs vortauschen koénnten - , wurden zur
Validierung des MiSOT-I Score nur Patienten, die ausschlieBlich die herkdmmlichen
immunsuppressiven Therapieregimes erhielten, in dieser Studie retrospektiv ausgewertet.
Es wurden zudem nur Ereignisse berucksichtigt, die anhand der in vitro - Erfahrung von

MAPCs in der klinischen Anwendung ebenfalls potentiell zu erwarten sind.



Methodik

Datenerfassung: Im Vorfeld der Studie wurde die Genehmigung der Ethikkommission der

Universitat Regensburg eingeholt, die eine Ausflihrung der Untersuchung genehmigte.
Anschlielend wurde eine vollstandige Liste mit allen Patienten, die im Zeitraum von Juli
2004 bis Dezember 2010 am Universitatsklinikum Regensburg lebertransplantiert wurden,
von der Abteilung flr elektronische Datenverarbeitung in pseudonymisierter Form
bereitgestellt. Ausgeschlossen wurden Patienten, die eine Leberlebendspende oder ein
sekundares Lebertransplantat im Verlauf ihrer Erkrankung erhielten sowie HIV-positive
Empfanger oder Patienten, die alter als 65 bzw. jinger als 18 Jahre waren. Somit blieben
fur die Studie 187 Patienten, deren Daten mittels klinischer Software (SAP und
Metavision) erfasst und mit IBM SPSS 18.0 statistisch weiterverarbeitet wurden.
Zusatzliche klinische Informationen der Online - Datenbank von Eurotransplant wurden
ebenfalls berucksichtigt.

Die Daten wurden anschlieBend anhand des in dieser Studie vorgestellten,
standardisierten Bewertungsbogens (MiSOT-I Score) ausgewertet. Dieser Score ist in

seiner vollstandigen Fassung auf Seite 34 zu finden.

Der MiSOT-I Score: Der standardisierte Bewertungsbogen wurde entwickelt, um nicht zu

tolerierende, unerwinschte Ereignisse einer MAPC Therapie nach einer
Lebertransplantation zu erfassen. Bei der Wahl der Auswertungsparameter wurde auf die
Erfahrung praklinischer Studien zurickgegriffen, die bereits bezlglich der Therapie mit
mesenchymalen Stammzellen zu wertvollen Erkenntnissen gelangt sind. Anhand dessen
wurden drei unabhangige Modalitaten (Gruppierung von Parametern) definiert. Jede
Modalitat besteht aus klinischen Parametern, die die potentiell kritischen Aspekte einer

MAPC-Therapie widerspiegeln und mdglichst umfassend und sensitiv die jeweilige



Modalitat reprasentieren. Im Rahmen der kinftigen Phase-l Studie mit MAPCs soll die
erste Dosis des zellularen Praparates intraportal verabreicht werden. Da die Zellen somit
als erstes die Leber passieren, ist im Falle einer unerwinschten Wirkung des Praparates
mit einer Leberbeteiligung zu rechnen. Aufgrund dessen wurde die Intraportal/Infusional
Toxicity (unerwunschtes Ereignis in der Leber) als eine Modalitat definiert. Die zweite
Dosis der MAPCs soll intravends injiziert werden. Da in diesem Fall die Zellen als erstes
den Lungenkreislauf durchlaufen bevor sie sich im restlichen Korper verbreiten, wurde die
pulmonary Toxicity (unerwunschtes Ereignis in der Lunge) als weitere Modalitat bestimmt.
Als dritte Modalitat komplettiert die systemic Toxicity (systemisches bzw. anaphylaktisches
Ereignis) das Gerust des MiSOT-I Score, um eine potentielle immunologische Reaktion
auf die MAPCs widerzuspiegeln.

Fir die jeweiligen Parameter innerhalb einer Modalitat wurden Werte von 0 bis 3 definiert.
Ein Wert von 0 impliziert keine unerwlnschte Wirkung. Werte von 1 bis 2 spiegeln eine
klinisch noch zu tolerierende Nebenwirkung wider, wahrend der Wert 3 ein nicht zu
tolerierendes, unerwinschtes Ereignis einer MAPC Therapie darstellt. Der Grad des
unerwunschten Ereignisses wird somit objektiv durch ein Zahlenergebnis (score)
abgebildet. Hierbei werden die entsprechenden Zahlenwerte innerhalb einer Modalitat
nicht kumulativ addiert, sondern der maximal ermittelte score (0-3) innerhalb einer
Gruppierung von Parametern als Grad der Schadlichkeit einer Modalitat angesehen. So
wurden fur jeden Patienten drei unabhangige scores (entsprechend den drei Modalitaten)
ermittelt.

Um die Entwicklung des scores und somit den Verlauf des Nebenwirkungsprofils
widerzuspiegeln, wurde jeder Patient am ersten, am vierten und am zehnten Tag

untersucht.



Die Parameter der Modalitét ,,Pulmonary Toxicity“: Bei der Beurteilung der Lungenfunktion

wurden eine Vielzahl an praklinischen Studien analysiert sowie die fachliche Expertise von
Kollegen der Anasthesie eingeholt. Schliellich wurden drei klinische Parameter, die am
besten dazu geeignet sind, retrospektiv ein unerwinschtes Ereignis in der Lunge objektiv
zu erfassen, festgelegt. Der erste Parameter ist der Horovitz - Quotient, der aus dem
inspiratorischen Sauerstoffanteil und dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck gebildet wird.
Er dient vor allem dazu, in Kombination mit einem Rontgen Thorax ein mogliches ARDS
(acute respiratory distress syndrome) zu erfassen bzw. auszuschlieBen. Als zweiter
Parameter wird die postoperative Entwohnungsphase von einer Intubation erfasst. Dabei
ist entscheidend, ob und, im zutreffenden Fall, wann der Patient postoperativ nach
erfolgter Extubation wieder intubiert werden muss. Als dritter und letzter Parameter ist das

Vorliegen einer Lungenembolie gemaf den Europaischen Leitlinien definiert.

Die Parameter der Modalitit ,Intraportal/Infusional Toxicity”: Da die erste Dosis des

zellularen Praparates direkt intraportal injiziert wird, sollte der MiSOT-I Score ein
vaskulares Ereignis in der Leber madglichst sensitiv erfassen. Als potentielles Ereignis
wurde vor allem eine Stenosierung eines hepatischen GefalRes antizipiert. Aufgrund
dessen wurde bei der Wahl der Parameter dieser Modalitat ein besonderer Fokus auf die
Beurteilung der Leberperfusion, also der vendsen und arteriellen Durchblutung, gelegt.
Dabei spielt als klinisches Untersuchungsverfahren der Duplex Ultraschall, der nach
erfolgter Lebertransplantation unmittelbar postoperativ standardmalig bei Patienten
durchgefuhrt wird, eine entscheidende Rolle. Es gilt also, per Duplex Ultraschallverfahren
erste Anzeichen einer Stenosierung bis hin zu einem vollstandigen Verschluss eines
Gefalies zu erfassen. In Absprache mit dem Ultraschallzentrum des Universitatsklinikums
Regensburg wurden dementsprechend folgende Parameter festgelegt: Die maximale

Flussgeschwindigkeit der Vena Portae (PVV), der Resistenz Index (RI) sowie die



systolische Beschleunigungszeit (SAT) der Arteria Hepatica und zuletzt das Flussmusster
und die Offenheit der Venae hepaticae.

Auch wenn der Duplex Ultraschall stark von den individuellen Fahigkeiten sowie
Erfahrungswerten des Untersuchers abhangig ist, wurde dieses Verfahren fir am ehesten

geeignet und praktikabel befunden.

Die Parameter der Modalitat ,Systemic Toxicity“: Zur Beurteilung des systemischen

Nebenwirkungsprofils einer MAPC Therapie ist eine potentielle anaphylaktische Reaktion
auf das zellulare Praparat von Interesse. Eine allergische Reaktion durch klinische
Parameter zu objektivieren, stellt vor allem mit retrospektiven Daten, anhand deren der
MiSOT-I Score validiert wurde, eine Herausforderung dar. Prospektiv steht hierbei primar
die direkte klinische Beurteilung eines erfahrenen Arztes im Vordergrund. Um jedoch auch
retrospektiv ein systemisches Ereignis zu erfassen, welches nicht klar als solches
dokumentiert wurde, wurde eine plotzlich eintretende Hautreaktion sowie ein akut erhdhter
Bedarf an vasokonstriktiven Medikationen oder mechanischer Beatmung als hinreichender
Hinweis auf eine systemisch allergische Reaktion angesehen.

Hierzu wurde auf die Patientenunterlagen der Intensivstation sowie auf die

Pflegeprotokolle zurlckgegriffen.

Welche klinischen Werte und Grenzen der jeweiligen Parameter einem score von 0 bzw.

1,2,3 entsprechen, kann zu jeder Modalitédt im Detail dem MiSOT-I Score auf Seite 34

entnommen werden.

Etablierung eines Vergleichskollektivs: Um in fortgeschrittenen Studienphasen erste

Hinweise auf eine Wirksamkeit der zellularen Therapie mit MAPCs zur erfassen, wurde

diese Dissertation auch zur Etablierung eines Vergleichskollektivs genutzt. Die 187



Patienten wurden dafur retrospektiv im Hinblick auf das absto3ungsfreie Zeitintervall nach
erfolgter Immunsuppression gemaf standardisierter Therapieschemata untersucht. Es
wurde zwischen Patienten, die Calcineurin Inhibitoren oder Sirolimus (CNI-Gruppe) als
primare Immunsuppression erhielten, und Patienten mit einem anderweitigen
immunsuppresiven Schema (CNI-freie Gruppe) unterschieden. Hierzu wurde eine Kaplan-

Meier Kurve erstellt, die die ersten 365 postoperativen Tage der Patienten bertcksichtigt.



Ergebnisse

Analyse des MiSOT-/ Score: Im Hinblick auf die kinftige Phase-I Studie von MiSOT, in der

der hier vorgestellte MiSOT-/ Score seine Anwendung finden wird, sind vor allem die nicht
zu tolerierenden, klinisch unerwinschten Ereignisse (also solche, die einen score von 3

Punkten hervorbrachten) von ausschlaggebender Bedeutung.

Am ersten Tag wiesen innerhalb der Modalitat Pulmonary Toxicity 2,9% der Patienten 3
Punkte auf. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich indessen eine leicht erhdhte Rate an Grad 3 -
Ereignissen von 3,5% am 4. Tag, wahrend am 10. postoperativen Tag keine derartigen

Ereignisse anhand der gegebenen Parameter dokumentiert wurden.

Bezuglich des leberspezifischen Nebenwirkungsprofils (Modalitat Intraportal/Infusional
Toxicity) zeigten 2% der Patienten einen score von 3 Punkten am ersten Tag bzw. 1,3%
am 10 Tag. Am 4. Tag wies keiner der Patienten ein nicht zu tolerierendes, unerwinschtes

Ereignis auf.

Bei der Analyse der systemischen Ereignisse (Modalitat Systemic Toxicty) wurde lediglich
am ersten Tag in einem Fall ein anaphylaktisches Geschehen (entspricht einem score von

3) errechnet. An den Tagen 4 und 10 konnte kein Grad 3 - Ereignis ausgemacht werden.

Es bleibt also festzuhalten, dass nicht zu tolerierende nicht-tolerable schadliche Ereignisse
zu jedem postoperativen Zeitpunkt und im Rahmen aller drei Modalitaten stets unterhalb

einer Rate von 5% blieben.

Insgesamt wiesen 12 Patienten zu einem gegebenen Zeitpunkt im Rahmen einer
bestimmten Modalitat ein Grad 3 - Ereiginis auf. Um Charakteristika zu etablieren, die
potentiell mit einem solchen Ereignis in Zusammenhang stehen, wurden diese 12

Patienten mit den restlichen 175 Patienten hinsichtlich 11 Parametern verglichen. Es



konnte jedoch bei keinem der untersuchten Parameter eine signifikante Differenz der

beiden Gruppen festgestellt werden.

Analyse des Vergleichskollektivs: In der CNI-Gruppe wurde bei 72,9% der Patienten das

Lebertransplantat innerhalb des ersten postoperativen Jahres nicht abgestof3en, wahrend
die CNI-freie Gruppe eine abstollungsfreie Rate von 57,1% aufwies. Bei insgesamter

Betrachtung beider Gruppen waren 67,4% der Patienten im ersten Jahr absto3ungsfrei.



Diskussion

Ziel dieser Studie war es, ein neu entwickeltes Bewertungssystem (MiSOT-I Score)
zur Erfassung unerwinschter Wirkungen einer mesenchymalen Stammzelltherapie
nach Lebertransplantation retrospektiv zu validieren. Dieser Score wird kunftig im
Rahmen einer Phase-lI Studie der Arbeitsgemeinschaft MiSOT seine Anwendung
finden.

Die Validierung fand an einer Kohorte von 187 Patienten statt, die im Zeitraum von
Juli 2004 bis Dezember 2010 am Universitatsklinikum Regensburg lebertransplantiert
wurden und dabei kein zellulares Therapieregime erhielten.

Der MiSOT-I Score wurde insbesondere im Hinblick auf die Erfassung klinisch
inakzeptabler Ereignisse, wie z.B. einer Lungenembolie, einer Stenose der Vena
Portae, oder einer anaphylaktischen Reaktion, entwickelt. Diese, hier als Grad 3
definierten, Ereignisse Uberstiegen zu keinem Zeitpunkt und bei keiner der drei
unabhangigen Modalitaten eine Rate von 5 % des Patientenkollektivs. Dies ist
koharent mit aktuellen Studien, die bei den genannten kritischen postoperativen
Ereignissen im Kontext von Organtransplantationen von einer GréRenordnung von
ca. 5 % sprechen. So treten lungenspezifische Ereignisse, wie eine Lungenembolie
oder ein ARDS, bei 0,37% bzw. 5,5% auf. Ahnlich verhalt sich die Studienlage bei
leberspezifischen Ereignissen. Ein Verschluss der Vena Portae, der Arteria Hepatica
oder der Venae Hepaticae treten in 2,6% bzw. 3,2%, 1,5% der Falle auf.
Anaphylaktische systemische Reaktionen nach einer Organtransplantation werden in
der Literatur nur vereinzelt beschrieben. Dies entspricht ebenfalls den Ergebnissen
dieser Studie.

Die insgesamt 12 Patienten, die in mindestens einer der Modalitaten zu einem

bestimmten Zeitpunkt ein Grad 3 - Ereignis aufwiesen, wurden weiterhin auf

10



mogliche mit Grad 3 in Zusammenhang stehende Charakteristika untersucht. Ziel
dieser Untersuchung war es, Patientencharakteristika (wie z.B. Alter, Geschlecht,
Blutgruppe etc. — siehe Seite 39) als potentielle Risikocharakteristika zur Entwicklung
eines Grad 3 - Ereignisses hervorzuheben. Somit kdnnte in der kinftigen Phase-I
Studie von MiSOT ein patientenspezifisches Risikoprofil etabliert werden. Zudem
konnte man Patienten mit einem hohem Risiko bereits im Vorfeld aus der Studie
ausschlie®en. Es wurden allerdings keine signifikanten Assoziationen festgestellt,
auch wenn dies anhand diverser Studien durchaus zu erwarten war. Eine mdgliche
Erklarung hierfur ist das sehr kleine Vergleichskollektiv von nur 12 Patienten, das
eine Identifikation signifikanter Charakteristika statistisch erschwert. Zudem waren
die Einschlusskriterien dieser Studie sehr streng, wodurch bestimmte
Charakteristika, wie z.B. hohes Alter, nur in sehr begrenztem Male einer

Untersuchung zuganglich waren.

Die primare Einschrankung dieser Studie lag in der Begrenztheit der Daten, die
retrospektiv erfassbar waren. Gerade zu Beginn des untersuchten Zeitfensters von
6,5 Jahren (v.a. 2004) wurden Patientendaten nicht so konsequent und bestandig
elektronisch festgehalten wie am Ende des Zeitintervalls (2010). Dennoch, in
Anbetracht fehlender alternativer Datensatze, sind die hier erfassten Daten als bester
Vergleich fur MiSOT-I und weitere Studien, die mesenchymale Stammzellen klinisch

einsetzen wollen, anzusehen.

Ob sich eine mesenchymale Stammzelltherapie tatsachlich im Kontext von
Lebertransplantationen als unbedenkliche Erganzung zu den etablierten
immunsuppresiven Verfahren erweist, bleibt abzuwarten. Dennoch scheint der

MiSOT-I Score ein geeignetes Bewertungssystem zur Erfassung des

11



Nebenwirkungsprofils der MAPCs (Multipotent Adult Porgenitor Cells) in der Phase-|
Studie von MiSOT, zu sein. Die nicht zu tolerierenden, unerwlnschten Ereignisse
(Grad 3 - Ereignis) blieben zu jedem postoperativen Zeitpunkt und im Rahmen aller
drei Modalitaten stets unterhalb einer Rate von 5%. Die Wahrscheinlichkeit also,
dass im Rahmen der klinischen Anwendung von MAPCs ein einzelnes Grad 3 -
Ereignis auf das zellulare Praparat zurtuckzufuhren ist, liegt bei 95%. Mit einer
Wahrscheinlichkeit von mehr als 99,75% kdnnen somit zwei aufeinanderfolgende
Grad 3 - Ereignisse mit Sicherheit den infundierten Stammzellen zugeordnet werden.
Aufgrund dessen wurden zwei Grad 3 - Ereignisse als Abbruchkriterium der Phase-|

Studie von MiSOT definiert.
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Abstract (249 words)

Background: Cellular therapy after organ transplantation is emerging as an
intriguing strategy to achieve dose reduction of classical immunosuppressive
pharmacotherapy. Here, we introduce a new scoring system to assess treatment-
emergent adverse events (TEAEs) of adherent stem cell therapies in the clinical
setting of allogeneic liver transplantation (e.g. the MiSOT-I trial Eudract CT:
200901779525).

Methods: The score consists of three independent modalities (set of parameters)
that focus on clinically relevant events early after intravenous or intraportal stem cell
infusion: pulmonary toxicity, intraportal-infusional toxicity and systemic toxicity. For
each modality, values between 0 (no TEAE) and 3 (severe TEAE) were defined. The
score was validated retrospectively on a cohort of n=187 recipients of liver allografts

not receiving investigational cell therapy between July 2004 and December 2010.

These patients represent a control population for further trials. Score values were
calculated for days 1, 4 and 10 after liver transplantation.

Results: Grade 3 events were most commonly related to the pulmonary system
(3.5% of study cohort on day 4). Almost no systemic-related TEAEs were observed
during the study period. The relative frequency of grade 3 events never exceeded 5%
over all modalities and time points. A subgroup analysis for grade 3 patients provided
no descriptors associated with severe TEAEs.

Conclusion: The MiSOT-| score provides an assessment tool to score specific
adverse events that may occur after adherent stem cell therapy in the clinical setting

of organ transplantation and is thus a helpful tool to conduct a safety study.
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Background

The results of solid organ transplantation as definitive treatment for end-stage
disease of the liver (e.g. cirrhosis and metabolic decompensation) and other organs
are clinically satisfactory [1]. However, the overall success of organ transplantation
as a curative therapy is still hampered by the need for life-long immunosuppressive
treatment of the recipient to control graft rejection. Standard-of-care
immunosuppressive pharmacotherapy has a variety of drug-specific unwanted
effects, such as the neurotoxicity of tacrolimus or the renal toxicity of ciclosporin [2].
Moreover, immunosuppressants increase the recipient’'s risk of cancer [3] and
opportunistic infections [4]. Immunomodulatory cellular therapy as an adjunct to
classical pharmacotherapy has emerged as an intriguing strategy to achieve dose
reductions of immunosuppressive drug therapy.

Multipotent adult progenitor cells (MAPCs) are bone marrow derived [5], adherent

stem cells which are closely related to mesenchymal stem cells (MSC) [6] and have
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been shown to have immunosuppressive functions in vitro and in vivo [7]. MAPCs
and MSCs effectively prolong allograft survival in small animal models when
combined with otherwise subtherapeutic doses of suitable immunosuppressants,
such as mycophenolate [8, 9]. Building on this body of preclinical evidence, we have
initiated a phase | study (MiSOT-I study, Eudract CT no. 200901779525) to apply
MAPCs after allogeneic liver transplantation (LTx) [10]. The primary endpoints of the
MiSOT-I study will be safety and feasibility of MAPC infusions.

In the current paper, we introduce a scoring system designed to evaluate treatment-
emergent adverse events (TEAEs) of intravenous and intraportal infusions of MAPCs
after liver transplantation. Since similar events (mimicking “toxicity”) can also occur
without cell therapy in LTx recipients, we validated the score in 187 recipients of liver

allografts not receiving investigational cell therapy. We only focused on events that

we anticipate to be specific for adherent stem cell therapy in this clinical setting.
Hence, the current analysis outlines the background against which the toxicity of new
cellular therapies has to be evaluated. The future objective of cell therapy after solid
organ transplantation will be to establish the immunological efficacy of the cell
product. Therefore, we also used the current analysis to establish a retrospective
control group that will allow us to collect first evidence of the immunological efficacy

of MAPC therapy after LTx.
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Methods

Patients

One hundred and eighty seven patients who had received an allogeneic liver graft in
our tertiary referral center between July 2004 and December 2010 were included in
this retrospective analysis. Recipients of living-related grafts, patients who received a
secondary liver graft during the entire course of their disease, HIV-positive recipients
and patients older than 65 or younger than 18 years of age were excluded from the
analysis (fig. 1). We have obtained ethical approval for this retrospective analysis
from the local ethics committee (Ethikkommission der Universitat Regensburg, No.
10-101-0244). Since patient data was only analyzed in a pseudonymous fashion, no

informed consent was requested.

Data Collection

All patients included were reviewed using a standardized score sheet that will also be
part of the MiSOT-lI case report form (fig. 2). Clinical information from the
Eurotransplant online database was also included. Additionally, the time to the last
rejection-free follow-up was recorded as an indicator for the efficacy of standard-of-
care immunosuppression. All data collected was stored and computed using IBM
SPSS 18.0 Statistics Software (SPSS, Chicago, IL, USA). Data consistency was

checked by a secondary investigator (BF, MHD).

Statistical Methods

Data analysis was carried out by a biostatistician (FZ). Proportions are presented as

frequency counts and percentages, along with the corresponding 95% confidence
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intervals following Wilson’s method [11]. Continuous data are summarized as mean
values and standard deviations. For comparison of two groups, Pearson’s chi-square
test was applied for categorical variables and the Mann-Whitney-U-Test for
continuous variables. Rejection-free survival times were estimated by Kaplan—Meier
analysis, and distributions between groups were compared by the log-rank test. All
reported p-values are two-sided, and a p-value of p=0.05 was considered the
threshold of statistical significance. Hazard ratios (HR) and corresponding 95%
confidence intervals (Cl) were calculated and considered statistically significant if the

Cl excluded 1.0. No adjustment for multiple testing was performed.

MiSOT-l Score

The MiSOT-I score was designed as a high-barrier score that excludes clinical
events that are clearly unacceptable TEAEs in phase I/ll development of adherent
stem cell products in patients after liver transplantation. Based on preclinical studies
with adherent stem cell therapy [12, 13] and observations made in a variety of early
trials with adherent stem cells in indications other than solid organ transplantation
[14, 15, 16], we defined three independent modalities (set of parameters) to reflect
potentially critical aspects of adherent stem cell therapy: pulmonary toxicity (first-pass
after intravenous injection), intraportal/infusional toxicity (first-pass after intraportal

infusion), and systemic toxicity (immune reaction after cell infusion).

For each of the parameters of the MiSOT-I score, values between 0 and 3 were
defined (fig. 2). A score of O implies no TEAE. Scores of 1 and 2 stand for
intermediate TEAEs, while a score of 3 indicates a clinically unacceptable severe

TEAE. In the prospective analysis of the MiSOT-I trial, a score of 3 will be considered

a dose-limiting toxicity event.
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Score values within a set of parameters were not cumulated so that the maximum
score in each set of parameters defined the total score for that modality. Thus, each
patient received three independent scores. To assess the clinical course of each
patient, toxicity scores were computed for day 1 (range of days, 0—1), day 4 (range of

days, 2—6), and day 10 (range of days, 8-12).

Pulmonary toxicity

Assessment of pulmonary toxicity was based on three parameters, i.e., the Horovitz
Quotient (HQ) (FiO2/Pa0,), the postoperative weaning from mechanical ventilation

and pulmonary embolism.

A HQ above 300 was defined as a score of 0, a HQ between 200 and 300
corresponded to a score of 1, and a HQ below 200 triggered further assessment of a
chest X-ray for pulmonary infiltrations. Bilateral infiltrates as assessed by a staff
radiologist corresponded to a score of 3 (equivalent to an acute respiratory distress
syndrome), whereas the absence of such resulted in a score of 2 (equivalent to an
acute lung injury) [17].

The course of postoperative weaning from mechanical ventilation was assessed as
follows: Successful extubation without the need for reintubation within the first 48
hours was assigned a score of 0 [18, 19]. Reintubation within 48 hours after
extubation was assigned a score of 2, and reintubation more than 48 hours after

extubation within the first 5 postoperative days was assigned a score of 3.

The occurrence of CT-proven pulmonary emboli was assessed in accordance with
European consensus guidelines [20]. A positive finding was defined as a score of 3,

whereas the constellation of elevated D-Dimers (20.5 mg/L), dyspnea (tachypnea
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=220/min), tachycardia (>100/min), and hypotonia (systolic blood pressure < 90 mmHg

or a pressure drop of 240 mmHg for >15 min) was assigned a score of 1.

Intraportal/infusional toxicity

The assessment of intraportal toxicity was based on hepatic duplex ultrasound
results. The included parameters were as follows: the maximum portal venous
velocity (PVV), the resistance index (RI) and systolic acceleration time (SAT) of the

hepatic artery, and finally the flow pattern and patency of the hepatic vessels.

If the PVV was equal to or greater than 15 cm/s a score of 0 was assigned. A PVV
between 0 cm/s and 15 cm/s resulted in a 2, whereas a score of 3 was allocated in
the case of portal venous occlusion (If a surgical problem was excluded: PVV = 0

cm/s, coherent post-stenotic flow acceleration, and clinical judgement) [21, 22].

If the Rl ranged between 0.5 and 0.8 a score of 0 was assigned. An Rl above 0.8 but
below 1 was given a score of 1. A Rl < 0.5 together with a SAT below 0.08s resulted
in a 2, whereas a score of 3 was allocated in the case of hepatic arterial occlusion (If
a surgical problem was excluded: Rl < 0.5 together with a SAT = 0.08s [23],

vasospasm indicated by a Rl = 1 [24], and clinical judgement).

Orthograde arterial blood flow and an open triphasic flow pattern of the hepatic veins
were given a score of 0. Limited blood flow in the hepatic veins (monophasic or
biphasic flow pattern without surgical impairment) [25] was assigned a score of 1. A
score of 3 was allocated in the case of retrograde arterial blood flow, or an occlusion
of the hepatic veins (>50% stenosis without a surgical problem). Although Doppler
analysis is prone to inter- and intraobserver error, it was considered the best

available tool for the assessment of hepatic perfusion [26].
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Systemic toxicity

The assessment of systemic toxicity was based on intensive care unit and nursing
records. Any clinical finding implying an anaphylactic reaction was assigned a score
of 3. Shock was defined by the need for vasopressor treatment or mechanical
ventilation [27]. Any skin reaction was assigned a score of 1. The absence of
anaphylaxis or skin reactions corresponded to a score of 0. A score value of 2 was

not defined for this modality.

Rejection Analysis

The future objective of cell therapy after solid organ transplantation will be to
establish the immunological efficacy of the cell product. Therefore, we also used the
current analysis to determine the liver graft rejection-free survival of the patients in
our study cohort after standard-of-care immunosuppressive treatment. This data will
serve as a retrospective control group allowing us to collect any first evidence of the

immunological efficacy of our cell therapy protocol.

We compared the rejection-rates of patients who received calcineurin inhibitors
(ciclosporin A or tacrolimus) or sirolimus as their primary immusuppressive regimen
(group CNI) to the patients treated with CNI-free immunosuppression (group CNI-
free). We only retrospectively analyzed primary immunosuppression after liver
transplantation. Therefore, any secondary changes to the immunosuppressive
regimens were not taken into account. Rejection-free survival time of liver grafts was
calculated from the date of graft implantation to the date of acute graft rejection. We
differentiated between the following observation periods: day 0-10; day 0-30; day O-
90; day 0-365. Patients lost to follow-up and patients who died during the observation

period were censored. For the primary rejection analysis, only biopsy-proven acute
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graft rejections or death from acute rejection were considered events. In a secondary
rejection analysis, cortisone pulse therapy during the period on the intensive care unit

was additionally considered an event for acute graft rejection.
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Results

Study Cohort

A total of 314 patients from our institutional database were included in this analysis
(fig. 1). Patients who required a secondary liver graft in the course of their clinical
follow-up were excluded from the study (52/314; 16.6%), as were children below the
age of 18 or patients older than 65 years of age (51/314; 16.2%) and patients who
received a liver graft from a living donor (24/314; 7.6%). A HIV-positive status was
also considered an exclusion criterion, however there were no HIV-positive patients
among the initial 314 patients. Ultimately, 187/314 (59.6%) patients were included in
the analysis. 72.7% of the study population were men. The mean age was 50.6 years

(table 1).

Modality Analysis

All patients were reviewed using a standardized score sheet (fig. 2). For the
assessment of pulmonary toxicity, data for 187/187 patients (100%) was available on
day 1, 85/187 (45%) on day 4 and 41/187 (21.9%) on day 10. For
intraportal/infusional toxicity, data was retrieved for 152/187 patients (81.3%) on day
1, 113/187 (60.4%) on day 4 and 77/187 (41.2%) on day 10. Finally, for systemic
toxicity, data was available for all patients on days 1, 4 and 10. Table 2 shows the
score distribution for each of the three modalities on days 1, 4 and 10. At all time
points examined, the majority of analyzed patients revealed no TEAEs. At no time did

the frequency of severe TEAEs (grade 3) exceed 5%.
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Fig 3A illustrates the distribution of pulmonary events. The highest relative frequency
of grade 1 TEAEs (15/41; 36.6%) was observed on day 10, whereas grade 2 and 3
TEAEs were most frequently seen on day 4 (15/85; 17.6% and 3/85; 3.5%,
respectively). The distribution of intraportal/infusional events is shown in fig. 3B.
Grade 1 and 3 TEAEs were most frequent on day 1 (42/152; 27.6% and 3/152; 2%,
respectively), while grade 2 TEAEs occurred most often on day 10 (7/77; 9.1%).
Finally, fig. 3C outlines the distribution of systemic events. Grade 1 TEAEs occurred
in 1.1% of patients (2/187) on day 4 and 0.5% of patients (1/187) on day 10. A grade
3 event occurred on only one occasion, i.e., on day 1 in 1 patient (0.5%). All of the
remaining patients revealed no systemic-related TEAEs (186/187; 99.5% on days 1

and 10, 185/187; 98.9% on day 4).

Subgroup Analysis for Patients with Grade 3 Events

We further analyzed the subgroup of 12 patients who developed clinically
unacceptable severe TEAEs (grade 3 events) to identify clinical conditions typically
associated with such events. None of the 12 patients attained a score of 3 in more
than one modality. Moreover, no patient experienced grade 3 events on two different
days within a single modality. The following clinical events were responsible for grade
3 TEAEs: one patient experienced a pulmonary embolism on day 1; two patients
were reintubated within the first 5 postoperative days after an extubation period >48
h; three patients developed acute respiratory distress syndrome on day 1 and one on
day 4; one patient had a portal venous occlusion on day 1; two patients experienced
a hepatic arterial occlusion on day 1; one patient suffered an occlusion of the hepatic
veins on day 10, and one patient had an anaphylactic shock on day 1. To determine

which patient characteristics are associated with severe TEAEs and to develop
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hypotheses for the early detection of these patients, the group of 12 patients with
grade 3 TEAEs was compared with the remaining 175 patients. However, none of the
parameters analyzed revealed a significant difference between the two groups (table

3).

Rejection-free Survival

For the assessment of the liver graft rejection-free survival, data was available for
185/187 patients (98.9%). One patient died prior to first immunosuppressive
treatment. For the other patient, it was not possible to accurately determine the
primary immunosuppression after LTx retrospectively. As secondary changes to the
immunosuppressive regimen and special patient characteristics (e.g. renal failure,
high MELD scores) were not considered, the calculated rejection-rates cannot be
considered to have prospective impact. However, as a best available retrospective
group, this data will be valuable to establish any first efficacy of MAPC therapy.
Among the 129 patients of the CNI-group, 94 (72.9%) did not reject their grafts
(biopsy-proven) and were thus rejection-free during a follow-up period of 365 days.
56 patients were treated with CNI-free immunosuppression. These patients were
mainly patients with particularly high MELD scores and pronounced renal
impairment. 32 of these patients (57.1%) did not experience acute rejection during
clinical follow-up (HR=1.96, 95%CI: [1.17;3.30], p=0.01). The total rejection-free
survival of all patients regardless of immunosuppressive treatment (also including the
two dropouts) was 67.4% (126/187) (fig. 4). In the early postoperative phase until
day 10, only 5/129 (3.9%) of the CNI-treated patients rejected their liver graft,
compared to 5/56 (8.9%) patients in the CNI-free group (HR=2.41, 95%CI:

[0.70;8.32], p=0.17). A comparison on day 30 (12.4% vs. 33.9%: HR=3.09, 95%CI:
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[1.59;6.01], p<0.01) and day 90 (22.4% vs. 42.9%: (HR=2.36, 95%CI: [1.37;4.06],
p<0.01) emphasized the difference between the two patient collectives.

Finally, a secondary retrospective rejection analysis was performed that also
considered the application of a cortisone pulse therapy during the ICU-period as an
indicator of suspected and treated acute graft rejection. This analysis revealed an
additional eight cases (6 CNI vs 2 CNI-free) of non-biopsy—proven acute graft
rejection with the cortisone bolus as the only indicator of an acute liver graft rejection.
All of these events occurred within the first 30 post-operative days, increasing the
rejection rate for the CNI group from 12.4% (16/128) to 17.1% (22/129), and for the

CNI-free group from 33.9% (19/56) to 37.5% (21/55).
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Discussion

The objective of this study was to retrospectively validate a newly designed scoring
system for TEAEs of liver-directed adherent stem cell therapy after liver
transplantation (fig. 2). This score will be used in an approved phase-| study (MiSOT-
[). The validation was conducted retrospectively in a cohort of 187 recipients of liver

allografts who did not receive investigational cell therapy.

The majority of the study population showed no TEAEs (score 0) in accordance with
the MiSOT-I score. This was expected, because the cut-off values of the score
parameters were chosen to be a high barrier for clearly unacceptable clinical events
in the further development of this and other stem cell therapies. For all modalities, the
relative frequency of severe TEAEs (score 3) did not exceed 5%. Previous studies
looking at comparable complications after organ transplantation have shown rates of
pulmonary embolism or acute respiratory distress syndrome of 0.37% [28] and 5.5%
[29], respectively. Also, portal venous occlusion, hepatic artery thrombosis, and
hepatic vein stenosis, which accounted for most of the intraportal/infusional grade 3
TEAES in our cohort, have reported rates of up to 2.6%, 3.2%, and 1.5% respectively
[30, 31].

By contrast, anaphylactic reactions (grade 3 parameter for systemic toxicity) are
extremely rare in the clinical setting of solid organ transplantation and have only been
described in single case reports of anaphylaxis following the administration of
cyclosporine or methylprednisolone [32]. When comparing the three modalities, the
highest relative frequency of a score of 3 was most often pulmonary-related (day 4 =
3.5%). This is consistent with previous studies suggesting a high rate of pulmonary
complications following orthotopic liver transplantation [29]. Systemic TEAEs were

the least frequent, which can be explained by the general low incidence of

27



Dillmann J. et. al. MISOT-I toxicity score

postoperative anaphylaxis [32]. Thus, in view of the grade 3 events in our cohort, the
results of this study confirm and further quantify the findings in the literature
concerning pulmonary, hepatic, and systemic function after deceased-donor liver

transplantation.

A further subgroup analysis for patients with grade 3 events failed to provide a
valuable hypothesis on which descriptors are associated with severe TEAEs (table
3). Previous investigations have shown that patients with alcoholic cirrhosis achieve
the same postoperative survival and complication rates as non-alcohol-related
transplantations [33]. However, for all remaining parameters, numerous studies show
that high age [34], male gender [35], non-A blood type of the recipient [35], low donor
creatinine or bilirubine [36], a long cold ischemia time [37], and a high MELD score
[38] all significantly correlate with an increased postoperative morbidity and mortality
rate after liver transplantation. Hence, a correlation between grade 3 TEAEs and any
of these parameters was expected but was not established in our cohort. A possible
explanation for this discrepancy is the difference in size of the two compared
subgroups (n=12 vs. n=175), although this was considered in the design of the
statistical analysis. Another reason for this observation may be the choice of
exclusion criteria (fig. 1), since most previous comparative studies included re-

transplanted patients and patients beyond 65 years of age.

Biopsy-proven rejection-free survival after non-living related orthotopic liver
transplantation was analyzed. Here, we grouped patients receiving CNI-free,
sirolimus-free, bottom-up immunosuppression (as will be used in the MISOT-I study)
against all other patients [39]. Patients who received ciclosporin A, tacrolimus, or
sirolimus as their primary immunosuppression presented with a rejection-free graft

survival rate of 72.9% after 365 days of follow-up (mean follow-up = 206.59 days).
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The non-CNI, non-sirolimus, bottom-up group presented with rejection-free survival
of 57.1% in comparison. Since time to biopsy-proven acute rejection will be a
secondary endpoint of the MiSOT-I trial, the analysis of the rejection time in the
present cohort can serve as a retrospective comparator—naturally with all bias and

shortcomings of such an analysis.

Unavailability of data and low data consistency over the analyzed time period was
the key limitation of this retrospective study. However, in the light of no other
available data, this study will still be the most valuable comparator for MiSOT-I and
other investigational phase | studies applying adherent stem cell therapies. No high-
risk patients for the elected events could be identified from our present cohort and,

therefore, we have no further means to exclude patient groups from MiSOT-I.

Conclusion

Whether adherent stem cell therapy is indeed inherently safe for all patients remains
to be determined. In any case, the current score appears suitable to identify
problems of adherent stem cell infusions, at least in the areas that we have included.
Since the frequency of grade 3 TEAEs in this retrospective analysis was never higher
than 5%, we may assume a probability of < 5% that complications that are identified
by this score are related to standard-of-care treatment after liver transplantation.
Consequently, in the clinical setting of the MiSOT-I study, in which we plan to
administer MAPCs to patients after liver transplantation, the probability of a single
event being stem-cell-related is greater than 95% and the probability of two
consecutive events being stem-cell-related is greater than 99.75%. Therefore, two

grade 3 events have been defined as a stopping rule for MiSOT-I.
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Figure Legends

Figure 1
Study population and exclusion criteria. N=187 patients are included out of an initial

patient collective of n=314.

Figure 2

Outline of the MiSOT-I score. Every modality is defined by a set of parameters. Each
parameter amounts to the designated score. The score values are not cumulative.
Thus the maximum score in a set of parameters defines the score of that modality.
SAT = Systolic Acceleration Time; ARDS = Acute Respiratory Distress Syndrome;
UKR = University Clinic Regensburg; PVV = Portal Vein Velocity; Rl = Resistive

Index; ICU = Intensive Care Unit

Figure 3
Score distribution. The relative frequency of each score value within the three
independent modalities at day 1, 4 and 10. The value above each bar indicates the

respective score value.

Figure 4

Kaplan-Meier Curve of rejection-free graft survival 365 days after liver transplantation
Patients with biopsy-proven acute graft rejection or patients who died due to an acute
rejection were considered events. Patients who died of other causes and patients lost

to follow-up were censored.

Table 1
Baseline patient characteristics. Gender and age of the patient collective included
(n=187).

Table 2

Score distribution. Relative frequency of each score value within the three

independent modalities (Cl = Confidence Interval).
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Table 3
Score 3 risk factor profile. Statistical analysis of potential parameters correlating with
the group of patients, who attained a score of 3 in one of the modalities (SD =

Standard Deviation).
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Figures

Figure 1 — Study Population and Exclusion Criteria

314 patients (= 100%) [total patient collective]

exclusion criteria 1
52 patients (=16.6%)

7

262 patients (= 83.4 %)

exclusion criteria 2
51 patients (= 16.2%)

7

211 patients (= 67.2 %)

exclusion criteria 3
24 patients (= 7.6 %)

e

187 patients (69.6 %)

exclusion critera 4
0 patients (= 0%)

e

187 patients included

criteria 1 = Patients who received a secondary
liver graft in the course of their follow up
criteria 2 = Age x > 65y ; x < 18y

criteria 3 = Living Donor
criteria 4 = HIV Positive
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Figure 2 — Outline of the MiSOT-I Score
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Figure 3 —Score Distribution

MISOT-I toxicity score
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Figure 4 — Rejection-free 1-year Liver Graft Survival
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Table 1 — Baseline Patient Characteristics (n=187)

5
X

male 136 72.7

Age (years) 50.64 9.78 19.75 64.92
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Table 2 —Score Distribution

MISOT-I toxicity score

day 1 day 4 day 10
Modality | Score y y y
n % (95% CI) n % (95% CI) n % (95% CI)
Total n 187 85 41
E 0 91 659 (57.7-73.3)| 47 553 (44.7-654)| 22 53.7 (38.7-67.9)
<
% 1 31 225 (16.3-30.1)| 20 235 (15.8-33.6) | 15 36.6 (23.6-51.9)
=
5' 2 12 87 (5.0-146) | 15 176 (11.0-271)| 4 9.8 (3.9-225)
o
3 4 29 (11-7.21) 3 3.5 (1.2-9.9) 0 0.0 (0.0 - 8.6)
Total n 152 113 77
3:' :f.l 0 98 645 (56.6-71.6)| 82 726 (63.7-79.9)| 59 76.6 (66.0-84.7)
|_
2
g Q 1 42 276 (21.1-352)| 25 221 (155-30.6) | 10 13.0 (7.2-22.3)
& n
(0'4 E 2 9 59 (3.1-10.9) 6 53 (2.5-11.1) 7 9.1 (4.5-17.6)
E Z
= 3 3 20 (0.07-5.6) 0 0.0 (0.0-3.3) 1 1.3 (0.2-7.0)
Total n 187 187 187
CEJ 0 186 99.5 (97.0-99.9) | 185 98.9 (96.2-99.7) | 186 99.5 (97.0-99.9)
L
(',', 1 0 0.0 (0.0-2.0) 2 1.1 (0.29-3.82) | 1 0.5 (0.09-2.97)
S-
n 3 1 0.5 (0.09-297)| O 0.0 (0.0-2.0) 0 0.0 (0.0-2.0)
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Table 3 — Score 3 Risk Factor Profile

n PARAMETER n SCORE # 3 n SCORE =3 P
187 Gender (% male) 175 71.4 12 91.7 0.128
187 Age (years) 175 50.4 12 53.8 0.328
(SD9.9) (SD 8.4)

175 Cold Ischemic Period 164 10:09 11 10:13 0.417
(Hours:Minutes) (SD 2:19) (SD 2:08)

183 Immunosuppression 171 65,7 12 83.33 0.342

(% including CNI)

187 Blood Type 175 45.7 12 58.3 0.397
(% Type A)

187 Blood Type 175 10.3 12 8.3 0.829
(% Type B)

187 Blood Type 175 35.4 12 33.3 0.883
(% Type O)
187 Alcoholic liver cirrhosis 175 36.6 12 33.3 0.822

as cause for LTx (%)

145 Last measured Gamma 137 55 8 73.75 0.343
GT of Donor (U/L) (SD 54.7) (SD 58.2)
148 Last measured Bilirubin 140 9.59 8 20.24 0.211
(total) of Donor (umol/l) (SD 11.3) (SD 22.7)
135 Last measured Alcalic 127 72.52 8 73.63 0.734
Phosphatase of Donor (SD 40.6) (SD 27.6)
(IU/L)
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