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1. Einleitung 

1.1. Übersicht über die akute myeloische Leukämie 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Neoplasie des 

hämatopoetischen Systems. Im Jahr 2006 ermittelte das Surveillance Epidemiology and 

End Results Institute (SEER) eine Inzidenz von 3,8/100.000/Jahr(Horner et al. 2006), 

wobei diese Zahlen zeigen, dass Männer deutlich häufiger betroffen sind als Frauen. 

Ferner nimmt die Auftrittswahrscheinlichkeit der AML mit steigendem Alter zu, sodass 

die Inzidenz bei 60-64-jährigen Menschen 7,3/100.000/Jahr, bei 80-84-jährigen jedoch 

bereits 23,1/100.000/Jahr beträgt. Bei Diagnosestellung einer AML sind die Patienten 

durchschnittlich 67 Jahre alt.(Ehninger et al. 2008) Dennoch ist die Diagnose einer 

AML trotz zunehmender 5-Jahres-Überlebensrate von mittlerweile ca. 21%,(Horner et 

al. 2006) im Hinblick auf Prognose, Mortalität und Überleben noch immer eine sehr 

ernst zu nehmende Erkrankung. Hierbei spielt das Alter nicht nur im Bezug auf die 

Inzidenz, sondern auch im Hinblick auf die Mortalität dieser Erkrankung eine 

entscheidende Rolle.(Appelbaum et al. 2006) So zeigte sich in zahlreichen Studien 

übereinstimmend, dass die 5-Jahresüberlebensrate von Patienten unter 24 Jahren nicht 

über 40%(Gatta et al. 2003) und bei Patienten bis 60 Jahren nicht über 26% liegt. Über 

75-jährige Patienten leben nach 5 Jahren sogar nur noch mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 2%.(Horner et al. 2006) Somit ist die Prognose älterer AML-Patienten noch immer 

sehr ungünstig.(Frohling et al. 2006)  

Neben dem Alter sind Leukozytenzahl im peripheren Blut bei Diagnosestellung (> 

100.000/µL) sowie die Konstitution des Patienten bei Diagnosestellung für die 

Prognose bei einer AML relevant. Desweiteren spielt insbesondere der Karyotyp eine 

große Rolle, wie beispielsweise Anomalien der Chromosomen 3 bzw. 3q, 5/5q, 7/7q 

oder komplex veränderte Karyotypen mit mindestens drei verschiedenen klonalen 

chromosomalen Veränderungen als prognostische Faktoren zu bewerten.(Ravandi et al. 

2007) Auch den molekularen Veränderungen kommt eine große Rolle zu: So sind 

beispielsweise die FLT3-ITD (interne Tandemduplikationen im FLT3-Gen) 

prognostisch ungünstig.(Schnittger et al. 2005) Dagegen sind Nuclophosmin-
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Mutationen (NPM1) prognostisch eher von Vorteil, sofern sie isoliert auftreten.(Falini et 

al. 2007) 

Das wesentliche Merkmal der AML besteht in einer Vermehrung myeloischer Blasten 

im Knochenmark, wobei sich oftmals auch eine periphere Ausschwemmung ins Blut 

nachweisen lässt. In den meisten Fällen einer AML ist kein eindeutiger 

Krankheitsauslöser festzustellen, jedoch können in seltenen Fällen Noxen wie Benzol 

eine Rolle spielen. Interessanterweise sind hier besonders Menschen mit Mutationen im 

Bereich der NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase 1, welche ein wichtiges Enzym für den 

Benzolabbau darstellt, gefährdet.(Smith et al. 2001). Ebenfalls ist bei Patienten mit 

einer früheren Exposition gegenüber Zytostatika oder ionisierender Strahlung im 

Rahmen der Therapie einer malignen Erkrankung von einem Kausalzusammenhang 

auszugehen.  

Zudem können genetische Faktoren einen Auslöser darstellen. Beispielsweise haben 

Kinder mit einem Down-Syndrom bzw. einer Trisomie 21 ein deutlich erhöhtes AML-

Risiko. Auch eine vorbestehende maligne hämatologische Erkrankung wie z.B. ein 

myelodysplastisches Syndrom (MDS) ist als wesentlicher Risikofaktor zu betrachten, da 

ca. 25% der Patienten im Verlauf eine sekundäre AML (s-AML) entwickeln.  

1.1.1. Pathogenese und Pathophysiologie 

Durch Mutationen vorrangig in Tumorstammzellen können notwendige Funktionen der 

Zell-Reperatur außer Kraft gesetzt werden und die Empfindlichkeit gegenüber 

genotoxischen Substanzen oder der Aktivierung proliferationsfördernder Signalwege 

erhöhen. Beispiele hierfür sind Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen (z.B. FLT3) oder 

in Genen, welche in Signalwege involviert sind (z.B. RAS). Eine andere 

Mutationsklasse betrifft die Funktion von Transkriptionsfaktoren; hier sind z.B. die 

AML-ETO oder PML-RARA-Genfusion zu nennen. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt geht 

die Forschung davon aus, dass eine Mutation immer in mindestens zwei verschiedenen 

Signalwegen auftreten muss, um den Vorgang der Entwicklung einer AML-Zelle in 

Gang zu setzen. Abbildung 1 zeigt diesen Vorgang schematisch. So führen meist 
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Mutationen in Tyrosinkinasen wie FLT3 oder Ras-Raf und AML-spezifische 

Transkriptionsfaktoren wie AML-ETO oder PML-RARα zur Bildung einer potentiellen 

AML-Zelle.(Ehninger et al. 2008) Bei anderen Mutationen wird aber auch ein Ein-

Mutations-Modell postuliert, z.B. bei den NPM1-Mutationen.(Liso et al. 2008) 

 

Abb. 1: Modell der Leukämogenese bei AML(Ehninger et al. 2008)  

Die auf diesem Weg veränderte Zelle vermehrt sich exponentiell und verdrängt durch 

das unkontrollierte Wachstum die normale Hämatopoese. Die entstehenden Blasten 

können allerdings aufgrund eines Differenzierungsblocks nicht normal 

ausdifferenzieren, weswegen sich in der Folge einer zunehmenden 

Knochenmarkinsuffizienz Symptome einer Anämie, gesteigerte Blutungsneigung 

aufgrund von Thrombozytopenie sowie eine erhöhte Anfälligkeit für bakterielle Infekte 

aufgrund von Granulozytopenie entwickeln. Oft treten zusätzlich Beschwerden im 

Rahmen einer B-Symptomatik wie Fieber, Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust oder 

Nachtschweiß auf. Mitunter werden zudem Lymphknotenschwellungen oder auch eine 

Gingivahyperplasie infolge einer Infiltration durch leukämische Blasten beobachtet.  

Transformation 

Transkriptionsfaktor 

RAS 

Tyrosinkinase 
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1.1.2. Diagnostik 

Die Diagnostik sollte in einem mehrstufigem Prozess durchgeführt werden. 

 

 

Abb. 2: Stufendiagnostik der AML(Ehninger et al. 2008) 

Wie obige Abbildung verdeutlicht, sind zur eindeutigen Stellung und damit Sicherung 

der Diagnose zahlreiche laborchemische Untersuchungen nötig. Der wichtigste Schritt 

in der Primärdiagnostik ist die Untersuchung eines Blutausstriches sowie die 

lichtmikroskopische Betrachtung von Proben eines Knochenmark-Aspirates.(Ehninger 

et al. 2008;Haferlach et al. 2007) 
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In jedem Fall muss beachtet werden, dass allein die Zahl der Leukozyten im peripheren 

Blut keine zuverlässigen Schlüsse auf die Diagnose einer AML erlaubt, da die 

Leukozytenzahl sehr variabel sein kann. Bei ca. 20% aller Patienten lassen sich zum 

Zeitpunkt der Erstdiagnose keine Blasten im peripheren Blut nachweisen.  

Die Kriterien zur Diagnosestellung einer AML nach der WHO-Klassifikation sind 

folgende: 

1. Anteil pathologischer Myeloblasten an den nukleären Zellen von Knochenmark 

und/oder peripherem Blut ≥ 20%. 

2. unabhängig vom Anteil der Knochenmarkblasten, wenn im Rahmen der zyto- bzw. 

molekulargenetischen Analytik eine definierte Aberration gemäß WHO-Klassifikation 

nachgewiesen wird.(Swerdlow 2008) 

Die folgenden Abbildungen zeigen beispielhaft zytologische bzw. 

Karyogrammdarstellungen häufiger Subtypen der AML.  

Abb. 3: Akute Promyelozytenleukämie t(15;17) und faggot cells (1), AML M4eo (2), Monozytäre AML 
(3,4) (Prof. Dr. T. Haferlach) 

1 2 3 4 
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Abb. 4: Karyogramm einer akuten Promyelozytenleukämie t(15;17) (PD Dr. C. Haferlach) 

 
Abb. 5: Karyogramm einer AML mit komplexen Karyotyp (PD Dr. C. Haferlach) 

15q+ 17q- 
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Abb. 6: 24-Farben-FISH einer AML mit komplexem Karyotyp (PD Dr. C. Haferlach) 

Zytogenetische Untersuchungen werden nicht nur zur Diagnosesicherung einer AML 

herangezogen, sondern auch zur Risikostratifizierung dieser Erkrankung. Zu diesem 

Zweck wird zwischen einer low-, intermediate- und high-risk-Gruppe unterschieden. 

Die Einteilung hat nicht nur Einfluß auf die Prognose der Krankheit, sondern auch auf 

die anzuwendende Therapiestrategie. Zur Gruppe mit einem prognostisch günstigen 

Risiko werden die Translokationen t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1 und t(15;17)/PML-RARA 

sowie Inversion inv(16)/CBFB-MYH11 gezählt. Tabelle 1 zeigt Korrelationen von Zyto- 

und Molekulargenetik nach der WHO-Klassifikation.  
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FAB Zytogenetik Molekulargenetik Zytomorphologie 

AML M2(1) 

 

t(8;21) AML1-ETO  

AML M3(v) 

 

t(15;17) PML-RARA  

AML M4eo 

 

Inv(16), t(16;16) CBFB-MYH11  

AML M4/5 

 

11q23 MLL  

Tab. 1: Korrelation mit Zyto- und Molekulargenetik nach der WHO-Klassifikation 

Diese Subgruppen haben unter Durchführung einer Standard-Chemotherapie eine 

realistische Heilungschance. Stellt sich der Karyotyp als normal dar, was bedeutet, dass 

keine zytogenetischen Anomalien nachweisbar sind, so wird der Patient der 

prognostisch intermediären Gruppe zugeteilt. Bei der Entität der akuten myeloischen 

Leukämie weisen etwa 45% der Patienten einen normalen Karyotyp auf. Komplexe 

Karyotypen sowie unbalancierte Chromosomenanomalien, welche vor allem die 

Chromosomen 3, 5, oder 7 betreffen, sind prognostisch sehr ungünstig.(Buchner et al. 

1999;Byrd et al. 2002;Grimwade et al. 2001;Schlenk et al. 2003;Slovak et al. 2000) 

Abbildung 7 gibt einen Überblick über die bei der akuten myeloischen Leukämie 

vorkommenden Karyotypen.  
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Abb. 7: Typische genetische Veränderungen bei der akuten myeloischen Leukämie 

1.1.3. Therapeutische Strategien 

Die intensive Forschungstätigkeit seit den 1970er Jahren hat dazu beigetragen, 

therapeutische Strategien bei der Behandlung der AML zu verbessern. Auch kann die 

Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation mittlerweile differenzierter gestellt 

werden. 

Bei der Therapie der AML wird zwischen einer „First-line-Chemotherapie“ und einer 

„Second-line-Chemotherapie“ unterschieden. Erstere bezieht sich auf die Behandlung 

der Erkrankung bei Diagnosestellung bevor andere therapeutische Maßnahmen ergriffen 

wurden; letztere, die „Second-line-Chemotherapie“ erhalten Patienten bei Versagen der 

ersten Therapie, beispielsweise im Falle eines ungenügenden Ansprechens oder einer 

Therapierefraktärität.  
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Zu Beginn der Behandlung wird entweder ein kuratives oder ein palliatives Ziel 

festgelegt. Während bei einer kurativen Intention eine komplette Remission angestrebt 

wird, ist bei einer Palliativbehandlung eine Heilung aufgrund der Prognose, anderen 

Begleiterkrankungen oder dem Alter des Patienten voraussichtlich nicht mehr möglich.  

Um den Therapieerfolg beurteilen zu können, wird das Ansprechen in verschiedene 

Kategorien unterteilt. Von einer kompletten Remission (CR) spricht man, wenn der 

Anteil der Blasten im Knochenmark weniger als 5% beträgt. Zudem dürfen keine 

Blasten mehr im peripheren Blut oder an anderer extraleukämischer Lokalisation 

nachweisbar sein. Voraussetzung ist ferner eine Regeneration des peripheren Blutbilds 

(Thrombozyten > 100.000/µL; Neutrophile > 1000/ µL).(Cheson et al. 2003) Während 

bei einer partiellen Remission der Anteil an Blasten im Knochenmark über 5% liegt, 

spricht man bei einem Blastenanteil von über 25% von Therapierefraktarität.  

Das Therapieregime der AML gliedert sich in zwei Phasen. Sie beginnt zunächst mit 

zwei Blöcken einer Induktionstherapie, im Anschluss daran folgt eine 

Konsolidierungstherapie. Die als ersten Schritt erfolgende Induktionstherapie hat eine 

Reduktion des Tumormaterials zum Ziel. Es geht darum, möglichst viele Blasten aus 

dem Knochenmark zu eliminieren und dadurch eine komplette Remission zu erreichen, 

wobei dieses Ziel meist anhand von zwei Zyklen einer intensiven 

Kombinationschemotherapie, in der Regel Cytarabin (ARA-C) in Kombination mit 

einem Anthrazyklinderivat angestrebt wird. Hingegen geht es in der 

Konsolidierungstherapie darum, die komplette Remission dauerhaft zu erhalten und ein 

Rezidiv zu vermeiden. 

Als Beispiel kann die sogenannte „7+3 Induktionstherapie“ angeführt werden. Diese 

beinhaltet zwei Zyklen ARA-C in Kombination mit einem Anthrazyklin. Dabei 

bekommt der Patient über sieben Tage eine Dauerinfusion mit ARA-C 

(100mg/m2KOF/Tag), und zusätzlich über drei Tage ein Anthrazyklin (meist 

Daunorubicin in einer Dosierung von 60mg/m2KOF/Tag).(Ehninger et al. 2008) 

Anhand dieses Schemas wird bei ca. 75% der behandelten Patienten eine komplette 

Remission erreicht.(Mayer et al. 1994) Neuere Studien belegen, dass es zwischen den 
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verschiedenen Anthrazyklinen wie Idarubicin, Daunorubicin oder Mitoxantron keine 

wesentlichen Unterschiede hinsichtlich des Therapieergebnisses gibt.(Berman et al. 

1991;Vogler et al. 1992;Wiernik et al. 1992)  

Über eine Standard-Konsolidierungstherapie gibt es bislang keine Übereinkunft, 

(Ehninger et al. 2008) jedoch scheint die Applikation von drei Zyklen ARA-C in einer 

Gesamtdosis von 18g/m2KOF pro Zyklus sehr vorteilhaft zu sein.(Ehninger et al. 2008) 

Im Gegensatz zur Induktionstherapie haben sich in Studien keine Verbesserungen der 

Ergebnisse gezeigt, wenn die Therapie zusätzlich mit einem Anthrazyklin 

kombiniert(Moore et al. 2005) oder ARA-C in einer Hochdosisform verabreicht 

wurde.(Bradstock et al. 2005)  

Eine Erhaltungstherapie („Maintenance Therapy“) wird in der AML-Therapie 

gewöhnlich nicht durchgeführt.(Ravandi et al. 2007) Untersuchungen mit Patienten, die 

eine Erhaltungstherapie über 36 Monate erhielten, konnten keine besseren Ergebnisse 

nachweisen als bei solchen Patienten, die die Therapie nur über acht Monate 

erhielten.(Preisler et al. 1987) In einigen Studien zeigte sich, dass eine 

Erhaltungstherapie das krankheitsfreie Überleben, jedoch aber nicht das 

Gesamtüberleben verlängert.(Hewlett et al. 1995)  

1.2. Allogene Stammzelltransplantation bei Akuten Leukämien 

Seit nun mehr als 40 Jahren werden weltweit allogene Stammzelltransplantation 

durchgeführt, wobei die AML hierfür eine sehr häufige Indikation darstellt. Mit 

zunehmender Erfahrung auf diesem Gebiet, wurde es auch möglich neben 

Knochenmark zunehmend periphere Blutstammzellen zu transplantieren, von welchen 

man nach früheren Ergebnissen annahm, dass sie sich positiv auf das Risiko eines 

Rezidivs auswirken könnten.(Bensinger et al. 2001). Diese Annahme konnte zwar in 

späteren Studien nicht bestätigt werden, jedoch kommt es nach Transplantation von 

peripheren Stammzellen zu einer schnelleren Erholung des Knochenmarks.(Couban et 

al. 2002)  
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Der Nutzen einer allogenen Transplantation liegt im Besonderen im Auftreten des 

immunologisch vermittelten Graft-versus-Leukämie (GvL)-Effekts. Die Indikation wird 

in der Regel bei Patienten mit ungünstigem Risikoprofil z.B. nach Hinweisen aufgrund 

zytogenetischer Untersuchungen, bereits in erster Remission durchgeführt. Nach 

Möglichkeit wird hierfür ein HLA-identischer Spender – entweder verwandt oder 

unverwandt – gesucht. Ein Rezidiv stellt ebenfalls eine Indikation zur Transplantation 

dar.(Buchner et al. 2002) Zwar ist die allogene Stammzelltransplantation die 

Therapieform mit dem größten antileukämischen Effekt bzw. der stärksten Reduktion 

des Rezidivrisikos, jedoch bringt sie auch das nicht zu unterschätzende Risiko einer 

therapieassoziierten Mortalität mit sich.  

In der Klinik für Stammzelltransplantation des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf werden jährlich ca. 140 Patienten allogen transplantiert, davon ca. 50 mit der 

Diagnose einer AML.  

1.2.1. Verschiedene Konditionierungsstrategien  

Vor einer allogenen Stammzelltransplantation müssen sich Patienten einer 

Konditionierungstherapie unterziehen, welche eine hochdosierte Chemo- bzw. 

Radiochemotherapie beinhaltet. Das Ziel liegt in einer Unterdrückung des 

Immunsystems, einer Myeloablation und einer weiteren Reduktion der 

Leukämiezellast.(Kröger & Zander 2008) 

Bei der Behandlung unterscheidet man zwischen einer Standardkonditionierung und 

einer dosisreduzierten Konditionierung („reduced-intensity conditioning“, RIC). Die 

Standardkonditionierung soll eine Myeolablation erreichen, was die Elimination eines 

Großteils der hämatopoetischen Zellen des Empfängers bedeutet. Tabelle 2 zeigt bei 

AML angewandte Konditionierungsregime.(Kröger & Zander 2008) 
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Ganzkörperbestrahlung (total body irradiation, TBI) plus Chemotherapie: 

TBI mit 8-12Gy + Cyclophosphamid (120-200mg/kgKG) 

 

Chemotherapie allein: 

Busulfan (14-16mg/kgKG) + Cyclophosphamid (120-200mg/kgKG) 

 

Andere Chemotherapieregime:  

Melphalan (140-200mg/m2) 

Thiotepa (500-800mg/kgKG) 

Etoposid (30-60mg/kgKG) 

Tab. 2: Beispiele für myeloablative Konditionierungsregime bei AML 

Allerdings stellt die myeloablative Konditionierung bei relevanter Komorbidität oder 

bei höherem Alter unter Umständen ein zu hohes Risiko dar, weswegen dosisreduzierte 

Konditionierungsregime (RIC) eingeführt wurden, um auch diesen Patienten eine 

Transplantation zu ermöglichen.(Andersson et al. 2003;Giralt et al. 1997;Slavin et al. 

1998;Wong et al. 2003) Neben den Vorteilen einer geringeren therapie-assoziierten 

Mortalität („transplant related mortality“, TRM) und einer kürzeren Phase der 

Neutropenie, ist bekannt, dass dosisreduzierte Konditionierungen ein ebenso 

suffizientes Engraftment erreichen können wie Standardkonditionierungen.(Hegenbart 

et al. 2006;Stelljes et al. 2005)  

Auch in Bezug auf akute Graft-versus-Host-Erkrankungen (Spender-gegen-Wirt-

Reaktion, GvHD) und schwere Infektionen, waren die Ergebnisse 

vergleichbar.(Massenkeil et al. 2005) Einen weiteren Vorteil bietet RIC im stärkeren 

Ausnutzen des Graft-vs.-Leukemia-Effektes. Tabelle 3 zeigt eine Auswahl 

dosisreduzierter Konditionierungsregime.(Kröger & Zander 2008) 

Ganzkörperbestrahlung (TBI) mit 2Gy 

 

Busulfan (8mg/kgKG) + Fludarabin (180mg/m2KO)  

 

Melphalan (140-180mg/m2KO) + Fludarabin (125mg/m2KO) oder Cladiribin (60mg/m2KO) 

Tab. 3: Beispiele für dosisreduzierte Konditionierungsregime bei AML 
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Obwohl seit Einführung von RIC mehr Patienten eine allogene Transplantation 

ermöglicht werden kann und das Gesamtüberleben (overall survival, OS) insgesamt 

höher ist, zeigen neuere Untersuchungen aber auch, dass dosisreduzierte 

Konditionierungen mit einem geringeren rezidivfreien Überleben (disease-free survival, 

DFS) einhergehen.(Massenkeil et al. 2005)  

1.2.2. Komplikationen nach Transplantation 

In der Zeit nach Transplantation ist die Immunität des Patienten sehr stark 

eingeschränkt. Insbesondere innerhalb der ersten Wochen bis zum vollständigen 

Engraftment kann es daher zu zahlreichen Komplikationen kommen.  

Eine große Bedrohung stellen insbesondere Infektionen dar. Sowohl neu erworbene 

bakterielle, virale oder mykotische Infektionen, als auch die Reaktivierung von 

bestimmten Infektionen, wie beispielsweise eines Herpes Zoster oder einer Virus-

Hepatitis, stellen eine Gefahr für den Patienten dar. Eine weitere gefürchtete 

Komplikation ist das sogenannte „graft failure“. Darunter versteht man, dass das 

Transplantat nicht richtig anwächst, das Engraftment ausbleibt und das Knochenmark 

somit seine Funktion nicht aufnehmen kann. Man unterscheidet zwischen primärem und 

sekundärem „Graft failure“ (Markversagen).  

In der Regel wird ein primäres graft failure folgendermaßen definiert: Die Anzahl an 

Neutrophilen erreicht auch an Tag 21-42 bei gleichzeitig hypozellulären Mark nicht 0.2-

0.5x109/l. Bei sekundärer Transplantatabstoßung kommt es an mindestens drei 

aufeinander folgenden Tagen nach erfolgten Engraftment zu einem Abfall der 

Neutrophilen auf unter 0.5x109/l.(Kröger & Zander 2008) Besonders anfällig für dieses 

Problem sind Patienten, die im Vollbild der Erkrankung aufgrund einer 

Therapierefraktärität transplantiert wurden, deren Immunsuppression nicht ausreichend, 

oder deren Spender nicht HLA-kompatibel war.(Kröger & Zander 2008)  

Ein gewisser Teil an Patienten ist in der Zeit nach Transplantation von einer graft-

versus-host-disease betroffen. Man unterscheidet eine akute (weniger als 100 Tage nach 
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der Transplantation) von einer chronischen Form (später als 100 Tage nach 

Transplantation). Das Transplantat erkennt die Empfängergewebe als fremd und initiiert 

eine Immunreaktion dagegen. Probleme bereitet dies insbesondere im Bereich der Haut, 

der Leber und des Verdauungstraktes. Um eine schwere GvHD zu vermeiden, wird 

daher eine prophylaktische immunsuppressive Medikation verabreicht, wobei am 

häufigsten Methotrexat und Ciclosporin gegeben werden. Als zusätzliche Medikation 

stehen Antikörper wie ATG oder Thymozytenglobulin zur Verfügung.  

Die Entwicklung einer chronischen GvHD ist jedoch im Hinblick auf 

Rezidivwahrscheinlichkeit und krankheitsfreies Überleben als ein prognostisch guter 

Faktor zu bewerten.(Valcarcel et al. 2008) 

1.3. Chimärismus – Allgemeine Grundlagen und Definition 

Während der Transplantation erhält der AML-Patient Stammzellen des Spenders. Das 

Verhältnis von Spender- und Wirtszellen kann nach der Transplantation bestimmt 

werden. So kann man einerseits nach einer Transplantation deren Erfolg überprüfen, 

andererseits den Zeitpunkt für nötige therapeutische Interventionen früh erkennen.(Bai 

et al. 2006) Die Koexistenz dieser verschiedenen Gewebe wird als Chimärismus 

bezeichnet (Chimäre = lykisches Fabelwesen, welches den Kopf eines Löwen, den 

Rumpf einer Ziege und den Schwanz einer Schlange besitzt).(Kröger & Zander 2008) 

Es wird darunter insbesondere das Verhältnis von Spenderzellen zur Gesamt-Zellzahl 

gesehen. Dieser Parameter muss nach Transplantation in regelmäßigen Abständen 

kontrolliert werden, wozu in der Regel während der Nachsorgeuntersuchungen Proben 

aus peripherem Blut gewonnen werden. Eine größere Verlässlichkeit bietet im 

Vergleich dazu die Bestimmung des Chimärismus aus dem Knochenmark. Allerdings 

sind auch Studien durchgeführt worden, welche eine gute Vergleichbarkeit der 

Methodik bei der Untersuchung von Blut und Knochenmark zeigten.(Maurillo et al. 

2007) Die Ergebnisse dieser Analysen können sich im Laufe der Zeit verändern. Man 

unterscheidet daher verschiedene Arten des Chimärismus.(Barrios et al. 2003;McCann 

et al. 2005)  
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Donorchimärismus (DC) Vollständiger Spenderchimärismus 

Gemischter Chimärismus (MC) Es werden sowohl Spender- als auch 

Empfängerzellen nachgewiesen 

Transienter gemischter Chimärismus (TCM) Zunächst noch Zellen des Empfängers 

nachweisbar, jedoch Entwicklung Richtung DC 

Stabiler gemischter Chimärismus (SMC) Spender- und Empfängerzellen existieren in 

einem konstanten Verhältnis nebeneinander 

Ansteigender gemischter Chimärismus (inMC) 

(„decreasing donor alleles“) 

Der Anteil an Empfängerzellen nimmt zu bzw. 

jede Entwicklung vom DC zum MC 

Abfallender gemischter Chimärismus (deMC) 

(„increasing donor alleles“) 

Der Anteil an Empfängerzellen nimmt ab bzw. 

jede Entwicklung vom MC zum DC 

Verlust des Chimärismus (Loss of chimerism) Das Transplantat wird abgestoßen 

Tab. 4: Definition des Chimärismus nach McCann et al.(McCann et al. 2005) und Barrios et al.(Barrios 
et al. 2003) 

Die Untersuchung des Chimärismus hat sich zur Kontrolle des Erfolges und Verlaufs 

nach der Transplantation als hilfreich erwiesen. Die Ergebnisse müssen allerdings 

immer im Kontext von Grunderkrankung, Art der Konditionierung oder auch dem 

zeitlichen Intervall seit Transplantation gesehen werden.(Kröger & Zander 2008) Denn 

Erfahrungen zeigen, dass sich beispielsweise ein vollständiger Donorchimärismus bei 

dosisreduzierter Konditionierung erst nach einigen Monaten einstellt, während dies bei 

Standardkonditionierung rascher geschieht.  

Für die Chimärismus-Bestimmung gibt es verschiedene Möglichkeiten. Während früher 

vor allem eine Restriktionslängenfragment-Polymorphismus-Analyse (RFLP) 

durchgeführt wurde, wird dieses Verfahren heutzutage kaum noch angewendet und so 

basieren die heute gängigen Untersuchungen überwiegend auf dem Prinzip der 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Um die Zellen von Spender und Empfänger 

unterscheiden zu können, müssen minimale genetische Unterschiede zwischen den 

beiden gefunden werden, welches zum Beispiel short-tandem-repeats (STR) sind. 

Anhand dieser Sequenzen kann der Chimärismus bestimmt werden.  

Eine erweiterte Form stellt die quantitative „real-time“ PCR (RQ-PCR) dar. Auf Basis 

der Bestimmung bestimmter Einzel-Nukleotid-Polymorphismen mit Austausch 
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einzelner Basenpaare („single nucleotide polymorphism“ SNP) können die Allele von 

Spender und Empfänger im Verhältnis quantifiziert werden, falls diese differente 

Sequenzen zeigen. Anhand einer Verwendung fluoreszenzmarkierter Gensonden bzw. 

einer lasergestützten Auswertung der Signale gelingt im Anschluss die Quantifizierung 

der Spender- bzw. Empfängerzellen.  

Bei geschlechtsdifferenter Transplantation kann die Chimärismusbestimmung auch 

mittels Interphase-Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FISH) erfolgen. Dazu werden 

bestimmte Abschnitte auf den Geschlechtschromosomen mit Fluoreszenzsonden durch 

Hybridisierung (=Paarung komplementärer Basenpaare) markiert. Im Anschluss kann 

das quantitative Verhältnis im Blut oder Knochenmark mittels Signalauswertung im 

Fluoreszenzmikroskop ermittelt werden. Anhand der genannten Methoden kann der 

Chimärismus mit einer Sensitivität bis zu 10-4 ermittelt werden und so als 

Verlaufsparameter für das Anwachsen des Transplantates dienen.  

Eine ausführlichere Erklärung der Chimärismus-Bestimmungsmethoden, welche im 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf verwendet werden und die Grundlage der 

Ergebnisse dieser Arbeit darstellen, wird im Methodikteil gegeben.  

1.3.1. Andere Methoden zur Detektion einer Resterkrankung nach 

Transplantation: Genetische Marker 

In zahlreichen Studien wird darauf hingewiesen, wie wichtig eine regelmäßige 

Kontrolle der „minimal residual disease“ (minimale Resterkrankung, MRD) in Hinblick 

auf therapeutische Interventionen ist. Dazu stehen neben der Chimärismus-Bestimmung 

weitere Methoden wie Immunphänotypisierung sowie molekulare und zytogenetische 

Analysen zur Verfügung. Bei der Überwachung mittels genetischer Marker stellt sich 

allerdings das Problem, dass diese Marker nie bei allen Patienten vorhanden 

sind.(Barragan et al. 2008). Gut eignen sich beispielsweise die reziproken Genfusionen 

(t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1 (=AML1-ETO) und die inv(16)/CBF-MYH11 oder auch 

MLL-Rearrangements, welche den Chromosomenabschnitt 11q23 einbeziehen.(Raanani 

& Ben Bassat 2004) Bei anderen Markern wie den FLT3-Mutationen kann allerdings 
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die Instabilität problematisch sein, d.h. der Marker ist im Rezidiv nicht mehr 

nachweisbar. Jedoch hat sich herausgestellt, dass auch die Expression von Genen 

relevant sein kann. So wurde gezeigt, dass bei Patienten mit AML in den meisten Fällen 

eine erhöhte Expression nachweisbar ist (WT1).(Raanani & Ben Bassat 2004) Mehrere 

Autoren haben beschrieben, dass die WT1-Expression in engem Zusammenhang mit 

dem Krankheitsstatus stehen(Candoni et al. 2009) und sich dieser Marker daher gut zur 

Überwachung der minimalen Resterkrankung eignet.(Brieger et al. 1994;Cilloni et al. 

2002;Miyagi et al. 1993) Allerdings scheint das Monitoring von rekurrenten Mutationen 

im Vergleich dem Monitoring der WT1-Expression überlegen zu sein. Barragan et al. 

zeigten dies für die Nucleophosmin-Mutationen (NPM1).(Barragan et al. 2008)  

1.4. Arbeitshypothese und Zielsetzung der Arbeit 

Chimärismusanalysen geben Auskunft über den Erfolg einer Stammzelltransplantation, 

was die Annahme nahe legt, dass ein Abfallen des Chimärismus in engem 

Zusammenhang mit einem Rezidiv stehen kann.(Bader et al. 1997;Bader et al. 

1998;Barrios et al. 2003) Insofern stellt sich die Frage, ob die Analyse des Chimärismus 

ausreichend ist, um den Verlauf nach Transplantation zu überwachen, insbesondere, da 

zumindest bei einem Teil der Patienten auch Möglichkeiten der MRD-Diagnostik zur 

Verfügung stehen.(Maurillo et al. 2007) So kann auch ein Wiederanstieg bzw. eine 

Persistenz genetischer Marker auf ein drohendes Rezidiv hinweisen.(Elmaagacli 2007)  

Diese Untersuchung fokussiert auf die Bedeutung des molekularen Chimärismus nach 

allogener Stammzell-Transplantation bei AML unter besonderer Berücksichtigung 

verschiedener Konditionierungsstrategien. Dazu soll zunächst untersucht werden, 

welche Unterschiede es bezüglich des Chimärismus und dessen Kinetik zwischen den 

Gruppen „Standard-Konditionierung“ und „dosisreduzierte Konditionierung“ gibt. 

Besonderes Interesse gilt daher der Dauer der Etablierung eines Donorchimärismus. Im 

Anschluss daran soll der Frage nachgegangen werden, inwiefern der Chimärismus bei 

Patienten mit Rezidiv eine Voraussage auf dieses Ereignis liefern kann.  
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Zu diesem Zweck wurde im Universitätskrankenhaus Hamburg-Eppendorf eine 

retrospektive Analyse an insgesamt 75 Patienten durchgeführt, welche in den Jahren 

2003 bis 2007 durch Material von Fremd- oder Familienspendern transplantiert wurden. 

Von diesen 75 Patienten wurden 36 Patienten vor Transplantation mit einer Standard-

Konditionierung behandelt, 39 Patienten erhielten eine Konditionierung mit reduzierter 

Dosis.  

Der Chimärismus wurde auf der Basis der quantitativen „real-time“ PCR im Labor der 

Klinik für Stammzelltransplantation im dreimonatigen Abstand unter Berücksichtigung 

der Tage +30, +90, +180, +270, +360, +450, +540, +630 und +720 nach 

Transplantation bestimmt. Das Patientenkollektiv umfasst sowohl erwachsene, als auch 

pädiatrische Patienten.  
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2. Methoden und Material 

2.1. Studienaufbau und Patienten 

2.1.1. Patienten 

Im Rahmen dieser retrospektiven Studie wurde ein Kollektiv von insgesamt 75 

Patienten untersucht, welche aufgrund einer de novo (n=52) oder sekundären AML nach 

MDS oder einer myeloproliferativen Erkrankung (s-AML) (n=23) im Zeitraum Februar 

2003 bis Juli 2007 in der Klinik für Stammzelltransplantation des Universitätsklinikums 

Hamburg-Eppendorf allogen transplantiert wurden.  

Die Patienten wurden retrospektiv über einen Zeitraum von zwei Jahren hinweg nach 

ihrer Transplantation beobachtet. Abschluss der Studie war der 28.02.2009. Tabelle 5 

gibt einen Überblick über die Patientendaten. 
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Gesamtzahl: 75 

Geschlecht 

Männlich:  

Weiblich:  

 

38 (50.7%) 

37 (49.3%) 

Patientenalter 

Medianes Alter bei Transplantation:  

 

52.0 Jahre (range 3-67) 

Donorart 

Verwandte Spender (matched related donor):  

Unverwandte Spender (unrelated donor) :  

 

2   (2.7%) 

73 (97.3%) 

Stammzellquelle 

KMT:  

PBSCT:  

 

9   (12.0%) 

66 (88.0%) 

Entität  

De novo AML:  

s-AML:  

 

52 (69.3%) 

23 (30.7%) 

Konditionierung : 

Standard-Konditionierung:  

Dosisreduzierte Konditionierung:  

 

36 (48.0%) 

39 (52.0%) 

HLA-match: 

Match: 

Mismatch: 

 

53 (70.7%) 

22 (29.3%) 

Tab. 5: Überblick über die Patientendaten 

2.1.2. Studiendesign 

Die retrospektive Datenerhebung erfolgte im Zeitraum April 2008 bis Februar 2009 

anhand von Patientenakten des Ambulanz- und Stationsarchivs der Klinik für 

Stammzelltransplantation. Dabei wurden insbesondere Arztbriefe, Verlaufsbögen des 

stationären Aufenthalts, sowie der ambulanten Betreuung in der Ambulanz, 

Transplantationsdokumentationen und Befunde aus Knochenmarkszytologien 

ausgewertet. Zusätzlich wurden Chimärismusdaten aus dem Labor der Klinik für 

Stammzelltransplantation einbezogen. Das Vorhandensein von Chimärismusdaten war 
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neben der Hauptdiagnose ausschlaggebend für die Einbeziehung in die konsekutiv 

erfolgte Analyse.  

Zunächst wurde eine „Excel“-Tabelle entworfen, die die im Hinblick auf die 

Fragestellung der Studie wichtigen Items enthielt. Die Datentabelle umfasste neben 

allgemeinen Patientendaten (Geschlecht, Geburtsdatum, Alter bei Transplantation), 

patientenspezifische medizinische Daten. Daher wurden die Patientenakten nach Datum 

der Erstdiagnose und Datum der Transplantation, Ereignis (ja; nein) und Datum eines 

Rezidivs, Tod (ja; nein) und Todesdatum durchsucht. Zusätzlich wurde dokumentiert in 

welchem Krankheitsstadium (Erstdiagnose (ED), Anzahl des Rezidivs (1. Rezidiv, 2. 

Rezidiv, …)) und –Status (komplette Remission (CR: ≤ 5% Blasten in der letzten 

Knochemarkspunktion vor Transplantation), partielle Remission (PR: 6-25% Blasten), 

refraktär (refraktär/Rezidiv: > 25% Blasten)) der Patient sich vor Transplantation 

befand. Ebenso wurde die Zytogenetik und die sich daraus ergebende 

Risikoeinschätzung (Standardrisiko; Hochrisiko), Alter und Geschlecht des Spenders 

sowie HLA-Merkmale von Empfänger und Spender und deren Übereinstimmung 

(match, mismatch) festgehalten. Tabelle 6 gibt einen Überblick über die Einteilung der 

Patienten in Risikogruppen nach Zytogenetik. Patienten mit Niedrig- und Standardrisiko 

im Hinblick auf den Karyotyp wurden in eine Gruppe zusammengefasst. 

Niedrig-/ Standardrisiko Hochrisiko: 

t(8;21)/AML1-ETO  Komplexer Karyotyp (≥3 chrom. Alterationen) 

t(15;17)/PML-RARα  t(9;11)/ MLL-AF9 

Inv16 /CBF-MYH11 andere MLL-Rearrangements 

Normaler Karyotyp  t(6;9)/DEK-CAN 

Trisomie 8 Monosomie 7 

 Trisomien: +4, +11, +13 

Tab. 6: Einteilung der Risikogruppen nach Karyotyp 
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Im Hinblick auf die Therapie wurde die Intensität der Konditionierung 

(myeloablativ/dosisreduziert) sowie die Zahl der transplantierten CD34+ -Zellen, die 

GvHD-Prophylaxe und die Gabe von ATG bzw. Thymoglobulin in der Tabelle erfasst. 

Zur Protokollierung des Therapieerfolges wurde die maximale Therapieantwort 

(komplette Remission (CR), partielle Remission (PR), refraktär (refraktär/rezidiv)) 

sowie Datum von Leukozyten- und Thrombozyten-Engraftment (Leukozyten > 1x109/L, 

Thrombozyten > 10x109/L) und auch eventuelles Auftreten von akuter (Grad I-IV) und 

chronischer GvHD festgehalten. Die Einteilung des Schweregrades der akuten GvHD 

erfolgte anhand klinischer, laborchemischer und histologischer Parameter nach dem 

Grading von Glucksberg et al.(Glucksberg et al. 1974) 

Hinsichtlich der Chimärismus-Auswertung wurde der erste Chimärismus-Wert nach 

Transplantation sowie der maximale und minimale Wert dokumentiert. Ferner wurden 

die Chimärismus-Werte einen Monat, drei Monate, sowie dann in 3-monatigen 

Intervallen bis zwei Jahre nach der Transplantation dokumentiert. Tabelle 7 zeigt die 

Erhebungskriterien für den Chimärismus.  

Chimärismus Erhebungszeitpunkt 

1. Chimärismus 1. Chimärismus-Wert nach Transplantation 
(max. +2 Monate) 

Chimärismus am Tag +30, +90, +180, im 
dreimonatigen Abstand bis Tag +720 

Chimärismus-Werte im Abstand zur 
Transplantation (max. ±1 Monat) 

Chimärismusmax Maximaler Chimärismus (1. Wert) 

Chimärismusmin Minimaler Chimärismus (1. Wert) 

Tab. 7: Überblick über Chimärismuskriterien  

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden die Chimärismus-Daten nach Erhebung in 

Kategorien unterteilt. Von einem kompletten Donorchimärismus spricht man, wenn der 

Chimärismus einen Wert ≥ 99.0% erreicht. Chimärismuswerten aus der 

Labordokumentation von >99.9% wurde der Wert 100% zugeordnet. 
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Unter einem „gemischten Chimärismus“ wurden Werte <99.0% verstanden. Um die 

Kinetik eines partiellen Chimärismus nach Transplantation einschätzen zu können, 

wurde der gemischte Chimärismus in „increasing donor alleles“ und „decreasing donor 

alleles“ eingeteilt. 

„Increasing donor alleles“ bedeutet, dass kein Donorchimärismus vorlag und sich das 

Verhältnis der Zellen zugunsten des Anteils an Spenderzellen verschob oder dass ein 

Wechsel vom gemischten- zum Donorchimärismus stattfand. Der Anteil residueller 

Zellen nahm also ab. Dagegen zeigt „decreasing donor alleles“ an, dass kein 

vollständiger Spender-Chimärismus erreicht war, und dass der Prozentsatz an 

Empfängerzellen zunahm oder, dass ein Wechsel vom Donorchimärismus zum „mixed 

chimerism“ stattgefunden hat.  

2.2. Konditionierung vor allogener Stammzelltransplantation 

Es wurden 36 Patienten mit myeloablativer, 39 Patienten mit non-myeloablativer bzw. 

reduzierter Konditionierung vorbehandelt.  

Als dosisreduzierte Konditionierung wurde eine Konditionierung definiert, bei welcher 

die Dosis einer Ganzkörperbestrahlung (total body irradiation, TBI) unter 12Gy lag. 

Ferner war die kumulative Busulfan-Dosis <14 mg/kg Körpergewicht bei oraler Gabe 

bzw. <11.2 mg/kg Körpergewicht bei intravenöser Gabe. Alle Dosen die darüber 

hinausgingen, wurden zu den Standardkonditionierungen gezählt.  

Tabelle 8 gibt Beispiele für im Universitätsklinikum Eppendorf gebräuchliche Standard- 

und RIC-Konditionierungen.  
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Intensität des 
Konditionierungsregimes 

Medikament Dosierung 
(mg/kg KG) 

Tag 

Standardkonditionierung 

TBI 12Gy + Cyclophosphamid 

Total Body Irradiation (TBI) 

ATG 

Cyclophosphamid 

ATG 

Cyclophosphamid 

ATG 

2x2 

5 

60 

15 

60 

20 

d-6 bis d-4  

d-4 

d-3 

d-3 

d-2 

d-2 bis d-1 

Dosisreduzierte Konditionierung  

FLAMSA + Busulfan  

 

Fludarabin 

Amsacrin 

Cytarabin 

Pause 

i.v. Busulfan 

Fludarabin 

ATG 

ATG 

i.v. Busulfan 

ATG 

30mg/m2KOF 

100mg/m2KOF 

2000mg/m2KOF 

 

4x0.8 

30mg/m2KOF 

5 

15 

2x0.8 

20 

d-11 bis d-8 

d-11 bis d-8 

d-11 bis d-8 

d-7 bis d-5 

d-4 bis d-3 

d-4 bis d-3 

d-4 

d-3 

d-2 

d-2 bis d-1 

Tab. 8: Beispiele für Konditionierungsprotokolle der Klinik für Stammzelltransplantation bei Patienten 
mit AML. 

Die Entscheidung über das angewendete Konditionierungsregime wurde in jedem 

Einzelfall unter Berücksichtigung von Krankheitsstatus, Alter und Komorbiditäten 

getroffen.  

Als GvHD-Prophylaxe wurde vor Transplantation standardmäßig Methotrexat in 

Kombination mit Cyclosporin A oder Mycophenolat-Mofetil (MMF) verabreicht. 

Tabelle 9 zeigt beispielhaft verwendet Dosierungen. 
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Cyclosporin A 3mg/kgKG von Tag 1-100,              

Zielserumlevel: 200-300ng/ml 

Ausschleichen ab Tag 100 

Bei fehlenden GvHD-Anzeichen Beendigung 

zwischen Tag 120 und 140 

Methotrexat 10mg/m2 an Tag +1, +3 und +6 

ATG Mediane Dosis 30mg/kgKG 

Oder 

Thymoglobulin Mediane Dosis 7.5mg/kgKG 

Tab. 9: Immunsuppression vor allogener Stammzelltransplantation(Kröger et al. 2006) 

2.3. Bestimmung des Chimärismus 

Die Chimärismus-Analyse wurde auf Basis der quantitativen „real-time“ PCR (RQ-

PCR) nach der TaqMan®-Technologie durchgeführt. Vor Transplantation wurde 

zunächst peripheres Blut von Spender und Empfänger untersucht. Bei Nachweis von 

Differenzen hinsichtlich bestimmter Polymorphismen können mit dieser Methode 

empfänger- bzw. patienten-spezifische DNA-Abschnitte nachgewiesen und quantifiziert 

werden.  

Nach allogener Transplantation wurden bei den Patienten die Kontrollen sowohl aus 

peripherem Blut als auch aus Knochenmark durchgeführt. Proben aus diesen beiden 

unterschiedlichen Materialien (Blut und Knochenmark) wurden in dieser Analyse 

gleichwertig behandelt. Die Literatur weist teilweise darauf hin, dass diese 

Vorgehensweise zu fehlerhaften Ergebnissen führen kann. Allerdings ist es Patienten im 

Rahmen der Nachsorge nicht zumutbar, in einmonatigen Abständen 

Knochenmarkbiopsien durchzuführen. Zudem postulieren andere Autoren, wie 

beispielsweise Maurillo et al., dass eine gleichwertige Behandlung des 

Untersuchungsmaterials durchaus möglich ist.(Maurillo et al. 2007) Die im Rahmen 
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dieser Studie ermittelten Chimärismuswerte basieren daher zum größten Teil auf 

Untersuchungen aus Proben peripheren Blutes. 

2.3.1. Prinzip der quantitativen „real-time“ PCR (RQ-PCR) mittels 

Taqman®-Methode 

Die Taqman®-Methode ist eine 5’Nuclease-Technologie und arbeitet mittels einer 

TaqMan®-Sonde („probe“). Diese ist eine Messsonde und besteht aus einem 

Oligonukleotid, welches an einem 5‘-Ende mit einem „reporter dye“ (Signalfarbe) 

(„FAM“) und am 3‘-Ende mit einem „quencher dye“ (Löschfarbe), „FAMRA“ markiert 

ist. In der Hybridisierungsphase lagern sich Primer, TaqMan®-Polymerase und auch 

TaqMan®-Sonde an den zu untersuchenden DNA-Abschnitt an. Solange die beiden 

Farbstoffe an das Oligonukleotid angelagert sind, wird kein Fluoreszenzsignal 

abgegeben. Nimmt die Polymerase allerdings ihre Arbeit auf und trifft auf die 

fluoreszenzmarkierte Sonde, greift sie diese mittels ihrer 5’Exonucleaseaktivität an. 

Dadurch werden die beiden Farbstoffe „reporter dye“ und „quencher dye“ voneinander 

abgelöst, letzterer verliert seine abschwächende Wirkung und der erste Farbstoff setzt 

ein Fluoreszenzsignal frei. Dieses wird durch ein Spektrophotometer (ABI 7700 

Sequenzier Detector bzw. ABI 7500 Applied Biosystems) gemessen. Die Intensität 

dieses Signals ist direkt proportional zur Zahl der in der Synthesephase gebildeten 

neuen DNA.  

Der erste Schritt stellt die Gewinnung von DNA aus EDTA-Vollblut oder EDTA-

Knochenmark dar. In der Regel benötigt man dafür 200 µL Probenmaterial, welches 

sofort oder nach bis zu fünf Tage dauernder Kühlung weiterverarbeitet wird. Die 

Isolierung der DNA erfolgt mittels einer standardisierten Methode mit Hilfe eines Kits 

der Firma Quiagen (Hilden, Deutschland).  

Im Anschluss kann der Chimärismus anhand von quantitativer „real-time“ PCR auf der 

Grundlage von Y-spezifischen Gensequenzen (bei geschlechtsdifferenter 

Transplantation) oder von Empfänger-/Spender-spezifischen Polymorphismen 

untersucht werden. In der folgenden Tabelle werden die bei den Patienten des 
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Kollektivs angewendeten Primer und ihre entsprechenden Sequenzen dargestellt, 

welche analog zu Alizadeh et al. ausgewählt wurden.(Alizadeh et al. 2002)  
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Genlocus Genlokus Forward Primer Reverse Primer Taqman® Sonde 

S01b:   17q GTA CCG GGT 
CTC CAC CAG G 

GGG AAA GTC 
ACT CAC CCA 
AGG 

5’FAM CTG 
GGC CAG AAT 
CTT GGT CCT 
CAC A 
TAMRA3’ 

S03: 6q CTT TTG CTT 
TCT GTT TCT 
TAA GGG C 

TCA ATC TTT 
GGG CAG GTT 
GAA 

5’FAM CAT 
ACG TGC ACA 
GGG TCC CCG 
AGT TAMRA3’ 

S04a: 9 CTG GTG CCC 
ACA GTT ACG 
CT 

AAG GAT GCG 
TGA CTG CTA 
TGG 

5’FAM TCC 
TGG CAG TGT 
GGT CCC TTC 
AGA A 
TAMRA3’ 

S04b: 9 CTG GTG CCC 
ACA GTT ACG 
CT 

AGG ATG CGT 
GAC TGC TCC 
TC 

5’FAM TCC 
TGG CAG TGT 
GGT CCC TTC 
AGA A 
TAMRA3’ 

S05b: 20 AGT TAA AGT 
AGA CAC GGC 
CTC CC 

CAT CCC CAC 
ATA CGG AAA 
AGA 

5’FAM CCC 
TGG ACA CTG 
AAA ACA GGC 
AAT CCT 
TAMRA3’ 

S06: 1p CAG TCA CCC 
CGT GAA GTC 
CT 

TTT CCC CCA 
TCT GCC TAT 
TG 

5’FAM CCC 
ATC CAT CTT 
CCC TAC CAG 
ACC AGG 
TAMRA3’ 

S07a: X TGG TAT TGG 
CTT TAA AAT 
ACT GGG 

TGT ACC CAA 
AAC TCA GCT 
GCA 

5’FAM TCC 
TCA CTT CTC 
CAC CCC TAG 
TTA AAC A 
TAMRA3’ 

S07b: X GGT ATT GGC 
TTT AAA ATA 
CTC AAC C 

CAG CTG CAA 
CAG TTA TCA 
ACG TT 

5’FAM TCC 
TCA CTT CTC 
CAC CCC TAG 
TTA AAC A 
TAMRA3’ 

S08a: 1q CTG GAT GCC 
TCA CTG ATC 
CA 

TGG GAA GGA 
TGC ATA TGA 
TCT G 

5’FAM CTC 
CCA ACC CCC 
ATT TCT GCC 
TG 

S08b: 1q GCT GGA TGC 
CTC ACT GAT 
GTT 

TGG GAA GGA 
TGC ATA TGA 
TCT G 

5’FAM CTC 
CCA ACC CCC 
ATT TCT GCC 
TG TAMRA3’ 
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S09b: 17q GGG CAC CCG 
TGT GAG TTT T 

CAG CTT GTC 
TGC TTT CTG 
CTG 

5’FAM CTC 
CCA ACC CCC 
ATT TCT GCC 
TG TAMRA3’ 

S10b: 18 TTA GAG CCA 
CAA GAG ACA 
ACC AG 

TGG CTT CCT 
TGA GGT GGA 
AT 

5’FAM CAG 
TGT TCC CCA 
CTC AAG TAC 
TCC TTT GGA 
TAMRA3’ 

S11a: 11 P TAG GAT TCA 
ACC CTG GAA 
GC 

CCA GCA TGC 
ACC TGA CTA 
ACA 

5’FAM CAA 
GGC TTC CTC 
AAT TCT CCA 
CCC TTC C 
TAMRA3’ 

Y:    5’FAM CAG 
CCA CCA GAA 
TTA TCT CCA 
AGC TCT CTG 
A TAMRA3’ 

HCK:  TAT TAG CAC 
CAT CCA TAG 
GAG GCT T 

GTT AGG GAA 
AGT GGA GCG 
GAA G 

5’VIC TAA CGC 
GTC CAC CAA 
GGA TGC GAA 
TAMRA3‘ 

Tab. 10: Übersicht über die verwendeten Primer und Taqman®-Sonden zur Evaluation der 
Polymorphismen (FP: forward primer; RP: reverse primer; P: Taqman®-Sonde).  

Bei männlichen Patienten, welche eine weibliche Spenderin hatten, wurde die 

quantitative „real-time“ PCR anhand von Y-Chromosom spezifischen Sequenzen 

durchgeführt.(Fehse et al. 2001) Bei allen anderen Konstellationen wurde die RQ-PCR 

anhand von SNP angewendet. Die Durchführung erfolgte anhand einer Duplex-PCR, 

die es ermöglicht zwei Zielsequenzen gleichzeitig zu amplifizieren. Dabei wird als 

Kontrollsequenz das Hematopoetic Cell Kinase-Gen (HCK) eingesetzt. Die HCK-

spezifische PCR wird in der „real-time“ PCR erfahrungsgemäß bei ca. 19-20 

Synthesezyklen positiv („threshold cycle“). 

Das getestete Material gilt für einen untersuchten Polymorphismus als negativ, wenn 

die ct-Werte („treshold cycle“) für die benutzte spezifische PCR und die Kontroll- 

(HCK) PCR (=∆ct) um mindestens 10 Zyklen differieren, d.h. wenn sich der untersuchte 

Polymorphismus bei einer signifikant höheren Zykluszahl nachweisen lässt. Das 
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Material gilt für den untersuchten Polymorphismus als positiv, wenn die ct-Werte für 

die benutzte spezifische PCR und die Kontroll-PCR etwa gleich groß sind (∆ct=0). 

Zur Durchführung der PCR an einem real-time PCR-Gerät (ABI 7700 Sequenzier 

Detector bzw. ABI 7500 Applied Biosystems) wurden folgende Reagenzien eingesetzt:  

- 12.5 µL 2x Mastermix für Taqman® PCR 

- 10 µL Proben DNA 

- Je 0.25 µL HCK (Hematopoetic Cell Kinase Gen)-Forward Primer und –Reverse 
Primer sowie 0.25 µL HCK-Sonde 

- Je 0.25 µL (für die Y-PCR: 0.5 µL) des spezifischen Forward Primer und Reverse 
Primer sowie 0.25 µL der entsprechenden Sonde 

Parallel wurde jeweils eine Negativkontrolle mit Wasser amplifiziert. Zusätzlich wurde 

eine Standard-Verdünnungsreihe (10%, 3%, 1%, 0.3%, 0.1%) analysiert. Die 

Verdünnungsreihe wurde aus mononukleären Zellen von merkmal-positiven und 

merkmal-negativen Proben mittels eines „Buffy-coat“ gewonnen. Der „Buffy-coat“ 

stellt die dünne Grenzschicht zwischen Erythrozyten und Blutplasma nach 

Zentrifugation von Vollblut dar und besteht aus Leukozyten und Thrombozyten.  

Die Ergebnisse, ct, wurden in eine vorgefertigte Matrix eingegeben und die 

entsprechenden ∆ct-Werte anhand von Excel-Tabellen berechnet. Die Werte der 

Verdünnungsreihe wurden zur Berechnung einer Standardkurve verwendet. Die 

entsprechende Funktion wurde zur Bestimmung des prozentualen Anteils an 

Empfängerzellen im Blut umgestellt und in die Tabelle übertragen. Im Anschluss daran 

wurden die Werte in den Donorchimärismus (% Spenderzellen) umgerechnet und in 

einem EDV-Befundblatt gespeichert.  

2.4. Statistik 

Die gesammelten Daten wurden im Anschluss an die Datensammlung in eine SPSS-

Tabelle übertragen und anschließend mittels SPSS Statistics 17.0 (SPSS GmbH 
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Software, München, Deutschland) ausgewertet. Dabei wurden deskriptive Statistiken 

aufgestellt sowie Chi-Quadrat-Tests, t-tests zweier unabhängiger Stichproben, 

Univariate Analysen und nicht parametrische Tests unabhängiger Stichproben 

durchgeführt. Für Letztere wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Als 

Signifikanzniveau wurde p≤ 0.05 gewählt. Als Gesamtüberleben („Overall survival“, 

OS) wurde der Zeitraum von Transplantation bis Todesdatum, als rezidivfreies 

Überleben („Disease-free survival“, DFS) die Zeit zwischen Transplantation und 

Progression der Grundkrankheit gewertet. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Deskriptive Statistik 

3.1.1. Kollektiv 

Im Kollektiv der Studie befanden sich 75 Patienten - 38 Männer und 37 Frauen. Von 

diesen Patienten waren 52 an einer de novo AML, 23 an einer s-AML erkrankt. Das 

mediane Alter betrug 52.0 Jahre, wobei der jüngste Patient 3, der älteste 67 Jahre alt 

war. 36 Patienten erhielten eine volle Konditionierung, 39 wiederum wurden 

dosisreduziert konditioniert. 

72 Patienten (96.0%) wurden dabei das erste Mal, 3 Patienten (4.0%) zum zweiten Mal 

transplantiert. Bei 40 Patienten handelte es sich Zeitpunkt der Transplantation um die 

Erstdiagnose, 28 befanden sich ersten Rezidiv, 6 im 2. Rezidiv und 1 Patient erlebte 

bereits das 4. Rezidiv (53.3%, 37.3%, 8.0% und 1.3%). Abbildung 8 verdeutlicht diesen 

Sachverhalt. 

Stadium vor Knochenmarktransplantation

53,3%

37,3%

8,0%
0,0% 1,3%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

Erstdiagnose 1. Rezidiv 2. Rezidiv 3. Rezidiv 4. Rezidiv

Stadium

Abb. 8: Stadium vor Knochenmarktransplantation 

Vor der Stammzell-Transplantation befanden sich 42 Patienten in kompletter Remission 

(56.0%), 15 in partieller Remission (20.0%), 16 (21.3%) Patienten sprachen nicht auf 
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die Therapie an und 2 Patienten befanden sich im Rezidiv (2.7%). Die folgende 

Abbildung verdeutlicht Stadium und Status der Patienten vor Transplantation.  

Remissionsstatus vor Knochenmarktransplantation

56,0%

20,0% 24,0%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

CR PR refraktär/Rezidiv

Remissionsstatus

Abb. 9: Remissionsstatus vor Knochenmarktransplantation 

Die mediane Anzahl von Blasten in der Zytomorphologie des Knochmarksaspirates vor 

Stammzelltransfusion war 4.0% (range 0-90).  

Die Quelle der Stammzellen war bei neun Patienten Knochenmark, bei 66 Patienten 

periphere Blutstammzellen (12.0% und 88.0%). Zwei Patienten hatten Familienspender, 

alle anderen Patienten einen unverwandten Spender. 53 (70.7%) Patienten wurden in 

Bezug auf die HLA-Merkmale identisch transplantiert, 22 (29.3%) als Mismatch. 29 

Patienten (38.7%) waren mit ihren Spendern im Bezug auf das ABO-System identisch, 

46 waren nicht identisch (61.3%). Von den 75 Patienten wurden des weiteren 50 

(66.7%) hinsichtlich des Geschlechts übereinstimmend, 25 nicht übereinstimmend 

transplantiert (33.3%). 

Zur Vorbeugung von GvHD erhielten 38 Patienten ATG, 32 Thymoglobulin, fünf 

Patienten erhielten kein Antithymozytenglobulin. Bei allen Patienten wurde ein 

Engraftment beobachtet, es kam bei keinem Patienten zu einem „Graft failure“.  
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Im Laufe der ersten 100 Tage nach Transplantation litten 49 Patienten an einer akuten 

GvHD, 26 (34.6%) wiesen keine derartigen Symptome auf. Von den betroffenen 

Personen zeigten 17 Anzeichen einer aGvHD Grad I (22.7%), 19 Grad II (25.3%), 11 

Grad III (14.7%) und 2 Grad IV (2.7%). Dies bedeutet, dass 13 Patienten (17.3%) unter 

schweren Symptomen (Grad 3 und 4) litten. Eine chronische GvHD trat bei 44 

Patienten auf (58.7%). Abbildung 10 verdeutlicht oben genannte Ergebnisse. 

Akute Graft-versus-Host-Erkrankung 

34,6%

22,7% 25,3%
14,7%

2,7%
0%

20%

40%

60%

80%

100%

keine Grad I Grad II Grad III Grad IV

Ausprägungsgrad

Abb. 10: Akute Graft-versus-Host-Erkrankung 

Das mediane Leukozytenengraftment war am Tag 14 (range 8-44) erreicht. Bei den 

Thrombozyten war dies im Median der 15. Tag (range: 5-78). Als maximale 

Therapieantwort nach allogener Transplantation zeigten 72 Patienten eine komplette 

Remission (96.0%), ein Patient eine partielle Remission, zwei weitere Patienten 

sprachen nicht auf die Therapie an und blieben refraktär.  

Im Laufe des Untersuchungszeitraums entwickelten 29 Patienten ein Rezidiv der 

Grundkrankheit, dies entspricht 38.7%. Abbildung 11 veranschaulicht dieses Verhältnis. 

Die Letalität bei einem Rezidiv der Grunderkrankung lag bei 89.7%, dies entspricht 26 

von 29 Patienten.  
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Rezidiv-Follow-up

38,7%

61,3%

Rezidiv

Kein Rezidiv

Abb. 11: Rezidiv-Follow-up  

Das Gesamtüberleben für alle 75 Patienten lag bei 55% (95%-iges Konfidenzintervall, 

Cl: 44%-67%) sowie das rezidiv-freie Überleben bei 50% (95%-iges 

Konfidenzintervall, Cl: 39%-62%). Während der Follow-up Periode von zwei Jahren 

waren insgesamt 34 Patienten verstorben (45%).  

Letztes Follow-up der Patienten

45,3%

54,7%

Tot   

Lebend   

 
Abb. 12: Letzes Follow-up der Patienten 

Die folgenden Abbildungen zeigen Gesamtüberleben und krankheitsfreies Überleben. 
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Abb. 13:Overall survival 

 

Abb. 14: Disease-free survival 

Führende Todesursache war das Rezidiv (76.5%), gefolgt von Infekten ohne (8.8%) 

bzw. in Zusammenhang mit aGvHD (5.9%) oder cGvHD (5.9) und prärenalem 
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Nierenversagen (2.9%). Einen Überblick über die Verteilung der Todesursachen gibt 

Abbildung 15.  

Todesursachen

76,5%

8,8%

5,9%
5,9% 2,9%

Rezidiv

Infekte ohne GvHD

Infekte mit aGvHD

Infekte mit cGvHD

prärenales Nierenversagen

Abb. 15: Todesursachen 

Sieben Patienten wurden bei Rezidiv mit Donorlymphozyteninfusionen (DLI) (24.1%) 

behandelt. 

3.1.2. Standardkonditionierung und dosisreduzierte Konditionierung  

Im Folgenden werden einige der oben für das Kollektiv genannten Items noch einmal 

im Vergleich der beiden Gruppen „Standardkonditionierung“ versus „dosisreduzierte 

Konditionierung“ (RIC) dargestellt. Zusätzlich wurde untersucht, ob sich die beiden 

Gruppen hinsichtlich bestimmter Variablen signifikant unterscheiden.  

36 Patienten wurden mit einem Regime in Standarddosierung behandelt. Davon hatten 

30 Patienten die Diagnose de novo AML und 6 Patienten die einer s-AML erhalten. 39 

Patienten wurden mit reduzierter Intensität konditioniert. In dieser Gruppe waren 22 

Menschen an einer de novo AML und 17 an einer s-AML erkrankt. Die Patienten, die 

eine myeloablative Konditionierung erhielten, waren im Median 41.5 Jahre alt (range, 

3-65), die Patienten der Gruppe mit RIC 62.0 Jahre (range, 8-67). Dieser Unterschied ist 

signifikant (p=0.000). 35 (97.2%) Patienten der Gruppe mit myeloablativer 
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Konditionierung wurden zum ersten Mal transplantiert, ein Patient zum zweiten Mal. 

Dagegen wurden 37 (94.9%) Patienten der anderen Gruppe zum ersten, zwei zum 

zweiten Mal transplantiert.  

Im Vergleich des Stadiums vor Transplantation ergab sich Folgendes: So hatten 17 

Patienten (47.2%) der voll konditionierten Patienten zum ersten Mal die Diagnose einer 

AML erhalten, gegenüber 23 Patienten (59.0%) der reduziert konditionierten Patienten. 

15 Patienten (41.7%) der ersten Gruppe befanden sich im ersten und drei im zweiten 

Rezidiv. Ähnlich sah es bei den Patienten aus, die dosisreduziert transplantiert wurden, 

von denen sich 13 (33.3%) im ersten bzw. 3 (7.7%) im 2. Rezidiv befanden. Lediglich 

ein Patient der ersten Gruppe befand sich bereits im 4. Rezidiv.  

Stadium vor Knochenmarktransplantation
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Abb. 16: Stadium vor Transplantation im Vergleich zwischen den Konditionierungsgruppen 

Auch in Bezug auf den Remissionsstatus vor Transplantation waren sich die beiden 

Gruppen ähnlich. Aus der Standard-Gruppe befanden sich 22 Patienten (61.1%) in CR, 

9 (25.0%) in partieller Remission und 5 Patienten (13.9%) hatten nicht auf die Therapie 

angesprochen. Bei 20 (51.3%) der Patienten der RIC-Gruppe hatte sich das 

Knochenmark vollständig erholt, bei 6 (15.4%) nur teilweise. 13 Patienten (33.3%) 

blieben therapierefraktär. Somit erreichten insgesamt 33 Patienten aus beiden Gruppen 

vor der Transplantation keine komplette Remission. Die Unterschiede hinsichtlich des 

Remissionsstatus im Gruppenvergleich verfehlen das Signifikanzniveau p=0.298.  
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Remissionsstatus vor Knochenmarktransplantation
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Abb. 17: Remissionsstatus vor Transplantation im Vergleich zwischen den Konditionierungsgruppen 

Patienten die vor Transplantation eine myeloablative Konditionierung erhalten hatten, 

wiesen in der letzten Knochenmarks-Untersuchung vor Transfusion im Median eine 

deutlich niedrigere Anzahl an Blasten auf, als die Teilnehmer der anderen 

Studiengruppe (2.5%, range 0-50 vs. 4.5%, range 0-90). Der Unterschied zwischen den 

beiden Gruppen erreicht jedoch das Signifikanzniveau nicht (p=0.120), was bedeutet, 

dass beide Patientengruppe vor Transplantation in etwa gleich hohe Zahlen an 

verbliebenen Blasten aufwiesen.  

7 Patienten (19.4%) die eine Standardkonditionierung erhielten, wurden mit 

Knochenmark versorgt, 29 (80.6%) dagegen mit peripheren Blutstammzellen. In der 

anderen Gruppe verhielt es sich 5.1% (n=2) zu 94.9% (n=37). 21 Patienten (58.3%) der 

Standardkonditionierungs-Gruppe erhielten ein HLA-identisches Transplantat, während 

32 Patienten (82.1%) der anderen Gruppe auf diese Weise versorgt wurden. Bei 14 

Patienten (38.9%) der Standardgruppe waren Spender und Empfänger ABO- identisch, 

in der anderen Gruppe sogar 15 (38.5%). 

Zur Prophylaxe der Spender-gegen-Wirt-Krankheit (GvHD) erhielten 17 Patienten 

(47.2%) aus der Standardgruppe, beziehungsweise 21 Patienten aus der RIC-Gruppe 

(53.8%) ATG und 14 (38.9%, Standardkonditionierung), beziehungsweise 18 Patienten 

(46.2%, RIC) Thymozytenglobulin. Die restlichen 5 (13.9 %) der Standardgruppe 

bekamen keine Globuline. Trotzdem waren in der ersten Gruppe 24, in der zweiten 
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Gruppe 25 Patienten von einer aGvHD betroffen. Im Rahmen der reduzierten 

Konditionierung entwickelten 9 Patienten (23.1%) eine akute GvHD Grad I, 9 (23.1%) 

II. Grades und 7 (17.9%) III. Grades. Die Daten für die Standardkonditionierung 

ergaben bei 8 Patienten (22.2%) eine aGvHD Grad I, bei 10 (27.8%) Grad II, bei 4 

Patienten (11.1%) Grad III und bei 2 (5.6) Patienten ein Grad IV. In der Zeit bis Tag 

100 nach Transplantation litten in der Standardgruppe 23 Patienten (63.9%) an einer 

chronischen GvHD, gegenüber 21 Patienten (53.8%) der anderen Gruppe. Abbildung 18 

zeigt die Ausprägungsgrade der aGvHD im Gruppenvergleich. 

Akute Graft-versus-Host-Erkrankung
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Abb. 18: Akute Graft-versus-Host-Erkrankung im Vergleich zwischen den Konditionierungsgruppen 

Das Engraftment der Leukozyten benötigte eine mediane Dauer von 15.0 Tagen in der 

standard-konditionierten Gruppe (range 8-30), beziehungsweise 13.0 in der RIC-

Gruppe. (range 9-44). Der Unterschied war signifikant (p=0.012). Auch in Bezug auf 

das Engraftment der Thrombozyten gab es auffällige Unterschiede. Während die 

Thrombozytenregeneration in der Standardgruppe im Median 20.0 Tage (range 11-62) 

einnahm, erreichten die Patienten der RIC-Gruppe die Zielwerte bereits nach 13.0 

Tagen (range 5-78). Dieser Unterschied war ebenfalls signifikant (p=0.004). 



 

 

46 

Dauer des Engraftments
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Abb. 19: Dauer des Engraftments von Leukozyten und Thrombozyten im Vergleich zwischen den 
Konditionierungsgruppen 

Im Verlauf der anschließenden Therapie erhielten 3 von 33 (8.3%) der standardisiert 

konditionierten Patienten, beziehungsweise 8 von 39 (20.5%) Patienten der anderen 

Gruppe eine Donorlymphozyteninfusion.  

Im Bezug auf das Ansprechen der Therapie zeigten alle 36 Patienten der ersten Gruppe 

eine komplette hämatologische Remission (CR). Bei den Patienten der dosisreduzierten 

Konditionierung waren zwei Patienten refraktär, ein Patient hatte nur eine partielle 

Remission. 36 von 39 dieser Patienten (92.0%) wiesen eine komplette Erholung des 

Knochenmarks auf. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist nicht signifikant 

(p=0.092). 

Im Laufe von 2 Jahren nach Transplantation entwickelten 11 Patienten, die 

myeloablativ konditioniert wurden, ein Rezidiv, dies entsprach 30.5%. Demgegenüber 

erlitten 18 von 39 RIC-Patienten einen Rückfall (46.2%). Im Vergleich ergibt sich 

jedoch mit p=0.169 kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der 

Rezidivwahrscheinlichkeit. 
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Rezidiv-Follow-up bei Standardkonditionierung
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Abb. 20: Rezidiv-Follow-up bei Standardkonditionierung 

Rezidiv-Follow-up bei dosisreduzierter Konditionierung
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Abb. 21: Rezidiv-Follow-up bei dosisreduzierter Konditionierung 

Zum Zeitpunkt des letzten Follow-up waren in der ersten Gruppe noch 25 (69.0%) der 

Patienten am Leben, während bereits 23 (59.0%) Patienten der dosisreduziert 

transplantierten Patienten verstorben waren. Diese Differenz ist signifikant (p=0.01). 

Die folgende Abbildung veranschaulicht dies. 



 

 

48 

Follow-up im Gruppenvergleich
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Abb. 22: Follow-up von Rezidiv und Tod im Vergleich zwischen den Konditionierungsgruppen 

Das mediane Gesamtüberleben betrug in der Standard-Gruppe 2 Jahre (range 0.1-5) und 

in der RIC-Gruppe 1.5 Jahre (range 0.1-5.6). Dieser Unterschied war signifikant 

(p=0.047). Hingegen ergab sich bezüglich des medianen DFS kein Unterschied 

zwischen den beiden Gruppen. So betrug das mediane rezidiv-freie Überleben in der 

Standardgruppe 1.5 Monate (range 0.1-5), während dies bei der RIC-Gruppe lediglich 

1.3 Monate betrug (range 0.1-5).  

Um eine Aussage über Faktoren zu machen, welche das Überleben der Patienten 

beeinflussen, wurde eine univariate Analyse durchgeführt. So sprach ein Blastenanteil 

höher als 5% zum Zeitpunkt der Transplantation für ein verringertes 2-Jahres- (39% vs. 

67%, p=0.007) und rezidiv-freies Überleben (64% vs. 37%, p=0.04). Zudem war die 

Standardkonditionierung im Vergleich zur intensitäts-reduzierten Konditionierung mit 

einem erhöhten Gesamtüberleben (68% vs. 43%, p=0.02) und rezidiv-freien Überleben 

(64% vs. 37%, p=0.04) assoziiert. Auch hatten diese Patienten, welche in kompletter 

Remission transplantiert wurden ein höheres rezidiv-freies Überleben (61%) als solche, 

welche nur in partieller Remission (40%) bzw. therapie-refraktär (31%) gewesen waren 

(p=0.011). Schließlich waren ein fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung (Rezidiv vs. 

Erstdiagnose, p=0.03) und eine erhöhte Blastenanzahl (>5%, p=0.005) zum Zeitpunkt 

der Transplantation mit einem signifikant erhöhtem Risiko behaftet ein Rezidiv zu 

erleiden. 
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3.2. Chimärismus 

3.2.1. Vergleich des Chimärismus bei Standard- versus dosisreduzierter 

Konditionierung 

Es wurde zunächst untersucht, wie sich der Chimärismus im Beobachtungszeitraum von 

zwei Jahren bei beiden Konditionierungsgruppen entwickelte (Abbildung 23). 

Entwicklung des Chimärismus im Untersuchungszeitraum
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Abb. 23: Entwicklung des medianen Chimärismus innerhalb des Untersuchungszeitraums im Vergleich 
zwischen den Konditionierungsgruppen  

Tabelle 11 zeigt die der obigen Abbildung zugrunde liegenden medianen 

Chimärismuswerte, sowie die dazugehörigen Spannbreiten. 
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 Standardkonditionierung (Range) Dosisreduzierte Konditionierung (Range) 

 Minimal (%) Maximal (%) Median (%) Minimal (%) Max imal (%) Median (%) 

1. Chimärismus 77.8 100.0 99.9 19.6 100.0 99.1 

Nach 1 Monat 77.8 100.0 99.9 45.0 100.0 99.9 

Nach 3 Monaten 58.7 100.0 99.9 0.0 100.0 99.9 

Nach 6 Monaten 99.7 100.0 100.0 64.6 100.0 100.0 

Nach 9 Monaten 28.9 100.0 100.0 99.2 100.0 100.0 

Nach 12 Monaten 99.6 100.0 100.0 98.8 100.0 100.0 

Nach 15 Monaten 99.7 100.0 100.0 99.8 100.0 100.0 

Nach 18 Monaten 99.8 100.0 100.0 99.9 100.0 100.0 

Nach 21 Monaten 100.0 100.0 100.0 99.2 100.0 100.0 

Nach 24 Monaten 99.9 100.0 100.0 99.3 100.0 100.0 

ChimärismusMax 98.9 100.0 100.0 39.7 100.0 100.0 

ChimärismusMin 28.9 100.0 99.3 0.0 100.0 95.1 

Tab. 11: Mediane Chimärismuswerte und zugehöriges Ranges 

Zum Zeitpunkt der ersten Kontrolluntersuchung nach Transplantation, die median nach 24 

Tagen statt fand (range 12-30), zeigten 54 der 75 (72%) evaluierten Patienten einen 

kompletten Spenderchimärismus. Der mediane Chimärismus bei der ersten Untersuchung 

betrug 99.8% (range 19.6%-100.0%). Der mediane Chimärismus über den gesamten 

Untersuchungszeitraum hingegen betrug 99.9% (range 99.8-100.0%). 

Die Patienten der myeloablativen Therapiegruppe zeigten median konstant Werte über, 

beziehungsweise gleich 99.9%. Ähnliche Ergebnisse präsentierten die Patienten der RIC-

Gruppe, deren Werte konstant über beziehungsweise gleich 99.1% waren. Einen Vergleich 

der Chimärismus-Werte der beiden Gruppen im Zeitraum der Beobachtung sowie die 

zugehörigen Ranges gibt Tabelle 12. 
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Chimärismus Standard (%) RIC (%) p 

1. Chimärismus 99.9 99.1 0.000 

Nach 1 Mon. 99.9 99.9 0.401 

Nach 3 Mon. 99.9 99.9 0.905 

Nach 6 Mon. 100.0 100.0 0.298 

Nach 9 Mon. 100.0 100.0 0.346 

Nach 12 Mon. 100.0 100.0 0.010 

Nach 15 Mon. 100.0 100.0 0.897 

Nach 18 Mon. 100.0 100.0 0.907 

Nach 21 Mon. 100.0 100.0 0.296 

Nach 24 Mon. 100.0 100.0 0.162 

Chimmax 100.0 100.0 0.042 

Chimmin 99. 3 95.1 0.022 

Tab. 12: Chimärismus im Vergleich  

Bei Betrachtung der Mittelwerte der jeweiligen Chimärismus-Daten fällt auf, dass es 

zwischen den beiden Gruppen mit Ausnahme von vier Werten keine signifikanten 

Unterschiede gab. Eine dieser Ausnahmen war der erste ermittelte Chimärismus, welcher 

in der Standardgruppe höher ausfällt. Der 1. Chimärismus betrug bei Patienten der 

Standardkonditionierung im Median 99.9%, bei der anderen Gruppe lediglich 99.1%. 

Diese Differenz war signifikant (p=0.000). Ebenso war der Unterschied hinsichtlich des 

Chimärismus nach 12 Monaten signifikant (p=0.010). Auch in Bezug auf den medianen 

maximalen und minimalen Chimärismus unterschieden sich die beiden Gruppen deutlich 

(maximaler Chimärismus: p=0.042, minimaler Chimärismus: p=0.022). Insgesamt 

gesehen, waren die medianen Chimerismuswerte in der Standardgruppe signifikant höher 

als in der RIC-Gruppe (p=0.037). 
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Minimaler und maximaler Chimärismus im Gruppenvergleich
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Abb. 24: Minimaler und maximaler Chimärismus im Vergleich zwischen den Konditionierungsgruppen  

3.2.2. Chimärismus-Dynamik und Rezidiv-Wahrscheinlichkeit 

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern sich der Chimärismus über den 

Beobachtungszeitraum veränderte.  

Insgesamt erreichten 71/75 Patienten (95%) einen kompletten Spenderchimärismus. 

Zunächst soll die Zeitspanne betrachtet werden, die benötigt wurde, bis sich ein kompletter 

Spenderchimärismus von ≥99.0% Spenderzellen entwickelt hat.  

Zum Zeitpunkt der ersten Chimärismusuntersuchung nach Transplantation hatten bereits 

54/75 Patienten (72%) einen kompletten Donorchimärismus erreicht. Übertragen auf die 

Konditionierungsgruppen bedeutet dies, dass 33 von 36 Patienten, die einer 

Standardkonditionierung unterzogen wurden, bereits früh einen Chimärismuswert ≥ 99.0% 

erreicht hatten. Dies entspricht 92% aller Patienten dieser Gruppe. Hingegen waren es in 

der RIC-Gruppe lediglich 21 von 39 Patienten (54%). Dies bedeutet einem signifikanten 

Unterschied (p<0.001). 40 dieser Patienten konnten diesen Wert über den gesamten 

Untersuchungszeitraum hinweg halten.  

Das Erreichen eines kompletten Spenderchimärismus dauerte median 29 Tage (range 12-

163). Die Patienten der RIC Gruppe benötigten etwas weniger Zeit, nämlich 26.5 Tage 

(range 12-163). Bei der anderen Gruppe war ein Donorchimärismus jedoch erst im Median 
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nach 31 Tagen erreicht (range 14-70). Dieser Unterschied verfehlte die Signifikanz 

(p=0.369). Vier der 75 Patienten hatten im Laufe der zwei Jahre nie einen vollen 

Chimärismus erreicht. Drei der Patienten waren vor Transplantation mit dosisreduzierter 

Konditionierung behandelt worden, ein Patient war einer Standardkonditionierung 

unterzogen worden.  

Über die Studiendauer von 2 Jahren hatten 40/75 (bzw. 40/71 Patienten, die zuvor einen 

kompletten Spenderchimärismus erreicht hatten) Patienten durchgängig einen vollen 

Spenderchimärismus („stable donor chimerism“). Dies entspricht 53.0% der gesamten 

Kohorte. Davon waren 23 Patienten standardmäßig konditioniert, 17 dosisreduziert. Der 

Unterschied war nicht signifikant. Trotz durchgängigem Donorchimärismus erlebten 9/40 

Patienten ein Rezidiv (23%). Dieses Ereignis trat nach einer medianen Zeit von 9 Monaten 

auf (range 2-24). Die 2-Jahres-Überlebensrate betrug in dieser Kategorie 77% (95%, Cl: 

64%-90%), das rezidivfreie Überleben 76% (95%, Cl: 52%-82%). 

Hingegen hatten 31 Teilnehmer (31/75, 41%) zumindest einmal einen gemischten 

Chimärismus. Davon stammten 19 Patienten aus der RIC-Gruppe und 12 aus der 

Standardgruppe. In diesem Zusammenhang kann man zwischen zwei Kategorien 

unterscheiden. 13 (42%, Standard: n=4, RIC: n=9) dieser Patienten zeigten einen Anstieg 

der Donor Allele („increasing donor alleles“), 18 (58%, Standard: n=8, RIC: n=10) 

erlebten hingegen einen Abfall der Donor Allele („decreasing donor alleles“). Diese 

Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass die Art der Konditionierung keinen Einfluss 

darauf hat, ob sich ein zu- oder abnehmender gemischter Chimärismus entwickelt. Die 

statistische Untersuchung stützt diese Aussage (p=0.558). 

Von den 31 Teilnehmern, die im Laufe der 2 Jahre einen gemischten Chimärismus 

aufwiesen, entwickelten 17 Patienten ein Rezidiv, 14 hingegen nicht. Betrachtet man die 

Patienten, die während der gesamten Zeit komplette Spender-Chimärismus-Werte zeigten, 

fällt auf, dass 31 Patienten nicht ins Rezidiv zurückfielen, jedoch 9 Patienten trotz des 

Erreichen eines kompletten Donorchimärismus ein Rezidiv entwickelten. Bereits hier lässt 

sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Outcomes nach komplettem bzw. 

gemischtem Chimärismus nachweisen (p=0.007). Demnach rezidivieren diese Patienten, 
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welche einen durchgängigen kompletten Spenderchimärismus präsentieren nachweislich 

seltener. Jedoch wies ein gemischter Chimärismus in 14/31 Fällen unberechtigterweise auf 

ein kommendes Rezidiv hin, da die Patienten in Remission blieben. Die 

Rezidivwahrscheinlichkeit bei gemischtem Chimärismus betrug nach obigem Schema 

demnach 54.8% (vs. 45.2%). Dies bedeutet zwar, dass in der Mehrheit der Fälle tatsächlich 

mit einem Rezidiv gerechnet werden muss, allerdings ist die Zahl der falsch positiven 

Ergebnisse beträchtlich. 

Wird jedoch zusätzlich noch die Kinetik des gemischten Chimärismus hinzugezogen, der 

gemischte Chimärismus also in „increasing-“ und „decreasing donor alleles“ eingeteilt, 

ergibt sich folgendes Bild: Von 13 Patienten, bei denen der Anteil der Empfängerzellen im 

Laufe der Zeit wieder abnahm, erhielt kein Patient innerhalb von zwei Jahren die Diagnose 

eines Rezidivs. Alle Patienten blieben in Remission. Jedoch rezidivierten 17/18 (94.4%) 

Patienten der Gruppe deren Empfängerzellanteil wieder zu nahm. 9/40 (22.5%) Patienten 

der Gruppe mit „stable donor chimerism“ fielen ins Rezidiv. Der Chi-Quadrat-Test nach 

Pearson ergibt signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0.000). Dies bedeutet, 

dass Patienten mit komplettem Spenderchimärismus oder „increasing donor alleles“ 

deutlich öfter in Remission blieben, als solche, deren Anteil an residuellen 

Empfängerzellen zunahm. Die Wahrscheinlichkeit nach Auftreten eines „decreasing donor 

alleles“ auch tatsächlich ein Rezidiv zu erleiden, lag nach den vorliegenden Daten bei 

94.4%. Die Wahrscheinlichkeit trotz dieses Untersuchungsergebnisses in Remission zu 

bleiben, lag lediglich bei 5.6%. 

Die Patienten, welche den Status des vollen Donorchimärismus nicht durchgängig halten 

konnten, jedoch eine Zunahme der Spenderallele zeigten hatten somit ein günstiges 

Outcome. So lag das 2-Jahres OS bei 85% (95%, Cl: 65%-96%) und das DFS bei 85% 

(95%, Cl: 65%-96%). Gegenteiliges ist jedoch bei der Gruppe der Patienten der Fall, 

welche einen „decrease of donoralleles“ präsentierten. In dieser Kategorie rezidivierten 

nicht nur signifikant mehr Patienten, sondern taten dies im Vergleich zu den anderen 

Gruppen auch deutlich früher (p=0.04). Vergleicht man das rezidiv-freie Überleben in den 

genannten drei Gruppen, so unterscheidet sich dieses wie folgt. „Stable donor chimerism“: 

67% (95%, Cl: 52-82%), „Increase of donor alleles“: 85% (95%, Cl: 65%-96%), „decrease 

of donor alleles“: 0% (p<0.001). 
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Abb. 25: Chimärismusverteilung nach Standardkonditionierung 

Untersuchte man die Abhängigkeit der Chimärismusdynamik von der Art der 

Konditionierung, so ergab sich, dass diese unabhängig von der Konditionierungsdosis war 

(p=0.220).  

Aus den vorliegenden Daten konnte ein durchschnittlicher Zeitraum ermittelt werden, der 

zwischen Abfall des Chimärismus und Auftreten eines Rezidivs lag. Die 17 Patienten, 

welche im Verlauf nach gemischten Chimärismus-Werten einen Rückfall erlitten, zeigten 

dies im Median 21 Tage (range 0-133) vor der klinischen Manifestation anhand einer 

Veränderung des Untersuchungsergebnisses im Sinne eines gemischten Chimärismus.  
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4. Diskussion 

4.1. PCR-Methodik 

Aufbauend auf die Untersuchungen von Alizadeh et al. (Alizadeh et al. 2002) wird im 

Labor der Klinik für Stammzelltransplantation des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf die Chimärismus-Diagnostik nach Stammzelltransplantationen mittels 

quantitativer „real-time“ PCR (RQ-PCR) durchgeführt und bildet die Grundlage der dieser 

Arbeit zugrundeliegenden Ergebnisse.  

Die Analysen wurden anhand von 11 verschiedenen Markern durchgeführt, welche mit 

Hilfe von SNPs (Single Nucelotid Polymorphisms) bei 90% der Patienten angewendet 

werden können und eine Sensitivität von 0.1% bis 0.01% erreichen. Im Vergleich zu 

anderen etablierten Methoden wie short tandem repeats (STR), unter anderem in 

Untersuchungen von Bader et al.,(Bader & Kreyenberg 2004) liegt der Vorteil der RQ-

PCR darin, dass die Ergebnisse weitaus sensitiver und linearer sind. Dies liegt an der Art 

der PCR-Bestimmung, welche zu Beginn der exponentiellen Phase misst und deren 

Ergebnis damit direkt proportional zur Anfangsmenge der Ziel-DNA ist.  

Im Vergleich dazu bestimmt die Short-Tandem-Repeat-PCR (STR-PCR) die Anzahl der 

PCR-Produkte am Punkt der Plateau-Phase, was die Problematik des PCR-Competition-

Bias mit sich bringt.(Alizadeh et al. 2002). Neben dem Vorteil eines sehr hohen 

Informationsgehalt- und Genauigkeitsgrad, verfügt die STR-PCR jedoch zudem nur über 

eine geringe Sensitivität. Hier ist die RQ-PCR der STR-PCR deutlich überlegen, da es 

diese Methode ermöglicht, auch sehr kleine Mengen an DNA zu detektieren. Auch 

Koldehoff et al. konnten in einem Vergleich von STR-PCR mit RQ-PCR mittels SNPs 

nachweisen, dass letztere eine deutlich höhere Sensitivität besitzt, da gemischte 

Chimärismuswerte im Hinblick auf drohende Rezidive signifikant früher erkannt werden 

können (120 Tage versus 30 Tage, p<0.007).(Koldehoff et al. 2006) Jedoch sprechen 

andere Studien auch von einer niedrigen quantitativen Reproduzierbarkeit, welche sich vor 

allem bei der Messung großer Anteile autologer Zellen (d.h. Zellen des Patienten) 

niederschlägt und nur zu tolerieren sei, wenn der Anteil autologer Zellen 5% nicht 
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überschreitet.(Alizadeh et al. 2002;Maas et al. 2003) Alizadeh et al. geben allerdings an, 

dass das Präzisionslevel für den klinischen Alltag durchaus ausreichend sei. 

Somit haben offensichtlich verschiedene Methoden der molekularen Chimärismus-

Bestimmung unterschiedliche Vorzüge und Nachteile. Bislang ist die Methodik noch nicht 

standardisiert, jedoch verfolgen multizentrische Studien das Ziel, Methodik und 

Interpretation der Chimärismus-Diagnostik der verschiedenen Zentren besser aufeinander 

abzustimmen. Eine wesentliche Verbesserung könnte auch in der Kombination 

verschiedener Chimärismus-Techniken liegen. Ein Beispiel hierfür ist die Kombination mit 

der Interphase-FISH-Methode bei geschlechtsdifferenter Transplantation. Im KMT-Labor 

der Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf wurde diese Methode in den letzten 

Monaten zur Verbesserung der Sicherheit etabliert.  

4.2. Standard- und dosisreduzierte Konditionierung 

Vor dem Hintergrund, dass in den letzten Jahren immer mehr älteren Patienten oder auch 

Patienten mit Komorbiditäten die Möglichkeit einer allogenen Stammzelltransplantation 

gegeben werden soll, hat es sich bewährt, Transplantationen durchzuführen, vor denen die 

Patienten mit einer dosisreduzierten Konditionierung behandelt werden. 

Stammzelltransplantationen mit vorhergehendem dosisreduzierten Regime stellen 

mittlerweile mindestens ein Viertel aller durchgeführten Transplantationen dar,(Gratwohl 

et al. 2002) je nach Krankheitsentität kann dieser Anteil auch höher sein. Wenngleich ein 

deutlicher Vorteil dieser Konditionierungsstrategie in der geringeren transplantations-

assoziierten Mortalität (TRM) liegt, wird eine erhöhte Rezidivwahrscheinlichkeit im 

Vergleich zu myeloablativen Konditionierungsstrategien diskutiert.(de Lima et al. 2004)  

Ganz entscheidend für den weiteren Verlauf ist allerdings, welchen Einfluss die 

Konditionierungsintensität auf die Regeneration der Hämatopoese sowie auf die 

Entwicklung eines kompletten Spenderchimärismus hat. Es stellt sich also die Frage, 

inwiefern die Chimärismus-Diagnostik bzw. die Interpretation der Ergebnisse die 

Konditionierungsintensität berücksichtigen muss. Dies soll im Folgenden weiter diskutiert 

werden. 
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4.3. Ursachen und Bedeutung der Chimärismus-Diagnostik  

Mit den Fortschritten auf dem Gebiet der molekularen Untersuchungstechniken ist es in 

den letzten Jahren möglich geworden, den hämatopoetischen Chimärismus mit hoher 

Sensitivität zu bestimmen und die Ergebnisse zur Kontrolle des Transplantationserfolges 

sowie zur Rezidivüberwachung zu nutzen.(Bader et al. 2005;Hancock et al. 

1997;Koldehoff et al. 2006) Es herrscht jedoch Uneinigkeit darüber, inwiefern die 

Ergebnisse für den klinischen Alltag zur Rezidivdiagnostik brauchbar sein können: Ein 

Grund hierfür ist die Tatsache, dass gemischte Chimärismus-Werte neben Hinweisen auf 

ein Rezidiv auch zahlreiche anderen Ursachen haben können. So kann ein gemischter 

Chimärismus auch Ausdruck einer dosisreduzierten Konditionierung sein.(van Leeuwen et 

al. 1994) Ferner zeigen Untersuchungen mit T-Zell-depletierten Transplantaten eine höhere 

Frequenz von gemischtem Chimärismus als bei nicht depletierten Transplantaten.(Schaap 

et al. 2000;Schaap et al. 2002) Auch kann eine Reduktion des Spenderchimärismus 

Hinweise auf eine Transplantatabstoßung („graft rejection“) geben.(Dubovsky et al. 

1999;Mattsson et al. 2001) Um bezüglich dieser Problematik Klarheit zu schaffen, sind 

weitere Untersuchungen nötig.  

Einen sehr wichtigen Aspekt stellt hierbei die Beobachtung der Dynamik des Chimärismus 

dar, welche es eher zulässt, verlässliche Aussagen zum Rezidiv und zur 

Rezidivwahrscheinlichkeit zu machen.(Barrios et al. 2003) 

4.4. Vergleich der Konditionierungsgruppen 

Im Kollektiv der Studie befanden sich 75 Patienten von denen 52 an einer de novo AML, 

23 an einer s-AML erkrankt waren. 36 Patienten waren mit einem Standard-

Konditionierungsregime vorbehandelt, 39 dagegen mit reduzierter Intensität. Das mediane 

Alter lag bei 52.0 Jahren. Dies entspricht in etwa dem medianen Alter vergleichbarer 

Studien.(Martin et al. 2009;Valcarcel et al. 2008) Das mediane Alter der Patienten mit 

einer dosisreduzierten Konditionierung war signifikant höher (62.0 versus 41.5 Jahre, 

p<0.000). Dies ist insofern schlüssig, als dass häufig ältere Patienten oder Patienten mit 

Komorbidität für eine dosisreduzierte Konditionierung ausgewählt werden.(Andersson et 
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al. 2003;Giralt et al. 1997;Slavin et al. 1998;Wong et al. 2003) Auffallend war, dass nur 

56.0% aller Patienten vor allogener Stammzelltransplantation eine komplette Remission 

erreicht hatten. Hierzu muss betont werden, dass nach neueren Therapierichtlinien 

ausschließlich AML-Patienten mit einem genetisch ungünstigen Risikoprofil oder mit 

insuffizientem Ansprechen auf die Induktionstherapie für eine allogene Transplantation 

ausgewählt werden. Ferner finden sich in großen Transplantationszentren darüber hinaus 

schwerpunktmässig komplexe Fälle, welche von anderen hämatologischen Zentren dorthin 

überwiesen werden. Dies gilt auch für die Klinik für Stammzelltransplantation des 

Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf.  

Der hohe Anteil an Patienten der Studie, welche periphere Blutstammzellen (PBSC) 

erhalten hatten (88.0%), entspricht heute gängigen Transplantationsstrategien.(Bensinger et 

al. 2001) Wenngleich bei Verwendung von peripheren Blutstammzellen eine höhere 

Inzidenz von akuter und chronischer GvHD diskutiert wird,(Schmitz et al. 2002) 

postulieren manche Autoren bei peripheren Blutstammzellen eine geringere 

Rezidivwahrscheinlichkeit.(Bensinger et al. 2001) Insgesamt nimmt generell die Zahl der 

mit peripheren Stammzellen transplantierten Patienten in den letzten Jahren kontinuierlich 

zu.  

Das mediane Leukozytenengraftment um den 14. Tag in dieser Analyse entspricht den 

Ergebnissen der Literatur, nach welcher es zwischen dem 12. und 16. Tag zu stabilen 

peripheren Leukozytenwerten (> 1 x 109/L) gekommen sein sollte. Ein suffizientes 

Thrombozytenengraftment von mehr als 10 x 109/L war im Median nach 15 Tagen 

erreicht, was ebenfalls mit der Literatur vergleichbar ist.(Ostronoff et al. 2009)  

Die Konditionierungsgruppen unterscheiden sich in ihren Einzelwerten allerdings 

signifikant. Sowohl das Engraftment der Leukozyten (p=0.012) als auch der Thrombozyten 

(p=0.004) erfolgte in der Gruppe mit dosisreduzierter Konditionierung schneller als in der 

Gruppe mit myeloablativer Vorbehandlung. Im Median betrug der Unterschied zwei bzw. 

sieben Tage. Dies bestätigt frühere Arbeiten, welche zeigten, dass das Engraftment nach 

intensitätsreduzierter Konditionierung suffzient verläuft und dass eine dosisreduzierte 
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Konditionierung mit einer kürzeren Aplasiephase assoziiert ist.(Hegenbart et al. 

2006;Stelljes et al. 2005) 

Hinsichtlich des unmittelbaren maximalen Therapieansprechens auf die Transplantation 

gibt es zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede (p=0.092). 

Während die Patienten der vollen Konditionierung zu 100% eine komplette Remission 

erreichten, waren dies in der anderen Gruppe 92%. 8% der Patienten erreichten eine 

partielle Remission oder waren refraktär.  

Wenngleich frühere Studien von einem geringeren rezidivfreien Überleben nach 

dosisreduzierter Konditionierung berichten,(Massenkeil et al. 2005) sahen wir hier mit 

46.2% nach dosisreduzierter Konditionierung und 30.5% nach myeloablativer 

Konditionierung ähnliche Rezidivraten (p=0.169). Auch hinsichtlich der Dauer des 

rezidivfreien Überlebens gibt es keine signifikanten Unterschiede 

(Standardkonditionierung: 1.5 Monate; RIC: 1.3 Monate) (n.s.).  

Am Ende des 2-jährigen Untersuchungszeitraums sind noch 41 von 75 Patienten am 

Leben. Dies entspricht 54.7%. Beim Vergleich der beiden Konditionierungsgruppen fällt 

auf, dass in der Standard-Kohorte noch 25 von 36 Patienten leben (69.4%), hingegen nur 

16/39 Patienten (41.0%) der Gruppe mit dosisreduzierter Konditionierung. Hinsichtlich der 

Ergebnisse der Standardkonditionierung deckt sich dieses Ergebnis mit früheren Studien, 

welche von einem Langzeitüberleben zwischen 60 und 70% berichten.(Cornelissen et al. 

2007;Vicente et al. 2007) Dieser Unterschied war signifikant (p=0.01). Auch im Bezug auf 

das mediane Gesamtüberleben unterschieden sich die beiden Gruppen signifikant 

voneinander (Standardkonidtionierung: 2 Jahre vs. RIC: 1.5 Jahre, p=0.047). 

Dieses Ergebnis steht allerdings nicht in Einklang mit der Mehrzahl anderer Studien. So 

berichten Massenkeil et al. nicht von einem signifikant verschiendenen OS bei RIC- und 

standardkonditionierten AML-Patienten (13 versus 21 Monaten, n.s.).(Massenkeil et al. 

2005) Auch wenn auf eine teilweise unzureichende Datenlage hingewiesen wird, stützen 

andere Untersuchungen wie beispielsweise eine Studie von Parker et al.(Parker et al. 2002) 

diese Aussage. Jedoch betonen die Autoren auch, dass die Datenlage hinsichtlich des 
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langfristigen Erfolges von dosisreduzierter Konditionierung noch nicht ausreichend 

erforscht sei und weiterführende Untersuchungen abgewartet werden müssten. 

4.5. Ergebnisse der Chimärismusdynamik im Vergleich zwischen den 

Konditionierungsgruppen 

4.5.1. Vergleich der Chimärismuswerte über den Zeitraum von 24 Monaten 

Die Ergebnisse der beiden Gruppen (Standard- versus dosisreduzierte Konditionierung) 

fallen hinsichtlich der Chimärismuswerte zu den unterschiedlichen 

Untersuchungszeitpunkten im Intervall zwischen 1 - 24 Monaten sehr ähnlich aus und 

unterscheiden sich lediglich zu zwei Zeitpunkten signifikant. Dies sind der erste bestimmte 

Chimärismuswert (p=0.000) im Rahmen der ersten Kontrolle nach SCT (maximal 2 

Monate nach Transplantation), sowie der Wert nach 12 Monaten mit einem 

Signifikanzniveau von p=0.010. Zu beiden Untersuchungszeitpunkten ist das mediane 

Ergebnis der Standardkonditionierung höher als das der dosisreduzierten Gruppe. 

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen auch hinsichtlich des 

minimalen (p=0.022) und maximalen (p=0.042) Chimerismus, der jeweils unter 

Standardkonditionierung höher ausfällt. Diese Unterschiede lassen sich sicherlich auch 

damit erklären, dass sich ein kompletter Donorchimärismus in der Standard-Gruppe bei der 

Mehrheit der Patienten schon zum ersten Zeitpunkt der Chimärismusuntersuchung etabliert 

hatte (72% vs. 54%, p<0.001). 

4.5.2. Etablierung des Spenderchimärismus 

Die Etablierung eines vollen Spenderchimärismus dauert im Median 29 Tage, wobei sich 

beide Gruppen nicht signifikant unterscheiden (Standardgruppe: 31 Tage, RIC-Gruppe: 

26.5 Tage; p=0.369). Generell entspricht die Dauer der Etablierung eines vollen 

Chimärismus dem Resultat anderer Studien wie etwa von Lübbert et al., dessen Patienten 

nach dem Fludarabin, BCNU und Melphalan-Protokoll (FBM) mit reduzierter Intensität 

konditioniert wurden und nach 30 Tagen zu 80% einen kompletten Spenderchimärismus 

aufwiesen.(Lübbert et al. 2009) Auch die Verteilung der Ergebnisse in der RIC-Gruppe, 
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bei welcher die Spannbreite bis zum Erreichen eines vollständigen Chimärismus zwischen 

12 und 163 Tagen lag, entspricht der vorausgegangener Untersuchungen, wie 

beispielsweise der von Child et al. durchgeführten Untersuchung, in welcher der Autor 15 

Patienten nach einer allogenen Transplantation und dosisreduzierter Konditionierung 

hinsichtlich ihrer Chimärismusentwicklung beobachtete.(Childs et al. 1999)  

Ein interessantes Ergebnis dieser Arbeit war, dass die Zeit bis zur Entwicklung eines 

kompletten Donochimärismus in beiden Gruppen nicht wesentlich unterschiedlich war, 

jedoch die Mehrzahl der Patienten, welche bereits nach maximal 2 Monaten einen vollen 

Donorchimärismus erreicht hatte, myeloablativ konditioniert worden war. Dieses Ergebnis 

wird von mehreren Arbeiten gestützt, die postulieren, dass Patienten, welche einer 

reduzierten Konditionierung unterzogen wurden in der Regel erst einige Zeit einen 

gemischten Chimärismus entwickeln und im Vergleich zu voll konditionierten Patienten 

manchmal sogar erst Monate später eine komplette Spender-Hämatopoese 

aufwiesen.(Baron et al. 2004;Carvallo et al. 2004;Childs et al. 1999;Dey et al. 2003;Slavin 

et al. 1998) Hier könnten mehrere Faktoren relevant sein: Baron et al. verweisen auf 

verschiedene Studien, nach denen die Wahl des Medikamentes einer dosisreduzierten 

Konditionierung deutlichen Einfluss auf die Etablierung des Chimärismus hat.(Baron & 

Sandmaier 2006) So konnten Ueno et al. zeigen, dass Patienten die mit Melphalan und 

Fludarabin konditioniert wurden (kumulative Dosis: Melphalan 140mg/m2, Fludarabin 

125-150mg/m2) nach einem Follow-Up von 28 Tagen bereits einen medianen Chimärismus 

von 100% aufwiesen,(Ueno et al. 2003) wogegen Patienten, die mit Cyclophosphamid 

anstelle von Melphalan behandelt wurden (kumulative Dosis: Fludarabin 125mg/m2, 

Cyclophosphamid 120mg/kg) zum gleichen Zeitpunkt nur einen Chimärismus von 38% 

zeigten.(Carvallo et al. 2004)  

Neben der Art der dosisreduzierten Konditionierungsregime könnte auch die Entität der 

Erkrankung relevant sein. Viele der oben zitierten Arbeiten schlossen Patienten 

verschiedener hämatologischer Entitäten in die Analysen ein, während in der hier 

vorliegenden Studie nur AML-Patienten untersucht wurden. So scheint zum Beispiel nach 

eigenen Erfahrungen bei Patienten mit einer Myelofibrose, welche ebenfalls dosisreduziert 

konditioniert werden, in viel mehr Fällen und über längere Zeiträume nach Transplantation 
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ein gemischter Chimärismus zu bestehen. All diese Aspekte bedürfen einer weiteren 

Analyse und der Bestätigung mittels größerer Fallzahlen.  

Über den Follow-up-Zeitraum von 24 Monaten konnten 40 von 54 Patienten, welche 

bereits bei der ersten Kontrolluntersuchung einen vollen Donorchimärismus erreicht 

hatten, diesen auch halten. Von den genannten 40 Patienten, welche über den gesamten 

Zeitraum den kompletten Donorchimärismus zeigten, waren 23 vollständig konditioniert 

worden, 17 dosisreduziert (n.s.), was wiederum zeigt, dass auch nach dosisreduzierter 

Konditionierung ein konstanter kompletter Donorchimärismus möglich ist.  

4.6. Aussage des Chimärismus im Hinblick auf Rezidivwahrscheinlichkeit  

Ein Ziel der vorliegenden Studie war, zu untersuchen, ob die regelmäßige Kontrolle des 

Chimärismus nach allogener Stammzelltransplantation sinnvoll für eine rechtzeitige 

Rezidivdiagnostik eingesetzt werden kann. Zu diesem Zweck war es interessant zu prüfen, 

ob Patienten mit einem gemischten Chimärismus signifikant öfter ein Rezidiv erleiden und 

wie es sich bei Patienten verhält, die während des gesamten Untersuchungszeitpunktes 

einen vollen Spenderchimärismus aufwiesen.  

Wie in Kapitel 4.5.2. bereits erwähnt, zeigten 40 Patienten durchgängig einen vollen 

Donorchimärismus. Jedoch bewahrte diese Tatsache nicht alle betroffenen Patienten vor 

einem Rezidiv, da in 9 Fällen ein Rückfall auftrat. Von den 31 Patienten, die während der 

Untersuchung zumindest einmal einen gemischten Chimärismuswert aufgewiesen hatten, 

entwickelten 17 Patienten ein Rezidiv, 14 Probanden blieben in Remission. Dies bedeutet, 

dass Patienten mit gemischtem Chimärismus eine Rezidivwahrscheinlichkeit von 54.8% 

hatten, Patienten mit vollem Chimärismus eine Wahrscheinlichkeit von 22.5%. Respektive 

konnten 45.2% der Patienten mit gemischten Chimärismus davon ausgehen, in Remission 

zu bleiben, und 77.5% der Patienten, die immer einen vollen Donorchimärismus zeigten. 

Dieser Unterschied waren signifikant (p=0.007).  

Aufgrund dieser Datenlage scheint schon das einmalige Ergebnis eines gemischten 

Chimärismus vor einem möglichen Rezidiv zu warnen. Es ist jedoch unter 
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Berücksichtigung der erheblichen Anzahl von falsch positiven Ergebnissen (n=14, 45.2%) 

fraglich, ob auf Basis dieser Ergebnisse bereits Entscheidungen über Indikation zu einer 

weiteren Therapie wie beispielsweise einer adaptiven Immuntherapie etwa mit Donor-

Lyphozyteninfusionen getroffen werden können. Daher konzentrieren sich verschiedene 

Autoren darauf, die Dynamik des Chimärismus im Verlauf zu beobachten und bedienen 

sich der Einteilung des Chimärismus in „increasing“ versus „decreasing mixed 

chimerism“. Dieser Einteilung liegt die Arbeit von Barrios et al.(Barrios et al. 2003) 

zugrunde, welche in der Beurteilung des Chimärismus dynamische Faktoren und die 

Entwicklung über die Zeit berücksichtigen. In dieser Arbeit wird eine ähnliche Einteilung 

verwendet: „increasing donor alleles“ und „decreasing donor alleles“. Die Erläuterung 

dieses Prinzips findet sich im Methodikteil der vorliegenden Arbeit (Kapitel 2.1.2.).  

In unserer Untersuchung zeigte sich, dass Patienten, die einen gemischten Chimärismus 

aufwiesen, welcher sich in Richtung eines kompletten Spenderchimärismus entwickelte, zu 

100% eine stabile Remission erreichten und kein Rezidiv entwickelten. Barrios et al. 

kommen zu ähnlichen Resultaten, wobei immerhin 11.1% der angesprochenen Patienten in 

dieser Studie ein Rezidiv entwickelten.(Barrios et al. 2003) 

Im Kollektiv einer Studie von Bader et al. an 55 Patienten mit akuten Leukämien (AML 

und ALL), erlitten im Vergleich 7 von 36 Patienten mit vorhergehendem kompletten 

Chimärismus (19.4%) ein Rezidiv.(Bader et al. 1998) Von den Patienten, die eine 

gegenläufige Entwicklung durchmachten, sich der gemischte Chimärismus also zugunsten 

der Empfängerzellen verschob („increasing mixed chimerism“), erlitten 9/10 Patienten 

einen Rückfall. Dies entspricht einer Rezidivwahrscheinlichkeit von 90%. Dieser 

Unterschied hinsichtlich Rezidivwahrscheinlichkeit war mit p<0.0001 signifikant. Auch 

die Patienten von Barrios et al., welche der eben genannten Gruppe entsprechen, haben 

eine sehr hohe Rezidivwahrscheinlichkeit. Diese liegt bei 93.1%.(Barrios et al. 2003) Zu 

ähnlichen Ergebnissen gelangen auch Bader et al.(Bader et al. 1998), welche in ihrem 

Kollektiv unter den genannten Bedingungen eine Rückfall-Wahrscheinlichkeit von 90% 

ermittelten (9/10).  
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Somit scheint die Dynamik des Chimärismus im Gegensatz zu einem Einzelwert in einem 

höheren Maße dazu berechtigt, die Indikation zu einer therapeutischen Intervention zu 

stellen. In unserer Arbeit hatten Patienten, welche einen abfallenden Spenderchimärismus 

(„decreasing donor alleles“) aufweisen, eine Rezidivwahrscheinlichkeit von 94.4%.  

Auch eine weitere Studie, welche prospektiv von Bader et al. an 32 Leukämie-Patienten 

(ALL: n=11; AML: n=9; Sonstige: n=12) nach allogener Stammzelltransplantation 

durchgeführt wurde, stützt diese Erkenntnis, denn auch hier lag die 

Rezidivwahrscheinlichkeit mit 100% (8 von 8 Patienten) signifikant höher als bei Patienten 

mit komplettem oder „decreasing mixed Chimärismus“.(Bader et al. 1997) Unsere 

Ergebnisse unterstützen damit die Interpretation von Barrios et al. und deuten darauf hin, 

dass diese Einteilung besser geeignet ist, Aussagen zu einem drohenden Rezidiv machen, 

da längere Zeiträume zur Urteilsfindung berücksichtigt werden. Zu ähnlichen Ergebnissen 

kamen auch Molloy et al. sowie Ramirez et al. bei Kindern, welche aufgrund einer akuten 

lymphatischen Leukämie (ALL) eine allogene Transplantation erhielten.(Molloy et al. 

1996;Ramirez et al. 1996)  

4.7. Therapeutische Interventionen bei abfallendem Spenderchimärismus 

Hinsichtlich der Interventionsmöglichkeiten ergibt sich das Problem des Zeitfensters. Wie 

bereits erläutert, wird der Chimärismus nach Barrios et al. über mehrere 

Untersuchungszeitpunkte hin beobachtet, um Aussagen über die Dynamik des 

Chimärismus machen zu können. Aus den von uns ermittelten Daten ergibt sich jedoch 

eine mediane Zeitspanne von 21 Tagen (range 2-133) zwischen erstem Auftreten eines 

gemischten Chimärismus und tatsächlichem klinischen Rezidiv. Barrios et al. hingegen 

gehen anhand ihrer Ergebnisse von einem medianen Zeitfenster von 74 Tagen aus.(Barrios 

et al. 2003) Demnach ergibt sich hier die Frage, ob nicht bei Patienten mit akuten 

Leukämien eine Chimärismus-Diagnostik in kürzeren Intervallen – z.B. alle 1-2 Wochen – 

angezeigt wäre, um dem kurzen Zeitfenster zwischen dem Abfall des Chimärismus und der 

Rezidiventwicklung gerecht zu werden.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bis zum heutigen Zeitpunkt die Aussagekraft von 

Chimärismusbestimmungen nach allogener Stammzelltransplantation kontrovers diskutiert 

wird. Mehrere Studien konnte keinen Zusammenhang zwischen gemischtem Chimärismus 

und Rezidivauftreten finden.(Roy et al. 1990;Schattenberg et al. 1989;van Leeuwen et al. 

1993) Andere Autoren sehen dagegen deutliche Korrelationen.(Bader et al. 1997;Lawler et 

al. 1991;Molloy et al. 1996;Ramirez et al. 1996)  

Sowohl letztere Studien als auch die vorliegenden Daten stützen allerdings die These, dass 

die serielle und quantitative Analyse des hämatopoetischen Chimärismus bei Patienten 

nach allogener Stammzelltransplantation die Möglichkeit bietet, solche Patienten aus 

einem Kollektiv zu identifizieren, welche mit einem besonders hohen Risiko behaftet sind, 

ein Rezidiv zu erleiden. Werden die angesprochenen Untersuchungen in kurzen zeitlichen 

Abständen durchgeführt, können diese das frühe Erkennen von Rückfällen erleichtern und 

damit als Screening-Methode verwendet werden. Besonders im Hinblick darauf, dass bei 

vielen Patienten keine Möglichkeit besteht, den Transplantationserfolg auf anderem Wege 

zu überprüfen (z.B. bei Absenz von MRD-Markern), ist dies erfolgversprechend. Dennoch 

sollten zukünftige Studien abgewartet werden, welche diese Aussagen stützen. Dazu würde 

es sich anbieten, sowohl deutschlandweit wie auch international multizentrische Studien 

anzustreben, durch welche sich die Möglichkeit bietet, hohe Patienten-Fallzahlen nach 

verschiedenen Leukämie-Entitäten getrennt zu beobachten.  

4.8. Fehlerquellen 

Obwohl viele Ergebnisse dieser Arbeit konform mit denen früherer Arbeiten sind, ergeben 

sich auch Fakten, welche im Unterschied zu den früheren Studien stehen. Nicht zuletzt 

aufgrund dieser Tatsachen, muss zum Abschluss dieser Studie auf mögliche Fehlerquellen 

eingegangen werden. 

Eine Schwierigkeit stellt sicherlich das behandelte Kollektiv dar. Da das 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf das größte norddeutsche Zentrum für 

Stammzelltransplantation ist, finden sich hier zu einem größeren Anteil Patienten mit 

einem ungünstigen Risikoprofil.  
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Zudem ergibt sich das Problem der limitierten Fallzahl (75 Patienten). Um allgemein 

gültige Aussagen hinsichtlich der Verlässlichkeit des gemischten Chimärismus im Bezug 

auf Rezidivwahrscheinlichkeit treffen zu können, müssen allerdings in Zukunft sicherlich 

weitere Studien durchgeführt werden.  

Als weiterer beeinflussenden Faktor muss die Materialquelle zur Untersuchung der 

Chimärismuswerte betrachtet werden. Die hier vorliegenden Chimärismus-Daten basieren 

überwiegend auf Untersuchungen peripheren Bluts, da Knochenmarkuntersuchungen in so 

kurzen Intervallen nicht möglich sind. Unter Beachtung dieser Tatsache gilt es zu 

bedenken, dass die Interpretation von verschiedenen Materialien (Knochenmark versus 

peripheres Blut) relevant sein könnte.  

4.9. Aktueller Stand der Forschung und Aussicht 

Sowohl unsere Ergebnisse als auch die Studien anderer Autoren weisen auf den Nutzen 

einer engmaschigen Kontrolle des hämatopoetischen Chimärismus zur Rezidivdiagnostik 

hin. Es bietet sich jedoch auch an, verschiedene Methoden zur Verlaufskontrolle zu 

kombinieren und MRD- zusammen mit Chimärismus-Diagnostik zu betreiben. Dafür 

wurden in jüngster Vergangenheit bei der AML beispielsweise NPM1-Mutationen 

hinsichtlich ihres Stellenwerts für eine MRD-Diagnostik nach Transplantation 

untersucht.(Bacher et al. 2009) 

Eine weitere Aufgabe für zukünftige Forschungsbemühungen sollte die Standardisierung 

der verschiedenen Chimärismus-Techniken sein. So werden bisher in den verschiedenen 

Zentren beziehungsweise Laboren zum Teil sehr unterschiedliche Verfahren angewendet. 

Es würde sich daher anbieten, auch für dieses Gebiet Leitlininen zu entwerfen.  

Wie bereits angesprochen, werden in der Zukunft multizentrische Studien mit höheren 

Fallzahlen notwendig sein, um den Sinn und Nutzen von Chimärismus-Bestimmungen 

eindeutig beurteilen zu können. Hinsichtlich dieser Problemstellung wäre es sicherlich 

ebenso von Interesse die Etablierung des Spenderchimärismus bei verschiedenen 

verwandten hämato-onkologischen Entitäten zu vergleichen. Als Beispiel sei ein Vergleich 
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von Myelodysplastischem Syndrom (MDS) und AML genannt. Anhand derartiger Studien 

könnte insbesondere der Einfluss von verschiedenen Entitäten untersucht werden. Der 

Vergleich des Chimärismus unter dem Einfluss verschiedener Konditionierungsstrategien 

auch bei anderen Entitäten – z.B. bei der ALL – wäre darüber hinaus interessant. 

Einen weitere diagnostische Möglichkeit bietet der linienspezifische Chimärismus. Thiede 

et al. untersuchten beispielsweise zirkulierende CD34-Zellen und konnten einen Vergleich 

zu Ergebnissen des Gesamtchimärismus herstellen. In ihrer Studie konnten Rezidive 

mittels des CD34-spezifischen Linienchimärismus mit hoher Sensitivität und 

Verlässlichkeit nachgewiesen werden. Die Autoren empfehlen diese Art der 

Chimärismusbestimmung daher vor allem für Hochrisikopatienten, bei denen keine andere 

Monitoring-Möglichkeit zur Verfügung steht.(Thiede et al. 2002) Es muss jedoch darauf 

hingewiesen werden, dass auch der linienspezifische Chimärismus noch nicht ausreichend 

etabliert ist und weiterer Forschungsbemühungen bedarf, diese Methode allerdings für die 

Zukunft eine aussichtsreiche Möglichkeit darstellt.  
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5. Zusammenfassung und Ausblick 

Diese Arbeit macht deutlich, wie schwierig eine korrekte Interpretation der Ergebnisse des 

Chimärismus bei Patienten mit AML nach allogener Stammzelltransplantation ist. 

Zunächst stellte sich das Problem, dass ein einzelner Befund, welcher einen gemischten 

Chimärismus darstellt, per se keine ausreichende Aussagekraft hinsichtlich eines 

drohenden Rezidives besitzt. Jedoch kann durch Betrachtung der Dynamik des gemischten 

Chimärismus die Aussagekraft bezüglich einem drohenden Rezidiv wesentlich verbessert 

werden: bei „decreasing donor alleles“ – also einem Anstieg des Anteils von 

Empfängerzellen – betrug die Rezidivwahrscheinlichkeit über 94%. Allerdings muss das 

kurze Zeitintervall zwischen dem Abfall des Chimärismus und der Manifestation des 

Rezidivs berücksichtigt werden, welches in dieser Analyse im Median nur 21 Tage betrug. 

Dies macht deutlich, dass Chimärismusuntersuchungen in kurzen Intervallen indiziert sind, 

um noch rechtzeitig vor der klinischen Manifestation des Rezidivs eine Intervention planen 

zu können – z.B. durch die Reduktion oder gar das Absetzen der Immunsuppression oder 

die Gabe von Donorlymphozyten.  

Letztlich bleibt festzuhalten, dass eine Standardisierung der Chimärismus-Techniken, der 

Interpretation sowie der Untersuchungsintervalle eine große Herausforderung für die 

Transplantationsmedizin darstellen. Auch sollte der Stellenwert verschiedener MRD-

Parameter in der Post-Transplantationsphase bei Patienten mit AML weiter geprüft 

werden. All diese Bemühungen müssen eine verbesserte Indikationsstellung und Einsatz 

therapeutischer Interventionen bei drohendem Rezidiv in der Post-Transplantationsphase 

zum Ziel haben.  
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