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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Schon lange Zeit gehort die Messung des peripheren Donorchimarismus zum
Standardprozedere nach allogener Stammzelltransplantation. Dies dient der Uberwachung
des Anwachsens der hamatopoetischen Stammzellen, dem Erkennen einer
Transplantatabstol3ung, sowie Detektion eines Fruhrezidivs (Bader et al., 1998; Dubovsky
et al., 1999; Peters et al., 1999; Thiede et al., 2001).

Der pradiktive Stellenwert des frihen peripheren Donorchimarismus in Bezug auf das
Auftreten eines Rezidivs respektive auf das Uberleben bleibt jedoch, trotz Steigerung der
Sensitivitat in der Analytik oder Analyse von Subgruppen, kontrovers (Bornhauser et al.,
2009; Reshef et al., 2014; Devine et al., 2015; Mountjoy et al., 2021). Es konnte gezeigt
werden, dass unter Verwendung eines kinetischen Ansatzes mittels exponentieller Funktion
unter Einbezug von Zeit und zweier Chimarismuswerte, eine héhere Spezifitdt sowie ein
hoéherer positiver pradiktiver Wert, in Bezug auf die Erkennung eines Rezidivs gegenlber
einem statischen Ansatz, besteht (Sellmann et al., 2018).

Eine bisher noch nicht durchgefiihrte Mdglichkeit das Uberleben in Abhangigkeit des
peripheren Donorchimarismus zu untersuchen, ist die statistische Analyse nach Simon und
Makuch. Hierbei wird im Gegensatz zum Kaplan-Meier-Schatzer bertcksichtigt, dass sich
bei den Patienten under risk der Status der Covariate im zeitlichen Verlauf verandern kann
(Simon and Makuch, 1984).

Insofern bestand die Frage, welchen Stellenwert der periphere Donorchimarismus in Bezug
auf  krankheitsfreies Uberleben und Gesamtlberleben nach allogener
Stammzelltransplantation mittels der Uberlebensanalyse nach Simon und Makuch bei AML
und MDS hat.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde die Entwicklung des peripheren Donorchimarismus
an 539 Patienten mit AML (n=382) und MDS (n=157), welche zwischen 2001 und 2018 am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf allogen stammzelltransplantiert wurden,
untersucht. Hierfir wurden drei Messzeitrdume des Donorchimarismus nach
Transplantation definiert (erste Messung, um Tag 180, um Tag 365), welche fur die Analyse
nach Simon und Makuch verwendet wurden.

Zusatzlich sollte noch evaluiert werden, welche Faktoren Einfluss nehmen auf die frihe
Kinetik (erste Messung nach Transplantation) des peripheren Donorchimarismus, wofur
mittels der Verwendung des Akaike information criterion (AIC) ein lineares, multivariables

Regressionsmodel erstellt wurde.



2 Einleitung

2.1 Akute myeloische Leukdmie

2.1.1 Atiologie und Pathophysiologie

Bei der akuten myeloischen Leukéamie (AML) handelt es sich um eine klonale, bosartige
Erkrankung des blutbildenden Gewebes, bei der es zu einer Anhaufung von leukédmischen
Blasten im Knochenmark kommt, wodurch die Produktion normaler Blutzellen beeintrachtigt
wird und es folglich zur Panzytopenie kommt (Liesveld Jane L. and Lichtman Marshall A.,
2021). Dies resultiert als Folge von verschiedenen somatischen Mutationen, in der Regel
auf Ebene einer multipotenten Vorlauferzelle und seltener in Vorlauferzellen, die hinsichtlich
der Ausdifferenzierung schon beschrankter sind (Liesveld Jane L. and Lichtman Marshall
A., 2021).

Durch die Mutationen kommt es zu einer Fehlsteuerung verschiedener
Signaltransduktionswege, wodurch der normale Ablauf von Differenzierung und Reifung,
Proliferation und Uberlebenssignalen in den Zellen gestort ist (Liesveld Jane L. and
Lichtman Marshall A., 2021). Dies kann unzahlige Signaltransduktionswege
beeintrachtigen, am haufigsten sind jedoch der PI3K-AKT-, der RAS-RAF-MEK-ERK- und
der STAT3-Signalweg betroffen (Scholl, Gilliland and Frohling, 2008).

Neben zytogenetischen Veranderungen, welche in ca. 50% der Patienten nachgewiesen
werden kdnnen (Najfeld Vesna, 2022), finden sich mittels NGS in > 95% der Fallen auch
Genmutationen (Duncavage et al., 2022).

In den meisten Fallen einer akuten myeloischen Leukdmie lasst sich keine eindeutige
Erklarung fir diese finden, jedoch gibt es auch pradisponierende Faktoren (Brunner Andrew
M. and Graubert Timothy A., 2022). Dabei kann es sich beispielsweise um Umweltfaktoren
wie Exposition gegeniber Benzolen (Rinsky, 1989) oder ionisierender Strahlung
(Tsushima, Miyazaki and lwanaga, 2012), sowie durchgefiihrte Chemotherapien (v.a.
Topoisomerase-ll-Inhibitoren wie Anthrazykline und Alkylanzien wie Melphalan) handeln
(Brunner Andrew M. and Graubert Timothy A., 2022). Auch kénnen andere Erkrankungen
der hamatopoetischen Stammzelle, wie beispielsweise myelodysplastische oder
myeloproliferative Neoplasien, in eine akute myeloische Leukamie fortschreiten (Liesveld
Jane L. and Lichtman Marshall A., 2021). Ferner gibt es auch zahlreiche vererbte oder
angeborene Erkrankungen, exemplarisch das Down-Syndrom (Puumala et al., 2007) oder
die Fanconi-Anamie, welche das Risiko flr eine AML deutlich erhéhen (Rosenberg, Alter
and Ebell, 2008).



2.1.2 Diagnostik

Zur Diagnose einer akuten myeloischen Leukamie gibt es zwei Klassifikationssysteme, die
beide zur Diagnosestellung benutzt werden konnen. Dabei handelt es sich um die
Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (Khoury et al., 2022) und um die
internationale  Konsensus-Klassifikation (ICC) (Arber et al, 2022). Beide
Klassifikationssysteme haben gemein, dass der Fokus auf den zytogenetischen und
molekularen Veranderungen liegt. Dabei ist es gemall WHO-Klassifikation moglich, eine
AML anhand von genetischen Veranderungen zu definieren (z.B. RUNX71::RUNX1T1
Fusion), ohne dass die Anzahl der Blasten herangezogen werden muss. Bis auf geringe
Abweichungen decken sich die AML-definierenden genetischen Mutationen der WHO-
Klassifikation mit denen der ICC, die dort als rekurrente genetische Veranderungen
bezeichnet werden. Zusatzlich bedarf es gemaly ICC jedoch den Nachweis von = 10%
Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark. Ein weiterer Unterschied der beiden
Klassifikation wird bei fehlendem Nachweis von definierenden genetischen Veranderungen
offensichtlich: Im Rahmen der WHO-Klassifikation wird in diesem Fall anhand der
morphologischen Merkmale klassifiziert, gemal ICC wirde es sich um eine AML nicht
naher bezeichnet (,not otherwise specified“) handeln. In beiden Fallen ware eine

Blastenanzahl von = 20% zur Diagnosestellung erforderlich.

Um uberhaupt die fir die Klassifikation notwendigen Informationen vorliegen zu haben,
bedarf es speziellen Untersuchungen. Dabei zahlt zum absoluten Standard die
Durchfiihrung einer Knochenmarkspunktion, zur Gewinnung von Aspirat und einer Biopsie.
Anhand des gewonnen Materials kann die Morphologie der Blasten beurteilt als auch die
Blastenanzahl bestimmt werden, eine Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie
durchgefihrt werden (welcher Differenzierungsreihe zugehdérig?) und zytogenetische
(konventionelle Zytogenetik/FISH) und molekulargenetische Untersuchungen (PCR/NGS)

durchgefiihrt werden. Neben der Diagnostik dient Letzteres auch der Risikoklassifikation.

2.2 Myelodysplastische Neoplasien
2.2.1 Atiologie und Pathophysiologie

Bei den myelodysplastischen Neoplasien (MDS) handelt es sich um eine Gruppe von
klonaler hadmatopoetischer Storungen, die durch eine ineffektive Hamatopoese und
Zytopenien, dysmorphen Blut- und Knochenmarkzellen, sowie dem Risiko des

Fortschreitens in eine akute myeloische Leukamie gekennzeichnet sind (Cazzola, 2020).



Dabei ist der klinische Verlauf extrem variabel, von Zytopenien mit gelegentlichem
Transfusionsbedarf bis hin zu aggressiven Formen mit raschem Ubergang in eine AML
reichend (Greenberg et al., 2012).

80-85% der Erkrankungen treten idiopathisch auf als Folge einer kontinuierlichen
Anhaufung somatischer Mutationen in einer hdmatopoetischen Stammzelle. Als sekundare
Ursachen konnten Chemotherapien (v.a. Einsatz von Alkylanzien oder Topoisomerase-II-
Inhibitoren), Exposition gegeniber ionisierender Strahlung oder Kontakt mit DNA-Toxine
wie Benzol ausgemacht werden (Bejar and Steensma, 2021; Patel Bhumika J. and Smith
Catherine, 2022).

In ca. 50% der Fallen kann mittels Zytogenetik ein veranderter Karyotyp, (Bejar and
Steensma, 2021) und in ca. 90% der Fallen mindestens eine Genmutation nachgewiesen
werden . Letztere betreffen am haufigsten Gene des SpleiRapparates (z.B. SF3B1), der
DNA-Methylierung (z.B. TET2), der Chromatinmodifikation (z.B. ASXL1) oder von
Transkriptionsfaktoren (z.B. RUNX1) (Haferlach et al., 2014).

2.2.2 Diagnostik

Wie auch bei der akuten myeloischen Leukamie gibt es auch zur Klassifikation der
myelodysplastischen Neoplasien zwei Klassifikationssysteme, und zwar von der WHO
sowie der ICC (Arber et al., 2022; Khoury et al., 2022).

Unabhangig davon, welches Klassifikationssystem verwendet wird, ist die Voraussetzung
das Vorliegen von Zytopenien im peripheren Blut fir mindestens vier Monate. Die

Grenzwerte hierfiir wurden wie folgt festgelegt:

Zellreihe Grenzwert
Hamoglobin Manner: <13 g/dl
Frauen: <12 g/dI
Absolute Neutrophilenzahl <1,8 G/l
Thrombozyten <150 G/I

Tab. 1: Definition der Zytopenien im peripheren Blut bei MDS nach Greenberg et al., 2016



Weiterhin muss die Blastenanzahl im peripheren Blut oder Knochenmark <20% und der
Anteil dysplastischer Zellen in der entsprechenden Linie bei >10% liegen. Das
Vorhandensein von dysplastischen Veranderungen, sowohl im Knochenmark als auch im

peripheren Blut, ist zur Diagnosestellung nicht bei allen Subtypen zwingend erforderlich.

Im Blutausstrich  kénnen zum  Beispiel hypolobulierte  Granulozyten oder
Riesenthrombozyten erste Hinweise auf eine myelodysplastische Neoplasie liefern. Die
Durchfiihrung einer Knochenmarkpunktion ist obligat. Dabei kénnen im Aspirat haufig
Erythrozytenvorlaufer identifiziert werden, die eine Asynchronitat der Kern-Zytoplasma-
Reifung aufweisen. Die Biopsie ist meistens hyperzellular, in Zusammenschau mit der
peripheren Zytopenie, ein Zeichen der ineffektiven Hamatopoese. Zudem kdnnen im
Biopsat auch die Architektur, die Megakaryozytenmorphologie sowie das Vorhandensein
einer Fibrose beurteilt werden. Zur Beurteilung von Chromosomenaberrationen wird die
konventionelle Zytogenetik eingesetzt, wobei es auch Aberrationen gibt, die damit nicht
detektiert werden kénnen (Patel Bhumika J. and Smith Catherine, 2022).

Gemall WHO-Klassifikation erfolgt eine Unterteilung in genetisch und morphologisch
definierte MDS. Auch die ICC bertcksichtigt Blastenanteil, Dysplasien, Zytogenetik und
molekulare Mutationen. Dabei unterscheidet sich diese beispielsweise durch die Einteilung

in Einlinien- und Mehrliniendysplasien bei Patienten ohne Blastenvermehrung.

2.3 Allogene Stammzelltransplantation

2.3.1 Ubersicht

Die Anfange der Stammzelltransplantation beim Menschen fanden sich im Jahr 1957, als
Thomas et al. unter anderem Uber einen 44-jahrigen Patienten mit chronisch myeloischer
Leukadmie berichteten, welcher nach initialer Behandlung mit Réntgenstrahlung, Busulfan
und 6-Mercaptopurin progredient war und nach Ganzkdrperbestrahlung das Knochenmark
eines 26-Wochen alten, verstorbenen Fetus transplantiert bekam. 24 Stunden spater starb
der Patient (Thomas et al., 1957).

Mittlerweile wurde die allogene Stammzelltransplantation 2zu einer wichtigen
Therapiemdglichkeit bei malignen als auch nichtmalignen Krankheiten. Seit der
Verwendung von Konditionierungsschemata mit reduzierter Intensitat (RIC), einer

verbesserten Kompatibilitatsabklarung (HLA-Ubereinstimmung) und Donorverfligbarkeit



(inklusive Nabelschnurblut) sowie besserer Betreuung nach Transplantation, wodurch die
Sicherheit erhdéht und die Therapie von alteren Patienten mdéglich wurde, hat sich die
Anwendung der allogenen Stammzelltransplantation erhdht (Gratwohl et al.,, 2013;

Passweg et al., 2014).

Der zunehmende Stellenwert der allogenen Stammzelltransplantation lasst sich gut anhand
der zunehmenden Anzahl der Transplantationen am Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf von 1999-2018 erkennen (siehe Abbildung 1). Zu beachten ist dabei, dass das
Jahr 2018 nicht vollstandig reprasentiert ist.

Diagnoses by Year of Transplant Diagnosis

B AL
B .- AML
Amyloidosis
I aplastic Anemia
100- CML
I HD
B inherited disorders
MDS
B MDS/MPN
MM
50- - NHL
OMF
B other AL
others
PCL
PV
I | , I solid tumors
2000 2005 2010 2015 . Thalassemia
Year of Transplant

Count
n

Abb. 1: Haufigkeit der Stammzelltransplantation pro Jahr und pro Krankheit von 1999 — 2018 am
Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf. Zu beachten: 2018 ist nicht vollstédndig reprdsentiert.

Grundséatzlich bedarf es zunachst, unter Berlicksichtigung der Histokompatibilitat anhand
der HLA-Gene auf Chromosom 6, eines passenden Stammzellspenders. Bei
Vorhandensein von Geschwistern besteht die fast 25%-Chance auf einen HLA-identischen
Spender, ansonsten wird versucht HLA-identisch mit einem unverwandten Spender zu
transplantieren. Alternativ kann bei fehlender Verfligbarkeit auch auf Nabelschnurblut, bei
dem keine so groRe HLA-Ubereinstimmung notwendig ist, oder auf haploidentische
Familienmitglieder zurlckgegriffen werden (Giralt and Bishop, 2009; Khan, Shah and
Ulrickson, 2022). Als Stammzellquelle dient entweder Knochenmarkaspirat, peripher

entnommene Stammzellen nach Mobilisierung, oder seltener das bereits erwahnte
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Nabelschnurblut. In zahlreichen Studien konnte zwischen Stammzellen aus
Knochenmarkaspirat und  peripher entnommenen  Stammzellen  hinsichtlich
Gesamtiiberleben und krankheitsfreiem Uberleben kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Al-Jurf et al., 2005).

Die unmittelbar vor der allogenen Stammzelltransplantation durchgefuhrte (Radio-)
Chemotherapie wird als Konditionierung bezeichnet. Hier kann, je nach Intensitat der
Therapie und damit Dauer der anschlielienden Panzytopenie, zwischen myeloablativem,
dosisreduziertem und nicht-ablativem Regime unterschieden werden (Bacigalupo et al.,
2009).

myeloablativ

ja

reduzierte Intensitiit

Gabe von Stammzellen notwendig

nicht-
ablativ

nein

minimal kurz lang irreversibel

Panzytopenie

Abb. 2: Klassifikation der verschiedenen Konditionierungsschemata anhand der Dauer der Panzytopenie und
Notwendigkeit der Gabe von Stammzellen nach Bacigalupo et al., 2009

Der therapeutische Effekt der Transplantation beruht dabei zum einen auf der
Dosisintensitat der vor Transplantation durchgefihrten Konditionierung (Bacigalupo et al.,
2009), sowie dem immunologisch vermittelten, antileukdmischen Effekt durch das
transplantierte Immunsystem (Graft-vs-leukemia effect) (Horowitz et al., 1990). Durch das
Aufkommen der Therapieregime mit reduzierter Intensitdt, wurde die allogene

Stammzelltransplantation auch alteren und morbideren Patienten zuganglich.
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Nach der Konditionierung und Transfusion der Stammzellen besteht eine Panzytopenie, bis
es zum Anwachsen der Stammzellen im Knochenmark kommt. Das Anwachsen fur
neutrophile Granulozyten ist definiert als der erste von drei aufeinanderfolgenden Tagen,
an denen die Anzahl bei >500/ul liegt, fir Thrombozyten bei einem Wert von >20.000/ul
ohne Transfusion innerhalb der vergangenen sieben Tage (Khan, Shah and Ulrickson,
2022)

Zur Prophylaxe einer Graft-versus-Host-Reaktion bedarf es der Etablierung einer
Immunsuppression, fir gewohnlich unter Verwendung eines Calcineurininhibitors mit einem

Antimetaboliten (Zeiser and Blazar, 2017a).

2.3.2 Komplikationen

Trotz der vielen Fortschritte in den vergangenen Jahren bleibt die allogene
Stammzelltransplantation eine Therapie mit hohem Risiko, beispielsweise fiir Infektionen,

Transplantatversagen und Graft-versus-Host-Reaktionen.

Bezuglich Infektionen ist das Risiko flir sowohl bakterielle, virale als auch mykotische
Infektionen erhdht. Wahrend bakterielle Infektionen vor allem wahrend der Neutropenie
auftreten, steigt das Risiko flur mykotische Infektionen in Abhangigkeit der Dauer der
Neutropenie, Ausmal} der Immunsuppression, Einsatz von Glukokortikoiden und dem
Auftreten einer Graft-versus-Host-Reaktion. Durch medikamentése Prophylaxe,
beispielsweise mit Sulfamethoxazol/Trimethoprim und Posaconazol wurden mykotische
Infektionen zuletzt seltener. Virale Infektionen nach allogener Stammzelltransplantation
sind haufig. Dabei kann es sich sowohl um Erstinfektionen als auch um endogene
Reaktivierungen handeln (Khan, Shah and Ulrickson, 2022).

Auch kann es nach einer Stammzelltransplantation zum Transplantatversagen kommen.
Hierbei wird zwischen primarem und sekundarem Transplantatversagen unterschieden.
Beim Primaren besteht auch an Tag +28 unter Verwendung von
Knochenmarkaspirat/peripher gewonnenen Stammzellen respektive an Tag +42 unter
Verwendung von Stammzellen aus Nabelschnurblut, eine Neutrophilenanzahl von <500/ul.
Beim Sekundaren kommt es nach vorherigem, erfolgreichem Anwachsen emeut zu einer
Neutrophilenzahl von <500/ ul (Ozdemir and Civriz Bozdag, 2018). Das Risiko fur ein

Transplantatversagen ist beispielsweise durch eine geringere HLA-Ubereinstimmung
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(Mattsson, Ringdén and Storb, 2008) oder in Abhangigkeit der Grunderkrankung erhéht
(Olsson et al., 2012).

Eine haufige Komplikation nach Transplantation stellt zudem die Graft-versus-Host-
Reaktion dar. Diese tritt auf, wenn immunkompetente T-Zellen des Donors das
Empfangergewebe des Patienten als fremd erkennen. Die dadurch in Gang gesetzte
Immunkaskade sorgt schlieBlich daflir, dass antigentragende Zellen des Patienten
angegriffen werden. Je nach zeitlicher Manifestation wurde lange Zeit zwischen einer
akuten (bis Tag 100), und einer chronischen (ab Tag 100) Graft-versus-Host-Reaktion
unterschieden, jedoch kdnnen sich beide Auspragungen zeitlich unabhangig manifestieren
(Filipovich et al., 2005).

Bei der akuten GvHD kommt es flr gewdhnlich zu Schadigungen der Haut, der Leber
und/oder des Gastrointestinaltrakts. Bei der chronischen GvHD hingegen kénnen daneben
weitere Organsysteme betroffen sein, zum Beispiel Osophagus, Gelenke, Auge oder
Genitalien (Zeiser and Blazar, 2017¢, 2017b).

Risikofaktoren fur eine akute Graft-versus-Host-Reaktion stellen eine geringe HLA-
Ubereinstimmung, Stammzellen eines nicht verwandten Spenders, ein weiblicher Spender
bei mannlichem Empfanger, die Verwendung von peripher gewonnenen Stammzellen und
die Intensitat der Konditionierung dar (Loiseau et al., 2007; Flowers et al., 2011; Jagasia et
al., 2012).

2.3.3 Bei akuter myeloischer Leukamie

Vor Uber 60 Jahren wurde die allogene Stammzelltransplantation als neue und potenziell
heilende Therapieform flr Patienten mit chemotherapieresistenter akuter myeloischer
Leukamie eingeflhrt (Thomas et al., 1957; Appelbaum, 2007). In einer Metaanalyse von
prospektiven, klinischen Studien Gber die allogene Stammzelltransplantation bei AML durch
Koreth et al. wurde gezeigt, dass das 5-Jahres-Uberleben nach allogener
Stammzelltransplantation in erster Remission, bei Patienten mit einer Zytogenetik von
intermediarem oder unglnstigem Risiko, signifikant verlangert ist. Bei gunstigerem
zytogenetischem Profil hingegen konnte kein Uberlebensvorteil festgestellt werden. Dies
liegt an dem mit der allogenen Stammzelltransplantation vergesellschaftetem hoheren
Risiko fur eine therapieassoziierte Mortalitat (Koreth et al., 2009).

Insofern gilt es daher die Indikationsstellung, unter Berlcksichtigung des Rezidivrisikos bei
alleiniger Chemotherapie als auch der therapieassoziierten Mortalitat, fir allogene

Stammzelltransplantation kritisch zu stellen (Cornelissen et al., 2012).
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Hierzu wurden Modelle entwickelt, wie zum Beispiel der HCT-Komorbiditatsindex
(,Hematopoietic Cell Transplantation-specific Comorbidity Index“(Sorror et al., 2005, 2014),
welche die Wahrscheinlichkeit einer nicht-rezidiv-assoziierten Mortalitdt nach allogener

Stammzelltransplantation unter Einbezug von Komorbiditat und Alter abschatzen.

Weiterhin bedarf es zur Risikostratifizierung vor allogener Stammzelltransplantation das
Einbeziehen von sowohl klinischer Faktoren (Wheatley et al., 1999), dem zytogenetischen
Risiko anhand von Karyotypisierung (Grimwade et al., 2010), als auch den Einbezug von
Mutationen in bestimmten Genen (z.B. FLT3 (Kottaridis et al., 2001), NPM1(Falini et al.,
2005) oder ASXL1 (Metzeler et al., 2011)). Eine Ubersicht liefern die nachfolgende

Tabellen:

Klinische Faktoren Molekulare Faktoren Dynamische Faktoren

Alter Zytogenetik Morphologisches
Ansprechen nach 1.

Induktionszyklus

Geschlecht Genmutationen (z.B. FLT3, | Therapieansprechen
NPM1, RUNX1, ASXL1, anhand von minimaler
TP53) Resterkrankung (,MRD*)
Leukozytenzahl

De novo / sekundare AML

Performancestatus

Tab. 2: Risikostratifizierung bei AML nach (Loke, Buka and Craddock, 2021)
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Risikokategorie

Genetische Veranderung

Gunstig

t(8;21)(922;922.1)/RUNX1::RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) oder
t(16;16)(p13.1;g22)/CBFB::MYH11
mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD-
Mutation

Mutation im Leseraster der bZIP-
Domane von CEBPA

Intermediar

mutiertes NPM1 mit FLT3-ITD-
Mutation

NPM1-Wildtyp mit FLT3-ITD-Mutation
(ohne ungtinstigen genetischen
Veranderungen)
(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A
zytogenetische und/oder molekulare
Veranderungen nicht klassifizierbar

als gunstig/ungunstig

Unglnstig

t(6;9)(p23.3;934.1)/DEK::NUP214
t(v;11923.3)/KMT2A-Neuordnung
t(9;22)(q34.1;911.2)/BCR::ABL1
t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP
inv(3)(q21.3926.2) oder
1(3;3)(q21.3;926.2)/IGATA2,
MECOM(EVI1)
1(3926.2;v)/MECOM(EVI1)-
Neuordnung

-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)
komplexer Karyotyp, monosomaler
Karyotyp

mutiertes ASXL1, BCOR, EZH2,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1, und/oder ZRSR2
mutiertes TP53

Tab. 3: Risikostratifizierung bei AML anhand genetischer Verdnderungen bei Diagnosestellung nach

European LeukemiaNet (ELN) (Dbhner et al., 2022)
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Falls eine allogene Stammzelltransplantation angestrebt wird, ist es das Ziel in der ersten
Remission zu transplantieren. Zur Remissions-Induktion wird in den meisten Fallen das 7+3
Schema mit Cytarabin (100-200mg/m?-Kérperoberflache/Tag i.v. Tag 1-7) und einem
Anthrazyklin wie ldarubicin (12mg/m?-Kdrperoberflache/Tag i.v. Tag 1-3) oder Daunorubicin
(60-90 mg/m2-Kdrperoberflache/Tag i.v. Tag 1-3) verwendet. Hierunter kann in
Abhangigkeit des Alters eine komplette Remission in 40-80% erreicht werden (Shukla
Neerav, Walter and Walsh Michael F., 2022). Mittlerweile gibt es verschiedene Wirkstoffe,
die gezielt bei bestimmten genetischen Veranderungen als Addon-Therapie eingesetzt
werden konnen, wie beispielsweise Midostaurin, ein Tyrosinkinase-Inhibitor bei FLT3-
Mutation, fur den ein verbessertes Gesamtlberleben gezeigt werden konnte (Stone et al.,
2017).

Um nach Erreichen der Remission die allogene Stammzelltransplantation durchflhren zu
kénnen, wird mit der sogenannten Konditionierung begonnen. Die Auswahl der Intensitat
des entsprechenden Therapieregimes wird anhand von Patientencharakteristika (z.B. Alter,
Komorbiditaten) festgelegt. Nachdem eine prospektiven Phase IllI-Studie, bei der
myeloablative und dosisreduzierte Regime bei allogener Stammzelltransplantation bei AML
oder MDS verglichen wurden, wegen einer deutlich erhdhten Rezidivrate in der Gruppe der
dosisreduzierten Konditionierung abgebrochen werden musste, sollte bei fitten Patienten
eine myeloablative Konditionierung durchgefiihrt werden (Scott et al., 2015).

Beispiele fir myeloablative sowie dosisreduzierte Regime zur Konditionierung kénnen der

nachfolgenden Tabelle entnommen werden:

Myeloablative Konditionierung

Cy TBI Cyclophosphamid 120 mg/kg + TBI 8-12
Gy
Bu Cy Cyclophosphamid 120 mg/kg + Busulfan

9,6-12,8 mg/kg i.v. oder p.o.
(Aquivalenzdosis)

Flu Bu Fludarabin 120-150 mg/kg + Busulfan 9,6-
12,8 mg/kg i.v. oder p.o. (Aquivalenzdosis)

Dosisreduzierte Konditionierung

Flu Bu Fludarabin 120-180 mg/m? + Busulfan (<
8mg/kg p.o, oder i.v. (Aquivalenzdosis)

Flu Mel Fludarabin 120-180 mg/m? + Melphalan (<
150 mg/m?

Tab. 4: Verbreitete Konditionierungsregimes bei AML nach (Scott et al., 2015; Khan, Shah and Ulrickson,
2022)
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2.3.4 Bei myelodysplastischen Neoplasien

Die allogene Stammzelltransplantation ist die einzige kurative Behandlungsmadglichkeit fur
Patienten mit MDS. Vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Krankheitsverlaufe, von fast
normaler Lebenserwartung bis zum Ubergang in eine AML, ist aufgrund des
vergesellschafteten Risikos mit einer allogenen Stammzelltransplantation eine
Risikostratifizierung unerlasslich. Die Entscheidungsfindung ist komplex und stitzt sich auf

patienten- und krankheitsbezogene Merkmale.

Zur Einschatzung der patientenbezogenen Merkmale eignen sich der HCT-
Komorbiditatsindex und der Karnovsky-Index (Sorror et al., 2007; McClune et al., 2010).
Das Patientenalter ist per se kein Risikofaktor (Lim et al., 2010).

Krankheitsbezogene Faktoren werden unter anderem vom IPSS-R erfasst, welcher sowohl
zytogenetische Veranderungen, Zytopenien und die Anzahl der Blasten im Knochenmark
berlcksichtigt (Greenberg et al., 2012). Weiterhin konnte fir die Anzahl der Blasten im
Knochenmark (Runde et al., 1998), die Transfusionsbedurftigkeit (Alessandrino et al.,
2010), die Auspragung einer Knochenmarkfibrose (Kroger et al., 2011) und zahlreiche

Genmutationen (Bejar et al., 2011) ein prognostischer Einfluss gezeigt werden.

Der empfohlene Zeitpunkt zur allogenen Stammzelltransplantation variiert je nach
Risikoprofil. So konnte fiur MDS mit niedrigem und mittlerem Risiko (,intermediate-1%),
gemal des alten IPSS-Scores, mit verzdgerter Transplantation nach Diagnosestellung eine
Maximierung der Lebenserwartung erreicht werden, wohingegen bei mit mittlerem Risiko
(,intermediate-2) und hohem Risiko eine sofortige Transplantation nach Diagnosestellung
zu dieser fuhrte (Cutler et al., 2004). Diese Studie gibt jedoch lediglich Orientierung, und

weitere Faktoren, wie die zuvor erwahnten, missen bertcksichtigt werden.

Ob eine Zytoreduktion vor Konditionierung gegenlber eines sofort durchgefuhrten
konditionierenden Regimes Uberlegen ist, konnte bislang nicht vollstandig geklart werden,
wobei es auch Daten gibt, die eine sofortige Konditionierung favorisieren (Wang et al.,
2021). Von einem Expertengremium wurde diesbezlglich empfohlen, bei einer
Blastenanzahl von > 10% im Knochenmark bei MDS von héherem Risiko (IPSS-R > 3
Punkte) eine Zytoreduktion mittels Chemotherapie oder hypomethylierenden Substanzen
in Betracht zu ziehen (De Witte et al., 2017).

Ob eine intensive Chemotherapie oder der Einsatz von hypomethylierenden Substanzen

zur Zytoreduktion besser geeignet ist, ist Gegenstand aktueller Forschung (NCT01812252).
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Bisherige  Studien  konnten  keine  Unterschiede  zwischen den  beiden
Behandlungsméglichkeiten feststellen (Damaj et al., 2012). Hinsichtlich der Art der
Konditionierung konnte zwischen myeloablativer Konditionierung und Regimen mit
reduzierter Intensitat kein Unterschied in Bezug auf das Gesamtiberleben festgestellt
werden (Kroger et al., 2017). Wegen erhohter Rezidivrate bei reduzierter Intensitat (Scott
et al., 2015) sollte bei fitten Patienten mit hohem Risikoprofil eine myeloablative
Konditionierung durchgefihrt werden (De Witte et al, 2017). Ein Beispiel fur eine
myeloablative als auch eine dosisreduzierte Konditionierung bei myelodysplastischen

Neoplasien kann der nachfolgenden Tabelle enthommen werden:

Myeloablative Konditionierung

Bu Cy Busulfan (16 mg/kg p.o. oder 12,8 mg/kg
i.v.) + Cyclophosphamid (120 mg/kg)

Dosisreduzierte Konditionierung
Flu Bu Fludarabin (150mg/m?) + Busulfan (8
mg/kg p.o oder 6,4 mg/kg i.v.

Tab. 5: Beispiele fiir Konditionierungsregime bei MDS nach (Krbger et al., 2017)

2.4 Donorchimarismus

241 Definition

Wenn es nach allogener Stammzelltransplantation zum Einsetzen der Hamatopoese
kommt, stellt sich die Frage, ob die gebildeten Blutzellen von Empfanger- oder
Spenderstammzellen abstammen. Hierfir bedarf es der sogenannten
Chimarismusanalyse. Etymologisch lehnt sich der Chimarismus an der Chimare aus der
griechischen Mythologie an, einem von Homer beschriebenen, feuerspuckenden Monster
mit dem Kopf eines Léwen, dem Korper einer Ziege und dem Schwanz einer Schlange
(Bader et al, 2005). Bezugnehmend auf die Koexistenz unterschiedlicher
Abstammungslinien, wurde der Begriff Chimarismus innerhalb der Medizin 1951 (Anderson
et al., 1951) und innerhalb der Transplantationsmedizin 1956 (Ford et al., 1956) erstmalig
verwendet.

Dabei kénnen unterschiedliche Chimarismen unterschieden werden (Bader et al., 2005).
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Art des Chimarismus Definition

Kompletter Chimarismus Nur Spender-DNA liegt vor

Gemischter Chimarismus Spender- und Empfanger-DNA

nachweisbar

- Abfallend Abnahme der Empfanger-DNA

- Stabil Verhaltnis zwischen Spender- und

Empfanger-DNA ohne signifikante

Anderung
- Ansteigend Zunahme der Empfanger-DNA
Gespaltener Chimarismus Empfanger-DNA nicht in allen Zelllinien

nachweisbar

Autologe Erholung Nur Empfanger-DNA nachweisbar

Tab. 6: Definition des Chim&rismus nach (Bader et al., 2005)

Die Einteilung in die verschiedenen Chimarismusarten impliziert bereits, dass es sich dabei
um einen dynamischen Prozess handelt, also dass beispielsweise ein gemischter
Chimarismus in einen kompletten Ubergehen kann, und umgekehrt (M Ramirez, 1996; P
Bader, 1996; Bader et al., 1997). Ab wann von einem kompletten Chimarismus gesprochen
wird, ist in der Literatur nicht eindeutig festgelegt. Sicher ist, dass die Sensitivitat der
verwendeten Messmethode hierfur mallgebend ist (Bader et al., 2005). Zur Erhéhung der
Sensitivitat kann die Analyse von Zelluntergruppen erfolgen (Ch Thiede, 2002; Bornhauser
et al., 2009; Hoffmann et al., 2014)
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2.4.2 Messung des Chimarismus

Verschiedene Methoden kénnen zur Bestimmung des Chimarismusstatus zum Einsatz
kommen, unter anderem die semiquantitative fluoreszierende Polymerasekettenreaktion
(QF-PCR) von short tandem repeats respektive Mikrosatelliten, die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) von X- und Y-Chromosomen, sowie die quantitative real-time PCR-
Analyse (QPCR) von single nucletoide polymorphisms (SNP) und Insertionen/Deletionen
(Indels) (Clark et al., 2015). Zudem wird neuerdings auch next generation sequencing zur
Chimarismusanalyse eingesetzt (Liacini et al., 2023). Dabei geht es stets darum,
genetische Marker zu identifizieren, wodurch die Herkunft der Zellen, also aus der

Empfanger- oder Spenderhamatopoese, bestimmt werden kann.

Geeignetes Material zur Untersuchung sind sowohl peripheres Blut als auch
Knochenmarkaspirat. Obwohl viele hamatologischen Erkrankungen in erster Linie das
Knochenmark betreffen, besteht keine eindeutige Evidenz die Untersuchung aus
Knochenmark als Gberlegen anzusehen (Liesveld and Rothberg, 2008; Stumph et al., 2008;
Rauwerdink et al., 2012).

Die Messzeitpunkte des Chimarismus nach allogener Stammzelltransplantation variieren je
nach Zentrum. In einer globalen Umfrage unter Mitgliedern des Zentrums fiir internationale
Blut- und Knochenmarktransplantationsforschung (CIBMTR) wurden als Messzeitpunkte
am haufigsten Tag 30, sowie, ca. 3, 6 und 12 Monate nach Transplantation angegeben
(Blouin and Askar, 2022). In einem Workshop aus dem Jahr 2001 wurde die Empfehlung
von 2-4 wochentlichen Testungen bis zur Stabilisierung des Chimarismus, gefolgt von 1, 3,

6 und 12 Monaten nach Transplantation, ausgesprochen (Antin et al., 2001).

2.4.3 Einflussfaktoren auf den Chimarismus

Wie sich der Donorchimarismus nach allogener Stammzelltransplantation entwickelt, ist
von verschiedenen Faktoren abhangig.

So konnte in einem multivariaten Modell gezeigt werden, dass neben der Anzahl der
CD34+-Zellen, dem Konditionierungsverfahren, der Verwendung von ATG auch eine zuvor
stattgefundene Chemotherapie Einfluss auf die Kinetik des Chimarismus hat. Keinen
unabhangigen Einfluss konnten fir Alter, Herkunft der Stammzellen (peripheres
Blut/Knochenmark), HLA-match, Anzahl der CD3+-Zellen im Transplantat, Selektionierung

von CD34+-Zellen aus PBSC, Verwandtschaftsgrad zwischen Spender und Empfanger und
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Schweregrad einer akuten Graft-versus-Host-Reaktion festgestellt werden (Mohr et al.,
2004).

In einer Studie von Michallet et al. (Michallet et al., 2005) wurden Einflussfaktoren auf die
Entwicklung eines vollen Donorchimarismus und gemischten Donorchimarismus, mit
Unterteilung in  weitere  Subgruppen, untersucht. Hier zeigte sich die
Standardkonditionierung (im Gegensatz zu RIC) als auch die Verwendung von
Stammzellen aus dem Knochenmark (im Gegensatz zu PBSC) als Vorteilhaft fur die
Entwicklung eines vollen Donorchimarismus. Keinen Einfluss bestand fur das Geschlecht,

sowie den Krankheitsstatus vor der Transplantation.

In einer weiteren Studie waren in der univariaten Analyse sowohl das Grundleiden
(myeloiden vs. lymphoiden Ursprungs), zwei oder mehr durchgefuhrte Chemotherapielinien
vor Stammzelltransplantation, eine bereits zuvor durchgeflihrte Stammzelltransplantation
als auch die Verwendung von Melphalan gegeniber einer Konditionierung mit Busulfan
hinsichtlich der positiven Beeinflussung des peripheren Donorchimarismus statistisch
signifikant. In der multivariaten Analyse bestatigte sich dies jedoch nur noch flir die Anzahl

der zuvor durchgefiihrten Chemotherapielinien (Valcarcel et al., 2003)

2.4.4 Bedeutung des Chimarismus

Die Uberwachung des Chimarismus nach allogener Stammzelltransplantation wurde zum
Standardprozedere. Hierdurch gelingt es, die Dynamik und Qualitdt des Anwachsens der
Stammzellen zu GUberwachen, als auch ein frilhes Transplantatabstof3en und ein Frihrezidiv
zu erkennen (Bader et al., 1998; Dubovsky et al., 1999; Peters et al., 1999; Thiede et al.,
2001). Dadurch kénnen Hochrisikopatienten identifiziert werden, welche von einer
Reduktion respektive eines Rickzucks der Immunsuppression, als auch von der Gabe von
Donorlymphozyten profitieren kdnnen (Abraham et al., 1997; Kolb, 1998; Bader et al.,
1999).

Auch gibt es auch Studien, welche die Bedeutung des Donorchimarismus in Bezug auf das
Uberleben untersucht haben. So konnten Michallet et al. zeigen, dass in einer gemischten
Patientenpopulation (lymphatische und myeloische Erkrankungen) hinsichtlich das
Gesamtiiberlebens und des ereignisfreien Uberlebens ein signifikanter Unterschied
zwischen vollem Donorchimarismus und gemischtem Donorchimarismus bestand. Weitere
Veroffentlichungen kamen zum gleichen Ergebnis (Wasch et al., 2000; Reshef et al., 2014;

Jain et al., 2020). Diesbezuglich ist die Studienlandschaft jedoch kontrovers, da es
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zahlreiche Publikationen gibt, die kein erhdhtes Rezidivrisiko bei gemischtem Chimarismus
feststellen konnten (Pichler et al., 2016; Cousin et al., 2020; Mountjoy et al., 2021).
Anstrengungen die Wertigkeit hinsichtlich der prognostischen Eigenschaft zu festigen,
respektive zu verbessern, umfassten die Chimarismusanalyse aus Subgruppen,
beispielsweise CD34+-Zellen (Bornhauser et al., 2009), womit eine verbesserte Sensitivitat
der Rezidiverkennung gezeigt werden konnte. Gegenlaufige Ergebnisse fanden sich bei
der Untersuchung der Subgruppe der CD3+-Zellen (Devine et al., 2015).

Ein weiterer Ansatz war die Kinetik der Chimarismusentwicklung mittels Erstellung einer

exponentiellen Funktion zu berlcksichtigen, wodurch ein Rezidiv mit hdherer Spezifitat und

héherem positiven pradiktiven Wert vorhergesagt werden konnte (Sellmann et al., 2018).
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3 Material und Methoden

3.1 Patiententiibersicht

In dieser retrospektiven Studie wurden 539 Patienten identifiziert, welche zwischen 2001
und 2018 am

Stammzelltransplantation behandelt wurden. Dabei wurde bei 382 Patienten zuvor eine

Universitatsklinikum  Hamburg-Eppendorf  mittels  allogener

akute myeloische Leukamie, bei 157 Patienten eine myelodysplastische Neoplasie

diagnostiziert.

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick (iber die Patientenpopulation:

N Kollektiv, AML, N=382 | MDS, N=157
N=539

Patientenalter, Median 539 | 58 Jahre 57 Jahre 61 Jahre
Donoralter, Median 536 | 36 Jahre 37 Jahre 35 Jahre
Patientengeschlecht, n (%) 539

Weiblich 328 (61%) 225 (59%) 103 (66%)
Mannlich 211 (39%) 157 (41%) 54 (34%)
Donorgeschlecht, n (%) 538

Weiblich 384 (71%) 271 (71%) 113 (72%)
Mannlich 154 (29%) 110 (29%) 44 (28%)
Blutgruppe Patient ABO, n (%) | 523

A 227 (43%) 154 (42%) 73 (47%)
B 72 (14%) 57 (15%) 15 (9,7%)
AB 27 (5,2%) 20 (5,4%) 7 (4,5%)
0 197 (38%) 138 (37%) 59 (38%)
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Blutgruppe Donor ABO, n (%) | 538

A 236 (44%) 172 (45%) 64 (41%)
B 64 (12%) 43 (11%) 21 (13%)
AB 36 (6,7%) 20 (5,2) 16 (10%)
0 202 (38%) 146 (38%) 56 (36%)
CMV-Status Patient, n(%) 538

Positiv 317 (59%) 235 (62%) 82 (52%)
Negativ 221 (41%) 146 (38%) 75 (48%)
CMV-Status Donor, n(%) 539

Positiv 301 (56%) 218 (57%) 83 (53%)
Negativ 238 (44%) 164 (43%) 74 (47%)
Zytogenetik vor SCT, n (%) 280

Abnormal 129 (46%) 84 (42%) 45 (56%)
Normal 151 (54%) 116 (58%) 35 (44%)
Stammzeliquelle, n (%) 539

Knochenmark 24 (4.5%) 18 (4.7%) 6 (3.8%)
Aus peripherem Blut 515 (96%) 365 (95%) 151 (96%)
Stammazellanzahl, Median 539 | 7,1x108/kg 7,1x10/kg 7,0x108/kg
Vortherapie erhalten, n (%) 537 | 460 (86%) 374 (98%) 86 (55%)
Konditionierungsart, n (%) 539

MAC 295 (55%) 244 (64%) 51 (32%)
RIC 244 (45%) 138 (36%) 106 (68%)
ATG verabreicht, n (%) 539 | 443 (82%) 298 (78%) 145 (92%)
TBI durchgefiihrt, n (%) 539 | 85 (16%) 80 (21%) 5(3.2%)
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Akute GVHD, n (%) 538

Grad | 149 (28%) 109 (29%) 40 (25%)
Grad Il 115 (21%) 79 (21%) 36 (23%)
Grad lll 45 (8,4%) 25 (6,6%) 20 (13%)
Grad IV 10 (1,9%) 8 (2,1%) 2 (1,3%)
Keine 219 (41%) 160 (42%) 59 (38%)
Chronische GvHD, n (%) 538

Grad | 121 (22%) 89 (23%) 32 (21%)
Grad Il 92 (17%) 67 (18%) 25 (16%)
Grad lll 52 (9.7%) 33 (8.6%) 19 (12%)
keine 273 (51%) 193 (51%) 80 (51%)

Tab. 7: Ubersicht iiber das Patientenkollektiv

3.2 Datenerhebung

Die retrospektiv erhobenen Daten wurden von der Klinik fur Stammzelltransplantation des
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf zur Verfligung gestellt.

Die  routinemaRig  durchgefihrten  Chimarismusmessungen  nach  allogener
Stammzelltransplantation wurden in einzelnen Worddokumenten (pro Patient ein eigenes
Dokument) dokumentiert. Basierend auf der Formation der Word-Dokumente wurde ein
Skript in C# programmiert, welches unter Verwendung von reguldren Ausdricken (RegEx)
die Patientendaten, die Diagnose, das Verwandtschaftsverhaltnis zum Spender und Quelle
der Stammzellgewinnung, Transplantationsdatum, sowie die Chimarismuswerte mit Datum
der Messung in ein Exceldokument Ubertragen konnte. Dabei wurden ebenfalls
Chimarismuswerte, welche aus dem Knochenmark gewonnen wurden, als auch
linienspezifische (T-Zell-) Chimarismusmessungen Ubertragen, welche anschlieRfend
manuell aussortiert wurden. Weiterhin wurden Patienten ausgeschlossen, bei denen die
Chimarismusmessungen unvollstandig dokumentiert waren oder nicht-sensitive Methoden
verwendet wurden.

Aufgrund der Bearbeitungszeit wurden ca. 50 Word-Dokumente gleichzeitig ausgelesen
und schlieBlich in eine globale Excel-Tabelle Ubertragen, welche tber 40.000 Zeilen
umfasste.

Nun wurden drei Messzeitpunkte festgelegt: der erste gemessene periphere
Donorchimarismus, sowie um Tag 180 und 360 nach Transplantation. Diese wurden nun

mit Daten, welche die Klinik fur Stammzelltransplantation routinemafig erhob (z.B. HLA
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match, Blutgruppe, CMV-Status, etc.) zusammengefiihrt und dienten als Grundlage fir die

weitere Datenauswertung.

Es wurden drei Arten des Donorchimarismus definiert: gemischter Chimarismus, einem
gemessenen Chimarismuswert von < 99,9% entsprechend, ein minimal reduzierter
Chimarismus, einem Wert von 99,9% entsprechend, sowie ein voller Donorchimarismus,

einem Wert von > 99,9% entsprechend.

3.3 Chimarismusanalyse

Am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf erfolgt die Messung uber zwei verschiedene
real-time PCR-Verfahren nach der TagMan®-Technologie. Bei mannlichen Patienten mit
weiblichem Spender Uber die Y-Chromosom-spezifische quantitative real-time PCR
(QYCS-PCR), fur alle anderen Patienten/Spender-Konstellationen unter Verwendung von

short insertion/deletion polymorphisms (SID).

Die TagMan®-Technologie basiert auf der Detektion von freigewordener Fluoreszenz.
Hierfir wird eine Hybridisierungssonde verwendet, die mit zwei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert ist. Ein Farbstoff dient als Signalfarbe (reporter dye, FAM®),
der andere als Léschfarbe (quenching dye, TAMRA). Solange die Sonde intakt ist, wird die
Fluoreszenzemission der Signalfarbe durch die Ldschfarbe absorbiert. Wahren des
Verlangerungsphase des PCR-Zyklus wird die Hybridisierungssonde durch die 5°-3'-
nukleolytische Aktivitat der DNA-Polymerase gespalten. Hierdurch wird die Emission der
Signalfarbe nicht mehr effizient durch die Loschfarbe absorbiert, wodurch es zu einem
Anstieg der Fluoreszenzemissionsspektren der Signalfarbe kommt, welche durch ein real-
time PCR-Geréat (z.B. ABI Sequence Detection System 7700) gemessen werden kdnnen
(Heid et al.,1996)

Bei mannlichen Patienten mit weiblichem Spender wird in jedem Fall die Y-Chromosom-
spezifische quantitative real-time PCR verwendet. Fur alle anderen Patienten/Spender-
Konstellationen gilt es einen geeigneten Polymorphismus zu identifizieren, welcher positiv
fir den Transplantatempfanger und negativ fur den Spender ist. Hierfur bedarf es zunachst
einer geeigneten Probe von Spender und Empfanger, in der Regel peripheres Blut oder
Zellen der Mundschleimhaut. Nach DNA-Gewinnung durch Aufreinigung des
Probenmaterials erfolgt die Amplifikation des zu untersuchenden Polymorphismus mittels

real-time PCR und der anschlieBende Vergleich mit einer Kontrollgruppe in Form einer
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Standard-Verdiinnungsreihe. Dabei wird der sogenannte Schwellenwert, auch threshold
cycle respektive Ci-Wert, herangezogen, der angibt, ab wann das im Rahmen der Real-
time-PCR zur Quantifizierung verwendete Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz
Uberschreitet. Dieser Schwellenwert ist reziprok proportional zur Ausgangsmenge der zu
untersuchenden DNA und lasst daher Ruckschlisse auf diese zu. Falls der C--Wert von
Probe und Kontrollgruppe ungefahr gleich ist, so ist das getestete Material fir den
untersuchten Polymorphismus positiv. Negativ hingegen ist es, wenn die C+-Werte von der
zu untersuchenden Probe und der Kontrollgruppe um mindestens 10 Zyklen differieren.
Falls mehrere geeignete Polymorphismen zur Analyse zur Verfliigung stehen, wird derjenige
verwendet, bei dem der Ci-Wert beim Spender am gréten war. Nach initialer Bestimmung
eines geeigneten Polymorphismus zur Chimarismusanalyse, wird dieser fir alle

zukunftigen Messungen nach allogener Stammzelltransplantation beibehalten.

3.3.1 Y-Chromosom-spezifische quantitative real-time PCR (QYCS-PCR)

Die Y-Chromosom-spezifische quantitative real-time PCR macht sich zu nutzen, dass Teile
des menschlichen DFFRY-Gens hochspezifisch flir das Y-Chromosom, und damit den
mannlichen Karyotyp, sind, wodurch die Identifikation von mannlichen Zellen gelingt. Hierfir
bedarf es der Verwendung von fur das Gen spezifischen Primem (FP-Y, Sequenz
aactcacctccaacacatactccac und RP-Y, Sequenz ttcatgatgaaatctgcttttigttt) (Brown et al.,
1998). Die erfolgreiche Amplifikation von genetischem Material mannlichen Ursprungs kann
schlieRlich, wie oben beschrieben, Uber die real-time PCR nach der Tagman®-Technologie
objektiviert werden. Aufgrund der hohen Spezifitat mancher Abschnitte des DFFRY-Gens
fir das Y-Chromosom, kénnen schon geringe Mengen an mannlichen Zellen identifiziert
werden. So konnte ein Detektionslevel von unter 0.001% gezeigt werden, weswegen es
vertretbar erscheint, den vollen Donorchimarismus als > 99.9% festzulegen (Fehse et al.,
2001). Sinnvoll eingesetzt werden kann diese Methode jedoch nur bei einem mannlichen

Patienten mit weiblichem Spender.

3.3.2 Quantitative real-time PCR von short insertion/deletion polymorphisms

Insertions-/Deletions-Polymorphismen (Indels) sind Langenpolymorphismen, die durch
Einflgung oder Léschung von einem oder mehreren Nukleotiden im Genom entstehen
(Pereira et al., 2009), wodurch die genetische ldentifizierung von Individuen moglich ist.

Wichtig ist hierbei, wie bereits oben beschrieben, dass sich Spender und Empfanger
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hinsichtlich des Polymorphismus unterscheiden. Hierbei konnte eine Messsensitivitat von
0,01% bis 0,001% beschrieben werden (Jimenez-Velasco et al., 2005).

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte in R (Shake and Throw, Version 4.05). Zur Erfassung
von Patienten-Donor-Beziehungen wurden in Excel ,Wenn-Funktionen“ verwendet. Zur
Identifizierung der Einflussfaktoren auf die Kinetik des frihen peripheren
Donorchimarismus bei AML und MDS wurde jeweils zunachst eine multiple lineare
Regression fur alle vorstellbaren Einflussfaktoren durchgefuhrt. AnschlieBend konnten
mittels Rickwarts-Elimination anhand des AIC unabhangige Variablen ausgeschlossen

werden, um das geeignetste Modell zu identifizieren.

Da es sich bei dem peripheren Donorchimarismus um eine zeitabhangige Variable handelt,
wurden die Uberlebenskurven nach Simon-Makuch erstellt und statistische Signifikanz
anschlieffend mittels dem Mantel-Byar-Test Uberpruft.

Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Gesamtuberleben wurde als Zeitraum
zwischen Transplantation und Tod, sowie krankheitsfreies Uberleben als Zeitraum

zwischen Transplantation und Progress definiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Chimarismuswerte

Von dem 539 Patienten umfassenden Kollektiv bestand zum ersten Messzeitpunkt (Median
Tag 18) bei 258 Patienten ein gemischter Chimarismus von <99,9%, bei 186 Patienten ein
minimal reduzierter von 99,9%, sowie bei 95 Patienten ein voller Donorchimarismus von

>99,9%. Dies wird im nachfolgenden Diagramm, auch Entitaten-spezifisch, verdeutlicht.
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Abb. 3: Verteilung der peripheren Donorchimérismuswerte zum ersten Messzeitpunkt

Zum zweiten Messzeitpunkt (Median Tag 180) konnten von 449 Patienten die
Chimarismuswerte aus dem peripheren Blut erfasst werden. Die genaue Verteilung wird in
der nachfolgenden Abbildung dargestellit.
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Abb. 4: Verteilung der peripheren Donorchimérismuswerte zum zweiten Messzeitpunkt

Der Median des dritten Messzeitpunktes lag bei 364 Tagen. Hier konnten die
Chimarismuswerte aus dem peripheren Blut von 341 Patienten bestimmt werden,

aufgefiihrt in der folgenden Abbildung.
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Abb. 5: Verteilung der peripheren Donorchimérismuswerte zum dritten Messzeitpunkt

Fur die verschiedenen Messzeitpunkte lasst sich feststellen, dass es im zeitlichen Verlauf

zunehmend zur Ausbildung eines vollstandigen peripheren Donorchimarismus kommt.
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4.2 Einflussfaktoren auf den friilhen peripheren Donorchimarismus

4.2.1 Deskriptive Statistik

Um neben den potenziellen Einflussfaktoren aus der Patientenpopulation (siehe Tabelle 7)
noch weitere relevante Faktoren zu identifizieren, wurden Patienten-Donor-Beziehungen
hergestellt, der Donortyp spezifiziert und bei der Stammzellanzahl eine Aufteilung anhand

der median transfundierten Stammzellen vorgenommen.

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick dartiber.

N Kollektiv, AML, N=382 | MDS, N=157
N=539

Altersbeziehung Patient und | 536

Donor, n (%)

= Median 170 (32%) 115 (30%) 55 (35%)
< Median 103 (19%) 75 (20%) 28 (18%)
Patient = Median, Donor < 157 (29%) 101 (27%) 56 (36%)
Median

Patient < Median, Donor = 106 (20%) 89 (23%) 17 (11%)
Median

Geschlechterbeziehung 538

Patient und Donor, n (%)

Beides Frauen 250 (46%) 170 (45%) 80 (51%)
Beides Manner 77 (14%) 56 (15%) 21 (13%)
Donor Frau, Patient Mann 134 (25%) 101 (27%) 33 (21%)
Donor Mann, Patient Frau 77 (14%) 54 (14%) 23 (15%)
ABO-Kompatibilitat 523

Identisch 232 (44%) 164 (44%) 68 (44%)
Major Inkompatibilitat 125 (24%) 84 (23%) 41 (27%)
Minor Inkompatibilitat 116 (22%) 84 (23%) 32 (21%)
Bidirektionale Inkompatibilitat 50 (9,6%) 37 (10%) 13 (8,4%)
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CMV-Beziehung Patient und | 538

Donor, n (%)

Beide negativ 163 (30%) 110 (29%) 53 (34%)
Beide positiv 243 (45%) 182 (48%) 61 (39%)
Donor negativ, Patient positiv 74 (15%) 53 (14%) 21 (13%)
Donor positiv, Patient negativ 58 (11%) 36 (9,4%) 22 (14%)
Anzahl verabreichter 539

Stammzellen, n (%)

> Median 276 (51%) 195 (51%) 81 (52%)
< Median 263 (49%) 187 (49%) 76 (48%)
Donortyp, n (%) 539

Passender Familienspender 112 (21%) 86 (23%) 26 (17%)
Unpassender Familienspender 12 (2.2%) 9 (2.4%) 3 (1.9%)
Passender Fremdspender 133 (25%) 91 (24%) 42 (27%)
Unpassender Fremdspender 282 (52%) 196 (51%) 86 (55%)

Tab. 8: Abgeleitete Beziehungen zwischen Patient/Donor, Spezifizierung des Donortyps und

Patientenaufteilung anhand der median transfundierten Stammzellen

4.2.2 Bei AML

Als mdgliche Einflussfaktoren wurden Geschlecht, Alter, CMV-Status und Blutgruppen nach
ABO jeweils von Patient und Spender betrachtet. Zusatzlich wurden auch die CMV-, die
Blutgruppen- sowie die Alters- und Geschlechtsbeziehung zwischen Patient und Donor,
Anzahl und Ursprung der transplantierten CD34+-Stammzellen, die Zytogenetik, die
verwendete Konditionierung, das Einsetzen von ATG, die Anwendung einer
Ganzkdrperbestrahlung, der Donortyp als auch vor allogener Stammzelltransplantation

durchgefiihrte Therapien einbezogen.

Fir die multiple lineare Regression mit allen Einflussfaktoren bestand ein AIC von 2468.
Die F-Statistik hatte einen p-Wert von 0,03, das adjustierte R? betrug 0,06. Mittels
Ruckwarts-Elimination unter Bertcksichtigung des AIC wurden folgende Variablen

eliminiert;
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Variable AlIC

ATG 2466
CMV-Beziehung 2460
CMV-Status Donor 2458
Geschlechterbeziehung Patient/Donor 2452
Vortherapie 2450
TBI 2448
Patientenalter 2447
Stammzellanzahl 2445
Patient Blutgruppe ABO 2441
Donortyp 2437
Stammzellursprung 2436

Tab. 9: Ausgeschlossene Variablen als Einflussfaktoren auf den friiheren Donorchimérismus bei AML mittels

Rickwérts-Elimination

Fir das finale Regressionsmodell bestand ein AIC von 2436, das adjustierte R? betrug nun

0,09. Zur Optimierung der multiplen Regression wurden die Anwendung von ATG, die CMV-

und Geschlechterbeziehung zwischen Patient und Donor, der CMV-Status des Donors, die

Durchfiihrung einer Vortherapie als auch TBI, das Patientenalter, der Ursprung der

Stammzellen als auch deren transplantierte Anzahl, die Blutgruppe des Patienten nach

ABO, sowie auch der Donortyp ausgeschlossen.

Einen genauen Uberblick (iber die verbleibenden Einflussfaktoren liefert die nachfolgende

Tabelle.

Variable Regressionskoeffizient B | Standardfehler | p-
Wert

Patientengeschlecht mannlich | 1,79 1,63 0,27
Donorgeschlecht mannlich 3,22 1,87 0,09
Donor Alter -0,17 0,12 0,16
Altersbeziehung Patient/Donor
- Beide Alter < Median -7,96 3,65 0,03
- Patient = Median, Donor < -6,96 3,31 0,04
Median
- Patient < Median, Donor = -4,84 2,36 0,04
Median
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Patient CMV positiv -2,66 1,67 0,11
Donor Blutgruppe ABO

-A 5,3 2,22 0,02
-B 4.8 3,11 0,13
-AB 2,54 4,39 0,57
ABO-Kompatibilitat

Patient/Donor 1,30 3,14 0,68
- Major Inkompatibilitat 3,47 3,56 0,33
- Minor Inkompatibilitat 2,74 2,96 0,36
- identisch

Zytogenetik abnormal 2,70 1,67 0,11
Konditionierungsverfahren RIC | -8,09 1,99 0,00

Tab. 10: Finales Regressionsmodell nach Riickwérts-Elimination hinsichtlich Einflussfaktoren auf den friihen

peripheren Donorchimérismus bei AML

Als relevante Einflussfaktoren konnten das Patienten- und Donorgeschlecht, das
Donoralter, die Altersbeziehung zwischen Patient und Donor, der CMV-Status des
Patienten, die Blutgruppe nach ABO des Donors, die ABO-Kompatibilitat zwischen Patient

und Donor, die Zytogenetik, sowie das Konditionierungsverfahren identifiziert werden.

Statistische Signifikanz bestand dabei fiir die Altersbeziehung zwischen Patient und Donor,

der Donor-Blutgruppe A, sowie dem Konditionierungsverfahren.

Wenn sowohl Spender als auch Patient in Bezug auf das Alter unter dem Median waren,
bestand eine negative Beeinflussung des frihen peripheren Donorchimarismus bei einem
Regressionskoeffizient von -7,96 (p=0,03). Diese konnte auch fiir einen Patienten mit dem
Alter = Median bei einem Donoralter < Median beobachtet werden (Regressionskoeffizient
-6,96, p=0,04). Gleiches galt fir einen Patient mit einem Alter < Median und einem
Donoralter 2 Median (3= -4,84, p=0,04).

Weiterhin wurde eine negative Beeinflussung des friihen peripheren Donorchimarismus
durch die Verwendung des Konditionierungsverfahren RIC  bei einem
Regressionskoeffizienten von -8,09 festgestellt (p=0,000).

Eine positive Auswirkung auf den frihen peripheren Donorchimarismus konnte hingegen

bei der Donor-Blutgruppe A festgestellt werden (=5,3, p=0,02).

Zumindest eine Tendenz zur positiven Beeinflussung des frihen peripheren
Donorchimarismus bestand beim mannlichen Donorgeschlecht und einer abnormalen

Zytogenetik (Regressionskoeffizient 3,22 mit p=0,09 respektive Regressionskoeffizient
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2,70 mit p=0,11). Eine Tendenz zur negativen Beeinflussung bestand bei positivem CMV-
Status des Patienten (3= -2,66, p=0,11).

4.2.3 Bei MDS

Als mogliche Einflussfaktoren wurden Geschlecht, Alter, CMV-Status und Blutgruppen nach
ABO jeweils von Patient und Spender betrachtet. Zusatzlich wurden auch die CMV-, die
Blutgruppen- sowie die Alters- und Geschlechtsbeziehung zwischen Patient und Donor,
Anzahl und Ursprung der transplantieten CD34+-Stammzellen, die Zytogenetik, die
verwendete Konditionierung, das Einsetzen von ATG, die Anwendung einer
Ganzkorperbestrahlung, der Donortyp als auch vor allogener Stammzelltransplantation

durchgeflihrte Therapien einbezogen.

Fur die multiple lineare Regression mit allen potenziellen Einflussfaktoren bestand ein AIC
von 1288. Der p-Wert der F-Statistik betrug 0,90, das adjustierte R?* war -0,08. Mittels

Ruckwarts-Elimination anhand des AIC wurden folgende Variablen ausgeschlossen:

Variable AlIC

Stammzellursprung 1286
CMV Beziehung 1280
Patientenalter 1278
CMV-Status Patient 1276
Donoralter 1274
Blutgruppenbeziehung ABO Patient/Donor | 1269
Geschlechterbeziehung Patient/Donor 1264
Patientengeschlecht 1262
Donorgeschlecht 1260
Donortyp 1255
Patient Blutgruppe ABO 1250
Durchfihrung TBI 1249
Zytogenetik 1247
Altersbeziehung Patient/Donor 1243
Donor Blutgruppe ABO 1240

Tab. 11: Ausgeschlossene Variablen als Einflussfaktoren auf den fritheren Donorchimérismus bei MDS mittels
Riickwérts-Elimination
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Fur das finale Regressionsmodell bestand ein AIC von 1240 bei einem adjustierten R? von
0,09. Zur Optimierung der multiplen Regression wurden der Stammzellursprung, die Alters-
, Geschlechter-, Blutgruppen- und CMV-Beziehung zwischen Patient und Donor, das
Patienten- und Donoralter, das Patienten- und Donorgeschlecht, die Blutgruppe nach ABO
von Patient und Donor, der CMV-Status des Patienten, der Donortyp, die Durchfiihrung
einer Ganzkdrperbestrahlung als auch die vorliegende Zytogenetik ausgeschlossen.

In der nachfolgenden Tabelle findet sich eine Ubersicht Uber die verbliebenen

Einflussfaktoren:

Variable Regressionskoeffizient § | Standardfehler | p-
Wert
Donor CMV positiv -6,67 3,93 0,09
Stammzellanzahl < Median -5,51 3,91 0,16
Konditionierungsschema RIC 9,17 4,23 0,03
Anwendung von ATG 8,89 7,25 0,22
Vortherapie 4,82 3,94 0,22

Tab. 12: Finales Regressionsmodell nach Riickwérts-Elimination hinsichtlich Einflussfaktoren auf den friihen

peripheren Donorchimérismus bei MDS

Als relevante Einflussfaktoren bestanden schlieRlich der CMV-Status des Donors, die
Anzahl der transplantierten Stammzellen, das Konditionierungsverfahren, die Anwendung
von ATG als auch eine durchgeflhrte Vortherapie. Statistische Signifikanz lag jedoch
lediglich fur das Konditionierungsverfahren vor, wo bei einem Regressionskoeffizienten von
-9,17 eine negative Beeinflussung des peripheren Donorchimarismus festgestellt werden
konnte (p=0,03). Zumindest eine Tendenz zur negativen Beeinflussung, bei jedoch knapp
verpasstem Signifikanzniveau, bestand flr einen positiven CMV-Status des Donors

(Regressionskoeffizient -6,67, p=0,09).
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4.3 Uberleben anhand des peripheren Donorchimirismus

4.3.1 Krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben bei AML

Zunachst wurde untersucht, welchen prognostischen Wert, in Bezug auf das krankheitsfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben, der periphere Donorchimarismus nach allogener
Stammzelltransplantation bei AML hat. Da es sich beim peripheren Donorchimarismus um
eine zeitabhangige Variable handelt, wurden die Uberlebenskurven mittels Simon-Makuch-

Plot erstellt.
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Abb. 6: Krankheitsfreies Uberleben in Tagen anhand der Chiméarismuswerte aus dem peripheren Blut mittels
des ersten Donorchimérismus, sowie den Messzeitpunkten d180 und d365 nach allogener

Stammzelltransplantation bei AML

In Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben zeigte sich fiir den vollen Donorchimarismus
ein deutlich Uberlegener Median von 1969 Tagen, im Gegensatz zu einem
Chimarismuswert von 99.9% (937 Tagen) und <99.9% (419 Tagen). Im Mantel-Byar-Test
wurde die statistische Signifikanz (p=0,06) jedoch knapp verfehlt.

Die Hazard Ratio lag fir einen Chimarismus von 99.9% bei 1,23 (p=0,26) und flr einen
Chimarismus <99.9% bei 1,58 (p=0,017).
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Abb. 7: Gesamtiiberleben in Tagen anhand der Chimdrismuswerte aus dem peripheren Blut mittels des ersten
Donorchimérismus, sowie den Messzeitpunkten d180 und d365 nach allogener Stammzelltransplantation bei
AML

Hinsichtlich des Gesamtuberlebens lag der Median des vollen Donorchimarismus bei 4828
Tagen, der von 99.9% wurde nicht erreicht und von <99.9% bei 407 Tagen. Im Mantel-Byar-
Test fand sich eine deutliche Signifikanz (p=<0,001).

Die Hazard Ratio zeigte sich fur die Chimarismuswerte von 99.9% bei 1.48 (p=0,05) und
flr <99.9% bei 2,48 (p=<0.001).

4.3.2 Krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben bei MDS
Zudem wurde der prognostische Wert des peripheren Donorchimarismus hinsichtlich des

krankheitsfreien Uberlebens und Gesamtuberlebens nach allogener

Stammzelltransplantation bei myelodysplastischen Neoplasien betrachtet.
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Abb. 8: Krankheitsfreies Uberleben in Tagen anhand der Chimérismuswerte aus dem peripheren Blut mittels
des ersten Donorchimérismus, sowie den Messzeitpunkten d180 und d365 nach allogener

Stammzelltransplantation bei MDS

Fir den vollen Donorchimarismus wurde fiir das krankheitsfreie Uberleben der Median nicht
erreicht. Fir den minimal reduzierten Donorchimarismus betrug der Median 2418 Tage,
sowie fur den gemischten Donorchimdrismus 365 Tage. Zwischen den
Chimarismusgruppen bestand im Mantel-Byar-Test eine deutliche Signifikanz (p=0,001).
Die Hazard Ratio lag flr einen Chimarismus von 99.9% bei 2,00 (p=<0,05) sowie fur einen
Chimarismus von <99.9% bei 3,70 (p=<0,001)

1.00 1

0.75 1

robability

a 0.50 4
0.25 -

0.00 -

Survival

0 365 730 1095
Time

Chimarismuswert =+ >99.9% == 09.9% == <99.9%

Abb. 9: Gesamtiiberleben in Tagen anhand der Chimdrismuswerte aus dem peripheren Blut mittels des ersten
Donorchimérismus, sowie den Messzeitpunkten d180 und d365 nach allogener Stammzelltransplantation bei
MDS
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Bezlglich des Gesamtuberlebens fand sich fir den vollen Donorchimarismus ein nicht
erreichter Median, fir den minimal reduzierten Chimarismus ein Median von 2418 Tagen,
sowie flr den gemischten Donorchimarismus von 821 Tagen. Im Mantel-Byar-Test zeigte
sich zwischen den verschiedenen Chimarismusgruppen ein p-Wert von 0,005.

Die Hazard Ratio betrug fur die Chimarismusgruppe 99.9% 1,96 (p=0,06), sowie fur die
Gruppe <99.9% 2,89 (p=0,001).
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5 Diskussion

5.1 Einflussfaktoren auf den friihen peripheren Donorchimarismus

Mit Hilfe der multiplen Regression mit Rickwarts-Elimination anhand des AIC konnten
relevante Einflussfaktoren auf die Kinetik des peripheren Donorchimarismus identifiziert

werden.

Hierbei konnte in dieser Arbeit bei AML flir die Blutgruppe A aufgrund des positiven
Regressionskoeffizienten eine positive Beeinflussung des Chimarismus gezeigt werden,
wohingegen fiir das Konditionierungsverfahren RIC und die Altersbeziehung zwischen
Patient und Donor eine negative Beeinflussung bestand. Keine Signifikanz konnten in der
multivariaten Regression flr die Zytogenetik, die ABO-Kompatibilitdt, das Patienten- und
Donorgeschlecht, den CMV-Status des Patienten, als auch das Donoralter festgestellt

werden

Bei MDS fand sich in dieser Arbeit ebenfalls eine negative Beeinflussung durch das
Konditionierungsverfahren RIC, wohingegen in der Regressionsanalyse keine Signifikanz
fur CMV-Status des Donors, die Stammzellanzahl, sowie die Durchfiihrung einer

Vortherapie oder die Anwendung von ATG bestand.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten also, dass beim Konditionierungsverfahren RIC im
Vergleich zu MAC der frihe periphere Donorchimarismus sowohl bei AML und MDS eine
langsamere Kinetik aufweist (3= -8,09 mit p=0,00 respektive B= -9,17 mit p=0,03). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen friherer Publikationen (Mohr et al., 2004; Michallet et al.,
2005) und erklart sich dartber, dass der therapeutische Effekt bei RIC vor allem Uber den
Graft-versus-Tumor-Effekt vermittelt wird und weniger Uber die direkte zytoreduktive

Wirkung der Konditionierungstherapie (Giralt et al., 1997).

Ebenfalls als Einflussfaktor einer verzégerten Kinetik des frihen peripheren
Donorchimarismus bei AML konnte in dieser Arbeit die Altersbeziehung zwischen Donor
und Patient identifiziert werden. Dies war zutreffend sowohl auf die Konstellation Donor-
/Patientenalter < Median, Donoralter 2 Median bei Patientenalter < Median und Donoralter
< Median bei Patientenalter 2 Median. Die Altersbeziehung zwischen Patient und Donor in
Bezug auf den friihen peripheren Donorchimarismus wurde zuvor in noch keiner Arbeit
untersucht. Interessanterweise konnte in der Auswertung dieser Arbeit keine Relevanz fiir
das Patientenalter und Donoralter fir sich alleine genommen festgestellt werden, was so
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auch von Mohr et al. und Michallet et al. beschrieben (Mohr et al., 2004; Michallet et al.,
2005) und in einer neueren Arbeit in Bezug auf das Donoralter bestatigt wurde (Rezvani et
al., 2015).

Zumindest eine Tendenz hinsichtlich einer Verlangsamung der Entwicklung des peripheren
Donorchimarismus zeigte sich hier fir einen positiven CMV-Status des Patienten (p=0,11)
bei AML. Dies konnte auch in der Studie von Sellar et al. beobachtet werden, in der der
Empfangerchimarismus in Abhangigkeit des Patienten-/Donorserostatus hinsichtlich CMV
untersucht wurde (Sellar et al., 2015). Dies wiederum steht im Widerspruch zur
Beobachtung bei MDS in dieser Arbeit, da hier eine Tendenz zur negativen Beeinflussung
des friihen peripheren Donorchimarismus durch einen positiven CMV-Status des Donors
besteht (p=0,09).

Ein weiteres interessantes Ergebnis dieser Arbeit ist, dass fir die Donorblutgruppe A bei
AML eine positive Beeinflussung des friihen peripheren Donorchimarismus festgestellt
werden konnte, wobei ABO-Inkompatibilitaten keine Rolle spielen. Letzteres fand sich
ebenfalls in der Arbeit von Faraci et al. (Faraci et al., 2018). Eine Erklarung hierfur zu finden
scheint schwierig, zumal auch die Bedeutung von ABO-Inkompatibilitaten bei allogener

Stammzelltransplantation kontrovers ist (Yang et al., 2019; Ataca Atilla et al., 2020).

Ebenfalls eine Tendenz zur positiven Beeinflussung der Kinetik des frlihen peripheren
Donorchimarismus konnte fiir das mannliche Donorgeschlecht (p=0,09) festgestellt werden.
Faraci et al. untersuchten Einflussfaktoren auf die Kinetik des Donorchimarismus bei
allogentransplantierten Kindern mit nichtmalignen Erkrankungen, und konnten

diesbeziglich keine Signifikanz feststellen.

Wahrend in der Arbeit von Mohr et al. die Anzahl der transfundierten CD34-positiven
Stammzellen als auch die Anwendung von ATG signifikanten Einfluss auf die Kinetik des
peripheren Donorchimarismus hatten, konnte sich dies in dieser Arbeit nicht bestatigen. Ein
Grund fur den Unterschied in Bezug auf die Anzahl der transfundierten Stammzellen kénnte
sein, dass in dieser Arbeit der Unterschied zwischen =2 Median und < Median verglichen
wurde und der Median bei 7,1x10%kg CD34+-Stammzellen relativ hochliegt, wohingegen
es bei Mohr et al. 3 Gruppen gab, mit <2x10%/kg als Referenzgruppe. Ubereinstimmend mit
den Resultaten von Mohr et al. war hingegen, dass die Stammzellquelle keinen Einfluss
nimmt auf die Kinetik des peripheren Donorchimarismus (Mohr et al., 2004), was jedoch

von Michallet et al. gegensatzlich beschrieben wurde (Michallet et al., 2005). Weiterhin
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konnte in dieser Arbeit kein Einfluss einer Vortherapie festgestellt werden, wozu es
gegenlaufige Daten gibt (Valcarcel et al., 2003; Mohr et al., 2004).

Bei der Betrachtung der Resultate dieser Arbeit und der Literatur fallt auf, dass kontroverse
Studienresultate hinsichtlich der relevanten Einflussfaktoren bestehen.
Umso bedeutungsvoller erscheint es, sich mit den Limitationen dieser Arbeit zu befassen.

Unklar bleibt in dieser Arbeit, dass nicht nachvollzogen werden kann, wie therapeutisch auf
den peripheren Donorchimarismus reagiert wurde. Sei dies beispielsweise durch eine
Verminderung der Immunsuppression oder die Gabe von Donorlymphozyten. Dem
entgegenzuhalten gilt es jedoch, dass bei den Einflussfaktoren der erste periphere
Donorchimarismus herangezogen wurde. Demnach erscheinen therapeutische

Interventionen zu diesem Zeitpunkt noch nicht so wahrscheinlich.

Ein weiterer moglicher Grund fiir die Abweichung der Resultate dieser Arbeit von der
bisherigen Literatur kdnnte sein, dass hier erstmalig Einflussfaktoren Entitaten-spezifisch
untersucht wurden. In der bisherigen Literatur handelten es sich stets um eine Population
mit verschiedensten Krankheitsbildern bei zudem einer geringen Patientenanzahl, sodass
die Vergleichbarkeit schwierig erscheint. Die Vergleichbarkeit wird zudem durch
verschiedene Methoden in der Chimarismusbestimmung, der dadurch unterschiedlichen
Sensitivitdt und der daraus zwangsweise resultierenden anderen Definition eines vollen

Donorchimarismus, erschwert.

Letztlich bleibt jedoch festzuhalten, dass die entwickelten Modelle dieser Arbeit noch nicht
ausreichend den peripheren Donorchimarismus wiedergeben, zu erkennen am hohen AIC
als auch dem niedrigen adjustierten R2 Zudem bestand bei dem Regressionsmodell fir
MDS hinsichtlich des p-Wertes der F-Statistik keine Signifikanz. Neben den moglicherweise
bestehenden und fehlenden therapeutischen MalRnahmen gilt es auch darauf hinzuweisen,
dass die Daten retrospektiv erhoben wurde. Prospektive Studien konnten diesbezglich fr

mehr Klarheit sorgen.
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5.2 Uberleben anhand des peripheren Donorchimarismus

Zu meinem besten Wissen wurden in dieser Arbeit erstmalig Uberlebenskurven anhand des
peripheren Donorchimarismus mittels Simon-Makuch-Plots erstellt, welche eine

Veranderung der Gruppenzugehdorigkeit Uber die Zeit berlcksichtigen.

Hierbei zeigte sich, unter Verwendung von drei Chimarismusmessungen innerhalb des
ersten Jahres, fur die AML ein Uberlegenes Gesamtiberleben fir den vollen
Donorchimarismus (p=<0,001), sowie angedeutet auch ein verlangertes krankheitsfreies
Uberleben (p=0,06). Gleiches konnte auch fir MDS beobachtet werden (p=0,005 respektive
p=<0,001).

Der Stellenwert des peripheren Donorchimarismus hinsichtlich des prognostischen Wertes
wird generell in der Literatur kontrovers diskutiert. Wahrend Michallet et al in einer
gemischten Population ein besseres Gesamtiiberleben und ereignisfreies Uberleben fiir
den vollen Donorchimarismus zeigten konnten (Michallet et al., 2005), bestanden bei
Pichler et al keine Korrelation zwischen dem gemischten Donorchimarismus und einer
erhdhten Rezidivwahrscheinlichkeit (Pichler et al., 2016). Dabei scheint der Messzeitpunkt
eine wichtige Rolle zu spielen: Wahrend der periphere Donorchimarismus an Tag 30 nach
Transplantation keinen signifikanten Unterschied zwischen gemischtem und vollen
Donorchimarismus in Bezug auf Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben zeigte,
konnte dies an Tag 90 nach Transplantation nachgewiesen werden (Lamba et al., 2004).
Klyuchnikov et al. konnten an Tag 100 nach der Transplantation zumindest hinsichtlich des
krankheitsfreien Uberlebens einen Vorteil des vollen Donorchiméarismus gegeniiber einem

gemischten Chimarismus zeigen (Klyuchnikov et al., 2022).

Die Wertigkeit des peripheren Donorchimarismus im klinischen Alltag wurde ebenfalls von
Klyuchnikov et al. untersucht. In dieser spannenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei
Nachweis von minimaler Resterkrankung (MRD) trotz Vorhandenseins eines vollen
Donorchimarismus ein deutlich reduziertes Gesamtiberleben vorlag. Auch konnte
dargestellt werden, dass bei MRD-Negativitat trotz gemischtem Chimarismus an Tag 100

nach Transplantation ein (iberlegenes Uberleben bestand (Klyuchnikov et al., 2022).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Uberlebenskurven nach Simon und Makuch sind jedoch
nicht sinnvoll mit Kaplan-Meier-Kurven, und damit den bisherigen Anschauungen in der

Literatur, zu vergleichen. Dies liegt daran, dass Kaplan-Meier-Kurven das Uberleben
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ausgehend von einem festen Zeitpunkt sowie einer festen Gruppenzugehdrigkeit
betrachten. Insofern spiegeln die hier prasentierten Ergebnisse besser die Realitat, wobei

fur eine prazisere Darstellung engmaschigere Messzeitpunkte zu wahlen waren.

Wie auch bei der Untersuchung der Einflussfaktoren auf die Kinetik des friihen peripheren
Donorchimarismus, ist auch bei den Chimarismuswerten, welche in die Erstellung der
Simon-Makuch-Plots eingeflossen sind, nicht nachvollziehbar, wie therapeutisch
eingegriffen wurde. Bei Verwendung von Chimarismuswerten bis ca. ein Jahr nach
Transplantation, ist davon auszugehen, dass uber die Gabe von
Donorlymphozyteninfusionen oder die Anpassung der immunsuppressiven Therapie
Einfluss auf die Entwicklung des Chimarismus genommen wurde. Insofern ist eine

realitdtsnahe Abbildung der Chimarismusentwicklung zu postulieren.

5.3 Definition des vollen Donorchimarismus

Wie in 4.2 beschrieben, konnte hinsichtlich des Gesamtiberlebens und krankheitsfreies
Uberleben (fir AML bestand in Bezug auf letzteres die Tendenz) ein statistisch signifikanter
Vorteil fir einen peripheren Donorchimarismus von > 99.9% gegentiber 99.9% und < 99.9%

gezeigt werden.

Dies verdeutlicht, welchen Benefit die sensitiven Chimarismusanalysen mit sich bringen,
und unterstreicht aber auch deren Notwendigkeit. Die weit verbreitete Analysemethode
Uber Mikrosatelliten (short tandem repeats) erscheint bei einer Sensitivitdt von 1% im

Bereich eines Donorchimarismus von 95%-99% nicht akkurat genug (Horn et al., 2009).

Insofern lasst sich postulieren, auch wenn beim krankheitsfreien Uberleben bei AML das
Signifikanzniveau knapp verfehlt wurde, dass der volle Donorchimarismus erst ab >99.9%
erreicht wird. Dies gilt es bei der Interpretation von Studien hinsichtlich des prognostischen
Wertes des peripheren Donorchimarismus zu bericksichtigen, da haufig der volle
Donorchimarismus nicht als > 99.9% definiert ist (Pichler et al., 2016; Cousin et al., 2020;
Klyuchnikov et al., 2022)
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6 Zusammenfassung

Die Messung des peripheren Donorchimarismus nach allogener Stammzelltransplantation
gehért routinemaRig zum postinterventionellen Prozedere und dient der Uberwachung des
Anwachsens des Transplantates respektive der Erkennung einer Absto3ung. Inwiefern der
frihere periphere Donorchimarismus Hinweise auf ein Rezidiv geben kann, ist kontrovers.
Untersuchungen diesbezilglich wurden bisher mittels Kaplan-Meier-Schatzer

vorgenommen.

Erstmalig wurde innerhalb dieser Arbeit das Gesamtuberleben sowie das krankheitsfreie
Uberleben nach allogener Stammzelltransplantation anhand des peripheren
Donorchimarismus mittels Simon-Makuch-Plots untersucht. Unter Verwendung von drei
peripheren Chimarismusmessungen innerhalb des ersten Jahres nach allogener
Stammzelltransplantation konnte gezeigt werden, dass durch das Erreichen eines
Chimarismuswertes von >99.9% ein Uberlebensvorteil, sowohl hinsichtlich des
Gesamtiberlebens als auch in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben, bei AML und
MDS, gegenlber Chimarismuswerten von 99.9% respektive <99.9%, besteht.
Einschrankend gilt zu erwahnen, dass bei AML fiir das krankheitsfreie Uberleben die
statistische Signifikanz knapp verpasst wurde. Hieraus lasst sich die Empfehlung fur die

Verwendung sensitiverer Messmethoden in der klinischen Routine ableiten.

Ebenfalls konnten in dieser Arbeit Entitaten-spezifisch Einflussfaktoren auf den frihen
peripheren Donorchimarismus nach allogener Stammzelltransplantation untersucht
werden, wo sich deckend mit der bisherigen Literatur die Intensitdt des
Konditionierungsverfahren als relevanter Einflussfaktor, sowohl fir AML als auch fir MDS,
objektivieren lie. Aufgezeigte Abweichungen zu bisher beschriebenen Einflussfaktoren

lassen Raum fur zukunftige prospektive Studien.
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7 Summary

The measurement of peripheral donor chimerism after allogeneic stem cell transplantation
is a routine part of the post-interventional procedure and serves to monitor the growth of the
transplant or to detect rejection. The extent to which earlier peripheral donor chimerism can
indicate a relapse is controversial. Investigations in this regard have so far been carried out

using the Kaplan-Meier estimator.

For the first time, this study analysed overall survival and disease-free survival after
allogeneic stem cell transplantation on the basis of peripheral donor chimerism using
Simon-Makuch plots. Using three peripheral chimerism measurements within the first year
after allogeneic stem cell transplantation, it was shown that achieving a chimerism value of
>99.9% results in a survival advantage, both in terms of overall survival and disease-free
survival, in AML and MDS, compared to chimerism values of 99.9% and <99.9%
respectively. It should be noted, however, that statistical significance was narrowly missed
for disease-free survival in AML. This leads to a recommendation for the use of more

sensitive measurement methods in routine clinical practice.

This study also analysed entity-specific factors influencing early peripheral donor chimerism
after allogeneic stem cell transplantation, where the intensity of the conditioning procedure
could be objectified as a relevant influencing factor for both AML and MDS, in line with
previous literature. The deviations from previously described influencing factors leave room

for future prospective studies.
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8 Abkurzungsverzeichnis

ABLT e Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
N [ RS Akaike information criterion
2 3 SRR Proteinkinase B
AML e a e e e aaaa e Akute myeloische Leukdmie
Sy SRR Additional Sex Combs-Like 1
AT G bbb Antithymozytenglobulin
BCOR et et e e e e e e e e e et e e e e aaraeaeanaraeaans BCL6 Corepressor
B R e e b e e b nes Breakpoint Cluster Region
B et et e e bt e e e e b et e e e e b ee e e e aabe e e e e aabeeeeearaeeeeaanneeeen Busulfan
DZIP e e Basic leucine zipper
GBI B . s Core-binding factor subunit beta
L7 I OO PRO Cluster of Differentiation
CEBPA e CCAAT/enhancer-binding protein alpha
CIBMTR ..o, Center for International Blood and Marrow Transplant Research
L3 1Y RSSO Zytomegalievirus
CREBBP. ...ttt et e e e et e e e nn e e e eneeeeenn CREB-binding protein
LSRR PRE Cyclophosphamid
DK e e e e e s DEK Protoonkogen
o T SR PPRRR Deletion
[ e SRS RR Ubiquitin Specific Peptidase 9 Y-Linked
DN A bbbttt nbe e e nane e Desoxyribonukleinséure
E R e a e e extracellular-signal regulated kinases
EZH2....o Histon-Lysin-N-Methyltransferase EZH2
N USRI Fluorescein amidites
[ 5] o PR RURRR: Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung
o I I PO SUSRP fms like tyrosine kinase 3
1 SRR Fludarabin
P et ettt oo oo e e e e e e e e anteeeeeeeeaaaannteeeeeeeeeaaannneeeeaeeeaaaannnea Forward Primer
G AT A et e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e —aaaaaaaas GATA Binding Protein 2
LY o |0 SRS Graft-versus-Host-Reaktion
o SRS Humanes Leukozytenantigen
10 PP RRRURR International Consensus Classification
e 1= S Insertionen/Deletionen
IPSS-R...ee e Revised International Prognostic Scoring System
N I8 SRR internal tandem duplications
KATBA ettt ettt st et sre e e K(Lysine) Acetyltransferase 6A
KIMT 2 et e e e e e e e e s e eeeeeaeeeans Histon-Lysin-N-Methyltransferase 2A
MDS....ooiieee e Myelodysplastische Neoplasien/Myelodysplastische Syndrome
MECOMU(EVIT) .. MDS1 and EVI1 complex locus
MEK .. Mitogen-activated protein kinase kinase
VLB .ttt ettt e ettt e e ettt e e e et et e e e e aeeeeeanneeeeeaneeeeeanneeeeaannneeeaaneeeeeannnneean Melphalan
1 PR MLLT3 super elongation complex subunit
IVIRD .ttt ettt b e e Minimale Resterkrankung
. o o e USSR Myosin Heavy Chain 11
N[ SRR Next generation sequencing
I B PRSPPI nucleophosmin 1
N L PSS PRRRR Nucleoporin 214
[ TSRS Peripheral Blood Stem Cell
PO R e e e e e e e e e aaaeaan Polymerase-Kettenreaktion
P B e Phosphatidylinositol 3-Kinase
QF e e e e aaaa s quantitativ fluoreszierend
Lo | O SRS OURPROPPR quantitative real-time PCR
QYCS .. e Real-time quantitative Y chromosome-specific PCR
R AR et s rapidly accelerated fibrosarcoma
R A S e e e e e e e e —r e e e et —eeeaarateeeaanteeeaanraeeeannteeeeanns rat sarcoma virus
REGEX ettt e e e e e e ennee e e e eaneeeen regular expression
RIC e e e r e e e s e Reduced intensity conditioning
S Reverse Primer



RUNXT oottt e e et ea e e Runt-related transcription factor 1

RUNXTTT oottt RUNXT partner transcriptional co-repressor 1
ST OSSR Stammzelltransplantation
ST i 1= B PRSP Splicing factor 3B subunit 1
]| 5 USRS short insertion/deletion polymorphisms
SN P e single nucletoide polymorphisms
SRSEF 2 .o Serin/Arginin-reicher Splicing-Faktor 2
STAGZ ..ot a e e s STAG2 Cohesin Complex Component
ST AT S e Signal transducer and activator of transcription 3
t Translokation

TAMRBRA e carboxytetramethylrhodamine
L1 PSR URRRR Total body irradiation
TE T s Tet-Methylcytosin-Dioxygenase 2
B I 2 TSSO O P UPPRTRRt tumor protein p53
U2AF T e s U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1
WHO ettt e e e et e e e e ae e e e e ne e e e aneeee s World Health Organization
ZRSR2.............. U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor 35 kDa subunit-related protein 2
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