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1. Einleitung

1.1. Ubersicht tiber die akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine maligne Neoplasies
hamatopoetischen Systems. Im Jahr 2006 ermittelte das Survelpitiegniology and
End Results Institute (SEER) eine Inzidenz von 3,8/100.000/Jahr(Horner2€06),
wobei diese Zahlen zeigen, dass Manner deutlich haufiger betffdnals Frauen.
Ferner nimmt die Auftrittswahrscheinlichkeit der AML mitigendem Alter zu, sodass
die Inzidenz bei 60-64-jahrigen Menschen 7,3/100.000/Jahr, bei 80-84-jahrigen jedoch
bereits 23,1/100.000/Jahr betragt. Bei Diagnosestellung einer AML snBatiienten
durchschnittlich 67 Jahre alt.(Ehninger et al. 2008) Dennoch ist die Diagnuse
AML trotz zunehmender 5-Jahres-Uberlebensrate von mittlerwail@1%,(Horner et
al. 2006) im Hinblick auf Prognose, Mortalitat und Uberleben noch imnmer sthr
ernst zu nehmende Erkrankung. Hierbei spielt das Alter nicht niBerug auf die
Inzidenz, sondern auch im Hinblick auf die Mortalitdt dieser Erkrankaimg
entscheidende Rolle.(Appelbaum et al. 2006) So zeigte sich in izhkleStudien
Ubereinstimmend, dass die 5-Jahresiiberlebensrate von Patienten uidarezvnicht
uber 40%(Gatta et al. 2003) und bei Patienten bis 60 Jahren nicht tibeegd6%ther
75-jahrige Patienten leben nach 5 Jahren sogar nur noch mitvéarescheinlichkeit
von 2%.(Horner et al. 2006) Somit ist die Prognose élterer AMieitan noch immer
sehr ungtnstig.(Frohling et al. 2006)

Neben dem Alter sind Leukozytenzahl im peripheren Blut bei Diagtedlses (>
100.000/uL) sowie die Konstitution des Patienten bei Diagnosestellungdiéir
Prognose bei einer AML relevant. Desweiteren spielt insbeson@erEaryotyp eine
grof3e Rolle, wie beispielsweise Anomalien der Chromosomen 3 bzvé/3y, 7/7q

oder komplex veranderte Karyotypen mit mindestens drei verschieddogalen
chromosomalen Veranderungen als prognostische Faktoren zu bewerten.(Raahandi e
2007) Auch den molekularen Veranderungen kommt eine grof3e Rolle zsin&o
beispielsweise die FLT3-ITD (interne Tandemduplikationen imFLT3-Gen)
prognostisch ungunstig.(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 Vermehrugelorscher Blasten
im Knochenmark, wobei sich oftmals auch eine periphere Ausschwemmsirigjut
nachweisen lasst. In den meisten Fallen einer AML ist kein efigbe
Krankheitsausloser festzustellen, jedoch kdnnen in seltenen Fallen Noxdenzol
eine Rolle spielen. Interessanterweise sind hier besonders Memsithdutationen im
Bereich der NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase 1, welche ein wichigeym flr den
Benzolabbau darstellt, gefahrdet.(Smith et al. 2001). EbenfallseisPatienten mit
einer friheren Exposition gegentber Zytostatika oder ionisierendahl@tg im
Rahmen der Therapie einer malignen Erkrankung von einem Kausalzushamge

auszugehen.

Zudem konnen genetische Faktoren einen Ausl6éser darstellen. Baiggselshaben
Kinder mit einem Down-Syndrom bzw. einer Trisomie 21 ein deutlibbréges AML-

Risiko. Auch eine vorbestehende maligne hamatologische Erkrankung wiesin.B
myelodysplastisches Syndrom (MDS) ist als wesentlichekd®taktor zu betrachten, da

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

1.1.1. Pathogenese und Pathophysiologie

Durch Mutationen vorrangig in Tumorstammzellen kdnnen notwendige Funkii@men
Zell-Reperatur aulRer Kraft gesetzt werden und die Empfindlithgegeniber
genotoxischen Substanzen oder der Aktivierung proliferationsforderngealBege
erhdohen. Beispiele hierfiir sind Mutationen in RezeptortyrosinkinasBnRLT3) oder

in Genen, welche in Signalwege involviert sind (z.BAS. Eine andere
Mutationsklasse betrifft die Funktion von Transkriptionsfaktoren; hied .B. die
AML-ETO oderPML-RARA-Genfusion zu nennen. Zum gegenwartigen Zeitpunkt geht
die Forschung davon aus, dass eine Mutation immer in mindestenserachiedenen
Signalwegen auftreten muss, um den Vorgang der Entwicklung einérZeile in

Gang zu setzen. Abbildung 1 zeigt diesen Vorgang schematisch. San fiiteist
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Mutationen in Tyrosinkinasen wieFLT3 oder Ras-Raf und AML-spezifische
Transkriptionsfaktoren widML-ETO oder PML-RARa zur Bildung einer potentiellen
AML-Zelle.(Ehninger et al. 2008) Bei anderen Mutationen wird abeh aig Ein-

Mutations-Modell postuliert, z.B. bei d&PM1-Mutationen.(Liso et al. 2008)

RAS

O

v

Transformatio

v

Tyrosinkinas

Transkriptionsfaktc

Abb. 1: Modell der Leukdmogenese bei AML(Ehninger et 80&)

Die auf diesem Weg veranderte Zelle vermehrt sich exponeuatidliverdrangt durch

das unkontrollierte Wachstum die normale Hamatopoese. Die entstehBlaten
konnen allerdings aufgrund eines Differenzierungsblocks nicht normal
ausdifferenzieren, weswegen sich in der Folge einer zunehmenden
Knochenmarkinsuffizienz Symptome einer Anamie, gesteigerte Blutergsg
aufgrund von Thrombozytopenie sowie eine erhdhte Anfalligkeit fir bakeéehdekte
aufgrund von Granulozytopenie entwickeln. Oft treten zusatzlich Besdbwem
Rahmen einer B-Symptomatik wie Fieber, Abgeschlagenheit, Gtswvarlust oder
Nachtschweil3 auf. Mitunter werden zudem Lymphknotenschwellungen odeeiaech

Gingivahyperplasie infolge einer Infiltration durch leukamische Blabeobachtet.



1.1.2. Diagnostik

Die Diagnostik sollte in einem mehrstufigem Prozess durchgeftihrt werden.

| Klinischer Verdacht |

Notfallindikationen \
- Hyperleukozytose 4/| stark |

- Verdacht auf Gerinnungs: ¢

Kontrolle im

storungen Peripheres Blutbil

¢ Intervall
Wegweisenc M| |

Nicht weagweisen
- Andmie

'

Differenzialblutbilc |

- Granulozytopenie oder ¢ \

Granulozytose Blastére Zelle | | Keine blastaren Zell

- Throbozytopenie

| Knochenmarspunktior |

e v T~
| Zytomorphologi | | Zytochemi | | Flow-Zytometrie | | Zytogenetik | | Molekulerbiologie |
3. Stufe

Sicherung moglicher Differentialdiagnosen bei AML,

Umfelddiagnostik zur Therapie

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

Wie obige Abbildung verdeutlicht, sind zur eindeutigen Stellung und dachefing
der Diagnose zahlreiche laborchemische Untersuchungen notig. Clargatie Schritt
in der Primardiagnostik ist die Untersuchung eines Blutausstridoege die

lichtmikroskopische Betrachtung von Proben eines Knochenmark-Asp{Egtainger
et al. 2008;Haferlach et al. 2007)



In jedem Fall muss beachtet werden, dass allein die Zakhleddozyten im peripheren
Blut keine zuverlassigen Schlisse auf die Diagnose einer AMlub¢rlada die
Leukozytenzahl sehr variabel sein kann. Bei ca. 20% aller Patiéagdsen sich zum

Zeitpunkt der Erstdiagnose keine Blasten im peripheren Blut nachweisen.

Die Kriterien zur Diagnosestellung einer AML nach der WHQ@sdslfikation sind

folgende:

1. Anteil pathologischer Myeloblasten an den nuklearen Zellen von h€notark

und/oder peripherem Blat 20%.

2. unabhangig vom Anteil der Knochenmarkblasten, wenn im Rahmen der zyto- bzw
molekulargenetischen Analytik eine definierte Aberration gemar WGsifikation

nachgewiesen wird.(Swerdlow 2008)

Die  folgenden  Abbildungen  zeigen beispielhaft  zytologische  bzw.

Karyogrammdarstellungen haufiger Subtypen der AML.

(3,4) (Prof. Dr. T. Haferlach)
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Abb. 4: Karyogramm einer akuten Promyelozytenleukamie;1{(Z6(PD Dr. C. Haferlach)
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Abb. 5: Karyogramm einer AML mit komplexen Karyotyp (PD.[. Haferlach)
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Abb. 6: 24-Farben-FISH einer AML mit komplexem KaryotydX®r. C. Haferlach)

Zytogenetische Untersuchungen werden nicht nur zur Diagnosesigheinar AML
herangezogen, sondern auch zur Risikostratifizierung dieseartkikng. Zu diesem
Zweck wird zwischen einer low-, intermediate- und high-risk-Gruppersictieden.
Die Einteilung hat nicht nur Einflu auf die Prognose der Krankhmigern auch auf
die anzuwendende Therapiestrategie. Zur Gruppe mit einem praghosgfiinstigen
Risiko werden die Translokationen t(8; R)YNX1-RUNX1T1 und t(15;17)PML-RARA
sowie Inversion inv(16BFB-MYH11 gezahlt. 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 oV
AML M3(v) t(15;17) PML-RARA

AML M4eo Inv(16), t(16;16) CBFB-MYH11
AML M4/5 11923 MLL
™ w %
s Bg
®
s

Tab. 1: Korrelation mit Zyto- und Molekulargenetik nachr #&¢HO-Klassifikation

Diese Subgruppen haben unter Durchfiihrung einer Standard-Chemotherapie ein
realistische Heilungschance. Stellt sich der Karyotyp alsabdar, was bedeutet, dass
keine zytogenetischen Anomalien nachweisbar sind, so wird deenPatier
prognostisch intermedidren Gruppe zugeteilt. Bei der Entitdt deerakuyeloischen
Leukamie weisen etwa 45% der Patienten einen normalen KaryotygKamiplexe
Karyotypen sowie unbalancierte Chromosomenanomalien, welche vor aliem
Chromosomen 3, 5, oder 7 betreffen, sind prognostisch sehr unginstig.(Bucaher et
1999;Byrd et al. 2002;Grimwade et al. 2001;Schlenk et al. 2003;Slovak et al. 2000)
Abbildung 7 gibt einen Uberblick tber die bei der akuten myeloischen heeka

vorkommenden Karyotypen.
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FLT3 LM
FLT3 TKD
MLL-PTD
RAS
omplex aberrant - 15%
NPML1...
Unbalancierter

Normaler Karyotyp - 45%

Karyotyp - 15%

Balancierte Translokationen - 25%

alleinige Monosomie
(-7,-Y,-X,...)b (8:21
alleinige Trisomie ;

(+8,+21,+11,.)p inv(16)

Strukturelle Aberrationen (15:17)

Unbalancierte Translokatiog 11g23-Rearrangeme

Abb. 7: Typische genetische Veranderungen bei der akujeoischen Leukamie

1.1.3. Therapeutische Strategien

Die intensive Forschungstatigkeit seit den 1970er Jahren hat loeigetragen,
therapeutische Strategien bei der Behandlung der AML zu verbegsuch kann die
Indikation zur allogenen Stammzelltransplantation mittlerwdifeerenzierter gestellt

werden.

Bei der Therapie der AML wird zwischen einer ,First-line-Clogiherapie” und einer
~>econd-line-Chemotherapie” unterschieden. Erstere bezieht sicheafetiandlung
der Erkrankung bei Diagnosestellung bevor andere therapeutische Meddnatgriffen

wurden; letztere, die ,Second-line-Chemotherapie” erhalten Pettidrgi Versagen der
ersten Therapie, beispielsweise im Falle eines ungenigenden &remeoder einer

Therapierefraktaritat.
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Zu Beginn der Behandlung wird entweder ein kuratives oder ein pedbaZiel
festgelegt. Wahrend bei einer kurativen Intention eine kompletteRemiangestrebt
wird, ist bei einer Palliativbehandlung eine Heilung aufgrund der Pregramgleren

Begleiterkrankungen oder dem Alter des Patienten voraussichtlich nicht melrechmégl|

Um den Therapieerfolg beurteilen zu kénnen, wird das Ansprechen in vdesuhie
Kategorien unterteilt. Von einer kompletten Remission (CR) spnaéw, wenn der
Anteil der Blasten im Knochenmark weniger als 5% betragt. Zudererdikeine
Blasten mehr im peripheren Blut oder an anderer extraleukamidai@lisation
nachweisbar sein. Voraussetzung ist ferner eine Regeneratiqgemjaseren Blutbilds
(Thrombozyten > 100.000/uL; Neutrophile > 1000/ pL).(Cheson et al. 2003)ewWtihr
bei einer partiellen Remission der Anteil an Blasten im Knochdniiaer 5% liegt,

spricht man bei einem Blastenanteil von Uber 25% von Therapierefraktaritat.

Das Therapieregime der AML gliedert sich in zwei Phasenb8&gnnt zunachst mit
zwei Blocken einer Induktionstherapie, im Anschluss daran folgt eine
Konsolidierungstherapie. Die als ersten Schritt erfolgende Induktienagiie hat eine
Reduktion des Tumormaterials zum Ziel. Es geht darum, moghublst Blasten aus
dem Knochenmark zu eliminieren und dadurch eine komplette Remissioremhen
wobei dieses Ziel meist anhand von zwei Zyklen einer intensiven
Kombinationschemotherapie, in der Regel Cytarabin (ARA-C) in Kontibmamit
einem Anthrazyklinderivat angestrebt wird. Hingegen geht es in der
Konsolidierungstherapie darum, die komplette Remission dauerhaft ztererbat ein

Rezidiv zu vermeiden.

Als Beispiel kann die sogenannte ,7+3 Induktionstherapie* angefiihdewe Diese
beinhaltet zwei Zyklen ARA-C in Kombination mit einem Anthraaykl Dabei
bekommt der Patient Uber sieben Tage eine Dauerinfusion mit ARA-C
(100mg/m2KOF/Tag), und zusatzlich Utber drei Tage ein Anthrazykliris(m
Daunorubicin in einer Dosierung von 60mgKmF/Tag).(Ehninger et al. 2008)
Anhand dieses Schemas wird bei ca. 75% der behandelten Patier@ekoriplette

Remission erreicht.(Mayer et al. 1994) Neuere Studien belegen, Zlaggsehen den
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verschiedenen Anthrazyklinen wie Idarubicin, Daunorubicin oder Mitosankeine
wesentlichen Unterschiede hinsichtlich des TherapieergebnisseBgjibitan et al.
1991;Vogler et al. 1992;Wiernik et al. 1992)

Uber eine Standard-Konsolidierungstherapie gibt es bislang keineeidkenft,
(Ehninger et al. 2008) jedoch scheint die Applikation von drei Zyklen ARA-€ner
Gesamtdosis von 18gf#OF pro Zyklus sehr vorteilhaft zu sein.(Ehninger et al. 2008)
Im Gegensatz zur Induktionstherapie haben sich in Studien keine \@tbegn der
Ergebnisse gezeigt, wenn die Therapie zusatzlich mit einem Apkfira
kombiniert(Moore et al. 2005) oder ARA-C in einer Hochdosisform veictire
wurde.(Bradstock et al. 2005)

Eine Erhaltungstherapie (,Maintenance Therapy”) wird in der AMierapie
gewdhnlich nicht durchgefiihrt.(Ravandi et al. 2007) Untersuchungen nanhtestj die
eine Erhaltungstherapie Uber 36 Monate erhielten, konnten keine bessgebnigse
nachweisen als bei solchen Patienten, die die Therapie nur Uber axfateM
erhielten.(Preisler et al. 1987) In einigen Studien zeigte sichss daine
Erhaltungstherapie das krankheitsfreie Uberleben, jedoch aber nieist

Gesamtuberleben verlangert.(Hewlett et al. 1995)

1.2. Allogene Stammzelltransplantation bei Akuten Leukamien

Seit nun mehr als 40 Jahren werden weltweit allogene Stantrazefilantation
durchgefuhrt, wobei die AML hierfur eine sehr haufige Indikation tdltrs Mit
zunehmender Erfahrung auf diesem Gebiet, wurde es auch mdglicm nebe
Knochenmark zunehmend periphere Blutstammzellen zu transplantieren, berwe
man nach friheren Ergebnissen annahm, dass sie sich positiv aRisdas eines
Rezidivs auswirken konnten.(Bensinger et al. 2001). Diese Annahme konmntenzwa
spateren Studien nicht bestatigt werden, jedoch kommt es nach Traaismiavon
peripheren Stammzellen zu einer schnelleren Erholung des Knoatlenf@ouban et

al. 2002)

15



Der Nutzen einer allogenen Transplantation liegt im BesondereAuftieten des
immunologisch vermittelten Graft-versus-Leukamie (GvL)-Effekig. Indikation wird
in der Regel bei Patienten mit unginstigem Risikoprofil z.B. naolvéisen aufgrund
zytogenetischer Untersuchungen, bereits in erster Remission durchgefistmh
Moglichkeit wird hierfir ein HLA-identischer Spender — entwederwaadt oder
unverwandt — gesucht. Ein Rezidiv stellt ebenfalls eine Indikatiod m@msplantation
dar.(Buchner et al. 2002) Zwar ist die allogene Stammzelltranispion die
Therapieform mit dem grofl3ten antileukamischen Effekt bzw. der stark&eduktion
des Rezidivrisikos, jedoch bringt sie auch das nicht zu unterschatResile einer
therapieassoziierten Mortalitat mit sich.

In der Klinik fur Stammzelltransplantation des Universitatsklimms Hamburg-
Eppendorf werden jahrlich ca. 140 Patienten allogen transplantiert, dava roét der

Diagnose einer AML.

1.2.1. Verschiedene Konditionierungsstrategien

Vor einer allogenen Stammzelltransplantation muissen sichen®ati einer
Konditionierungstherapie unterziehen, welche eine hochdosierte Chemo-
Radiochemotherapie beinhaltet. Das Ziel liegt in einer Unterdrickung
Immunsystems, einer Myeloablation und einer weiteren Reduktion

Leukamiezellast.(Kroger & Zander 2008)

Bei der Behandlung unterscheidet man zwischen einer Standardkowrditraniund
einer dosisreduzierten Konditionierung (,reduced-intensity conditioningC).RDie
Standardkonditionierung soll eine Myeolablation erreichen, was digri@liion eines
Grolteils der hamatopoetischen Zellen des Empfangers bedeutete Talzaligt bei
AML angewandte Konditionierungsregime.(Kréger & Zander 2008)

16
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Ganzkorperbestrahlung (total body irradiation, TEL)s Chemotherapie:
TBI mit 8-12Gy + Cyclophosphamid (120-200mg/kgKG)

Chemotherapie allein:
Busulfan (14-16mg/kgKG) + Cyclophosphamid (120-2@kgKG)

Andere Chemotherapieregime:
Melphalan (140-200mg/m
Thiotepa (500-800mg/kgKG)
Etoposid (30-60mg/kgKG)

Tab. 2: Beispiele fur myeloablative Konditionierungsregibves AML

Allerdings stellt die myeloablative Konditionierung bei relevarKkemorbiditat oder

bei héherem Alter unter Umstanden ein zu hohes Risiko dar, wesweggsredigzierte
Konditionierungsregime (RIC) eingefuhrt wurden, um auch diesen Ratiegine
Transplantation zu erméglichen.(Andersson et al. 2003;Giralt 498l ;Slavin et al.
1998;Wong et al. 2003) Neben den Vorteilen einer geringeren therapideatsoz
Mortalitat (,transplant related mortality, TRM) und einer kéiren Phase der
Neutropenie, ist bekannt, dass dosisreduzierte Konditionierungen ein ebenso
suffizientes Engraftment erreichen kénnen wie Standardkonditionierunggar(bhat

et al. 2006;Stelljes et al. 2005)

Auch in Bezug auf akute Graft-versus-Host-Erkrankungen (Spenden-y¢ige
Reaktion, GvHD) und schwere Infektionen, waren die Ergebnisse
vergleichbar.(Massenkeil et al. 2005) Einen weiteren Vorteil bRt€t im starkeren
Ausnutzen des Graft-vs.-Leukemia-Effektes. Tabelle 3 zeigt eMeswahl

dosisreduzierter Konditionierungsregime.(Kroger & Zander 2008)

Ganzkérperbestrahlung (TBI) mit 2Gy

Busulfan (8mg/kgKG) + Fludarabin (180mgh®O)

Melphalan (140-180mg/fKO) + Fludarabin (125mg/fK0) oder Cladiribin (60mg/AKKO)

Tab. 3: Beispiele fir dosisreduzierte Konditionierungsnegibei AML
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Obwohl seit Einfihrung von RIC mehr Patienten eine allogene Transmantat
ermoglicht werden kann und das Gesamtuberleben (overall survival,n€gsamt

hoher ist, zeigen neuere Untersuchungen aber auch, dass dosisreduzierte
Konditionierungen mit einem geringeren rezidivfreien Uberlebendgéséree survival,

DFES) einhergehen.(Massenkeil et al. 2005)

1.2.2. Komplikationen nach Transplantation

In der Zeit nach Transplantation ist die Immunitdt des Patienthr stark
eingeschrénkt. Insbesondere innerhalb der ersten Wochen bis zum vakstandi

Engraftment kann es daher zu zahlreichen Komplikationen kommen.

Eine groRe Bedrohung stellen insbesondere Infektionen dar. Sowohl neubesr@vor
bakterielle, virale oder mykotische Infektionen, als auch die Reaking von
bestimmten Infektionen, wie beispielsweise eines Herpes Zosler einer Virus-
Hepatitis, stellen eine Gefahr fir den Patienten dar. Eine reeigeflrchtete
Komplikation ist das sogenannte ,graft failure. Darunter vétsiman, dass das
Transplantat nicht richtig anwéchst, das Engraftment ausbleibt w&rdachenmark
somit seine Funktion nicht aufnehmen kann. Man unterscheidet zwischeirgm und

sekundarem ,Graft failure* (Markversagen).

In der Regel wird ein primares graft failure folgendernmaBefiniert: Die Anzahl an
Neutrophilen erreicht auch an Tag 21-42 bei gleichzeitig hypozellularek it 0.2-
0.5x10/I. Bei sekundarer TransplantatabstoBung kommt es an mindestens drei
aufeinander folgenden Tagen nach erfolgten Engraftment zu einem Alsdall
Neutrophilen auf unter 0.5x30(Kroger & Zander 2008) Besonders anfallig fiir dieses
Problem sind Patienten, die im Vollbild der Erkrankung aufgrund einer
Therapierefraktaritat transplantiert wurden, deren Immunsuppressiuransreichend,

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

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

versus-host-disease betroffen. Man unterscheidet eine akute (inasig®0 Tage nach
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der Transplantation) von einer chronischen Form (spater als 10@ Tagh
Transplantation). Das Transplantat erkennt die Empfangergeweienatsund initiiert
eine Immunreaktion dagegen. Probleme bereitet dies insbesonderecichRiar Haut,
der Leber und des Verdauungstraktes. Um eine schwere GvHD zuidenmwird
daher eine prophylaktische immunsuppressive Medikation verabreicht, veobei
haufigsten Methotrexat und Ciclosporin gegeben werden. Als zusatkietiation

stehen Antikorper wie ATG oder Thymozytenglobulin zur Verfligung.

Die Entwicklung einer chronischen GvHD ist jedoch im Hinblick f au
Rezidivwahrscheinlichkeit und krankheitsfreies Uberleben als ein pstignh guter
Faktor zu bewerten.(Valcarcel et al. 2008)

1.3. Chimarismus — Allgemeine Grundlagen und Definition

Wahrend der Transplantation erhélt der AML-Patient StammzellerSgenders. Das
Verhéaltnis von Spender- und Wirtszellen kann nach der Transplantatiomrést
werden. So kann man einerseits nach einer Transplantation deren ibéofgifen,
andererseits den Zeitpunkt flr notige therapeutische Interventfditererkennen.(Bai
et al. 2006) Die Koexistenz dieser verschiedenen Gewebe wircClalmarismus
bezeichnet (Chimare = lykisches Fabelwesen, welches den Ko kdveen, den
Rumpf einer Ziege und den Schwanz einer Schlange besitzt).(Krogander 2008)
Es wird darunter insbesondere das Verhéltnis von Spenderzellen gamt=éellzahl
gesehen. Dieser Parameter muss nach Transplantation in mg@maibstanden
kontrolliert werden, wozu in der Regel wahrend der Nachsorgeuntersysi Proben
aus peripherem Blut gewonnen werden. Eine groRere Verlasslichkegt et
Vergleich dazu die Bestimmung des Chimarismus aus dem Knochenisflarkings
sind auch Studien durchgefuihrt worden, welche eine gute Vergleichbalkieit
Methodik bei der Untersuchung von Blut und Knochenmark zeigten.(Maurillo. et al
2007) Die Ergebnisse dieser Analysen kdnnen sich im Laufe dewvetémdern. Man
unterscheidet daher verschiedene Arten des Chimarismus.(Barabs2603;McCann
et al. 2005)
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Donorchiméarismus (DC) Vollstandiger Spenderchimétis

Gemischter Chiméarismus (MC) Es werden sowohl Spendals auch

Empféangerzellen nachgewiesen

Transienter gemischter Chimarismus (TCM) Zunachsobchn Zellen des Empfangers

nachweisbar, jedoch Entwicklung Richtung DC

Stabiler gemischter Chimarismus (SMC) Spender- uBmpfangerzellen existieren in

einem konstanten Verhaltnis nebeneinander

Ansteigender gemischter Chimarismus (inMper Anteil an Empfangerzellen nimmt zu bzw.

(,decreasing donor alleles") jede Entwicklung vom DC zum MC

Abfallender gemischter Chiméarismus (deMC) | Der Anteil an Empféangerzellen nimmt ab bzw.

(sincreasing donor alleles") jede Entwicklung vom MC zum DC

Verlust des Chiméarismus (Loss of chimerism) Das$pdantat wird abgestoRen

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

Die Untersuchung des Chimarismus hat sich zur Kontrolle desgEsfaind Verlaufs
nach der Transplantation als hilfreich erwiesen. Die Ergebnig&esen allerdings
immer im Kontext von Grunderkrankung, Art der Konditionierung oder auch dem
zeitlichen Intervall seit Transplantation gesehen werden.(Kr&géander 2008) Denn
Erfahrungen zeigen, dass sich beispielsweise ein vollstandiger Donarismus bei
dosisreduzierter Konditionierung erst nach einigen Monaten einstéliewd dies bei

Standardkonditionierung rascher geschieht.

Fur die Chimarismus-Bestimmung gibt es verschiedene MdgligtkaiYahrend friher
vor allem eine Restriktionslangenfragment-Polymorphismus-Aaaly§RFLP)
durchgefuhrt wurde, wird dieses Verfahren heutzutage kaum noch emgetwund so
basieren die heute gangigen Untersuchungen Uberwiegend aufPd@zip der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Um die Zellen von Spender und Bgepfa
unterscheiden zu kénnen, missen minimale genetische Unterschiede rwdeche
beiden gefunden werden, welches zum Beispiel short-tandem-repeat$ $BIOR

Anhand dieser Sequenzen kann der Chimarismus bestimmt werden.

Eine erweiterte Form stellt die quantitative ,real-tim&€m (RQ-PCR) dar. Auf Basis

der Bestimmung bestimmter Einzel-Nukleotid-Polymorphismen mit taisgh
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einzelner Basenpaare (,single nucleotide polymorphism* SNP) kodieeAllele von

Spender und Empfanger im Verhdaltnis quantifiziert werden, fdikse differente
Sequenzen zeigen. Anhand einer Verwendung fluoreszenzmarkiertesnGemsozw.
einer lasergestitzten Auswertung der Signale gelingt inctass die Quantifizierung

der Spender- bzw. Empféangerzellen.

Bei geschlechtsdifferenter Transplantation kann die Chimarisntusbasng auch
mittels Interphase-FluoreszeneStu-Hybridisierung (FISH) erfolgen. Dazu werden
bestimmte Abschnitte auf den Geschlechtschromosomen mit Fluoreszéezdurch
Hybridisierung (=Paarung komplementarer Basenpaare) markrerAnschluss kann

das quantitative Verhaltnis im Blut oder Knochenmark mittelsy@ayswertung im
Fluoreszenzmikroskop ermittelt werden. Anhand der genannten Methoden kann der
Chiméarismus mit einer Sensitivitdt bis zu “.Cermittelt werden und so als

Verlaufsparameter fir das Anwachsen des Transplantates dienen.

Eine ausfuhrlichere Erklarung der Chimé&rismus-Bestimmungsmethagdelche im
Universitatsklinikum 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 wicldige regelméaRige
Kontrolle der ,minimal residual disease“ (minimale ResterkragktwiRD) in Hinblick

auf therapeutische Interventionen ist. Dazu stehen neben der Cmosigestimmung
weitere Methoden wie Immunphéanotypisierung sowie molekulare und ngtigehe
Analysen zur Verfugung. Bei der Uberwachung mittels genetisbtarker stellt sich
allerdings das Problem, dass diese Marker nie bei allen Patierdehanden
sind.(Barragan et al. 2008). Gut eignen sich beispielsweise dpeolean Genfusionen
(t(8;21)RUNX1-RUNX1T1 (=AML1-ETO) und die inv(16)ZBF-MYH11 oder auch
MLL-Rearrangements, welche den Chromosomenabschnitt 11923 einbeziehen.(Raanani

& Ben Bassat 2004) Bei anderen Markern wie &&i3-Mutationen kann allerdings
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die Instabilitat problematisch sein, d.h. der Marker ist im Rezidicht mehr
nachweisbar. Jedoch hat sich herausgestellt, dass auch die Expressi Genen
relevant sein kann. So wurde gezeigt, dass bei Patienten mitilfdn meisten Fallen
eine erhohte Expression nachweisbar\gTX).(Raanani & Ben Bassat 2004) Mehrere
Autoren haben beschrieben, dass WEL-Expression in engem Zusammenhang mit
dem Krankheitsstatus stehen(Candoni et al. 2009) und sich dieser Malneergut zur
Uberwachung der minimalen Resterkrankung eignet.(Brieger et al.CliBodi et al.
2002;Miyagi et al. 1993) Allerdings scheint das Monitoring von rekurrevitgationen

im Vergleich dem Monitoring deWT1-Expression Uberlegen zu sein. Barraghal.
zeigten dies fur die Nucleophosmin-Mutationdi®{11).(Barragan et al. 2008)

1.4. Arbeitshypothese und Zielsetzung der Arbeit

Chimarismusanalysen geben Auskunft Gber den Erfolg einer Stamnmzglaatation,
was die Annahme nahe legt, dass ein Abfallen des Chim&rismusngem
Zusammenhang mit einem Rezidiv stehen kann.(Bader et al. 1997;Badal.
1998;Barrios et al. 2003) Insofern stellt sich die Frage, ob die saalgs Chimarismus
ausreichend ist, um den Verlauf nach Transplantation zu GUberwachesomdbe, da
zumindest bei einem Teil der Patienten auch Moglichkeiten der BRDBRostik zur
Verfugung stehen.(Maurillo et al. 2007) So kann auch ein Wiedergnstie. eine

Persistenz genetischer Marker auf ein drohendes Rezidiv hinweiseraffakch£2007)

Diese Untersuchung fokussiert auf die Bedeutung des molekularema@@mus nach
allogener Stammezell-Transplantation bei AML unter besondereficBsichtigung
verschiedener Konditionierungsstrategien. Dazu soll zunachst unterawehen,
welche Unterschiede es bezlglich des Chiméarismus und desserk Kinetthen den
Gruppen ,Standard-Konditionierung“® und ,dosisreduzierte Konditionierung” gibt.
Besonderes Interesse gilt daher der Dauer der Etablierurggamorchiméarismus. Im
Anschluss daran soll der Frage nachgegangen werden, inwiefe@hihearismus bei

Patienten mit Rezidiv eine Voraussage auf dieses Ereignis lieflem ka
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Zu diesem Zweck wurde im Universitdtskrankenhaus Hamburg-Eppenduef e
retrospektive Analyse an insgesamt 75 Patienten durchgefihdhevel den Jahren
2003 bis 2007 durch Material von Fremd- oder Familienspendern transplesutigen.
Von diesen 75 Patienten wurden 36 Patienten vor TransplantatiomsritStandard-
Konditionierung behandelt, 39 Patienten erhielten eine Konditionierungedutierter
Dosis.

Der Chiméarismus wurde auf der Basis der quantitativen ,reed“tPCR im Labor der
Klinik fur Stammzelltransplantation im dreimonatigen Abstand unttiéksichtigung

der Tage +30, +90, +180, +270, +360, +450, +540, +630 und +720 nach
Transplantation bestimmt. Das Patientenkollektiv umfasst sowalalcesene, als auch

padiatrische 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 insge3&
Patienten untersucht, welche aufgrund edeanovo (n=52) oder sekundaren AML nach
MDS oder einer myeloproliferativen Erkrankung (s-AML) (n=23) igitzaum Februar
2003 bis Juli 2007 in der Klinik fur Stammzelltransplantation des Unigesklinikums
Hamburg-Eppendorf allogen transplantiert wurden.

Die Patienten wurden retrospektiv tber einen Zeitraum von zwei Jalmeeg nach
ihrer Transplantation beobachtet. Abschluss der Studie war der 28.02.2008e Babe
gibt einen Uberblick tiber die Patientendaten.
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Gesamtzahl: 75

Geschlecht

Méannlich: 38 (50.7%)

Weiblich: 37 (49.3%)
Patientenalter

Medianes Alter bei Transplantation: 52.0 Jahre (range 3-67)
Donorart

Verwandte Spender (matched related donor): 2 (2.7%)
Unverwandte Spender (unrelated donor) : 73 (97.3%)

Stammzellquelle

KMT: 9 (12.0%)
PBSCT: 66 (88.0%)
Entitat

De novo AML: 52 (69.3%)
s-AML: 23 (30.7%)

Konditionierung:

Standard-Konditionierung: 36 (48.0%)
Dosisreduzierte Konditionierung: 39 (52.0%)
HLA-match:

Match: 53 (70.7%)
Mismatch: 22 (29.3%)

Tab. 5: Uberblick tiber die Patientendaten

2.1.2. Studiendesign

Die retrospektive Datenerhebung erfolgte im Zeitraum April 2B38Februar 2009
anhand von Patientenakten des Ambulanz- und Stationsarchivs der Klinik fur
Stammzelltransplantation. Dabei wurden insbesondere Arztbriefdaufsbbgen des
stationdren Aufenthalts, sowie der ambulanten Betreuung in der Anzul
Transplantationsdokumentationen und Befunde aus Knochenmarkszytologien
ausgewertet. Zusatzlich wurden Chimarismusdaten aus dem Labor lidas figir
Stammzelltransplantation einbezogen. Das Vorhandensein von Chimarisenuada
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neben der Hauptdiagnose ausschlaggebend fur die Einbeziehung in dikukense
erfolgte Analyse.

Zunachst wurde eine ,Excel“-Tabelle entworfen, die die im Hakblauf die
Fragestellung der Studie wichtigen Items enthielt. Die Dabetlita umfasste neben
allgemeinen Patientendaten (Geschlecht, Geburtsdatum, Alter basplantation),
patientenspezifische medizinische Daten. Daher wurden die Patiktge nach Datum

der Erstdiagnose und Datum der Transplantation, Ereignis (ja; umainpatum eines
Rezidivs, Tod (ja; nein) und Todesdatum durchsucht. Zusatzlich wurde dokernemti
welchem Krankheitsstadium (Erstdiagnose (ED), Anzahl des Rez{tli Rezidiv, 2.
Rezidiv, ...)) und —Status (komplette Remission (GR5% Blasten in der letzten
Knochemarkspunktion vor Transplantation), partielle Remission (PR: 6-2&%teB),
refraktar (refraktar/Rezidiv: > 25% Blasten)) der Patiermh svor Transplantation
befand. Ebenso wurde die Zytogenetik und die sich daraus ergebende
Risikoeinschatzung (Standardrisiko; Hochrisiko), Alter und GeschlechSgdeaders
sowie HLA-Merkmale von Empfanger und Spender und deren Ubereinstimmung
(match, mismatch) festgehalten. Tabelle 6 gibt einen Uberblickdi@dFinteilung der
Patienten in Risikogruppen nach Zytogenetik. Patienten mit Niedhid}-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-RARx 1(9;11)/ MLL-AF9
Inv16 /CBF-MYH11 ander®dLL-Rearrangements
Normaler Karyotyp t(6;9EK-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 Intensitdt der Konditicumer
(myeloablativ/dosisreduziert) sowie die Zahl der transplashe@D34+ -Zellen, die

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

Zur Protokollierung des Therapieerfolges wurde die maximale apreantwort
(komplette Remission (CR), partielle Remission (PR), refraktéfraktar/rezidiv))
sowie Datum von Leukozyten- und Thrombozyten-Engraftment (Leukozyten 3/l1x10
Thrombozyten > 10xL) und auch eventuelles Auftreten von akuter (Grad I-1V) und
chronischer GvHD festgehalten. Die Einteilung des Schweregdateakuten GvHD
erfolgte anhand Kklinischer, laborchemischer und histologischer Paramsch dem
Grading von Glucksberg al.(Glucksberg et al. 1974)

Hinsichtlich der Chimarismus-Auswertung wurde der erste Clsmdis-Wert nach
Transplantation sowie der maximale und minimale Wert dokumerfiemer wurden
die Chimarismus-Werte einen Monat, drei Monate, sowie dann in 3-menatig
Intervallen bis zwei Jahre nach der Transplantation dokumentiert.|dabekigt die

Erhebungskriterien fur den Chiméarismus.

Chimérismus Erhebungszeitpunkt

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

Chiméarismus am Tag +30, +90, +180, n€himéarismus-Werte im Abstand zur
dreimonatigen Abstand bis Tag +720 Transplantation (max. £1 Monat)
Chimarismugax Maximaler Chimarismus (1. Wert)
Chimarismugi, Minimaler Chimarismus (1. Wert)

Tab. 7: Uberblick Uber Chiméarismuskriterien

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden die Chimarismus-Deteim Erhebung in
Kategorien unterteilt. Von einem kompletten Donorchimarismus spmelnt, wenn der
Chiméarismus einen Wert> 99.0% erreicht. Chiméarismuswerten aus der

Labordokumentation von >99.9% wurde der Wert 100% zugeordnet.
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Unter einem ,gemischten Chimarismus" wurden Werte <99.0% verstandta die
Kinetik eines partiellen Chimarismus nach Transplantation eirmamau konnen,
wurde der gemischte Chimarismus in ,increasing donor alleles” decreasing donor

alleles” eingeteilt.

.Increasing donor alleles* bedeutet, dass kein Donorchimarismuagvarid sich das
Verhéltnis der Zellen zugunsten des Anteils an Spenderzellechebroder dass ein
Wechsel vom gemischten- zum Donorchimarismus stattfand. Der Aetadueller
Zellen nahm also ab. Dagegen zeigt ,decreasing donor alleles“dass kein
vollstandiger Spender-Chimarismus erreicht war, und dass der nBatze an
Empfangerzellen zunahm oder, dass ein Wechsel vom Donorchimaasmugnixed

chimerism* stattgefunden hat.

2.2. Konditionierung vor allogener Stammzelltransplantation

Es wurden 36 Patienten mit myeloablativer, 39 Patienten mit nofoatyativer bzw.

reduzierter Konditionierung vorbehandelt.

Als dosisreduzierte Konditionierung wurde eine Konditionierung defjnbei welcher
die Dosis einer Ganzkoérperbestrahlung (total body irradiation) TiBler 12Gy lag.
Ferner war die kumulative Busulfan-Dosis <14 mg/kg Kérpergevbehtoraler Gabe
bzw. <11.2 mg/kg Korpergewicht bei intraventser Gabe. Alle Dosendaiéber

hinausgingen, wurden zu den Standardkonditionierungen gezéahlt.

Tabelle 8 gibt Beispiele fur im Universitatsklinikum Eppendorf gebrauchithedard-
und RIC-Konditionierungen.
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Intensitat des Medikament Dosierung Tag
Konditionierungsregimes (mg/kg KG)
Standardkonditionierung Total Body Irradiation (TBI) | 2x2 d-6 bis d-4
TBI 12Gy + Cyclophosphamid ATG 5 d-4

Cyclophosphamid 60 d-3

ATG 15 d-3

Cyclophosphamid 60 d-2

ATG 20 d-2 bis d-1
Dosisreduzierte Konditionierung | Fludarabin 30mg/nTKOF d-11 bis d-8
FLAMSA + Busulfan Amsacrin 100mg/mMKOF | d-11 bis d-8

Cytarabin 2000mg/mKOF | d-11 bis d-8

Pause d-7 bis d-5

i.v. Busulfan 4x0.8 d-4 bis d-3

Fludarabin 30mg/nfKOF | d-4 bis d-3

ATG 5 d-4

ATG 15 d-3

i.v. Busulfan 2x0.8 d-2

ATG 20 d-2 bis d-1

Tab. 8: Beispiele fur Konditionierungsprotokolle der Kkniiir Stammzelltransplantation bei Patienten
mit AML.

Die Entscheidung Uber das angewendete Konditionierungsregime wurggdam
Einzelfall unter Bertcksichtigung von Krankheitsstatus, Alter urmmérbiditaten

getroffen.

Als GvHD-Prophylaxe wurde vor Transplantation standardmaflig Metlabtrex
Kombination mit Cyclosporin A oder Mycophenolat-Mofetil (MMF) verabne.

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/nf an Tag +1, +3 und +6
ATG Mediane Dosis 30mg/kgKG
Oder

Thymoglobulin Mediane Dosis 7.5mg/kgKG

Tab. 9: Immunsuppression vor allogener Stammzelltransatamt(Kroger et al. 2006)

2.3. Bestimmung des Chimarismus

Die Chimarismus-Analyse wurde auf Basis der quantitativen -fieal’ PCR (RQ-
PCR) nach der TagMan®-Technologie durchgefuhrt. Vor Transplantation wurde
zunachst peripheres Blut von Spender und Empfanger untersucht. Bei Nacbweis
Differenzen hinsichtlich bestimmter Polymorphismen kdénnen mit diddethode
empfanger- bzw. patienten-spezifische DNA-Abschnitte nachgewiese quantifiziert

werden.

Nach allogener Transplantation wurden bei den Patienten die Kontsalleohl aus
peripherem Blut als auch aus Knochenmark durchgefiuihrt. Proben aus diedsm bei
unterschiedlichen Materialien (Blut und Knochenmark) wurden in dieselyse
gleichwertig behandelt. Die Literatur weist teilweiseradd hin, dass diese
Vorgehensweise zu fehlerhaften Ergebnissen fihren kann. AllerdiregsRsttienten im
Rahmen der Nachsorge nicht zumutbar, in einmonatigen Abstanden
Knochenmarkbiopsien durchzufihren. Zudem postulieren andere Autoren, wie
beispielsweise Maurillo et al., dass eine gleichwertige Behandlung des

Untersuchungsmaterials durchaus mdoglich ist.(Maurillo et al. 200)im Rahmen
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dieser Studie ermittelten Chiméarismuswerte basieren daher grifiten Teil auf
Untersuchungen aus Proben peripheren Blutes.

2.3.1. Prinzip der quantitativen ,real-time“ PCR (RQ-PCR) mittels
Tagman®-Methode

Die Tagman®-Methode ist eine 5’Nuclease-Technologie und arbeitilsneiner
TagMan®-Sonde (,probe”). Diese ist eine Messsonde und besteht aum eine
Oligonukleotid, welches an einem 5‘-Ende mit einem ,reporter dgn@lfarbe)
(,FAM®) und am 3'-Ende mit einem ,quencher dye* (Loéschfarbe), \HRA“ markiert

ist. In der Hybridisierungsphase lagern sich Primer, TagMan®aiobse und auch
TagMan®-Sonde an den zu untersuchenden DNA-Abschnitt an. Solange die beiden
Farbstoffe an das Oligonukleotid angelagert sind, wird kein Fluoresigmal
abgegeben. Nimmt die Polymerase allerdings ihre Arbeit auf ufftd dauf die
fluoreszenzmarkierte Sonde, greift sie diese mittels ihrExdsiucleaseaktivitat an.
Dadurch werden die beiden Farbstoffe ,reporter dye* und ,quenclérndyneinander
abgelost, letzterer verliert seine abschwachende Wirkung und dderFarbstoff setzt
ein Fluoreszenzsignal frei. Dieses wird durch ein Spektrophotonfa&r 7700
Sequenzier Detector bzw. ABI 7500 Applied Biosystems) gemessenini@iesitat
dieses Signals ist direkt proportional zur Zahl der in der Sysginese gebildeten
neuen DNA.

Der erste Schritt stellt die Gewinnung von DNA aus EDTA-Vollbbater EDTA-
Knochenmark dar. In der Regel benétigt man dafir 200 pL Probenmateriehes
sofort oder nach bis zu fuinf Tage dauernder Kiuhlung weiterverdriveiteé. Die
Isolierung der DNA erfolgt mittels einer standardisierteatibde mit Hilfe eines Kits

der Firma Quiagen (Hilden, Deutschland).

Im Anschluss kann der Chimarismus anhand von quantitativer ,real-BG&' auf der
Grundlage von  Y-spezifischen Gensequenzen (bei geschlechtsdifferenter
Transplantation) oder von Empfanger-/Spender-spezifischen Polymorphismen

untersucht werden. In der folgenden Tabelle werden die bei denntPatiées
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Kollektivs angewendeten Primer und ihre entsprechenden Sequenzen ellgrgest
welche analog zu Alizaded al. ausgewéhlt wurden.(Alizadeh et al. 2002)
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Genlocus Genlokus Forward Primer Reverse Primer maa® Sonde
S01b: 17q GTA CCG GGT GGG AAAGTC 5'FAM CTG
CTC CAC CAG G | ACT CAC CCA GGC CAG AAT
AGG CTT GGT CCT
CACA
TAMRA3’
S03: 6q CTTTTGCTT TCAATCTTT 5'FAM CAT
TCT GTT TCT GGG CAG GTT ACG TGC ACA
TAA GGG C GAA GGG TCC CCG
AGT TAMRAZ'’
SO4a: 9 CTG GTG CCC AAG GAT GCG 5'FAM TCC
ACA GTT ACG TGA CTG CTA TGG CAG TGT
CT TGG GGT CCCTTC
AGA A
TAMRA3’
S04b: 9 CTG GTG CCC AGG ATG CGT 5'FAM TCC
ACA GTT ACG GAC TGC TCC TGG CAG TGT
CT TC GGT CCCTTC
AGA A
TAMRAZ’
S05b: 20 AGT TAA AGT CAT CCC CAC 5'FAM CCC
AGA CAC GGC | ATA CGG AAA TGG ACA CTG
CTCCC AGA AAA ACA GGC
AAT CCT
TAMRAZ’
S06: 1p CAG TCA CCC TTT CCC CCA 5'FAM CCC
CGT GAAGTC TCT GCC TAT ATC CATCTT
CT TG CCC TAC CAG
ACC AGG
TAMRA3’
S07a: X TGG TAT TGG TGT ACC CAA 5'FAM TCC
CTT TAA AAT AAC TCA GCT TCACTTCTC
ACT GGG GCA CAC CCC TAG
TTAAAC A
TAMRA3’
S07b: X GGT ATT GGC CAG CTG CAA 5'FAM TCC
TTT AAA ATA CAG TTATCA TCACTTCTC
CTCAACC ACGTT CAC CCC TAG
TTAAAC A
TAMRAZ’
S08a: 1q CTG GAT GCC TGG GAA GGA 5'FAM CTC
TCACTG ATC TGC ATATGA CCA ACC CcCC
CA TCT G ATT TCT GCC
TG
S08b: 1q GCT GGATGC TGG GAA GGA 5'FAM CTC
CTC ACT GAT TGC ATATGA CCA ACC CCC
GTT TCT G ATT TCT GCC
TG TAMRA3’
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S09b: 179 GGG CACCCG | CAGCTTGTC 5FAM CTC
TGTGAGTTTT | TGCTTT CTG CCAACCCCC
CTG ATT TCT GCC
TG TAMRAZ
S10b: 18 TTA GAG CCA TGG CTT CCT 5'FAM CAG
CAA GAG ACA TGA GGT GGA TGT TCC CCA
ACC AG AT CTC AAG TAC
TCCTTT GGA
TAMRAZ’
Slla: 11 P TAG GAT TCA | CCAGCATGC 5'FAM CAA
ACC CTG GAA ACC TGA CTA GGC TTCCTC
GC ACA AAT TCT CCA
CCCTTCC
TAMRAZ’
Y: 5'FAM CAG
CCA CCA GAA
TTATCT CCA
AGC TCT CTG
A TAMRAZ’
HCK: TAT TAG CAC GTT AGG GAA 5VIC TAACGC
CAT CCATAG AGT GGA GCG GTC CAC CAA
GAGGCTT GAA G GGA TGC GAA
TAMRASZ*

Tab. 10: Ubersicht (iber die verwendeten Primer und Tagm&o®den zur Evaluation der
Polymorphismen (FP: forward primer; RP: reversenpri P: Tagman®-Sonde).

Bei méannlichen Patienten, welche eine weibliche Spenderin hatterde die
quantitative ,real-time* PCR anhand von Y-Chromosom spezifischen Sexuenz
durchgefuhrt.(Fehse et al. 2001) Bei allen anderen Konstellationen dier(RQ-PCR
anhand von SNP angewendet. Die Durchfiihrung erfolgte anhand einer D@#Rex-P
die es ermdglicht zwei Zielsequenzen gleichzeitig zu amign. Dabei wird als
Kontrollsequenz das Hematopoetic Cell Kinase-GEICK) eingesetzt. DieHCK-
spezifische PCR wird in der ,real-time* PCR erfahrungsg@mbei ca. 19-20
Synthesezyklen positiv (,threshold cycle®).

Das getestete Material gilt fir einen untersuchten Polymorphisisusegativ, wenn
die g-Werte (,treshold cycle®) fur die benutzte spezifische PCR urd Kbntroll-
(HCK) PCR (=c¢;) um mindestens 10 Zyklen differieren, d.h. wenn sich der untersuchte
Polymorphismus bei einer signifikant hoheren Zykluszahl nachweissst. [®as
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Material gilt fir den untersuchten Polymorphismus als positiv, wearg-tWerte fur
die benutzte spezifische PCR und die Kontroll-PCR etwa gleich grolRAsiF@)

Zur Durchfiihrung der PCR an einem real-time PCR-Gerat (AB)JO Sequenzier

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

- 12.5 pL 2x Mastermix fur Tagman® PCR
- 10 uL Proben DNA

- Je 0.25 pL HCK (Hematopoetic Cell Kinase Gen)-Forward Priomet —Reverse
Primer sowie 0.25 uL HCK-Sonde

- Je 0.25 pL (fur die Y-PCR: 0.5 pL) des spezifischen ForwardePrund Reverse
Primer sowie 0.25 pL der entsprechenden Sonde

Parallel wurde jeweils eine Negativkontrolle mit Wasser dmiglrt. Zuséatzlich wurde

eine Standard-Verdunnungsreihe (10%, 3%, 1%, 0.3%, 0.1%) analysiert. Die
Verdunnungsreine wurde aus mononukledaren Zellen von merkmal-positiven und
merkmal-negativen Proben mittels eines ,Buffy-coat gewonnen. ,Beffy-coat"

stellt die dunne Grenzschicht zwischen Erythrozyten und Blutplasmd nac
Zentrifugation von Vollblut dar und besteht aus Leukozyten und Thrombozyten.

Die Ergebnisse, (¢ wurden in eine vorgefertigte Matrix eingegeben und die
entsprechendemc-Werte anhand von Excel-Tabellen berechnet. Die Werte der
Verdunnungsreine wurden zur Berechnung einer Standardkurve verwendet. Die
entsprechende Funktion wurde zur Bestimmung des prozentualen Anteils a
Empfangerzellen im Blut umgestellt und in die Tabelle Uberiralpe Anschluss daran
wurden die Werte in den Donorchimarismus (% Spenderzellen) umgereciuhen

einem EDV-Befundblatt gespeichert.

2.4. Statistik

Die gesammelten Daten wurden im Anschluss an die Datensagriti eine SPSS-

Tabelle Ubertragen und anschlieBend mittels SPSS Statistics SPSS (GmbH
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Software, Minchen, Deutschland) ausgewertet. Dabei wurden deskripaitistil&n
aufgestellt sowie Chi-Quadrat-Tests, t-tests zweier unalgmgStichproben,
Univariate Analysen und nicht parametrische Tests unabhéngitehpi®ben
durchgefuhrt. Fur Letztere wurde der Mann-Whitney-U-Test amgdet. Als
Signifikanzniveau wurde 9 0.05 gewahlt. Als Gesamtuberleben (,Overall survival®,
OS) wurde der Zeitraum von Transplantation bis Todesdatum, aldiviegies
Uberleben (,Disease-free survival®, DFS) die Zeit zwischBEransplantation 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 Manner und 37nEndor

diesen Patienten waren 52 an eidemovo AML, 23 an einer s-AML erkrankt. Das
mediane Alter betrug 52.0 Jahre, wobei der jingste Patient 3ltdste 67 Jahre alt

war. 36 Patienten erhielten eine volle Konditionierung, 39 wiederumdemur

dosisreduziert konditioniert.

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

transplantiert. Bei 40 Patienten handelte es sich Zeitpunkt derplaatetion um die

Erstdiagnose, 28 befanden sich ersten Rezidiv, 6 im 2. Rezidiv und btRatebte

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

Sachverhalt.

100%

Stadium vor Knochenmarktransplantation

80%

60% -

40%

53,3%

37,3%

20%

8,0%

0%

0 1,3%
T 0,0%
Erstdiagnose 1. Rezidiv 2. Rezidiv 3. Rezidiv 4. Rezidi
Stadium

Abb. 8: Stadium vor Knochenmarktransplantation

Vor der Stammzell-Transplantation befanden sich 42 Patientampletter Remission
(56.0%), 15 in partieller Remission (20.0%), 16 (21.3%) Patienten sprachranfc
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die Therapie an und 2 Patienten befanden sich im Rezidiv (2.7%).ojendle

Abbildung verdeutlicht Stadium und Status der Patienten vor Transplantation.

Remissionsstatus vor Knochenmarktransplantation

100%

80%

0
60% 56,0%

40% -
20,0% 24,0%

20%

0%

CR PR refraktar/Rezidiv

Remissionsstatus

Abb. 9: Remissionsstatus vor Knochenmarktransplantation

Die mediane Anzahl von Blasten in der Zytomorphologie des Knochmpiietas vor

Stammzelltransfusion war 4.0% (range 0-90).

Die Quelle der Stammzellen war bei neun Patienten Knochenmarkghbatienten
periphere Blutstammzellen (12.0% und 88.0%). Zwei Patienten hattendfespénder,

alle anderen Patienten einen unverwandten Spender. 53 (70.7%) Patientem iwurde
Bezug auf die HLA-Merkmale identisch transplantiert, 22 (29.3%)Vatsnatch. 29
Patienten (38.7%) waren mit ihren Spendern im Bezug auf das ABterydentisch,

46 waren nicht identisch (61.3%). Von den 75 Patienten wurden des weiteren 50
(66.7%) hinsichtlich des Geschlechts Ubereinstimmend, 25 nicht Ubereiesttnm
transplantiert (33.3%).

Zur Vorbeugung von GvHD erhielten 38 Patienten ATG, 32 Thymoglobulin, funf
Patienten erhielten kein Antithymozytenglobulin. Bei allen dpaééin wurde ein
Engraftment beobachtet, es kam bei keinem Patienten zu einem ,Graé"failu
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Im Laufe der ersten 100 Tage nach Transplantation litten 49 Ratianteiner akuten
GvHD, 26 (34.6%) wiesen keine derartigen Symptome auf. Von den leeieoff
Personen zeigten 17 Anzeichen einer aGvHD Grad | (22.7%), 19 Gra6.3p4), 11
Grad Il (14.7%) und 2 Grad IV (2.7%). Dies bedeutet, dass 13 Patidm&94) unter
schweren Symptomen (Grad 3 und 4) litten. Eine chronische GvHD tratidel
Patienten auf (58.7%). Abbildung 10 verdeutlicht oben genannte Ergebnisse.

Akute Graft-versus-Host-Erkrankung

100%

80%

60% -
34,6%

40%

22,7% 25,3%
20% - 14,7%
2, 7%
0%
keine Grad | Grad Il Grad I Grad IV

Auspragungsgrad

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

Das mediane Leukozytenengraftment war am Tag 14 (range 8-4itheriei den
Thrombozyten war dies im Median der 15. Tag (range: 5-78). Alsinmadex
Therapieantwort nach allogener Transplantation zeigten 72 Patiemerkomplette
Remission (96.0%), ein Patient eine partielle Remission, zweiengeiPatienten

sprachen nicht auf die Therapie an und blieben refraktar.

Im Laufe des Untersuchungszeitraums entwickelten 29 PatientefRezidiv der
Grundkrankheit, dies entspricht 38.7%. Abbildung 11 veranschaulicht diesesthisrhal
Die Letalitat bei einem Rezidiv der Grunderkrankung lag bei 89.7%,attspricht 26

von 29 Patienten.
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Rezidiv-Follow-up

O Rezidiv

B Kein Rezidiv

Abb. 11: Rezidiv-Follow-up

Das Gesamtuberleben fur alle 75 Patienten lag bei 55% (95%kaydlenzintervall,

Cl:  44%-67%) sowie das rezidiv-freie  Uberleben bei 50% (95%-iges
Konfidenzintervall, Cl. 39%-62%). Wahrend der Follow-up Periode von zweeda
waren insgesamt 34 Patienten verstorben (45%).

Letztes Follow-up der Patienten

O Tot

45 3% B Lebend

54,7%

Abb. 12: Letzes Follow-up der Patienten

Die folgenden Abbildungen zeigen Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uherleben
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Abb. 13:Overall survival
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DFS, months

Abb. 14: Disease-free survival

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

bzw. in Zusammenhang mit aGvHD (5.9%) oder cGvHD (5.9) und prarenalem
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Nierenversagen (2.9%). Einen Uberblick tber die Verteilung der Todebars gibt
Abbildung 15.

Todesursachen

59%  29%

O Rezidiv

| Infekte ohne GvHD
O Infekte mit aGvHD
O Infekte mit cGvHD

B prarenales Nierenversagen

Abb. 15: Todesursachen

Sieben Patienten wurden bei Rezidiv mit Donorlymphozyteninfusionel) (R4.1%)
behandelt.

3.1.2. Standardkonditionierung und dosisreduzierte Konditionierung

Im Folgenden werden einige der oben fir das Kollektiv genannters h@ch einmal
im Vergleich der beiden Gruppen ,Standardkonditionierung” versus ,@osisierte
Konditionierung“ (RIC) dargestellt. Zusatzlich wurde untersucht, ch sie beiden

Gruppen hinsichtlich bestimmter Variablen signifikant unterscheiden.

36 Patienten wurden mit einem Regime in Standarddosierung beh&alalh hatten

30 Patienten die Diagnosie novo AML und 6 Patienten die einer s-AML erhalten. 39
Patienten wurden mit reduzierter Intensitat konditioniert. Inedi€ruppe waren 22
Menschen an einete novo AML und 17 an einer s-AML erkrankt. Die Patienten, die
eine myeloablative Konditionierung erhielten, waren im Median 41.5 &h(eange,
3-65), die Patienten der Gruppe mit RIC 62.0 Jahre (range, 8-67). Digseschied ist
signifikant (p=0.000). 35 (97.2%) Patienten der Gruppe mit myeloablativer
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Konditionierung wurden zum ersten Mal transplantiert, ein Pati@mt zweiten Mal.
Dagegen wurden 37 (94.9%) Patienten der anderen Gruppe zum ersterzuawei

zweiten Mal transplantiert.

Im Vergleich des Stadiums vor Transplantation ergab sich Fagerb hatten 17
Patienten (47.2%) der voll konditionierten Patienten zum ersten M&8lidgnose einer
AML erhalten, gegenuber 23 Patienten (59.0%) der reduziert konditionieatesnten.
15 Patienten (41.7%) der ersten Gruppe befanden sich im erstairainch zweiten

Rezidiv. Ahnlich sah es bei den Patienten aus, die dosisreduziepidratiest wurden,
von denen sich 13 (33.3%) im ersten bzw. 3 (7.7%) im 2. Rezidiv befand#iglidie

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

Stadium vor Knochenmarktransplantation

80%

59,0%
60%

47,29 0
41,7% O Standard
40%
ERIC
20% +—
0 8,3%7,7% 2,8%
0,0%0,0% *©720,0%
0% . =
Erstdiagnose 1. Rezidiv 2. Rezidiv 3. Rezidiv 4. Rezid
Stadium

Abb. 16: Stadium vor Transplantation im Vergleich zwiscldem Konditionierungsgruppen

Auch in Bezug auf den Remissionsstatus vor Transplantation vgarkerdie beiden
Gruppen ahnlich. Aus der Standard-Gruppe befanden sich 22 Patientén)(B1LAR,

9 (25.0%) in partieller Remission und 5 Patienten (13.9%) hatten nictiealiherapie
angesprochen. Bei 20 (51.3%) der Patienten der RIC-Gruppe hatte sich das
Knochenmark vollstandig erholt, bei 6 (15.4%) nur teilweise. 13 Patienter?4B3.3
blieben therapierefraktar. Somit erreichten insgesamt 33 Patiantebeiden Gruppen

vor der Transplantation keine komplette Remission. Die Unterschiadeltlich des

Remissionsstatus im Gruppenvergleich verfehlen das Signifikanzniveau p=0.298.
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Remissionsstatus vor Knochenmarktransplantation

100%

80%
61,1%
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40% 33,3% BRIC
25,0%
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CR PR Rezidiv / refraktar

Remissionsstatus

Abb. 17: Remissionsstatus vor Transplantation im Vergleiwtschen den Konditionierungsgruppen

Patienten die vor Transplantation eine myeloablative Konditionierumgjten hatten,
wiesen in der letzten Knochenmarks-Untersuchung vor Transfusion idiaiMeine
deutlich niedrigere Anzahl an Blasten auf, als die Teilnehmar aweren
Studiengruppe (2.5%, range 0-50 vs. 4.5%, range 0-90). Der Unterschied mwische
beiden Gruppen erreicht jedoch das Signifikanzniveau nicht (p=0.120), wagdiede
dass beide Patientengruppe vor Transplantation in etwa gleich hohen Zahle
verbliebenen Blasten aufwiesen.

7 Patienten (19.4%) die eine Standardkonditionierung erhielten, wurden mit
Knochenmark versorgt, 29 (80.6%) dagegen mit peripheren Blutstammzelleler
anderen Gruppe verhielt es sich 5.1% (n=2) zu 94.9% (n=37). 21 Pat{&8t3%) der
Standardkonditionierungs-Gruppe erhielten ein HLA-identisches Trandphlastarend

32 Patienten (82.1%) der anderen Gruppe auf diese Weise versorghwiBeilel4
Patienten (38.9%) der Standardgruppe waren Spender und EmpfangerdéBiixch,

in der anderen Gruppe sogar 15 (38.5%).

Zur Prophylaxe der Spender-gegen-Wirt-Krankheit (GvHD) erhieltgnPatienten
(47.2%) aus der Standardgruppe, beziehungsweise 21 Patienten au€-@&uppe
(53.8%) ATG und 14 (38.9%, Standardkonditionierung), beziehungsweise 18 Patienten
(46.2%, RIC) Thymozytenglobulin. Die restlichen 5 (13.9 %) der Standgpgr

bekamen keine Globuline. Trotzdem waren in der ersten Gruppe 24, awdgen
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Gruppe 25 Patienten von einer aGvHD betroffen. Im Rahmen der reduzierten
Konditionierung entwickelten 9 Patienten (23.1%) eine akute GVHD G1ad23.1%)

II. Grades und 7 (17.9%) lll. Grades. Die Daten fir die Standadiionierung
ergaben bei 8 Patienten (22.2%) eine aGvHD Grad |, bei 10 (27.8%) Gzl #
Patienten (11.1%) Grad IIl und bei 2 (5.6) Patienten ein Gradni\det Zeit bis Tag

100 nach Transplantation litten in der Standardgruppe 23 Patienten (Gh9étner
chronischen GvHD, gegenuber 21 Patienten (53.8%) der anderen Gruppe. Abbildung 18

zeigt die Auspragungsgrade der aGvHD im Gruppenvergleich.

Akute Graft-versus-Host-Erkrankung

100%
80% -
60% 1 @ Standard
40% 33,3% 359% . ERIC
22.2% 23,1% ©70 231%
: o 17,.9%
20% +— 11,1%
,0%
0% T T
keine Grad | Grad Il Grad Il Grad IV
Auspragungsgrad

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

Das Engraftment der Leukozyten bendtigte eine mediane Dauer Vo dden in der
standard-konditionierten Gruppe (range 8-30), beziehungsweise 13.0 in @er RI
Gruppe. (range 9-44). Der Unterschied war signifikant (p=0.012). Au@ezug auf
das Engraftment der Thrombozyten gab es auffallige Unterschi®@drend die
Thrombozytenregeneration in der Standardgruppe im Median 20.0 Tage (r&62)
einnahm, erreichten die Patienten der RIC-Gruppe die Zielwertdenach 13.0
Tagen (range 5-78). Dieser Unterschied war ebenfalls signifikant (p=0.004).
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Dauer des Engraftments
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Abb. 19: Dauer des Engraftments von Leukozyten und Throiteazm Vergleich zwischen den
Konditionierungsgruppen

Im Verlauf der anschlieBenden Therapie erhielten 3 von 33 (8.3%) derrdiaizit
konditionierten Patienten, beziehungsweise 8 von 39 (20.5%) Patienten deznander

Gruppe eine Donorlymphozyteninfusion.

Im Bezug auf das Ansprechen der Therapie zeigten alle 36 Pataertersten Gruppe
eine komplette hamatologische Remission (CR). Bei den Patieatetosisreduzierten
Konditionierung waren zwei Patienten refraktér, ein Patient hatteeine partielle
Remission. 36 von 39 dieser Patienten (92.0%) wiesen eine komplette Eridelsing
Knochenmarks auf. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen istigmncfikant
(p=0.092).

Im Laufe von 2 Jahren nach Transplantation entwickelten 11 Patienten, die
myeloablativ konditioniert wurden, ein Rezidiv, dies entsprach 30.5%. Dangeer
erlitten 18 von 39 RIC-Patienten einen Rickfall (46.2%). Im Verglergibte sich
jedoch mit p=0.169 kein signifikanter  Unterschied hinsichtlich  der

Rezidivwahrscheinlichkeit.

46



Rezidiv-Follow-up bei Standardkonditionierung

30,5%

O Rezidiv

B Kein Rezidiv|

69,5%

Abb. 20: Rezidiv-Follow-up bei Standardkonditionierung

Rezidiv-Follow-up bei dosisreduzierter Konditioniemung

46,2%

O Rezidiv

B Kein Rezidiv

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

Zum Zeitpunkt des letzten Follow-up waren in der ersten Gruppe no@OaBA) der
Patienten am Leben, wahrend bereits 23 (59.0%) Patienten demredoszisrt
transplantierten Patienten verstorben waren. Diese Differersgisifikant (p=0.01).
Die folgende Abbildung veranschaulicht dies.
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Follow-up im Gruppenvergleich
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Abb. 22: Follow-up von Rezidiv und Tod im Vergleich zwischéen Konditionierungsgruppen

Das mediane Gesamtuberleben betrug in der Standard-GruppeZrdage 0.1-5) und

in der RIC-Gruppe 1.5 Jahre (range 0.1-5.6). Dieser Unterschiedsigmaifikant
(p=0.047). Hingegen ergab sich beziglich des medianen DFS kein Uradrschi
zwischen den beiden Gruppen. So betrug das mediane rezidiv-freie Uberiether
Standardgruppe 1.5 Monate (range 0.1-5), wahrend dies bei der Rppedadiglich

1.3 Monate betrug (range 0.1-5).

Um eine Aussage Uber Faktoren zu machen, welche das UberleberatideteR
beeinflussen, wurde eine univariate Analyse durchgefiihrt. So spra&tastenanteil
hoher als 5% zum Zeitpunkt der Transplantation fur ein verringerdesir2s- (39% vs.
67%, p=0.007) und rezidiv-freies Uberleben (64% vs. 37%, p=0.04). Zudem war die
Standardkonditionierung im Vergleich zur intensitats-reduzierten Konditiamg mit
einem erhohten Gesamtiiberleben (68% vs. 43%, p=0.02) und rezidiv-freiealdgberl
(64% vs. 37%, p=0.04) assoziiert. Auch hatten diese Patienten, wel&benpietter
Remission transplantiert wurden ein héheres rezidiv-freies Utmerlé61%) als solche,
welche nur in partieller Remission (40%) bzw. therapie-refraBtE¥) gewesen waren
(p=0.011). SchliefZlich waren ein fortgeschrittenes Stadium der ErkrariRezidiv vs.
Erstdiagnose, p=0.03) und eine erhdhte Blastenanzahl (>5%, p=0.005) zpomkiei
der Transplantation mit einem signifikant erhohtem Risiko behaftetRezidiv zu

erleiden.
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3.2. Chimarismus
3.2.1. Vergleich des Chimarismus bei Standard- versus dosisreduziert
Konditionierung

Es wurde zunéachst untersucht, wie sich der Chimarismus im Beobacwiragsn von

zwei Jahren bei beiden Konditionierungsgruppen entwickelte (Abbildung 23).

Entwicklung des Chiméarismus im Untersuchungszeitram

100,00 ._./I L L L L L i
99,50
Chimarismus in % 99,00
—o— Standard
98,50 &—RIC
98,00 T T T T T T T T

nach 1 nach 3 nach 6nach 9 nach nach nach nach nach
M. M. M. M. 12M. 15M. 18M. 21M. 24 M.

Zeitpunkt nach Transplantation in Monaten

Abb. 23: Entwicklung des medianen Chimérismus innerhalbllgersuchungszeitraums im Vergleich
zwischen den Konditionierungsgruppen

Tabelle 11 zeigt die der obigen Abbildung zugrunde liegenden medianen

Chimarismuswerte, sowie die dazugehdérigen Spannbreiten.
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Standardkonditionierung (Range) Dosisreduzierte Kaditionierung (Range)
Minimal (%) | Maximal (%) Median (%) Minimal (%) |Max imal (%) Median (%)
1. Chimarismus 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
Chiméarismusyax 98.9 100.0 100.0 39.7 100.0 100.0
Chiméarismusyin 28.9 100.0 99.3 0.0 100.0 95.1

Tab. 11: Mediane Chimarismuswerte und zugehériges Ranges

Zum Zeitpunkt der ersten Kontrolluntersuchung nach Transplantation, diarmeatth 24
Tagen statt fand (range 12-30), zeigten 54 der 75 (72%) evaluiertemtBatieinen
kompletten Spenderchiméarismus. Der mediane Chimarismus bei dar erstersuchung
betrug 99.8% (range 19.6%-100.0%). Der mediane Chiméarismus Uber dentegesam
Untersuchungszeitraum hingegen betrug 99.9% (range 99.8-100.0%).

Die Patienten der myeloablativen Therapiegruppe zeigten mediatakbMerte Uber,
beziehungsweise gleich 99.9%. Ahnliche Ergebnisse prasentierteatiiatéh der RIC-
Gruppe, deren Werte konstant Uber beziehungsweise gleich 99.1% warenV&igkeich
der Chimarismus-Werte der beiden Gruppen im Zeitraum der Beobacbbwig die

zugehdrigen Ranges gibt Tabelle 12.
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Chimarismus Standard (%) RIC (%) p

1. Chimarismus 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
Chimpmax 100.0 100.0 0.042
Chimpin 99.3 95.1 0.022

Tab. 12: Chimarismus im Vergleich

Bei Betrachtung der Mittelwerte der jeweiligen Chimarisrdagen fallt auf, dass es
zwischen den beiden Gruppen mit Ausnahme von vier Werten keine signifikante
Unterschiede gab. Eine dieser Ausnahmen war der erste @enfttemarismus, welcher

in der Standardgruppe hoher ausféllt. Der 1. Chimarismus betrug bent®a der
Standardkonditionierung im Median 99.9%, bei der anderen Gruppe lediglich 99.1%.
Diese Differenz war signifikant (p=0.000). Ebenso war der Urtteedchinsichtlich des
Chimarismus nach 12 Monaten signifikant (p=0.010). Auch in Bezug auf ddiamee
maximalen und minimalen Chimarismus unterschieden sich die beidgpd&sr deutlich
(maximaler Chimarismus: p=0.042, minimaler Chimarismus: p=0.022). ksges
gesehen, waren die medianen Chimerismuswerte in der Standardggmfieast hdher

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

3.2.2. Chiméarismus-Dynamik und Rezidiv-Wahrscheinlichkeit

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern sich der Chimérismus Uber den

Beobachtungszeitraum veranderte.

Insgesamt erreichten 71/75 Patienten (95%) einen kompletten Spendeisinins.
Zunachst soll die Zeitspanne betrachtet werden, die bendtigt wusdgclbiein kompletter
Spenderchimarismus var$9.0% Spenderzellen entwickelt hat.

Zum Zeitpunkt der ersten Chimarismusuntersuchung nach Transplantatiem beiteits
54/75 Patienten (72%) einen kompletten Donorchiméarismus erreicht. atimertauf die
Konditionierungsgruppen bedeutet dies, dass 33 von 36 Patienten, die einer
Standardkonditionierung unterzogen wurden, bereits friih einen Chiméarisrmas280%
erreicht hatten. Dies entspricht 92% aller Patienten dieser &rilipjpgegen waren es in

der RIC-Gruppe lediglich 21 von 39 Patienten (54%). Dies bedeutet aigaifikanten
Unterschied (p<0.001). 40 dieser Patienten konnten diesen Wert Uber demegesa

Untersuchungszeitraum hinweg halten.

Das Erreichen eines kompletten Spenderchimarismus dauerte mediage@9ange 12-
163). Die Patienten der RIC Gruppe bendétigten etwas weniger Zgitichd26.5 Tage

(range 12-163). Bei der anderen Gruppe war ein Donorchimérismus eddam Median
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nach 31 Tagen erreicht (range 14-70). Dieser Unterschied verfeldteSignifikanz
(p=0.369). Vier der 75 Patienten hatten im Laufe der zwei Jahre imé®m eollen
Chimarismus erreicht. Drei der Patienten waren vor Transplamtatit dosisreduzierter
Konditionierung behandelt worden, ein Patient war einer Standardkonditionierung

unterzogen worden.

Uber die Studiendauer von 2 Jahren hatten 40/75 (bzw. 40/71 Patienten, dieiaawor
kompletten Spenderchimarismus erreicht hatten) Patienten dugitpgémen vollen
Spenderchimarismus (,stable donor chimerism*®). Dies entspricht 53.0%gadamten
Kohorte. Davon waren 23 Patienten standardmaflig konditioniert, 17 dosisredberert
Unterschied war nicht signifikant. Trotz durchgdngigem Donorchiméusserlebten 9/40
Patienten ein Rezidiv (23%). Dieses Ereignis trat nach eiedramen Zeit von 9 Monaten
auf (range 2-24). Die 2-Jahres-Uberlebensrate betrug in desegorie 77% (95%, CI:
64%-90%), das rezidivfreie Uberleben 76% (95%, Cl: 52%-82%).

Hingegen hatten 31 Teilnehmer (31/75, 41%) zumindest einmal einen gemischte
Chimérismus. Davon stammten 19 Patienten aus der RIC-Gruppe und 1@eraus
Standardgruppe. In diesem Zusammenhang kann man zwischen zwejoricate
unterscheiden. 13 (42%, Standard: n=4, RIC: n=9) dieser Patienteenzeigén Anstieg

der Donor Allele (,increasing donor alleles®), 18 (58%, Standard: rRi&: n=10)
erlebten hingegen einen Abfall der Donor Allele (,decreasing datieies”). Diese
Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass die Art der Konditionierung keinflrss
darauf hat, ob sich ein zu- oder abnehmender gemischter Chiméaristaickelt. Die
statistische Untersuchung stitzt diese Aussage (p=0.558).

Von den 31 Teilnehmern, die im Laufe der 2 Jahre einen gemis€&tignarismus
aufwiesen, entwickelten 17 Patienten ein Rezidiv, 14 hingegen nichacB&t man die
Patienten, die wahrend der gesamten Zeit komplette Spender-Chinsiiigerte zeigten,
fallt auf, dass 31 Patienten nicht ins Rezidiv zurtckfielen, jedoEtatiEnten trotz des
Erreichen eines kompletten Donorchimarismus ein Rezidiv entwiokdéereits hier lasst
sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Outcomes tachplettem bzw.

gemischtem Chimarismus nachweisen (p=0.007). Demnach rezidiviezes Eatienten,

53



welche einen durchgangigen kompletten Spenderchiméarismus prasengeremeislich
seltener. Jedoch wies ein gemischter Chimarismus in 14/31 kalemechtigterweise auf

ein kommendes Rezidiv hin, da die Patienten in Remission blieben. Die
Rezidivwahrscheinlichkeit bei gemischtem Chimarismus betrug nadperabiSchema
demnach 54.8% (vs. 45.2%). Dies bedeutet zwar, dass in der Mehrhéitlde¢atsachlich

mit einem Rezidiv gerechnet werden muss, allerdings ist die dahfalsch positiven

Ergebnisse betrachtlich.

Wird jedoch zusatzlich noch die Kinetik des gemischten Chimarisnmzsigezogen, der
gemischte Chimarismus also in ,increasing-“ und ,decreasing dalleles” eingeteilt,
ergibt sich folgendes Bild: Von 13 Patienten, bei denen der AnteEri@fangerzellen im
Laufe der Zeit wieder abnahm, erhielt kein Patient innerhalltzw@ Jahren die Diagnose
eines Rezidivs. Alle Patienten blieben in Remission. Jedoch rerzidivig@7/18 (94.4%)
Patienten der Gruppe deren Empfangerzellanteil wieder zu nahm.22/406) Patienten
der Gruppe mit ,stable donor chimerism* fielen ins Rezidiv. Dhr-Quadrat-Test nach
Pearson ergibt signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p=0@&0hedeutet,
dass Patienten mit komplettem Spenderchimarismus oder ,incredsimgr alleles”
deutlich ofter in Remission blieben, als solche, deren Anteil anduefn
Empfangerzellen zunahm. Die Wahrscheinlichkeit nach Auftreteesedecreasing donor
alleles* auch tatsachlich ein Rezidiv zu erleiden, lag nachvdeiegenden Daten bei
94.4%. Die Wahrscheinlichkeit trotz dieses Untersuchungsergebrisg@smission zu
bleiben, lag lediglich bei 5.6%.

Die Patienten, welche den Status des vollen Donorchimérismusdhiatitgdngig halten
konnten, jedoch eine Zunahme der Spenderallele zeigten hatten somitinsinges

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

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

welche einen ,decrease of donoralleles” prasentierten. In diesegétie rezidivierten
nicht nur signifikant mehr Patienten, sondern taten dies im Venglaicden anderen
Gruppen auch deutlich friiher (p=0.04). Vergleicht man das rezid&-fteerleben in den
genannten drei Gruppen, so unterscheidet sich dieses wie fdhgtle Sonor chimerism*:
67% (95%, Cl: 52-82%), ,Increase of donor alleles”: 85% (95%, Cl: 65%-9fkgrease
of donor alleles®: 0% (p<0.001).
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Abb. 25: Chimarismusverteilung nach Standardkonditionierung

Untersuchte man die Abhéngigkeit der Chimarismusdynamik von der dart
Konditionierung, so ergab sich, dass diese unabhangig von der Konditionierusigealos
(p=0.220).

Aus den vorliegenden Daten konnte ein durchschnittlicher Zeitrauntte@traierden, der
zwischen Abfall des Chimarismus und Auftreten eines RezidivsDag 17 Patienten,
welche im Verlauf nach gemischten Chimarismus-Werten einekf&lierlitten, zeigten
dies im Median 21 Tage (range 0-133) vor der klinischen Manifestatiband einer

Veranderung des Untersuchungsergebnisses im Sinne eines gemisciiansgius.
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4. Diskussion

4.1. PCR-Methodik

Aufbauend auf die Untersuchungen von Alizadelal. (Alizadeh et al. 2002) wird im
Labor der Klinik fur Stammzelltransplantation des Universitatgiddms Hamburg-

Eppendorf die Chimarismus-Diagnostik nach Stammzelltransplantationételsm
quantitativer ,real-time* PCR (RQ-PCR) durchgefuhrt und bildet@rundlage der dieser

Arbeit zugrundeliegenden Ergebnisse.

Die Analysen wurden anhand von 11 verschiedenen Markern durchgefuhrt, wetche
Hilfe von SNPs (Single Nucelotid Polymorphisms) bei 90% der Patieahgewendet
werden konnen und eine Sensitivitat von 0.1% bis 0.01% erreichen. Im ¢brgiei
anderen etablierten Methoden wie short tandem repeats (STR), amderem in
Untersuchungen von Badet al.,(Bader & Kreyenberg 2004) liegt der Vorteil der RQ-
PCR darin, dass die Ergebnisse weitaus sensitiver und lineadeDses liegt an der Art
der PCR-Bestimmung, welche zu Beginn der exponentiellen Phasé umidsderen

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

Im Vergleich dazu bestimmt die Short-Tandem-Repeat-PCR (IR} die Anzahl der
PCR-Produkte am Punkt der Plateau-Phase, was die Problematik BeSdrpetition-
Bias mit sich bringt.(Alizadeh et al. 2002). Neben dem Vortaile® sehr hohen
Informationsgehalt- und Genauigkeitsgrad, verfugt die STR-R@Bch zudem nur Uber
eine geringe Sensitivitat. Hier ist die RQ-PCR der STR-RigRtlich Uberlegen, da es
diese Methode ermdglicht, auch sehr kleine Mengen an DNA zu detekti@uch
Koldehoff et al. konnten in einem Vergleich von STR-PCR mit RQ-PCR mittel®$SN
nachweisen, dass letztere eine deutlich hohere Sensitivitat tbeditz gemischte
Chiméarismuswerte im Hinblick auf drohende Rezidive signifikant frigrkannt werden
kénnen (120 Tage versus 30 Tage, p<0.007).(Koldehoff et al. 2006) Jedoch sprechen
andere Studien auch von einer niedrigen quantitativen Reproduzierbarkelite \sih vor
allem bei der Messung grol3er Anteile autologer Zellen (d.h. rZelles Patienten)

niederschlagt und nur zu tolerieren sei, wenn der Anteil autologéenZ&Po nicht
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Uberschreitet.(Alizadeh et al. 2002;Maas et al. 2003) Alizatl@eh geben allerdings an,
dass das Prazisionslevel fur den klinischen Alltag durchaus ausreichend sei.

Somit haben offensichtlich verschiedene Methoden der molekularen @&nmoé-
Bestimmung unterschiedliche Vorzige und Nachteile. Bislangastléthodik noch nicht
standardisiert, jedoch verfolgen multizentrische Studien das Amdthodik und
Interpretation der Chiméarismus-Diagnostik der verschiedenen Zdmsser aufeinander
abzustimmen. Eine wesentliche Verbesserung konnte auch in der Kdorbinat
verschiedener Chiméarismus-Techniken liegen. Ein Beispiel hietfdié Kombination mit
der Interphase-FISH-Methode bei geschlechtsdifferenter Trandpdantem KMT-Labor
der Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf wurde diese Methode in detenlet

Monaten zur Verbesserung der Sicherheit etabliert.

4.2. Standard- und dosisreduzierte Konditionierung

Vor dem Hintergrund, dass in den letzten Jahren immer meherédRatienten oder auch
Patienten mit Komorbiditaten die Mdglichkeit einer allogenen Stagiitransplantation
gegeben werden soll, hat es sich bewahrt, Transplantationen durchzufihmenemdie
Patienten mit einer dosisreduzierten  Konditionierung behandelt  werden.
Stammzelltransplantationen mit vorhergehendem dosisreduziertenimeRegtellen
mittlerweile mindestens ein Viertel aller durchgeflihrtenn§pantationen dar,(Gratwonhl

et al. 2002) je nach Krankheitsentitat kann dieser Anteil auch hédineVgenngleich ein
deutlicher Vorteil dieser Konditionierungsstrategie in der nggnien transplantations-
assoziierten Mortalitat (TRM) liegt, wird eine erhohte Reavahrscheinlichkeit im
Vergleich zu myeloablativen Konditionierungsstrategien diskutiert.(de leinal. 2004)

Ganz entscheidend fur den weiteren Verlauf ist allerdings, weldhefluss die
Konditionierungsintensitat auf die Regeneration der Hamatopoese sawWiedia
Entwicklung eines kompletten Spenderchimérismus hat. Es stelltatsohdie Frage,
inwiefern die Chiméarismus-Diagnostik bzw. die Interpretatior d&gebnisse die
Konditionierungsintensitat beriicksichtigen muss. Dies soll im Foegemeeiter diskutiert

werden.
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4.3. Ursachen und Bedeutung der Chimarismus-Diagnostik

Mit den Fortschritten auf dem Gebiet der molekularen Untersushecigniken ist es in
den letzten Jahren moglich geworden, den ha&matopoetischen Chimarismheher
Sensitivitat zu bestimmen und die Ergebnisse zur Kontrolle desplaatetionserfolges
sowie zur Rezidiviberwachung zu nutzen.(Bader et al. 2005;Hancock et al.
1997;Koldehoff et al. 2006) Es herrscht jedoch Uneinigkeit dartber, ienviedie
Ergebnisse fir den klinischen Alltag zur Rezidivdiagnostik brauchdiar k&innen: Ein
Grund hierfur ist die Tatsache, dass gemischte Chimarismug\Welbben Hinweisen auf
ein Rezidiv auch zahlreiche anderen Ursachen haben kénnen. So kann eichtgemis
Chiméarismus auch Ausdruck einer dosisreduzierten Konditionierung seibgeawen et

al. 1994) Ferner zeigen Untersuchungen mit T-Zell-depletierten Tratefgla eine héhere
Frequenz von gemischtem Chimarismus als bei nicht depletiersmsplantaten.(Schaap

et al. 2000;Schaap et al. 2002) Auch kann eine Reduktion des Spenderchiuméarism
Hinweise auf eine Transplantatabstof3ung (,graft rejection”) gébebovsky et al.
1999;Mattsson et al. 2001) Um bezlglich dieser Problematik Klazhegchaffen, sind

weitere Untersuchungen notig.

Einen sehr wichtigen Aspekt stellt hierbei die Beobachtung deamijndes Chiméarismus
dar, welche es eher =zuldsst, verlassliche Aussagen zum Rezidiv zund

Rezidivwahrscheinlichkeit zu machen.(Barrios et al. 2003)

4.4. Vergleich der Konditionierungsgruppen

Im Kollektiv der Studie befanden sich 75 Patienten von denen 52 andeinevo AML,
23 an einer s-AML erkrankt waren. 36 Patienten waren mit einenmd&eh
Konditionierungsregime vorbehandelt, 39 dagegen mit reduzierter Inte@satitmediane
Alter lag bei 52.0 Jahren. Dies entspricht in etwa dem medianemn Ydirgleichbarer
Studien.(Martin et al. 2009;Valcarcel et al. 2008) Das medidtexr Aer Patienten mit
einer dosisreduzierten Konditionierung war signifikant hoher (62.0 versusJabre,
p<0.000). Dies ist insofern schlissig, als dass haufig alterenRati oder Patienten mit

Komorbiditat fur eine dosisreduzierte Konditionierung ausgewahlt weAdatersson et
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al. 2003;Giralt et al. 1997;Slavin et al. 1998;Wong et al. 2003) Auffalesrg dass nur
56.0% aller Patienten vor allogener Stammzelltransplantationkeimglette Remission
erreicht hatten. Hierzu muss betont werden, dass nach neuererpidiardinien

ausschlieBlich AML-Patienten mit einem genetisch ungunstigen Risiflo oder mit

insuffizientem Ansprechen auf die Induktionstherapie fur eine allogeamesplantation
ausgewahlt werden. Ferner finden sich in grof3en Transplantationszemniibardanaus
schwerpunktmassig komplexe Falle, welche von anderen hamatologi&atmean dorthin
Uberwiesen werden. Dies gilt auch fiur die Klinik fir Stammazgilplantation des

Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.

Der hohe Anteil an Patienten der Studie, welche periphere Blutstailen (PBSC)
erhalten hatten (88.0%), entspricht heute gangigen TransplantationsstréBsgisinger et
al. 2001) Wenngleich bei Verwendung von peripheren Blutstammzellen héihere
Inzidenz von akuter und chronischer GvHD diskutiert wird,(Schmitz et2@0D2)
postulieren manche Autoren bei peripheren Blutstammzellen einengeer
Rezidivwahrscheinlichkeit.(Bensinger et al. 2001) Insgesamt nigemérell die Zahl der
mit peripheren Stammzellen transplantierten Patienten in tarrielahren kontinuierlich

ZU.

Das mediane Leukozytenengraftment um den 14. Tag in dieser Aralygaricht den
Ergebnissen der Literatur, nach welcher es zwischen dem 12. uniichd 6zu stabilen
peripheren Leukozytenwerten (> 1 x°1) gekommen sein sollte. Ein suffizientes
Thrombozytenengraftment von mehr als 10 X/llOvar im Median nach 15 Tagen
erreicht, was ebenfalls mit der Literatur vergleichbar ist.(Ostfata. 2009)

Die Konditionierungsgruppen unterscheiden sich in ihren Einzelwert@ardiabs
signifikant. Sowohl das Engraftment der Leukozyten (p=0.012) als aucthdenbozyten
(p=0.004) erfolgte in der Gruppe mit dosisreduzierter Konditionierung kehaés in der
Gruppe mit myeloablativer Vorbehandlung. Im Median betrug der kbttezd zwei bzw.
sieben Tage. Dies bestatigt frihere Arbeiten, welche zeidtes, das Engraftment nach

intensitatsreduzierter Konditionierung suffzient verlauft und dase dosisreduzierte
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Konditionierung mit einer kirzeren Aplasiephase assoziiert ist.(Hegerdta al.
2006;Stelljes et al. 2005)

Hinsichtlich des unmittelbaren maximalen Therapieansprechens aufransplantation
gibt es zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschie@e09px

Wahrend die Patienten der vollen Konditionierung zu 100% eine komplettesst@mi
erreichten, waren dies in der anderen Gruppe 92%. 8% der Patemeéschten eine

partielle Remission oder waren refraktar.

Wenngleich friihere Studien von einem geringeren rezidivfreien Uberletsech
dosisreduzierter Konditionierung berichten,(Massenkeil et al. 2005) sainemew mit
46.2% nach dosisreduzierter Konditionierung und 30.5% nach myeloablativer
Konditionierung ahnliche Rezidivraten (p=0.169). Auch hinsichtlich der Dales
rezidivfreien Uberlebens gibt es keine signifikanten Unterschiede
(Standardkonditionierung: 1.5 Monate; RIC: 1.3 Monate) (n.s.).

Am Ende des 2-jahrigen Untersuchungszeitraums sind noch 41 von 75 Raaemte
Leben. Dies entspricht 54.7%. Beim Vergleich der beiden Konditiamgsgruppen fallt
auf, dass in der Standard-Kohorte noch 25 von 36 Patienten leben (69.49égenimur
16/39 Patienten (41.0%) der Gruppe mit dosisreduzierter Konditionierungjchtiich der
Ergebnisse der Standardkonditionierung deckt sich dieses Ergebnigimeitefn Studien,
welche von einem Langzeitiiberleben zwischen 60 und 70% berichten.(Cemelisal.
2007;Vicente et al. 2007) Dieser Unterschied war signifikant (p=0.0Xh An Bezug auf
das mediane Gesamtiberleben unterschieden sich die beiden Gruppdikasigni
voneinander (Standardkonidtionierung: 2 Jahre vs. RIC: 1.5 Jahre, p=0.047).

Dieses Ergebnis steht allerdings nicht in Einklang mit der kédtiranderer Studien. So
berichtenMassenkeil et al. nicht von einem signifikant verschiendenen OS bei RIC- und
standardkonditionierten AML-Patienten (13 versus 21 Monaten, n.s.).(Massenhleatil
2005) Auch wenn auf eine teilweise unzureichende Datenlage hingewiesl, stitzen
andere Untersuchungen wie beispielsweise eine Studie von Baak@Parker et al. 2002)
diese Aussage. Jedoch betonen die Autoren auch, dass die Datenlag@libmsdes
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langfristigen Erfolges von dosisreduzierter Konditionierung noch nichteighend

erforscht sei und weiterfilhrende Untersuchungen abgewartet werden missten.

4.5. Ergebnisse der Chimarismusdynamik im Vergleich zwischen de

Konditionierungsgruppen

4.5.1. Vergleich der Chiméarismuswerte Uber den Zeitraum von 24 Monaten

Die Ergebnisse der beiden Gruppen (Standard- versus dosisredumeddgidfierung)
fallen hinsichtlich der Chimarismuswerte zu den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten im Intervall zwischen 1 - 24 Monaten s$ethicta aus und
unterscheiden sich lediglich zu zwei Zeitpunkten signifikant. Died der erste bestimmte
Chiméarismuswert (p=0.000) im Rahmen der ersten Kontrolle nach &@kirfal 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 héher als das der dosisreduz@rntgpe.
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen auch hiokichis
minimalen (p=0.022) und maximalen (p=0.042) Chimerismus, der jeweils unter
Standardkonditionierung hoher ausféllt. Diese Unterschiede lassenichehlich auch
damit erklaren, dass sich ein kompletter Donorchimérismus in dede&@thGruppe bei der
Mehrheit der Patienten schon zum ersten Zeitpunkt der Chimarisnssiohieng etabliert
hatte (72% vs. 54%, p<0.001).

4.5.2. Etablierung des Spenderchimarismus

Die Etablierung eines vollen Spenderchimarismus dauert im M@diarage, wobei sich
beide Gruppen nicht signifikant unterscheiden (Standardgruppe: 31 Tage,rigifeG
26.5 Tage; p=0.369). Generell entspricht die Dauer der Etablierumgs eiollen
Chimarismus dem Resultat anderer Studien wie etwa von Liudl@rt dessen Patienten
nach dem Fludarabin, BCNU und Melphalan-Protokoll (FBM) mit reduziéntensitat
konditioniert wurden und nach 30 Tagen zu 80% einen kompletten Spenderannséris

aufwiesen.(LlUbbert et al. 2009) Auch die Verteilung der Ergebnisser iRI@eGruppe,

61



bei welcher die Spannbreite bis zum Erreichen eines vollstandigem@smus zwischen

12 und 163 Tagen lag, entspricht der vorausgegangener Untersuchungen, wie
beispielsweise der von Chil al. durchgefuhrten Untersuchung, in welcher der Autor 15
Patienten nach einer allogenen Transplantation und dosisreduziertetitignierung

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

Ein interessantes Ergebnis dieser Arbeit war, dass die Zeizusi Entwicklung eines
kompletten Donochimarismus in beiden Gruppen nicht wesentlich unterschiedii,
jedoch die Mehrzahl der Patienten, welche bereits nach maxiiviahaten einen vollen
Donorchimarismus erreicht hatte, myeloablativ konditioniert worden Riases Ergebnis

wird von mehreren Arbeiten gestitzt, die postulieren, dass Patientécheweiner
reduzierten Konditionierung unterzogen wurden in der Regel ersgeeideit einen
gemischten Chimarismus entwickeln und im Vergleich zu voll kondértenm Patienten
manchmal sogar erst Monate spéater eine komplette Spender-Hamatopoese
aufwiesen.(Baron et al. 2004;Carvallo et al. 2004;Childs et al. 199@tdy2003;Slavin

et al. 1998) Hier kdnnten mehrere Faktoren relevant sein: Barah verweisen auf
verschiedene Studien, nach denen die Wahl des Medikamentes einerddasssten
Konditionierung deutlichen Einfluss auf die Etablierung des Chimasshat.(Baron &
Sandmaier 2006) So konnten Ueetoal. zeigen, dass Patienten die mit Melphalan und
Fludarabin konditioniert wurden (kumulative Dosis: Melphalan 140mgfftudarabin
125-150mg/rf) nach einem Follow-Up von 28 Tagen bereits einen medianen Chiméarismus
von 100% aufwiesen,(Ueno et al. 2003) wogegen Patienten, die mit Cycloahogph
anstelle von Melphalan behandelt wurden (kumulative Dosis: FludareBmg/nd,
Cyclophosphamid 120mg/kg) zum gleichen Zeitpunkt nur einen Chimarismus von 38%

zeigten.(Carvallo et al. 2004)

Neben der Art der dosisreduzierten Konditionierungsregime konnte diedBntitat der
Erkrankung relevant sein. Viele der oben zitierten Arbeiten schog3atienten
verschiedener hé&matologischer Entitaten in die Analysen eihyewd in der hier
vorliegenden Studie nur AML-Patienten untersucht wurden. So scheint eispidd nach
eigenen Erfahrungen bei Patienten mit einer Myelofibrose, welsbefalls dosisreduziert

konditioniert werden, in viel mehr Fallen und tber langere ZeitraumeTradsplantation
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ein gemischter Chimarismus zu bestehen. All diese Aspekte bedgirien weiteren
Analyse und der Bestatigung mittels grof3erer Fallzahlen.

Uber den Follow-up-Zeitraum von 24 Monaten konnten 40 von 54 Patienten, welche
bereits bei der ersten Kontrolluntersuchung einen vollen Donorchimérisareicht
hatten, diesen auch halten. Von den genannten 40 Patienten, welcltenilggrsamten
Zeitraum den kompletten Donorchimarismus zeigten, waren 23 vollgt&odditioniert
worden, 17 dosisreduziert (n.s.), was wiederum zeigt, dass auch naclkediagsester

Konditionierung ein konstanter kompletter Donorchimarismus maoglich ist.

4.6. Aussage des Chimarismus im Hinblick auf Rezidivwahrscheinliclait

Ein Ziel der vorliegenden Studie war, zu untersuchen, ob die regelnmiBigelle des
Chimarismus nach allogener Stammzelltransplantation sinnvollefiie rechtzeitige
Rezidivdiagnostik eingesetzt werden kann. Zu diesem Zweck wategessant zu prufen,
ob Patienten mit einem gemischten Chimarismus signifikant dftdRezidiv erleiden und
wie es sich bei Patienten verhdlt, die wahrend des gesammtemsuchungszeitpunktes

einen vollen Spenderchimarismus aufwiesen.

Wie in Kapitel 4.5.2. bereits erwahnt, zeigten 40 Patienten durcigg@mgen vollen
Donorchiméarismus. Jedoch bewahrte diese Tatsache nicht alle dre¢rofPatienten vor
einem Rezidiv, da in 9 Fallen ein Ruckfall auftrat. Von den 31 Patiedie wéahrend der
Untersuchung zumindest einmal einen gemischten Chimarismuswertwaadee hatten,
entwickelten 17 Patienten ein Rezidiv, 14 Probanden blieben in RemiBssrnbedeutet,
dass Patienten mit gemischtem Chimarismus eine Rezidivvigmiichkeit von 54.8%
hatten, Patienten mit vollem Chimé&rismus eine Wahrscheinlichtri®2.5%. Respektive
konnten 45.2% der Patienten mit gemischten Chimarismus davon ausgehemissiéh
zu bleiben, und 77.5% der Patienten, die immer einen vollen Donorchimarisigtenz

Dieser Unterschied waren signifikant (p=0.007).

Aufgrund dieser Datenlage scheint schon das einmalige Ergebnis gémischten

Chimérismus vor einem mdoglichen Rezidiv zu warnen. Es ist jedochr unte
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Berucksichtigung der erheblichen Anzahl von falsch positiven Ergebnjesé4, 45.2%)
fraglich, ob auf Basis dieser Ergebnisse bereits Entscheidungenndlieatibn zu einer
weiteren Therapie wie beispielsweise einer adaptiven Immupikeeawa mit Donor-
Lyphozyteninfusionen getroffen werden kénnen. Daher konzentrieren siathiegiene
Autoren darauf, die Dynamik des Chimarismus im Verlauf zu beobachtd bedienen
sich der Einteilung des Chimarismus in increasingé&rsus ,decreasing mixed
chimerism®. Dieser Einteilung liegt die Arbeit von Barries al.(Barrios et al. 2003)
zugrunde, welche in der Beurteilung des Chimarismus dynamisdkteréa und die
Entwicklung Uber die Zeit berlcksichtigen. In dieser Arbeit wird @imeliche Einteilung
verwendet: ,increasing donor alleles* und ,decreasing donor slllel®ie Erlauterung

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

In unserer Untersuchung zeigte sich, dass Patienten, die einerclgemi€himarismus
aufwiesen, welcher sich in Richtung eines kompletten Spenderchim&rentwickelte, zu
100% eine stabile Remission erreichten und kein Rezidiv entwickdizmios et al.
kommen zu ahnlichen Resultaten, wobei immerhin 11.1% der angesprocheaste®at

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

Im Kollektiv einer Studie von Badest al. an 55 Patienten mit akuten Leuk&dmien (AML
und ALL), erlitten im Vergleich 7 von 36 Patienten mit vorhergehendemplaitan
Chiméarismus (19.4%) ein Rezidiv.(Bader et al. 1998) Von den Patienteneirtke
gegenlaufige Entwicklung durchmachten, sich der gemischte Chimérialso zugunsten
der Empfangerzellen verschob (,increasing mixed chimerism“)itegrli9/10 Patienten
einen Ruckfall. Dies entspricht einer Rezidivwahrscheinlichkeit von .9@¥eser
Unterschied hinsichtlich Rezidivwahrscheinlichkeit war mit p<0.00@hifskant. Auch
die Patienten von Barriogt al., welche der eben genannten Gruppe entsprechen, haben
eine sehr hohe Rezidivwahrscheinlichkeit. Diese liegt bei 93.1%i(B et al. 2003) Zu
ahnlichen Ergebnissen gelangen auch Batle.(Bader et al. 1998), welche in ihrem
Kollektiv unter den genannten Bedingungen eine Rickfall-Wahrscheinilichie 90%
ermittelten (9/10).
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Somit scheint die Dynamik des Chiméarismus im Gegensatz zm dtinezelwert in einem
hoheren Mal3e dazu berechtigt, die Indikation zu einer therapeutischerentittn zu
stellen. In unserer Arbeit hatten Patienten, welche einen abfatié®dpenderchiméarismus

(,decreasing donor alleles”) aufweisen, eine Rezidivwahrscheinlichteif4.4%.

Auch eine weitere Studie, welche prospektiv von Batlel. an 32 Leukamie-Patienten
(ALL: n=11; AML: n=9; Sonstige: n=12) nach allogener Stamitragisplantation
durchgefihrt wurde, stitzt diese Erkenntnis, denn auch hier lag die
Rezidivwahrscheinlichkeit mit 100% (8 von 8 Patienten) signifikant héher als tientea
mit komplettem oder ,decreasing mixed Chiméarismus®.(Bader |et1897) Unsere
Ergebnisse unterstiitzen damit die Interpretation von Bagtials und deuten darauf hin,
dass diese Einteilung besser geeignet ist, Aussagen zu einem droRezidiv machen,
da langere Zeitraume zur Urteilsfindung bertcksichtigt werderéhalichen Ergebnissen
kamen auch Molloyt al. sowie Ramirezt al. bei Kindern, welche aufgrund einer akuten
lymphatischen Leukdmie (ALL) eine allogene Transplantation lezhiéMolloy et al.
1996;Ramirez et al. 1996)

4.7. Therapeutische Interventionen bei abfallendem Spenderchémsmus

Hinsichtlich der Interventionsmoglichkeiten ergibt sich das ProldesmZeitfensters. Wie
bereits erlautert, wird der Chimarismus nach Barries al. Uber mehrere
Untersuchungszeitpunkte hin beobachtet, um Aussagen Uber die Dynamik des
Chimérismus machen zu kénnen. Aus den von uns ermittelten Daten éhilpgdoch

eine mediane Zeitspanne von 21 Tagen (range 2-133) zwischen ersteeteA eines
gemischten Chimarismus und tatséachlichem klinischen RezidivioBatr al. hingegen
gehen anhand ihrer Ergebnisse von einem medianen Zeitfenster von ndatiagBarrios

et al. 2003) Demnach ergibt sich hier die Frage, ob nicht beerfati mit akuten
Leukdmien eine Chimarismus-Diagnostik in kiirzeren Intervallen -add31-2 Wochen —
angezeigt ware, um dem kurzen Zeitfenster zwischen dem Abfaildegirismus und der

Rezidiventwicklung gerecht zu werden.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bis zum heutigen Zatipuhldssagekraft von
Chimarismusbestimmungen nach allogener Stammzelltranspdankaintrovers diskutiert
wird. Mehrere Studien konnte keinen Zusammenhang zwischen gemischtewriSimus
und Rezidivauftreten finden.(Roy et al. 1990;Schattenberg et al. 1989;eawém et al.
1993) Andere Autoren sehen dagegen deutliche Korrelationen.(Bader et alaigér gt

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

Sowohl letztere Studien als auch die vorliegenden Daten stliteediradls die These, dass
die serielle und quantitative Analyse des hamatopoetischen Céiméribei Patienten
nach allogener Stammzelltransplantation die Maoglichkeit bietethaoRatienten aus
einem Kollektiv zu identifizieren, welche mit einem besonders holigkdbehaftet sind,
ein Rezidiv zu erleiden. Werden die angesprochenen Untersuchungenen kaittichen
Abstanden durchgefuhrt, kénnen diese das friihe Erkennen von Rickfallen enreicid
damit als Screening-Methode verwendet werden. Besonders im dHimarauf, dass bei
vielen Patienten keine Méglichkeit besteht, den Transplantationsedblanderem Wege
zu Uberprifen (z.B. bei Absenz von MRD-Markern), ist dies erfolgvecsend. Dennoch
sollten zukinftige Studien abgewartet werden, welche diese Aussisidggggm. Dazu wirde
es sich anbieten, sowohl deutschlandweit wie auch international emtiiitseche Studien
anzustreben, durch welche sich die Mdglichkeit bietet, hohe Patiealleatffen nach

verschiedenen Leukamie-Entitdten getrennt zu beobachten.

4.8. Fehlerquellen

Obwohl viele Ergebnisse dieser Arbeit konform mit denen friherer t&rbeind, ergeben
sich auch Fakten, welche im Unterschied zu den friheren Studien dt&tleinzuletzt
aufgrund dieser Tatsachen, muss zum Abschluss dieser Studie disghméghlerquellen

eingegangen werden.

Eine Schwierigkeit stellt sicherlich das behandelte Kollektiv . ddda das
Universitatsklinikkum Hamburg-Eppendorf das grofdte norddeutsche Zentrum fir
Stammzelltransplantation ist, finden sich hier zu einem gro3&reeil Patienten mit

einem ungunstigen Risikoprofil.
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Zudem ergibt sich das Problem der limitierten Fallzahl (75eR&mn). Um allgemein
gultige Aussagen hinsichtlich der Verlasslichkeit des gemischiemaCismus im Bezug
auf Rezidivwahrscheinlichkeit treffen zu kénnen, missen allerdings in Zukigherlich

weitere Studien durchgefihrt werden.

Als weiterer beeinflussenden Faktor muss die Materialquelle Untersuchung der
Chimarismuswerte betrachtet werden. Die hier vorliegenden Geimis-Daten basieren
Uberwiegend auf Untersuchungen peripheren Bluts, da Knochenmarkuntersuchungen in so
kurzen Intervallen nicht mdglich sind. Unter Beachtung diesesatht gilt es zu
bedenken, dass die Interpretation von verschiedenen Materialien (Knaskenensus
peripheres Blut) relevant sein kdnnte.

4.9. Aktueller Stand der Forschung und Aussicht

Sowohl unsere Ergebnisse als auch die Studien anderer Autoren wgisiam d\Nutzen
einer engmaschigen Kontrolle des h&dmatopoetischen Chiméarismiezidivdiagnostik
hin. Es bietet sich jedoch auch an, verschiedene Methoden zur ¥kdaublle zu
kombinieren und MRD- zusammen mit Chimarismus-Diagnostik zu betreDafiir
wurden in jungster Vergangenheit bei der AML beispielswaW&M1-Mutationen
hinsichtlich ihres Stellenwerts flir eine MRD-Diagnostik nach n$péantation
untersucht.(Bacher et al. 2009)

Eine weitere Aufgabe fur zukinftige Forschungsbemiihungen sollte didagdésierung
der verschiedenen Chimarismus-Techniken sein. So werden bisher in deniedgnen
Zentren beziehungsweise Laboren zum Teil sehr unterschiedliclehkér angewendet.
Es wirde sich daher anbieten, auch fur dieses Gebiet Leitlininen zu emwerf

Wie bereits angesprochen, werden in der Zukunft multizentrisalgieGt mit héheren
Fallzahlen notwendig sein, um den Sinn und Nutzen von Chimarismus-Bestgam
eindeutig beurteilen zu kénnen. Hinsichtlich dieser Problemstellung esirsicherlich
ebenso von Interesse die Etablierung des Spenderchimarismus behiedssen

verwandten hamato-onkologischen Entitaten zu vergleichen. Als Besgpiein Vergleich
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von Myelodysplastischem Syndrom (MDS) und AML genannt. Anhand dgrai$itudien
konnte insbesondere der Einfluss von verschiedenen Entitdten untersucht. vizede
Vergleich des Chimarismus unter dem Einfluss verschiedener Kamdiungsstrategien

auch bei anderen Entitaten — z.B. bei der ALL — wéare dartber hinaus interessant.

Einen weitere diagnostische Mdglichkeit bietet der liniensigenié Chimarismus. Thiede
et al. untersuchten beispielsweise zirkulierende CD34-Zellen und konnten eingleidvte
zu Ergebnissen des Gesamtchimarismus herstellen. In ihrer Stowlieen Rezidive
mittels des CD34-spezifischen Linienchimarismus mit hoher Satiit und
Verlasslichkeit nachgewiesen werden. Die Autoren empfehlen didge der
Chiméarismusbestimmung daher vor allem fiir Hochrisikopatientergerein keine andere
Monitoring-Mdglichkeit zur Verfiigung steht.(Thiede et al. 2002) Essnjedoch darauf
hingewiesen werden, dass auch der linienspezifische Chimarismus nbthusreichend
etabliert ist und weiterer Forschungsbemiuhungen bedarf, diese Mathexdengs fur die
Zukunft eine aussichtsreiche Moglichkeit darstellt.

68



5. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit macht deutlich, wie schwierig eine korrekterpregation der Ergebnisse des
Chimérismus bei Patienten mit AML nach allogener Stammnae#iplantation ist.
Zunéchst stellte sich das Problem, dass ein einzelner Befund, weloka gemischten
Chimarismus darstellt,per se keine ausreichende Aussagekraft hinsichtlich eines
drohenden Rezidives besitzt. Jedoch kann durch Betrachtung der Dynaméndsshten
Chimarismus die Aussagekraft beziglich einem drohenden Rezidinwtheseerbessert
werden: bei ,decreasing donor alleles* — also einem Anstieg Aateils von
Empfangerzellen — betrug die Rezidivwahrscheinlichkeit Uber $Bérdings muss das
kurze Zeitintervall zwischen dem Abfall des Chimérismus und denifdstation des
Rezidivs beriicksichtigt werden, welches in dieser Analyse imaviedir 21 Tage betrug.
Dies macht deutlich, dass Chimarismusuntersuchungen in kurzen Intemditgert sind,

um noch rechtzeitig vor der klinischen Manifestation des Rezidivdieeention planen

zu konnen — z.B. durch die Reduktion oder gar das Absetzen der Immunsuppression ode

die Gabe von Donorlymphozyten.

Letztlich bleibt festzuhalten, dass eine Standardisierung der @&imé-Techniken, der
Interpretation sowie der Untersuchungsintervalle eine grof3e Hemdeising fur die
Transplantationsmedizin darstellen. Auch sollte der Stellenwedchiedener MRD-
Parameter in der Post-Transplantationsphase bei Patienten Miit weiter gepruft
werden. All diese Bemihungen missen eine verbesserte Indikatiamgstetid Einsatz
therapeutischer Interventionen bei drohendem Rezidiv in der Post-Ematagjainsphase

zum Ziel haben.
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