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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Verschiedene Publikationen haben gezeigt, dass eine erhéhte Anzahl von
physiologischen B-Vorlauferzellen (CD10+CD19+/Haematogones) bei Patienten mit
bestimmten hamatologischen Neoplasien wie der akuten myeloischen Leukamie
(AML), der akuten lymphatischen Leukamie (ALL), den myelodysplastischen
Syndromen (MDS) und den Non-Hodgkin-Lymphomen nach Chemotherapie oder
nach allogener Stammzelltransplantation zum Zeitpunkt des Donor-Engraftments
prognostisch ginstig sind (Sayer et al., 2003; Chantepie et al., 2011; Honebrink et
al., 2012; Shima et al., 2013).

Diese Arbeit untersucht die prognostische Bedeutung des Anteils von
physiologischen B-Vorlauferzellen (CD+10CD19+/Haematogones) im Knochenmark
anhand der Immunphéanotypisierung an den Tagen 30 und 100 nach allogener
Stammzelltransplantation (SZT) bei Patienten mit AML oder MDS.

Im Speziellen soll geklart werden:

1. Korreliert die Anzahl der Haematogones im Knochenmark oder im peripheren
Blut an Tag 30 nach allogener SZT mit dem Gesamtiberleben und
ereignisfreien Uberleben der Patienten mit AML oder MDS?

2. Korreliert die Anzahl der Haematogones im Knochenmark oder im peripheren
Blut an Tag 100 nach allogener SZT mit dem Gesamtliberleben und
ereignisfreien Uberleben der Patienten mit AML oder MDS?

3. Gibt es Korrelationen zwischen Haematogones im Knochenmark und reifen B-

Lymphozyten im peripheren Blut?

4. Stellen die Haematogones im Knochenmark nach den Ergebnissen der
Immunphanotypisierung einen vielversprechenden Prognoseparameter im
Transplantationssetting dar, welcher die Identifikation von Risikopatienten in

der Posttransplantationsphase erleichtern kann?



2. Einleitung

2.1. Ubersicht liber die akute myeloische Leukidmie (AML) und
Myelodysplastische Syndrome (MDS)

2.1.1. Alilgemeine Charakterisierung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) wird als klonale Neoplasie der
h&matopoetischen Zellen begriffen. Die AML macht ca. 15-20% der akuten
Leukdmien im Kindesalter und 80% der akuten Leukdmien im Erwachsenenalter aus,

wobei Manner im Schnitt etwas haufiger betroffen sind als Frauen.

Die Inzidenz der AML betragt 2.5:100.000 Einwohner pro Jahr. Die Inzidenz
unterliegt jedoch altersspezifischen Unterschieden. Sie nimmt ab der Jugend nur
langsam zu und findet ab einem Alter von 45 Jahren einen steileren Anstieg. Ab
einem Alter von 45 Jahren betragt die Inzidenz 3,5:100.000 Einwohner pro Jahr, ab
70 Jahren belauft sie sich auf 15:100.000. Bei Diagnosestellung einer AML betragt
das Durchschnittsalter der Patienten 67 Jahre (Ehninger et al., 2008).

Das wesentliche Merkmal der AML besteht in der Vermehrung myeloischer Blasten
im Knochenmark, in den meisten Fallen assoziiert mit der Ausschwemmung von
Blasten ins periphere Blut. In der Uberwiegenden Zahl der Falle ist kein Ausldser
festzustellen. Allerdings sind eine vorangegangene Chemotherapie oder
Strahlentherapie  wesentliche  Risikofaktoren fir die  Entwicklung einer
therapieassoziierten AML (,t-AML"). In seltenen Fallen sind Substanzen wie Benzol
oder Lost ursachlich. Auch genetische Faktoren spielen eine Rolle. Beispielsweise
haben Kinder mit Trisomie 21 ein erhéhtes Risiko, an einer AML zu erkranken. Ein
vorbestehendes myelodysplastisches Syndrom (MDS) ist ebenfalls ein wesentlicher
Risikofaktor, da ca. 25% der betroffenen Patienten eine sekundare AML (s-AML) im

Verlauf der Krankheit entwickeln.

Das MDS ist eine heterogene erworbene klonale Stammzellerkrankung mit
qualitativen und quantitativen Veranderungen der H&matopoese, peripheren
Zytopenien, einem oftmals zellreichen Knochenmark mit Dysplasien und
gegebenenfalls erhéhtem Blastenanteil. Nach morphologischen Kriterien lassen sich
verschiedene Subtypen unterscheiden, wobei die Zahl der von Dysplasien
betroffenen  Zellreihen, der Blastenanteil, sowie die Anwesenheit von
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Ringsideroblasten relevant sind. Die Inzidenz der myelodysplastischen Syndrome
belauft sich auf 4-5:100.000 pro Jahr. Ab einem Alter Gber 70 Jahren steigt die
Inzidenz auf 20-50/100.000 Einwohner pro Jahr. Das mediane Erkrankungsalter
betragt ca. 70 Jahre.

Hauptmerkmal der MDS ist die chronisch verlaufende hamatopoetische Insuffizienz.
Die Mehrzahl der MDS-Félle tritt idiopathisch auf. In ca. 10% aller Falle ist die
Erkrankung in Assoziation zu einer vorangegangenen Chemo- bzw. Radiotherapie zu
sehen (,t-MDS").

2.1.2. Pathogenese und Pathophysiologie

Durch Mutationen vorrangig in leukdmischen Stammzellen kdénnen wichtige
Funktionen der Zellreparatur aufgehoben werden, wodurch die Sensitivitat
gegenlber genotoxischen Substanzen oder die Aktivierung proliferationsférdernder
Signalwege deutlich erhéht wird. Rekurrent finden sich bei MDS und AML
Veranderungen im RAS-Proto-Onkogenen. Weitere Beispiele sind Mutationen von
Tyrosinkinaserezeptoren (z.B. FLT3, KIT) oder Transkriptionsfaktoren. Beispiele fr
letztere sind RUNX1 (=AML1)-, CEBPA- und ATRX-Mutationen. AuBerdem geht man

davon aus, dass epigenetische Dysregulationen relevant sind.

Man nimmt an, dass oftmals mindestens zwei genetische Ereignisse in
verschiedenen Signalwegen notwendig sind, um die Transformation einer Zelle zu
einer AML-Zelle zu bewirken (Abb. 1). Beim MDS geht man von einer Mehrschritt-

Leukdmogenese aus.
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Abbildung 1: Modell der Leuk&mogenese bei AML. Es wird angenommen, dass die
mutierte Rezeptortyrosinkinase die Zellproliferation steigert und eine weitere
Mutation die Zelldifferenzierung blockiert (Ehninger et al., 2008).

Die auf diesem Weg veranderte Zelle vervielfaltigt sich nun exponentiell und hemmt
so die normale Hamatopoese im Knochenmark. Diese Verdrangung der normalen
Hamatopoese fuhrt zu einer Knochenmarksinsuffizienz. Diese aufBert sich z.B. durch
Symptome einer Anamie (Mudigkeit, verminderte Leistungsfahigkeit, Dyspnoe,
Tachykardie, Blasse), Granulozytopenie (erhéhte Anfélligkeit fir bakterielle Infekte,
v.a. der Atemwege) oder einer Thrombozytopenie mit einer erhdhten
Blutungsneigung im Sinne von Petechien, Epistaxis und Menorrhagie. Oftmals
entwickelt sich auch eine B-Symptomatik mit Midigkeit, Fieber, Gewichtsabnahme
und Nachtschwei3. AuBerdem kann man in selteneren Féllen eine
Lymphknotenschwellung oder Gingivahyperplasie infolge einer Infiltration mit
leukdmischen Blasten beobachten.

2.1.3. Prognostische Faktoren

Das Alter spielt nicht nur im Hinblick auf die Inzidenz eine entscheidende Rolle,
sondern ist auch prognostisch relevant (Appelbaum et al., 2006). So wurde eine 5-
Jahresilberlebensrate von 39% bei Patienten mit AML zwischen 15 und 24 Jahren
beschrieben, wohingegen diese bei Patienten bis zu 60 Jahren nur bei 26% lag
(Gatta et al., 2003). AML-Patienten ab einem Alter von 75 Jahren zeigten ein 5-
JahresuUberleben von nur 2% (Horner et al., 2006). Bei Patienten mit MDS wurden in

einer Arbeit 5-dahrestberlebensraten von 29% beschrieben (Visser et al., 2012).
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MDS-Patienten im Alter von 260 Jahren wiesen ein medianes Uberleben von 35

Monaten und eine 4-Jahres-Uberlebensrate von nur 41% auf (Falantes et al., 2012).

Hinzu kommt eine Vielzahl weiterer prognostisch wichtiger Faktoren: Bei der AML ist
beispielsweise eine hohe Leukozytenzahl (>100.000/uL) aufgrund gehaufter
zerebraler Blutungen (Wald et al., 1982) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung von
prognostischer Relevanz. Eine hohe LDH ist ein weiterer unginstiger Prognosefaktor
(Ferrara et al., 1996). Eine groBe Rolle spielt auBerdem der Karyotyp. Bei der AML
sind u.a. Aberrationen der Chromosomen 3 bzw. 3q, 5/5q, 7/7q oder komplexe
Veranderungen prognostisch unginstig (Ravandi et al., 2007). Auch Veranderungen
auf molekularer Ebene sind bei der AML relevant: von Nachteil sind interne
Tandemduplikationen im FLT3-Gen (FLT3-ITD) (Schnittger et al., 2005), wahrend
isolierte Nucleophosmin-Mutationen (NPM1) eher giinstig eingestuft werden (Falini et
al., 2007). Auch das Ansprechen auf die Therapie ist von prognostischer Bedeutung:
Das Erreichen einer kompletten Remission bereits nach der ersten
Induktionstherapie wurde bei AML-Patienten als prognostisch glinstig eingestuft
(Estey et al., 2000).

Bei Patienten mit MDS spielt insbesondere das Stadium eine wesentliche Rolle. Ein
hdherer Blastenanteil ist prognostisch unginstig. AuBerdem wurde gezeigt, dass
Transfusionsbedurftigkeit (Malcovati, 2009) und eine ausgepragte Thrombozytopenie
(<100.000/puL) (Schmitt-Graeff et al., 2002) einen ungunstigen Einfluss auf die
Prognose haben. Chromosomale Veranderungen sind ebenfalls prognostisch
relevant, so sind etwa Aberrationen der Chromosomen 7 oder 17p ungunstig.
Weiterhin wirken sich Mutationen im NRAS-Gen prognostisch ungtinstig aus (Padua
et al., 1998). Das Spektrum bekannter molekularer Mutationen hat sich beim MDS in
den letzten Jahren rasch erweitert. Hier sind u.a. die prognostisch unglnstigen
Mutationen im ASXL17-Gen zu nennen (Gelsi-Boyer et al., 2012). Darliber hinaus ist
fir jeden Patienten mit einer hamatologischen Neoplasie auch der Gesamtzustand
prognostisch mitentscheidend. Komorbiditdten wie etwa Kkardiologische oder
pulmonale chronische Erkrankungen sind in jedem Fall ebenfalls von Bedeutung.



2.1.4. Diagnostik

Die Diagnostik der AML sollte in einem mehrstufigen Prozess durchgefihrt werden
(Abb. 2).
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Abbildung 2: Stufendiagnostik bei Patienten mit AML (Ehninger et al., 2008). Die
erste diagnostische Stufe beruht auf dem klinischen Verdacht anhand von
Anamnese, klinischer Untersuchung und dem Blutbild. Die Diagnosesicherung erfolgt
auf Stufe 2 mithilfe einer Knochenmarkpunktion. Stufe 3 beinhaltet mdgliche
Differenzialdiagnosen sowie die Umfelddiagnostik zur Therapie.

Der wichtigste Schritt in der Priméardiagnostik ist die lichtmikroskopische
Untersuchung eines Blutausstrichs sowie des Knochenmarkaspirats (Haferlach et al.,
2007; Ehninger et al., 2008). Bei 20% der Patienten lassen sich zum Zeitpunkt der
Diagnose keine Blasten im peripheren Blut nachweisen, so dass die Diagnose der
AML erst im Knochenmark gelingt. Nach aktuellen WHO-Kriterien (Swerdlow, 2008)
muss der Blastenanteil zur Diagnose einer AML mindestens 20% betragen.
Ausnahmen stellen reziproke Translokationen wie die 1(8; 21)/RUNX1-RUNX1TT1 dar,
bei deren Nachweis der Blastenanteil unerheblich ist. Neben der Zytogenetik muss
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auch das molekulare Mutationsprofil beriicksichtigt werden. So sind beispielsweise
die FLT3-ITD (interne Tandemmutationen im FLT3-Gen) prognostisch unglnstig
(Schnittger et al., 2005). Anhand der multiparametrischen Durchflusszytometrie wird
die Linienzugehdrigkeit der AML gesichert.

Die Diagnose eines MDS ist bei fehlender Blastenvermehrung in vielen Fallen
schwierig, da Dysplasien auch andere Ursachen (etwa Medikamenten-vermittelte
Toxizitat) haben kénnen. Oftmals kann erst eine Verlaufsbeobachtung die Diagnose
eines MDS bestatigen. Fir die Diagnosestellung des MDS ist ferner die
zytogenetische Untersuchung des Knochenmarks wichtig, da der Nachweis einer
MDS-typischen Veranderung im Knochenmark als beweisend fir die Diagnose qilt.

2.1.5. Therapeutische Strategien

Bei Patienten mit einer AML wird zunachst eine intensive Chemotherapie verabreicht.
Das Ziel ist eine komplette Remission (CR), d.h. eine Normalisierung von Blutbild
und Knochenmark. Eine komplette Remission bedeutet weniger als 5% Blasten im
Knochenmark. Bei einem Blastenanteil zwischen 6% und 24% spricht man von einer
partiellen Remission, betragt der Blastenanteil nach der Therapie Uber 25% im
Knochenmark, handelt es sich um Therapierefraktaritat (Cheson et al., 2003). Im
peripheren Blut sollten nach Erreichen einer CR keine Blasten mehr zu finden sein.

Die Chemotherapie bei Patienten mit AML gliedert sich in zwei Phasen. Sie beginnt
mit der Induktionstherapie, im Anschluss darauf folgt die Konsolidierungstherapie.
Bei der Induktionstherapie soll die Zahl maligner Zellen um mindestens drei
Zehnerpotenzen vermindert werden. Das Ziel der Induktionstherapie ist die komplette
Remission, wahrend das Ziel der Konsolidierungstherapie die Erhaltung der
Remission ist. Ein Beispiel fir die Induktionstherapie ist das sogenannte ,7+3-
Schema“. Dieses beinhaltet eine dreitidgige Gabe eines Anthrazyklins (Tag 3-5),
meist Daunorubicin, sowie der Verabreichung von Cytarabin (ARA-C) Uber sieben
Tage (Mayer et al., 1994). Bei der Konsolidierungstherapie hat sich hingegen kein
Vorteil einer Kombination aus ARA-C mit einem Anthrazyklin im Vergleich zur
Monotherapie mit ARA-C erwiesen (Moore et al., 2005).
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Eine weitere Option stellt die allogene Transplantation von hamatopoetischen
Stammzellen aus peripherem Blut (PBSC, ,peripheral blood stem cells®), dem
Knochenmark oder aus Nabelschnurblut (,cord blood®) von einem verwandten oder

unverwandten Spender dar.

Die Therapie der Patienten mit MDS hangt vom Risikoprofil des Patienten sowie vom
Allgemeinzustand und Alter ab. Somit kann die Therapie zwischen einer rein

supportiv ausgerichteten Therapie und intensiven TherapiemaBnahmen variieren.

Neben den Madglichkeiten der supportiven Therapie stehen flir Patienten mit MDS
andere Therapiekonzepte wie hamatopoetische Wachstumsfaktoren (z.B.
Erythropoetin) zur Verflgung. In Einzelféllen kann eine immunsuppressive Therapie
mit Antithymozytenglobulin (ATG) und/oder Cyclosporin A wirksam sein. Eine
Therapie mit der immunmodulatorisch wirksamen Substanz Lenalidomid eignet sich
fir MDS-Falle mit isolierter 5g-Deletion (List et al., 2006). Seit einigen Jahren wird bei
Patienten mit MDS erfolgreich 5-Azacytidin verabreicht. Dadurch kann in zahlreichen
Fallen eine passagere Blutbildstabilisierung erreicht werden, ferner eine Reduktion

des Blastenanteils.

Patienten mit Hochrisiko-MDS haben eine deutlich unglinstigere Prognose mit einem
hohen Risiko der Transformation in eine s-AML. Bei diesen Patienten sollte die
Méglichkeit einer allogenen Stammzelltransplantation (SZT) geprtift werden.

2.2. Allogene Stammzelltransplantation bei Patienten mit AML und MDS

2.2.1. Indikation

Die allogene Stammzelltransplantation (SZT) ist fir eine Vielzahl von
h&matopoetischen Erkrankungen eine Behandlungsoption mit kurativen Potential.
Sie wird vor allem bei den unterschiedlichen Formen akuter und chronischer
Leukamien angewandt. Beispiele fiir Indikationen zur allogenen SZT sind AML und
akute lymphoblastische Leuk&mie (ALL) mit Hochrisikoprofil, MDS, Myelofibrose und
in seltenen Féllen auch Lymphome. Ferner kommt die allogene SZT bei der
schweren aplastischen Anamie (SAA) zum Einsatz. lhre Bedeutung beruht bei

malignen Erkrankungen vor allem auf dem immunologisch vermittelten Graft-versus-
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Leukamie-Effekt. Optimale Voraussetzungen eréffnen sich bei Verfligbarkeit eines
gewebekompatiblen Spender (HLA-Ubereinstimmung).

Bei der AML wird zunehmend versucht, die Indikation zur SZT mit dem individuellen
Rezidivrisiko der Patienten abzustimmen. Hierbei spielen das zytogenetische und
molekulare  Mutationsprofil, ein bereits manifestes oder auf Basis der
Verlaufsdiagnostik drohendes Rezidiv, das Ansprechen auf die Induktionstherapie,
weitere Faktoren wie Alter und Komorbiditat sowie die Verfligbarkeit eines HLA-
kompatiblen Spenders eine Rolle. Aufgrund der ungiinstigen Prognose etwa bei
Aberrationen am Chromosom 7 oder bei komplexen zytogenetischen Veranderungen
besteht eine Indikation zur allogenen SZT bereits in der ersten Remission. Hingegen
werden Patienten, die reziproke Rearrangements wie die 1(15;17)/PML-RARA,
t(8;21) RUNX1-RUNX1T1 oder eine Inversion inv(16)/CBFB-MYH11 aufweisen, als
prognostisch glnstig eingestuft. Bei diesen bevorzugt man eine konventionelle
Chemotherapie in erster Remission. Patienten mit AML mit einem normalen Karyotyp
oder einer isolierten Trisomie 8 haben eine intermediare Prognose. In dieser

Subgruppe ist die Therapieentscheidung am schwierigsten.

Kommt es zu einem Rezidiv, nachdem die AML primar auf die Induktions- und
Konsolidierungstherapie angesprochen hat, ist eine allogene SZT indiziert. Diese
ermoéglicht dann immer noch eine Heilungschance von etwa 40% (Schmid et al.,
2006).

Die allogene SZT stellt die Therapie mit dem gréBten antileukdmischen Potential dar,
birgt allerdings auch ein héheres Risiko einer therapieassoziierten Morbiditat oder
Mortalitat (TRM) im Vergleich zur konventionellen Therapie. MDS-Patienten mit
einem Hochrisikoprofil kénnen von einer allogenen SZT profitieren. Diese Therapie
stellt die einzige kurative Option flr Patienten mit einem MDS dar. Im Einzelfall
kébnnen auch Patienten mit einem niedrigeren Risiko einer Transformation des MDS
in eine s-AML Kandidaten fir eine allogene SZT sein, z.B. jingere Patienten.

2.2.2. Stammzellquellen und Konditionierung

Hamatopoetische Stammzellen, welche das Antigen CD34 exprimieren, haben das

Potential, sich selbst zu regenerieren. Sie kénnen ins periphere Blut mobilisiert
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werden, was die Voraussetzung flir die Gewinnung der ,PBSC* fir eine allogene SZT
darstellt. Dies erfordert allerdings eine Stimulation durch Wachstumsfaktoren
(,GCSF*, Granulocyte colony stimulating factor®). Alternativen sind die Gewinnung
der Stammzellen aus dem Knochenmark oder Nabelschnurblut (,cord blood®). Vor
einer allogenen SZT missen sich die Patienten einer Konditionierungstherapie
unterziehen. Darunter versteht man eine intensive Chemotherapie ggf. auch in
Kombination mit einer Ganzkérperbestrahlung. Das Ziel ist eine Suppression des
Immunsystems sowie eine weitere Reduktion der Leukamiezellen (Kréger & Zander,
2008).

Man unterscheidet zwischen einer Standardkonditionierung und einer
dosisreduzierten Konditionierung (,reduced-intensity conditioning”, RIC). Die
Standardkonditionierung hat eine Myeloablation als Zielsetzung. Beispiele fiir eine
myeloablative Konditionierung sind Busulfan (14-16mg/kg KG) in Kombination mit
Cyclophosphamid (120-200 mg/kg KG) oder eine Ganzkérperbestrahlung (,total body
irradiation“, TBI, 8-12 Gy) mit Cyclophosphamid (120-200 mg/kg KG) (Kréger &
Zander, 2008).

Bei héherem Alter oder relevanter Komorbiditat stellen derartig intensive Protokolle
allerdings ein zu hohes Risiko fur die Patienten dar. Daher wurden dosisreduzierte
Konditionierungsregime (,reduced intensity conditioning“, RIC) eingefuhrt. Diese
basieren starker auf dem Graft-versus-Leukamie-Immuneffekt bei deutlich niedrigerer
Toxizitdt. Ein Beispiel hierflr ist das FLAMSA-Regime (Fludarabin, Amsacrin,
Cytarabin) in Verbindung mit Busulfan in nicht-myeloablativer Dosierung (Schmid et
al., 2005). Weitere Beispiele flr dosisreduzierte Konditionierungen bei der AML sind
eine Ganzkérperbestrahlung (TBI) mit 2Gy oder die Kombination aus Busulfan (8
mg/kg KG) und Fludarabin (180 mg/m2 KOF) (Kréger & Zander, 2008).

Die dosisreduzierte Konditionierung ist ein groBer Vorteil, da sie auch alteren
Patienten oder Patienten, die fir eine Standardkonditionierung nicht in Frage
kommen, eine allogene SZT ermdglicht. Allerdings ist das Rezidivrisiko bei diesen
Protokollen héher (Massenkeil et al., 2005).
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2.2.3. Komplikationen nach Transplantation

Die allogene SZT bleibt trotz der signifikant verbesserten Uberlebensdauer bei
akuten Leukadmien mit einer relevanten therapieassoziierten Mortalitat behaftet
(Frassoni et al., 1996). Haufige Komplikationen sind Infektionen, Organschaden oder
eine ,Graft versus Host Disease” (GvHD). Nach vorangegangener Konditionierung
und allogener SZT kommt es nach etwa zwei Wochen zum sogenannten
.engraftment®, welches durch eine Neutrophilenzahl =2500/uL im peripheren Blut
definiert ist (Kréger & Zander, 2011). Im klinischen Alltag wird das Engraftment
oftmals durch eine Gesamtleukozytenzahl von =1.000/uL im peripheren Blut definiert.
Ein primares oder sekundares Transplantatversagen (,graft failure®) sind seltene
Komplikationen.

Bei der GvHD bzw. ,Spender-gegen-Wirt-Krankheit® richten sich die
Spenderlymphozyten gegen Organstrukturen des Empfangers. Diese Reaktion ist
eine der haufigsten Komplikationen nach allogener SZT. Man unterscheidet die akute
und chronische GvHD. Die akute GvHD manifestiert sich in der Regel bis zum Tag
100 nach allogener SZT. Meist sind hierbei die Haut, die Leber oder der
Gastrointestinaltrakt betroffen. Die Einteilung der akuten GvHD richtet sich nach
Ausmal und Anzahl der betroffenen Organe.

Bei der cGvHD finden sich oft Hautverdnderungen, ferner Trockenheit der
Mundschleimhédute und Bindeh&ute. Darliber hinaus sind Manifestationen auch an

anderen Organen wie Lunge, Muskeln, oder dem Gastrointestinaltrakt méglich.

Zur Prophylaxe und Therapie der GvHD werden Immunsuppressiva eingesetzt.
Beispielhaft fur die GvHD-Prophylaxe ist Cyclosporin A oftmals in Kombination mit
Methotrexat zu nennen. Die Therapie erfolgt meist primar mit Steroiden.

2.2.4. Aufbau der Klinik flir Stammzelltransplantation im Universitatsklinikum
Hamburg Eppendorf

Das Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf ist eines der gréBten Zentren flr

Stammzelltransplantation in Europa. Es wurde von Prof. Dr. med. Dr. h.c. Axel Rolf

Zander begrindet und von Prof. Dr. med. Nicolaus Kréger weitergefihrt. Seit 1990

werden Uberwiegend allogene, seltener auch autologe Stammzelltransplantationen
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durchgefihrt. Die Klinik behandelt sowohl p&adiatrische als auch erwachsene
Patienten. Derzeit betragt die Zahl der allogen stammzelltransplantierten Patienten
Uber 180 pro Jahr. Seit 1990 wurden tber 2.000 Patienten allogen transplantiert.

Die Klinik besteht aus einer Akut- und einer Nachsorgestation. In der KMT-Ambulanz
werden die Patienten zur SZT vorbereitet, anschlieBend wird hier die Nachsorge
nach SZT durchgefiihrt. Insbesondere in den ersten Monaten nach SZT ist diese
sehr intensiv. Ein multidisziplindres Team aus Hamatologen, Kinderonkologen,
Pflegefachkraften, Angehérigen psychosozialer Berufe und Pharmazeuten betreut
die Patienten.

Eine intensive Forschungstatigkeit rundet das Profil der Klinik fOr
Stammzelltransplantation ab, etwa in der Weiterentwicklung der allogenen SZT fur

Patienten mit Myelofibrose oder Multiplem Myelom.

2.3. Haematogones — Allgemeine Grundlagen und Definition

Haematogones (HGs) sind physiologische Vorlauferzellen der B-Lymphozyten, die im
gesunden Knochenmark des Menschen vorkommen (Muehleck et al., 1983).
Physiologisch ist die Zahl der Haematogones im Knochenmark bei Kindern héher
und nimmt im Alter kontinuierlich ab (Lucio et al., 1999). Des Weiteren konnte man
feststellen, dass die Zahl der Haematogones bei Patienten nach
Stammzelltransplantation, bei Lymphomen oder bei Patienten nach einer
Chemotherapie ebenfalls erhéht ist (McKenna et al., 2001). Haematogones kdnnen
aufgrund ihrer Morphologie und immunph&notypischen  Ahnlichkeit — mit
neoplastischen Lymphozyten verwechselt werden.

Morphologisch zeigen sie ein kondensiertes und homogenes Chromatin mit wenig bis
gar keinem Zytoplasma. Wenn Zytoplasma vorhanden ist, ist dieses sehr basophil,
frei von Vakuolen, Granulationen oder Einschnirungen. Der Durchmesser variiert
zwischen 10 und 20 um. Aufgrund ihrer Vielfaltigkeit in GréBe und Erscheinung sind

sie teilweise nicht von Lymphoblasten zu unterscheiden.
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Abbildung 3: (a) Knochenmark mit normalen Megakaryozyten (400x-fache
VergréBerung) (b) Kleinere und groBe Haematogones (1.000x-fache VergréBerung)
(Agarwal et al., 2010).

Immunphanotypisch charakteristisch flr die Haematogones ist die Expression von
CD38, CD10, D19, sowie eine schwache Expression von CD45. Der Fc-Rezeptor,
Oberflachenimmunglobuline und CD20 sind negativ.

2.4. Zielsetzung der Arbeit

Die Prognose von Patienten mit myeloischen Erkrankungen ist nach einer allogenen
SZT durch eine Rezidiv-Rate von 20-50% bei AML- und von 30-50% bei MDS-
Patienten limitiert (Kréger et al., 2010). Es wird daher nach Parametern gesucht,
welche im Posttransplantationsverlauf zur ldentifikation von Risikopatienten beitragen
kénnen. Eine erhdhte Zahl von Blasten im Knochenmark ist nicht nur vor, sondern
auch nach einer allogenen SZT mit einer erhdhten Rezidivwahrscheinlichkeit
assoziiert (Sayer et al., 2003). Ein positiver prognostischer Einfluss wurde dem
vermehrten Nachweis von physiologischen B-Vorlauferzellen im Knochenmark bei
Patienten mit einer AML in der Remission nach konventioneller Chemotherapie
zugeschrieben (Chantepie et al.,, 2011). Bei Patienten, welche eine
Nabelschnurbluttransplantation erhalten hatten, wurde eine erhdéhte Zahl von
Haematogones im Knochenmark mit einer niedrigeren Rate von GvHD, einer
niedrigeren TRM und einem verbesserten Uberleben in Verbindung gebracht
(Honebrink et al., 2012). Bei Patienten mit MDS, ALL, AML und Non-Hodgkin-
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Lymphomen war ebenfalls ein erhdhter Anteil von Haematogones zum Zeitpunkt des
Engraftments nach allogener SZT prognostisch glinstig (Shima et al., 2013).

Diese Arbeit untersucht die prognostische Bedeutung von physiologischen B-
Vorlauferzellen (CD+10CD19+/Haematogones) nach allogener SZT bei Patienten mit
AML oder MDS. Zu diesem Zweck fUhrten wir im Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf eine retrospektive Analyse an 76 erwachsenen Patienten mit AML oder
MDS durch, welche in den Jahren von 2008 bis 2011 von Fremd- oder
Familienspendern allogen transplantiert wurden. Der Anteil der Haematogones im
Knochenmark  wurde anhand der Immunphanotypisierung bzw. der
multiparametrischen  Durchflusszytometrie analysiert. Wir untersuchten die
Zeitpunkte Tag 30 und Tag 100 nach Transplantation.
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3. Methoden und Material
3.1. Studienaufbau und Patienten

3.1.1. Patienten

Die Basis der Analyse bildeten 76 erwachsene Patienten mit AML oder MDS, welche
im Zeitraum 2008-2011 eine allogene Stammzelltransplantation erhielten. Von den
76 Patienten waren 41 (54%) Méanner und 35 Frauen (46%). Das mediane Alter
betrug 54 Jahre (Verteilung: 18-71 Jahre). 62 Patienten hatten eine AML (de novo
AML: n=51; s-AML nach MDS/therapieassoziierte AML: n=11) und 13 Patienten ein
MDS (RARS: n=1, RAEB-1: n=2, RAEB-2: n=10). 70 (92%) Patienten erhielten eine
erste allogene Stammzelltransplantation, 6 (8%) wurden zum zweiten Mal allogen
transplantiert. 53 Patienten (70%) wurden nach erster Krankheitsmanifestation, 21
(28%) nach dem ersten Rezidiv und ein Patient (1%) nach dem zweiten Rezidiv
transplantiert. Bei einem Patienten lagen Daten zum Krankheitsstatus nicht vor. Ein
Patient (1%) gehérte der ginstigen zytogenetischen Risikogruppe an, 50 (66%)
waren der intermediaren Risikogruppe, und 24 (32%) der unglnstigen Gruppe
zuzuordnen. Die Mehrheit der Patienten (n=51, 67%) erhielt eine reduzierte
Konditionierung, Uberwiegend basierend auf FLAMSA (Fludarabin, Amsacrin,
Cytarabin; n=41) (Schmid et al., 2005; Schmid et al., 2006), kombiniert mit Busulfan
(Kumulativsdosis 6.4-8 mg/kg KG). Die restlichen Patienten (n=25; 33%) erhielten
eine myeloablative bzw. Standardkonditionierung. Die GvHD-Prophylaxe basierte
Uberwiegend auf Cyclosporin A, bei 59 Patienten (78%) wurde sie mit Mycophenolat-
Mofetil (MMF) kombiniert, bei 13 Patienten (17%) mit Methotrexat (MTX). Drei
Patienten (4%) erhielten eine andere GvHD-Prophylaxe. In einem Fall fehlten die
Daten. Antithymozytenglobulin (ATG Fresenius, 3x20 - 3x30 mg/kg KG oder
Thymoglobulin Merieux, kumulative Dosis 6-8 mg/kg KG) wurde 58 (76%) Patienten
appliziert.

Die Charakteristika der Patienten, der Transplantationen und der Spender sind in
Tabelle 1 und 2 aufgefihrt.
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Tabelle 1: Patienten- und Transplantationscharakteristika

Patientencharakteristika

Anzahl

Ménnlich/weiblich (Verhaltnis)

41/35 (1:1,2)

Medianes Alter in Jahren (Bereich) 54 (18-71)
Medianes Intervall von Diagnose bis zur 4 (1-72)
SZT in Monaten (Bereich)

Entitat

De novo AML 52 (68%)
s-/t-AML 11 (14%)
MDS 13 (17%)
- RARS 1

- RAEB-1 2

- RAEB-2 10
Zytogenetik

Normaler Karyotyp 37 (49%)
inv(16)/CBFB-MYH11 1 (1%)
Trisomie 8 2 (3%)
20g-Deletion 1 (1%)
Chromosom 5-Veranderung 0 (0%)
Chromosom 7-Veranderung 4 (5%)
t(9;11)(p21-22;923) 2 (3%)
17p-Deletion 2 (3%)
Komplexer Karyotyp (=3 klonale 15 (20%)
Veranderungen)

Andere chromosomale Veranderungen 8 (11%)

Karyotyp nicht vorliegend

1 (1%)

Zytogenetische Risikogruppe (Medical Research Council) (Grimwade et

al., 2010)

Gunstig 1 (1%)
Intermediar 50 (66%)
Ungulnstig 24 (32%)
Karyotyp nicht vorliegend 1 (1%)
Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der SZT

Erstmanifestation 53 (70%)
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1. Rezidiv 21 (28%)
2. Rezidiv 1 (1%)

Unbekannt 1 (1%)

Remissionsstatus zum Zeitpunkt der SZT

Komplette Remission 36 (47%)
“Active disease” 30 (39%)
Keine Therapie vor SZT 9 (12%)
Unbekannt 1 (1%)
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Tabelle 2: Patienten- und Spendercharakteristika

Spendercharakteristika

Mannlich/weiblich (Ratio)

60/15 (4,0)

Medianes Alter des Spenders in Jahren
(Bereich)

36 (14-58)

Unverwandt/verwandt 63/12 (84%/16%)
HLA-ident/nicht-ident 46/30 (61%/39%)
Unbekannt 1 (1%)
Spender/Patient CMV-Serostatus

IgG negativ/IgG negativ 29 (38%)
IgG positiv/IgG positiv 25 (33%)
IgG positiv/IgG negativ 11 (14%)
IgG negativ/IgG positiv 11 (14%)
Spender/Patient ABO-Blutgruppeniibereinstimmung

Ident 26 (34%)
Nicht-ident 44 (58%)
Unbekannt 4 (5%)
Stammzellquelle

Periphere Blutstammzellen (PBSZ) 74 (97%)
Knochenmark 1 (1%)
Nabelschnurblut 1 (1%)
Konditionierung

Myeloablative Konditionierung (MAC) 25 (33%)
Reduzierte Konditionierung (RIC) 51 (67%)
Ganzkdrperbestrahlung (TBI) 29 (38%)
Antithymozytenglobulin (ATG) 58 (76%)
GvHD-Prophylaxe

Cyclosporin/Methotrexat 13 (17%)
Cyclosporin/MMF 59 (78%)
Andere 3 (4%)
Unbekannt 1 (1%)
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3.1.2. Konditionierung vor allogener Stammzelltransplantation

25 (33%) Patienten erhielten eine myeloablative Konditionierung, 51 (67%) eine
reduzierte Konditionierung vor der Transplantation; in einem Fall (1%) war die
Konditionierung  nicht bekannt. 29 (38%) Patienten erhielten eine
Ganzkorperbestrahlung  (TBI).  Ferner  erhielten 58  (76%)  Patienten
Antithymozytenglobulin (ATG). Eine Ubersicht (iber die Konditionierungsschemata
vermittelt Tabelle 3. Die GvHD-Prophylaxe wurde bei 13 (17%) Patienten mit
Cyclosporin und Methotrexat, bei 59 (78%) Patienten mit Cyclosporin und
Mycophenolat-Mofetil durchgefihrt. 3 (4%) Patienten erhielten eine andere
Konditionierung. Bezliglich der Therapie wurden die Intensitdt der Konditionierung
(myeloablativ versus reduziert), die Art der Konditionierung, ATG (ja; nein) und die

GvHD-Prophylaxe erfasst.

Tabelle 3: Uberblick tber die Konditionierungsschemata (TBI: ,total body irridation®
(Ganzkoérperbestrahlung); ATG: Antithymozytenglobulin)

Konditionierungsregime Anzahl (%)
Fludarabin/Amsacrin/Busulfan/Cytarabin/ATG 17 (22)

Fludarabin/Amsacrin/Cytarabin/Busulfan 8)

4 (1
Fludarabin/Amsacrin/Cytarabin/Cyclophosphamid/TBI 6 (8)

(3)
(3)
(18)
(4
1
4)
(3)
(1)
(4)
(9)
Clofarabin/Cytarabin/Fludarabin/TBI 1(1)
Gesamt 76 (100)

Fludarabin/Amsacrin/Cyclophosphamid/Cytarabin
Fludarabin/Amsacrin/Cytarabin/TBI/ATG
TBI/Cyclophosphamid 1
TBI/Fludarabin
TBI/Cyclophosphamid/Fludarabin

Busulfan/Fludarabin

W A~ DN

—

)
)

(
(

N W

Clofarabin/Busulfan/Fludarabin

—

Thiotepa-basierend

Treosulfan/Fludarabin

N W

Busulfan/Cytarabin
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Hinsichtlich der klinischen Ergebnisse wurde der Remissionsstatus nach
Transplantation (CR, PR oder refraktar), der Zeitpunkt des Leukozyten- und
Thrombozytenengraftments (Leukozyten =1,0 x 10%L; Thrombozyten 210 x 10°%L)
und das Auftreten von akuter (Grad II-IV) und chronischer GvHD (Sullivan et al.,
1999) erfasst.

3.1.3. Studiendesign

Diese Arbeit wurde im Sinne einer retrospektiven Analyse durchgeflihrt; sie umfasste
den Transplantationszeitraum 2008 — 2011. Ausschlaggebend fir die Aufnahme in
die Analyse war neben der Diagnose AML oder MDS das Vorhandensein einer
durchflusszytometrischen Analyse des Knochenmarks mit Erfassung der
Haematogones an Tag 30 und/oder Tag 100 nach Transplantation. Fir die Studie
wurden zunédchst die Auswertungen der Durchflusszytometrie analysiert. Zusatzlich
wurden  Arztbriefe,  Verlaufsbégen des  stationdren  Aufenthalts, die
Transplantationsdokumentation, die Akten der Ambulanz sowie die Befunde der
Knochenmarkszytologie ausgewertet (AH, UB).

Die klinischen Daten sowie die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen
wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit in einer Excel-Tabelle erfasst (Microsoft
Excel 2007, Microsoft Corp., Redmond, WA). Die Tabelle umfasste die
Auswertungen der Durchflusszytometrie aus dem Knochenmark an Tag 30 und 100
nach Transplantation. Die Haematogones wurden im Knochenmark anhand der
Koexpression von CD19 und CD10 erfasst, waren auBerdem negativ flr
Oberflachenleichtketten und negativ fir CD20. Des Weiteren wurden basierend auf
den Immunstaten (des peripheren Bluts) CD3+CD4+ und CD3+CD8+ T-Zellen
erfasst, auch reife B-Zellen (CD19+CD20+). Diese Populationen wurden in Prozent
bezogen auf die Gesamtzellzahl angegeben.

Neben demographischen Daten wurden die folgenden klinischen Daten erfasst:
Datum der Erstdiagnose, Datum der Transplantation, Ereignis (ja/nein), Datum des
Rezidivs, Tod (ja/nein) und Todesursache. Weitere Parameter waren der FAB-
Subtyp, der Karyotyp, die zytogenetische Risikogruppe (Grimwade et al., 2011), das
Stadium (Erstmanifestation versus Rezidiv), der Remissionsstatus (komplett, partiell,
keine Remission; Cheson et al., 2003) zum Zeitpunkt der Transplantation, sowie
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Daten des Spenders (mannlich/weiblich, Alter, HLA-Ubereinstimmung, Blutgruppe,
ABO-Blutgruppenkompatibilitat, Cytomegalievirus (CMV)-Serostatus bzw. CMV-

Ubereinstimmung).

3.2. Durchflusszytometrie

Die multiparametrische Durchflusszytometrie erfolgte nach Lyse der Erythrozyten aus
dem Knochenmarkaspirat. Bevor die Zellen mit Antikdrpern geféarbt wurden, wurden
die Kochenmarkproben mit Erythrozytenlysepuffer (155 mM Ammoniumchlorid, 10
mM Kaliumhydrogencarbonat und 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure) Uber 10
Minuten bei leichter Bewegung bei Raumtemperatur behandelt. Nachdem die Zellen
gewaschen worden waren, wurden die Zellen mit ca. 1,0 x 10° Zellen pro 100 pL in
»1erasaki Park Medium“ (Gibco, Darmstadt, Deutschland) resuspendiert. Die Zellen
wurden mit Antikdrpern inkubiert: u.a. CD19-PC5, CD10-FITC, HLA-DR-PE, CD20-
ECD und CD45-PC7. In einem separierten Medium wurden die Zellen mit CD19-PC5
und CD34-PC7 angefarbt (Beckman Coulter, Krefeld, BRD). Wir verwendeten FC500
und Navios-Zytometer (Beckman Coulter, Krefeld, BRD).

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden die unterschiedlichen Zellpopulationen
nach den bereits vorliegenden Messprotokollen retrospektiv reevaluiert und
quantifiziert, d.h. es erfolgte eine erneute Auswertung anhand der Kaluza- und CXP-
Software (AH, UB).

Die folgenden Abbildungen 4a/b und 5a/b zeigen die durchflusszytometrische
Analyse von Haematogones anhand von zwei Beispielpatienten an den Tagen 30
und Tag 100 nach SZT.
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Abbildung 4: Beispielpatient A an Tag 30 (a) und Tag 100 (b) nach SZT. Die
Haematogones werden im Knochenmark in der multiparametrischen
Durchflusszytometrie durch die CD10+CD19+ doppelt positive Zellpopulation
definiert. An Tag 100 (b) ist der Anteil an Haematogones deutlich héher als an Tag
30 (a).
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Abbildung 5: Beispielpatient B an Tag 30 (a) und Tag 100 (b) nach SZT. Auch hier
ist ein Anstieg der Haematogones zwischen den beiden Zeitpunkten festzustellen.
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Weiterhin wurden im peripheren Blut folgende Lymphozytensubpopulationen an Tag
30 und Tag 100 nach SZT erfasst: reife B-Zellen (CD19+CD20+) (Abb. 6) sowie T-
Helferzellen (CD3+CD4+) und zytotoxische T-Zellen (CD3+CD8+) (Abb. 7).
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Abbildung 6: Durchflusszytometrische Erfassung reifer B-Zellen (CD19+CD20+)
von Beispielpatient A an Tag 30 (a) und Tag 100 (b) nach SZT. Es findet sich ein
Anstieg zwischen beiden Zeitpunkten.

TU""";;——-—-—- —_—
S R G2 | ez
j 125% | 0.1% | 0.2%
1 {
- [ 1
Ei-":t"' ‘-i : l - e
29 %3 lca | i o
O 183.0% | 4.4% =_ ; 1 8.6% ~.
1004 = B I : ;
3 | 3 ;
: a3 e RERRS
e oS R AR . B R S
BT T UM T TR
CD8-FITC CDR-FITO

Abbildung 7: Durchflusszytometrische Erfassung und der T-Zellen (CD4+ sowie

CD8+) von Beispielpatient A an Tag 30 (a) und Tag 100 (b) nach SZT.
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3.3. Statistik

Das Gesamtiiberleben (,Overall survival*, OS) und ereignisfreie Uberleben (,event-
free survival, EFS) wurde vom Zeitpunkt der Transplantation an berechnet und
geman der Kaplan-Meier-Methode geschéatzt. Der Einfluss verschiedener Parameter
auf das Uberleben wurde mithilfe der Cox-Regressions-Analyse ausgewertet und
miteinander verglichen. In die univariate Analyse wurden folgende Faktoren
einbezogen: Geschlecht des Patienten, Intervall von der Erstdiagnose bis zur
Transplantation, die Entitat bzw. Genese der Erkrankung (de novo AML vs. s-AML
vs. MDS), Zahl der Rezidive, zytogenetische Risikogruppe, vorangegangene
Therapie, Remissionsstatus vor Transplantation, CMV-Serostatus des Patienten,
Konditionierung, Spender- und Empfangercharakteristika (verwandte vs.
unverwandte  Transplantation; periphere  Blutstammzellen vs. KM vs.
Nabelschnurblut, HLA-Identitat vs. -Mismatch) und das Auftreten einer akuten oder
chronischen GvHD. Faktoren, die in der univariaten Analyse eine signifikante
Bedeutung aufwiesen, wurden dann noch multivariat analysiert. Signifikanz wurde

bei einem P-Wert <0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische Ergebnisse

Der mediane Beobachtungszeitraum nach Transplantation betrug 13 Monate. Ein
erfolgreiches Leukozytenengraftment (21,0 x 10%L) wurde bei 64 Patienten (84%)
dokumentiert. Das Leukozytenengraftment wurde im Median am Tag 15 erreicht
(Bereich, 7-32 Tage). Eine aGvHD Grad II-IV wurde bei 17 Patienten (22%)
dokumentiert.

Im Analysezeitraum entwickelten 19 von 76 Patienten (25%) ein Rezidiv nach
Transplantation (Median: 23 Wochen nach SZT; im Bereich zwischen 7 bis 40
Wochen).

22 Patienten (29%) starben. Bei 16 von den 22 Patienten (73%) war die
Todesursache ein Rezidiv. Bei 6 Patienten (27%) war die Todesursache
transplantations-assoziiert. Ein Patient (1%) starb aufgrund einer schweren GvHD,
vier Patienten (5%) starben nach einer schweren Infektion bzw. Sepsis, in einem Fall

(1%) wurde eine andere Todesursache dokumentiert.

Abbildung 8 zeigt das Uberleben der gesamten Kohorte nach der Kaplan-Meier-
Analyse.
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30



4.2. Quantifizierung der Haematogones und Lymphozytensubpopulationen
4.2.1. Quantifizierung der Haematogones im Knochenmark

Die durchflusszytometrische Analyse der Haematogones im Knochenmark war bei 41
Patienten (54%) an Tag 30 und bei 59 Patienten (78%) an Tag 100 nach SZT
verflgbar. Der mediane Anteil der CD10+CD19+ Haematogones betrug am Tag 30
0,1% aller Zellen (Streubereich 0,0-2,4%). Am Tag 100 zeigte sich ein héheres
medianes Level der Haematogones mit 1,6% (Streubereich 0,0-12,4%). Der
Durchschnittswert der CD10+CD19+ Haematogones betrug am Tag 30 0,3%
(Standardabweichung +0,5%) und am Tag 100 2,1% der Zellen (£2,2%) (sh. Tabelle
4).

Tabelle 4: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der CD10+CD19+
positiven Haematogones im Knochenmark (KM) und der CD19+CD20+ positiven
reifen B-Zellen im peripheren Blut (PB) an den Tagen 30 und 100 nach SZT (SD:
"standard deviation"; Standardabweichung).

Parameter Tag 30 Tag 100
Median Durchschnitt Median Durchschnitt
(Streubereich) (£SD) (Streubereich) (£SD)
KM CD10+CD19+ 0,1 (0-2,4) 0,3 (£0,5) 1,6 (0-12,4) 2,1 (£2,2)
(%)
PB CD19+CD20+ 0,1 (0-4,0) 0,3 (x0,6) 0,6 (0-5,2) 0,9 (x0,9)
(%)

4.2.2. Quantifizierung der Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut

Die durchflusszytometrische Analyse der Lymphozytensubpopulationen (CD3+CD4+;
CD3+CD8+) im peripheren Blut war bei 41 Patienten (54%) an Tag 30 und bei 59
Patienten (78%) an Tag 100 nach SZT verfigbar. Der mediane Anteil der
CD3+CD4+ Lymphozyten betrug am Tag 30 0,3% aller Zellen (Streubereich 0-
14,5%). Der mediane Anteil der CD3+CD8+ Lymphozyten betrug am Tag 30 0,3%
aller Zellen (Streubereich 0-10,1%). Am Tag 100 zeigte sich ein héheres medianes
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Level der CD3+CD4+ Lymphozyten mit 1,0% (Streubereich 0,2-20,3%). Am Tag 100
zeigte sich ebenfalls ein hdheres medianes Level der CD3+CD8+ Lymphozyten mit
1,7% (Streubereich 0,1-10,7%). Der Durchschnittswert der CD3+CD4+ Lymphozyten
betrug am Tag 30 1,1% (Standardabweichung #2,8%) und am Tag 100 1,6% der
Zellen (£2,7%). Der Durchschnittswert der CD3+CD8+ Lymphozyten betrug am Tag
30 1,1% (Standardabweichung £2,2%) und am Tag 100 2,5% der Zellen (£x2,5%) (sh.
Tabelle 5).

Tabelle 5: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der CD3+CD4+ und
CD3+CD8+ positiven Zellen aus peripherem Blut (PB) an den Tagen 30 und 100
nach SZT.

Parameter Tag 30 Tag 100
Median Durchschnitt Median Durchschnitt
(Streubereich) (£SD) (Streubereich) (£SD)
PB CD3+CD4+ (%) 0,3 (0-14,5) 1,1 (£2,8) 1,0 (0,2-20,3) 1,6 (£2,7)
PB CD3+CD8+ (%) 0,3 (0-10,1) 1,1 (£2,2) 1,7 (0,1-10,7) 2,5 (£2,5)

4.3. Untersuchung des prognostischen Einflusses der Haematogones

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern man mithilfe der Quantifizierung der
Haematogones im Knochenmark an den Tagen 30 und 100 nach allogener SZT eine
prognostische Aussage zum Uberleben der Patienten treffen kann. Wir verglichen
das Gesamtilberleben (OS, ,overall survival“) und ereignisfreie Uberleben (,event-
free surival”, EFS) der Patienten in Abhangigkeit von bestimmten Schwellwerten der
Haematogones im Knochenmark. Der Vergleich der Uberlebensprofile der Patienten
mit Haematogones ober- und unterhalb des medianen Levels (sh. oben) ergab keine
signifikanten Unterschiede (Daten nicht gezeigt). Wir verwendeten dann die
Durchschnittswerte (,mean haematogones level“ am Tag 30 0,3%; am Tag 100 2,1%
aller Zellen). Hierbei ergaben sich dann signifikante Unterschiede im Uberleben der
Patienten bezogen auf den Durchschnittswert an Tag 100. FlUr den Tag 30 ergaben
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sich hingegen keine signifikanten Unterschiede im Uberleben unabhangig von der
Wahl der Grenzwerte (auch bei Testung weiterer Grenzwerte, Daten nicht gezeigt).

4.3.1. Tag 30 nach SZT

Das Haematogones-Level an Tag 30 nach SZT zeigte keine signifikanten
Auswirkungen auf das Uberleben:

Das geschatzte Ein-Jahresiberleben ("estimated 1-year OS" £SE) flr niedrigere
Haematogones (<0,3% aller Zellen, dem Durchschnittswert entsprechend) an Tag 30
betrug 63+10% gegenitber 71+17% fur Patienten mit einem héheren Haematogones-
Level (Ober dem Durchschnittswert). Das Relative Risiko (RR) betrug flr das
geschatzte Ein-Jahreslberleben an Tag 30 nach SZT 0,73 (95%iges
Konfidenzintervall (95%Cl) 0,159-3,349; P=0,685). Das durchschnittliche

Gesamtiberleben ("mean OSZSE) betrug 61+6 Wochen fiir Patienten mit
Haematogones <0,3% an Tag 30 gegentber 74+13 Wochen fir Patienten mit
Haematogones 20,3% aller Zellen.

Das geschétzte Ein-Jahres-ereignisfreie-Uberleben (1-year-EFS) betrug 65+10% fiir
Patienten mit Haematogones <0,3% an Tag 30 gegenuber 75+15% flr Patienten mit
Haematogones =0,3%. Das Relative Risiko (RR) betrug fir das geschatzte "1-year
EFS" an Tag 30 nach SZT 0,746 (95%Cl 0,162-3,424; P=0,71). Das
durchschnittliche ereignisfreie Uberleben (mean EFS+SE) betrug 61+6 Wochen fiir
Patienten mit Haematogones <0,3% an Tag 30 gegenuber 76x12 Wochen flr

Patienten mit Haematogones tber diesem Grenzwert.

4.3.2. Tag 100 nach SZT

Das Haematogones-Level an Tag 100 nach allogener SZT zeigte hingegen
signifikante Auswirkungen auf das Uberleben:

Das geschatzte Ein-Jahresiberleben ("estimated 1-year OS" +SE) flr niedrigere
Haematogones (<2,1% aller Zellen, dem Durchschnittswert entsprechend) an Tag
100 betrug 6919% gegentber 83x15% flur Patienten mit einem hdheren

Haematogones-Level (Uber dem Durchschnittswert). Das Relative Risiko (RR) betrug
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fir das geschatzte Ein-Jahreslberleben an Tag 100 nach SZT 0,124 (95%CI 0,016-
0,967; P=0,05). Das durchschnittliche Gesamtiiberleben ("mean“ OStSE) betrug
89110 Wochen flr Patienten mit Haematogones <2,1% an Tag 100 gegentiber 968

Wochen fur Patienten mit Haematogones 22,1% aller Zellevents.

Das geschatzte Ein-Jahres-ereignisfreie-Uberleben (1-year-EFS) betrug 60+10% fiir
Patienten mit Haematogones <2,1% an Tag 100 gegenlber 96+4% flr Patienten mit
Haematogones =2,1%. Das Relative Risiko (RR) betrug fir das geschatzte "1-year
EFS" an Tag 100 nach SZT 0,200 (95%CI 0,045-0,896; P=0,04). Das
durchschnittliche ereignisfreie Uberleben (mean EFS+SE) betrug 83+11 Wochen fiir
Patienten mit Haematogones <2,1% an Tag 100 gegenlber 84+12 Wochen fir
Patienten mit Haematogones tber diesem Grenzwert (95%CI 63-104 Wochen vs. 61-
108 Wochen) (Tabelle 6, Abbildung 9).
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Tabelle 6: Korrelationen des Uberlebens (Gesamtiiberleben, OS; Ereignisfreies Uberleben EFS) mit dem Haematogones-Level im
Knochenmark (KM). Es wurden Patienten mit Haematogones unter und tber dem Durchschnittswert ("mean") an den Tagen 30 und Tag
100 nach SZT verglichen (*durchschnittlicher Haematogones-Anteil im KM am Tag 30; **durchschnittlicher Haematogones-Anteil im KM
an Tag 100).

CD10+CD19+ Zellen an Tag 30 CD10+CD19+ Zellen an Tag 100
RR RR
0,3%* 20,3%* P 2,1%** | 22,1%** P
Dl ° (95%Cl) <%1% % (95%Cl)
Geschatztes 1-Jahres-
- 0,730 0,124
Uberleben 63+10 7117 ’ 6949 83+15 ’
0,159-3,349 0,016-0,967
("1-year OS") ( ) 0,69 ( ) 0,05
Durchschnittliches OS+SE 6116 74+13 89+10 9618
(95%CI) (Wochen) (50-72) | (48-100) (68-109) | (81-111)
Geschatztes 1-Jahres-
" 0,745 0,200
ignisfrei | +10% +15% ’ +10% +4% ’
e:'relgnls reles:'Uber eben 65+10% 75x15% (0.162-3,424) 60+10% 961+4% (0,045-0,896)
("1-year EFS") 0,71 0,04
Durchschnittliches EFSSE 6146 76412 83+11 84+12
(95%Cl) (Wochen) (49-72) | (52-100) (63-104) | (61-108)
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Abbildung 9: (a) Kaplan-Meier-Diagramm mit Gesamtiberleben (OS) und (b)
ereignisfreiem Uberleben (EFS) in Abhéngigkeit vom Anteil der CD10+CD19+
positiven Zellen (Haematogones) im Knochenmark. Grenzwerte waren 0,3%

Haematogones an Tag 30 bzw. 2,1% aller Zell-"events" an Tag 100. 36



4.4. Uni- und multivariate Analyse prognostischer Faktoren

In der univariaten Analyse flr das Gesamtliberleben (OS) hatten die zytogenetische
Risikogruppe und das Haematogones-Level an Tag 100 nach SZT (<2,1% aller Zell-
"events" vs. 22,1% aller "Events") einen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiberleben (Karyotyp: Hazard-Ratio (HR)=2,566, P=0,029; Haematogones-
Level: HR=0,124, P=0,046).

Nicht signifikant fir das Gesamtiberleben waren der Anteil der Haematogones an
Tag 30 nach SZT, das Geschlecht des Patienten, das Intervall von Diagnose bis
SZT, das Krankheitsstadium (Erstmanifestation vs. 1. bzw. 2. Rezidiv), Therapie vor
SZT, der Remissionsstatus vor SZT, der Spendertyp (verwandt vs. unverwandt), die
Stammzellguelle (Knochenmark vs. periphere Blutstammzellen), der CMV-Serostatus
des Patienten, die Intensitat der Konditionierung (myeloablativ vs. reduziert), das
Auftreten einer akuten GvHD Grad II-1V und das Auftreten einer chronischen GvHD.
Auch in der univariaten Analyse fir das ereignisfreie Uberleben (EFS) hatten die
zytogenetische Risikogruppe und der Anteil der Haematogones an Tag 100 nach
SZT einen signifikanten Einfluss (Karyotyp: Hazard-Ratio (HR)=2,904, P=0,008;
Haematogones-Level: HR=0,200, P=0,035). Alle weiteren untersuchten Parameter
(s.0.) waren nicht signifikant fir das EFS.

Die Faktoren, die in der univariaten Analyse eine Signifikanz zeigten (zytogenetische
Risikogruppe und Haematogones-Level an Tag 100 nach SZT), wurden dann
multivariat analysiert. In der multivariaten Analyse fir das Gesamtiberleben (OS)
zeigten beide Faktoren keine Signifikanz. In der multivariaten Analyse flr das
ereignisfreie Uberleben hatte die zytogenetische Risikogruppe einen signifikanten
Einfluss auf das Gesamtiberleben (HR=3,726 (95%Cl:1,275-10,888); P=0,0016).
Das Haematogones-Level war in der multivariaten Analyse nicht signifikant.

Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse der univariaten Analyse, Tabelle 8 die der

multivariaten Analyse.
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Tabelle 7: Ergebnisse der univariaten Cox-Regressions-Analyse in Bezug auf das

Gesamtiiberleben (OS) und ereignisfreie Uberleben (EFS)

Parameter oS EFS
HR P HR P
(95%Cl) (95%Cl)

CD10+CD19+ Haematogones Tag 30 0,730 069 0,745 0.71
< Durchschnitt vs. = Durchschnitt (0,159-3,349) ’ (0,162-3,424) ’
CD10+CD19+ Haematogones Tag 100 0,124 0.05 0,200 0.04
< Durchschnitt vs. =2 Durchschnitt (0,016-0,967) ’ (0,045-0,896) ’
Geschlecht der Patienten 1,079 0.86 1,335 0.47
mannlich vs. weiblich (0,466-2,496) ’ (0,609-2,927) ’
Intervall von Diagnose bis 1,003 0.84 0,999 0.95
Transplantation (0,973-1,035) ’ (0,967-1,032) ’
de novo vs. 0,990 0.97 0,819 0.49
sekundéare AML vs. MDS (0,560-1,752) ’ (0,463-1,449) ’
gunstiger Karyotyp vs. intermediar vs. 2,566 003 2,904 0.01
ungUinstig (1,108 -5,970) ’ (1,313-6,423) ’
1. Rezidiv vs. 2. Rezidiv vs. 1,019 0.95 0,974 0.93
Erstmanifestation (0,550-1,889) ’ (0,552-1,719) ’
vorherige Therapie 1,524 2,031
nein vs. ja (0,350-6,639) 08 (0472:8734) 034
Remission vor SZT 0,975 0.92 1,053 0.83
ja vs. nein vs. keine Therapie (0,602-1,579) ’ (0,657-1,687) ’
Spender 0,628 0.46 0,825 073
verwandt vs. unverwandt (0,185-2,130) ’ (0,280-2,431) ’

0,936 1,005
PBSC vs. KM vs. Nabelschnurblut (0,210-4,165) 0,93 (0,230-4,390) 1

. : 1,426 1,368

HLA-ident vs. HLA-Mismatch (0,615-3,307) 0,41 (0,620-3,019) 0,44
CMV-Patientenserostatus (IgG 0,808 062 0,942 0.88
positiv vs. negativ) (0,346-1,883) ’ (0,423-2,098) ’
myeloablative vs. 1,299 059 1,522 0,37
reduzierte Konditionierung (0,505-3,336) ’ (0,605-3,828)

2,205 2,284
akute GvHD Grad II-IV (0,649-7,494) 0,21 (0,676-7,716) 0,18
chronische GvHD 0,367 0,37 0,442 0,19

(0,085-1,586)

(0,131-1,495)
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Tabelle 8: Ergebnisse der multivariaten Cox-Regressions-Analyse in Bezug auf das
Gesamtiiberleben (OS) und ereignisfreie Uberleben (EFS)

Parameter OS EFS
HR (95%Cl) P HR (95%Cl) P
CD10+CD19+ Haematogones Tag 100 0,184 0,12 0,286 0,11
< Durchschnitt vs. = Durchschnitt (0,022-1,519) (0,062-1,325)
gunstiger Karyotyp vs. intermediar vs. 2,570 0,13 3,726 0,02
ungiinstig (0,766-8,618) (1,275-10,888)

4.5. Korrelationen zwischen Haematogones und reifen Lymphozyten

In einer logistischen Regressionsanalyse zeigten die CD10+CD19+ Zellen aus dem
Knochenmark an Tag 100 eine positive Korrelation mit den reifen B-Lymphozyten
(CD19+CD20+) im peripheren Blut (R?=0.6751; P<0,001) (Abb. 10). Dagegen zeigten
die Haematogones aus dem Knochenmark an Tag 30 nach SZT keine signifikante
Korrelation mit den reifen B-Lymphozyten im peripheren Blut. Die T-Lymphozyten im
peripheren Blut (CD3+CD4+, CD3+CD8+) zeigten zu keinem der beiden
Untersuchungszeitpunkte eine signifikante Korrelation mit den Haematogones.

Es fand sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Haematogones-Anteil im
Knochenmark an Tag 30 und dem Leukozytenengraftment (R?=0,003).
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Abbildung 10: Korrelation reifer Lymphozyten (oberste Zeile CD19+CD20+ B-
Zellen, mittlere Zeile CD3+CD4+ T-Zellen, unterste Zeile CD3+CD8+ T-Zellen) im
peripheren Blut mit den CD10+CD19+ Haematogones im Knochenmark an Tag 30

(linke Spalte) und Tag 100 (rechte Spalte).
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5. Diskussion

Haematogones sind physiologische unreife B-Vorlauferzellen, die im Knochenmark
von gesunden Menschen gefunden werden (McKenna et al., 2001; Sevilla et al.,
2010). Hohere Haematogones-Konzentrationen wurden bei Kindern und
Jugendlichen festgestellt (Brady et al.,, 1999; Longacre et al.,, 1989).
Interessanterweise zeigten jlngste Studien, dass Patienten mit hamatologischen
Erkrankungen mit einem hdéheren Anteil an Haematogones nach Chemotherapie
oder Nabelschnurbluttransplantation eine bessere Prognose hatten (Chantepie et al.,
2011; Honebrink et al., 2012).

Methoden, um eine Risikostratifizierung fir AML- und MDS-Patienten nach einer
allogenen SZT durchzufiihren, sollten leicht verflgbar und fiir mdglichst viele
Patienten mit diesen Entitdten anwendbar sein. Etabliert sind fir die Post-
transplantationsphase u.a. Chimarismusanalysen (Lange et al., 2011; Bornhauser et
al., 2009), die Analyse der residuellen Mutationslast z.B. im Falle von NPM1-
Mutationen bei AML (Bacher et al., 2009) oder die Analyse der Expression des
Wilms-Tumorsuppressor-Gens (WTT) (Cilloni et al., 2009). Auch zytomorphologische
Aspekte koénnten fir Patienten mit AML (Christopeit et al., 2012) und MDS
(Christopeit et al., 2012) in der Posttransplantationsphase eine Rolle spielen.

In dieser Studie wurde die prognostische Bedeutung der Quantitat der CD10+CD19+
Zellen im Knochenmark nach allogener SZT mittels Durchflusszytometrie bei
Patienten mit AML- und MDS untersucht.

Diese Studie ist eine der ersten, die die prognostische Bedeutung von
Haematogones im Knochenmark in Bezug auf das Uberleben nach allogener SZT
mittels Durchflusszytometrie bei Patienten mit AML und MDS untersucht. Wir
konnten zeigen, dass eine erhdhte Zahl von CD10+CD19+ Zellen im Knochenmark
an Tag 100 nach Transplantation eine glnstige prognostische Bedeutung hat. Der
Anteil der physiologischen B-Vorlauferzellen im Knochenmark an Tag 100 nach
Transplantation beschreibt somit eine Ergédnzung der bisherigen prognostischen
Parameter flir myeloische Neoplasien. Als Grenzwert stellte sich in unserer Analyse
ein Haematogones-Anteil von 2,1% am Tag 100 der mittels Durchflusszytometrie
ermittelten Zellen dar. Patienten mit einem héheren Haematogones-Anteil an Tag
100 hatten ein signifikant verbessertes Gesamt- und ereignisfreies Uberleben.
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Allerdings zeigte der Haematogones-Anteil keinen signifikanten Einfluss in der
multivariaten Analyse, weshalb er nicht als prognostisch unabhangiger Parameter
interpretiert werden konnte.

Dieser Zusammenhang bleibt zu klaren. Am wahrscheinlichsten ist es, dass ein
héherer Haematogonen-Anteil in der Post-transplantationsphase einen Indikator fir
die Knochenmarkregeneration darstellt, welche indirekt auch die Eradikation der
leukédmischen Zellen reflektiert (Chantepie et al., 2011), und auch einen Garant fir
eine verbesserte Immunabwehr darstellen kdnnte.

Allerdings gilt es zu sehen, dass es sich hier um eine retrospektive Studie handelt,
welche an einem einzigen Zentrum durchgefiihrt wurde. Somit bleibt die Validierung
durch weitere unabhangige Studiengruppen abzuwarten. Ferner muissen die
Grenzwerte fir die Haematogones sowie die bestgeeigneten Zeitpunkte zur
Bestimmung nach Transplantation weiter geprift werden.

Es zeigte sich, dass eine erhéhte Anzahl an Haematogones (CD10+CD19+) mit einer
erhéhten Zahl von reifen B-Lymphozyten (CD10+CD2+) im peripheren Blut
korrelierte. Die reifen T-Lymphozyten (CD3+CD4+, CD3+CD8+) zeigten zu keinem
der beiden Untersuchungszeitpunkte eine signifikante Korrelation mit den
Haematogones.

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang zu einigen friheren Arbeiten:

Dem Nachweis einer hohen Zahl an Haematogones bzw. physiologischen B-
Vorlauferzellen im Knochenmark nach Therapie wurde bereits vorher eine glnstige
prognostische Bedeutung bei Patienten mit AML oder MDS zugeschrieben
(Chantepie et al., 2011). Chantepie et al. untersuchten eine Kohorte von 120
Patienten mit AML in erster kompletter Remission. Die Haematogones wurden mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. Betrugen die Haematogones Uber 0,01% der
nukledren Zellen, zeigten die Patienten ein besseres Leukamiefreies-Uberleben
(29,2 vs. 11,7 Monate; P=0,001) und auch ein besseres Gesamtlberleben (nicht
erreicht vs. 23,5 Monate; P=0,011). Die Analyse von Honebrink et al. zeigte, dass die
Anzahl der Haematogones im Knochenmark  auch nach einer
Nabelschnurbluttransplantation bei AML-Patienten ebenfalls einen prognostischen
Einfluss hat. Die Autoren untersuchten die Haematogones im Knochenmark mittels
Durchflusszytometrie bei 88 Patienten mit AML an den Tagen 21 und 100 nach einer
Nabelschnurbluttransplantation (,cord blood‘). Eine hoher Anteil an CD10+CD19+
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Zellen an Tag 21 war mit einer geringeren Rate einer akuten GvHD Grad IlI-IV
(P=0,01) assoziiert. Ein hoher Anteil an Tag 100 war mit einem verbesserten
Gesamtiberleben (P=0,02) und einer geringeren therapieassoziierten-Mortalitat
verbunden (P<0,01). Shima et al. untersuchten Haematogones im Knochenmark als
prognostischen Indikator bei 108 Patienten mit AML, MDS, ALL und Non-Hodgkin-
Lymphomen nach allogener SZT. Die Haematogones wurden mithilfe der
Durchflusszytometrie zum Zeitpunkt des Donor-Engraftments ermittelt. Patienten, bei
denen die Haematogones Uber 5% der mononuklearen Zellen im Knochenmark
lagen, wiesen ein signifikant l&ngeres Uberleben und rezidivfreies Uberleben auf,
unabhangig vom primaren Krankheitsstatus oder der Spenderquelle. AuBerdem
zeigte sich bei den Patienten mit Haematogones Uber 5% der mononuklearen Zellen
im Knochenmark eine geringere Frequenz von schwerer akuter GvHD (Shima et al.,
2013).

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Anteil der Haematogones an Tag 100
nach allogener SZT einen neuen prognostischen Parameter flr Patienten mit AML
und MDS nach Transplantation darstellt, welcher aber in weiteren Studien noch
untersucht werden sollte. Es kénnte interessant sein, diese neue KenngréBe mit
anderen bereits bewéahrten prognostischen Parametern fir die Post-
transplantationsphase zu vergleichen wie beispielsweise dem Chimarismus (Lange
et al., 2011; Bornhauser et al., 2009), der residuellen Mutationslast (Bacher et al.,
2009), oder der WT1-Genexpression (Cilloni et al., 2009). Somit kénnte die
Quantifizierung der Haematogones im Knochenmark einen Subgruppen-
Ubergreifenden und mit machbarem technischen Aufwand zu bestimmenden neuen

prognostischen Parameter fr die Posttransplantationsphase darstellen.
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6. Zusammenfassung

Die Messung der CD10+CD19+ positiven B-Vorlauferzellen, genannt Haematogones,
anhand der multiparametrischen Durchflusszytometrie an Tag 100 nach allogener
Stammzelltransplantation im Knochenmark stellt einen neuen prognostischen
Parameter fur Patienten mit AML und MDS dar. Dies sollte in unabh&ngigen Studien
weiter gepruft werden und auch fir Patienten mit anderen hamatologischen Entitaten

nach allogener Stammzelltransplantation evaluiert werden.
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