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1. Einleitung

1.1 Synopsis der Akuten lymphatischen Leukamie

Die ALL (Akute lymphatische Leukamie) gehort zu den haufigsten malignen
Erkrankungen des Kindesalters. Sie beruht auf einer klonalen Expansion einer
lymphopoetischen Vorlauferzelle im KM (Knochenmark). Intensive Forschung
hat dazu geflhrt, dass heute 70% - 80% der Kinder mit ALL in dauerhafter
Remission gehalten werden kénnen “&%6:99.113.119) “in his zu 98% der Falle 4Rt
sich durch intensive Chemotherapie eine erst Remission erzielen. Es bleibt
jedoch ein Patientenkollektiv von 20% - 30%, dass trotz intensiver Therapie ein
Rezidiv ihrer Grunderkrankung erleidet.

Die einfachste Klassifikation der ALL erfolgt durch die morphologische FAB-
Klassifikation  (French-American-British-Klassifikation) nach panoptischer
Farbung der KM—Ausstriche, in FAB-L1 bis FAB-L3. Der FAB-L3 Typ entspricht
dabei einer physiologischen Vorstufe der B-Zellen, die bereits zur Produktion
von Oberflachenimmunglobulinen fahig ist. Weitere Klassifikationen sind die
Immunphanotypische  EGIL-Klassifikation  (European Group for the
Immunological Characterization of Leukemias) durch Anfarbung mit
monoklonalen  Antikérpern  und  anschlieBender  Untersuchung im
Durchflusszytometer, die zytochemische Untersuchung und der Nachweis von
genetischen Aberrationen. Die EGIL-Klassifikation ist insbesondere fir die
Subtypbestimmung der ALL von Bedeutung, aus der sich prognostische

Parameter ergeben. Eine kleine Ubersicht soll Tabelle 1 geben.



EGIL Haufig FAB- Haufige Translokationen und

Klassifikation Oberflachenmarker Typ ihre Fusionsgene
B-Linien ALL Allg. CD 19, CD 79a, CD 22
Pro-B-ALL Keine weiteren B-Zellmarker L1,L2 1(4;11) > AF4-MLL
Common-ALL CD 10+ L1, L2 t(12;21)> TEL-AMLA
Pre-B-ALL + fir zytoplasmatisches IgM L1, L2 t( 1;19) > E2A-PBX1
Reife-B-ALL K XX, A+ L3 t( 8;14) > c-myc
T-Linien ALL Allg. CD 3+, CD 34- Allg. t(11;14)> TTG1-TTG2
t(1;14) -> TAL1/SCL-TCL5

Pro-T-ALL CD 7+ L1,L2
Pre-T-ALL CD2+, CD5+, CD8+ L1,L2
Kortikale T-ALL CD1a+ L1,L2
Reife-T-ALL CD3+, CD1a- L3

o/B+ ALL Anti-TCR o/Bpos.

A8 + ALL Anti-TCR vy/8pos.
ALL mit Nachweis |CD 33, CD 13, CD 117, T(9;22)> BCR-ABL

myeloischer Marker | CD41

Tabelle 1: Vereinfachte Darstellung der Klassifikation der ALL. Die EGIL-Klassifikation ergibt
sich aus dem Nachweis typischer Oberflachenmarker, die mit dem Differenzierungsgrad
korrelieren und fur die Subtypbestimmung von Bedeutung sind. Zusatzlich besteht ein gewisser
Zusammenhang zur rein morphologischer Beurteilung nach der FAB-Klassifikation. Zusatzlich
sind haufig nachweisbare Translokationen der einzelnen ALL Subtypen aufgefiihrt, die jedoch
nicht Subtyp spezifisch sind. ALL= Akute lymphatische Leukdmie, EGIL= European Group for
Immunological Characterization of Leukemias, FAB= French-American-Britisch Classification,
CD= Cluster of Differentiation, TCR= T-Zellrezeptor, IgM= Immunglobulin M, c-myc= cellular
myelocytomatesis LG 24 oncogene, AF4-MLL= AF4 translocated to myeloid/lymphoid or mixed
lineage leukemia drosophila trithorax homolog, TEL-AML1 = ETV6 ets variant gene 6 to acute
myeloid leukemia 1, E2A-PBX1= transcription factor 3 to pre-B-cell leukemia transcription factor
1, TTG1= rohmbotin 1, TTG2= rohmbotin 2, TAL1/SCL-TCL5 = T-cell acute lymphocytic
leukemia 1, BCR-ABL= breakpoint cluster region to v-abl Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 1.

Die primare Therapie der ALL umfal3t meist eine drei Stufen Therapie aus
Induktionsphase, Konsolidierungsphase und Erhaltungsphase von bis zu drei
Jahren. Gemall dem ALL-BFM (Berlin-Frankfurt-MUnster) Protokoll 2000 sollte
die Erhaltungstherapie Uber 24 Monate mit MTX und MP (= Methotrexat, 6-
Mercaptopurin) durchgefuhrt werden. Weiterhin sollte fur diese Zeit auch eine
Pneumocystis carinii  Prophylaxe mit z.B. Cotrimoxazol erfolgen. Die
prophylaktische ZNS-Bestrahlung mit 1,5 Gy/d (Gray pro Tag) bis zur
Kumulativdosis von 12 Gy ist nur noch bei Hochrisikopatienten oder bei T-ALL
indiziert (ALL-BFM Protokoll 2000). Die Einteilung in Risikogruppen erfolgt z.B.
durch den Nachweis von bestimmten chromosomalen Tanslokationen bzw.
ihrer Fusionsgene (z.B. BCR-ABL- Gen, MLL-AF4-Gen, MYC-Gen, E2A-PBX1),

dem Differenzierungsgrad der betroffenen Zelllinie, dem Ansprechen auf die



Prednison Monotherapie, sowie nach dem Alter, dem Geschlecht und der
anfanglichen Leukozytenzahl. Je nach Risikogruppe erfolgt ein modifizierter
Primaransatz der Therapie, die heute Uberwiegend in klinischen Spezialzentren
gemal’ dem ALL-BFM Protokoll durchgefuhrt wird.

Die genaue Pathogenese der ALL ist weitgehend ungeklart. Haufig finden sich
jedoch chromosomale Translokationen deren Fusionsgene zur
Uberexpression/Fehlexpression von Transkriptionsfaktoren fiihren ¢

Eine besondere Gruppe scheinen dabei die homeobox Gene zu sein. Sie
gehoren zur Familie der Transkriptionsfaktoren und spielen innerhalb der
Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung der hamatopoetischen
Stammzellen (SZ) eine groke Rolle ?*°)). Bei einigen konnte eine enzymatische
Aktivitat direkt nachgewiesen werden, z.B. das BCR-ABL Fusionsgen fuhrt zur
Uberexpression der Thyrosinkinase der Zellen. Die Folgen der genetischen
Aberrationen stellen z.B. die Dysregulation der Proliferation der SZ
(Stammzelle), Differenzierungsstorungen der SZ oder Fehlregulationen der
Apoptose dar. Diese onkogenetischen chromosomalen Translokationen
zusammen mit weiteren onkogenetischen Mutation wie z.B. im FLT-3 Rezeptor

oder p53 Signaltransduktionsweg tragen entscheidend zur Pathogenese der
ALL beij (48:81.94.9597,104,106)

1.2 Synopsis der Stammzelltransplantation

Die Ubertragung hamatopoetischer und immunologischer SZ (Stammzellen)
wird als SZT (Stammzelltransplantation) bezeichnet. Friher wurde der Begriff
der Knochmarkstransplantation gepragt, da traditionell die SZ aus dem
Beckenkamm oder seltener dem Sternum der Spenderperson gewonnen
wurden. Heutzutage wird eher von SZT gesprochen, da zunehmend die SZ per
Leukapherese nach vorheriger Stimulation des Spenders mit G-CSF
(Granulozyten-Colony Stimulating Factor) und gelegentlich auch durch

anschlielfende Anreicherung der CD 34+ (= SZ) Zellen gewonnen werden.



Die SZT ist mittlerweile zu einem etablierten Therapieschema fir eine Reihe
maligner und nicht-maligner Erkrankungen geworden, insbesondere bei
Leukamien und Myelodysplastischen Syndromen. Seltener erfolgt eine SZT auf
Grund solider Tumoren, Lymphomen oder kongenitalen Anamien,
Immunmangelsyndromen und Stoffwechselerkrankungen

(z.B. Thalassamie, Fanconi-Syndrom, Wiskott-Aldrich-Syndrom,
metachromatischer Leukodystrophie und schwere aplastische Anamie) ©.

Die ersten Versuche zur SZT wurden in den 50°er Jahren an Nagetieren
durchgefiihrt. Nach der Bestrahlung der Tiere erfolgte eine Ubertragung von KM
(Knochenmark) ©?. Die ersten Versuche am Menschen erfolgten in den 70’er
und 80°er Jahren durch die Arbeitsgruppe um Thomas, E.D '?”), der fiir seine
Arbeit mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. Es gibt jedoch auch einen
Fallbericht von einem Patienten mit aplastischer Anamie, der durch tagliche
Infusion von KM und Transfusionen seines Bruders behandelt wurde, der in das
Jahr 1939 zuriick datiert ®®. Ein bedeutender Schritt auf dem Gebiet der SZT
war die Entdeckung des HLA-Komplexes (Human leukocyte antigen system),
seiner Vielfaltigkeit, Vererbung und die Tatsache, dass nach Blutransfusionen
Antikorper gegen Leukozyten gebildet werden “2) Durch diese Entdeckungen
konnte in den folgenden Jahren die Komplikationsrate der SZT erheblich
reduziert werden, indem man z.B. den Spender und Empfanger auf HLA-
Kompatibilitat testet.

Vor der Durchfihrung der SZT ist es notwendig, dass hamatopoetisch-
immunologische Gewebe des Empfangers zu erradizieren, um schwere
immunologische Komplikationen zu vermeiden. Die hierzu verwendeten
Methoden sind die TBI (Total body irradiation) mit einer Gesamtdosis von 12 Gy
(Gray) kombiniert mit Chemotherapeutika, insbesondere alkylierende
Substanzen wie z.B. Cytarabin, Busulfan und Etoposid. Die gangige
Konditionierung nach dem ALL-BFM Protokoll 2000 fur Patienten >2 Jahre ist
die TBI und die zusatzliche Gabe von Etoposid. Bei jingeren Patienten wird auf
die TBI verzichtet und statt dessen die Gabe von Cyclophosphamid, Busulfan

und Etoposid empfohlen.
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Die Wiederherstellung der hamatopoetischen und immunologischen

Fahigkeiten des Empfangers erfolgt durch intravendse Infusion der SZ.

1.3 Arten der Stammzelltransplantation

1.3.1 Autologe Stammzelltransplantation

Die auto-SZT (autologe Stammzelltransplantation) erfolgt durch SZ
(Stammzelle) Entnahme des Empfangers nach Stimulation mit G-CSF
(Granulozyten-Colony Stimulating Factor) mittels Leukapherese im Stadium der
Remission, oder bei stabilen Zustand nach Pra-Therapie bei soliden Tumoren
und lymphoproliferativen Erkrankungen. Diese SZ werden kyrokonserviert,
gelegentlich auch CD34+ angereichert und dem Patienten zum entsprechenden
Zeitpunkt der Therapie reinfundiert ©°.

Die Vorteile der auto-SZT liegen in dem Ausbleiben einer mdoglichen GVHD-
Reaktion (Graft-Versus-Host-Disease) und der kaum mdoglichen AbstoRung des
Transplantates. Der Nachteil liegt in der moglichen Retransfusion von
Tumorzellen und damit des Rezidivs. Patienten nach auto-SZT fur leukamische
Erkrankungen weisen ein signifikant hoheres Rezidivrisiko auf, als nach allo-
SZT (allogener SZT) 9. Diese Tatsache liegt evt. darin, dass diese
Erkrankungen primar das Knochenmark als Ort der malignen Proliferation der
Tumorzellen aufweisen und somit hier die hochste Konzentration an
Tumorzellen zu finden ist. Die auto-SZT fur ALL Patienten wird vom ALL-BFM
Protokoll 2000 als Therapieform bei kompletter erst Remission nicht empfohlen,
haufiger ist ihre Anwendung bei Erwachsenen.

In der Erwachsenen Hamatologie und Onkologie wird die auto-SZT gerne bei
Patienten mit Multiplen Myelom, Amyloidose, Lymphomen und soliden Tumoren

eingesetzt 9.
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1.3.2 Allogene Stammzelltransplantation

Die SZT (Stammzelltransplantation) wird dann als allo-SZT bezeichnet, wenn
der Spender nicht genetisch mit dem Empfanger Ubereinstimmt, jedoch der
selben Spezies angehort. Als Spender der allo-SZT kommen vor allem
Geschwister des Empfangers in Frage (MFD-Transplantation= Matched familiy
donor, MMFD-Transplantation= Mismatched family donor), sonst muf3 die
Suche nach einem Fremdspender Uber die Knochenmarkspenderdateien
(MUD-Transplantation= Matched unrelated donor, MMUD= Mismatched
unrelated donor) erfolgen. Auf Grund der nie 100% genetischen Kompatibilitat
muf eine intensive Konditionierung erfolgen. Bei der Auswahl des Spenders ist
auf eine mdglichst hohe Ubereinstimmung der HLA (Human leukocyte antigen
system) Merkmale zu achten, insbesondere ist die Nichtubereinstimmung in
den HLA-B und D-Loci mit einer erhohten Absto3ung verbunden, auch die
Inzidenz der GVHD (Graft-Versus-Host-Disease) steigt mit abnehmender
Kompatibilitat. Es wurde jedoch auch schon von erfolgreichen SZT mit
Spender-Empfanger-Konstellationen berichtet, die in einem HLA-Merkmal nicht
{ibereinstimmen ®¢:€9).

Die Vorteile liegen in einem niedrigerem Rezidivrisiko der Grunderkrankung.
Die Nachteile liegen in der hoheren TRM (Treatment related mortality) auf
Grund intensiverer Konditionierung, erhohte Infektionsgefahr durch langere
Aplasiephasen im Gegensatz zur auto-SZT und einer schweren GVHD, die
jedoch durch Cyclosporin Gabe und/oder Cortison Gabe meist gut beherrscht
werden kann. Hohere Cyclosporin Gaben sind jedoch mit einer erhohten
Rezidivgefahr verbunden. Wichtige Faktoren, die mit dem Outcome nach allo-
SZT assoziiert sind, sind das Alter, die Dauer der CR1 Phase (Complete
Remission), das Stadium der Erkrankung, der Immunphanotyp sowie
zytogenetische Aberrationen (138:139.143)

Experimentelle Ansatze der SZT umfassen die Haplo-Transplantation
(haploidentische Familienspende), die flur Patienten mit schlechter Prognose
und keinem passenden Fremd- oder nicht vorhandenem Familienspender als

letzte Therapiemdoglichkeit in Betracht gezogen werden kann. Insbesondere hat
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die Universiatskinderklinik Tubingen auf diesem Gebiet grof’e Fortschritte

ermoglicht.

1.4 Komplikationen der Stammzelltransplantation

1.4.1 Graft-Versus-Host-Disease und Graft-Versus-Leukemia Effekt

Die GVHD (Graft-Versus-Host-Disease) entsteht durch zytotoxische
Schadigung des Empfangers durch immunkompetente Zellen des Spenders.
Die Ursache liegt in der antigenen Eigenschaft des Empfangers gegeniuber dem
Transplantat. Experimentelle Studien sprechen von einem drei Stufenprozel in
der Pathogenese der akuten GVHD. Eine grol3e Rolle spielen dabei die T-
Zellen mit ihrer Zytokinbildung, insbesondere IL-2 (Interleukin 2) ist fur die
Induktion und Proliferation von zytotoxischen T-Zellen und damit fur die
Schadigung des Organismus verantwortlich (%) Klinisch wird dabei in eine
akute GVHD und eine chronische GVHD unterschieden. Die akute GVHD
entsteht innerhalb der ersten ein bis zwei Monate nach SZT
(Stammzelltransplantation), die chronische etwa nach drei Monaten.
Manifestationen der akuten GVHD betreffen vor allem die Haut, Leber und den
Gastrointestinaltrakt, welche sich in Erythemen, Anstieg von Bilirubin und
Transaminasen und Diarrhéen aufiern. Die chronische GVHD ahnelt hingegen
eher dem klinischen Bild der Kollagenosen wie z.B. der Sklerodermie und mit

chronischen Entziindungen insbesondere der Schleimhaute €.
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Klinisches |Haut- Leberbeteiligung Gastrointestinale

Stadium manifestationsgrad Uber das Bilirubin Manifestation Uber
in mg/dL Diarrh6 in ml/d

1 Exanthem < 25% 2-3 500-1000

2 Exanthem < 25-50% 3-6 1000-1500

3 Generalisiertest 6-15 > 1500
makulo-papuléses
Exanthem

4 Desquamination >15 lleus
Blasenbildung

Klinischer

Grad

I 1-2 0 0

Il 1-3 1 1

I 1-3 2-3 2-3

v 2-4 2-4 2-4

Tabelle 2: Darstellung der Einteilung der akuten GVHD an Hand der Klinischen
Symptomatik/Stadien und schlieBlich  ihrer Gradeinteilung.  Berlicksichtigt werden
Hautmanifestationen in Form von Exanthemen, Leberbeteiligung die sich meist als Cholestase
Uber Bilibrubin Erhéhung manifestiert, sowie die Beteiligung des Gastrointestinaltraktes. Das
klinische Stadium ergibt sich aus der klinischen Auspragung am Patienten, der klinische Grad
durch entsprechende Zuordnung der gesamten Untersuchungsbefunde. (Harrison Internal
Medicine Auflage 15, McGraw Hill 2000)

Faktoren, die eine GVHD begunstigen, sind das Konditionierungsschema sowie
die Zahl der transfundierten CD34+ SZ und vorhandene allogene T-Zellen im
Transplantat.

Die GVHD IlaRkt sich durch T-Zelldepletion des Spendermaterials und
Cyclosporin Gabe minimieren. Cyclosporin ist u.a. ein Inhibitor des IL-2. Dass
die Hemmung des IL-2 zu einer Reduktion des GVHD Risikos fuhrt, unterstitzt
die These, dass T-Zellen und insbesondere deren IL-2 Produktion an der
Pathogenese einer GVHD maligeblich beteiligt sind. Allerdings ist eine hohe
Cyclosporin Gabe wiederum mit einem erhdhtem Rezidivrisiko verbunden ¢,
was fur einen eindeutigen GVL (Graft-Versus-Leukemia) Effekt der allo-SZT
spricht.

Die GVHD bietet Schutz gegenuber einem erneutem Rezidiv nach SZT, was in
Studien mit dem Vergleich einer syngenen Transplantation versus allogener
Transplantation gezeigt werden konnte “%'3":13®)_ Dieses Phanomen ist offenbar
auf die T-Zellen und ihre Interleukine zurtckzufihren und wird als GVL-Effekt
bezeichnet. Der zytotoxische Effekt von IL-2 aktivierten allogenen Lymphozyten

gegen Leukamie- und Lymphomzellen konnte auch schon in vitro
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nachgewiesen werden, dabei schienen die Effekte vor allem auf die T-Zellen

und NK-Zellen (Natirliche Killerzellen) riickfiihrbar 9.

1.4.2 AbstoBung des Transplantats

Dies ist eine relativ seltene Komplikation. Hierbei kommt es zu einer
Immunreaktion des Empfangers gegen den Spender. Dies ist dem
Therapieversagen gleichzustellen. Als Ursachen des Engraftementfailures
werden hohe T-Zelldepletion, keine TBI (Total body irradiation) als
Konditionierung, nicht-maligne Grunderkrankung und eine niedrige Zahl an
transplantierten SZ diskutiert, sowie HLA-Inkompatiblitdt (Human leucocyte
antigen system), insbesondere im HLA-B und D-Locus %2 Insgesamt liegt die
AbstoRungsrate sehr viel niedriger als bei anderen Organtransplantationen, was

durch die vorherige immunablative Therapie erklart werden kann.

1.4.3 Infektionen und Toxizitat

An erster Stelle stehen pulmonale und hepatische Komplikationen. Sie aul3ern
sich klinisch durch Fieber, pulmonale Infiltrate, Hypoxie und respiratorischer
Insuffizienz sowie durch das Veno-Okklusiv Syndrom der Leber.

Haufig sind virale Infektionen insbesondere CMV (Cytomegalievirus) fur
pulmonale Komplikation verantwortlich ®"*?), die hauptsachlich aus endogener
Reaktivierung resultieren. Risikofaktoren fir die Entwicklung einer CMV-
Pneumonie sind, allogene SZT, Seropositivitat, Virurie, Viramie, Alter und T-
Zelldepletion des Transplantates. Die hepatische Komplikation wird eher auf
toxische Effekte der Chemotherapie zurtuck gefuhrt. Deswegen sollte auf strikte
CMV Negativitat der Transfusionsprodukte geachtet werden, wenn der Patient
primar CMV negativ ist, sowie prophylaktisch Ganciclovir verabreicht werden.

Hierdurch konnten in den letzten Jahren eine wesentliche Besserung erzielt

15



werden. Die intensive Therapie, die selbst onkogenes Potential besitzt, fihrt bei
Kindern und Erwachsenen die eine SZT (Stammzelltransplantation)
(autolog,allogen) erhalten haben, zu einem signifikant erhdohten Risiko von
Sekundarmalignomen insbesondere Non-Hodgkin-Lymphome, AML/MDS,
Melanomen und soliden Tumoren *®. Langfristige Nebenwirkungen, die die
neuropsychologische Entwicklung der Kinder nach erfolgreicher ALL Therapie
betreffen, sind Gegenstand intensiver Forschung. Eine Studie untersuchte die
zentralnervose Toxizitat von intrathekaler MTX-Gabe (Methotrexat) und
prophylaktischer Bestrahlung. Sie zeigte, dass niedrigere Ergebnisse im
Intelligenztest, sowie Defizite der Konzentration, Aufmerksamkeit und Motorik
mit der Hohe der MTX-Gabe korrelierten 9.

1.5 Rezidiv der Grunderkrankung nach Stammzelltransplantation und
mogliche therapeutische Intervention

Das Rezidiv ist heute eine der Hauptursachen des Therapieversagens nach
SZT (Stammzelltransplantation). Es kann bis zu 70% betragen, je nach
Konditionierungsregime, Art der Erkrankung oder Zeitpunkt der SZT (52:109.139.143)
. FUr die Pathogenese des Rezidivs werden verschiedene Ursachen diskutiert.
Eine Ursache liegt womoglich in dem fehlenden GVL (Graft-Versus-Leukemia)
Effekt bei T-Zell depletierter SZT sowie der radio-chemotherapeutischen
Resistenz einiger Leukamizellen. In vitro und in vivo Versuche an den
Leukamizelllinien L1210 konnten eine erhdohte  Expression  der

Aldehydehydrogenase nachweisen 4.

Dieses Enzym spielt eine
entscheidende Rolle bei der Sensitivitat dieser Zellen gegen Cyclophosphamid.
Andere Analysen von Genen die in der Metabolisierung und Aktivierung von
Chemotherapeutika eine Rolle spielen, zeigten einen genetischen
Polymorphismus, der zu einer Reduktion der Effektivitat der Chemotherapeutika
fuhrt bzw. die Toxizitat der Therapie stark erhdht. Ein weiteres Problem scheint
auch die akquirierte Resistenz von Leukamiezellen gegen Therapeutika nach

erfolgter Therapie zu sein. Ein Bsp. ist hier MTX (Methotrexat), wobei ein
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verringerter Transport und eine Veranderung der Amplifikation von der
Dihydrofolatreduktase eine mogliche Rolle bei der Resistenzentwicklung spielt
%) Dies ist wichtig bei der Rezidivtherapie oder bei langer Therapiedauer wie
z.B. bei ALL. Ein weiteres Problem ist z.B. die mdgliche Interaktion der
Chemotherapeutika mit Medikamenten zur symptomatischen Behandlung von
Nebenwirkungen der Therapie ®7). Die Kombination aus Resistenz gegen das
Konditionierungsregime und der fehlende Effekt begunstigen dadurch ein
Rezidiv.

Eine Madglichkeit ein Rezidiv nach SZT zu therapieren, besteht in der DLI
(Donor-Lymphozyten-Infusion) immunkompetenter T-Zellen ©¥ bzw. der
Induktion einer GVHD (Graft-Versus-Host-Disease)®?. Diese Zellen kénnen
entweder von kryokonservierten T-Zellen des Spenders oder via Leukapherese
gewonnen werden. Durchgreifende Erfolge dieser Therapie sind insbesondere
fur Patienten mit CML (Chronisch Myeloische Leukamie) beschrieben. Die ALL
(Akute lymphatische Leukamie) spricht insgesamt sehr viel schlechter auf diese
Therapie an. Die grolden Probleme der DLI sind die Induktion einer
unkontrollierbaren GVHD und die Knochenmarkhypoplasie mit folgender
Aplasie, wodurch die Patienten dann sehr haufig an Infektionen versterben
(92.93119) Ahnliche Effekte kénnen durch Reduktion der Cyclosporin Dosis erzielt
werden, auch hierbei besteht dann wieder ein GVHD Risiko.

Eine alternative Mdglichkeit kdnnte evt. in der Transfusion einer besonderen T-
Zell-Population liegen. Diese zeichnen sich durch die Antigene
Vdelta1(+)CD4(-)CD8(-)gammadelta(+) aus. Diese Zellen zeigen Effekte gegen
Leukamieblasten, wahrend sie in gemischten Lymphozytenkulturen gegen HLA-
mismatched Zellen (Human leucocyte antigen system) kaum Proliferation
zeigen. Dies wirde bedeuten, dass das Risiko der GVHD nach herkdmmlicher
DLl auf nahezu O reduzierte werden kénnte ®. Dies ist bisher ein rein
experimenteller Ansatz. Klassische Rezidivbehandlungen sind nach wie vor die
zweite SZT, oder der Versuch einer erneuten Chemotherapie %), Die zweite
SZT ist mit einer sehr grolken Morbiditat und Mortalitat von 30-40% behaftet
(168685109 " Dje erneute Chemotherapie nach SZT ist ebenfalls mit hohen

toxischen Langzeitfolgen behaftet, oft kommt eine Resistenz der Tumorzellen
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hinzu, die durch das vorherige Regime selektioniert wurden. Fur Patienten, die
erst ein Jahr nach SZT rezidivieren, scheint eine Reinduktionstherapie mit 67%
Remissionswahrscheinlichkeit eine gute Strategie, wahrend Patienten die
innerhalb der ersten 100 Tage nach SZT rezidivieren nur in 7% eine Remission
erreichen ©®®. Damit ist der Zeitpunkt des Auftretens des Rezidivs von
essentieller Bedeutung. Rezidive, die innerhalb der ersten 100 Tage post SZT

auftreten, sind mit infauster Prognose behaftet.

1.6 Minimale Resterkrankung

Die Minimale Resterkrankung ist definiert als submikroskopischer Nachweis von
< 5% Leukamieblasten im Gewebe ©'. Das Tumorzellvolumen kann dabei bis

zu 10'° Zellen betragen ©®).

1.6.1 Moglichkeiten des Monitorings der Minimalen Resterkrankung

In den letzten Jahren sind eine Reihe von Methoden entwickelt worden, um die
MRD (Minimal residual Disease = Minimale Resterkrankung) eines Patienten
wahrend der Therapie seiner Erkrankung zu Uberwachen 23 Die wichtigsten
Maoglichkeiten stellen hierbei der Nachweis von chromosomalen Aberrationen
bzw. ihrer Genprodukte mittels PCR (Polymerasekettenreaktion) dar. Als einer
der bekannteste Beispiele ist hier das BCR-ABL Gen bei CML (Chronische
myeloische Leukamie) zu nennen. Weitere Methoden sind die FACS (Flow
zytometrische Immunphanotypisierung) sowie die PCR Analyse der

Immunoglobulingene (32,

Diese Methoden bieten die Maoglichkeit, den
Leukamieblasten direkt bzw. indirekt nachzuweisen. Eine indirekte Methode
bietet die Chimarismusanalyse, die Uber den Nachweis erneut auftretender
Empfangerzellen einen Zusammenhang zwischen autologer Rekonstitution und

Rezidiv stellt &910.11.12.14)
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1.6.1.1 Flow zytometrische Immunphanotypisierung

Leukamieblasten unterscheiden sich von nicht malignen Zellen durch das
Expressionsmuster der Zelloberflaichenmarker. Diese Unterschiede im
sogenannten Immunphanotyp der Zellen macht sich die FACS (Flow
zytometrische Immunphanotypisierung) Analyse zu Nutze. Oft ist die
Kombination der Zelloberflachenmarker auf den Zellen das entscheidende
Kriterium zur Diskriminierung zwischen Blast und ,normaler Zelle“. Meist erfolgt
ein dreifaches Labeling mit Antikorper und anschlieender Analyse. Diese
Methode laldt sich auf zwei drittel aller Leukamien anwenden und erreicht
Sensitivtaten von einer Leukamizellen in 10.000 Normalzellen.

Gangige Marker umfassen eine dreifach Kombination aus: CD 10, CD 34, CD
19, CD 20, TdT, z.B. TdT-CD10-CD19. Werden vier oder funf dreifach

Labelings benutzt, so kdnnen 98% der B-Vorlaufer ALLs charakterisiert werden
(44,83)

1.6.1.2 Chimérismusanalyse

Das Wort Chimarismus stammt aus der griechischen Mythologie als
Bezeichnung flr ein Fabelwesen mit Korperteilen mehrerer Tierarten. In der
Medizin wird unter Chimar verstanden, dass in einem Organismus Zellen
unterschiedlicher Herkunft nebeneinander existieren. Dies bedeutet, dass nach
SZT (Stammezelltransplantation) eigentlich die Hamatopoese nur durch
Spenderzellen erfolgen sollte, trifft dies nicht zu, so existieren neben den
Spenderzellen auch eigene Empfangerzelle. In diesem Fall spricht man vom
MC (gemischter Chimerismus) ansonsten vom CC (vollstandiger Chimerismus).
Innerhalb der zur Chimarismusanalyse durchgefuhrten Studien herrscht z.T.
eine sehr grolRe Diskrepanz zwischen dem Nutzen der Chimarisanalyse zur
Uberwachung der Patienten nach SZT. In einer Studie mit 30 erwachsenen

Patienten mit AML (Akute myeloische Leukamie) und ALL (Akute lymphatische
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Leukamie), die einer monatlichen Chimarismusanalyse unterzogen wurden,
konnte kein Vorteil der Chimarismusanalyse zur Rezidivfriherkennung erkannt
werden 3 Studien, in denen die Chimarismusanalysen in sehr viel kiirzeren
Zeitintervallen durchgefihrt wurden, hingegen belegten, dass nicht der absolute
Nachweis eines MC entscheidend ist, sondern vielmehr die Dynamik des MC.
Ein stark ansteigender MC innerhalb weniger Tage oder Wochen ist mit dem
Auftreten einer autologen Rekonstition, oder einem Rezidiv korreliert “*1°7).
Bader et. al, konnten in mehreren Studien die nahezu 100%
Rezidivwahrscheinlichkeit bei zunehmenden Chimarismus zeigen, sodass
dieses Verfahren zu einem zunehmend anerkannten und etablierten
Uberwachungsverfahren wird 910111214

Die heute gangigsten Methoden zur Chimarismusanalyse sind der PCR
Nachweis der VNTR-Sequenzen (Varible-number-of-tandem-repeats) oder
STR-Sequenzen (Short-Tandem-Repeats) aus peripherem Vollblut oder
Knochenmark. Diese Sequenzen sind fur jeden Menschen charakteristisch.
Dadurch ist eine Diskrimination zwischen autologen Zellen und allogenen Zellen

des SZT-Spenders mdglich.

1.7 Immunglobulingene , T-Zellrezeptorgene und TAL-1 Gen als
molekulare Marker fir die Quantifizierung der Minimalen Resterkrankung

Der menschliche Organismus ist in der Lage etwa 10" verschiedene AK
(Antikorper) zu produzieren. Ware jede einzelne Moglichkeit durch ein Gen
innerhalb des Genoms kodiert, so mufite das menschliche Genom mehr Gene
enthalten als tatsachlich vorhanden sind, aullerdem wirde das Genom dann

ausschlieBlich Gene flr ein funktionierendes Immunsystem enthalten
(70)

Heute wei® man, dass die enorme Vielfalt an AK durch somatische
Rekombination weniger Gene zu Stande kommt und dass dieser Vorgang in
den Zellen von lymphoproliferativen Erkrankungen gleichermalien vorhanden

ist (67,128,129,133,134)
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Die Entdeckung durch Tonegawa et. al, dass sich Immunglobulingene wahrend
der Reifung von B-Zellen rekombinieren, war der Anstol3 fir weitere intensive
Forschung auf diesem Gebiet. Fur seine Arbeiten zu diesem Thema wurde
Tonegawa mit dem Nobelpreis ausgezeichnet.

Es konnte gezeigt werden, dass jeder Genlocus (IgH,IgK) sich aus
Gensegmenten zusammensetzt. Diese V-,D- und evt. J-Segmente kodieren
jeweils fur die CDR-3 Region (Complimentary-Determining-Region), die
Antigenspezifische Region eines AK (%1341%) Djese Entdeckung an B-Zellen,

konnte bald auch am TCR (T-Zell-Rezeptor) nachgewiesen werden (61109

Insgesamt werden vier Mechanismen fur die AK-Vielfalt und TCR-Vielfalt

verantwortlich gemacht; %

"1 somatische Rekombination (gene rearrangement),

1 nicht exaktes Zusammenfugen der einzelnen Fragmente,

1 die grole Anzahl an Moglichen Kombinationen der einzelnen Ketten,
"1somatische = Hypermutation der CDR3-Region des AK durch

Antigenstimulation der B-Zelle.

1.7.1 Genloki der Immunglobulin und T-Zellrezeptorgene und des TAL-1
Lokus

1.7.1.1 Immunglobuline

Der IgH-Lokus liegt auf Chromosom 14932 und enthalt etwa 120 funktionelle
VH-Segmente, die auf Grund von Sequenzhomologien in sieben VH-
Gensegment-Familien aufgeteilt werden ®>'?%. Das 3" Ende jedes V-Segments
wird von der RSS flankiert (Rekombination-Signal-Sequenz). Dieser RSS-

Komplex besteht aus einer heptamer-Sequenz, die durch eine 23 bp
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(Basenpaare) lange Spacer-Region von einer nonamer-Sequenz getrennt wird
(197) " Auf die Bedeutung des RSS-Komplex insbesondere der Lange der Spacer-
Regionen wird unten ausfuhrlich eingegangen. Diesen V-Segmenten folgen
eine bisher noch unbekannte Anzahl an D-Segmenten und sechs J-Segmenten
(192) " die ebenfalls von dem RSS-Komplex flankiert werden. Dabei wird das D-
Segment am 5" und 3" Ende vom einem RSS-Komplex mit einer 12 bp langen
Spacer-Region, das J-Segment am 5 Ende mit einer Spacer-Region von 23 bp
umschlossen. Zusatzlich enthalt der Lokus noch eine Konstanteregion die den
jeweiligen AK—-Subtyp (Antikdrper) bestimmt.

Eine ahnliche Organisation enthalten auch die Leichketten Immunglobulingene
IgK und IgL wobei lhnen die D-Segmente fehlen. Die IgK Lokus liegt auf
Chromosom zwei und enthalt ca. 76 V-Segmente und funf J-Segmente und ein
konstantes Ck-Segment ("' |m Bereich des IgK Lokus kommt es
hauptsachlich zu Deletionen der J-Segmente und oder des Ck-Segments unter
dem Einflud des Kde-Elements, (Kappa deleting element), dass etwa 24 kb

downstream des Ck-Segmentes liegt "',

1.7.1.2 TCR - Rezeptoren

Der 8TCR Lokus (T-Zellrezeptor) ist mitten im o TCR Lokus auf Chromosom
14911 lokalisiert (2 Bis jetzt sind ca. vier V, drei D und drei J Segmente sowie

ein Konstantes C-Segment bekannt *

. Wie die Immunglobulin Gene, so
werden auch diese Segmente von dem RSS-Komplex (Recombination-Signal-
Sequenze) flankiert, wobei diesmal das D-Segment am 5" Ende eine Spacer-
Region mit 12 bp (Basenpaare) und am 3" Ende mit 23 bp aufweist. Da hier
sozusagen zwei Loki in einem liegen, existieren noch zwei weitere Gene, drec
und WJa, die an der Deletion der 3-gene beim o-Rearrangement und der
Rekombination von a beteiligt sind, so dass eine geregelte o oder & Bildung

(65

moglich wird ©®. Der « TCR Lokus und RTCR Lokus sind im wesentlichen wie

die Immunglobulin Loki aufgebaut ("?.
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Der yTCR Lokus liegt auf Chromosom 7p15. Er enthalt insgesamt 19 Gene, ca.
12 V-Segmente, 5 J-Segmente und 2 C-Regionen "%, Die V-Segmente werden
auf Grund von Sequenzhomologien in vier Gruppen, Vgl-VglV, unterteilt.

In B-Vorlaufer ALL (Akute lymphatische Leukamie) liel3en sich in 93% der Falle
Rearrangements im T-Zellrezeptor Bereich nachweisen. Am haufigsten finden
sich Rekombination zwischen,V52-Dd3 und D52-Dd3 am 3TCR Lokus und Vyl
Familien mit Jy1.1/2.1 und Jy1.3/2.3 am yTCR Lokus “"2").

1.7.1.3 TAL-1 Gen

Das TAL-1 Gen (T-cell acute leukemia 1 gene), auch SCL Gen (Stemcell
leukemia) genannt, ist auf Chromosom eins p32 lokalisiert. Es zahlt zur Familie
der Protoonkogene vom Typ der DbHLH (basic-helix-loop-helix)
Transkriptionsfaktoren. Es wird angenommen, dass es eine wichtige Rolle in
der embryonalen Genese des Hamatopoetischen System und bei der
embryonalen Angiogenese spielt. Im adulten Organismus ist es an der
Differenzierung der erythroiden und megakaryozytischen  Vorlauferzellen
beteiligt '*2*7113)_ Versuche an transgenen Mausen ©¥ zeigten, dass eine
Uberexpression an TAL-1 zur Entwicklung von T-Zell-Lymphomen fiihrt und
Differenzierungsstérungen der B- und T- Zellen auftreten ©®. In 5%-25% der
padiatrischen T-Zell Leukamien finden sich Deletionen im Bereich des TAL-1
Gens, die zur Fusion mit dem SIL-Lokus fuhren, oder die Translokation
(1;14);(p32;p11), die wahrscheinlich durch falsche V(D)J Rekombinase Aktivitat
am 6-TCR Lokus bei der Fusion von D1-Segment mit dem D2-Segment
entsteht. Daraus resultiert eine Uberexpression des Gens, weshalb ihm eine
Rolle in der Onkogenese von T-Zell Lymphomen zugeschrieben wird (182649,
Hierbei handelt sich um sehr stabile Rekombination deren Detektion durch die
selbe Methodik wie die Immunglobunlingene und T-Zellrezeptorgene erfolgen

kann (30:87.141)
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1.7.2 Somatische Rekombination

Sie ist das Herzstuck der Antikdrpervariabiltitat, T-Zellrezeptorvielfalt und
versetzt damit den menschlichen Organismus in die Lage, sich gegen die
vielfaltigen Antigene zu behaupten. Sie findet bei den Immunglobulinen
gleichermallen in den schweren und leichten Ketten statt, sowie in den
Kettenuntereinheiten des T-Zellrezeptors. Exemplarisch soll hier als Beispiel
einer Immunglobulinleichtkette stehen. Sie folgt einer zeitlichen Korrelation

zwischen Differenzierungsgrad der Zellen %), (Siehe Abbildung 1)

Knochenmarkstroma

lg-Schwerketten Zusatzlich Leichtketten

Rekombination Rekombination

Spate

Myeloische Lymphatische .
Frihe Pro-B-

Stammzelle Stammzelle Pro-B-Zelle
Zelle

Pra \B-Zelle

Blut mit naiven
B-Lymphozyten

Abbildung 1: Darstellung der B-Zellreifung im Knochenmark. Das Ig-Schwerketten
Rearrangement beginnt bereits im Stadium der friihen Pro-B-Zelle. Ig= Immunglobulin

Die SR (Somatische Rekombination) vollzieht sich in zwei gro3en Schritten an

der Doppelstrang-DNA wahrend der B/T-Zell Reifung im Knochenmark.
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Entscheidend fir den Vorgang der SR ist die RSS-Sequenz (Recombination-
Signal-Sequence), die jedes V-(D)- und J Segment flankiert. Sie besteht aus:

(1 heptamer-Sequenz: 5" CACAGTG bzw. 3" CACTGTG,
[ spacer-Sequenz: aus 12 oder 23 nichtcodierenden Basenpaaren,

"I nonamer-Sequenz: Adenin bzw. Thyminreiche Sequenz.

1.Schritt der SR:

Der wichtigste Schritt der SR ist die Aneinanderlagerung der heptamer und
nonamer-Sequenzen unter Ausbildung einer DNA-Schleife
(Desoxyribonukleinsaure). Hierbei gilt, wie fast bei allen Rekombinationen die
12/23-Regel der Rekombination %, d.h., dass ein V-Segment des IgH-Lokus
mit einem D-Segment rekombiniert werden kann, aber nicht mit einem J-
Segment. Durch die unterschiedlichen Langen der Spacer-Regionen im RSS-
Komplex wird also die ordnungsgemafle Rekombination gewahrleistet. Die
Bindung der DNA-Schleife wird durch RAG-Proteine (RAG 1 und RAG 2 =V (D)
J- Rekombinase Enzym, recombination activating genes) induziert und
stabilisiert ). Diese Proteine werden nur wihrend der Reifung einer B-Zelle im
Knochenmark exprimiert. Die Endonukleaseaktivitat der RAG-Proteine fihrt im
DNA-Dopplestrang am Ende der Heptamer-Sequenz zu einem Strangbruch.
Dadurch entsteht an jedem Segment am 3" Ende eine freie OH-Gruppe. Die
zwei Bruchstellen werden durch Ausbildung einer DNA-Haarnadel ligiert, die
herausgeschnittene DNA bildet einen kleinen extrachromosomalen Ring, der
bei der weiteren B-Zell Reifung verloren geht "%,

Die Offnung der Haarnadel erfolgt wiederum durch die RAG-Proteine
("9 Hierbei ensteht eine hohe Variabilitit der Schnittenden durch
unterschiedliches Ansetzen der RAG’s. Durch den Einsatz der TdT

(Terminale desoxynucleotid Transferase) kdnnen noch zusatzliche Variationen
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entstehen. Dies betrifft vor allem die Position 96 der kappa-Leichtkette. Man

spricht auch von der hypervariablen Region.

2.Schritt der SR:

Die DNA-Ligase IV ligiert nun die freien Enden der Segmente. Damit steht der
Weg fur die Transkription durch die RNA-Polymerase frei. (siehe Abbildung 2)
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der somatischen Rekombination am Beispiel einer Immunglobulinleichtkette. RSS=Recombination-
signal-sequence.

Fertige Immunglobulinleichtkette
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1.8 Ziel dieser Arbeit

Die SZT (Stammzelltransplantation) bietet Hochrisikopatienten als primar
angestrebte Therapie, haufiger aber als sekundare Therapie die Chance einer
dauerhaften Remission. Sie stellt eine sehr risikoreiche Therapieform dar und
trotz dieser Therapie erleiden je nach Indikation und Therapieshemata bis zu
70% der Patienten ein Rezidiv, welches sehr eingeschrankte Therapieoptionen
bietet.

Studien haben gezeigt, dass vor einer SZT im KM (Knochenmark) noch bis zu
10" Leukamiezellen vorhanden sein koénnen, die der herkdmmlichen
Lichtmikroskopie entgehen. Diese Leukamiezellen werden als MRD (Minimal
residual disease= Minimale Resterkrankung) bezeichnet und stellen ein
potentielles Rezidivrisiko dar.

Folgende Fragestellungen sollen in dieser Arbeit naher bearbeitet werden:

1. Eignet sich die Messung der Minimalen Resterkrankung mittels Analyse der
Immunglobulin- und T-Zellrezeptor-Gene mit Hilfe der RQ-PCR fur das
Monitoring nach allogener Stammzelltransplantation bei Kindern mit Akuter

lymphatischer Leukamie?

2. Welche Bedeutung hat die MRD als unabhangiger prognostischer

Parameter fur die Rezidiventwicklung nach allogener SZT?

3. Gibt es eine kritische MRD Last, die eine zusatzliche Immun-oder

Chemotherapie nach allogener SZT impliziert?

4. Wie ist die dynamische Entwicklung der MRD beim Patienten?

5. Besteht ein Zusammenhang zwischen MRD und Erfolg der Immuntherapie?
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2. Material

2.1 Kontaminationsschutzmafnahmen

Latexhandschuhe Kimberly-Clark
Nitrilhandschuhe Ansell Medical
KIM WIPES® Kimberly-Clark
Sterilbank Heraeus
Antifect® Liquid Schiilbe&Mayer

2.2 Reaktionsgefalie/Glaswaren

Reaktionsgefal}, steril 1,5ml Eppendorf GmbH
Reaktionsgefal, steril, 0,5ml Eppendorf GmbH
Stabpipetten, 5ml, 10ml, 25ml Greiner GmbH
LeucoSep Rdhrchen mit Filter Greiner GmbH
Pasteur Pipetten Greiner GmbH
ThermoStrip™ Standard Strip Tubes PEQ-Lab

and Caps
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MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate

Optical Tubes and Caps
ABI Prism™ Genetic Analyzer

Retainer Cups

2.3 Technische Geréte

Pipettman®

Multipipette Plus

Multipipette Research Pro

Zentrifuge Rotixa 50 RS

Zentrifuge Micro 22 R

Tischzentrifuge fur Stripes

Tischzentrifuge flr Cups

Vaccuum Zentrifuge RVC 2-18

Vortexer Genie 2

Wasserbad

Cellcounter Cobras Micros
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PE Applied Biosystems

PE Applied Biosystems

PE Applied Biosystems

Gilson S.A.

Eppendorf GmbH

Eppendorf GmbH

Hettich

Hettich

NeoLab®

NeoLab®

Christ

Scientific Industries Inc.

Memmert GmbH Co.KG

Roche AG



Waage BP 1200
Gene Quant Il
Heitzblock
AccuJet®

Hoefer Electrophoresis Unit
SE 600 Series

Raytest

GeneAmp™ PCR-System 9700
ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer

ABI Prism™ 7700 Sequenz Detector

2.4 Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter
10, 30, 100, 200, 1000ul

Pipettenspitzen ohne Filter
bis zu 100yl

Pipettenspitzen ohne Filter
200-1000ul
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Sartorius AG

Pharmacia Biotech

Roth GmbH Co.

Brand

Pharmacia Biotech

Isoptopenmessgerate
GmbH

PE Applied Biosystems

PE Applied Biosystems

PE Applied Biosystems

PEQ LAB GmbH

Sartorius

Greiner GmbH



Combitips pur 0,5 und 1ml Eppendorf GmbH

2.5 Losungen und Puffer

Ethanol Merck KgaA
HPLC-Wasser Merck KgaA
Ethidiumbromid Roth GmbH+Co.
Natriumacetat Roth GmbH+Co.
TBE-Puffer bestehend aus: Uni-Apotheke
108,0g Tris-Puffer, 70,99 Borsaure, Tubingen

7,449 EDTA-Dinatrium

Ficoll Biochrom AG

PBS Dubecco’s GIBCco™

W/O Calcium, Magnesium, Bicarbonat

Magnesiumchlorid Roche Inc.

dNTP MWG- Biotech AG
Rotriphorese Gel 30 Roth GmbH+Co.
TEMED Roth GmbH+Co.
Glycerin Roth GmbH+Co.
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APS

Bromphenolblauldésung

2.6 Kits

QIAmp DNA-Blood MiniKit (250)
QIAmp DNA-Blood Midi-Kit (20)
QIAmp DNA-Blood Maxi-Kit (50)

E.N.Z.A Cycler-Pur-Kit

2.7 Spezielle Molekulargenetische Reagenzien

DNA Molecular Weight Marker VIII
Primerkollektiv angefertigt Gber

BigDye™ Terminator

Cycle Sequenzing Ready-Kit

Genetic Analyzer

Performance optimized Polymer 4

Platinum® gPCR Supermix-UDG
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Merck KgaA

Merck KgaA

Quiagen GmbH

Quiagen GmbH

Quiagen GmbH

PEQ-Lab

Roche Inc.

MWG-Biotech AG

PE Applied Biosystems

PE Applied Biosystems

InvitrogenLife

Technologies



Tag-Man® Universal PCR-Mastermix PE Applied Biosystems

AmpliTaq Gold PE Applied Biosystems

GeneAmp PCR Puffer Gold PE Applied Biosystems
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3. Methoden

3.1 Ubersicht der Methoden

In Abbildung 3 soll ein kurzer Uberblick (iber die Bearbeitung der Proben

gegeben werden. Die einzelnen Schritte werden folgend naher beschrieben.

Initialdiagnostik Folgediagnostik

Diagnose KM- Aspirat

y

Isolierung der MNC
Aufbereitung Zellzédhlung
der Proben

E(M- Aspriat Followup ProbenJ

Direkter Ubergang zur Quantifizierung
mittels Real time PCR nach Aufbereitung.
Die Diagnoseprobe dient dabei als
Standardreihe.

y

DNA-Isolierung/
DNA-Konzentration

Charakterisierung der
leukamischen Blasten

Identifikation des RQ-PCR Targets
RQ- PCR
- Sensitivitatstestung

-Quantifizierung der MRD

PCR/Elektrophorese

Sequenzanalyse des
Targets /Féallung

p Primergenerierung

Abbildung 3: Flow Schema der Untersuchung der KM-Proben. Grundsatzlich lasst sich die
Initialdiagnostik von der Folgediagnostik unterscheiden. Initial erfolgt die Aufbereitung der
Diagnoseprobe des Patienten durch Isolierung der MNC-Zellen mit nachfolgender DNA-
Isolierung und Konzentrationsbestimmung. Hier schliesst sich nun die Charakterisierung der
leukamischen Blasten an. Zunachst muss das Rearrangement und damit das RQ-PCR Target
identifiziert werden. Diesem schliesst sich die Primergenerierung an. Nachfolgende KM-Proben
kdnnen sofort nach Isolierung der MNC-Zellen und DNA-Isolierung der Real Time PCR
zugefuhrt werden. MNC= Mononukleare Zellpopulation, RQ-PCR = Real-Time Quantitative
Polymerasekettenreaktion, KM= Knochenmark, DNA= Desoxyribonukleinsdure, PCR=
Polymerasekettenreaktion
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3.2 Allgemeine Aufbereitung der Proben

3.2.1 Isolierung mononuklearer Zellen und deren Zahlung

Ziel dieser Isolierung ist, eine Zellpopulation aus Monozyten-
Makrophagen/Lymphozyten unter Abtrennung der polymorphykernigen
Granulozyten und Erythrozyten zu erhalten. Dadurch werden nur die der
Erkrankung zugrunde liegenden Zellen in die weitere Analyse aufgenommen
und stérende Faktoren der restlichen Zellen (DNA, Granula Inhalt der
Granulozyten) entfernt.

Die Auftrennung folgt dem Prinzip der Dichtezentrifugation. Der notwendige
Dichtegradient wird durch eine Kohlehydratpolymerlosung (Ficoll) erzeugt
(spezifische Dichte 1,078 g/ml). Die anschlieRende Zentrifugation trennt die

Zellen entsprechend lhrer Dichte auf (siehe Abbildung 4):

KM-Aspirat Serumiberstand

Zentrifugation
> Mononukleare

Zellen (MNC)
Filtermembran Filtermembran
Erythrozyten, polymorph-
Ficolllésung kernige Granulozyten /Ficoll

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ficollreaktion. Links die Zellsuspension vor
Zentrifugation, rechts nach der Dichtezentrifugation. KM=Knochenmark

An der Phasengrenze zwischen Ficoll und Serum sammeln sich die
mononukledaren Zellen an, da sie auf Grund ihrer geringeren Dichte, im
Gegensatz zu polymorphkernigen Granulozyten und Erythrozyten nicht durch

die Ficolllésung diffundieren konnen.
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Protokoll:

Die Verwendung von Leucosep® Rohrchen mit eingesetzter Filtermembran
fuhrt zur erheblichen Erleichterung der Durchfihrung der Methodik.
Insbesondere ist keine vorherige Verdinnung des KM (Knochenmark) mit PBS
(Phosphate buffered Saline) nétig und keine zeitaufwendig, vorsichtige
Pipettierung bei der Auftragung des KM zu beachten. Im einzelnen erfolgen

folgende Arbeitsschritte:

1. 3 ml Ficollldsung in ein Leucosep® Rohrchen pipettieren.

2. Zentrifugation bei 1000 rpm (Rotationen pro Minute) fir 1 min. zur Diffusion

der Ficollldsung durch die Filtermembran.

3. Aufpipettieren des KM auf die Filtermembran (bis zu 6 ml KM auf ein 10ml

Leucosep® Rohrchen).

4. Zentrifugation bei 1000 rpm, Bremse 6 fur 10 min..

5. Absaugen des sichtbaren mononukledaren Zellringes mit einer sterilen

Pipette und Ubertragung in ein 15 ml PP-Test Réhrchen.

6. Resuspension des Zellringes auf 10 ml mit PBS.

7. Zentrifugation bei 450 rpm, Bremse 6 flr 12 min..

8. Abnahme des Uberstandes und Resuspension des Zellpellets mit 10 ml
PBS. Von dieser Suspension werden 250 ul flr die Zellzahlung

abgenommen. Der Rest der Suspension wird wieder auf 10 ml mit PBS

pipettiert.
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9. Zentrifugation bei 350 rpm, Bremse 6 fiir 12 min.

10. Abnahme des Uberstandes mit einer sterilen Pipette und Resuspension des
Pellets in 1 ml PBS.

Die vorher abgenommenen 250 ul im Eppendorfgefald werden mit 250 pyl PBS
suspendiert und kurz gevortext. Mit dieser Suspension erfolgt die Zellzahlung
im Roche Cellcounter Cobas Mikros.

Die Zellsuspension kann je nach Zellzahl auf mehrere Aliquots verteilt werden,
um evt. Wiederholungen zu ermoglichen. Jedes Aliquot sollte jedoch
mindestens 5 Millionen Zellen enthalten.

Diese Zellen konnen direkt weiterverarbeitet werden, oder bei -20° C

eingefroren werden.

3.2.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion (Desoxyribonukleinsaure) erfolgt mit Kits der Firma
Quiagen. Die Zugabe eines Lysepuffers und der Protease K fuhrt zur
Zerstorung der Zellen. Diese Suspension wird auf ein Eluatréhrchen mit einem
speziellen Filter (Silikamembran) aufpipettiert. Die Silikamembran fungiert dabei
als reversibler Bindungspartner fur DNA, RNA (Ribonukleinsaure), Proteine u.a.
Bestandteile der Suspension.

Die Puffer beeinflussen durch Veranderung des pH Wertes und der
Salzkonzentration der Loésung die Bindungsfahigkeit der Molekile an der
Silikamembran. Die DNA bleibt auf Grund ihrer molekularen Struktur gebunden,
wahrend die restlichen Moleklle durch Reduktion des pH Wertes und der
Salzkonzentration schrittweise ausgewaschen werden. Erst durch Zugabe des
mitgelieferten  Eluationspuffers oder einfachen HPLC-Wassers (High
performance liquid chromatography), verliert die DNA ihre Bindungsfahigkeit

und wird freigesetzt.
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Vorbereitungen:

- Aufbereitung der Protease K gemafl Quiagen Anleitung und Aufbewahrung
im Kuhlschrank bei 4°C.

- Den Waschpuffern AW1 und AW2 mul} je nach Kit eine entsprechende
Menge 100% Ethanol zugegeben werden.

- Der AL Puffer muf® im Dunkeln gelagert werden oder in eine Alufolie
eingewickelt werden.

- Erwarmen eines Wasserbades auf 70°C.

- Miterwarmen des AE Puffers im Wasserbad.

- Je nach Zellzahl Wahl des entsprechenden Kit:

QIAmp® DNA-Blood-Mini-Kit (250) 2 max. 5 Millionen Zellen/ml,
QIAmp® DNA-Blood-Midi-Kit (20) -> max. 20 Millionen Zellen/ml,
QIAmp® DNA-Blood-Maxi-Kit (50) - > 20 Millionen Zellen/ml.

- Die unten im Protokoll genannten Zellsuspensionsvolumia werden durch

die Zugabe von PBS (Phosphate buffered Saline) erreicht.

- Eppendorfgefalde bei Mini-Kit Isolierung, 15ml PP-Test Réhrchen bei Midi-
Kit Isolierung oder 50ml PP-Test Rohrchen bei Maxi-Kit Isolierung.
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Protokoll:

Schritte

Mini-Kit

Midi-Kit

Maxi-Kit

Zellzerstérung

20ul Protease K
200ul Zellsuspension

200yl Protease
2ml Zellsuspension

500ul Protease
10ml Zellsuspension

200ul AL Puffer

2,4ml AL Puffer

12ml AL Puffer

Vortexen,
Inkubation bei 70 °C
far 10 min.

Vortexen,
Inkubation bei 70 °C
far 10 min.

Vortexen,
Inkubation bei 70 °C
far 10 min.

200ul 100% Ethanol,
Vortexen

2ml 100%
Vortexen

Ethanol,

10ml 100%
Vortexen

Ethanol,

Aufpipettieren auf das
Eluatrohrchen

Aufpipettieren auf das
Eluatrohrchen

Aufpipettieren auf das
Eluatrohrchen

Entfernungder 8000 rpm 1min. 3000 rpm 3 min. 3000 rpm 3 min.
Zelldebris
Waschschritte 500l AW1 Puffer 2ml AW1 Puffer 2ml AW1 Puffer
8000 rpm 1 min. 5000 rpm 1 min. 5000 rpm 1min.
500ul AW2 Puffer 2ml AW2 Puffer 2ml AW2 Puffer
8000 rpm 1 min. 5000 rpm 15 min. 5000 rpm 15 min.
DNA-Eluation 200ul  AE Puffer | 300yl  AE Puffer | 1ml AE Puffer (erhitzt)
(erhitzt) (erhitzt)

8000 rpm 1 min.

5000 rpm 5 min.

5000 rpm 5 min.

Tabelle 3: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Isolierung mit QIAmp® Kits je
nach Art des verwendeten Kits, durchgefiihrt an Hand der Anleitung der Herstellers. rpm=
Rotationen pro minute, pl= Mikroliter, ml= Milliliter, DNA= Desoxyribunukleinsdure, min=

Minuten
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Vorteile dieser Isolierung:

Die Vorzuge dieser Methode liegen in der schnellen und einfachen
Handhabung. Insbesondere kann auf die Verwendung toxischer Substanzen
wie Phenol und Chloroform verzichtet werden, und es sind keine aufwendigen
Nachbearbeitungen (z.B. Alkoholfallungen) notwendig. Die erhaltene DNA ist
sofort weiterverwendbar, frei von Proteinen, Nukleasen und anderen evt.
inhibitorisch wirkenden Substanzen und mit einer Grof3e von 30 kb (Kilobasen)
—50 kb optimal durch PCR ( Polymerasekettenreaktion) amplifizierbar.

Eine Ausnahme bilden mit Heparin versetzte Proben. Heparin, ein
Proteoglykan, verhalt sich ahnlich stérend wie Proteine. Deshalb sollten
vorzugsweise EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) versetzte Proben

verwendet werden.

3.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration (Desoxyribonukleinsaure) wird photometrisch mit einer
100ul Quarzklvette bei 260nm mit dem Genequant® bestimmt. Vor jeder
Messung erfolgt eine Kalibrierung des Gerates mit 100yl HPLC-Wasser (High

performance liquid chromatography).
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3.3 Charakterisierung der leuk&mischen Blasten

3.3.1 Identifizierung des RQ-PCR-Targets

Die einzigartige Entdeckung, wie bereits in der Einleitung erwahnt, dass
wahrend der Reifung hamatopoetischer Stammzellen der lymphatischen Reihe,
die Bildung des Immunglobulinrezeptors der B-Zellen und des T-Zellrezeptors
der T-Zellen auf chromosomale Organisation der kodierenden Gene, durch
genetisches Rearrangement beruht, fuhrte zu einer neuen Moglichkeit der
molekulargenetischen Bestimmung der MRD (Minimale Resterkrankung)
(37,38,39,56,121,122,123.124.129)  7nachst muR jeder Patient auf die Art des Targets
getestet werden, da zwischen dem immunphanotypischen Subtyp der ALL
(Akute lymphatische Leukamie) und dem Auftreten von spezifischen Targets

keine aussagekraftige Linienspezifitat existiert 7.

3.3.1.1 Primerkollektiv

Hierbei hielten wir uns an die Empfehlungen der BIOMED-2 Concerted Action
BMH4-CT98-3936 “"),
(siehe Tabellen 4,5,6)
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Target |5’"Ende  3'Ende Ref-size Vorwartsprimer ( - upstream, + downstream Reverserprimer( - upstream, + downstream  Positiv-
in bp realtivdes RSS des gensegments in bp) realtivdes RSS des gensegments in bp) kontrolle
IgH VH 1 JH-cons ~ 340 5-TGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA-3° 5-CTTACCTGAGGAGACGGTGCAA-3’ EHEB
VH 2 JH-cons ~ 380 g's-g)AATGACCAACATGGACCCTGTGGA-3' g:-sg')l'TACCTGAGGAGACGGTGCAA-3' Pateint
VH 3 JH-cons ~ 320 g’s-i)CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC-3' S;:-5C7')I'TACCTGAGGAGACGGTGCAA-3' DAUDI
VH 4 JH-cons ~ 320 g’s—é)AGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG—3’ (5f—5g')I'TACCTGAGGAGACGGTGCAA—3' Granta-519
VH 5 JH-cons ~ 360 gig{’-\GCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC—3’ (5+'—5CZ')I'TACCTGAGGAGACGGTGCAA—3' L428
VH6 JH-cons ~ 100 g'(??})TTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG-3’ g-fg')l'TACCTGAGGAGACGGTGCAA-3’ Patient
IgK VK I-5° Kde-3’ ~ 431 g?g)TAGGAGACAGAGTCACCATCACT -3’ g-?(%CTTCATAGACCCTTCAGGCAC-3' ROS 15
_ +
Vk -5~ Kde-3° ~ 447 (5'2—1'6(33)GAGAGCCGGCCTCCATCTC—3' (5'—CC)CTTCATAGACCCTTCAGGCAC—3’ 380
Vk -5 Kde-3° ~ 429 ‘(5_ 'z-gsC)aGAAAGAGCCACCCTCTCCTG%’ S;'>+'-1(633(53)CTTCATAGACCCTTCAGGCAC-3' REH
VkIV-5~ Kde-3’ ~ 445 g'z-glc)iCGAGAGGGCCACCATCAAC-S' g:jgg)CTTCATAGACCCTTCAGGCAC-3' ROS 5
Intron—5" Kde-3’ ~ 511 %-zg'sZT;TATTCCCAAAAGCTCAATCTCAAAG-3' %f:CzCZ)zCTTCATAGACCCTTCAGGCAC-3' REH
- +

Tabelle 4: Primerpaare zur Target Identifikation der IgH und IgK-Rearrangement mit Name des 5°-3'Ende, der geschatzen GroRRe des PCR Produktes
in bp, Sequenz der verwendeten Primer und der moglichen internen Positivkontrolle mit Namen der entsprechenden Zelllinien. IgH= Immunoglobulin-
Schwerkette, IgK= Immunoglobulin Kappa-Kette, bp= Basenpaare, RSS= Recombination-signal-sequence. Die Positivkontrollen sind spezifische
Zelllinien, die bestellt werden kdnnen.
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Target |5 Ende 3'Ende Ref-Size Vorwartsprimer (- upstream realtiv des RSS Reverserprimer (+ downstream realtiv des Positiv-
in bp des gensegments in bp) RSS des gensegments in bp) kontrolle
YTCR | Vyl-5 Jyl1.1/21 ~329 5-CAGGCCGACTGGGTCATCTGC-3’ 5-TTACCAGGTGAAGTTACTATGAGC-3’ MOLT-3
Vyl-5° Jy1.3/23 ~533 55- 'z-gi)GGCCGACTGGGTCATCTGC-B' S;:fs(‘:‘rg:GTATATGCACAAAGCCAAATC-3' ALL-1
Vyll-5° Jy1.121  ~318 g'z-gi)GCCCGCCTGGAATGTGTGG-3’ g-z'?'?g\CCAGGTGAAGTTACTATGAGC-3' PATIENT
Vyll-5° J¥1.3/23 ~522 g'z—gil’-\)GCCCGCCTGGAATGTGTGG—3' g?ég)GTATATGCACAAAGCCAAATC-s’ HSB2
Wlll-5°  Jy1.3/2.3  ~522 1(5_ 'Z—ZRCATACCTTGCAAGATATCGAGC—3’ g—zgg)GTATATGCACAAAGCCAAATC-s’ ALL-1
Wylv-5"  Jy1.1/21  ~357 ‘(5- '2-?3‘}I')GAAATATCTATTTCCAGACCAGC-3’ 55*:-21('312'3,&\0CAGGTGAAGTTACTATGAGC-3’ Patient
WyIV-5" Jy1.3/2.3  ~ 561 (5- '2-?3(1)')GAAATATCTATTTCCAGACCAGC-3' S5*:%3%3GTATATGCACAAAGCCAAATC-3' JURKAT
8TCR |V&81-5° J81-3° ~ 452 (5-'2-,20C)TCAAGCCCAGTCATCAGTATCC-3' g-z:g)CTCTTCCCAGGAGTCCTCC-3' PEER
V82-5 D&3-3° ~ 501 (5-’2-;5C)CAAACAGTGCCTGTGTCAATAGG-3' 5;-167‘QAATGGCACTTTTGCCCCTGCAG-3' REH
V82-5 J51-3° ~ 443 g'z—f’s-\?J)CAAACAGTGCCTGTGTCAATAGG—3’ (5*:—7/:1()3CTCTTCCCAGGAGTCCTCC—3’ Patient
V83-5 J51-3° ~ 440 g'z-g?CCAGACGGTGGCGAGTGGC-3' ngC?)zJTCTTCCCAGGAGTCCTCC-3’ Patient
D52-5 D&3-3° ~ 608 (5-'2-23C’))TCCATGTTCAAATAGATATAGTATT-3’ S;'::-1C§,QA\ATGGCACTTTTGCCCCTGCAG-3’ Nalm 16
D§2-5° J81-3° ~ 550 (5-'5-%\1C)TCCATGTTCAAATAGATATAGTATT-3' gz:%CTCTTCCCAGGAGTCCTCC-3' Loucy
TAL-1 |Sildb-5~ Tal1db1-3" ~ 300 % '?gﬁ;GGGGAGCTAGTGGGAGAAA-?{ E;-ZéEAGCCTGTCGCCAAGAA-S' ALL-1
- +

Tabelle 5: Primerpaare zur Target Identifikation der y-TCR, 5-TCR —Rearrangement und TAL-1 Gens mit Name des 5-3’Ende, der geschatzen Grofie
des PCR Produktes in bp, Sequenz der verwendeten Primer und der mdglichen internen Positivkontrolle mit Namen der entsprechenden Zelllinien.
TCR = T-Zellrezeptor, TAL-1 = T cell acute leukemia 1 gene, bp= Basenpaare, RSS= Recombination-signal-sequence. Die Positivkontrollen sind
spezifische Zelllinien, die bestellt werden kénnen.
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Target | 5'Ende

Vorwartsprimer (- upstream realtiv des RSS des
gensegments in bp)

yTCR | Vy2-3°
Vy3-3
Vy4-3
Vy5-3°
Vy7-3°

Vy8-3°

Tabelle 6: Primerpaare fur die Erweiterung des Vyl Targets, mit Seq-

5-GATCTTGCTGAAGGAAGTAA-3’
(5- '2-g1T)ACTATGACGTCTCCACCG-3'
(5- '1-§ZI')GACTCCTTACACCTCCAAGC-3'
(5- '1—?32A)CGTCTCCAACTCAAAGGA—3 ’
(5_ '1—'?'(()3)CATACTATGACCCCTACT—3 ’
25- ';—g%j'l’;AGAAAATGCCGTCTACAC-3 ’

uenz des Primers. RSS= Recombination-signal-sequence.

bp= Basenpaare
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3.3.1.2 PCR der Targetindentifikation

Die Unterscheidung ob Zellen polyklonaler oder monoklonaler Herkunft sind, ist
mit herkdbmmlichen PCR (Polymerasekettenreaktion) Methoden oft schwierig.
Zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse hinsichtlich der Monoklonalitat
durch Amplifikation ahnlicher Rearrangements wird eine PCR Heteroduplex
Analyse durchgefiihrt ¥, Ihr Prinzip beruht auf der Induktion zur Duplexbildung
durch Denaturierung und Renaturierung der DNA (Desoxyribonukleinsaure)
wahrend schnellem Erhitzen und schneller Abkuhlung. Klonale Produkte fuhren
zur Homoduplex Bildung wahrend polyklonale Produkte eher zur Heteroduplex
Bildung neigen (") AnschlieRende Polyacrylamidgelelektrophorese erlaubt eine
Auftrennung durch die unterschiedlichen Laufeigenschaften der Homo- und

Heteroduplexe.

Reaktionsansatz der PCR:

Materialien Reaktionsvolumina / Ansatz
DNA Template 10 ng/10
Master-Mix:

PCR Puffer Gold 10 pl
Magnesiumchlorid 3ul
dNTP 4 ul
Taqg- Polymerase 0,5 pl
HPLC Wasser 52,5 ul
Primerpaar (100 mM) 20 yl
Endvolumen 100 pl

Tabelle 7: Auflistung der Materialien und deren Menge/Konzentration fir einen PCR
Reaktionsansatz pro Primerpaar zur Target Identifikation. ng= Nanogramm, pl= Mikroliter, mM=
PCR= Polymerasekettenreaktion,

Millimol, NTP= Nukleosidtriphosphat,
performance liquid chromatography
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Cycler Bedingungen:

Temperatur Zeit

Hold 1 95°C 11 min.
Hold 2 96°C 1 min.
10 Cycle a:

94°C 45 sek.
55°C 30 sek.
70°C 45 sek.
28 Cycle a:

90°C 30 sek.
55°C 30 sek.
70°C 45 sek.
e 7 min.
95°C 5 min.
Abkihlung auf 4°C

Tabelle 8: Cycler Bedingungen fiir die PCR zur Target Identifikation. Links sind die jeweiligen
Temperaturen, sowie die Cycle Anzahl aufgefihrt, rechts die jeweilige Dauer des Cycle. sek=
sekunden, min= Minuten

Die Proben konnen direkt weiterverarbeitet werden, sonst sollte eine Lagerung

bei -20°C vorgenommen werden.
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3.3.1.2 Visualisierung der klonalen PCR Produkte

Die Auftrennung der PCR-Produkte (Polymerasekettenreaktion) erfolgt durch
Polyacrylamidgelelektrophorese in Hoefer Electrophoresis Unit Gelkammern,
die Visualisierung durch anschlielende Farbung mit Ethidiumbromid und

Untersuchung des Gels unter UV-Bestrahlung.

Die Gelzusammensetzung fir ein 8%

Polyacrylamidgel ist in Tabelle 9

dargestellt:

Materialien Reaktionsvolumina/Ansatz
Acrylamid 10,7 ml = 8% Gel
HPLC Wasser 25,3 ml
10 x TBE Puffer 4 ml
TEMED 40 ul
APS 180 ul
Endvolumen 40,22 ml

Tabelle 9: Darstellung der Materialien und deren Menge flr die Zusammensetzung eines 8%
Polyacrylamidgeles. Die Mengen werden den angelieferten ChemikaliengefalRen ohne
Verdinnung direkt entnommen. TBE=Tris-Borat-Ethylendiamintetraessigsaure, TEMED=
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin, APS=Ammoniumpersulfat, HPLC= High performance liquid
chromatography, mi= Milliliter, pl= Mikroliter

Wichtig ist, dass die Zugabe von TEMED (N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin)
und APS (Ammoniumpersulfat) als letztes erfolgt, da sie durch Radikalbildung
die Initiatoren der Polymerisation der Losung sind.

Diese Ldsung wird in die vorher zusammengesetzten Gelkammern pipettiert.
Das Einbringen des Kamms an der oberen Seite der Kammer flhrt zur
Ausbildung kleiner Taschen, die das spatere Auftragen der Proben
ermoglichen. Die Dauer der Polymerisation variiert zwischen 30 und 60 min.
Eine Méglichkeit zur Uberpriifung ist, dass der Kamm vorsichtig angehoben
wird und dabei beobachtet wird, ob eine Taschenbildung stattgefunden hat. Ein

Gel enthalt 15 Taschen, sodass pro Patient zwei Gele erforderlich sind.
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50ul des PCR-Ansatzes werden in neue Strips Uberfihrt und mit 15 pl
Bromphenolblau versetzt. Diese 65 ul werden in die oberen Taschenleisten des
polymerisierten Gels aufgetragen. Zusatzlich wird pro Gel 4pul (=0,25 pg/pl)
eines DNA-High-Molekular-Weight-Marker (Desoxyribonukleinsdure) in eine
Tasche pipettiert um das spaterer Abschatzen der Produktgréfie zu erleichtern.
Die anschlieRende Elektrophorese findet bei 450V (Volt) flir 60 min. statt, dabei
erfolgt standig eine Kihlung der Gelkammern mit Wasser, um ein Uberhitzen
der Gele zu vermeiden.

Die fertigen Gele werden dann nach Entfernen der umgebenden Glasplatten in
eine Ethidiumbromidlésungen (1ug/ml) Uberfihrt und 10 min. eingefarbt.
Wahrend des Farbevorgangs sollte alle zwei bis drei Minuten vorsichtig die
Farbeschale hin und her bewegt werden, um ein gleichmaRiges Anfarben zu
ermdglichen.

Die Aufnahme der Gele erfolgt mit einer Fotodokumentationsanlage der Firma

Raytest.

Abbildung 5: Darstellung einer Gelfotodokumentation. Links der Molekular-Weight-Marker,
rechts die jeweiligen Patientenproben mit einem Beispiel einer satten monoklonalen Bande an
Position 9, sowie einer schwachen monoklonalen Bande an Position 3.
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3.3.2 Sequenzanalyse der IgH, IgK 8TCR ,yTCR und TAL-1 Targets und
Identifikation des patientenspezifischen Rearragnements.

3.3.2.1 Grundprinzip der Sequenzierung

Die Sequenzanalyse eines Gens entspricht einer PCR
(Polymerasekettenreaktion), allerdings wird nur ein Primer eingesetzt
(Strangspezifitat). Zusatzlich zu den ,normalen Nukleotiden® der DNA
(Desoxyribonukleinsaure) wird eine definierte Menge an chemisch modifizierten
Nukleotiden hinzugegeben. Diese chemisch modifizierten Nukleotide induzieren
einen Kettenabbruch nach ihrem Einbau. Die Konzentration wird so gewahlt,
dass dies statistisch gesehen an jeder Position des zu sequenzierenden DNA-
Stranges geschieht. Die vier verschiedenen chemisch modifizierten Basen

weisen zusatzlich noch eine Fluoreszensfarbstoff Markierung auf:

- Thymin: ROT

- Adenin: GRUN

- Guanin: SCHWARZ
- Cytosin: BLAU

Dadurch entstehen Fragmente unterschiedlicher Gréfde und Fluoreszenz, die
durch Kapillarelektrophorese mit einer Trennleistung von einem Nukleotidpaar

mittels Laserdetektionssystem aufgetrennt und analysiert werden.

TCAGGGCT @) Sequenz

rcaceec (T)

TCAGGG ‘
—> TCAGG e CYCLE-ANZAHL

DNA- Polymerase TCAG e
ca @
TC @)

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Sequenzierreaktion.Die farblich markierten
Nukleotide entsprechen den chemisch modifizierten Basen, die zum Kettenabbruch flihren.
Diese Fragmente werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt, die Sequenz ist bei dieser
Methode damit dann sofort ablesbar. T= Thymin, C=-Cytosin, G= Guanin, A= Adenin, DNA=
Desoxyribonukleinsaure

JUNERED
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Die Sequenzierung der analysierten Targets durch Elektrophorese erfolgt
getrennt jeweils in Vorwartssequenzierung und Rlckwartssequenzierung. Sie
erfolgt mit den selben Primerpaaren, die fur die |dentifikation des RQ-PCR
(Real-time Quantatative Polymerasekettenreaktion) Targets verwendet wurden,
in einer Konzentration von 100 yM. Die Durchfiihrung der Sequenzierung erfolgt
mit einem Fertigkit der Firma Applied Biosystems.

Das Big Dye™ Terminator ready reaction mix Kit Version 1.1 enthalt alle
notwendigen Bestandteile fur die Sequenzierung bereits gebrauchsfertig.
Anstatt von dGTP (Desoxyguanintriphosphat) und dTTP
(Desoxythymintriphosphat) enthalt das Kit dITP (Desoxyinosintriphosphat), das
eine bessere Bandenauflosung ermdglicht und dUTP (Desoxyuraciltriphosphat),
das den Einbau des T Terminators erleichtert. Die AmpliTag-DNA-Polymerase
ist eine Variante der Thermus aquaticus DNA-Polymerase, sie weil3t ihr
gegenuber zwei Mutationen auf. Eine Mutation liegt direkt im aktiven Zentrum
des Molekils und flhrt zur einer Desensibilisierung des Enzyms gegenuber
Dideoxynukleotiden. Die andere liegt in der terminalen Aminoregion und fuhrt
zum Verlust der 5°-3" Exonuklease Aktivitat des Enzyms.

(Applied Biosystems, Protokolle im Literaturverzeichnis)

3.3.2.2 Direktsequenzierung aus dem Target-PCR-Ansatz

Die Direktsequenzierung aus dem PCR-Ansatz (Polymerasekettenreaktion)
erbringt im Hinblick des Routineeinsatzes in der Klinik vor allem den Vorteil der
Zeitersparnis und der Kostenersparnis gegenuber der Sequenzierung nach
Aufreinigung des PCR-Ansatzes.

Allerdings ist hierbei zu beachten, dass die Qualitat und Quantitat der
Sequenzierleistung durch eine Reihe von Einflussen erhebliche Unterschiede
aufweisen kann. Es kann vor allem zu einem Qualitats und Quantitats Verlustes

kommen auf Grund von:
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- residuellen dNTP’s = Konkurrenz mit den chemisch modifizierten Basen,
- Salze - Ladungsveranderungen, Veranderung des Bindungscharakters
der Primer, Inaktivierung der Polymerase,

- residuelle Primer = Dimerbildung, Gegenstrangsequenzierung.

Diese Methode bietet die hochsten Erfolgsaussichten bei monoklonalen PCR-
Produkten.

Reaktionsansatz fur die Direktsequenzierung:

Materialien Reaktionsvolumina / Ansatz
Big Dye™ Terminator ready reaction mix 2l
Primer (1uM) 2yl
DNA Template 1l
HPLC-Wasser 5l
Endvolumen 10 pl

Tabelle 10: Auflistung der Materialien und deren Volumina fir einen Reaktionsansatz zur
Direktsequenzierung. DNA=Desoxyribonukleinsdure, HPLC= High performance liquid
chromatography, ul= Mikroliter, yM= Mikromol
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3.3.2.3 Sequenzierung nach Aufreinigung des Target-PCR-Ansatzes

Der wesentliche Vorteil dieser Methode ist, dass durch Reinigung des PCR-
Ansatzes (Polymerasekettenreaktion) vor der Sequenzierreaktion die
Inhibitionsmechanismen eliminiert werden. Es kommt zur Auswaschung
kleinerer und groRere Storfragmente, zur Entfernung residueller dNTP
(Desoxytrinukleosidtriphosphat) und Primern. Mit dieser Methode lassen sich
auch schwachere Banden zuverlassig sequenzieren. Gleichzeitig kann sie auch
als zweiter Versuch nach dem Scheitern der Direktsequenzierung genutzt
werden. Allerdings besteht hier ein wesentlich groferer Kostenaufwand.

Die Aufreinigung erfolgt mit dem E.N.Z.A Cycler Pure Kit der Firma PEQ-LAB.
Das Prinzip gleicht hierbei der DNA Isolierung. Die DNA wird an die HiBind®-
Silikamatrix gebunden, die je nach pH und Salzbedingungen das reversible
Binden und Freisetzen erlaubt. Proteine, residuelle dNTP’s und andere
Kontaminationen werden Schrittweise ausgewaschen.

(PEQ-LAB, Protokolle im Literaturverzeichnis)

Reaktionsansatz:

Materialien Reaktionsvolumina/Ansatz
CP-Puffer 200 pl
PCR Ansatz 50 pl
Waschpuffer 500 pl
Eluationspuffer 40ul

Tabelle 11: Auflistung der Materialien und deren Volumina zur Aufreinigung einer Probe mittels
des E.N.Z.A. Cycler Pure Kits. Die Chemikalien werden unverdinnt direkt verwendet. PCR=
Polymerasekettenreaktion, pl= Mikroliter
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Protokoll:

1. Der PCR-Ansatz wird mit dem CP-Puffer versetzt und gevortext.

2. Diese Suspension wird auf die HiBind®-Silikamatirx aufpipettiert und bei

10 000 rpm (Rotationen pro Minute)1 min. zentrifugiert.

3. Diesem Schritt schlieBen sich 2 Waschritte mit dem Waschpuffer bei

10 000 rpm fur jeweils 1 min. an.
4. Trockenzentrifugation bei 10 000 rpm fur 1 min.
Eluation der DNA mit dem Eluationspuffer durch Zentrifugation bei

10 000 rpm far 1 min..

5. Trocknung des Eluats in der Vaccumzentrifuge bei 40° C fir 15 min., um die

DNA-Konzentrations des Eluats zu erhohen.

6. Diesem Aufreinigen schlief3t sich die Sequenzierreaktion an.

Reaktionsansatz der Sequenzierreaktion nach Aufreinigung:

Materialien Reaktionsvolumina/Ansatz
Big Dye™ Terminator ready reaction mix 2yl
Primer (1uM) 2yl
DNA Template 6ul
Endvolumen 10 pl

Tabelle 12: Auflistung der Materialien und deren Volumina fir einen Reaktionsansatz zur
Sequenzierreaktion nach Aufreinigung mittels E.N.Z.A. Cycler Pure Kit. yM= Mikromol, DNA=
Desoxyribonukleinsaure.

54




3.3.2.4 PCR Bedingungen der Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion erfolgt im Gene Amp PCR-System 9700 nach dem von

Applied Biosystems erstellten Protokoll.

Temperatur Zeit

Erster Hold 94°C 10 sek.

25 Cycle a:

96°C 10 sek.

55°C 5 sek.

60°C 50 sek.

Zweiter Hold 72°C 5 min.

Bis zur Weiterverarbeitung / oder Einfrieren bei

Abkuhlung auf 4°C -20°C

Tabelle 13: Darstellung der Cycle Anzahl sowie deren Dauer und Temperatur fir die PCR-
Sequenzierreaktion. sek= Sekunden, min= Minuten

3.3.2.5 Fallung des Sequenzierproduktes

Die Fallung dient der Reinigung der Probe von residuellen Basen, DNA-
Polymerasen (Desoxyribonukleinsaure), Proteinen und anderen Inhibitoren.
Ohne Fallung ware eine saubere, lesbare Sequenzierung nicht maoglich. Die
Ethanol/Natriumazetat Prazipitation erfolgt in Anlehnung an das von Applied

Biosystems beschriebene Protokoll.
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Reaktionsansatz:

Materialien Reaktionsvolumina/Ansatz
PCR-Produkt 10 pl
HPLC Wasser 90ul
Natriumacetat (3 M) 10 pl
Ethanol 70 % 250 ul
Ethanol 100% 250 ul

Tabelle 14: Auflistung der Materialien und deren Volumina fir die Fallung des
Sequenzierproduktes. PCR= Polymerasekettenreaktion, HPLC= High performance liquid
chromatography, ul= Mikroliter, M= Mol

Protokoll:
1. Das Natriumazetat wird zunachst mit 70% Ethanol in einem Eppendorfgefall
angesetzt. Der PCR-Ansatz wird mit HPLC-Wasser (High performance liquid

chromatography) versetzt.

2. Diese beiden Suspensionen werden in ein weiteres Eppendorfgefal} pipettiert

und kurz gevortext.

3. Inkubation bei Raumtemperatur der Losung fur 20 min., um eine optimale

Ausbeute zu gewahrleisten.
4. Zentrifugation der Lésung bei 15 000 rpm (Rotationen pro Minute) flr 15 min.
und Entfernen des Uberschul durch einmaliges schnelles Abkippen um einen

Verlust des nicht sichtbaren Pellets zu vermeiden.

5. Zugabe von 100% Ethanol und Zentrifugation fur 5 min. bei 15 000 rpm.
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Trocknung in der Vaccumzentrifuge bei 50°C flr 15 min. um den Restethanol

zu entfernen, der die Analyse im ABI™Prism Genetic Analyzer inhibiert.

6. Resuspension des Pellets in 16 pl HPLC Wasser.

3.3.3 Sequenzierung der PCR Produkte im ABI™Prism 310 Genetic
Analyzer

Die Analyse der in Wasser resuspendierten Pellets erfolgt im ABI™Prism 310
Genetic Analyzer der Firma Applied Biosystems. Die Einstellungen des Mobility
Files und Matrix Files erfolgte dabei nach Vorgaben des Herstellers. Als Gel
verwendeten wir das Polymer Pop4. Die Analyse erfolgte dann bei 15kV
(Kilovolt) mit einer Laufzeit von 30 min. mit einer Vorerhitzung des Gels auf
50C°. (Applied Biosystems)

3.4 Quantifizierung der Minimalen Resterkrankung mittels Real-time-PCR

3.4.1 Grundprinzipien der Real-time-PCR

Bisherige PCR (Polymerasekettenreaktion) Methoden ermdglichten nur nach
aufwendiger Nachbearbeitung der PCR-Produkte eine Quantifizierung. Zwei
wesentliche Systeme wurden etabliert, um eine Quantifizierung der sich
akkumulierenden PCR-Produkte wahrend der PCR zu ermdéglichen. Das eine
verwendete Ethidiumbromid als Interkalator. Ethidiumbromid bindet dabei an
Doppelstrang-DNA (Desoxyribonukleinsaure), durch UV Licht &t sich die
ansteigende Fluoreszenz mittels CCD-Kamera (change coupled device)
messen %) Der Nachteil dieses Systems liegt in der geringen Spezifitit, da

jeder DNA Doppelstrang ob spezifisch oder nicht spezifisch zu einem Signal
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fuhrt. Das andere System nutzt die 5°-3° -Exonuklease Aktivitat der DNA-

Polymerase (¢©

in Kombination mit einer Sonde, die wahrend der PCR
gespalten wird. Dieses System hat den Vorteil der wesentlich hoheren
Sensitivitat, da nur ein Signal generiert wird, wenn ein Annealing der Primer und
der Sonde an die DNA stattfindet. Trotzdem war immer noch eine relativ
aufwendige  Nachbearbeitung erforderlich. Die  Entwicklung doppelt
Fluoreszenzmarkierter Sonden erlaubte eine direkte Auswertung ohne
Nachbearbeitung, sowie eine Diskriminierung zwischen verschiedenen DNA
Produkten (/7:78:80),

Die Sonde liegt zwischen den Vorwartsprimer und dem Reversenprimer.

An ihrem 5°Ende ist sie mit einem fluoreszierenden Reporter markiert, an ihrem
3" Ende mit einem Quencher. Ist die Sonde intakt, so absorbiert der Quencher
die Fluoreszenz des Reporters. Wird die Sonde wahrend der PCR gespalten,
so kommt es zu Trennung des Reporters vom Quencher, die Fluoreszenz kann
dann als Signal gemessen werden.

Der Reverseprimer entspricht dabei dem selben wie in der initialen
Targetindenfikations PCR/Sequenzierreaktion. Die Sequenzen der Tag-Sonden
sind dabei komplementar zur Germlinesequenz und liegen zwischen Vorwarts-

und Reversemprimer.

Taq -Man Sonde
|
I

| Rearrangement

5

DNA- Polymerase

. e ot

| Rearrangement !

| Rearrangement !

5
Abbildung 7: Schematische Darstellung der RQ-PCR. Der Vorwartprimer wird fir jeden
Patienten individuell generiert. Reverserprimer und Tag-Sonde sind jeweils komplementar zur
Germlinesequenz. Durch die 5°-3" Exonuklease Aktivitdt der DNA Polymerase wird die Tag-
Sonde degradiert, dadurch entfernen sich Reporter und Quencher voneinander. Die nun
freiwerdende Fluoreszenz kann detektiert werden. R=Reporter, Q=Quencher, DNA=
Desoxyribonukleinsaure
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3.4.2 Patientenspezifische Primergenerierung

Die Primergenerierung erfolgt mit Hilfe des von Applied Biosystems erstellten
Computerprogramms Primerexpress. Falls hier kein Ergebnis erzielt werden
kann, kann selbst mit Hilfe des Computerprogramms Oligo 6 (W.Rychilk,
National Biosciences, Plymouth MN USA) ein Primer erstellt werden. Die

Schmelztemperatur des Primers sollte bei ca. 60°C liegen.

3.4.3 Sensitivitatstestung der Primer

Die Sensitivitatstestung erfolgte nach den BIOMED1 und BIOMEDZ2 konsensus
Protokollen mit Hilfe des ABI-PRISM™ 7700 Sequenz Detector System der
Firma Applied Biosystems. Die Standardverdinnungsreihe wird mit Hilfe von
Spender-DNA erstellt. Der TagMan Universal PCR-Mastermix
(Polymerasekettenreaktion) ist in gebrauchsfertiger Losung erhaltlich. (Applied
Biosystems, Protokoll im Literaturverzeichnis) Die Bestimmung erfolgt jeweils
doppelt fur jeden zu testenden Primer.

Zusatzlich wird noch eine zweifache Albuminkontrolle durchgefuhrt.

Materialien Konzentration
Spender DNA 100ng/ul
Templete DNA ( Diagnoseprobe) 100ng/ul
Vorwartsprimer 100pmol/pl
Ruckwartsprimer 100pmol/ pl
Tag-Sonde 5pmol/ pl
Albumin 2mg/ml
HPLC Wasser
TagMix
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Tabelle 15: Auflistung der Materialien und deren Konzentration fur einen Ansatz zur
Durchfihrung der Real-Time-Quantitative-PCR  zur Primersensitivitatstestung. DNA=
Desoxyribonukleinsaure, pmol= Picomol, mg= Milligramm, pl= Mikroliter, ng= Nanogramm,
HPLC= High performance liquid chromatography

Protokoll:

1. Erstellung der Verdunnungsreihe. Initial werden 22,5ul Spender DNA und
2,5ul Patienten DNA in einem Well pipettiert. Diese Ausgangslésung (107") wird

dann schrittweise bis 10 ~° verdiinnt.

2. Erstellung des Primermix. Pro Well Ansatz werden jeweils 0,17ul des
Vorwarts- und Ruckwarstsprimers sowie 0,38ul der TaqgSonde und 5,28l
HPLC-Wassers (High perforamnce liquid chromatography) in einem neuen

Eppendorfgefass pipettiert.

3. Pro Well Ansatz werden 10ul TagMix verwendet.

4. Diese Ldosungen werden dann auf die Reaktionsplatte aufgetragen und
festverschlossen. Falls es sich um eine heparinisierte KM-Probe
(Knochenmark) bei dem Patienten gehandelt hat, sollte dem Primer Mix 0,2l
einer 0,2% BSA-L6sung (Bovine serum albumine) hinzugefigt werden und die
HPLC Wasser Menge auf 5,1ul reduziert werden. Durch die BSA Zugabe wird
die PCR inhibierende Wirkung des Heparins reduziert.
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3.4.3 RQ-PCR Bedingungen im ABI-Prism™ 7700 Sequence Detector
System

Temperatur Zeit
Erster Hold 50°C 2 min.
Zweiter Hold 95°C 10 min.
50 Cycle a:
95°C 15 sek.
60°C 60 sek.

Tabelle 16: Darstellung der Cycle Anzahl sowie deren Temperatur und Dauer fir die RQ-PCR
zur Primersensitivitatstestung. sek= Sekunden, min= Minuten

Die Analyse erfolgt durch das von Applied Biosystems mitgelieferte Computer

Softwareprogramm.
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3.5 Analyse der Minimalen Resterkrankung

Die Analyse der Minimalen Resterkrankung erfolgt mit dem selben Protokoll wie
die Sensitivitatstestung der Primer. Die Proben werden dabei mit einer
dreifachen Kontrolle gemessen. Zusatzlich erfolgt eine NTC (Non-Template
Control) um etwaige Verunreinigungen der Losungen auszuschliessen, sowie

die bereits erwahnten Albuminkontrollen.

P1 P1 P2 P2 Probe |Probe |[Probe |Probe |Probe [Probe |Albumin | Albumin
10" 10" [10" [10" |P1 P1 P1 P2 P2 P2 P1 P2

Ab |Ab [Ab |Alb [Alb Alb

I|®|M| mf Ol O W >
3
X
T
N
0
N

Abbildung 8: Darstellung einer fertig pipettieren Reaktionsplatte in der eine Nachprobe eines
Patienten mit zwei Targets gemessen wird. Alb= Albumin, NTC= Non Template Control

3.6 Strategische Kriterien der Target Auswahl

Die differenzierte Auswahl des spateren RQ-PCR (Real-time Quantitative
Polymerasekettenreaktion) Targets ist zur Vermeidung falscher negativer
Ergebnisse durch klonale Evolution der Zellen und sekundaren Veranderungen
der Rearrangementstruktur durch persistierende Aktivitat der V(D)J-
Rekombinase sehr wichtig. Insbesondere scheinen B-Vorlaufer ALL (Akute

lymphatische Leukamie) von diesen sekundaren Veranderungen betroffen zu
sein (17,118,119).
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Rearrangements im Bereich des IgK-Lokus (Immunglobulinkappa) und DH-JH-

Rearrangements im Bereich des IgH-Lokus (Immunglobulinschwerkette) gelten

als besonders stabil. Grundsatzlich gilt, je monoklonarer die Bande auf dem Gel

erscheint, um so geringer ist die Wahrscheinlichkeit sekundarer struktureller

Veranderungen (2%,

MonoklonaleBanden

Oligoklonale /Polyklonale
Banden

A 4

1. Wahl

IgkLocus+ IgHLocus

2. Wahl

IgHLocus+ 6TCRLocus

A 4

Ausweichmdglichkeit

Kombination eines mono-
klonalen Targets mit einem
Oligoklonalen

Sonstige

Vgl Target

Ausweichmdglichkeiten

YTCR-Locus+
zur Verfiigung stehende
Targets des Patienten oder
andere Kombinationen

l

Versuch der Auflésung mit erweiterten
Vgl Primerpaaren in einer zweiten PCR.

Abbildung 9: Schematische Darstellung der primaren Target-Auswahl. Rechts beim vorliegen
monoklonaler Banden an Hand des Gels, links wenn diese Banden oligoklonal bzw. polyklonal
erscheinen. IgK= Immunglobulinkappa, IgH= Immunlgobulinschwerkette, TCR= T-Zellrezeptor
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4. Patientenkollektiv

Die in dem Untersuchungszeitraum gemessenen Patienten stammen nicht nur
aus dem Transplantationszentrum der Universitatsklinik fir Kinder- und

Jugendmedizin Tubingen sondern auch aus folgenden Transplantionszentren:

- Universitatskinderklinik Berlin

- Universitatsklinik Dresden

- Kinderklinik Dusseldorf

- Universitatsklinik fur Kinder und Jugendliche Erlangen

- Universitatsklinik Essen

- Universitatskinderklinik Freiburg

- Medizinische Hochschule Hannover — Kinderklinik

- Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitat Jena — Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin ,Jussuf Ibrahim®

- Von Haunersche Klinik Manchen

- Kinderklinik der Poliklinik der Ludwigs-Maximillians-Universitat Munchen

- Kinderklinik der TU Munchen

- Universitatskinderklinik und Poliklinik UIm

Ein Uberblick tber wichtige Daten der Patienten wird in der Tabelle 17
gegeben. Diese Daten stellten die Grundlage unserer Untersuchungen im

Rahmen dieser Arbeit.

Im folgendem einige Erlduterungen zu der Tabelle 17:

Insgesamt konnte bei allen 100 Patienten eine initiale Target Charakterisierung

vorgenommen werden, sowie folgende Messungen der MRD (Minimal residual
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disease = Minimalen Resterkrankung) im Knochenmark an mindestens einem
Tag. Die Messung der MRD erfolgte ausschlie3lich im Knochenmark. Alle
Patienten wurden allogen transplantiert. 33 wurden in CR1 (Complete
Remission) transplantiert, 51 in CR2 und 16 Patienten in >CR2. 10 Patienten
erhielten eine Haplo-Indentische, 39 eine MUD (Matched unrelated donor), 36
eine MFD (Matched family donor), 4 eine MMFD (Mismatched family donor) und
11 eine MMUD (Mismatched unrelated donor)— Transplantation. Insgesamt
wurden 32 Transplantate T-Zelldepletiert. 25 Patienten erhielten eine
Immuntherapie auf der Basis eines IMC (Increasing mixed Chimerism).
Desweiteren enthalt die Tabelle Informationen Utber den ALL-Subtyp, das
Konditionierungsschema, den Chimarismus, die GVHD (Graft-Versus-Host-
Disease), die Initialen Targets, den Follow-up Zeitraum, die MRD
Gesamtgruppe eines Patienten und den aktuellen Zustand des Patienten zum
Zeitpunkt des Abschlusses der Untersuchung, sowie weitere Charakteristika.

Bei allen Patienten hatte ein Target eine Sensititvitat von mindestens 1x10™, 31

Patienten wiesen ein Target auf, 69 zwei.

Jedem Patient wurde ein MRD Gesamtstatus zugeordnet. Die Zuordnung
erfolgte  anhand des hochst gemessenen Wertes innerhalb des
Untersuchungszeitraums. Die Einteilung der MRD Last wurde wie folgt definiert:
- MRD High bei einer Blastenlast von > 1x107
- MRD Low bei einer Blastenlast von < 1x 10 > 1x10*

- MRD Positiv bei einer Blastenlast von < 1x10™

- MRD Negativ bei keinem Blastennachweis = 0
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Zusatzlich wurde jede gemesse Probe ebenfalls einer dieser Gruppen

zugeordnet.

66



UPN |G CR ALL- Donor Konditionierung Tdepl CH MRD ITH GvHD Ev. St. FU d Target 1 Target2 Sens.1 Sens. 2
Typ G
1272lm CR 2 c-ALL MUD  TBI+Eto+Cyc+ATG Nein CC  high Nein 190 Rlps 794  Vk2-Kde keinen 1,00E-05
1282lm CR>2 B-ALL MUD TBI+Eto+Cyc Nein CC  pos. Ja 45 Rlps 45 Vg1-Jg1.3/2.3 keinen 1,00E-05
1566/m CR>2 c-ALL MMFD Bus+Cyc+Thio+OKT3 Ja CC  neg. Nein 31 TRM 31 Vk3-Kde Vg2-Jg1.3/2.1 1,00E-05 1,00E-05
1615lw CR2 c-ALL MUD  TBI+Thio+Eto+ATG Nein CC neg. Ja Rem. 1120 Vd2-Dd3 keinen 1,00E-04
1718w CR2 c-ALL MFD  TBI+Thio+Eto+ATG Ja CC low Nein Rem. 1216 VH4-JH4 keinen 1,00E-04
1737w CR2 c-ALL MMUD TBI+Thio+Eto+ATG Ja IMC neg. CSA Nein Rem. 1469  Vk1-Kde Vd2-Dd3 1,00E-05 1,00E-05
1753lw CR1 T-ALL MFD  TBI+Eto Nein CC  neg. Ja Rem. 1463 Vg1-Jg1.3/2.1 Dd2-Jd1 1,00E-05 1,00E-05
1756w CR>2 c-ALL Haplo Bus+Cyc+Flu+OKT3 Ja IMC high DLI Ja 132 Rlps 133  Vk4-Kde keinen 1,00E-04
1776lw CR2 B-ALL MUD Bus+Cyc+Eto+ATG Ja IMC high DLI Nein 133 Rips 133  Dd2-Dd3 keinen 1,00E-04
1793lm CR2 c-ALL MUD  TBI+Thio+Eto+ATG Ja IMC high DLI Nein 182 Rips 182  VH3-JH5 VH4-JH5 1,00E-04 1,00E-04
1816)/m CR2 c-ALL MFD  TBI+Eto Nein DMC pos. Ja Rem. 1112  Vd2-Dd3 keinen 1,00E-04
1820lm CR>2 c-ALL MMUD TBI+Cyc+Eto Ja CC  high Ja 100 Rips 386 Vg1-Jg1.3/2.1 Vg2-Jg1.3/2.1 1,00E-04 1,00E-05
1825|m CR2 B-ALL MFD  TBI+Eto Nein CC neg. Ja Rem. 1121 Vg2-Jg1.3/2.1 Vd2-Dd3 1,00E-03 1,00E-03
1829|m CR>2 c-ALL MFD  TBI+Flu Ja DMC low Ja Rips 209 VH4-JH4 Vd2-Dd3 1,00E-05 1,00E-05
1836/m CR2 c-ALL MFD  TBI+Eto Nein LMC neg. Ja Rem. 1087  Vk3-Kde Vg1-Jg1.3/2.1 1,00E-04 1,00E-05
1839Im CR2 c-ALL MFD  TBI+Eto Nein DMC neg. Ja 245 TRM 245  VH3-JH5 Dd2-Dd3 1,00E-05 1,00E-03
1849|lw CR>2 c-ALL MUD  TBI+Flu Ja DMC neg. Ja Rem. 1113  VH3-JH6 intron5-Kde  1,00E-05 1,00E-05
1882w CR2 B-ALL MFD  TBI+Eto Nein CC  high Ja 94 Rips 94  Vd2-Jd1 VH4-JH6 1,00E-04 1,00E-03
1888/m CR1 T-ALL MUD  TBI+Thio+Eto+ATG Ja IMC neg. DLI Nein Rem. 1280 Vg1-Jg1.1 keinen 1,00E-04
1889w CR1 T-ALL MUD TBI+Eto Nein CC low Nein Rem. 973  Vvd1-Jd1 Dd2-Jd1 1,00E-04 1,00E-04
1891w CR2 c-ALL MFD  TBI+Eto Nein DMC high Ja 352 Rlps 352  VH3-JH4 Vg1-Jg1.3/2.1 1,00E-05 1,00E-05
1906/m CR1 c-ALL MFD TBI+Eto Nein LMC neg. Ja Rem. 1079 VH3-JH6 Vd2-Dd3 1,00E-05 1,00E-03
1908(m CR1 T-ALL MFD  TBI+Eto Nein CC  neg. Ja Rem. 1116 Vg3-Jg1.3/2.1 keinen 1,00E-04
1913lm CR1 T-ALL MMFD TBI+Thio+Eto+ATG Ja LMC neg. Ja Rem. 1238 Vg3-Jg1.3/2.3 Vd1-Jd1 1,00E-05 1,00E-05
1965|m CR>2 c-ALL MUD  TBI+Thio+Eto+ATG Ja IMC high DLI Nein 617 Rips 617  VH1-JH6 Vd2-Dd3 1,00E-04 1,00E-04
1969m CR2 c-ALL MUD TBI+Eto Nein LMC high Ja 113 Rips 113 VH3-JH5 Vk1-Kde 1,00E-02 1,00E-05
1980w CR2 B-ALL MFD  TBI+Eto Nein LMC neg. Nein Rem. 1066 VH3-JH5 Vd2-Dd3 1,00E-05 1,00E-05
1991im CR1 c-ALL MUD TBI+Cyc+Eto Nein LMC neg. Ja 352 TRM 352 Vg1-Jg1.1/2.1 Vd2-Dd3 1,00E-05 1,00E-05
2011w CR>2 c-ALL MFD  TBI+Eto+Cyc Nein CC neg. Ja 134 TRM 134 Vg1-Jg1.3/2.3 Vd2-Dd3 1,00E-03 1,00E-04
2014m CR2 c-ALL MUD TBI+Eto+ALG Nein IMC pos. CSA Ja 159 TRM 159  VH4-JH6 Vg1-Jg1.1/2.1 1,00E-05 1,00E-05
2020lm CR2 c-ALL MUD  TBI+Eto+ATG Nein IMC neg. DLI Nein 96 TRM 96 VH4-JH4 Vg1-Jg1.3/2.1 1,00E-05 1,00E-05
2043m CR1 c-ALL MUD  TBI+Eto+Cyc+Pred+OKT3 Ja LMC high Nein 523 Rlps 523 Vg1.Jg1.1/2.1 keinen 1,00E-04
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Tabelle 17: Ubersicht tiber die Patienten. Darstellung der wichtigsten Charakteristika der analysierten Patienten. UPN= Verschliisselungsnummer des
Patienten, G= Geschlecht, m= mannlich, w= weiblich, CR= Complete Remission, ALL= Akute lymphatische Leukamie, MFD= Matched family donor,
MUD= Matched unrelated donor, MMFD= Mismatched family donor, MMUD= Mismatched unrelated donor, TBI= Total body irridation, Eto= Etoposid,
Bus= Busulfan, Flu= Fludarabin, Pred= Prednisolon, Cyc=Cyclophosphamid, ATG= Antithymozytenglobulin, ALG= Antilymphozytenglobulin, OKT 3=
Antikérper, Thio= Thiotepa, Tdepl= T-Zelldepletion, CH= Chimerismus, CC= Kompleter Chimerismus, IMC= Zunehmend gemischter Chimerismus,
DMC= Abnehmend gemischter Chimerismus, LMC= Konstant gemischter Chimerismus, MRD G= Minimale Resterkrankung Gesamtgruppe, neg=
negativ, pos= positv ITH= Immuntherapie, CSA= Cyclosporin A, DLI= Donor lymphozyten Infusion, GVHD= Graft Versus Host Disease, Ev= Tag des

Events, St= Status, Rem= Remission, Rlps= Rezidiv, TRM= Treatment related mortality, Abs= AbstoRung, FU d= Follow-up in Tagen nach SZT, Igk=
Immunoglobulin kappa, Sens= Sensitivitat.
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5. Ergebnisse

5.1 Allgemeiner Uberblick der Patienten

Im folgenden soll ein Uberblick tiber die Patienten gegeben werden.

5.1.1 MRD Verteilung des Patientenkollektivs

MRD Verteilung der Patienten

100

Abbildung 10: Darstellung der Verteilung der Patienten. 100 = Gesamtpatienten,

50= MRD negative Patienten, 33 = MRD High, 12= MRD positiv, 5= MRD Low
MRD= Minimale Resterkrankung

Abbildung 10 zeigt die Verteilung der einzelnen MRD

(Minimale

Resterkrankung) Gesamtgruppen. Insgesamt konnten 100 Patienten gemessen

werden. Von diesen Patienten waren 50 Patienten im gesamten Verlauf MRD

negativ d.h. keine MRD Last nachweisbar im Untersuchungszeitraum, 33

Patienten wiesen zu einem Zeitpunkt bei einer Messung eine MRD Last > 1 x

10 auf = MRD High, 12 Patienten hatten zu keinem Zeitpunkt der Messung

eine MRD Last von groer < 1 x10* = MRD pos. und 5 Patienten hatten zu
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keinem Zeitpunkt der Messung eine MRD Last von gréRer < 1x 10°3/> 1 x10™ =
MRD Low. Die Zuteilung zu der jeweiligen MRD Gesamtgruppe erfolgte damit
durch den am hochsten gemessen Wert wahrend des Untersuchungzeitraums.
Im folgendem wird im Text von MRD High bei einer Last von > 1x10, von MRD
Low bei einer Last von < 1x107°/> 1x10™, von MRD positiv (pos.) bei einer Last

von < 1x 10 und von MRD negativ (neg.) bei keinem Nachweis gesprochen.

5.1.2 Klinischer Zustand der Patienten innerhalb der MRD Gruppen

Event nach MRD Gruppen

100% 1

8
80%-

% 60%- 39
i 40% 7

20%
1
0% ‘ ‘ ‘ m2 ‘
MRD High MRDLow MRDpos. MRDneg.
n=33 n=5 n=12 n=50
MRD Status

Abbildung 11: Darstellung der MRD Gruppen mit Eventverteilung innerhalb
der Gruppen. Schwarz = Rezidiv, Weiss = Remission, Dunkelgrau = TRM und
Hellgrau = Abstof3ung. MRD= Minimale Resterkrankung, TRM= Treatment
related mortality

Die obige Grafik gibt einen Uberblick Uber den aktuellen klinischen Zustand der
Patienten (=Event). Als Event gelten hierbei das Rezidiv, TRM und Abstossung.
Auffallend ist die hohe Rezidivrate innerhalb der Gruppe der MRD High
Patienten. 33 von 33 Patienten erlitten hier ein Rezidiv. In der Gruppe der MRD
Low Patienten sind 80% (4/5) der Patienten in Remission, einer erlitt ein Rezidiv
(20%), keiner verstarb an TRM, keiner stiel® das Transplantat ab. In der Gruppe
der MRD pos. sind 58,33% (7/12) der Patienten in Remission, 33,33% (4/12)
verstarben an TRM, 8,33% (1/12) erlitten ein Rezidiv, keiner stie3 das
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Transplantat ab. Bei der Gruppe der MRD neg. sind 78% der (39/50) Patienten
in Remission, 16% (8/50) verstarben an TRM, 4% (2/50) erlitten ein Rezidiv, 2%
(1/50) erlangten kein Engraftment. Somit stellen sich fur das rezidivfreie
Uberleben, in dieser vereinfachten Ubersichtsgrafik die Gruppe der MRD Low
Patienten mit 80% Remission, gefolgt von der MRD neg. Gruppe mit 78%

Remission, als gunstigste Gruppen dar.

Nach diesem vereinfachtem Uberblick der Patientendaten soll nun eine
statistische Analyse mit Hilfe der Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrt werden.

Im folgenden Abschnitt soll naher auf die Bedeutung der MRD als Parameter fur
die  Uberwachung und Prognose  der Patienten nach  SZT
(=Stammzelltransplantation) eingegangen werden. Es soll zum einem die
individuelle Dynamik der MRD des einzelnen Patienten naher untersucht
werden, zum anderen die Bedeutung der MRD Messung aus Sicht der
einzelnen MRD Werten zu definierten Zeitpunkten nach SZT, um evt. einen
spezifischen Tag zur Analyse der MRD zu identifizieren und die

quantitative/prospektive Bedeutung der MRD zu bestimmen.
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5.2 Ereignisfreies (EFS) und rezidivfreies (RFS) Uberleben in Abhangigkeit
vom MRD Gesamtstatus

1.0 — . Gesamt n= 100
0,9 —
08 MRD = 0; n=50; 0.75; 3,05J; E=11
07 o o
[ MRD = <-3>-4; n=5; 0.75; 3,3J; E=1
0,6 — 1
U) ;‘:- ----------------------------------------------------
LLb 0,5 * MRD < -4; n=12; 0.53 3,04J; E=5
0,4
0,3 - ";,,,: )
02 £
0,1 5"';,' MRD > -3 ; n=33; 0.0 2,17J; E= 33
0,0 T T T I T T '.:““i”: T A} T | ) ) T \
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Zeit in Jahren

Abbildung 12: Ereignisfreies Uberleben in Abhéngigkeit der MRD Last.
MRD = 0 = MRD neg., MRD > -3= MRD High, MRD < -4 = MRD pos.,
MRD < -3/> -4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, EFS=
ereignisfreies Uberleben
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Abbildung 13: Rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit der MRD Last.
MRD = 0 = MRD neg., MRD > -3= MRD High, MRD < -4 = MRD pos.,
MRD < -3/> -4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, RFS=
rezidivfreies Uberleben
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Betrachtet man die MRD Gesamtgruppe (Minimale Resterkrankung) eines
Patienten, die Uber den jeweils hochst gemessenen Wertes wahrend der
Analyse definiert wurde, so fallen erhebliche Unterschiede des EFS
(ereignisfreis Uberleben) sowie des RFS (rezidivfreies Uberleben) zwischen
den Gruppen auf.

Das EFS der MRD High Gruppe betrug 18,18% (SE 0,067) bei einem Jahr und
0% bei zwei Jahren, dass RFS betrug 18,18% (SE 0,067) bei einem Jahr und
0% bei zwei Jahren. Hierbei muf} bericksichtigt werden, dass ein Patient erst
am Tag 619 post-SZT erstmalig gemessen werden konnte und zu diesem
Zeitpunkt erstmalig eine MRD High Messung vorlag, so dass das rezidivfreie
Uberleben nach einer MRD High Messung wahrscheinlich weit unterhalb von
zwei Jahren liegt. Dies bestatigen auch die weiteren Kaplan-Meier Analysen.
Innerhalb der Gruppe der MRD Low Patienten ergab sich ein EFS von 75,00%
(SE 0,217) nach einem Jahr und 75,00% (SE 0,217) nach drei Jahren, dass
RFS lag ebenfalls bei 75,00% (SE 0,217) nach einem Jahr und 75,00% (SE
0,217) nach drei Jahren. Die MRD pos. Patienten hatten ein EFS von 52,91%
(SE 0,157) bei einem Jahr und 52,91% (SE 0,157) bei drei Jahren. Das RFS
dieser Gruppe lag bei 91,67% (SE 0,080) nach einem Jahr und 91,67% (SE
0,080) nach drei Jahren. Die Gruppe der MRD neg. Patienten wies ein EFS von
77,90% (SE 0,062) bei einem Jahr und 75,12% (SE 0,066) bei drei Jahren auf.
Ihr RFS lag bei 95,04% (SE 0,034) bei einem Jahr und 91,64% (SE 0,047) bei
drei Jahren. Insgesamt a3t sich zeigen, dass ein Patient, der zu irgendeinem
Zeitpunkt eine MRD High Messung aufweist, zu 100% innerhalb der nachsten
zwei Jahre nach erster MRD High Messung rezidivieren wird.

Insgesamt stellten sich die Gruppen der MRD neg. Patienten und MRD pos.
Patienten bezlglich des RFS am gunstigsten dar. Bezlglich des dreijahrigen
RFS stellten sich diese Gruppen mit 91,67% bzw. 91,64% sogar als
gleichwertig dar. Bezuglich des EFS stellt sich damit die Gruppe der MRD pos.
Patienten als intermediar und die MRD High Patienten als unglnstig dar. MRD
Low Patienten und MRD neg. Patienten sind bezlglich des EFS nahezu

gleichwertig. Ein durchgefuhrter Log-Rank-Test ergab p< 0,001 sowohl fur das
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EFS als auch fur das RFS. Dies beweist den hochsignifikaten Unterschied
innerhalb der MRD Gruppen.

Insgesamt ergab sich bei den 100 Patienten ein EFS von 54,41% (SE 0,053)
nach einem Jahr und 42,80% (SE 0,056) bei drei Jahren. Das RFS lag
insgesamt bei 66,0% (SE 0,052) nach einem Jahr und 51,92% (SE 0,061) nach
drei Jahren.

Es stellt sich nun die Frage, ob ein Patient innerhalb einer MRD Gruppe
verbleibt, oder ob es sich um eine dynamische Entwicklung handelt und ob zu
definierten Zeitpunkten eine Vorhersage Uber die Entwicklung eines Patienten

getroffen werden kann, falls eine bestimmte MRD Last gemessen wird.
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5.3 Bedeutung der MRD Messung in Regelméaligen Zeitintervallen nach
SZT

Die vorausgegangenen Analysen basierten auf der MRD Gesamtgruppe
(Minimale Resterkrankung) eines Patienten, die durch retrospektive
Betrachtung der Patientengruppe nach Beendigung der Analyse ermittelt
wurde. Hier soll nun auf die prospektiv prognostische Bedeutung der MRD Last
zu bestimmten Zeitpunkten nach SZT (Stammzelltransplantation) eingegangen

werden.

Durchgefuhrt wurden diese Untersuchungen mit Hilfe der Kaplan-Meier-
Analyse. Angegeben wird jeweils das ein- und dreijahrige EFS (ereignisfreies
Uberleben) bzw. RFS (rezidivfreie Uberleben).

Als Messintervalle wurden hier definiert:

Messung bis zum Tag 45 nach SZT

- Messung vom Tag 46 — 75 nach SZT

- Messung vom Tag 76 — 110 nach SZT

- Messung vom Tag 160 — 250 nach SZT

- Messung vom Tag > 250 nach SZT

Die Einteilung in diese Zeitintervalle ergab sich aus den vorhandenen Proben

zur Untersuchung der Patienten, so wie aus der Erfahrung, dass die meisten

Rezidive innerhalb der ersten 100 Tage nach SZT auftreten und dann mit dem
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zweiten Gipfel von > 200 Tagen nach SZT. So lag das Intervall zwischen den
einzelnen Messungen zwischen 29 und 90 Tagen, wobei die Zeitpunkte
innerhalb der ersten 100 Tage zwischen 29 und 45 Tagen lagen. In den

folgenden Abbildungen werden diese Ergebnisse gezeigt.
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5.3.1 Ereignisfreies (EFS) und rezidivfreies Uberleben (RFS) in Abhangigkeit der MRD Last am Tag bis 45 nach SZT
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Abbildung 14: Darstellung des ereignisfreien Uberlebens bei Messung
der MRD Last am Tag bis 45 nach SZT. MRD 0 = MRD neg, MRD > -3
= MRD High, MRD < -4 = MRD pos., MRD < -3/> -4 = MRD Low.
MRD= Minimale Resterkrankung, EFS= ereignisfreies Uberleben

Abbildung 15:Darstellung des rezidivfreien Uberlebens bei Messung
der MRD Last am Tag bis 45 nach SZT. MRD 0 = MRD neg., MRD > -3
= MRD High, MRD < -4 =MRD pos., MRD <-3/>-4 = MRD Low.

MRD= Minimale Resterkrankung, RFS= rezidivfreie Uberleben

Von 100 Patienten konnten 74 am Tag bis 45 nach SZT (Stammzelltransplantation) gemessen werden. 52 dieser 74

Patienten waren in diesem Zeitraum MRD neg., sieben MRD Low, sieben MRD pos. und acht MRD High. Ein durchgefuhrter

Log-Rank-Test ergab p<0,0001.
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Gesamt n=74

MRD High; n=8

MRD Low:; n=7

MRD pos.; n=7

MRD neg.; n=52

1J RFS/EFS

0%/0%

34,29%34,29%

42,86%/22,86%

80,43%/69,07%

3 J RFS/EFS

34,29%/34,29% (2,66J)

42,86%/22,86%

65%/55,81%

Tabelle 18: Darstellung des rezidiv- und ereignisfreien Uberlebens in% in Abhanigkeit der MRD Last nach ein und drei Jahren. RFS= rezidivfreies
Uberleben, EFS= ereignisfreies Uberleben, J= Jahre, MRD= Minimale Resterkrankung

Das Risiko an einem Rezidiv innerhalb eines Jahres zu erkranken ist bei MRD pos. zu diesem Zeitpunkt ca. doppelt so hoch
wie das der MRD neg. Patienten. Bei MRD Low Patienten etwas mehr als doppelt so hoch und das der MRD High Patienten
liegt bei 100%. Interessant ist, dass sich die MRD Low Patienten in bezug auf das RFS von den MRD pos. Patienten nicht
erheblich unterscheiden. AuRerdem fallt hier das Ubereinstimmen von EFS und RFS innerhalb der MRD Low Gruppe auf.
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5.3.2 Ereignisfreies (EFS) und rezidivfreies Uberleben (RFS) in Abhangigkeit der MRD Last am Tag 46 — 75 nach SZT
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Abbildung 16: Darstellung des ereignisfreien Uberlebens bei Messung

der MRD Last am Tag 46-75 nach SZT. MRD 0 = MRD neg,
MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 = MRD pos.,

MRD < -3/> -4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, EFS=

ereignisfreies Uberleben
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Abbildung 17:Darstellung des rezidivfreien Uberlebens bei Messung
der MRD Last am Tag 46-75 nach SZT. MRD 0 = MRD neg.,

MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 =MRD pos.,

MRD <-3/>-4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, EFS=
rezidivfreie Uberleben

In dem Zeitraum von 46 — 75 Tagen nach SZT (Stammzelltransplantation) hatten 63 der insgesamt 100 Patienten eine
Knochemarksnachprobe. 40 waren zu diesem Zeitpunkt MRD neg., 3 MRD Low, 12 MRD pos. und 8 MRD High. Der Log-

Rank-Test ergab p < 0,0001.
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Gesamt n= 63

MRD High; n=8

MRD Low:; n=3

MRD pos.; n=12

MRD neg.; n=40

1J RFS/EFS

0%/0%

33,33%/66,67%

58,92%/24,24%

80,71%/66,32%

3 J RFS/EFS

33,33%/33,33% (2,66J)

58,92/24,24% (2,58J)

65,42%/53,76%

Tabelle 19: Darstellung des rezidiv- und ereignisfreien Uberlebens in% in Abhanigkeit der MRD Last nach ein und drei Jahren. RFS= rezidivfreises
Uberleben, EFS= ereignisfreises Uberleben, J= Jahre, MRD= Minimale Resterkrankung

Hier ist ebenfalls wieder zu sehen, dass der Nachweis einer MRD Last mit einem signifikant hoherem Rezidivrisiko
einhergeht. Zusatzlich fallt hier das RFS von nur 33,33% bei den MRD Low Patienten auf. Das RFS der MRD High Patienten

liegt wiederum bei 0%.
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5.3.3 Ereignisfreies (EFS) und rezidivfreies (RFS) Uberleben in Abhangigkeit der MRD Last am Tag 76 — 110 nach SZT
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Abbildung 18: Darstellung des ereignisfreien Uberlebens bei Messung
der MRD Last am Tag 76-110 nach SZT. MRD 0 = MRD neg,

MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 = MRD pos.,

MRD < -3/> -4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, EFS

ereignisfreies Uberleben

In dem Zeitraum Tag 76-110

nach SZT

der MRD Last am Tag 76-110 nach SZT. MRD 0 = MRD neg.,
MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 =MRD pos.,

rezidivfreie Uberleben

(Stammzelltransplantation)

hatten

67 der

100 Patienten

Abbildung 19:Darstellung des rezidivfreien Uberlebens bei Messung

MRD <-3/>-4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, RFS=

eine

Knochenmarksnachprobe. 40 der Proben waren zu diesem Zeitpunkt MRD neg., 6 MRD Low, 9 MRD pos. und 12 MRD High.

Der Log-Rank-Test ergab p < 0,001.
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Gesamt n= 67

MRD High; n=12

MRD Low:; n=6

MRD pos.; n=9

MRD neg.; n=40

1J RFS/EFS

0%/0%

50%50%

57,14%/44,44%

94,23%/78,32%

3 J RFS/EFS

50%/50%

57,14%/44,44%

78,81%1/65,51%

Tabelle20: Darstellung des rezidiv- und ereignisfreien Uberlebens in% in Abhéanigkeit der MRD Last nach ein und drei Jahren. RFS= rezidivfreises

Uberleben, EFS= ereignisfreises Uberleben, J= Jahre, MRD= Minimale Resterkrankung

Insgesamt fallt auch hier die ca. doppelt so hohe Rezidivwahrscheinlichkeit bei MRD Low oder MRD pos. im Gegensatz zu

MRD neg. Patienten auf. AuRerdem fallt hier das Ubereinstimmen von EFS und RFS innerhalb der Gruppen MRD Low auf.
Das RFS der MRD High Patienten ist wiederum 0%.
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5.3.4 Ereignisfreies (EFS) und rezidivfreies (RFS) Uberleben in Abhangigkeit der MRD Last am Tag 160 — 250 nach
SZT
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Abbildung 20: Darstellung des ereignisfreien Uberlebens bei Messung Abbildung 21:Darstellung des rezidivfreien Uberlebens bei Messung
der MRD Last am Tag 160-250 nach SZT. MRD 0 = MRD neg, der MRD Last am Tag 160-250nach SZT. MRD 0 = MRD neg.,
MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 = MRD pos., MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 =MRD pos.,
MRD < -3/> -4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, EFS= MRD <-3/>-4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, RFS=
ereignisfreies Uberleben rezidivfreie Uberleben

In dem Zeitraum Tag 160-250 nach SZT (Stammzelltransplantation) hatten 47 der 100 Patienten eine Knochmarksnachprobe.

28 der Proben waren zu diesem Zeitpunkt MRD neg., 4 MRD Low, 6 MRD pos. und 9 MRD High. Ein durchgefuhrter Log-
Rank-Test ergab p<0,0001.
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Gesamt n= 47

MRD High; n=9

MRD Low:; n=4

MRD pos.; n=6

MRD neg.; n=28

1J RFS/EFS

11,11%/11,11%

75%75%

66,67%/66,67%

88,99%/85,43%

3 J RFS/EFS

0%/0% (2,17J)

25%/25% (2,66J)

66,67%/66,67%

80,09/76,89%

Tabelle 21:Darstellung des rezidiv- und ereignisfreien Uberlebens in% in Abhangigkeit der MRD Last nach ein und drei Jahren. RFS= rezidivfreises
Uberleben, EFS= ereignisfreises Uberleben, J= Jahre, MRD= Minimale Resterkrankung

Im Gegensatz zu vorher gezeigten Daten, fallt hier das hohe RFS von 75,00% bei den MRD Low Patienten auf, jedoch liegt
das RFS von den MRD Low Patienten nach 2,66 J nur noch bei 25%.
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5.3.5 Ereignisfreies (EFS) und rezidivfreies (RFS) Uberleben in Abhangigkeit der MRD Last am Tag > 250 nach SZT
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Abbildung 22: Darstellung des ereignisfreien Uberlebens bei Messung Abbildung 23:Darstellung des rezidivfreien Uberlebens bei Messung
der MRD Last am Tag > 250 nach SZT. MRD 0 = MRD neg, der MRD Last am Tag > 250 nach SZT. MRD 0 = MRD neg.,
MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 = MRD pos., MRD > -3 = MRD High, MRD < -4 =MRD pos.,
MRD < -3/> -4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, EFS= MRD <-3/>-4 = MRD Low. MRD= Minimale Resterkrankung, RFS=
ereignisfreies Uberleben rezidivfreie Uberleben

In dem Zeitraum Tag >250 nach SZT (Stammzelltransplantation) hatten 40 der 100 Patienten eine Knochmarknachprobe. 22

der Proben waren zu diesem Zeitpunkt MRD neg., 2 MRD Low, 4 MRD pos. und 12 MRD High. Der Log-Rank-Test ergab
p<0,0001.
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Gesamt n= 40 MRD High n=12 MRD Low n=2 MRD pos. n=4 MRD neg. n= 22
1J RFS/EFS 0%/0% 0%/0% 50%/50% 90,91%/86,36%
3 J RFS/EFS 50%50% (2,66 J) 78,70%/74,77%

Tabelle 22: Darstellung des rezidiv- und ereignisfreien Uberlebens in% in Abhangigkeit der MRD Last nach ein und drei Jahren. RFS= rezidivfreises
Uberleben, EFS= ereignisfreises Uberleben, J= Jahre
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5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

LO,HL; Gesamt n= 100
0,9
0,84 MRD neg. n=50; 95,04% 1J, 91,64% 3J
0,7 1
0,6— ".

10,5+ p < 0.0001

0,4 ’ i
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0,2+ e, .
014 MRD ja n=50; 36,53% 1J, 17,17% 3J
004+———F—+——r—T " ————————

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
Zeit in Jahren

Abbildung 24: Zusammenfassende Darstellung des re-
zidivfreien Uberlebens in Abhangigkeit ob eine MRD
Last vorhanden war oder nicht ohne auf die Hohe
einzugehen. MRD= Minimale Resterkrankung, J= Jahre
RFS= rezidivfreie Uberleben

Zusammenfassend ist in Abbildung 24 nochmals die Bedeutung einer MRD
(Minimale Resterkrankung) Last dargestellt, ohne die Hohe MRD Last zu

bertcksichtigen.

1JRFS 3J RFS
MRD ja n= 50 36,53 % 17,17%
MRD nein n=50 95,04% 91,64%

Tabelle 23: Rezidivfreies Uberleben in %. J= Jahr. RFS= rezidvfreies
Uberleben. MRD= Minimale Resterkrankung, RFS= rezidivfreie Uberle-
ben

Bei einer nachweisbaren MRD nach SZT (Stammzelltransplantation) ist die
Rezidivwahrscheinlichkeit mehr als doppelt so hoch nach einem Jahr und mehr

als viermal so hoch nach 3 Jahren.
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Zusatzlich soll

nochmals

zusammenfassend

die

EFS/RFS

(ereignisfreies/rezidivfreies Uberleben) der einzelnen Risikogruppen in Tabelle

24 in Abhangigkeit des Messzeitpunktes dargestellt werden.

MRD High

MRD Low

MRD pos.

MRD neg.

Gesamt
EFS/RFS 1J

18,18%/18,18%

75,00%/75,00%

52,91%/91,67%

77,9%/95,04

Tag bis 45 EFS/RFS 1J

0%/0%

34,29%/34,29%

22,86%/42,86%

69,07%/80,43%

Tag 46-75 EFS/RFS 1 J

0%/0%

33,33%/33,33%

24,24%/58,92%

66,32%/80,71%

Tag 76-110 EFS/RFS 1J

0%/0%

50,00%/50,00%

44,44%/57,14%

78,32%/94,23%

Tag 160-250 EFS/RFS 1 J

11,11%/11,11%

75,00%/75,00%

66,67%/66,67%

85,43%/88,99%

Tag > 250 EFS/RFS 1 J

0%/0%

0%/0%

50,00%/50,00%

86,36%/90,01

Gesamt 0%/0% 75,00%/75,00% | 52,91%/91,67% | 75,12%/91,64%
EFS/RFS 37

Tag bis 45 EFS/RFS 3 J 0%/0% 34,29%/34,29% | 22,86%/42,86% | 69,07 %/65,00%
Tag 46-75 EFS/RFS 3 J 0%/0% 33,33%/33,33% | 24,24%1/58,92% | 66,32%/80,71%
Tag 76-110 EFS/RFS 3J | 0%/0% 50,00%/50,00% | 44,44%/57,14% | 65,51%/78,81%
Tag 160-250 EFS/RFS 3J | 0%/0% 25,00%/25,00% | 66,67 %/66,67% | 76,89%/80,09%
Tag > 250 EFS/RFS 3J 0%/0% 0%/0% 50,00%/50,00% | 74,77%/78,70%

Tabelle 24: Ubersicht (iber das ein- und dreijahres EFS/RFS zu definierten Zeitpunkten nach
SZT. Fett jeweils das RFS. EFS=ereignisfreies Uberleben, RFS= rezidivfreies Uberleben,
MRD= Minimale Resterkrankung, J= Jahre

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass ein MRD Nachweis mit einem
signifikant hoheren Rezidivrisiko einhergeht. Insbesondere bei einer MRD High
Last, liegt das Rezidivrisiko bei 100%.

Auffallig ist die Diskrepanz des RFS bei MRD Low und MRD pos. Patienten. In
der retrospektiven Betrachtung der Patienten, die im gesamten Verlauf nie eine
MRD Last von groer MRD Low aufwiesen (n=5), lag das RFS bei 75%,
wahrend bei der Betrachtung von den Patienten, die zum Zeitpunkt bis 45 Tage
nach SZT eine MRD Low Messung (n=7) aufwiesen, das RFS nur bei 34,29%

lag.
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Patienten wechseln offensichtlich die MRD Gruppen im Verlauf, was auf eine
dynamische Entwicklung hindeutet, dies erklart den Unterschied zwischen
EFS/RFS bei der Gesamtgruppen Betrachtung und der Einzelbetrachtung nach
SZT. Folgend sollen exemplarisch einige Patientenbeispiele gezeigt werden.

Das EFS bzw. RFS von 18,18%/18,18% innerhalb der MRD High Gruppe nach
einem Jahr ist durch den bereits erwahnten Patienten zu erklaren, der erst am

Tag 619 post-SZT erstmalig gemessen werden konnte.
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5.5 Individuelle Dynamik der MRD Uberwachung bei Patienten

Patient A c-ALLMFD,CC,Rezidiv (61)
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Abbildung 25: Patient A mit Matched familiy donor SZT,
vollstandigem Chimarismus und Rezidivam Tag 61 nach SZT.
Darstellung seiner MRD Messungen im Verlauf.

c-ALL= commen Akute lymphatische Leukdmie, MFD= Matched
family donor, CC= kompletter Chimerismus, SZT= Stammzelltrans-
plantation, MRD= Minimale Resterkrankung

Abbildung 26: Patient B mit Mismatched unrelated donor SZT,
vollstdndigem Chirmarismus und Rezidiv am Tag 100 nach SZT.
Darstellung seiner MRD Messung im Verlauf.

B-ALL= Akute lymphatische Leukamie, MMUD= Mismatched unrelated
donor, CC= kompletter Chimarismus, SZT = Stammzelltransplantation
MRD= Minimale Resterkrankung

Aus Abbildung 25 und 26 wird ersichtlich, dass zwischen der Entwicklung vom MRD (Minimale Resterkrankung) neg. Status

zum MRD High Status und damit zum fulminanten Rezidiv nur wenige Tage vergehen kdonnen, ohne dass die MRD Messung

vorher einen Hinweis auf diese Entwicklung gibt. Patient A war am Tag 30 nach SZT (Stammzelltransplantation) MRD neg. um
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dann innerhalb von nur 31 Tagen am Tag 61 ein fulminantes Rezidiv zu erleiden. Patient B war am Tag 58 MRD pos. und

entwickelte innerhalb von 42 Tagen sein Rezidiv.

Patient CT-ALL, MUD, OC,Remission (389)
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Patient D: B-ALL,MUD,CC,Rezidiv (214)
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Abbildung 27: Patient C mit Matched unrelated donor SZT,
vollstandigem Chimarismus und Remission am Tag 388 nach SZT.
Darstellung seiner MRD Messungen im Verlauf.

ALL= Akute lymphatische Leukamie, MUD= Matched unrelated donor
CC= kompletter Chimarismus, SZT= Stammzelltransplantation

MRD= Minimale Resterkrankung

Abbildung 28: Patient D mit Matched unrelated donor SZT,
vollstdndigem Chimarismus und Rezidivam Tag 214 nach SZT.
Darstellung seiner MRD Messungen im Verlauf.

ALL= Akute lymphatische Leukamie, MUD= Matched unrelated donor,
CC= kompletter Chimarismus, SZT= Stammzelltransplantation, MRD=
Minimale Resterkrankung
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Dies Abbildungen 27 und 28 zeigen die unterschiedliche Entwicklung von zwei
Patienten, die jeweils beide frith nach SZT eine MRD Low Last aufwiesen.
Patient C hatte am Tag 35 nach SZT eine MRD Last von 7,255 x 10 . Diese
stieg bis zum Tag 48 nach SZT noch etwas an, um dann stetig abzufallen bis zu
einer Last von 4,26 x10° am Tag 388 nach SZT mit einem MeRintervall der
letzten beiden Proben von >100 Tagen. Trotz dieser anfangs relativ hohen
MRD Last verblieb der Patient in Remission. Patient D hingegen, wies am Tag
37 nach SZT eine Last von 6,04 x10™ auf, fiel dann bis zum Tag 107 auf 2,56 x
10* ab, um dann am Tag 212 ein Rezidiv zu entwickeln, auch hier lag das
MeRintervall der vorletzten beiden Messungen >100 Tage. Diese beiden
Patienten verdeutlichen, dass die Vorhersage des individuellen Verlaufs nur
schwer zu stellen ist. Diese beiden Patienten sind auch gleichzeitig ein Beispiel
fur eine innerhalb der ersten 100 nach SZT regelmafig erfolgte KM
(Knochenmark) Untersuchung. Diese Intervalle entsprechen auch in etwa den

empfohlenen Untersuchungszeitpunkten wahrend der Therapie.

Patient E: c-ALL,MMUD,CC,Remission (348)
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Abbildung 29: Patient E mit Mismatched unrelated donor (MMUD)
vollstandiger Chimarismus und Remission am Tag 348 nach SZT.
Darstellung seiner MRD Messungen im Verlauf, ALL= Akute lympha-
tische Leukamie, CC= kompletter Chimarismus, SZT= Stammzelltrans-
plantation, MRD= Minimale Resterkrankung
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Patient E zeigt am Tag 29 keine MRD Last, am Tag 50, 102 und 178 weist er
eine geringe MRD Last auf, trotzdem verbleibt er bis zum Tag 348 nach SZT in

Remission ohne zusatzliche Immun-oder Chemotherapie.

5.6 Immuntherapie

Bei dem hier untersuchtem Patientenkollektiv, wurde die Entscheidung zur
Immuntherapie auf der Basis der Chimarismusentwicklung gestellt. Alle
Patienten erhielten bei einem IMC (zunehmend gemischter Chimarismus) ein
Therapie, die entweder durch Gabe von DLI (Donor Lymphozyten Infusion) oder
durch die Reduktion der CSA (Cyclosporin) Dosis erfolgte. Der Einfluly der MRD
(Minimale Resterkrankung) zum Zeitpunkt der Immuntherapie soll hier nun
naher betrachtet werden. Insgesamt erhielten 20 Patienten DLI's und 5 eine
CSA Reduktion als Immuntherapie. Eine Kaplan-Maier Analyse Uber den Vorteil
der DLI bzw. CSA ergab keinen signifikanten Unterschied. (p=0,2926).
Tendenziell zeigte sich jedoch ein Vorteil der CSA Reduktion gegenuber der
DLI Gabe beim RFS (50% 4,02J versus 27,35% 3,5J).
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5.6.1 Einfluss der MRD Last auf das Ereignis- (EFS) und rezidivfreie (RFS) Uberleben zum Zeitpunkt der
Immuntherapie

1,0— Gesamt n= 25 Gesamt n=25
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Abbildung 30: Ereignisfreies Uberleben in Abhangigkeit der MRD Last Abbildung 31: Rezidivsfreies Uberleben in Abhangigkeit der MRD Last
zum Zeitpunkt der Immuntherapie. EFS= ereignisfreies Uberleben, MRD=  zum Zeitpunkt der Immuntherapie. RFS= rezidivfreies Uberleben, MRD=
Minimale Resterkrankung Minimale Resterkrankung
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Die in Abbildung 30 und 31 dargestellten Kurven zeigen eindeutig, dass wenn
eine Immuntherapie zum Zeitpunkt einer MRD Last (Minimale Resterkrankung)
von >1x107 durchgefuhrt wurde, keine Langzeitremission durch DLI (Donor
lymphozyten infusion) Gabe bzw. CSA (Cyclosporin) Reduktion erreicht werden
konnte. Dies konnte ein Hinweis auf die prognostische Wichtigkeit der MRD
Messung zum Zeitpunkt der Immuntherapie sein, und Hinweis, dass diese
Patienten evt. von einer zusatzlichen Chemotherapie profitieren konnten. Das
EFS (ereignisfreies Uberleben) betrug 0% nach 1,69 Jahren fur Patienten, die
zum Zeitpunkt der Immuntherapie eine MRD High Last aufwiesen, ihr RFS
(rezidivfreies Uberleben) betrug ebenfalls 0% nach 1,69 Jahren. Bei den
Patienten, deren MRD Last hingegen kleiner war, betrug das EFS 43,83%%
(SE 0,127) nach einem Jahr und 36,52% (SE 0,125) nach 4,02 Jahren. Ihr RFS
betrug 56,67% (SE 0,141) nach einem Jahr und 47,22% nach 4,02 Jahren (SE
0,145). Ein durchgefihrter Log-Rank Test ergab einen statistisch
nachweisbaren Unterschied fur diese Beobachtung (p= 0,0057 fur das RFS und
p= 0,0270 fur das EFS).
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5.7 Allgemeine Transplantationsdaten

Univariate Analyse (Kaplan-Meier-Analyse)

Subgruppe Anzahl der Patienten 3 J EFS (%) Log-Rank P

ALL-Subtyp <0,011
c-ALL 64 37,02
Pra-B-ALL 19 27,02
T-ALL 17 80,11

Donor < 0,029
MUD 39 38,89
MFD 36 57,53
MMUD 11 26,52
MMFD 4 25,00
Haplo 10 20,00

Tabelle 25: Kaplan-Meier-Analysen allgemeiner Transplantationsdaten.
ALL= Akute lymphoblastische Leukadmie, EFS= ereignisfreies Uber-
leben, MUD= Matched unrelated Donor, MFD= Matched family Donor,
MMUD= Mismatched unrelated Donor, MMFD= Mismatched family
Donor, Haplo= Haploidentische Familienspende

Kaplan-Meier-Analysen zum CR Status, T-Zelldepletion,
Konditionierung und Chimarismusstandes ergaben keine

Ergebnisse.
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6. Diskussion

6.1 Allgemeines

Die allo-SZT (allogene Stammzelltransplantation) bei ALL (Akute lymphatische
Leukamie) im Kindesalter ist zur einer wichtigen Therapieoption geworden. Das
Rezidiv nach SZT ist einer der wichtigsten Ursachen fir Therapieversagen
(52104.139.143) ' Bisher stand nur die zweite SZT und die erneute Chemotherapie
als Therapie eines Rezidivs zur Verfugung. Diese ist aber mit einer sehr hohen
Mortalitat und Morbiditat verbunden (168586199 pje Entwicklung von Methoden
um submikroskopisch Blasten nachzuweisen und damit eine Therapie zu
initiieren bevor es zum ,lichtmikroskopischen® Rezidiv kommt, hat in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. In dieser Arbeit soll auf die
Bedeutung der MRD (Minimale Resterkrankung) Messung mittels
Immunglobulin- und T-Zellrezeptorrearrangements eingegangen werden.
Bereits in den 90°er Jahren wurden von d’Auriol et. al, Hansen-Haag et. al,
Mclintyre und andere, die invitro Amplifikation von Genrearrangements als
Méglichkeit zum Monitoren der MRD bei ALL beschrieben (:°°7284144) "\t Hilfe
der Entwicklung der RQ-PCR (Real-time quantitative
Polymerasekettenreaktion)  konnte  die  Quantifizierung und  deren
Anwendbarkeit auf gro3e Patientkollektive erleichtert werden. Insbesondere die
Arbeitsgruppe um van Dongen et. al, hat zur Standardisierung der MRD
Detektion mit Hilfe der Immunglobulin und T-Zellrezeptor Rearrangements
beigetragen (24,37,38,39,41,122,123,124).

Bisherige Untersuchungen zur MRD bei ALL im Kindesalter erfolgten
uberwiegend wahrend den Standardpolychemotherapieprotokollen  zur
Erstbehandlung einer Leukamie. Einige Zentren bieten auf Grund dieser
Ergebnisse bereits experimentelle Therapieansatze zur Intensivierung der
Therapie an. Die Aufnahme der MRD als eigener Risikofaktor in
Studienprotokollen gewinnt zunehmend an Bedeutung und es gibt Versuche,

Modelle zur Therapiestratefizierung zu entwickeln %),
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Exemplarisch soll hier kurz von einer alteren Studie berichtet werden, da sie zu
den ersten prospektiven Studien mit einem grof3en Patientenkollektiv gehorte.
In der Studie von Cave et. al ®®, wiesen ca. 40% der Patienten wihrend der
Induktionsphase eine MRD Last auf. Das Risiko zur Rezidiventwicklung lag hier
bei MRD pos. Patienten ca. 5,7 x hoher im Vergleich zur MRD neg.
Patientengruppe. Bei einer Last von 102 war es sogar 16 x hdher im Vergleich
zu Patienten mit einer Last von <10, Ahnliche z.T. auch kontrovers diskutierte
Ergebnisse fur die MRD als unabhangiger prognostischer Parameter lieferten
weitere Studien (21,23,40,50,88,117,136)-

MRD als individueller prognostischer Parameter wahrend der Chemotherapie
zur Erstbehandlung einer ALL im Kindesalter ist zu einem unabhangigem
zunehmend anerkannten Parameter geworden.

Die Auswirkung der MRD auf die zukilnftige Stratefizierung der
Induktionstherapie, Konsolidierungstherapie und Erhaltungstherapie wird sich in
den nachsten Jahren zeigen.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine MRD Last vor SZT mit einem
signifikant erhohtem Risiko des Rezidivs einhergeht (13°6:74),

Die Untersuchung der MRD nach SZT hingegen wird sehr kontrovers diskutiert,
auch ist die Datenlage hierzu nicht all zu groR3. Hierauf soll unten noch naher
eingegangen werden. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit wurden auch keine Analysen
bei groReren Patientenkollektiven durchgefiihrt. Die serielle Untersuchung der
MRD als prognostischer Parameter nach SZT bei Kindern ALL ist Gegenstand
dieser Doktorarbeit. Unsere Ergebnisse und deren Bedeutung fur zukinftige

Therapiestrategien soll im folgendem diskutiert werden.
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6.2 Methoden

6.2.1 Immunglobulin und T-Zellrezeptor Rearrangements als MRD Marker
bei ALL

Es stehen mittlerweile eine grof3e Anzahl an verschiedenen Primerkollektiven

fir die Target Analyse zur Verfugung (20:244184.121.124.41)

Insgesamt
verwendeten wir 25 Primerpaare aus der Kollektion fir die Analyse, sechs IgH
(Immunglobulinschwerkette), funf IgK (Immunglobulinleichtkette), sieben yTCR
(T-Zellrezeptor), sechs 8TCR und ein TAL-1 Primerpaar. Ansatzpunkte der
Primer sind die Germlinesequenzen Upstream oder Downstream der
Verknupfungsregionen innerhalb der Gensegmente. Einige Patienten wiesen
Polyklonalitaten im Bereich des Vyl Targets auf. Wenn bei diesen Patienten
sonst keine ausreichenden Targets zur Verflgung standen, verwendeten wir
weitere sechs spezifische Vyl Vorwartsprimer mit demselben Reversenprimer
aus der vorangegangen PCR (Polymerasekettenreaktion), so liel3 sich in den
meisten Fallen eine Auftrennung erreichen.

Mit diesen Primern lassen sich nahezu alle B- und T-Zellleukamien im
Kindesalter charakterisieren “"). Alle unsere Patienten konnten charakterisiert
werden.

Um eine ausreichende Sensitivitdt der Primer zu gewahrleisten, wurde vor
Messung der MRD (Minimale Resterkrankung) ein Testlauf mit verdinnter
Diagnoseprobe durchgefuhrt. Hierbei forderten wir mindestens eine Sensitivitat
von 10 bei einem Primer. Dies konnte auch fiir die iberwiegende Anzahl der
Patienten erreicht werden. Zusatzlich wurde bei jeder Messung einer
Nachprobe fir jeden Primer eine Standardverdinnungsreihe mit der
Diagnoseprobe mitgemessen.

Gleichzeitig wurden fur die Reinheitskontrollen jeweils Wasserproben und flr

die adaquate Quantifizierung standardisierte Albuminkontrollen mitgefuhrt.
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6.2.2 Stabilitat der Rearrangements

Die Klonale Instabilitdt der Genrearrangements stellt eine Moglichkeit fur
Falsch-neg. PCR (Polymerasekettenreaktion) Ergebnisse dar. In einer Studie
von Li et. al,”® wurden 41 Kinder mit ALL (Akuter lymphatischer Leukamie) auf
die Stabilitdt der Gensequenzen zwischen initialer Diagnose und Rezidiv seriell
im KM (Knochenmark) untersucht. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass
bei 42% der Patienten alle bei Diagnose identifizierter Rearrangements auch
beim Rezidiv konserviert blieben. 24% der Patienten behielten eines der
Diagnose Targets bei, 14% hatten sowohl alte als auch neu Entwicklungen. Bei
20% der Patienten war zum Zeitpunkt der Diagnose keines der alten Targets
konserviert worden. Eine andere Studie von Germano et. al,(s” untersuchte 53
Kinder mit Pra-B-ALL auf die klonale Stabilitat. Hier konnten insgesamt bei 71%
der Patienten die diagnostischen PCR-Targets beim Rezidiv konserviert
werden. In dieser Patientgruppe entwickelten 3 Patienten komplette de novo
Targets. Jedoch wiesen auch hier 94% der Patienten mindestens ein stabiles
Target bei Rezidiv auf. Szeczepanksi et. al,'*® untersuchte 28 Kinder mit T-
ALL, auch hier konnten in 65% der Falle alle initialen Targets konserviert
dargestellt werden und in 27% der Falle blieb mindestens eines stabil. Diese
Studien zeigen, dass eine klonale Instabilitdt nicht ausgeschlossen werden
kann, dass jedoch auch gleichzeitig die Uberwiegende Anzahl der Patienten
auch bei Rezidivdiagnose mindestens ein stabiles Target aufweisen. Um die
Mdglichkeit der Falsch-neg. PCR-Ergebnisse durch klonale Instabilitat
maoglichst gering zu halten, versuchten wir bei jedem Patienten zwei Targets mit
eindeutiger Monoklonalitdt zu verwenden. Dies gelang bei 69 der 100

Patienten.
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6.3 Minimale Resterkrankung

6.3.1 MRD als prognostischer Parameter nach SZT

Die Bedeutung der MRD (Minimale Resterkrankung) als prognostischer
Parameter nach SZT (Stammzelltransplantation) wird in der Literatur z.T.
kontrovers diskutiert ©31°0139  Zynachst soll nur betrachtet werden, ob MRD
vorhanden war oder nicht, ohne auf die Hohe der Last einzugehen. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Vorhandensein einer MRD Last das
RFS (rezidivireies Uberleben) bei einem Jahr bei 36,53% im Gegensatz zu
95,04% bei keiner MRD Last lag. Bei drei Jahren lag das RFS bei
nachweisbarer MRD Last nur bei 17,17% im Gegensatz zu 91,64% bei keiner
MRD Last. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass eine nachweisbare MRD
Last nach SZT signifikant (p< 0,001) mit dem Auftreten eines Rezidivs korreliert
ist und der Nachweis von MRD als prognostischer Parameter von signifikanter
Bedeutung ist. Von den 50 Patienten die zu einem Zeitpunkt eine MRD Last
aufwiesen, erlitten 35 ein Rezidiv, 11 verblieben in Remission und 4 verstarben
an TRM. Diese Ergebnisse deuten eindeutig daraufhin, dass bei einem
Nachweis von MRD im KM (Knochenmark) nach SZT eine Immuntherapie oder
weitere Chemotherapie indiziert sein konnte und dass dabei 15 Patienten einer
unnodtig weiteren toxischen Therapie unterzogen werden wirden, bzw. 11 unter
Ausschluss der TRM Patienten. Ahnliche Ergebnisse erzielte auch Radich et.
al,"% in einer Studie an 20 Patienten. In dieser Studie lag das RFS bei
Nachweis von MRD innerhalb der ersten 100 Tage nach SZT bei 0%. Knechtli

) untersuchte 71 Kinder nach SZT. Auch hier wiesen nur 8/36 der in

et. al,
Remission bleibenden Kinder zu irgendeinem Zeitpunkt eine MRD Last auf. Von
diesen 8 Kindern wiesen 5 eine Grad I-ll akute GVHD (Graft Versus Host
Disease) auf, die bei diesen Patienten einen GVL (Graft Versus Leukemia)
Effekt unterstiitzt. Unzel et. al,"*® untersuchten 32 Patienten, wovon 23 Kinder
waren. In lhrer Studie zeigte sich auch eine deutliche Korrelation zwischen

MRD Nachweis und Rezidiv.
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Auch hier wurden nur eine geringe Anzahl an Patienten einer zusatzlichen
Toxizitat durch weitere Therapie erleiden. Bei uns wiesen 2 der 11 Patienten in
Remission eine GVHD Grad I-Il auf. Ein Patient wies einen IMC auf und erhielt
daraufhin eine DLI als Immuntherpie.

Es stellt sich nun die Frage, ob es eine kritische MRD Last gibt, bei der sich mit
nahezu 100% Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv voraus sagen laft.

In unserer Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das RFS innerhalb der
nachsten zwei Jahre nach SZT, bei einer MRD Last von > 1x10™ bei 0% lag.
Es ist anzunehmen, dass dieser Zeitraum weit unter zwei Jahren liegt, da ein
Patient erst am Tag 619 erstmalig gemessen werden konnte und zu diesem
Zeitpunkt bereits eine MRD Last von > 1x10 = hatte. Diese Patienten konnten
auch nicht von einer zusatzlichen Immuntherapie profitieren, wie unten
nochmals gezeigt wird. Fur diese Patienten ist anzunehmen, dass sie
wahrscheinlich von einer zusatzlichen experimentellen Chemotherapie nach
SZT profitieren kénnten. In einer Studie von Knechtli et. al,'"? zur Untersuchung
der MRD Last vor SZT bei Kindern mit ALL ergab sich ebenfalls als kritischer
Wert eine MRD Last von 1x10%-1x107.

Zwei Patienten waren MRD neg. zum Zeitpunkt des Rezidivs. Dies stellt
moglicherweise einen Hinweis auf Klonalevulotion oder Melfehler dar.

Fir MRD Lasten die unterhalb von 1x10 ~ liegen sind die Ergebnisse in unserer

Arbeit bei Betrachtung der retrospektiv ermittelten Gesamtgruppen nicht ganz

so eindeutig.
MRD Low n=5 | MRD pos.n=12 |MRD neg. n=50
Gesamt 75,00% 91,67% 95,04
RFS1J
Gesamt 75,00% 91,67% 91,64%
RFS 3J

Tabelle 26: Ein- und dreijahriges rezidivfreies Uberleben in Abhangig-
keit von der MRD Gesamtgruppe. RFS= rezidivfreies Uberleben, MRD= Minimale
Resterkrankung
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Hier zeigt sich, dass insgesamt auch bei einer MRD Low Last, das RFS immer
noch 75,00% nach ein und drei Jahren betrug. Hier muss allerdings beachtet
werden, dass diese Analyse retrospektiv nach Beendigung der Untersuchung
erhoben wurde, und die Patienten Uber den ganzen Untersuchungszeitraum
diese MRD Last als Maximum behielten. Auch ist das Patientenkollektiv, das
uber den gesamten Untersuchungszeitraum MRD Low war, sehr gering (5
Patienten). Deswegen soll nun auf die Bedeutung der seriellen MRD Analyse
nach SZT eingegangen werden und untersucht werden, ob Entwicklungen uber
die individuelle Dynamik der MRD eines Patienten mdglich sind.

Naturlich muf® bei den Studienvergleichen auch beachtet werden, dass diese

nicht alle untereinander standardisiert durchgefthrt wurden.

6.3.2 MRD als Parameter zum kontinuierlichen Monitoren nach SZT

MRD High MRD Low MRD pos. MRD neg.
Tag bis45RFS 1J 12,5% (8) 34,29% (7) 42,86 (7)% 80,43% (52)
Tag 46-75 RFS 1J 0% (8) 33,33% (3) 58,92% (12) 80,71% (40)
Tag 76-110 RFS 1 J 0% (12) 50,00% (6) 57,14% (9) 94,23% (40)
Tag 160-250 RFS 1J [11,11% (9) 75,00% (4) 66,67% (6) 88,99% (28)
Tag >250 RFS 1J 0% (12) 0% (2) 50,00% (4) 90,01 (22)
Tag bis 45RFS 3 J 0% 34,29% 42,86% 65,00%
Tag 46-75 RFS 3 J 0% 33,33% 58,92% 80,71%
Tag 76-110 RFS 3 J 0% 50,00% 57,14% 78,81%
Tag 160-250 RFS 3J | 0% 25,00% 66,67% 80,09%
Tag > 250 RFS 3J 0% 0% 50,00% 78,70%

Tabelle 27: Ein- und dreijahriges rezidivfreie Uberleben in Abhangigkeit von der MRD Gruppe
an verschieden Zeitpunkten nach SZT. RFS= rezidivfreies Uberleben, MRD= Minimale
Resterkrankung, J= Jahr

Bei diesen Ergebnissen ist zu beachten, dass nicht alle 100 Patienten
kontinuierlich zu jedem dieser Zeitpunkte gemessen werden konnten. Auch hier

zeigt sich deutlich, dass eine MRD (Minimale Resterkrankung) Last von >1x107
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mit einer 100% Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs einhergeht. Dies bedeutet,
dass unabhangig vom Zeitpunkt dieses Wertes, der Patient eine weitere
Therapie erhalten sollte. Bereits eine MRD Low Last am Tag bis 45 nach SZT
(Stammzelltransplantation) fiihrt nur zu einem RFS (rezidivfreies Uberleben)
von 34,39% im Gegensatz zu 75,00% wenn der Patient Gber den gesamten
Untersuchungszeitraum MRD Low bleibt. Wie unter den einzelnen Patienten
Beispielen verdeutlicht, ist es schwierig, die Entwicklung der MRD Last bei
einem einzelne Patienten vorherzusagen. Ein MRD Low Patient kann sowonhl
ein Rezidiv erleiden, als auch in Remission bleiben.

Jedoch sind alle RFS Zahlen kleiner als in vorheriger Tabelle, dies beweist,
dass Patienten die MRD Gruppe im Verlauf wechseln und damit die Dynamik
der MRD Last nach SZT mit hoher Wahrscheinlichkeit ein wichtiger
prognostischer Parameter ist.

Allerdings ist das Patientenkollektiv der konstant MRD Low Patienten mit 5
Patienten sehr gering. Am Tag bis 45 nach SZT hingegen waren es auch nur 7
Patienten. Dennoch wirde dies eine zusatzliche Therapie moglicherweise
gerechtfertigen, da die einzelne Entwicklung nicht vorhersehbar ist und bei
einem fulminanten Rezidiv die therapeutischen Madglichkeiten sehr
eingeschrankt waren. Es wuirden ca. 1/3 der Patienten hier einem unnotigem
zusatzlichen Risiko ausgesetzt werden. Insgesamt liegt in dieser Gruppe bei
jedem Messzeitpunkt (ausser Tag 160 — 250) das RFS bei < 50%.

Auch bei den MRD pos. Patienten zeigt sich, dass insgesamt gesehen das RFS
nahezu gleich ist wie bei MRD neg. (91,67% versus 95,04%) Patienten.
Betrachtet man aber den Tag bis 45 nach SZT, so liegt es nur 42,86% flur ein
Jahr. Dies wurde allerdings auch bedeuten, dass hier fast 50% der Patienten
einer unnotigen Belastung durch weitere Therapie erfahren wirden. Fir die
weitere Entwicklung zeigt sich, dass bis zum Tag 250 nach SZT das RFS in
dieser Gruppe relativ zunimmt und damit auch die Anzahl der unnétig zusatzlich
therapierter Patienten. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass MRD Lasten
von < 10* bei Patienten mit GVHD (Graft Versus Host Disease und ohne IMC
(ansteigend gemischter Chimarismus) eventuell abwartend betrachtet werden

konnten, bei engmaschiger Kontrolle im Knochemmark.
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Auch hier ist wieder zu beachten, dass die Vorhersehbarkeit der Entwicklung
nicht eindeutig moglich ist. Dies konnte die Diskrepanz der Ergebnisse
zwischen Gesamt-MRD Gruppe und Serieller Einzelanalyse erklaren.

Die Untersuchungszeitraume lagen zwischen 29 und 45 Tage innerhalb der
ersten 100 Tage. Die Frage, ob eine engmaschigere Kontrolle eine
Verlaufsaussage zutreffen lalt, &Rt sich nur vermuten. Dennoch ist eine
wochentliche Analyse der MRD Last aus dem Knochenmark nicht denkbar auf
Grund der damit groRen Belastung der Kinder.

Eine Studie von Imashuku et. al, ®® an Kindern mit ALL, untersuchte
Knochenmark nach SZT an vier Zeitpunkten: 1 Monat, 3 Monate 6 Monate und
12 Monate. Hier ergab sich keine Korrelation mit dem Rezidiv. Bei ihnen wiesen
eine hohe Anzahl an Patienten eine Klonale Evolution auf, dies wurde fir das
.versagen“ verantwortlich gemacht. Diese Maglichkeit mufl} zusatzlich in
Betracht gezogen werden.

Auffallend ist jedoch, dass ein MRD Nachweis am Tag bis 45 nach SZT ein
schlechteres RFS aufweist als an den folgenden Tagen, bis es dann wieder ab
dem Tag > 250 abfallt. Dies wirde Bedeuten, dass insbesondere in den ersten

100 Tagen nach SZT eine engmaschige Kontrolle der MRD von Bedeutung ist.

Zusammenfassend 4Rt sich damit sagen, dass MRD Lasten von > 1x107 in
unserer Arbeit eindeutig sind und eine weitere Therapie gerechtfertigen. Fur
Lasten < 1x10° sind die Ergebnisse nicht eindeutig, auch wenn bei
Betrachtung der Frage MRD ja oder nein sich signifikante Unterschiede
zwischen dem RFS zeigten. Dies kdonnte damit erklart werden, dass eine relativ
hohe Anzahl der Patienten MRD High waren und nur ein geringes Kollektiv
kleinere Lasten aufwies. Insgesamt waren in der Patientenpopulation 33
Patienten MRD High, 12 MRD pos. 5 MRD Low und 50 MRD neg. Dies
verdeutlicht, dass nahezu doppelt so viele Patienten eine Last > 1x1073
aufwiesen und nur 17 niedrigere Lasten hatten. Diese Verteilung kdnnte das
insgesamt sehr niedrige RFS bei der einfachen Betrachtung von MRD
vorhanden bzw. nicht vorhanden erklaren. Um die Frage der MRD Bedeutung

bei Lasten <1x10° zu beantworten, waren Untersuchungen mit gréReren
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Patientengruppen in diesem Bereich sehr hilfreich. Dennoch gibt es starke
Hinweise, dass MRD Lasten von > 1x10* eine zusatzliche Therapie bei sehr
hohem Rezidivrisiko und insgesamt geringe Zahl unnotig zusatzlich therapierten
Patienten gerechtfertigen.

Diese Ergebnisse stutzen die prognostische Bedeutung der MRD als Parameter
fur das Uberleben nach SZT. Die zusatzliche MRD Untersuchung der im ALL-
BFM Protokoll an den Tagen 30, 60 und 100 vorgesehenen KM-Punktionen
konnte damit zur Risikostratifizierung beitragen.

Im Vergleich zur seriellen Chimarismusanalyse im peripheren Blut im
wochentlichen Abstand ist die MRD Analyse fir die Entscheidung flir eine
zusatzliche Therapie im KM jedoch wahrscheinlich unterlegen.

In dieser Arbeit erhielten auch 25 Patienten auf der Basis eines IMC eine
Immuntherapie. Die Bedeutung der MRD Last zu Zeitpunkt der Immuntherapie

soll nun naher betrachtet werden.

6.4 Bedeutung der MRD bei Initiierung einer Immuntherapie

Die Immuntherapie entwickelte sich aus der Tatsache, dass eine zweite SZT
(Stammzelltransplantation) mit einer sehr hohen Morbiditdt und Mortalitat
verbunden ist (1®*2'%9) Man ging von der Annahme aus, dass DLI (Donor
Lymphozyten Infusion) oder CSA (Cyclosporin) Reduktion einen GVL-Effekt
(Graft Versus Leukemia) uber eine GVHD (Graft Versus Host Disease)
(7146.9293.137.138)  |nshesondere bei CML (Chronisch

myeloische Leukamie) scheint dies eine sehr erfolgversprechende

Reaktion induzieren

Therapieoption.

Die Arbeitsgruppe um Bader et. al konnte in den letzten Jahren zeigen, dass die
serielle Chimarismusanalyse im peripheren Blut ein wichtiger Parameter fir die
Entscheidung zur Immuntherapie darstellt. Ein IMC (ansteigend gemischter
Chimarismus) hat eine nahezu 100% Rezidivwahrscheinlichkeit und laf3t sich
durch friihzeitige Immuntherapie signifikant senken ®°101112.14) |5 einer Studie

von Bader et. al, 2004 erlitten 48% der immuntherapierten Patienten trotzdem
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ein Rezidiv. Bisher wurden noch keine groRen Studien zur MRD (Minimale
Resterkrankung) Last vor Initiierung einer Immuntherapie durchgefiihrt. Eine
Studie mit 40 Patienten von Sanchez et.al, "% dass die MRD mittels FACS
(Flow zytometrische Immunphanotypisierung) quantifizierte, sprach von dem
mdglichen Nutzen der MRD fur den Zeitpunkt einer Immuntherapie mittels DLI,
der sich zufallig in dieser Studie ergab. In unserer Arbeit war es mdglich, auch
die 25 Patienten mit IMC einer seriellen MRD Analyse zu unterziehen.

Es zeigte sich eindeutig, dass Patienten die zum Zeitpunkt der Immuntherapie
eine MRD Last von > 1x10 aufwiesen ein RFS (rezidivfreies Uberleben) von
0% nach 1,69 Jahren hatten, wahrend die Gruppe der Patienten, die zum
Zeitpunkt < 1x10° waren, ein RFS von 56,67% nach einem Jahr und 47,22%
nach drei Jahren hatten. Diese signifikant eindeutigen Ergebnisse eroffnen
zusatzlich einen prognotisch aulerst wichtigen Bereich der MRD Analyse und
konnten auch das eher schlechte Ansprechen der ALL durch DLI, CSA
Reduktion erklaren, indem das Tumorburden zu diesem Zeitpunkt bereits zu
grol} ist. Diese Ergebnisse wurden bedeuten, dass Patienten, die zum Zeitpunkt
der Immuntherapie eine entsprechende MRD Last aufweisen von dieser nicht
profitieren und somit als Kandidaten flr zusatzliche experimentelle Therapien in
Frage kamen, bzw. bei lhnen eine zweite SZT trotz des hohen Risikos eine
therapeutische Option ware.

Bisher gibt es allerdings noch keine Untersuchung an grof3en

Patientenkollektiven, die diese Ergebnisse unterstutzen.

6.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lassen unsere Arbeiten folgende Kernaussagen und
Zukunfstperspektiven fir die MRD (Minimale Resterkrankung) Messung nach

STZ (Stammzelltransplantation) zu:

- MRD als prognostischer Parameter nach SZT ist von signifikanter

Bedeutung.

109



Eine MRD Last von > 1x10 = fiihrt in 100% der Falle zum Rezidiv und eine
in diesem Stadium eingeleitete Immuntherapie ist auf lange Sicht nicht
erfolgversprechend.

Die Bedeutung der MRD Last von < 1x10™ ist nicht abschlieRend geklért,
dennoch gibt es starke Hinweise das auch eine MRD Last von > 1x10™
eine Indikation zur Therapie darstellt mit relativ gering unnotig zusatzlich
therapierter Patienten.

Eine MRD Last von < 1x10* kann evt. bei nicht vorhandenem IMC
(ansteigend gemischter Chimarismus) und gleichzeitiger akuter GVHD
(Graft Versus Host Disease) engmaschig kontrolliert werden und
abgewartet werden, da hier die Zahl der unnotig therapierten Patienten
relativ hoch ware.

Eine individuelle Vorhersage uber die Entwicklung der MRD Last ist in
diesen Zeitabstanden nicht sicher moglich.

Die MRD Analyse konnte gerade Patienten mit CC (kompletter
Chimarismus), DMC (absteigend gemischter Chimarismus) und LMC (low-
level Chimarismus), die bisher kein geeignetes Monitoren haben, eine
mogliche Alternative darstellen.

Eine MRD Analyse an den Tag 30, 60, 100 und > 250 konnte eine Hilfe zur
Therapiestratifizierung zu dem Zeitpunkt sein, insbesondere fur evt.

Immuntherapien.

Zukunftig konnte die Entwicklung der MRD Messung aus dem peripherem Blut,
ahnlich der Chiméarismusanalyse eine Maglichkeit zur Uberwindung der groRRen
Messabstande darstellen und damit die Dynamik der MRD Entwicklung besser
sichtbar werden und die Bedeutung der MRD Low und MRD pos. Lasten

genauer untersucht werden.
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7. Zusammenfassung der Arbeit

Heute koénnen durch konventionelle standardisierte Polychemotherapie 70%-
80% der Kinder mit ALL (Akute lymphatische Leukamie) in dauerhafter
Remission gehalten werden. Es bleiben jedoch 20%-30% der Kinder, die
Rezidive ihrer Leukamie erleiden. Fur diese Kinder stellt die SZT
(Stammzelltransplantation) eine etablierte Therapieoption dar.

Das Rezidiv ist aber auch hier eine der haufigsten Ursachen flr das ,versagen®
der Therapie. In den letzten Jahren sind eine Reihe von Methoden entwickelt
worden, um submikroskopisch Leukamieblasten nachzuweisen. Diese Blasten
sind moglicherweise ,resistent” gegenltber der Konditionierungstherapie und
stellen damit einen moglichen Ursprung fir ein Rezidiv dar. Diese
submikroskopische Blasten werden MRD (Minimale Resterkrankung) genannt.
Die Untersuchung und Quantifizierung dieser Blasten mittels RQ-PCR (Real-
time quantitative Polymerasekettenreaktion) der Immunglobulin- und T-
Zellrezeptor Rearrangements bei Kindern mit ALL nach SZT ist Gegenstand
dieser Arbeit.

Die MRD als eigenstandiger prognostischer Parameter im KM (Knochenmark)
wahrend der Induktionstherapie der ALL ist bereits gut etabliert. Die Bedeutung
der MRD nach SZT wird noch kontrovers diskutiert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von MRD nach SZT
mit einem signifikant niedriegerem RFS (rezidivfreies Uberleben) einhergeht.
Far Patienten mit MRD Nachweis betrug das RFS nach einem Jahr nur 36,53%
im Gegensatz zu 95,04% bei Patienten ohne MRD Nachweis. Dieser
Unterschied zeigte sich bei drei Jahren noch deutlicher. Weiterhin sollte
untersucht werden, ob es eine kritische MRD gibt, bei der es zum Rezidiv
kommt. Es konnte gezeigt werden, dass bei einer MRD Last von > 1x10° 100%
der Patienten innerhalb der nachsten zwei Jahre nach Messung ein fulminates
Rezidiv erlitten. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Patienten, die zum
Zeitpunkt ihrer Immuntherapie (entweder Donor Lymphozyten oder Cyclosporin
Reduktion) eine MRD Last von > 1x10™ aufwiesen, von dieser nicht profitierten.
Bei diesen Patienten lag das RFS bei 0%. Bei den Patienten, deren MRD Last

111



zu diesem Zeitpunkt < 1x10° war, lag das RFS bei 56,67% nach einem Jahr.
Diese Ergebnisse deuten auf die erhebliche prognostische Bedeutung der MRD
Messung nach SZT. Insbesondere auch fur die Stratefizierung der
weiterfuhrende Therapie dieser Kinder.

Die Bedeutung von MRD Lasten die < 1x10™ sind, konnte in dieser Arbeit nicht
abschlieRend geklart werden, dennoch gibt es auch hier starke Hinweise, dass
Patienten mit MRD Lasten von > 1x10™ /< 1x107°, von einer zusétzlichen
Therapie profitieren konnten. Patienten, die im gesamten Verlauf der
Untersuchung MRD Lasten von > 1x10* /< 1x10 hatten, hatten ein RFS von
75,00%. Patienten, die jedoch zu den seriellen KM-Untersuchungszeitpunkten
eine MRD Last von > 1x10™ /< 1x10° hatten ein deutlich niedrigeres RFS
(34,29%) auf. Dies beweist den offensichtlich dynamischen Verlauf der MRD.
Ein Problem, dass in dieser Arbeit dargestellt werden konnte, scheint die
schnelle dynamische Entwicklung der MRD zum fulminaten Rezidiv zu sein,
andererseits auch die Schwierigkeit den genauen Verlauf eines einzelnen
Patienten vorherzusagen. An zwei exemplarischen Patientenbeispielen erfolgte
die Rezidiventwicklung innerhalb von ca. 30 Tagen, obwohl die vorherige MRD
Messung keinen Hinweis auf diese Entwicklung lieferte. Ob sich diese
Probleme durch haufigere KM-Punktionen elemenieren lie3en, bleibt spekulativ,
da dies klinisch nicht durchfuhrbar ware. Dies ware auch gleichzeitig ein
Ansatzpunkt flr zuklnftige Untersuchungen der MRD aus peripherem Blut, wie
es z.B. bei der Chimarismusanalyse gemacht wird. Fur die abschlieRende
Bedeutung von MRD Lasten von < 1x10° miissten weitere Untersuchungen an

groRReren Patientenkollektiven durchgefuhrt werden.
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