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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Akute Lymphatische Leukdmie

Leukamien sind mit 35% die haufigsten malignen Erkrankungen im Kindesalter.
Im Vordergrund steht die Akute Lymphatische Leukamie (ALL), welche 80% der
akuten Leukamien ausmacht. Am haufigsten betroffen ist die Altersgruppe
zwischen dem ersten und funften Lebensjahr, wobei Jungen haufiger betroffen
sind als Madchen (Verhaltnis 3:2).

Die ALL beruht auf der Expansion einer lymphatischen Vorlauferzelle, die zu
andauernder Proliferation und Verlust der weiteren Differenzierung fuhrt. Bis
heute ist die genaue Pathogenese nicht bekannt. Es scheint ein
Zusammenwirken genetischer, immunologischer und wachstumsregulierender
Vorgange, beeinflusst von exogenen Faktoren, bedeutend fir die Pathogenese

der Leukamie zu sein.38°%57

Eine Klassifikation der ALL kann erfolgen anhand:
1) Zytomorphologie: Die FAB (French-American-British)- Klassifikation
unterscheidet drei Typen von Lymphoblasten (L1-L3).
2) Immunophanotypisierung: EGIL- Klassifikation (European Group of
Immunological Characterization of Leukemias)
3) Nachweis genetischer Aberrationen wie z.B. Translokationen (z.B. t
(9;22) bzw. Philadelphia-Chromosom)
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Tabelle 1 gibt einen Uberblick iber verschiedenen Klassifikationsmoglichkeiten
der ALL.

Tabelle 1: Zusammengefasste Darstellung verschiedener Klassifikationsmoglichkeiten der ALL

Erlduterungen: CD = Oberflachendifferenzierungsantigen; FAB = French-American-British; HLA =
Human Leukocyte Antigen; Ig = Immunglobulin; L = Lymphoblasten; t = Translokation; TCR = T-
Zellrezeptor; TdT = Terminale desoxynucleotid Transferase

EGIL-Klassifikation Differenzierungsantigene genetische Aberrationen FAB-

Klassifikation

B- Linien ALL 2 von 3 positiv: CD19, CD79a, CD22
meist auch TdT+, HLA-DR+
Bl : Pro-B-ALL keine weiteren B-Zell- Differenzierungs- |t (4;11)  AF4-MLL L1, L2
antigene
BIl : Common ALL CD10+ L1, L2
Blll: Pre-B-ALL zytoplasmatisches IgM+ t(1;19)  E2A-PBX1 L1, L2
BI - BIII: t(12;21) TEL-AMLA
B-Vorlaufer-ALL t(9;22) BCR-ABL
BIV: Reife B-ALL zytoplasmatisches oder Oberflachen- t(8;14) c-myc L3

kappa oder lambda+

T-Linien ALL zytoplasmatiches /Oberflachen CD3+ t (1;14) TAL1/SCL-TCL5

meist TdT+, HLA-DR-, CD34- t(11;14) TTG1-TTG2
TI : Pro-T-ALL CD7+ L1, L2
TII : Pre-T-ALL CD2 u/o CD5 u/o CD8+ L1,L2
TIII: Kortikale T-ALL L1,L2
TIV:Reife T-ALL Oberflachen CD3+, CD1a- L3
alpha/beta+ T-ALL Anti-TCR alpha/beta +
(Gruppe a)
gammal/delta+ T-ALL |[Anti-TCR gammal/delta +
(Gruppe b)
ALL mit Expression |CD13, CD 33, CD41, CD117 t(9;22) BCR-ABL

myeloischer Marker

Durch die enormen Fortschritte in der Therapie der ALL, wie der Einfuhrung der
Polychemotherapie in den 60er Jahren und der prophylaktischen ZNS- Be-
handlung, kdnnen heute 60-85% der Patienten geheilt werden. Erstes Ziel der
Therapie ist das Erreichen einer kompletten Remission, was heute in bis zu
98% der Falle moglich ist. Die Therapie besteht aus drei Bausteinen: Der Induk-
tionsphase, der Konsolidierungsphase und der Erhaltungsphase, die oft durch
Intensivierungen oder Reininduktionen erganzt wird. Die am haufigsten verwen-

deten Chemotherapeutika setzen sich zusammen aus einer Kombination von
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Kortikosteroiden, Vincristin, L-Asparaginase, Anthrazyklinen (v.a.

Daunorubicin), Cyclophosphamid, 6-Mercaptopurin, Methotrexat und Cytarabin.

Mittels bestimmter Parameter und Prognosefaktoren wie der Leukozytenzahl,
dem Alter, dem Geschlecht, dem Nachweis bestimmter chromosomaler Aber-
rationen, dem Ansprechen auf die Induktionstherapie und dem ALL-Subtyp,
erfolgt eine Einteilung in Risikogruppen, anhand derer die Therapie modifiziert
werden kann.

Trotz der guten Resultate erleiden 20-30% der Kinder ein Rezidiv der

Grunderkrankung.?-°8%°

1.2 Die Stammzelltransplantation

Die Stammzelltransplantation (SZT) ist heute ein wichtiger und etablierter
Bestandteil in der Therapie verschiedener maligner Erkrankungen wie den
Leukamien, dem Myelodysplastischen Syndrom oder dem Neuroblastom. Auch
bei nicht malignen Erkrankungen wie der schweren aplastischen Anamie, der
Thalassamie und verschiedenen Immundefektsyndromen und Stoffwechsel-

storungen wird die SZT als Therapieelement eingesetzt.>* 123127

Ein wichtiger erster Schritt in der Entwicklung der SZT war 1949 die Ent-
deckung von Jacobsen et al., die herausfanden, dass Mause eine letale
Strahlendosis Uberlebten, wenn ihre Milz vor den radioaktiven Strahlen
abgeschirmt wurde.®® Nur kurze Zeit spater konnten Lorenz et al. zeigen, dass
intravends verabreichtes Knochenmark den gleichen Effekt hatte.”® 1956 be-
wiesen Ford et al. mit Hilfe zytogenetischer Untersuchungen, dass nicht wie
bisher angenommen humorale Faktoren fur den Schutzeffekt verantwortlich
waren, sondern dass das Knochenmark des Spenders vom Empfanger ange-
nommen wurde.*® Ein weiterer Meilenstein in der Entwicklung der SZT war die
Entdeckung und Erforschung des ,human-leucocyte-antigen (HLA) systems®
Ende der 50er Jahre durch Dausset.** Die Gene dieses Systems bilden den
Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex; MHC), der
eine wichtige Rolle bei der Erkennung von kérpereigenen und fremden Anti-

genen spielt. Vor allem der Arbeit von Thomas ED, dem spateren Nobelpreis-
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trager und seiner Arbeitsgruppe war es zu verdanken, dass Ende der 60er
Jahre die erste erfolgreiche allogene SZT bei einem an Leukamie erkrankten
Patienten durchgefuhrt werden konnte und diese Therapie in den folgenden

Jahren breite Akzeptanz fand.># 123127

Bei der SZT werden intravends hamatopoetische Vorlauferzellen (CD 34+ -
Zellen) Ubertragen, die in der Lage sind das Knochenmark zu besiedeln
(Homing). Sie besitzen eine hohe Regenerationskapazitat und sind in der Lage
das blutbildende System, sowie das Immunsystem des Patienten zu

ersetzen.>*%°

Als Stammzellquellen stehen heute Knochenmark, peripheres Blut und Nabel-
schnurblut zur Verfugung. Durch die Entwicklung neuer Apheresetechniken und
den Einsatz von hamatopoetischen Wachstumsfaktoren wie GM-CSF oder G-
CSF (Granulozyten-Makrophagen- bzw. Granulozyten-Colony Stimulating
Factor), die eine Regeneration und eine Ausschuttung der Stammzellen ins Blut
fordern, besteht heute die Tendenz zur Stammzellgewinnung aus dem peri-
pheren Blut. Nicht nur, weil die aufwendige Gewinnung von Knochenmark unter
Anasthesiebedingungen aus dem Beckenkamm entfallt, sondern auch weil die
Rekonstitution bei Verwendung von Stammzellen aus dem peripherem Blut

schneller zu verlaufen scheint.>##%%

Man unterscheidet die autologe und die allogene SZT.

1.2.1 Die autologe Stammzelltransplantation

Bei der autologen SZT werden dem Patienten seine eigenen, vor einer Hoch-
dosischemotherapie gesammelten und kryokonservierten Stammzellen reinfun-
diert, um das durch die Therapie toxisch geschadigte Knochenmark wiederher-
zustellen. Dadurch ist es moglich die Dosis der Chemotherapeutika zu steigern
und den Tumor starker zu schadigen, wobei zwangslaufig auch das Knochen-
mark des Patienten irreversibel geschadigt wird. Ein Vorteil der autologen
gegenuber der allogenen Transplantation ist, dass praktisch keine immuno-
logischen Komplikationen, wie eine Graft—versus-Host Disease (GvHD) auf-

treten, da Spender und Empfanger identisch sind und eine weniger intensive
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Konditionierungstherapie notig ist, woraus zudem eine niedrigere therapie-
assoziierte Mortalitat (TRM = Treatment-Related-Mortality) resultiert. Ein
Nachteil besteht allerdings darin, dass die Moglichkeit besteht, dass sich
Tumorzellen im Transplantat befinden und der Graft-versus-Leukemia (GvL)-
Effekt wegfallt, was sich in einer hdheren Rezidivwahrscheinlichkeit nach
autologer Transplantation wiederspiegelt. (der GvL-Efekt wird naher in Ab-
schnitt 1.4.4 erlautert)

Die autologe SZT findet in der Therapie von Kindern mit ALL praktisch keine

Anwendung.>%%

1.2.2 Die allogene Stammzelltransplantation

Bei der allogenen Stammzelltransplantation (allo-SZT) stammen die Stamm-
zellen von einem Spender, der nicht genetisch identisch mit dem Empfanger ist,
aber der gleichen Spezies (Mensch) angehdrt. Eine Ausnahme bildet die
Spende von einem genetisch identischen eineiigen Zwilling, die sogenannte

syngene SZT, die aber kaum eine Rolle in der Praxis spielt.
FiUr das Gelingen der Transplantation ist eine intensive Konditionierung nétig.

Das Ziel der Konditionierung ist die Eradikation der noch im Korper vorhan-
denen Tumorzellen und eine suffiziente Immunsuppression des Empfangers,
um eine AbstoRung des Transplantates zu verhindern. Die meisten Kondi-
tionierungsregime bestehen aus einer Ganzkoérperbestrahlung (TBI = Total
Body Irridation) mit einer Gesamtdosis bis 12 Gray und alkylierenden Sub-
stanzen, meist Cyclophosphamid. Zusatzlich oder an Stelle von Cyclophos-
phamid finden auch Etoposid und Cytarabin, sowie an Stelle der TBI eine

Kombination aus Busulfan und Cyclophosphamid (BUCY) Anwendung.®®

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten der Spender-Empfanger Beziehungen
zueinander. Eine Unterteilung kann anhand der HLA-Kompatibilitat und Ver-
wandtschaft zwischen Spender und Empfanger getroffen werden.

An erster Stelle steht die Spende durch ein HLA-identisches Geschwister (MSD
= Matched Sibling Donor). Die Wahrscheinlichkeit so einen passenden Spender

zu finden betragt 25%. Weiter unterscheidet man verwandte oder unverwandte
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Spender, die in 10 von 10 oder in 9 von 10 HLA-Merkmalen mit dem Empfanger
Ubereinstimmen (Matched Donor = MD bzw. MUD = Matched Unrelated Donor
oder MFD = Matched Family Donor). Zuletzt besteht noch die Mdglichkeit einer
Spende durch einen verwandten oder unverwandten Spender, die in weniger
als 9 von 10 HLA-Merkmalen Ubereinstimmen (MMD = MisMatched Donor bzw.
MMUD = MisMatched Unrelated Donor oder MMFD = MisMatched Family
Donor). Zu den weiteren Auswahlkriterien zahlen der CMV-Status, der
madglichst dem des Empfangers entsprechen sollte, das Geschlecht und das
Alter. Mit zunehmender HLA-Inkompatibilitat steigt das Risiko fur eine Ab-
stoBung und das Auftreten einer GvHD. Spender und Empfanger sollten in den
HLA-Loki A, B, C, DRB1 und DQB1 Ubereinstimmen.

Die Vorteile der allo-SZT bestehen in einem niedrigeren Rezidivrisiko. Nachteile
beinhalten die Mdglichkeit der Abstol3ung, der hdheren TRM-Rate, basierend
auf der nétigen intensiven Konditionierung, dem Auftreten einer akuten oder
chronischen GvHD und mdglichen Spatschaden, wie dem Auftreten von

sekundaren Malignomen oder Wachstumsstérungen.®2°%%

1.3 Indikationen fir eine allogene Stammzelltransplantation bei
Kindern mit ALL

1996 wurden von der EBMT (European Group for Blood and Marrow Trans-
plantation) Richtlinien fur die Indikationsstellung der allo-SZT veroffentlicht.
Danach besteht eine definitive Indikation zur allo-SZT mit einem HLA-
identischen Geschwisterspender (MSD) oder einem passenden Fremdspender
(MUD) bei Hochrisikopatienten in erster kompletter Remission (CR1) und bei
Patienten in zweiter kompletter Remission (CR2) mit fruhem Rezidiv (definiert
als Rezidiv innerhalb der ersten sechs Monate nach Therapie-Ende). Eine
akzeptable Indikation besteht flr Patienten mit einem frihen meningealen
Rezidiv und fur Patienten mit einem spaten Rezidiv (definiert als Rezidiv spater
als 6 Monate nach Therapie-Ende), sofern ein HLA-identischer Geschwister-

spender gefunden werden kann.***°
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1.4 Komplikationen der allogenen Stammzelltransplantation

1.4.1 Therapieassoziierte Frih- und Spattoxizitat

Die zur Behandlung der Grunderkrankung und zur Immunsuppression einge-
setzten Medikamente fuhren auch zu einer Schadigung multipler gesunder
Organe." Zu den haufig und friih auftretenden Nebenwirkungen gehéren

|57

Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Haarausfall*” und eine Mukositis des Gastro-

intestinaltrakts, die eine analgetische Therapie erfordert und durch bakterielle
und fungale Superinfektion lebensbedrohlich werden kann.">1'214® Als
schwererwiegende Komplikationen kdnnen eine nicht-infektiose Pneumoniti384,
eine Kardiomyopathie oder eine hamorrhagische Zystitis, die sich aber mit
intensiver Infusionstherapie und Mesnaprohpylaxe gut kontrollieren lasst*®'"3,
beobachtet werden. Eine der am meist gefiirchtetsten Komplikationen mit einer
Letalitat von 20-50% ist die Venenverschlusskrankheit (Veno-occlusive disease
= VOD). Hierbei handelt es sich um eine nicht-thrombotische Obliteration
kleiner Lebervenen, die sich klinisch durch lkterus, Gewichtszunahme, Aszites
und schmerzhafte Hepatomegalie aufdert und mit renalem und

kardiopulmonalem Organversagen assoziiert ist.'*27:73:83:95.100.106,110

Als toxische Spatschaden kdnnen Wachstumsstorungen, Katarrakte, Sterilitat
und ein erhohtes Risiko fur das Auftreten einer malignen Zweiterkrankung,
wobei hier Non-Hodgin-Lymphome und Gehirntumoren eine Rolle spielen,

beobachtet werden.>®’

1.4.2 Infektion

Durch die immunsuppressive Therapie und die dadurch entstehende Immun-

defizienz sind die Patienten sehr anfallig fur eine Vielzahl von Infektionen.

Man kann verschiedene Phasen unterscheiden, die durch ein erhdhtes Risiko
fur bestimmte Erreger gekennzeichnet sind. In der Phase der Aplasie, welche
die Konditionierung und ungefahr die ersten 30 Tage nach SZT umfasst, treten
vor allem bakterielle und fungale Infektionen in den Vordergrund. In der darauf

folgenden Rekonstitutionsphase spielen Infektionen durch Viren (Cytomegalie-
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Virus, Herpes-Viren, Adenoviren, Epstein-Barr-Virus) und opportunistische
Erreger wie Pneumocystis carinii eine wichtige Rolle. Hervorzuheben ist hierbei
die interstitielle Pneumonie mit einer Letalitat bis zu 85%, die vor allem 6-8
Wochen nach SZT auftritt und in 15% der Falle durch CMV verursacht wird. Um
diese zu verhindern werden CMV-negative Transplantate bei CMV-negativen
Patienten eingesetzt und prophylaktisch Ganciclovir verabreicht. Trotz der
Entwicklung und Einfihrung neuer und effektiverer Antibiotika, Antimykotika
und Virostatika wie Aciclovir sterben noch viele Kinder an den Folgen von

Infektionen in der Posttransplantationsphase.®*°>%

1.4.3 Non-Engraftment und AbstoRung

Von einem Non-Engraftment spricht man, wenn bis zum Tag 21 nach SZT
keine Erholung der Blutbildung stattgefunden hat. Kommt es nach einer kurzen
Phase der Erholung zu einem schnellen Abfall der sich neu gebildeten Blut-

zellen, spricht man von einer friilhen AbstoRung.*"®

Ein Grund dafur sind meist im Empfanger noch vorhandene immunkompetente
T-Zellen oder Naturliche Killerzellen (NK-Zellen), welche die Spenderzellen als
fremd erkennen, aktiv angreifen und zerstéren. Als Risikofaktoren fur ein Graft
Failure gelten eine weniger intensive Konditionierung, eine hohe T-Zelldepletion
des Transplantates, das Ausmal der HLA-Disparitat zwischen Spender und
Empfanger und eine bestehende HLA-Sensibilisierung des Empfangers durch
z.B. friihere Transfusion von Blutprodukten.?*°® Aversa et al. konnten zeigen,
dass durch hohe Gaben von CD 34 positiven Zellen das Risiko einer Abstof3ung

gesenkt werden kann.®

1.4.4 Akute und chronische Graft-versus-Host Disease

Die haufigste Komplikation der allo-SZT ist die Graft-versus-Host Reaktion.
Durch die begleitende schwere Immunsuppression kann sie lebensbedrohliche

Folgen haben.

Die GvHD wird durch immunkompetente Zellen des Spenders verursacht, die

Empfangerantigene als fremd erkennen. Durch diesen Antigenstimulus werden
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vor allem CD4 und CD8 positive T-Zellen des Spenders aktiviert. Es kommt zur
Zytokinfreisetzung, wobei vor allem Interleukin 2 eine wichtige Rolle zu spielen
scheint und zur Proliferation dieser Zellen fuhrt, die dann in der Lage sind, den

Empfangerorganismus zytotoxisch zu schadigen.

Tritt diese Reaktion innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation auf,
spricht man von einer akuten Graft-versus-Host Disease (aGvHD). Haupt-
sachlich betroffen sind die Organe Haut, Leber und Gastrointestinaltrakt. Die
Schwere der aGvHD wird in Graden gemessen, die diese drei Organe einbe-
ziehen und deren Gesamtgrad ein wichtiger Risikoparameter fiir das Uberleben
darstellt.*® Klinisch ist die aGvHD charakterisiert durch ein makulopapuldses

Exanthem, Erythrodermie, Diarrhoe und Hepatitis.>*’

In 20-40% der Falle tritt die GvHD erst spater als Tag 100 nach SZT auf. Dann
spricht man von einer chronischen GvHD (cGvHD). Sie zeigt Gemeinsamkeiten
mit kollagenen und vaskularen Systemerkrankungen. Klinisch kénnen sklero-
dermieartige Veranderungen, ein Sicca-Syndrom, Arthritis und in manchen
Fallen Gallengangsdegenerationen und Cholestasezeichen beobachtet werden.
Das Risiko fur das Auftreten einer cGvHD ist erhoht bei alteren Patienten und

bei vorheriger aGvHD.>*°’

Das Auftreten einer GvHD und ihre Schwere hangen direkt mit dem Ausmalf}
der HLA-Disparitat zwischen Spender und Empfanger zusammen. Weitere
Faktoren, die das Auftreten beeinflussen sind die Anzahl der infundierten CD34
positiven Zellen, das Konditionierungsregime und die Art des Transplantates (T-
Zell-Depletion). Um das Risiko fur das Auftreten einer GvHD zu minimieren er-
folgt eine medikamentdse Prophylaxe mit Cyclosporin und oder Methotrexat
sowie eine T-Zell Depletion des Transplantates. Durch die T-Zell Depletion
beugt man zwar einer GvHD vor, aber auf Kosten eines erhdhten Abstolungs-
risikos, einer spater einsetzenden Immunrekonstruktion und einem Verlust des
GvL-Effektes.®>'® Dieser Effekt, der zuerst von Barnes et al.'? und Weiden et
al."" beschrieben wurde, beruht auf der Annahme, dass die alloreaktiven Zellen

des Spenders auch Tumorzellen erkennen und diese zerstéren kdnnen.
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Ist eine GvHD bereits ausgebrochen, so besteht die Therapie bei der aGvHD in
der Gabe von Steroiden, Antithymozytenglobulin (ATG) und monoklonalen
Antikdrpern gegen T-Zellen oder ihre Rezeptoren. Bei der cGvHD werden

Prednison und Cyclosporin (CSA) eingesetzt.>*

1.4.5 Rezidiv

Das Rezidiv, d.h. das Wiederauftreten der Grunderkrankung, ist bei den
kindlichen Leukamien die Hauptursache fur das Misslingen der Transplantation.
1% Es werden mehrere Ursachen diskutiert wie eine Resistenz der Leukamie-
blasten gegen die Radiochemotherapie und ein fehlender oder nachlassender
GvL-Effekt. Weiter spielen Faktoren wie das Auftreten und die Leukamielast
zum Zeitpunkt der Transplantation und das Krankheitsstadium eine wichtige

Rolle fiir den Erfolg der Transplantation.®#%'%®

Die Erfolgsaussichten bei der Therapie des Rezidives sind wesentlich un-
gunstiger im Vergleich zur Erstbehandlung und abhangig vom Zeitpunkt des
Auftretens und der Lokalisation des Rezidives. Anhand verschiedener Para-
meter, wie dem Zeitpunkt und dem Ort des Rezidives sowie dem Immunphano-
typ werden die Patienten in Risikogruppen (S1 bis S4) eingeteilt und
entsprechenden Therapieplanen zugefuhrt. (Einteilung in die Risikogruppen S1
bis S4 nachfolgend in Tabelle 2). Die Patienten der Gruppe S1 haben eine gute
Prognose (Ereignisfreies Uberleben (EFS) > 0.75), wohingegen bei den
Patienten der Gruppe S4 nur in 50-60% der Falle eine Remission mit einer
medianen Remissionsdauer von drei Monaten mit alleiniger Chemotherapie

erreicht werden kann."

Tabelle 2: Einteilung der Patienten in die Risikogruppen S1 bis S4 gemaR der Definition der Studien
BFM 95/96

Immunphanotyp

Zeitpunkt
sehr friih
frih
spat

10



Einleitung

Es bestehen drei Mdglichkeiten fur die Therapie des Rezidives: eine erneute
Chemotherapie, eine zweite SZT und eine Immuntherapie bzw. eine Kombi-
nation dieser drei Ansatze. Mit einer alleinigen Chemotherapie wird oft nur eine
kurze Remissionsdauer erreicht.*4#7126:129130.131.149 pyia 7\weite SZT ist mit einer

stark erhdhten Toxizitat und Mortalitat im Vergleich zur ersten SZT verbunden.®

Die Immuntherapie besteht in der Gabe einer Donor-Spender-Lymphozyten-
Infusion (DLI) oder dem Absetzen der Immunsuppression (CSA) mit dem Ziel
der Induktion des GvL-Effekts. Mit der Immuntherapie konnten in der Therapie
der CML Erfolge verzeichnet werden, wohingegen die ALL schlechter ansprach.
Ein Grund daflr kénnte darin liegen, dass sich das Rezidiv bei der ALL
schneller entwickelt und mit der Therapie zu spat angefangen wurde.®
Allgemein kann man sagen, dass die Therapie eines offenen hamatologischen
Rezidives bei akuten Leukamien mit der DLI wenig Erfolg verspricht. Nach
neueren Studien scheint aber eine frihzeitig einsetzende adjuvante
Immuntherapie bei Hochrisikopatienten mit akuten Leukamien das Rezidivrisiko
minimieren zu kdnnen. Da jedoch die DLI mit der Gefahr des Auftretens einer
GvHD und einer Knochenmarksaplasie mit nachfolgenden infektiosen
Komplikationen verbunden ist, sollte sie ausschliel3lich Patienten vorbehalten

bleiben, die ein hohes Rezidivrisiko tragen.’:*1%:39:56.62:94.125

1.5 Méglichkeiten der Rezidivfriiherkennung

Das Wiederauftreten der Grunderkrankung ist bei Kindern mit einer ALL nach
allo-SZT die haufigste Ursache fir das Versagen der Therapie. Die Therapie
des Rezidives, vor allem des offenen hamatologischen Rezidives, ist wie oben
bereits erwahnt, oft wenig erfolgversprechend und mit einer hohen TRM
assoziiert. Um die Aussichten fur diese Patienten zu verbessern, wurde in den
letzen Jahren das Augenmerk darauf gelegt, Mittel und Wege zu finden, ein
drohendes Rezidiv méglichst friih und zuverlassig vorhersagen zu kénnen.
Somit bestlinde die Option, diesen Patienten eine adjuvante Therapie, z.B. in

Form einer Immuntherapie, zukommen zu lassen und so ihre Erfolgsaussichten

11
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zu verbessern. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine frihzeitig
durchgefiihrte Immuntherapie bei Hochrisikopatienten mit akuten Leukamien

dazu beitragen kann, ein offenes hamatologisches Rezidiv zu verhindern.”*"?°

Es existieren verschiedene Moglichkeiten zur Rezidiviberwachung nach einer
Transplantation. Eine wichtige Methode, die direkt den malignen Zellklon
nachweist, ist die Messung der minimalen Resterkrankung, der sogenannten
MRD (minimal residual disease). Eine indirekte Methode ist die Analyse des
hamatopoetischen Chimarismus, bei der aufgrund des Wiederauftretens von

Empfangerzellen auf ein sich entwickelndes Rezidiv geschlossen wird.

1.5.1 Analyse des hamatopoetischen Chimarismus

Das Wort Chimarismus bzw. Chimare stammt aus der griechischen Mythologie
und bezeichnete dort ein Fabelwesen mit einem Léwenkopf, einem Ziegen-
kérper und einem Drachenschweif.'"" Ubertragen auf die
Transplantationsmedizin bedeutet dies, dass in einem Organismus Zellen, die

nicht von ein und demselben Individuum stammen, nebeneinander existieren.

Durch das myeloablative Konditionierungsregime kommt es normalerweise zur
volligen Zerstérung der Hamatopoese und des Immunsystems des Empfangers.
Dies fuhrt dazu, dass nach einer Transplantation die komplette Hamatopoese
und das Immunsystem vom Transplantat des Spenders ausgehend neu
gebildet werden. Dieser Zustand wird als kompletter Chimarismus (CC) be-
zeichnet. Lassen sich im Knochenmark oder Blut autologe Zellen des
Empfangers nachweisen, so liegt ein gemischter Chimarismus (MC) vor. Sind
keine Spenderzellen nachweisbar, sondern die Hamatopoese erfolgt wieder
ausschlieRlich vom Empfanger, handelt es sich um eine sogenannte autologe

Rekonstitution (AR), was einer Abstof3ung entspricht.

Meist erfolgt die Analyse des hamatopoetischen Chimarismus durch Unter-
suchung repetetiver DNA-Sequenzen, sogenannter Variable Number of
Tandem Repeats (VNTR) oder Short Tandem Repeats (STR), die hypervariable
Regionen im menschlichen Genom darstellen und sich interindividuell in der

Anzahl der Sequenzwiederholungen unterscheiden. Mit Hilfe von PCR-

12
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Methoden kdnnen die Sequenzen vermehrt sowie einer
Fragmentlangenanalyse unterzogen werden. Daruber hinaus kann, wenn die
Lange der Sequenzen von Spender und Empfanger bekannt ist, der Anteil von

Spender- oder Empfangerzellen in einer Probe bestimmt werden 2580101114132

Uber die Bedeutung eines gemischten Chimérismus fir das Risiko ein Rezidiv
zu erleiden, waren die Meinungen lange geteilt, was durch die wider-
spruchlichen Ergebnisse einzelner Studien begrindet ist. In neueren
prospektiven Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem
zunehmenden gemischten Chimarismus (increasing Mixed Chimerism =
increasing MC) ein signifikant hoheres Rezidivrisiko aufweisen und die serielle
und quantitative Analyse des gemischten hamatopoetischen Chimarismus nach
allo-SZT eine geeignete Methode ist, diese Hochrisikopatienten zu

identifizieren.%81°

1.5.2 Messung der minimalen Resterkrankung

Der Begriff minimale Resterkrankung (minimal residual disease = MRD)
bezeichnet die Menge von Tumorzellen, die sich im Korper des Patienten
befinden. Diese Menge an Tumorzellen liegt jedoch unter der
lichtmikroskopischen Nachweisgrenze. Die hamatologische Vollremission wird
anhand morphologischer Kriterien definiert. Sie liegt vor, wenn im Knochenmark
weniger als 5% Leukamieblasten unter dem Lichtmikroskop nachgewiesen
werden kénnen.*® Das bedeutet, dass theoretisch in Remission bis zu 10

residuelle Leukamieblasten im Knochenmark unentdeckt persistieren kénnen.*?

Es existieren verschiedene Methoden zur Messung der MRD. Die drei
wichtigsten sind der Nachweis chromosomaler Anomalien durch PCR-Analyse,
der Nachweis klonspezifischer DNA-Rearrangements der Immunglobulin (Ig)-
und T-Zellrezeptor (TCR) Gene durch PCR-Analyse und die flowzytometrische

Immunphanotypisierung.

1.5.2.1 Flowzytometrische Immunphéanotypisierung

Die flowzytometrische Immunphanotypisierung beruht auf der Detektion quali-

tativer und quantitativer Unterschiede in der Expression von Antigenen

13
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zwischen Leukamieblasten und normalen hamatopoetischen Zellen, die
entweder an der Zelloberflache oder intrazellular lokalisiert sind. Hierzu werden
meist fluoreszenzmarkierte monoklonale Antikorper verwendet. Da sowohl die
Leukamieblasten als auch normale hamatopoetische Vorlauferzellen die gleiche
Antigenexpression aufweisen kdnnen, kann dies zu falsch positiven
Ergebnissen flihren. Deshalb werden zur Detektion bevorzugt Leukamieblasten
mit atypischen immunologischen Merkmalen, wie z.B. tumorassoziierter
ektopischer Antigenexpression, cross-lineage Antigenexpression oder
Antigenuberexpression verwendet. Durch ein drei- oder vierfach labelling mit
verschiedenen Markerkombinationen lassen sich 60-98% der akuten B-
Vorlaufer Leukamien und fast alle T-Zell Leukamien mit einer Sensitivitat von
einer Leukamiezelle in 10 000 gesunden Zelle

Charakterisieren.25’29‘32‘33’55’58‘86’140’143’146

1.5.2.2 PCR-Analyse chromosomaler Anomalien

Bei einigen malignen hamatologischen Erkrankungen existieren bestimmte
chromosomale Aberrationen, vor allem Translokationen. Mit Hilfe der PCR-
Technik lassen sich diese strukturellen Veranderungen direkt auf DNA-Ebene
nachweisen. Zumeist aber resultieren daraus tumorspezifische
Fusionstranskripte oder es kommt zu einer aberranten Expression spezifischer
Transkripte, die dann mittels RT-PCR (Reverse Transkription-PCR) detektiert
werden konnen. Beispiele fur tumorspezifische Fusionstranskripte, die bei der
ALL vorkommen sind BCR-ABL oder TEL-AML1. Zudem kdnnen auch
aberrante Gene bzw. aberrant exprimierte Gene als MRD-Target dienen. Ein
Beispiel hierfur ist das WT-1 Gen.

Der grol3e Vorteil bei der Verwendung dieser chromosomalen Aberrationen als
Targets beim Monitoring der MRD liegt darin, dass sie wahrend des weiteren
Krankheitsverlaufes stabil bleiben. Sie sind leukamiespezifisch und so kann
eine Sensitivitat zwischen 1 x 10 und 1 x 10 erzielt werden. Limitiert wird die
Verwendung dieser Targets durch die Tatsache, dass sie nur bei einer kleinen
Gruppe der ALL Patienten vorkommen. So sind bei der T-ALL nur bei 15-35%
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und bei der Vorlaufer B-ALL bei 40-47% der Patienten spezielle chromosomale

Aberrationen nachweisbar.?2:8%142

1.5.2.3 PCR-Analyse klonspezifischer DNA-Rearrangements der
Immunglobulin (Ig)- und T-Zellrezeptor (TCR) Gene

Das menschliche Immunsystem ist im Laufe des Lebens vielen Millionen
unterschiedlichen Antigenen ausgesetzt. Es besitzt die Fahigkeit diese mit
spezifischen Antigenrezeptoren zu erkennen und spezifische Antikorper zu
produzieren. Wenn die grof3e Vielfalt durch jeweils ein Gen in der DNA kodiert
ware, wurde dies einen groRen Teil des gesamten menschlichen Genoms in
Anspruch nehmen. In der Zwischenzeit weil¥ man, dass eine begrenzte Anzahl
von Genen fur die enorme Vielfalt verantwortlich ist, und man kennt die Mecha-
nismen, die dies ermoglichen. Ein dabei sehr wichtiger Mechanismus ist das
sogenannte Gen-Rearrangement oder die somatische
Rekombination.?®124139143 '7ym Verstandnis soll kurz auf die chromosomale
Organisation der Gene und den Aufbau der Immunglobuline und T-

Zellrezeptoren eingegangen werden.
Immunglobuline

Immunglobuline bestehen aus zwei schweren Proteinketten (IgH) und zwei
leichten Proteinketten (entweder Igk oder IgA), die durch Disulfidbricken mit-
einander verbunden sind. Jede Kette setzt sich aus einer variablen Domane,
die an der Antigenerkennung beteiligt ist und einer (bei den leichten Ketten)
bzw. mehreren konstanten Domanen zusammen. Die konstanten Domanen der
Immunglobulinketten werden von einem sogenannten C (constant)- Gen-
segment kodiert. Die variable Domane einer schweren Kette wird aus einer
Kombination eines V (variable)-, eines D (diversity)- und eines J (joining)- Gen-
segmentes kodiert. Wahrend der Reifung der B-Zellen kommt es durch den
Prozess des Gen-Rearrangements zu einer Kombination der vorhandenen

Gensegmente.'*?

Im Falle des IgH Lokus, der sich auf Chromosom 14932 befindet, sind 46-52
funktionelle VH Segmente (abhangig vom individuellen Haplotyp) identifiziert,

die sich in 7 VH-Genfamilien aufteilen lassen. Zusatzlich wurden ungefahr 30
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nichtfunktionelle VH Segmente beschrieben. Den VH-Segmenten folgen 27

funktionelle DH Segmente, woran sich 6 JH Segmente anschlieRen.?’'*

Der Igk Lokus kann in 7 Vk Genfamilien und 5 Jk Gensegmente unterteilt

werden und befindet sich auf Chromosom 2p11.

Der IgA Lokus befindet sich auf Chromosom 22g11. Die 30-33 funktionellen VA
Gene lassen sich in 11 Genfamilien unterteilen, zudem existieren 7 JA Gen-

segmente.'*

T-Zellrezeptoren (TCR)

T-Zellrezeptoren bestehen aus zwei Proteinketten. Man kann zwei Typen von
T-Zellrezeptoren unterscheiden. Der eine Typ setzt sich zusammen aus einer
TCRa und einer TCRB- Kette (TCRa), der andere aus einer TCRy- und einer
TCRO- Kette (TCRy®). Die meisten T-Lymphozyten (85-98%) exprimieren
TCRap. Beide Typen sind eng mit den CD3 Proteinketten assoziiert und bilden
den TCR-CD3 Komplex, der fir die Antigenerkennung und Signaltransduktion
ins Zellinnere verantwortlich ist. Jede Kette besteht aus einer variablen und
einer konstanten Domane. Die konstante Domane wird von C-Gensegmenten
kodiert. Die variable Domane wird, wie bei den Immunglobulinketten, von einer
Kombination aus V- und J-Gensegmenten im Fall der TCRa- und TCRYy -Kette
kodiert, oder von einer Kombination von V-, D- und J-Gensegmenten im Fall der
TCRB- und TCR3- Ketten.*

Der TCR©® Lokus befindet sich auf Chromosom 14q11 innerhalb des TCRa
Lokus. Fur ihn sind 8 V9, 4 D® und 3 J&-Gensegmente bekannt. Auf Chromo-
som 7p14 findet sich der TCRy Lokus. Von den 14 bekannten Vy-Genseg-
menten sind nur 10 funktionell und somit von Bedeutung.144 Es existieren zwei
Pseudogene, die an der Bildung von Rearrangements bei der ALL beteiligt sind.
30 Man unterteilt die V-Gensegment in die Gruppen Vy I-IV. Zudem existieren 5

Jy Gensegmente.'*
Gen-Rearrangement

Wahrend der Reifung der B- und T-Zellen kommt es zu einer Neuanordnung
der diskontinuierlich angeordneten Germline V-, D- und J- Gensegmente durch

den Prozess des Rearrangements. Der Rearrangementprozess wird mit Hilfe
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zweier Rekombinase-Enzyme, die durch die ,recombinase activating genes®
RAG-1 und RAG-2 kodiert werden, gesteuert. Der Rekombinase-
Enzymkomplex erkennt sogenannte spezifische RSS- Sequenzen
(recombination signal sequences), die jedes V- D- und J- Gensegment
flankieren. Diese RSS-Sequenz besteht aus einer heptamer-Sequenz und einer
nonamer-Sequenz, die durch eine Spacer-Sequenz getrennt werden. Zuerst
kommt es zu einer Anlagerung der heptamer und nonamer Sequenzen der
verschiedenen Gensegmente und damit zur Entstehung einer DNA-Schleife.
Die RAG-Enzyme induzieren Strangbriche innerhalb der RSS-Seqgenzen und
die zwischen den neu angeordneten Gensesegmenten liegenden Sequenzen
werden herausgeschnitten. Eine DNA-Ligase verbindet am Schluf} die freien

Enden der zwei so neu zusammengefiigten Gensegmente.”>92109.143

In Abbildung 1 ist der Rearrangementprozess am Beispiel des IgH-Lokus
dargestellt.

qermline [GH genes W

H DH JH 5 Cu
1244 123 4i &
0 -+ | joining
, wllzlaly:
—Ili—%-lf+ H A7)
rearrdnged IGH ganes i o ¥ — D-J joining

1 transcription

S

procursor IGH rnHNﬁ-.
| HN& splicing

malure 1GH mRMA /;;W

vhd  Cp

Abbildung 1: Darstellung des Rearrangementprozesses am Beispiel des IgH Lokus
Entnommen mit feundlicher Genehmigung des Verlages aus Leukemia 6 th edition,chapter 6
immunobiology of leukemia, van Dongen JJ, Adriaansen HJ, Seite 100, Abb. 6-14; Herausgeber

Henderson ES, Lister TA, Greaves MF; WB Saunders Company 1996
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Die Rearrangementprozesse beginnen frih in der Lymphozytendifferenzierung
und erscheinen in hierarchischer Ordnung. Wahrend der B-Zell Differenzierung
kommt es zuerst zum Rearrangement der IgH Gene, dann der Igk und IgA
Gene. Im Falle der T-Zellen erscheinen zunachst Rearrangements der TCRD
Gene, nachfolgend der TCRG Gene, gefolgt von TCRD Deletionen mit daraus
folgenden TCRA Rearrangements.'*® Der Rearrangementprozess findet nicht
nur in gesunden B- und T-Vorlauferzellen statt, sondern lauft auch in den
Leukamieblasten ab. Bei der ALL kommt es gehauft zu sogenannten "cross-
lineage rearrangements" und auch aufl’ergewohnliche Rearrangements sind

beschrieben worden,9:99.116-119

Nach Abschluss des Rearrangementprozesses kann es auch zu spateren Zeit-
punkten noch einmal zu einer Neuanordnung der Gensegmente kommen, was
dann als sekundares Gen-Rearrangement bezeichnet wird. Es gibt drei ver-
schiedene Typen von sekundaren Rearrangements, abhangig vom betreffen-
den Ig oder TCR Komplex und den bereits existierenden

Rearrangements®:77:102.103.143.

= D-Jreplacement: IgH,
= V-Jreplacement: TCRA, TCRG,
= Vreplacement: IgH, TCRB

Durch die Moglichkeit der verschiedenen Kombination der V-, D- und J-Gen-
segmente untereinander und der Kombination der verschiedenen Proteinketten
mit ihren variablen Domanen, ergibt sich die sogenannte combinatorial diver-
sitiy. Sie betragt etwas 2 x 10° fiir die Immunglobuline, 3 x 10° fiir die TCRaf
Molekdiile und 5 x 103 fiir die TCRyd Molekiile.3:7412413% zysatzlich existiert
noch eine sogenannte junctional diversity. Diese beruht auf der Tatsache, dass
es durch Trimmen der Enden der neu angeordneten Gensegmente zu
Deletionen, sowie zu Insertionen von Nukleotiden zwischen den
zusammengefugten Gensegmenten kommt. Die Insertion von Nukleotiden an
den junction sites (N region insertion) wird durch das Enzym Terminale
desoxynucleotid Transferase (TdT) initiiert, welches in der Lage ist Nukleotide

am 3’ Ende ohne DNA-Template einzufiigen.*®""'** Die junctional regions
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kodieren fur den sogenannten third complementary complex (CDR3), der an der
Antigenerkennung durch den variablen Teil beteiligt ist. Deshalb erhohen diese

Insertionen drastisch die Vielfalt der Antigenrezeptoren (>10'%).43

Die zufallige Insertion und Deletion von Nukeotiden an den junction sites der
neu angeordneten Gensegmente macht die junctional regions zu ,fingerprint-
like“ Sequenzen, die in jedem Lymphozyten einzigartig sind, also auch in den
Leukamieblasten, die aus einem einzigen Zellklon entstehen. Somit besitzen
alle Leukamieblasten eines Patienten dasselbe einzigartige Gen-Rearrange-
ment, so dass man von einem ,Leukamiefingerprint* sprechen kann."**'*® Die
Basenabfolge der junctinal regions kann also als Target fur das MRD-
Monitoring nach allogener SZT dienen. Dies ist gegenwartig die weit

verbreitetste Methode zur Messung der MRD.

Die klinische Bedeutung der Messung der minimalen Resterkrankung bei
Kindern mit ALL ist heute durch mehrere Studien anerkannt.2833693.121.135.141
Dies gilt vor allem fur die Messung der MRD zur Beurteilung des Ansprechens
auf die Ersttherapie, was eine Einteilung der Patienten in high-risk an low-risk
Patienten ermdglicht und somit eine Intensivierung oder Reduzierung der

28,33,41,91,93128.141.146 7,dem haben Studien gezeigt, dass die

Therapie erlaubt.?®
Messung der MRD vor der Stammzelltransplantation ein wichtiger und
bedeutender prognostischer Faktor fur den Erfolg der Transplantation
ist.'1:°0:51.6568.135 D araus wurden mittlerweile klinische Konsequenzen gezogen.
Die Hohe der MRD-Last wird kiinftig bereits im Rezidiv Studie Protokoll ALL-
Rez-2004 berucksichtigt. Hochrisikokinder erhalten eine an die MRD-Last
adaptierte Therapie.

Uber die Bedeutung der Messung der MRD nach allo-SZT existieren noch nicht

so viele Daten 64107134
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Fragenstellung und Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es herauszufinden, ob es mit Hilfe der Messung der sub-
mikroskopisch messbaren MRD im peripheren Blut moglich ist, Rezidivvoraus-
sagen bei Patienten nach allo-SZT machen zu kdnnen und somit eine
Patientengruppe identifizieren zu kénnen, die ein hohes Rezidivrisiko aufweist.
Diese Patientengruppe kdnnte dann einer praventiven adjuvanten Immun-
therapie zugefuhrt werden, um ein offenes hamatologisches Rezidiv zu ver-
hindern. Desweiteren soll die Hohe und Dynamik der MRD-Werte im Blut
beobachtet werden, um die Bedeutung dieser Parameter fur das Auftreten
eines Rezidives zu bestimmen. Dabei soll darauf geachtet werden, ob eine
kritische MRD-Grenzkonzentration oder eine MRD-Konzentrationszunahme pro

Zeit existiert, die fur das Rezidiv nach allo-SZT pradiktiv ist.

Bis jetzt wurden zur Messung der MRD vor allem Knochenmarkproben heran-
gezogen. Es gibt nur wenige Studien in denen eine Messung im peripheren Blut
erfolgte.2*3470.78.137.145 \Wenn die Uberwachung der MRD nach allogener SZT im
peripheren Blut mdglich ware, kdnnte den Patienten die traumatische und
schmerzhafte Knochenmarkpunktion erspart werden. Zudem kdnnen
Knochenmarkpunktionen nicht in beliebig hoher Frequenz durchgeflihrt werden,
so dass es im Einzelfall nicht immer moglich ist, das entstehende Rezidiv im
Knochenmark frihzeitig zu entdecken. Zu diesem Zweck sollen die im
Knochenmark bereits gemessenen MRD-Werte mit denen im peripheren Blut

verglichen werden.
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2. Material

2.1 Untersuchungsmaterial

Zum Monitoring der minimalen Resterkrankung nach allogener Stammzell-
transplantation im Peripherblut wurde die DNA aus mononuklearen Zellen der
Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der allo-SZT auf den quanti-
tativen Nachweis der vorher identifizierten klonalen patientenspezifischen
Rearrangements untersucht. Die DNA wurde aus mit EDTA ungerinnbar
gemachten Peripherblutproben der Patienten gewonnen. Insgesamt wurden im
Untersuchungszeitraum 1044 Peripherblutproben von 90 Patienten mit Hilfe der

Real-time PCR gemessen.

2.2 Reagenzien

2.2.1 Isolierung mononuklearer Zellen

Biocoll Separating Solution BiochromAG, Berlin
Densitiy 1.077
PBS Dulbecco’s Gibco/BRL, Eggenstein

2.2.2 DNA-Isolation

QlAamp® DNA Blood Mini Kit (250) Qiagen GmbH, Hilden
QlAamp® DNA Blood Midi Kit (20)
QlAamp® DNA Blood Maxi Kit (50)
Ethanol 100% Merck, Darmstadt

Ampuwa Fresenius AG, Bad Homburg
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2.2.3 Screening-PCR

AmpliTaq Gold® Polymerase
GeneAmp 10x PCR Gold Buffer
Magnesiumchlorid Solution (25mM)
Nukleotide: d TTP-Li-salt (25umol)
d GTP-Li-salt (25umol)
d ATP-Li-salt (25umol)
d CTP-Li-salt (25pmol)
LiChrosolv® Aqua

Screening Primer

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt

Roche Applied Science, Mannheim

Merck, Darmstadt
MWG-Biotech AG, Ebersberg

2.2.4 Gelelektrophorese und Gelentwicklung

Acrylamid, Rotiphorese® Gel 30,
30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid
TBE-Puffer pH8
1000ml enthalten:
108,0g TRIS

70,99 Borat

7,44g EDTA Dinatrium
TEMED
(N,N,N’,N’- tetramethylethylendiamin)
APS (Ammoniumpersulfat)
Bromphenolblau-Auftragspuffer fur
PCR
Glycerol 99%
Ampuwa
Bromphenolblau 2,5% (Na-Salt)
DNA Molecular Weight Marker VI
(19-1114bp)
Ethidiumbromid 1% (10mg/ml)
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Roth GmbH, Karlsruhe

Universitatsapotheke, Tubingen

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma GmbH, Deisenhofen
Fresenius AG, Bad Homburg
Serva, Heidelberg

Roche Applied Science, Mannheim

Roth GmbH, Karlsruhe
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2.2.5 Sequenzanalyse

2.2.5.1 Aufreinigung der DNA

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit:
HiBind®-DNA-Saulen
2ml Sammel-Tubes
CP-Puffer
DNA-Waschpuffer

Eluationspuffer

2.2.5.2 Sequenzierreaktion

BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

2.2.5.3 Ethanolfallung

Ethanol 100%
Ethanol 70%
NaAc
LiChrosolv® Aqua

2.2.6 Real-time PCR

TagMan® Universal Master Mix
Synthetisierte Oligonukleotide:

patientenspezifische Forward Primer

Reverse Primer
TagMan Sonden
LiChrosolv® Aqua

Bovines Serumalbumin
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Peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen

Applied Biosystems, Weiterstadt

Universitatsapotheke, Tubingen
Universitatsapotheke, Tubingen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt
MWG-Biotech AG, Ebersberg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim
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2.3 Kunststoff- und Glasartikel

LeucoSep Rdéhrchen fur 3-6ml
Reaktionsgefale 0,5ml und 1,5ml
PP-Test tubes 15ml

Combitips plus 0,5ml, 1ml, 5ml, 10ml
Pipettenspitzen 100ul, 1000ul
Pipettenspitzen 10ul, 30ul, 100ul,
200ul, 1000pl

Stripetten 5ml, 10ml
MicroAmp®Optical 96-Well Reaction
Plate

Optical Tubes

Optical Caps

Glasplatten

Spacer Mate

Kamme

SafeSkin-Latex-Handschuhe

Laborwischtliicher Kimwipes®

24

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg
Greiner Bio-one, Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Nurnbrecht

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Costar, New York

Applied Biosystems, Weiterstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Kimberly-Clark, Roswell/lUSA
Kimberly-Clark, Roswell/lUSA
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2.4 Gerate und Computerprogramme

Accu-jet®

Pipetten 2ul, 10ul, 20ul, 100pl, 200,
1000l

Multipipette® pro

Hoefer Electrophoresis Unit SE 600
Series

Mikro-Zentrifuge flr Reaktionsgefalle
oder PCR-Strips

Tischzentrifuge Mikro 22R
Zentrifuge Rotixa 50RS

Zentrifuge RVC 2-18
Membran-Vakuumpumpe
Vortex-Genie 2

Vortex Reax top

Wasserbad

Photometer GeneQuant |l
Prazisions-Kuvette aus Quarzglas
Suprasil®

GeneAmp® PCR System 9700

ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector
ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
Cellcounter Cobas Micros
Geldokumentationssystem

mit Diana Software

Sequence Navigator

Primer Express™ 1.5

ABI Prism Sequence Detector v1.7
ABI PRISM 310 Collection
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Brand, Wertheim
Gilson, Bad Camberg

Eppendorf AG, Hamburg
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Neolab, Heidelberg

Hettich, Tuttlingen

Hettich, Tuttlingen

Christ; Osterode am Harz
Vaccubrand, Wertheim

Scientific Industries, New York/USA
Neolab, Heidelberg

Memmert, Schwabach

Pharmacia Biotech, Freiburg
Hellma, Mullheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche Applied Science, Mannheim
Raytest GmbH; Straubenhardt

Perkin Elmer, Wellesley MA/USA
Perkin Elmer, Wellesley MA/USA
Perkin Elmer, Wellesley MA/USA
Perkin Elmer, Wellesley MA/USA
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3. Methoden

3.1 Methoden im Uberblick

I. initiale diagnostische Methoden Il. Messung der MRD mit der Real-time PCR
Diagnoseprobe
Isolierung mononuklearer Zellen Sensitivitatstestung der Primer
und Zellzdhlung mit der Real-time PCR
v
|DNA-IsoIation | Folgeproben
Bestimmung der Konzentration Real-time PCR zur Quantifizierung der MRD
und Reinheit der DNA in den Folgeproben und Interpretation der Daten
v

Screening PCR zur Identifizierung der
patientenspezifischen Rearrangements
v
Sequenzanalyse der identifizierten
Rearrangements

Herstellung der patientenspezifischen Primer |

Abbildung 2: Methoden im Uberblick

3.2 Isolierung mononuklearer Zellen (MNC) durch

Dichtegradientenzentrifugation und Zellzahlung

Bei der Dichtezentrifugation wird ein Dichtegradient erzeugt, mit dessen Hilfe es
maglich ist, durch Zentrifugation Zellen nach ihrer Gréfie und Dichte aufzu-
trennen. Zur Erzeugung des Dichtegradienten wird eine Ficoll-lsopaque Losung
mit einem spezifischen Gewicht von 1,077g/ml verwendet. Ziel der Dichtezentri-
fugation ist die Gewinnung mononuklearer Zellen, d.h. von Lymphozyten,
Monozyten und Thrombozyten, welche fir die Leukamiepathogenese von
Bedeutung sind und somit in gereinigter Form flir weitere Untersuchungen zur
Verfugung stehen. Die mononuklearen Zellen kdnnen aufgrund ihres spezi-
fischen Gewichtes, welches kleiner ist als 1,077 g/ml nicht durch den
generierten Dichtegradienten wandern, wohingegen die polymorphkernigen
Granulozyten und Erythrozyten durch ihr héheres spezifisches Gewicht den

Gradienten durchwandern und auf den Boden des Reaktionsgefalles
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sedimentieren. Die sich an der Phasengrenze zwischen Plasma und Ficoll-

Isopaque-Ldsung befindlichen mononuklearen Zellen kdnnen nun abgenommen

werden und stehen zur Weiterverarbeitung zur Verfugung.

Reaktionsprotokoll:

Zuerst erfolgt eine Verdlnnung der Blutprobe 1:2 mit PBS

In ein 15 ml Falcon-Rohrchen werden 4 ml Ficoll-Isopaque Lésung
vorgelegt

Die mit PBS verdunnte Blutprobe wird nun vorsichtig auf die Ficoll-
Isopaque Lésung aufpipettiert

Austarieren des Rohrchens

Zentrifugation fur 20 Min. bei 800g

Die an der Phasengrenze zwischen Ficoll-lsopaque Losung und Plasma
als Ring sichtbaren mononuklearen Zellen werden mit einer Pasteur-
pipette abgetragen und in ein neues Falcon-Réhrchen uUberfihrt

Die Zellen werden mit PBS auf 10 ml resuspendiert

Zentrifugation fur 12 Min. bei 450g

Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet mit 1 ml PBS resus-
pendiert. In ein Eppendorfgefal® werden 450ul PBS vorgelegt und mit
50ul der mit PBS verdinnten Zellsuspension vermischt. Hiermit wird die
sich im Zellpellet befindliche Zellzahl unter Verwendung des Cellcounter
Cobas Micros von Roche bestimmt

Die restliche Zellsuspension wird mit PBS auf 10 ml resusupendiert
Zentrifugation fur 12 Min. bei 350g

Der Uberstand wird wieder abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml PBS
resuspendiert. Anhand der vorher bestimmten Zellzahl wird die Zellsus-
pension auf mehrere Aliquots verteilt. Dabei ist zu beachten, dass ein
Aliquot mindesten 5x 106 Zellen beinhalten sollte

Anschlieend werden die gewonnen Zellen gleich weiterverarbeitet oder

bei —80°C eingefroren
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3.3 DNA-Isolation

Ziel der DNA-Isolation ist die schnelle und mdglichst mit wenig Aufwand
durchfiihrbare Gewinnung genomischer DNA optimaler Grof3e. Die DNA sollte
maglichst frei von Proteinen und anderen Verunreinigungen sein, die in den

weiteren Untersuchungsschritten inhibitorisch wirken konnen.

Die DNA-Isolation erfolgt mit Hilfe von QIAmp® DNA Blood Kits gemal} den
Herstellerangaben. Zur Verfugung stehen je nach in der Probe befindlicher

Zellzahl 3 verschiedene Kits:

QIAamp® DNA Blood Mini Kit (250) : maximal 5 x 10° Zellen/ml
QIAamp® DNA Blood Midi Kit (20) : maximal 20 x 10° Zellen/ml
QIAamp® DNA Blood Maxi Kit (50) : mehr als 20 x 10° Zellen/ml

Das Prinzip dieser Isolationsmethode beruht auf der reversiblen Bindung der
DNA an einer Silikamembran. Nachdem die anderen Bestandteile der Probe,
wie RNA oder Proteine, durch Veranderung des pH-Wertes und der Salzkon-
zentrationen nicht mehr an die Membran binden kdnnen und ausgewaschen

werden, kann in einem letzen Schritt die reine DNA gewonnen werden.

Zuerst erfolgt durch Zugabe der QIAGEN Protease zur Probe eine Lyse der
Zellen. Nach Zugabe eines Puffers zum Lysat wird dieses in ein Eluatréhrchen
pipettiert, in dem sich eine Membran befindet, an welche die Bestandteile
binden. In den nun folgenden 2 Waschschritten mit Zentrifugation werden durch
Verwendung von zwei verschiedenen Puffern der pH-Wert und die Salzkonzen-
tration so verandert, dass nur die DNA an der Membran gebunden bleibt. In
einem letzen Schritt wird mit Hilfe eines Eluationspuffers die DNA von der

Membran freigesetzt.

3.4 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der DNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm. Zur Kalibrierung des Photometers erfolgt vor der Messung der Proben
eine Messung gegen Wasser. Um optimale Messwerte zu erhalten, sollte die

Absorption Werte zwischen 0,1 und 1,0 aufweisen. Um eine Aussage Uber die
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einheit der DNA machen zu konnen, ist eine zweite Messung bei einer
Wellenlange von 280 nm nétig. Bildet man den Quotienten aus beiden
Messungen (Absorption bei 260 nm/ Absorption bei 280 nm) erhalt man eine
Wert, der als Reinheitsmald der DNA dienen kann. Dieser Quotient sollte

zwischen 1,7 und 1,9 liegen.

Die isolierte und gemessene DNA kann nun gleich weiterbearbeitet werden

oder wird bei einer Temperatur von —20°C eingefroren und aufbewahrt.

3.5 Screening-PCR zur ldentifizierung der patienten-

spezifischen Rearrangements

Zu Beginn der MRD-Analyse steht die Identifizierung eines oder mehrerer
patientenspezifischer Ig- bzw. TCR- Rearrangements in den Diagnoseproben

der Patienten, um geeigente Targets fur das MRD-Monitoring zu finden.

Die Identifizierung erfolgt mit Hilfe der PCR-Methode. Die PCR-Methode wurde
1984 von Kary Mullis entwickelt und hat das molekularbiologische Arbeiten
revolutioniert. Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich, selbst geringe Mengen
einer spezifischen Basensequenz eines DNA-Doppelstranges zu amplifizieren.
Die Methode nutzt Mechanismen der DNA-Replikation. Ein DNA-Einzelstrang
dient als Template fur die Synthese eines neuen komplementaren Stranges
durch das Enzym DNA-Polymerase. Voraussetzung fur die Amplifizierung eines
spezifischen DNA-Abschnittes ist, dass die Basensequenz Up- und
Downstream des DNA-Targets bekannt ist. Komplementar zu diesen
Sequenzen kénnen dann zwei Oligonukleotide (Primer) synthetisiert werden.
Nach Trennung des DNA-Doppelstranges durch TemperaturerhGhung
(Hitzdenaturation) binden diese Oligonukleotide an die, die Target-DNA
umgebenden bekannten Sequenzen (Primerannealing). Die beiden
Oligonukleotide dienen als Primer fir die Tag-Polymerase. Die Tag-Polymerase
ist ein hitzestabiles Enzym, welches die DNA-Synthese unter Verwendung der

Target-DNA als Template katalysiert (Extension).
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Die PCR besteht aus Zyklen sich wiederholender Schritte:

Zunachst erfolgt durch Erwarmung des Ansatzes auf 94°C die Trennung des
DNA-Doppelstranges in Einzelstrange. Danach wird schnell fur 30 Sekunden
auf 55°C - 65°C heruntergekuhlt; um eine Ruckbildung der Doppelhelix zu
verhindern und ein Anlagern der Primer zu ermdglichen. Im nachsten Schritt
wird die Temperatur fur 2-5 Minuten auf 72°C erhoht, was der Optimaltem-

peratur der Tag-Polymerase entspricht, die nun die DNA-Synthese durchfuhrt.

Erhdht man nun die Temperatur kurz wieder auf 94°C, trennt sich die neu-
synthetisierte DNA von der Template-DNA und steht nun im nachsten Zyklus
als Template zur Verfigung. Dies bedeutet, dass sich in jeden folgenden Zyklus

die PCR-Produktmenge verdoppelt.

So gelingt es mit Hilfe spezifischer Primer, die Up- und Downstream des Re-
arrangements an Germlinesequenzen hybridisieren, flr jeden Patienten ein
spezifisches Rearrangement zu identifizieren und zu amplifizieren. Dieses kann
dann sequenziert werden und steht als PCR-Target fur das Monitoring der MRD

mit der Real-time PCR zur Verfugung.

Ein Nachteil bei der Verwendung der Ig und TRC Rearrangements als PCR-
Targets besteht darin, dass es durch klonale Evolution wahrend des Krank-
heitsverlaufes zu Veranderungen innerhalb des Rearrangements kommen
kann. Durch persisitierende Aktivitat des Rekombinase-Enzym-Systems kommt
es z.B. zu sekundaren Rearrangements. Dies fluhrt dann zum Verlust des
Targets und zu einem falsch negativen Ergebniss. Die Stabilitdt unterscheidet
sich jedoch innerhalb der verschiedenen Ig- und TCR- Rearrangements, so

|.18

gelten IgK Rearrangements als sehr stabil. ™ Dies sollte bei der Auswahl der

Targets berlcksichtigt werden. Ziel ist es fur jeden Patienten mindestens 2

unabhangige monoklonale Ig bzw. TCR PCR-Targets zu identifizieren.%’-138144

3.5.1 Primerkombinationen

In den letzten Jahren wurde eine grol3e Anzahl von Primersystemen entwickelt.

Von der BIOMED-1 und -2 Concerted Action: “Investigation of minimal residual

»97,144

disease in acute leukemia wurden PCR-Primer und Primerprotokolle

30



Methoden

entwickelt und veroffentlicht mit dem Ziel, das Verfahren zu standardisieren,
vergleichbare Ergebnisse zu bekommen und eine Qualitatskontrolle zwischen
den verschiedenen Laboratorien zu ermdglichen. Deshalb wurden fur unsere
Untersuchungen die Primer und Primerprotokolle aus dieser Kollektion

verwendet.

Mit einem limitierten Set von Primerkombinationen fir multiple Targets ist es
maglich, mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat bei uber 90% der ALL-
Patienten ein MRD-Monitoring durchzuflihren und falsch negative Resultate zu

vermeiden.

Die Primer binden an Germlinesequenzen, die sich Up- oder Downstream der
patientenspezischen junctional regions befinden. Es werden 25 Primerpaare

eingesetzt:

Fir komplette IgH Rearrangements werden VH-family-specific framework
region 1 (FR1) Primer, VH1/7, VH2, VH3, VH4, VH5 und ein consensus FR3
Primer in Kombination mit einem consensus joining Primer (JH cons)

verwendet.

Da IgH Rearrangements haufig oligoklonal und relativ instabil sind, werden bei
Patienten mit precursor-B-ALL Igkappa Rearrangements als alternatives PCR-
Target eingesetzt. Die Genrearrangements auf diesem Locus gelten als end-
stage-rearrangements und gehen nicht im weiteren Krankheitsverlauf als Target
verloren. Es stehen Primer fur das kappa-deleting-element (kde) und Seg-
mente, die damit rekombinieren zur Verfugung (consensus Vkappa-family und

Jkappa-Ckappa intron Primer).

Zusatzlich werden Primer fur alle V-, D-, und J-Segmente der TCRD und TCRG
Rearrangements verwendet, da sie sowohl bei precursor-B-ALL und T-ALL zu

finden sind.%""144

Eine Besonderheit stellt die TAL1 Deletion dar, die in 5-15% aller T-ALL'’s
erscheint. Die Deletion fuhrt zur Fusion des SIL Gens mit dem TAL-1 Gen,

wodurch eine einzigartige Gensequenz entsteht, die als PCR-Target dient.?"?
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Tabelle 3: Primer fur die Screening-PCR und Sequenzanalyse

Darstellung der fiir die Screening-PCR und Sequenzanalyse verwendeten Primer fiir IgH-,
TCRD-, TCRG und IgK Genrearrangements und TAL1 Gendeletionen

Erlauterungen: bp = Basenpaare; Ilg = Inmunglobulin; TCR = T-Zellrezeptor

Target Forward Primer Reverse Primer Grsrfied EI((:tR-
Sequenz Sequenz inbp
S TCTGGGGCTGAGGTGAAGAA® JH cons ®ACCTCTTCCCAGGA®
VH2 *ACCTTGAAGGAGTCTGGTCCT® JH cons 5 ACCTCTTCCCAGGA® -380
VH3 $GGGGGTCCCTGAGACTCTCY JH cons 5 ACCTCTTCCCAGGAY ~320
VH4 ¥GCCCAGGACTGGTGAAGC® JH cons 5 ACCTCTTCCCAGGA® 320
VHS *CTGGTGCAGTCTGGTGAAGC® JH cons SACCTCTTCCCAGGAY ~360
FR3 A ACACGGYSTGTATTACTGT (S=G,C/Y=C,T)® JH cons ®ACCTCTTCCCAGGA® ~100
Ig< V-5 ®GTAGGAGACAGAGTCACCATCACT® Kde-3 5CCCTTCATAGACCCTTCAGGCACY 231
VkIl-5' *TGGAGAGCCGGCCTCCATCTC® Kde-3' 5CCCTTCATAGACCCTTCAGGCACY 447
VKIS ®GGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG® Kde-3' ®CCCTTCATAGACCCTTCAGGCAC® ~429
VKIV-5' ®GGCGAGAGGGCCACCATCAACY Kde-3' ®CCCTTCATAGACCCTTCAGGCAC? ~445
Intron-5' ®GTTATTCCCAAAAGCTCAATCTCAAAG® Kde-3' ®CCCTTCATAGACCCTTCAGGCAC® 511
TCRG  |vgl& SCAGGCCGACTGGGTCATCTGC” J1.1/2.1-3  STTACCAGGTGAAGTTACTATGAGC® 2309
Vgl-5' ¥CAGGCCGACTGGGTCATCTGC® 09131213 SCCGTATATGCACAAAGCCAAATCY 533
Vgll-5' ¥CAGCCCGCCTGGAATGTGTGG® JgL12.13  STTACCAGGTGAAGTTACTATGAGC® 318
Vgll-5' ®CAGCCCGCCTGGAATGTGTGG® 0913213 SCCGTATATGCACAAAGCCAAATCY 522
Vglll-5 ®GACATACCTTGCAAGATATCGAGC® Jgl3/213  SCCGTATATGCACAAAGCCAAATCY 522
VgIv-5' CTGAAATATCTATTTCCAGACCAGC® JgL1/2.1-3  STTACCAGGTGAAGTTACTATGAGC® ~357
Vgiv-5' ®CTGAAATATCTATTTCCAGACCAGC® 10131213 SCCGTATATGCACAAAGCCAAATCY 561
TCRD  |VdL-& ¥ ACTCAAGCCCAGTCATCAGTATCC® Jd1-3 SACCTCTTCCCAGGAGTCCTCCS! 452
Vd2-5' ®ACCAAACAGTGCCTGTGTCAATAGG® Dd3-3new  *CTTCCTGCTATCCCTTCCAGG® ~501
Vd2-5' ¥ACCAAACAGTGCCTGTGTCAATAGG® Jd1-3' SACCTCTTCCCAGGAGTCCTCC' ~443
Vd3-5' ®GACCAGACGGTGGCGAGTGGC® Jd1-3' ®ACCTCTTCCCAGGAGTCCTCCS' ~440
Dd2-5n ®ACTCCATGTTCAAATAGATATAGTATT® Dd3-3new  °CTTCCTGCTATCCCTTCCAGG® ~608
Dd2-5n ® ACTCCATGTTCAAATAGATATAGTATT® Jd1-3' *ACCTCTTCCCAGGAGTCCTCCY' ~550
TAL-1  |Sildb-5' * AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA® Talldbl-3  SAGAGCCTGTCGCCAAGAA® 2300

3.5.2 Ablauf der Screening-PCR

Bei der Screening-PCR wird die Template-DNA mit 25 Primerkombinationen
getestet. Somit missen 25 Reaktionsansatze pipettiert werden. Ein Reaktions-
ansatz setzt sich zusammen aus einem Mastermix, der auch die Template-DNA

beinhaltet, und dem jeweiligen Primermix.
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Zusammensetzung Mastermix fur einen Reaktionsansatz pro Primerpaar:

Reagenzien Volumen pro Reaktion

10x PCR Gold Buffer 10,0 pl
dNTP 4,0 pl
Magnesiumchlorid (25mM) 6,0 pl
AmpliTagGoldPolymerase 0,5 ul
DNA Template in Aqua 59,5 ul
Reaktionsvolumen 80,0 ul

In der PCR sollten pro Reaktion mindestens 50 bis 100 ng DNA eingesetzt

werden.

Der Primermix setzt sich zusammen aus jeweils 10 ul der Forward Primer und

10 ul der Reverse Primer, beide in einer Konzentration von Spmol/ul.

Nach Durchnummerierung der PCR-Gefasse (Streifen) werden nacheinander
80ul Mastermix und 20 pl der jeweiligen Primerkombination pipettiert. An-
schlielend werden die Gefalde verschlossen und kdnnen nun zur Amplifizierung

in den PCR-Cycler gestellt werden.

PCR-Reaktionsbedingungen:

Zyklen Temperatur Zeit
. . . 95°C 11 min
Initialer Denaturationsschritt 96°C 1 min
Denaturation 94°C 45 sek
8 Annealing 63°C 30 sek
Extension 70°C 45 sek
Denaturation 90°C 30 sek
37 Annealing 56°C 30 sek
Extension 70°C 45 sek
Finaler Extensionsschritt 72°C 7 min

Ein Risiko, der auf der PCR-Technik basierenden Analyse monoklonaler
Rearrangements besteht in der Moglichkeit der Generierung falsch positiver
Ergebnisse, aufgrund der Amplifikation ahnlicher Rearrangements, die von
polyklonalen Lymphozyten stammen.”? Deshalb erfolgt nach dem finalen Exten-
sionsschritt eine Heteroduplexanalyse der amplifizierten PCR-Produkte. Dabei
werden die PCR-Produkte bei 95° fir 5 Minuten denaturiert und hinterher, durch
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AbkUhlen auf 4°C, renaturiert. PCR-Produkte monoklonaler Herkunft erzeugen
Homoduplexe, wohingegen Heteroduplexe im Falle polyklonaler Zellen aus-
gebildet werden. Nach Auftrennung der Produkte durch Gelelektrophorese kann
anhand der unterschiedlichen Laufeigenschaften der Homo- bzw. Heterodu-
plexe eine Unterscheidung zwischen Produkten monoklonaler und polyklonaler

Lymphozytenpopulationen getroffen werden.

3.5.3 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

3.5.3.1 Herstellung der Gele

Um ein Gel herzustellen, benétigt man einen Gelrahmen, in welche die
zunachst flissige Gelmasse gegossen werden kann. Dieser besteht aus 2
Glasplatten und Spacern. Die Spacer halten einen Raum fur das flissige Gel

zwischen den Glasplatten frei.
Die Gelmasse wird aus folgenden Bestandteilen pipettiert:

Reaktionsprotokoll fur ein 8% iges Polyacrylamidgel:

Acrylamid 13,3 ml
TBE-Puffer pH 8 5,0 ml
Agqua 31,5 ml
TEMED 60,0 pl
(N,N,N’,N'- tetramethylethylendiamin)

APS 10% 350,0 pl
(Ammoniumpersulfat)

Reaktionsvolumen 50,21 ml

Tetramethyl-ethylenediamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS) werden
zuletzt hinzugeflgt. Durch das TEMED kommt es zur Quervernetzung der Poly-
acrylamidstrange, katalysiert vom APS. Nun sollte die Gelmasse moglichst
schnell, in noch flussigem Zustand und blasenfrei, in die Einfassung gegossen
werden. Am oberen Ende der Glasplatten wird ein Kamm eingebracht. Nach

einer Wartezeit von ungefahr einer halben Stunde ist das Gel fest geworden.
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Der Kamm, der zur Ausbildung von Taschen gefuhrt hat, in welche spater die

Proben eingebracht werden, kann entfernt werden.

Da ein Gel Platz fr 15 Taschen bietet, aber pro Patient 25 verschiedene

Primerkombinationen getestet werden, werden pro Patient 2 Gele bendtigt.

3.5.3.2 Gelelektrophorese

Die eigentliche Elektrophorese erfolgt in einer Elektrophoresekammer fir eine
Stunde bei einer Spannung von 450 Volt und TBE-Puffer als leitendem
Element. Bevor die Proben in die Taschen pipettiert werden, werden sie mit
einer Bromphenolblauldésung versetzt. Die Losung setzt sich zusammen aus

Bromphenolblau 2,5% (Na-Salt), Glycerol 99% und Ampuwa.

Jeweils 14 ul der Bromphenolblaulésung werden mit 50ul der in der vorherigen
PCR amplifizierten Proben-DNA vermischt und anschliel3end in die Geltaschen
pipettiert. In die erste Tasche des Gels wird anstelle einer Probe, ein DNA High
Molecular Weight Marker pipettiert. Mit Hilfe dieses Molekulargewichtsmarkers

ist es spater moglich die Grolie der Proben-DNA einzuschatzen.

3.5.3.3 Farben der Gele

Die Gele werden nun in einer Ethidiumbromidlésung gefarbt. Diese wird durch
Verdunnen einer 1%igen Ethidiumbromidstammlésung 1:10 000 mit des-
tilliertem Wasser hergestellt. Nach dem Ldsen der Glasplatten von den Gelen
werden diese vorsichtig in eine Farbeschale, in der sich die Ethidiumbromid-
|6sung befindet, Uberfuhrt und fur 7 bis 10 Minuten darin belassen. Um ein
optimales Ergebnis zu bekommen, sollten die Gele komplett vom Ethidium-
bromid umgeben sein und die Farbeschale mehrmals wahrend der Farbezeit

leicht bewegt werden.

3.5.3.4 Fotodokumentation der Gele

Abschlieend werden die fertigen Gele mit einem Geldokumentationssystem
der Firma Raytest unter UV-Licht fotografiert und zusatzlich digital gespeichert.
Abbildung 3 zeigt das Ergebnis einer Screening-PCR.
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5 3 Ref-Size | sign| M/P/O| SeqDat
VH1/7 JH cons ~340

4 VH2 JH cons ~380

3 VH3 JH cons ~320 X X

4VH4 JH cons ~320 | |

§ VH5 JH cons ~360

6 FR3 JH cons ~100

7 VKI-5' Kde-3' 431

§ VKII-5' Kde-3' 447

9 VKIII-5' Kde-3' 429 X X
VKIV-5' | Kde-3' 445
intron-5' | Kde-3' 511

2vgl-5' Jg1.1/21-3' 329 | |

Vg5 |Jg1.3/21-3' 533
Vgll-5' |Jg1.1/21-3' 318
4Vgll5 | Jg1.3/21-3" 522
{Vglll-5_ | Jg1.3/2.1-3
VgIV-5' [ Jg1.1/2.1-31 357

=

VglV-5' |Jg1.3/2.1-3' 561

1
1
| 19vd1-5' | Jd1-3' 452 | |
2Q Vvd2-5' Dd3-3' ne 501 X X
21Vvd2-5' Jd1-3' 443
22Vd3-5' Jd1-3' 440
23Dd2-5'n_| Dd3-3' ne: 608
| 24Dd2-5'n | Jd1-3' 550 | |
|25 Sildb-5'n | tal1db1-3" 300
M=monoklonal/P=polyklonal/O=oligoklonal / run folder: 27.04.01:08.55

Abbildung 3: Ergebnis einer Screening-PCR der Blasten-DNA eines Patienten
Der Patient wurde mit den 25 Primerkombinationen getestet. Es sind 3 monoklonale Banden
sichtbar, diese entsprechen 3 Rearrangements der Genloki IgHVH3, Vklll und TCR-5.

3.6 Sequenzanalyse der identifizierten patientenspezifischen

Rearrangements

Ziel der Sequenzierung ist die Bestimmung der genauen Basenabfolge der
DNA-Proben, die in der vorangegangenen Gelelektrophorese zur Entstehung
einer deutlichen Bande gefuhrt haben. Die Sequenzaufklarung erfolgt in einer
speziellen automatisierten Version der von Sanger entwickelten enzymatischen
Kettenabbruchmethode. Das Grundprinzip der Sequenzierung entspricht einer
modifizierten PCR. Zusatzlich zu den normalen PCR-Reagenzien werden
chemisch veranderte Nukleotide, sogenannte Didesoxynukleotide (Termina-
toren) eingesetzt. Werden diese Didesoyxnukleotidtriphosphate (ddNTP’s) in
den wachsenden DNA-Strang eingebaut, fuhren sie zu einem Kettenabbruch,
da sie keine freie OH-Gruppe am 3’ Ende haben. Ihre Konzentration kann so
gewahlt werden, dass an jeder Position der DNA ein Kettenabbruch induziert
wird, so dass Kettenfragmente unterschiedlicher Lange entstehen. Zusatzlich

sind die ddNTP’s mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. In einer sich an die
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PCR anschlielenden Kapillarelektrophorese wandern die DNA-Fragmente
gemal ihrer GrofRe durch das Sequenziergel und emittieren nach Anregung
durch eine Laser, eine fur den jeweiligen Farbstoff spezifische Fluoreszenz. Ein
Laserphotometer misst diese und ordnet sie den jeweiligen Basen zu, so dass

die Basenabfolge am Ende direkt abgelesen werden kann.

3.6.1 Aufreinigung der Target-DNA

Vor der Sequenzanalyse sollte die DNA gereinigt werden, um inhibitorische
Einflisse zu entfernen, die sich negativ auf die Qualitat und Quantitat der
nachfolgenden Sequenzierreaktion auswirken kdnnen. Dies sind z.B. mit den
ddNTP’s konkurrierende residuelle dNTP’s (Desoxynukleotidtriphosphate),
residuelle Primer (Bildung von Dimeren), Salze (Inaktivierung von Enzymen),
Proteine und Rearrangements von nicht-leukamischen Lymphoyzyten

(erzeugen einen Hintergrund).

Zur Aufreinigung wird das E.Z.N.A.® Cycle-Pure-Kit der Firma PEQ-LAB
gemal den Herstellerangaben verwendet. Das Grundprinzip entspricht dem der
DNA-Isolierung. Die DNA bindet spezifisch und reversibel, je nach pH- und
Salzbedingungen an eine Silikamatrix und inhibitorische Stoffe kdnnen schritt-
weise ausgewaschen werden. Am Schluss kann dann die gereinigte DNA von
der Matrix eluiert und in der anschlieRenden Sequenzierreaktion eingesetzt

werden.

Reaktionsansatz zur Aufreinigung:

Reagenzien Volumen pro Reaktion
DNA-Probe 50,0 pl
CP-Puffer 200,0 pl
Waschpuffer 500,0 pl
Eluationspuffer 40,0 pl

Reaktionsprotokoll:
= Zur Proben-DNA (50 ul) werden 200 pl CP-Puffer pipettiert und das

Gemisch gevortext
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Auftragen der Suspension auf die Silikamatrix und Zentrifugation fur 1
Min. bei 10 000g

In den nun folgenden 2 Waschschritten werden je 250 pl Waschpuffer

zugefugt mit anschlieRender Zentrifugation fur je 1 min bei 10 000g

Trockenzentrifugation flr 1 min bei 10 000g

Durch Zugabe von 40 pl Eluationspuffer und Zentrifugation fir 1 Min. bei
10 000g wird die DNA von der Matrix abgelost
Zum Schluss wird die DNA fur 15 Min. bei 40°C in einer Vakuumzentri-

fuge getrocknet

3.6.2 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierung erfolgt mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequen-
cing Kit der Firma Applied Biosystems gemal} den Herstellerangabe im Gene
Amp PCR-System 9700. Der gebrauchsfertige BigDye Terminator ready
reaction mix enthalt eine AmpliTaq DNA-Polymerase, Magnesiumchlorid,
Desoxynucleotidtriphosphate, BigDye terminator (fluoreszenzmarkierte Dides-
oxynukleotidtrisphosphate) und einen Reaktionspuffer. Die fur die PCR-
Reaktion verwendeten Primer sind dieselben, die auch in der Screening-PCR

eingesetzt wurden, nur in einer niedrigeren Konzentration (1 pmol/pl).

Reaktionsansatz der Sequenzierreaktion:

Reagenzien Volumen pro Reaktion

BigDye Terminator ready reaction mix 2,0 pl
DNA Template 4,0 pl
Sequenzierprimer (1 pmol/ul) 2,0 ul
Reaktionsvolumen 8,0 ul

PCR-Reaktionsbedingungen:

Zyklen Temperatur Zeit
Initialer Denaturationsschritt 94°C 10 sek
Denaturation 96°C 10 sek
25 Annealing 55°C 5 sek
Extension 60°C 50 sek
Finaler Extensionsschritt jeweils 2 Holds bei 72°C 5 min
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Nach der PCR-Reaktion werden die Proben sogleich weiterverarbeitet oder bei

einer Temperatur von —20°C eingefroren.

3.6.3 Ethanolféllung

Ziel der Ethanolfallung ist es, die in der vorherigen PCR-Reaktion entstandenen
DNA-Fragmente von residuellen Basen, vor allem der ddNTP’s, Polymerasen
und anderen inhibitorisch wirksamen Komponenten zu befreien. Somit wird eine

gut lesbare und eindeutige Sequenzierung ermdglicht.

Reaktionsansatz zur Ethanolfallung:

Reagenzien Volumen pro Reaktion
Wasser 80,0 ul
Ethanol (EtOH) 100% 250,0 pl
Natriumacetat (NaAc) 3M,pH4,6 10,0 ul
Ethanol (EtOH) 70% 750,0 pl

Reaktionsprotokoll:

=  Zunachst wird die PCR-Probe mit 80 uyl Wasser verdinnt

=  Nun werden 250 ul 100% EtOH und 10 pl NaAc (3M, pH 4,6) hinzuge-
geben und das Gemisch vorsichtig gevortext

= |nkubation fir mindestens 15 Min. bei Raumtemperatur

= Zentrifugation far 15 Min. bei 15 000g

= Verwerfen des Ethanolliberstandes, wobei darauf zu achten ist, dass
nicht sichtbare DNA-Pellet nicht zu verlieren

= Das Pellet wird nun mit 750 yl 70% EtOH versetzt und fur 5 Min. bei 15g
zentrifugiert

= Verwerfen des Ethanollberstandes und nachfolgende Trocknung in der
Vakuumzentrifuge fur 15 Min. bei 50°C

Nachdem das DNA-Pellet in 16 pl Wasser resuspendiert wurde, kann es flur die

Sequenzanalyse im ABI™ Prism 310 Genetic Analyzer eingesetzt werden.
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3.6.4 DNA-Sequenzierung im ABI™Prism 310 Genetic Analyzer und

Sequenzanalyse

Im ABI™Prism 310 erfolgt nun eine Kapillarelektrophorese der DNA-Fragmente

bei einer Spannung von 15 Kilovolt und einer Laufzeit von 30 Minuten.

Die mit 4 verschiedenen fluoreszierenden ddNTP’s markierten DNA-Fragmente
wandern gemal ihrer Kettenlange durch das Sequenziergel und emittieren
dabei nach Anregung durch einen Laser, eine flr sie spezifische Fluoreszenz.
Das Gerat ordnet diese den jeweiligen Basen zu und tragt den Verlauf der
gemessenen Spektrallinien gegen die Zeit auf. Die Basenabfolge kann so direkt
abgelesen werden, wobei getrennt eine Vorwarts- und eine Ruckwartssequen-

zierung des Targets erfolgt.

Die gefundenen Sequenzen werden anschlieliend mit Hilfe des Programms
Sequence Navigator der Firma Perkin ElImer ausgewertet. Die aus dem
ABIPrism gewonnene Sequenz wird mit den Germlinesequenzen verglichen um

das Rearrangement genau zu identifizieren.

100 ll‘U 120 130 1‘10 150 160 lTiU I?U 19‘0
H AGGCCCCATA GCOTCTTCG TACTATGAUG “TUTECALCGE "ARGGGATCTG TIGCAATUAG GACTCAGTCC AGGARAGTAT TATACTCATA TACTTAGGAG ™
AGGCCCCACA GCGTCTTCTG TACTATGACG TCTCCACCGC AAGGGATGTG TTGGAATCAG GACTCAGTCC AGGAAAGTAT TATACTCATA CACCCAGGAG

R
RG] . TET
-JG1. 372,
-JG1. 3/ 2.
2?0 21‘0 22|0 ZSIU 2‘10 ‘ 25|0 ZEIvO 2'Ii’0 28|0 29‘0

I GGG TG TGS RS LT AT AT TEEEG ETITOGE00 GOAMC baC AL T TTGTCAL MaGTAAG AT COohAIALTA
GTGGAGCTSG ATATTGAGAC TGCAAAATCT AATTGAAAMT GATTCTGGGG TCTTTGGGGG GUARLARLAC TTGTTGTCAC AGGTAAGTAT CGGAAGAATA

RYG 1.TH ATAC TGOGAAATCT AATTGAAAMT GACTCTGGGG TCTATTACTG TGOCACCTGG GACGGG

RGJ. TET GAATTATT ATAAGAAACT CTTTGGCAGT GGAACAACAC TGGTTGTCAC AG
i

Al

G1.3/Z. TGETCAC AGGTAAGTAT CGGAAGAATA

S?D 31‘0 32|D EZ?D 3‘10 35|D ESID 3'7;0 SSID 39‘0
N T A TG S G S AT TS AT AT T AT O TAG LA S AT G AT TR ATETAG
CAACATTTCC AAGGTAATAG AGGGAAGGCA GGAAATGATT AAACTGGAAT AATGTAATAL TGTTTAGAAL AMAGAGGAAT TGGATGGGGA TTTGATGTAG

BYG I. TH<==

R

-JG1. 342, AGGTAATAG AGGGAAGGCA GGAL
Al

2489 2728

Abbildung 4: Sequenzanalyse eines patientenspezifischen Rearrangements
Die Basenabfolge des patientenspezifischen Rearrangements ist mit zwei Pfeilen
gekennzeichnet.
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3.7 Herstellung der patientenspezifischen Primer

Durch die vorangegangene Analyse der genauen DNA-Basenabfolge des

patientenspezifischen Rearrangements ist es nun mdglich, patientenspezifische

Forward Primer, sogenannte Allel-spezifischen Oligonukleotide (ASQO’s), zu

generieren. Dies geschieht mit Hilfe der Primer Express Software. Um spater

moglichst gute Ergebnisse in der Real-time PCR zu erhalten, sollten bei der

Herstellung der ASQO’s bestimmte Punkte bericksichtigt werden

96,97,144,

Der Primer sollte in der junctional region liegen und die dort eingefligten
Nukleotide und Deletionen um 2 Basen Uberlappen

Primer und Sonde durfen sich nicht Uberlappen, aber so nahe wie
mdglich beieinander liegen

Die Schmelztemperatur sollte zwischen 57°C und 61°C betragen

Der GC-Gehalt sollte zwischen 30-80% liegen

Idealerweise sollten palindromische Sequenzen und sich hintereinander
wiederholende Abfolgen derselben Base umgangen werden, dies gilt vor
allem fur die Base Guanin

Die letzten 5 Basen des 3’-Endes sollten nicht mehr als zwei Gunanin
und oder Cytosin-Basen enthalten

Die Ausbildung von Sekundarstrukturen, wie Haarnadel- oder Dimer-
bildung sollte vermieden werden

Die verwendeten Primer sollten innerhalb der letzten 3’ terminalen Basen

ein Purin/Pyrimidin Verhaltnis von 2:3 aufweisen
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11 |

Primer

Reverse

Primer

Abbildung 5: Position des Forward Primers, der TagMan Sonde und des Reverse Primers

innerhalb des Rearrangments

TagMan Sonde und Reverse Primer binden an Germlinesequenzen, der Forward Primer an
die patientenspezifische Sequenz der junctional region.

Erlduterungen: N = junctional region

3.8 Messung der minimalen Resterkrankung mit der Real-time

PCR

3.8.1 Funktionsprinzip der Real-time PCR

Die EinflUhrung der Real-time PCR war ein grofer Fortschritt in der Weiterent-

wicklung bisher verfigbarer PCR-Methoden. Sie ermdéglicht die Messung, der

sich ansammelnden PCR-Produkte wahrend der kompletten PCR-Reaktion,

also in ,real-time’. Diese Methode ist in der Lage, einfach und in kurzer Zeit

quantitative Daten innerhalb eines grolden Detektionsbereiches zu liefern. Die

bisher notwendige aufwendige und zeitintensive Nachbearbeitung der PCR-

Produkte entfallt und das nicht zu vernachlassigende Risiko einer Konta-

mination nimmt rapide ab, da es sich bei der Real-time PCR um ein

geschlossenes System handelt.

Die Real-time PCR bedient sich der 5’ Nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase.

Zu den essentiellen Bestandteilen der Real-time PCR gehort aul3erdem ein

patientenspezifischer Forward Primer (ASO primer), eine mit 2 Fluoreszenz-

farbstoffen markierte Probe (TagSonde) und ein Reverse Primer. Der Forward
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Primer ist komplementar zur patientenspezifischen junctional region des
Rearrangements und hybridisiert in diesem Bereich. Die Sonde und der
Reverse Primer hingegen sind komplementar zur Germlinesequenz des
Targets. Die Verwendung eines patientenspezifischen Forward Primers (ASO
primer) anstatt einer patientenspezifischen Sonde (ASO probe) bietet zwei
grolde Vorteile. Zum einen entfallt die Konkurrenz des Forward Primers mit der
Amplifikation in Zellen mit normalen nicht-leukdmischen Rearrangements, und
es muss nur eine Sonde pro Rearrangement und nicht pro Patient generiert

werden, was eine grolde Kostenersparnis bedeutet.

Am 5’ Ende der Sonde befindet sich ein fluoreszierender Reporterfarbstoff (6-
FAM = 6-carboxyfluorescein) und am 3’ Ende ein fluoreszierender Quencher-
farbstoff (TAMRA = 6-carboxytetramethylrhodamine). Wenn die Sonde an ihre
Zielsequenz zwischen den beiden Primern gebunden und intakt ist, emittieren
nach Anregung durch einen Argonlaser beide Farbstoffe ein fir sie spezifisches
Fluoreszenzsignal (6-FAM: Emissionsmaximum 518 nm; TAMRA: Emissions-
maximum 582 nm), wobei die Emission des Reporterfarbstoffes vom Quencher-
farbstoff absorbiert wird. Deshalb kann nur das Fluoreszenzsignal des Quen-
cherfarbstoffes zu diesem Zeitpunkt der Reaktion detektiert werden. Wahrend
der PCR-Reaktion werden beide Primer so lange mit Hilfe der Tag-Polymerase
verlangert bis sie auf die Sonde stol3en. Die Sonde wird vom DNA-Strang
geldst und durch die 5’Nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase gespalten, und die
beiden Farbstoffe werden voneinander getrennt. Die vom Reporterfarbstoff
emittierte spezifische Fluoreszenz wird nun nicht mehr absorbiert, sondern kann

gemessen werden. Abbildung 6 zeigt das Funktionsprinzip der Real-time PCR.
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a)
Rearrangement

b)

c)

Forward Primer | TaqMan-Sonde |
R Q

d)

e)

Is'

Abbildung 6: Funktionsprinzip der Real-time PCR

Erlauterung:

a) DNA-Doppelstrang mit dem zu amplifizierenden Rearrangement

b) Trennung des DNA-Doppelstranges durch Hitzedenaturierung

c) Anlagerung der Forward Primer und der TagMan Sonde am Beispiel des 5’-3’ Stranges
(Annealing)

d) Amplifizierung der DNA durch die Taq-Polymerase und Ablésen der TagMan Sonde vom
DNA-Strang

e) Spaltung der TagMan Sonde durch die 5’ Nukleaseaktivitat der Tagq-Polymerase

Erldauterungen: R = Reporterfrabstoff; Q = Quencherfarbstoff

Die Intensitat dieses Fluoreszenzsignals verhalt sich proportional zur gebildeten
DNA-Menge, die wahrend jedem abgelaufenen Zyklus ansteigt. Generell wird

nur ein Fluoreszenzsignal generiert, wenn sowohl die Sonde als auch der ASO
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primer mit der DNA hybridisieren, was zu einer hohen Sensitivitat fuhrt, weil

unspezifisch amplifizierte PCR-Produkte nicht detektiert werden.

Die gemessene Fluoreszenzintensitat des Reporterfarbstoffes wird mit Hilfe
einer passiven Referenz normalisiert. Hierbei handelt es sich um einen Farb-
stoff, der im TagMan Master Mix enthalten ist und unbeeinflusst von der Tag-
Polymerse an der PCR teilnimmt. Bildet man den Quotienten aus der Fluores-
zenzintensitat des Reporterfarbstoffs und derjenigen des Referenzfarbstoffes,
erhalt man das sogenannte normalisierte Reportersignal (Rn). Um eine genaue
Aussage uber die Menge der amplifizierten PCR-Produkte machen zu kdnnen,
wird vom normalisierten Reportersignal (Rn) die detektierte Signalintensitat der
ersten paar Zyklen subtrahiert. Der so erhaltene Wert wird ARn genannt. Die
Sequence Detection Software misst die ARn- Werte fur jeden Zyklus und tragt
sie gegen die Zyklusanzahl auf. Der PCR-Zyklus, bei dem zuerst ein statistisch
signifikanter Anstieg der Fluoreszenzintensitat gemessen wird, dient als Grund-
lage fur die Quantifizierung. Dieser Zyklus ist der sogenannte Cycle Threshold
(Ct) und ist umgekehrt proportional zu der Template-DNA-Menge, die in der
Probe enthalten ist. Der Ct-Wert der Probe wird zur Quantifizierung mit den Ct-
Werten einer Standardkurve verglichen. Diese Standardkurve wird hergestellt
durch serielle Verdinnung einer Probe des Patienten mit bekannter DNA-
Konzentration in polyklonaler DNA von Spendern. Tragt man die
Konzentrationen der jeweiligen Verdlinnungsstufe logarithmisch gegen die
gemessenen Ct-Werte auf, so erhalt man eine Gerade, die eine lineare
Korrelation zwischen der Konzentration und dem Ct-Wert darstellt. Der Kor-
relationskoeffizient sollte > 0,98 sein und die Steigung (slope) der Geraden
einen Wert zwischen —3,1 und —3,9 aufweisen. Durch eine lineare Regressions-
analyse der Standardkurve wird der Target-DNA-Gehalt der zu bestimmenden

Probe ermittelt.

Abbildung 7 zeigt die Ct-Werte der Verdunnungsstufen der Standardreihe und
in Abbildung 8 ist die daraus resultierende Standardgerade dargestellt.
Abbildung 9 zeigt die Auswertung der Ergebnisse von 5 Folgeproben eines

Patienten mit der Sequence Detector v1.7 Software.
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Amplification Plot

Amplification - mrd-030818-2488-pb1
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Baseline FAMH - B1 30196 0.001
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Abbildung 7: Ct-Werte der Verdiinnungsstufen 10" bis 10”° der Standardreihe
Die Messung erfolgte mit Doppelbestimmungen.

Standard Curve
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Abbildung 8: Standardgerade

Die Ct-Werte der zu bestimmenden Proben werden zur Quantifizierung der
MRD mit den Ct-Werten der Standardkurve verglichen.
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File Name :rrd-0Z202304-2295-pb1
User:
Date :Die, 15, Jun 2004
Comments :

Sequence Detection Systems

PE Applied Biosystems 1.7

Plate Type:7700 Single Reportar
PCR Yolume ;20

Thermal Cycle Conditions

Cycle Temperature Time Repeat Ramp Time Auto Increment
Hold S0.00 2:00 futa
Hald 95.00 10:00 Auto
Cyele 93.00 0:13 a0 futa
&0.00 1:00 futa

Standard Curve

Slope: -3.52 Threshold: 0.11

Intercept: 22 .54 Baseline Range: (3 , 15)
Fit R:1.00

Sample Information

well Type Sample Name Replicate Ct Quantity Sitd. Dev. HMean
a1 STHND  p2 2622 1.0e-01 o0.0o o.1a
&2 STND  p2 2609  1.0e-01 o0.0o o.1a
Bl STHND pZ 2942 1 .0e-02 o0.0o o.m
BZ STND (2 2956 1 .0e-02 o0.0o o.m
C1  STHND p3 3301 1.0e-03 o0.0o 0.0
CZ STHND p3 EERR 1.0e-03 o0.0o 0.0
L1 STHD 3 G669 1 .0e-04 o0.0o 0.0
L2  STHND 3 3674 1.0e-04 o0.0o 0.0
E1  STHND 3 5000 1.0e-05 o0.0o 0.0
EZ STHND 3 5000 1.0e-05 o0.0o 0.0
F1  STHND 3 S0.00 o0.0o 0.0
FZ STND 3 S0.00 o0.0o 0.0
03 UMEN 20027 04 S0.00 o0.0o 0.0
D& UMEN 20027 04 S0.00 o0.0o 0.0
ES  UMEN 20253 03 S0.00 o.0o o.0o
Et  UMEN 20253 03 S0.00 o.0o o.0o
F3  UMEN 21343 0& 304 Z29e-04 o.0o o.0o
F&  UMEN 21345 uf 3544 2 Z2e-04 o0.0o 0.0o
G3  UMEN 21862 a7 2132  2Zet00 1.14 1.54
G&  UMEN 21862 a7 2135  2Zet0O 1.14 1.54
H3  UMEN 21977 og 2219 1 Ze+00 0.60 0.95
H&  UMEN 21977 og 2211 1 Ze+00 0.60 0.95
Gl NTC 2 NTC S0.00 o0.0o 0.0

Abbildung 9: Auswertung der Daten mit der Sequence Detector v1.7 Software am Beispiel von

5 Folgeproben eines Patienten

Die Menge und die Qualitat der DNA der Folgeproben, die eingesetzt werden,

weist oft Differenzen auf. Um diese zu normalisieren wird eine aktive Referenz

benutzt, in Form eines housekeeping Gens, dem Albumingen. Die Produkte des

Gens werden ebenfalls, mit Hilfe eines verfugbaren Sets an Primern und einer

Sonde, wahrend der PCR gemessen. Der erhaltende Wert wird anhand einer
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Albuminstandardkurve quantifiziert. Dividiert man den Wert, den man fir die zu
messende Target-DNA erhalten hat, durch den Wert fir das Albumingen so
erhalt man einen Wert, der unabhangig von der Ausgangsmenge der DNA in
der Probe ist. Abbildung 10 zeigt die Ct-Werte des Albuminstandards und
Abbildung 11 die dazugehoérige Auswertung.

[[=——————————— Amplification Pl ="ie0—"——"———— 5
) Amplification — mrd-040209-2244-1888-2743
10°0 3 —Samples
3 o] |[rar-eo [
. Mrar-et1 [
1001 Mrav-e12 [ ]
; ]
& ]
-
102 o /
10-3 4 -
] T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T Yigwer:

0246810 14 1520 24 2830 34 3340 44 9850 peporter [FaM =

r

Cycle
r—Threzshold Cycle Calculation

Threshold
Use Threshold: ct 51d Dey
Mult, *Stddev:w FAM - E10 19.615 0.001 =
Orit Threshold: FAM - E11 22.048 0.001

Baseline FAM - E12 23.40%9 0.001
Start:] 2 | step[ 15 ] -

-

Abbildung 10: Ct-Werte des Albuminstandards
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. . Sequence Detection Systems
PE Applied Biosystems 17
File Name :rmrd-040209-2244-1888-27 FPlate Type 7700 Single Reporter
User: PCR Yolume :20
Date :Die, 15. Jun 2004
Comments:

Thermal Cycle Conditions

Cycle Temperature Time Repeat Ramp Time Auto Increment
Hold S0.00 2:00 duto
Hold 25.00 10:00 Autn
Corczle 95.00 015 a0 Auto
&0.00 1:00 Auto

Standard Curve

Slope: -3.45 Threshold : 0.01
Intercept: 26 61 Baseline Range: (3 , 15)
Fit R:1.00

Sample Information

well Type Sample Name Replicate Ct Quantity S5td. Dev. HMHean
E10 STHD  alburnin 1916  1.5e+02 0.0o 150.00
E11 STHD  alburmin 2140  Z.0e+01 0.0o z0.00
E12 STHD  alburmin 25.00  3.0e+00 0.00 Z.00

Abbildung 11: Auswertung des Albuminstandards mit der Sequence Detector v1.7 Software

Die Real-time PCR wurde mit dem TagMan-System ABI 7700, in welches ein
PCR-Prozessor der Firma Perkin Elmer vom Typ 9600 integriert ist, durchge-
fuhrt.

Fir die PCR-Reaktionen wurde ein auf das TagMan-System optimal abge-
stimmter gebrauchsfertiger TagMan Universal PCR Master Mix verwendet.
Dieser beinhaltet eine AmpliTaq Gold DNA-Polymerase, dNTPs mit dUTP
(Desoxyuraciltriphosphat), eine passive Referenz (ROX), eine AmpErase uracil-
N-glycosylase (UNG) und Pufferkomponenten. Die verwendeten TagMan

Sonden und Reverse Primer sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Tabelle 4: Darstellung der verwendeten Primer und TagMan Sonden fiir die Real-time PCR

Erlduterungen: F = Forward Primer; Ig = Immunglobulin; R = Reverse Primer; T = TagMan
Sonde; TCR = T-Zellrezeptor

Oligonukleotid
T-JH1.2.4.5.
T-JH3
T.JH6
R-JH1-intron
R-JH2-intron
R-JH3-intron
R-JH4-intron
R-JH5-intron
R-JH6-intron

Sequenz in 5’-3’ Richtung
CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG
CAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA
CACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAA
CGCTATCCCCAGACAGCAGA
GGTGCCTGGACAGAGAAGACT
AGGCAGAAGGAAAGCCATCTTAC
CAGAGTTAAAGCAGGAGAGAGGTTGT
AGAGAGGGGGTGGTGAGGACT
GCAGAAAACAAAGGCCCTAGAGT

T-Kde-cons1
R-Kde-cons2

AGCTGCATTTTTGCCATATCCACTATTTGGAGT
TACAGACAGGTCCTCAGAGGTCAG

T-JD1-consl
R-JD1-consl

CCCGTGTGACTGTGGAACCAAGTAAGTAACTC
TTAGATGGAGGATGCCTTAACCTTA

T-DD3-cons
R-DD3-cons4

ATACGCACAGTGCTACAAAACCTACAGAGACCT
TTGCCCCTGCAGTTTTTGTAC

T-JG1.3/2.3-cons3
R-JG1.3/2.3-cons2

Tr-JG1.1/2.1-consl
R-JG1.1/2.1-consl

TGTCACAGGTAAGTATCGGAAGAATACAACATTTCC
TTCCTGCCTTCCCTCTATTACCT

ACCAGGTGAAGTTACTATGAGCTTAGTCCCTTCAG
TATACTGAGGCCAGGAATGTGACATA

Albumin

T-Albumin
F-Albumin
R-Albumin

TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGA
TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT

CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT

3.8.2 Sensitivitatstestung der Primer

Bevor die eigentliche Messung der minimalen Resterkrankung in den Folge-
proben der Patienten erfolgt, werden die ASO’s auf ihre Sensitivitat fur das
patientenspezifische Rearrangement mit der Real-time PCR getestet. Die
Primer sollten idealerweise eine Sensitivitat von 10™* oder 10'5, aber mindestens

von 107, aufweisen.

Zuerst wird eine Verdlinnungsreihe mit einer Diagnoseprobe angefertigt, die

vorher auf eine Konzentration von 100 ng/pl eingestellt wurde. Die Verdinnung
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erfolgt in polyklonaler Spender-DNA, welche sich aus einem DNA-Gemisch
mehrerer gesunder Personen zusammensetzt und die ebenfalls in einer
Konzentration von 100 ng/pl vorliegt. In vorher 5 gekennzeichnete Eppendorf-
gefalRe werden je 22,5 pl der Spender-DNA pipettiert. In das erste Gefal
werden nun 2,5 pl der Diagnoseprobe zugegeben und gut gemischt. Somit
erhalt man eine 1:10 (10™") Verdiinnung. Von dieser Verdiinnung werden nun
wieder 2,5 pl abgenommen und in das nachste Gefald uberfuhrt, was einer
Verdiinnung 1:100 (107?) entspricht. Wiederholt man diese Schritte erhalt man
am Ende im fiinften und letzten GefaR eine 1:100 000 Verdiinnung (107°). Die
Verdiinnungsschritte 10, 10* und 10 sowie die Spender DNA, die als
Negativkontrolle dient, werden als DNA-Template in der Sensitivitatstestung

eingesetzt. Es sollte eine Doppelbestimmung erfolgen.

Danach wird ein Primermix aus dem ASO (Forward Primer), der

entsprechenden TagSonde und dem Reverse Primer hergestellt.

Reaktionsansatz per Well:

Reagenzien Volumen per Well

TagMix 10,00 pl
Primermix: 6,00 pl
F-Primer 900nm 0,17 pl (200 pmol/pl)
R-Primer  900nm 0,17 pl (200 pmol/pl)
TagSonde 100nm 0,38 pl (5 pmol/ul)
Wasser 5,08 pl
BSA 0,20 pl (2%)
DNA-Template (400ng) 4,00 ul
Reaktionsvolumen 20,00 pl

Reaktionsprotokoll:
= Zuerst werden 10 yl TagMan Master Mix in jedes Well vorgelegt.
= AnschlieRend werden jeweils 4 pl der Verdiinnungsschritte 10, 10 und
10 bzw. der Spender-DNA hinzugegeben. Zum Schluss werden 6
des Primermixes hinzupipettiert. Dabei ist zu beachten, dass die DNA
nicht von einem Well in ein anderes verschleppt wird.
= Die Reaktionsgefalle werden gut verschlossen und im ABI Prism 7700

Sequence Detection System analysiert.
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Reaktionsbedingungen der Real-time PCR fir die Sensitivitatstestung:

Zyklen Temperatur Zeit
Erster Hold 50°C 2 min
Zweiter Hold 95°C 10 min

50 Denaturation 95°C 15 sek
Annealing/Extension 60°C 60 sek

3.8.3 Ablauf einer Real-time PCR zur Analyse der minimalen

Resterkrankung

Nach erfolgreicher Testung der Primer kann eine Messung der minimalen
Resterkrankung in den peripheren Folgeblutproben erfolgen. Die zu unter-
suchenden Proben sollten vorher photometrisch auf eine Konzentration von 100
ng/ul eingestellt werden.

Zunachst wird, wie bereits im Protokoll fur die Real-time PCR der Sensitivitats-
testung der Primer beschrieben, mit der Diagnoseprobe des Patienten eine

Verdiinnungsreihe mit den Verdiinnungsschritten 10 bis 10 erstellt.

Da fur jede Probe eine Albuminkontrolle durchgefuhrt wird, muss zusatzlich
noch eine Albuminverdiunnungsreihe generiert werden. Zur Herstellung dieser
Albuminverdinnungsreihe werden Spenderproben mit einer Konzentration von

150 ng/pl, 30 ng/pl sowie 3 ng/ul als DNA-Template eingesetzt.

Danach wird fur jeden Primer ein Primermix aus dem ASO (Forward Primer),
der entsprechenden TagSonde und dem Reverse Primer pipettiert. Zusatzlich
wird ein Albuminprimermix hergestellt, fur den die entsprechenden Primer und

die TagSonde als Set zu Verfligung stehen.

Die Messung der Standardreihen, der Folgeproben und der Albuminkontrollen
der Folgeproben erfolgt in Doppelbestimmungen, die der Albuminstandardreihe

in Einzelbestimmung.
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Reaktionsansatz per Well:

Reagenzien Volumen per Well

TagMix 10,00 pl
Primermix: 6,00 pl
F-Primer 900nm 0,17 pl (200 pmol/pl)
R-Primer  900nm 0,17 pl (100 pmol/l)
TagSonde 100nm 0,38 ul (5 pmol/pl)
Wasser 5,08 ul
BSA 0,20 pl (2%)
DNA-Template (400ng) 4,00 pl
Reaktionsvolumen 20,00 pl

Reaktionsprotokoll:

= Zuerst werden 10 yl TagMan Master Mix in jedes Well vorgelegt.

= AnschlieBend werden 4 yl Template-DNA dazu pipettiert. In vier Wells
der Reaktionsplatte erfolgt eine Non-Template Kontrolle (NTC = no
template control). Das bedeutet, dass in diese vier Wells keine
Template-DNA, sondern stattdessen 4 ul HPLC Wasser pipettiert
werden.

=  Zum Schluss werden 6 ul des jeweiligen Primermixes hinzugefugt. Dabei
ist wieder zu beachten, dass die DNA nicht von einem Well in ein

anderes verschleppt wird.

Abschlieend wird die Reaktionsplatte gut verschlossen und mit dem ABI Prism

7700 Sequence Detection System analysiert.

Die nachfolgende Abbildung 12 zeigt ein mdgliches Pipettierschema einer 96-
Well-Reaktionsplatte, mit der die Messung der minimalen Resterkrankung einer

peripheren Folgeblutprobe mit zwei verschiedenen ASO’s durchgefuhrt wird
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Abbildung 12: Pipettierschema einer 96-Well-Reaktionsplatte zur Messung der MRD
am Beispiel einer Patientenprobe, welche mit den Primern ASO 1 und ASO 2 untersucht wird

Erlduterungen:
NTC (no template control) = Non-Template Kontrolle

Reaktionsbedingungen der Real-time PCR:

Zyklen Temperatur Zeit
Erster Hold 50°C 2 min
Zweiter Hold 95°C 10 min

50 Denaturation 95°C 15 sek
Annealing/Extension 60°C 60 sek

3.8.4 Interpretation der mit der Real-time PCR generierten Daten

Bis jetzt gibt es noch keine gemeinsamen offiziellen internationalen Richtlinien
zur Auswertung der Real-time PCR MRD-Daten. Aber in der Zwischenzeit sind
mehrere europaische Netzwerke entstanden, innerhalb derer gemeinsame
Richtlinien fir die Datenanalyse und Darstellung der Ergebnisse entwickelt
wurden und werden. Wir haben uns bei der Datenanalyse an den Richtlinien
der European Study Group on MRD detection in ALL (ESG-MRD-ALL)

orientiert, welche nachfolgend aufgefiihrt sind."®

Sensitivitat:
a) reproduzierbare Sensitivitat oder reproduzierbarer Bereich (Bereich in dem
die Daten prazise quantifiziert werden kdnnen)
niedrigste Verdinnungsstufe:
= welche eine spezifische Amplifikation zeigt, erkennbar anhand der

Gestalt der Kurve
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in welcher die Abweichung innerhalb der Ct-Werte der Mehrfachbe-
stimmungen weniger als 1,5 betragt

in welcher der hochste Ct-Wert mehr als 3 niedriger ist als der niedrigste
Ct des background

in welcher die Differenz der Ct-Werte zur vorherigen Verdlinnungsstufe 3
bis 4 betragt

welche eine Standardkurve mit einer Steigung (slope) zwischen —-3,1 und
-3,9 erzeugt und bei welcher der Korrelationskoeffizienten gré3er oder
gleich 0,98 ist.

b) maximale Sensitivitat (Bereich in dem die Daten noch detektiert werden

konnen, der aber nicht reproduziebar ist)

niedrigste Verdunnungsstufe:

welche eine spezifische Amplifikation zeigt, erkennbar anhand der
Gestalt der Kurve

in welcher mindestens ein Well positiv ist; die Differenz zwischen den Ct-
Werten ist nicht von Bedeutung

in welcher der hochste Ct mindstens um 1 niedriger ist als der niedrigste

Ct des background.

Quantifizierung der Daten

Allgemein:

eine Quantifizierung ist nur innerhalb des reproduzierbaren Bereichs
moglich

eine Korrektur der DNA-Qualitat und Quantitat erfolgt durch ein Kontroll-
gen

die Quantifizierung erfolgt anhand der Standardkurve.

Eine Probe wird als positiv bewertet, wenn

der Ct-Wert von einer oder mehreren Mehrfachbestimmungen der Probe
mindestens 1 Ct niedriger ist als der niedrigste Ct des background und

innerhalb eines Bereichs von 4 Ct der maximalen Sensitivitat liegt.
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Eine Probe wird als negativ bewertet, wenn
= (berhaupt keine Amplifizierung stattgefunden hat
= wenn der niedrigste Ct-Wert der Probe innerhalb eines Bereichs von 1 Ct
des backgrounds liegt
= wenn alle Ct-Werte mehr als 4 Cycles vom hochsten Ct der maximalen

Sensitivitat entfernt sind.

Liegt bei einer Probe ein Ct-Wert au3erhalb des reproduzierbaren Bereichs,
sollte diese als positiv bewertet werden, mit einem maximalen MRD-Level

niedriger als die reproduzierbare Sensitivitat.
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4. Patienten

4.1 Patientenkollektiv

In die Untersuchung wurden 90 Patienten mit einer Akuten Lymphatischen
Leukamie eingeschlossen, die eine allogene Stammzelltransplantation bekom-
men hatten. Die Patienten wurden nicht nur in Tubingen transplantiert, sondern
auch an verschiedenen Transplantationszentren innerhalb ganz Deutschlandes.
Die entnommenen Peripherblutproben wurden dann nach Tubingen zur MRD-

Analyse geschickt.
Uberblick liber die externen Transplantationszentren:

= Universitatskinderklinik Freiburg

= Universitatsklinik fur Kinder und Jugendliche Erlangen
= Universitatskinderklinik Essen

= Medizinische Hochschule Hannover — Kinderklinik

= Universitatskinderklinik Jena

= Universitatskinderklinik und Poliklinik Ulm

= Kinderklinik der TU Minchen

= Kinderklinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen
= Dr. von Haunersches Kinderhospital Munchen

= Universitatskinderklinik Halle-Wittenberg

= Universitat Frankfurt am Main

= Kinderklinik Dusseldorf

= Kinderklinik Munster

= Universitatsklinikum Leipzig

=  Zentrum fur Kinderheilkunde Gief3en

Nach der Identifizierung und Sequenzierung mit anschlielRender Analyse der
patientenspezifischen Rearrangements konnten patientenspezifische Oligo-
nukleotide (ASQO’s) synthetisiert werden, mit denen der quantitative Nachweis

der MRD in den Folgeblutproben der Patienten moglich war. Es wurden fur
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jeden Patienten mehrere Proben, welche zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Transplantation entnommen worden waren, untersucht. Insgesamt wurden
1044 Peripherblutproben gemessen, mit einem Median von 8 Proben pro
Patient. Der Median der Untersuchungszeitraume lag bei 276,5 Tagen, mit
einem Minimum von 15 Tagen (Patient verstarb an TRM) und einem Maximum
von 1464 Tagen nach der allo-SZT.

4.2 Patiententabellen

Die folgenden zwei Tabellen zeigen wichtige Daten zur Charakterisierung der
Patienten. Tabelle 5 enthalt Angaben zu den einzelnen Patienten wie das Alter
und das Geschlecht, die Art der Konditionierung, die Herkunft und Art des
Transplantates, den Verlauf nach Transplantation und der Zugehorigkeit zur
MRD-Gruppe sowie den héchsten gemessenen MRD-Wert im Peripherblut. In
Tabelle 6 sind die wichtigsten Daten aller Patienten zusammengefasst im
Uberblick dargestellt.
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Tabelle 5: Patiententabelle

Erlauterungen zur Patiententabelle:

ALL = akute lymphatische Leukémie; c-ALL = common ALL; ALG = Anti-Lyphozyten-Globulin; ATG = Anti-Thymozyten-Globulin; Bus = Busulfan; CC = kompletter Chimarismus;
CR = komplette Remission; Cyc = Cyclophosphamid; DecreasMC (decreasing mixed chimerism) = abnehmender gemischter Chimarismus; Eto = Etoposid; Flu = Fludarabin;
GvHD = Graft-versus-Host Disease; Haplo = haploidentischer Spender; IncreasMC (increasing mixed chimerism) = zunehmender gemischter Chimérismus; LowlevMC (Low-level
mixed chimerism = konstanter gemischter Chimarismus auf niedrigem Niveau; Ltopo = Ltopophos; m = mannlich; MFD (Matched Family Donor) = HLA-identischer
Familienspender); MMFD (MisMatched Family Donor) = nicht-HLA-identischer Familienspender; MMUD (MisMatched Unrelated Donor) = nicht-HLA-identischer Fremdspender;
MRD(minimal residual disease) = minimale Resterkrankung; MUD (Matched Unrelated Donor) = HLA-identischer Fremdspender; nb = nicht bekannt; OKT3 = monoklonale
Lymphozyten-Antikérper; Pred = Prednison; Thio = Thiotepa; Stammzellquelle: 1 = Knochenmark; 2 = peripheres Blut; 3 = Nabelschnur; TRM (Treatment Related Mortality) =
therapieassoziierte Mortalitat (GvHD, Infektion, Toxizitdt); UPN = Patientennummer; w = weiblich

nditionierung

m c-ALL 2 1 1 TBI+Eto+Cyc+ATG ja high 7 BRE-02 cc Rezidiv
1282 m pre-B-ALL MUD =CR2 4 1 1 TBI+Eto+Cyc ja nein high 1.88E-03 cc nein ja Rezidiv 3
1566 m c-ALL MMFD =CR2 4 1 2 Bus+Cyc+Thio+OKT3 nein ja neg 0,00E+00 cc nein nein TRM 18
1615 w c-ALL MUD CR2 El 1 2 TEl+Thio+Eto+ATG ja nein high 1,14E-04 cc nein ja CR 4
1718 w c-ALL MFD CR2 & 1 2 TEI+Thio+Eto+ATG ja ja low 4 22E-05 cc nein nein CR 14
1737 w c-ALL MMUD CR2 El 1 2 TEl+Thio+Eto+ATG ja ja low 1,00E-05 IncreashC ia nein CR 10
1753 w T-ALL MFD CR1 nb 1 1 TEI+Eto ja nein lows 1,00E-06 cC nein ja CR 1
1786 w c-ALL Haplo >CR2 4 1 2 Bug+Cyc+Flu+0KT3 nein ja high 3 50E-02 IncreashC ia it} Rezidiv 10
1776 w pre-B-ALL MUD CR2 4 1 2 Bus+Cyc+Eto+ATG nein ja high 413E- IncreashC ja nein Rezidiv 1
1793 m c-ALL MUD CR2 2 1 2 TEI+Thio+Eto+ATG ja ja high 161E-01 IncreashC nein nein Rezidiv 10
1816 [l c-ALL MFD CR2Z2 2 1 1 TBI+Eto ja nein neg O00E+00 | DecreasMC nein Ja CR 1
1820 m c-ALL MMUD > CR2 4 1 2 TBI+Cyc+Eto Ja Ja high 436E-03 cc nein a Rezidiv 1
1825 m pre-B-ALL MFD CR2 2 1 2 TBI+Eta ja nein neg 0,00E+00 cc nein Ja CR B
1829 m c-ALL MFD »CRZ 2 1 2 TBI+Flu Ja Ja high 1,79E+10 | DecreashC nein Ja Rezidiv il
1836 m c-ALL MFD CR2 2 1 2 TEI+Eta ja nein neg 0,00E+00 Lol evhAC nein Ja CR 15
1833 m c-ALL MFD CR2 4 1 1 TEI+Eta ja nein neg 000E+00 | DecreasMC nein ja TRM 14
1849 2 c-ALL MUD = CRZ 2 1 2 TBI+Flu ja ja neg 000E+00 | DecreasMC nein ja CR 14
1865 m c-ALL MUD =CR2 2 1 1 TEI+Eto+ATG ja nein neg 0,00E+00 cc nein ja CR 9
1882 w pre-B-ALL MFD CR2 2 1 2 TEI+Eto ja nein neg 0,00E+00 cc nein ja TRM 21
1888 m T-ALL MUD CR1 nb 1 2 TEl+Thio+Eto+ATG ja ja neg 000E+00 | IncreashC ja nein CR 3
1882 w T-ALL MUD CR1 nb 1 1 TBI+Eto ja nein low 1,00E-04 cC nein nein CR Il
1891 w c-ALL MFD CR2 3 1 2 TEI+Eto ja nein high 1,16E-03 | DecreasMC nein i TRM 14
1906 m c-ALL MFD CR1 nb 1 1 TEI+Eto ja nein neg 0,00E-+00 LoninlevhAC nein ja CR [
1908 m T-ALL MFD CR1 nb 1 3 TEI+Eta ja hein neg 0,00E-+00 cC nein ja CR 5
1913 m T-ALL MMWFD CR1 nb 1 2 TEI+Thio+Eto+ATG ja Ja neg 0,00E+00 Lol evhAC nein Ja CR 17
1926 w pre-B-ALL MWUD »CRZ nb 1 2 Bus+Thio+Cye nein nein high 9.96E-04 Lol evhAC nein nein TRM 1o
1965 m c-ALL MUD = CRZ 2 1 2 TEI+Thio+Eto+ATG ja ja high B,1BE-02 | Increaging MC | nein nein Rezidiv 22
1991 m c-ALL MUD CR1 nb 1 2 TBI+Cyc+Eto ja nein neg 0,00E+00 LovwelevhAC nein ja TRM 17
2014 m c-ALL MUD CR2 & 1 2 TBI+Eto+ALG ja nein neg 000E+00 | IncreasMC ja ja TRM 4
2018 w c-ALL MUD CR2 El 1 1 TEI+Eto+ATG ja nein neg 000E+00 | DecreashC nein nein TRM 4
2020 m c-ALL MUD CR2 2 1 1 TEI+Eto+ATG ja nein neg 000E+00 | IncreashC ja nein TRM 12
2036 m pre-B-ALL MMUD >CR2 4 1 2 TEI+Eto+Flu+ATG ja hein neg 0,00E-+00 cC nein ja TRM 13
2043 m c-ALL MWUD CR1 nb 1 1 TBI+Eto+Cyc+HPred+OKT3 ja Ja neg 0,00E+00 Lol evhAC nein nein Rezidiv 12
2048 m c-ALL MFD CR2 3 1 1 TEI+Eta Ja nein neg 0,00E+00 Lol evhAC nein Ja CR 5
2050 m c-ALL Haplo = CRZ 4 1 2 TEI+Thio+Eto+ATG ja ja neg 0,00E+00 cc nein nh CR 12
2052 m c-ALL Haplo CR2 El 1 2 TEI+Eto+ATG ja ja neg 000E+00 | IncreashC nein nb Abstoliung 4
2056 m c-ALL MMUD CR1 nb 1 2 Eto+Thio+ATG nein ja high 3,00E-01 IncreashC ja nein Rezidiv 12
2057 w pre-B-ALL MUD CR2 2 1 1 TEl+Thio+Eto+ATG ja nein neg 000E+00 | IncreashC nein i TRM 12
2058 m T-ALL MUD CR1 nb 1 1 TEI+Eto+Cyc+ATG ja nein lows 1,00E-05 IncreashC ja nein CR [
2060 w T-ALL MFD CR1 nb 1 1 TEI+Eta ja hein low 1,00E-05 LovilevhAC nein ja CR ]
2061 m pre-B-ALL MMWFD CR2 5l 1 2 TEI+Eta+ALG ja Ja neg 000E+00 | keine Analyse nb nein | Abstoffung 21
2064 w c-ALL MFD CR2 2 1 2 TEI+Eto+ATG Ja Ja neg 000E+I0 | IncreashC ja nein CR 14
2071 m c-ALL MMUD CR1 nh 1 2 TEI+Thio+Eto+ATG ja nein neg 000E+00 | DecreasMC nein nein TRM 7
2077 m T-ALL MUD CR1 nb 1 1 TEl+Thio+Eto+ATG ja nein neg 0,00E+00 LovwelevhAC nein nein CR 9
2087 m T-ALL MFD CR1 nb 1 1 TEI+Eto ja nein neg 000E+00 | DecreashMC nein ja CR 7
21 m c-ALL MFD CR2 2 1 1 TEI+Eto+Flu+0OKT3 ja nein neg 0,00E+00 LovirlevhAC nein nein CR 7
2102 m c-ALL MMFD CR1 nb 1 1 TEI+Eto+Cyc+OKT3 ja hein neg 0,00E-+00 cC nein ja TRM 16
2105 m T-ALL MFD CR2 4 1 2 TEI+Eta ja hein high 2E7E-04 | DecreashC nein ja Rezidiv 15
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Tabelle 6: Uberblick iiber wichtige Kenndaten des gesamten Patientenkollektives
Erlauterungen:

ALL = akute lymphatische Leukdmie; CC = kompletter Chimdrismus; CR = komplette Remission;
DecreasMC (decreasing mixed chimerism) = abnehmender gemischter Chimarismus; GvHD =
Graft-versus-Host Disease; IncreasMC (increasing mixed chimerism) = zunehmender gemischter
Chiméarismus; LowlevMC (Low-level mixed chimerism = konstanter gemischter Chimarismus auf
niedrigem Niveau; m = méannlich; MFD (Matched Family Donor) = HLA-identischer Familienspender;
MMFD (MisMatched Family Donor) = nicht-HLA-identischer Familienspender; MMUD (MisMatched
Unrelated Donor) = nicht-HLA-identischer Fremdspender; MUD (Matched Unrelated Donor) = HLA-
identischer Fremdspender; SZ = Stammzellen; TBI (Total Body Irridation) =
Ganzkorperbestrahlung; TRM (Treatment Related Mortality) = therapieassoziierte Mortalitit (GvHD,
Infektion, Toxizitét); w = weiblich

Patienten: n=90 Konditionierung GvHD

Geschlecht: m = 61 TBI basiert n=385 ja n =46
w= 29 Busulfan basiert n= 4 nein n =40

Alter: Median = 10,24

Subgruppe Stammzellquelle Immuntherapie

pre-B-ALL: n=17 Knochenmark n =40 ja n=17

c-ALL n=>57 periphere SZ n =47 nein n=70

T-ALL n=16 Nabelschnur n=3

Remissionsstatus vor KMT Spender-Empfanger Beziehung Chimérismus

CR1 n =31 MFD n =30 cC n=32

CR2 n=42 MMFD n=6 LowlevMC n=21

CR>2 n=17 MUD n=34 DecreasMC n =12

MMUD n=11 IncreasMC n=23

haploidentisch n=29

S-Gruppen T-Zell-Depletion Verlauf

S2 n=25 ja n =31 Rezidiv n =26
S3 n=14 nein n =59 TRM n=17
S4 n=19 CR n=45

Abstoflung n= 2

4.3 Statistische Methoden und Tests

Neben der rein beschreibenden Statistik wurde die Kaplan-Meier-Methode zur
Schatzung des Ereignisfreien Uberlebens (EFS) sowie des Rezidivfreien
Uberlebens (RFS) verwendet. Die Kaplan-Meier-Methode hat den grofen
Vorteil, dass sie auch angewendet werden kann, wenn nicht alle Patienten des
Kollektives, aus unterschiedlichen Grinden, Uber eine gleich lange Zeitspanne
beobachtet werden kdnnen. Sie berlcksichtigt die Informationen der Patienten
so lange, wie diese beobachtet wurden. Somit kdnnen auch sogenannte

zensierte Daten, wie sie bei unserer Untersuchung vorlagen, ausgewertet
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werden. Als Test wurde der Logranktest angewendet. Mit ihm konnten Aus-
sagen daruber gemacht werden, ob die beobachteten Unterschiede in den

Uberlebenskurven statistisch signifikant waren.

Bei Betrachtung der Hohe der MRD-Werte im Peripherblut im Vergleich zum
Knochenmark wurde eine Korrelationsanalyse und eine Regressionsanalyse
durchgefuhrt, mit deren Hilfe die Beziehung zwischen zwei Grélien deutlich
gemacht und quantifiziert werden kann. Der Korrelationskoeffizient ermoglicht
es Aussagen zu machen, wie eng der statistische Zusammenhang zwischen
den beiden GroRen ist. Mit Hilfe der Regressionsanalyse kann man Aussagen
daruber treffen, inwiefern sich Schlisse von einer GroRe auf die andere ziehen

lassen.
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5. Ergebnisse

5.1 Sensitivitat der Real-time PCR

Die MRD-Bestimmung in den Folgeblutproben nach der SZT erfolgte mit allel-
spezifischen Oligonukleotiden (ASO’s), welche nach dem Screening der
Patientendiagnoseproben und der Sequenzierung der Rearrangements,
individuell fur jeden Patienten hergestellt wurden. Verwendet wurden ASO'’s fur
die Genloki IgH, IgK-kde, TCRG und TCRD. Vor der Untersuchung der Folge-
proben wurde eine Sensitivitatstestung der ASO’s durchgefihrt, um zu
erkennen, ob eine ausreichende Sensitivitat von 1 x10 bis 1 x10'5, aber von

mindestens 1 x10° erzielt werden konnte.

Bei den 90 Patienten, die untersucht wurden, standen fur 60 Patienten (66,7%)
zwei ASO’s mit ausreichender Sensitivitat zur Verfugung, bei 30 Patienten
(33,3%) erfolgte die Messung der MRD mit einem ASO.

In der folgenden Abbildung ist die maximale Sensitivitat, welche mit den ASO'’s

fur jeden Patienten erreicht werden konnte dargestellt.
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Abbildung 13: Darstellung der erzielten maximalen Sensitivitaten
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Bei 89 Patienten (96,67%) konnte die Messung der MRD mit einer Sensitivitat
von mindestens 1 x 10 durchgefiihrt werden. Von diesen 89 Patienten wurde
bei 54 Patienten (60,0%) eine Sensitivitat von 1 x 10, bei 26 Patienten (28,9%)
eine Sensitivitdt von 1 x 10 und bei 9 Patienten (10,0%) eine Sensitivitét von 1
x 107 erreicht. Bei einem Patienten (1,1%) gelang es nur eine Sensitivitat von 1
x 107 zu erzielen. Bei Vorhandensein von 2 MRD-Targets mit unterschiedlicher
Sensitivitat, wurde das Target verwendet, mit welchem die hohere maximale

Sensitivitat erzielt werden konnte.

5.2 Einteilung der Patienten in MRD-Gruppen

Die 90 Patienten des Kollektives wurden in drei MRD-Gruppen eingeteilt. Die
Einteilung in die Gruppen erfolgte wahrend des Beobachtungszeitraumes

anhand folgender festgelegter MRD-Grenzwerte im Peripherblut:

= MRD high: MRD-Wert>1x10™*
= MRD low: MRD-Wert < 1 x 10

= MRD negativ: MRD-Wert im gesamten Untersuchungszeitraum negativ

Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick Uber die Verteilung der MRD-
Gruppen innerhalb des gesamten Patientenkollektivs

EMRD high (> 10-4)
CMRD low (<=10-4)
OMRD negativ

29

53

8

Anzahl Patienten insgesamt [n=90]

Abbildung 14: Verteilung der MRD-Gruppen innerhalb des Patientenkollektives
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Von den 90 untersuchten Patienten waren 53 (58,9%) wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes immer MRD negativ in den untersuchten Peripher-
blutproben. Bei 8 Patienten (8,9%) konnte im Verlauf eine MRD-Wert von < 1 x
10™* im Blut gemessen werden und sie werden im Folgenden als MRD low
Gruppe bezeichnet. 29 Patienten (32,2%) wiesen einen MRD-Wert > 1 x 10 im
Blut auf und werden als MRD high Gruppe bezeichnet.

5.3 Verteilung der MRD-Gruppen innerhalb der ALL-
Subgruppen

In folgender Abbildung soll die Verteilung der MRD-Gruppen innerhalb der ALL-
Subgruppen c-ALL, pre-B-ALL und T-ALL dargestellt werden.
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Abbildung 15: Verteilung der ALL-Subgruppen innerhalb des Patientenkollektives

Die ALL lasst sich weiter anhand des Immunphanotyps in Subgruppen unter-
teilen. In unserem Patientenkollektiv war es moglich die Patienten drei Subgrup-
pen zuzuordnen. Von den 90 Patienten gehorten 57 (63,3%) zu der Gruppe der
c-ALL, 17 Patienten (18,9%) zu der Gruppe der pre-B-ALL und 16 Patienten

65




Ergebnisse

(17,8%) zur Gruppe der T-ALL. Wobei die c-ALL und die pre-B-ALL beide zu
den B-Vorlaufer-ALL’s gehoéren. Die Unterteilung ist wichtig flr die Prognose

der Patienten.

Innerhalb der Patienten mit der Diagnose c-ALL waren 18 Patienten (31,6%)
der MRD high Gruppe, 3 Patienten (5,3%) der MRD low Gruppe und 36
Patienten (63,1%) der MRD negativ Gruppe zuzuordnen. Bei der Gruppe der
pre-B-ALL waren 8 Patienten (47,0%) MRD high, nur ein Patient (6,0%) MRD
low und wiederum 8 Patienten (47,0%) MRD negativ im Peripherblut. Bei den
Patienten mit der Diagnose T-ALL gehdrten 3 Patienten (18,8%) zu Gruppe
MRD high, 4 Patienten (25,0%) zur Gruppe MRD low und 9 Patienten (56,2%)
zur Gruppe MRD negativ.

5.4 Betrachtung des klinischen Verlaufes der Patienten nach

allogener Stammzelltransplantation

Im folgenden Abschnitt soll der klinische Verlauf der untersuchten Patienten
nach allo-SZT genauer betrachtet werden. Als Moglichkeiten des klinischen
Verlaufes kommen das Wiederauftreten der Grunderkrankung, also das
Rezidiv, die TRM, die Abstol3ung und die komplette Remission (CR) in
Betracht. Zuerst wird der klinische Verlauf aller Patienten beobachtet,
nachfolgend soll dann der klinische Verlauf innerhalb der MRD-Gruppen und

der ALL-Subgruppen dargestellt werden.

5.4.1 Klinischer Verlauf aller untersuchten Patienten

Der klinische Verlauf des gesamten Patientenkollektives soll anhand der
Betrachtung des Rezidivfreien Uberlebens (RFS) und des Ereignisfreien

Uberlebens (EFS) mit Hilfe der Kaplan-Meier-Analyse dargestellt werden.
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Rezidivfreies Uberleben aller untersuchten Patienten
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Abbildung 16: Darstellung des Rezidivfreien Uberlebens (RFS) des Patientenkollekitves

Von den 90 Patienten erlitten im weiteren Krankheitsverlauf 26 Patienten
(28,9%) ein Rezidiv. Die Wahrscheinlichkeit fir ein Rezidivfreies Uberleben
betrug nach einem Jahr 73,7% und fiel nach 3 Jahren auf eine Wert von 59,8%
ab.

Ereignisfreies Uberleben aller untersuchten Patienten
Als Ereignis werden folgende Vorkommnisse in Betracht gezogen:

= das Wiederauftreten der Grunderkrankung, also das Rezidiv
= die TRM, welche Toxizitat, Infektion und GvHD beinhaltet
= die AbstoRung des Transplantates
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Trat kein Ereignis ein, so befanden sich die Patienten in kompletter Remission

(CR) nach der allo-SZT. Diese Annahmen gelten auch flr alle nachfolgenden

Abbildungen und Betrachtungen.
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Abbildung 17: Darstellung des Ereignisfreien Uberlebens (EFS) des Patientenkollektives

Bei 45 Patienten (50,0%) des Gesamtkollektives kam es im Verlauf nach der

allo-SZT zu einem Ereignis. 26 Patienten (28,9%) erlitten ein Rezidiv, 17
Patienten (18,9%) verstarben aufgrund der TRM und 2 Patienten (2,2%)
stielRen das Transplantat ab. Die restlichen 45 (50,0) Patienten verblieben in

kompletter Remission.

Die Wahrscheinlichkeit fiir ein Ereignisfreies Uberleben lag nach einem Jahr bei
55,4% und fiel dann bei der Betrachtung nach 3 Jahren auf 44,9% ab.

Der Median betrug 1,1507 Jahre.
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5.4.2 Klinischer Verlauf der Patienten in Abhangigkeit der MRD-
Gruppe

Im nachfolgenden Saulendiagramm ist der klinische Verlauf der Patienten

innerhalb der MRD-Gruppen dargestellt.
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Abbildung 18: Klinischer Verlauf in Abhédngigkeit von der MRD-Gruppe

Auffallig ist die sehr hohe Rezidivrate innerhalb der MRD high Gruppe im
Gegensatz zu den beiden anderen MRD-Gruppen. In der MRD high Gruppe
erlitten 25 Patienten (86,2%) der insgesamt 29 Patienten ein Rezidiv, wohin-
gegen nur 2 Patienten (6,9%) in kompletter Remission verblieben und zwei
Patienten (6,9%) an der TRM verstarben.

Im Gegensatz dazu scheinen die beiden anderen Gruppen eine wesentlich
gunstigere Prognose zu haben. In der MRD low Gruppe, welche allerdings nur
8 Patienten umfasst, verblieben alle Patienten (100,0%) in kompletter
Remission. In der Gruppe der MRD Negativen befand sich der grofite Teil der
Patienten (66,0%) in kompletter Remission zum Zeitpunkt der Auswertung. Hier
trat nur in einem Fall (1,9%) ein Rezidiv auf und das Transplantat wurde von 2
Patienten (3,8%) abgestolien. Auffallend ist das Vorkommen der TRM bei

insgesamt 15 Patienten (28,3%) innerhalb dieser Gruppe. Die Patienten
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verstarben meist an einem Multiorganversagen oder aufgrund einer Pilz- oder

Virusinfektion.

Zur genaueren Betrachtung innerhalb der MRD-Gruppen wurde das Ereignis-
freie Uberleben (EFS) und das Rezidivfreie Uberleben (RFS) der untersucht.

In den folgenden Abbildungen wurde zusatzlich zu der Einteilung in die 3 MRD-
Gruppen high ,low und negativ noch eine weitere Einteilung der Patienten
durchgefuhrt. Die beiden Gruppen MRD high und MRD low wurden zur Gruppe
MRD positiv zusammengefasst und der Gruppe MRD negativ gegenuber-

gestellt.

Rezidivfreies und Ereignisfreies Uberleben in Abhangigkeit von der Einteilung in

die Gruppen MRD positiv und MRD negativ.
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Abbildung 19: Darstellung des Rezidivfreien Uberlebens (RFS) der Gruppen MRD positiv und
MRD negativ
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EFS
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Abbildung 20: Darstellung des Ereignisfreien Uberlebens (EFS) der Gruppen MRD positiv und
MRD negativ

Von den 90 untersuchten Patienten waren 53 Patienten (58,9%) MRD negativ
und 37 Patienten (41,1%) MRD positiv innerhalb des Untersuchungszeit-

raumes.

Die beiden Gruppen unterscheiden sich hoch signifikant in Bezug auf das RFS,
was der durchgefuhrte log-rank test mit einem Wert von p< 0,0001 zeigt. Die
Gruppe MRD positiv hat eine viel schlechtere Prognose gegenuber der Gruppe
MRD negativ bezlglich des Rezidives. Bei der Gruppe MRD negativ liegt die
Wahrscheinlichkeit nach einem Jahr noch kein Rezidiv zu haben bei 100,0%, im
Gegensatz zur Gruppe MRD positiv, bei welcher der Wert bei 47,3% liegt. Das
bedeutet das Risiko ein Rezidiv zu bekommen ist in der Gruppe MRD positiv
innerhalb des ersten Jahres doppelt so hoch. Das RFS nach 3 Jahren betragt in
der Gruppe MRD negativ noch 95,5%, wohingegen das RFS bei der Gruppe
MRD positiv nur noch 27,0% betragt.
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Betrachtet man das EFS der beiden Gruppen, so ist auch hier ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen erkennbar. Der log-rank test ergab
hier einen Wert von p = 0,007. Auch beim EFS hat die Gruppe MRD negativ
eindeutig die gunstigere Prognose. Nach einem Jahr betragt das EFS in der
Gruppe MRD negativ 65,2%, im Gegensatz zur Gruppe MRD positiv, in welcher
noch 43,2% der Patienten ohne Ereignis Uberleben. Deutlicher wird der Unter-
schied wenn man das EFS nach 3 Jahren betrachtet. In der Gruppe MRD
negativ fallt die EFS um 2,9 % ab auf 62,3%, wohingegen die EFS in der
Gruppe MRD positiv um 18,5% auf 24,7% zurickgeht.

Rezidivfreies und Ereignisfreies Uberleben in Abhangigkeit von der Einteilung in
die Gruppen MRD high, MRD low, und MRD negativ.
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Abbildung 21: Darstellung des Rezidivfreien Uberlebens (RFS der Gruppen MRD high, MRD
low und MRD negativ
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Abbildung 22: Darstellung des Ereignisfreien Uberlebens (EFS) der Gruppen MRD high, MRD
low und MRD negativ

Sowohl im RFS, wie auch im EFS besteht ein hochsignifikanter Unterschied
zwischen den 3 MRD-Gruppen, was der log rank test mit jeweils einem Wert

von p < 0,001 zeigt.

Betrachtet man das RFS der 3 Gruppen, so fallt auf das die Gruppe MRD low
die beste Prognose besitzt. Innerhalb dieser Gruppe hat keiner der 8 Patienten
ein Rezidiv erlitten, das RFS betragt sowohl nach einem, wie auch nach 3
Jahren 100,0%. Auch die Gruppe MRD negativ hat eine gunstige Prognose. Die
Wahrscheinlichkeit nach einem Jahr noch kein Rezidiv zu bekommen liegt hier
ebenfalls bei 100,0%, nach 3 Jahren noch bei 95,5%. Am schlechtesten
schneidet die Gruppe MRD high ab. Das RFS nach einem Jahr betragt nur
24,2%, das bedeutet die Wahrscheinlichkeit innerhalb des ersten Jahres ein
Rezidiv zu bekommen, ist in dieser Gruppe dreimal so hoch wie in den beiden

anderen MRD-Gruppen. Nach 3 Jahren betragt das RFS nur noch 5,4%, was

73



Ergebnisse

bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit innerhalb der ersten 3 Jahre an einem

Rezidiv zu erkranken, in dieser Gruppe 94,6% betragt.

Auch bei der Betrachtung des EFS schneidet die Gruppe MRD low am Besten
ab. Das EFS nach einem und nach 3 Jahren betragt 100%, was bedeutet, dass
alle 8 Patienten zu diesem Zeitpunkt in kompletter Remission waren. In der
Gruppe MRD negativ lag das EFS nach einem Jahr bei 65,2% und nach 3
Jahren fallt der Wert leicht ab auf 62,3%. Die schlechteste Prognose der 3
Gruppen hat auch hier wieder die Gruppe MRD high. Die EFS nach einem Jahr
liegt bei nur 20,7% und fallt nach 3 Jahren ab auf nur noch 4,6%.

5.4.3 Klinischer Verlauf der Patienten in Abhangigkeit von der ALL-
Subgruppe
Im nachfolgenden Saulendiagramm ist der klinische Verlauf der Patienten inner-

halb der 3 verschiedenen ALL-Subgruppen c-ALL, pre-B-ALL und T-ALL darge-

stellt.
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Abbildung 23: Klinischer Verlauf innerhalb der ALL-Subgruppen
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Es fallt auf, dass sich die 3 ALL-Subgruppen in ihrem klinischen Verlauf deutlich
unterscheiden. Ins Auge fallt, dass von den 16 Patienten mit T-ALL es bei nur 3
Patienten (18,8%) zur Entwicklung eines Rezidives kam. Innerhalb der
Patientengruppe mit einer c-ALL erlitten dagegen 16 Patienten (28,1%) ein
Rezidiv. Am schlechtesten bezlglich der Erkrankung an einem Rezidiv
schneiden die Patienten mit einer pre-B-ALL ab. Von den 17 Patienten
erkrankten 7 Patienten (41,2%) und somit fast die Halft an einem Rezidiv. Auch
wenn man das Vorkommen einer TRM und einer Absto3ung naher betrachtet,
hat die Subgruppe pre-B-ALL die schlechteste Prognose. In dieser Gruppe sind
5 Patienten (29,4%) an einer TRM verstorben und 1 Patient (5,9%) stiel} das
Transplantat ab. Bei den Patienten mit c-ALL verstarben 12 Patienten (21,1%)
an der TRM und bei einem Patienten (1,8%) kam es zu einer AbstoRung des
Transplantates. Bei den Patienten mit der Diagnose T-ALL dagegen verstarb
keiner der Patienten an einer TRM oder stiel} das Transplantat ab. In dieser
Gruppe war der Anteil der Patienten, die in kompletter Remission verblieben,
mit 13 Patienten (81,2%) am grofdten. Innerhalb der Subgrupppe c-ALL
verblieben 28 Patienten (49,0%) in CR, innerhalb der Gruppe pre-B-ALL nur 4
Patienten (23,5%).
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Eine Darstellung des RFS und des EFS bei den ALL Subgruppen erfolgt mit der
Kaplan-Meier-Methode.
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Abbildung 24: Darstellung des Rezidivfreien Uberlebens (RFS) der ALL-Subgruppen

Die 3 ALL-Subgruppen unterscheiden sich im RFS signifikant, was der durchge-
fUhrte log rank test mit einem Wert von p = 0,085 deutlich macht. Die beste
Prognose besitzt die Subgruppe T-ALL. Das RFS nach einem Jahr liegt hier bei
87,1% und nach 3 Jahren bei 79,8%. Ebenfalls eine glnstige Prognose weisen
die Patienten mit der Diagnose c-ALL auf. Die Wahrscheinlichkeit nach einem
Jahr noch kein Rezidiv bekommen zu haben, liegt hier bei 72,6%, nach 3
Jahren bei 57,7%. Eine eindeutig ungunstigere Prognose liegt bei den
Patienten mit einer pre-B-ALL vor. Das RFS nach einem Jahr liegt hier bei
60,2% und geht nach 3 Jahren auf 36,1% zuruck.
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Abbildung 25: Darstellung des Ereignisfreien Uberlebens (EFS) der ALL-Subgruppen

Auch bei Betrachtung der EFS besteht ein signifikanter Unterschied zwischen
den 3 ALL-Subgruppen. Der log rank test ergab hier einen Wert von p = 0,004.
Die Subgruppe T-ALL besitz auch hier die gunstigste Prognose mit einer EFS
von 87,1% nach einem Jahr und 79,8% nach 3 Jahren. Die Werte entsprechen
denen der RFS dieser Gruppe. Dieser Umstand ist dadurch zu erklaren, dass
es innerhalb dieser Gruppe entweder zur Entwicklung eines Rezidives kam
oder aber die Patienten in kompletter Remission verblieben. In der Gruppe c-
ALL liegt das EFS nach einem Jahr bei 52,0%, nach 3 Jahren bei 44,4%. Wie
bei der Betrachtung der RFS schneiden auch hier die Patienten mit einer pre-B-
ALL am schlechtesten ab. Die Wahrscheinlichkeit das erste Jahr ohne Ereignis
zu Uberstehen, liegt bei nur 35,3% und fallt nach 3 Jahren ab auf 21,2%.
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5.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die nachfolgende Tabelle 7 soll einen zusammenfassenden Uberblick tiber den

klinischen Verlauf anhand der Pararmeter Rezidivfreies Uberleben (RFS) und

Ereignisfreies Uberleben (EFS) nach einem und drei Jahren geben.

Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse

Gruppe

alle Patienten

MRD-Gruppen

MRD positiv
MRD negativ
MRD high

MRD low
MRD negativ

ALL-Subgruppe

c-ALL
pre-B-ALL
T-ALL

RFS
Anzahl [n] | nach 1 Jahr (%)

90 73,7
37 47,3,
53 100,0
29 24,2
8 100,0
53 100,0
57 72,6
17 60,2
16 87,1

RFS
nach 3 Jahren (%)

59,8

27,0
95,5

5,4
100,0
95,5

57,7
36,1
79,8

EFS
nach 1 Jahr (%)

55,4

43,2
65,2

20,7
100,0
65,2

52,0
35,3
87,1

EFS
nach 3 Jahren (%)

44,9

24,7
62,3

4,6
100,0
62,3

44,4
21,2
79,8

5.5 Betrachtung des Chiméarismusstatus innerhalb der MRD-

Gruppen

Die folgende Abbildung zeigt die Verteilung des Chimarismusstatus im

Gesamtpatientenkollektiv und innerhalb der 3 MRD-Gruppen.
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Abbildung 26: Verteilung des Chimarismusstatus des Patientenkollektives und der MRD-Gruppen
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Auf den ersten Blick fallt die grol3e Anzahl der Patienten mit einem
zunehmenden gemischten Chimarismus (increasing MC) in der MRD high
Gruppe auf. Mit einer Anzahl von 10 Patienten (34,5%) machte sie den groften
Anteil innerhalb dieser Gruppe aus. In den anderen beiden Gruppen hingegen
war der Anteil der Patienten mit einem increasing MC geringer. In der Gruppe
MRD low waren es 2 Patienten (25,0%), in der Gruppe MRD negativ 11
Patienten (21,6%).

Auf der anderen Seite wiesen auch 9 Patienten (31,0%) der MRD high Gruppe
einen kompletten Chimarismus (CC) auf. Bei 3 Patienten (10,4%) dieser
Gruppe bestand ein abnehmender gemischter Chimarismus (decreasing MC)
und bei 7 Patienten (24,1%) ein konstanter gemischter Chimarismus auf

niedrigem Niveau (lowlevel MC).

In der MRD low Gruppe bestehen keine grolden Unterschiede in der
Chimarismusverteilung. Bei 3 Patienten (37,5%) lag ein CC vor, jeweils 2
Patienten (25,0%) wiesen einen decreasing-bzw. einen increasing MC auf und

bei einem Patienten (12,5%) bestand ein lowlevel MC.

Innerhalb der MRD negativ Gruppe wies der groldte Teil der Patienten mit einer
Anzahl von 20 (39,2%) einen CC auf. Darauf folgen 13 Patienten (25,5%) mit
einem lowlevel MC, 11 (21,6%) Patienten mit einem increasing MC und 7
Patienten (13,7%) mit einem decreasing MC. Bei 2 Patienten in dieser MRD-

Gruppe wurde keine Analyse des Chimarismus durchgefihrt.

5.6 Bedeutung der Messung der MRD im Peripherblut bei
Patienten mit Rezidiv im Verlauf nach allogener Stammzell-
transplantation

Im folgenden Abschnitt werden die Patienten genauer betrachtet, die im Verlauf
nach allo-SZT ein Rezidiv erlitten haben, um der Frage auf den Grund zu

gehen, ob es mit der Messung der MRD im peripheren Blut moglich ist, ein

Rezidiv vorhersagen zu konnen.
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Hierzu wird zuerst allgemein der Zeitabstand bis zum Auftreten des Rezidives
naher betrachtet, um zu erkennen, ob es eine gewisse Zeitspanne nach der

Transplantation gibt, innerhalb derer die Rezidive gehauft auftreten.

Nachfolgend wird dargestellt, ob bei den Rezidivpatienten vor der klinischen
Manifestation eine MRD-Last im Peripherblut nachweisbar war, wie hoch dieser
Wert war und wie viel Zeit zwischen der Messung der ersten positiven Peripher-

blutprobe und der Manifestation des Rezidives verging.

5.6.1 Betrachtung des Zeitabstandes zwischen allogener Stammzell-

transplantation und Auftreten des Rezidives

Die folgenden beiden Abbildungen zeigen die Rezidivtage der einzelnen
Patienten sowie das Auftreten der Rezidive innerhalb einer gewissen
Zeitspanne nach allo-SZT aller untersuchten Patienten. Von den 26 Patienten,
die ein Rezidiv erlitten haben, konnte von einem Patienten der genaue
Rezidivtag nicht ermittelt werden, so dass er nicht in die folgenden

Betrachtungen einbezogen werden konnte.
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Abbildung 27: Darstellung der Rezidivtage der einzelnen Patienten
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Abbildung 28: Darstellung der Rezidivtage innerhalb eines Zeitintervalls von 100 Tagen

Bei den 25 untersuchten Patienten, welche ein Rezidiv erlitten haben, reichte
die Zeitspanne zwischen allo-SZT und Diagnose des Rezidives von 41 bis 617
Tagen. Aus Abbildung 27 wird ersichtlich, dass die Rezidive gehauft in den
ersten 100 bis 200 Tagen nach der allo-SZT auftraten. Innerhalb der ersten 100
Tage rezidivierten 6 Patienten (24,0%), zwischen Tag 101 und 200 nach allo-
SZT sogar 8 Patienten (32,0%). Somit kam es bei 14 Patienten (56,0%) inner-
halb der ersten 200 Tage nach Transplantation zum Wiederauftreten der

Grunderkrankung.

In den Zeitraumen zwischen Tag 201 bis 300, Tag 301 bis 400 und Tag 401 bis
500 kam es bei jeweils 3 Patienten (12,0%) zum Auftreten des Rezidives.
Lediglich jeweils ein Patient (4,0%) rezidivierte im Zeitraum zwischen Tag 501
bis 600, bzw. Tag 601 bis 700.

Nach 100 Tagen hatten 76,0% der Patienten noch kein Rezidiv entwickelt,
wohingegen nach 200 Tagen nur noch 40% rezidivfrei waren. Der Median des

Auftretens des Rezidives lag bei 182 Tagen nach allo-SZT.
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5.6.2 Betrachtung des Intervalls zwischen MRD-Positivitat im

Peripherblut und Auftreten des Rezidives

Wie die folgende Abbildung verdeutlicht, war es bei 24 Patienten (96,0%) der
insgesamt 26 Patienten moglich eine MRD-Last im Peripherblut vor Diagnose
des Rezidives nachzuweisen. Lediglich ein Patient war vor Ausbruch des

Rezidives in den untersuchen Peripherblutproben durchgehend negativ.

OMRD positiv vor Rezidiv [n=24]
OMRD negativ vor Rezidiv [n=1]

4,0%

96,0%

Abbildung 29: Vorkommen einer MRD-Last im Peripherblut vor Diagnose des Rezidives

Bei den 24 Patienten, bei denen eine MRD-Last im Peripherblut gemessen
wurde, soll nun dargestellt werden, wie viel Zeit zwischen der ersten positiven
Probe und dem Auftreten des Rezidives vergangen ist. Abbildung 30 und 31
zeigen die Differenz der Tage zwischen erster positiver Probe und Auftreten
des Rezidives einzeln fur jeden Patienten und zusammengefasst nach einem

Intervall von 30 Tagen.
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300
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MRD-Wert vor SZT

2501 [] < 232
l:, > 10°
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200 . 184
g
161
g 154
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[
100 - 82 91
73 77 79 80
65 68
50 57
46
4 42
50 - 35 39
21 26
g 10
0 T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Anzahl Patienten [n=24]

Abbildung 30: Darstellung der Tage Differenz zwischen erster positiver Probe und Auftreten des
Rezidives der einzelnen Patienten

Anzahl Patienten [n=24]
S

0 0

bis 30 31-60 61-90 91-120 121-150  151-180  181-210  211-240  241-270  271-300

Tage Differenz zwischen Rezidiv und positiver Blutprobe

Abbildung 31: Darstellung der Tage Differenz zwischen erster positiver Probe und Auftreten des
Rezidives in einem Intervall von 30 Tagen
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Die Zeitspanne zwischen erster gemessener Probe und Auftreten des

Rezidives betrug zwischen 8 und 281 Tagen.

Nach Abbildung 31 scheint es, als ob der Abstand zwischen erster positiver
Probe und Rezidiv bei den meisten Patienten in einer Zeitspanne bis 90 Tagen
zu liegt. Bei 5 Patienten (20,8%) lag der Abstand zwischen 8 und 30 Tagen, bei
6 Patienten (25,0%) zwischen 31 und 60 Tagen und bei 7 Patienten (29,1%)

zwischen 61 und 90 Tagen.

Bei 6 Patienten (25,0%) betrugen die Abstande mehr als 90 Tage.

Abschlielend soll noch ein Uberblick tiber die Hohe der ersten gemessenen

MRD-Werte im Peripherblut gegeben werden.

20
18

18 -

=y - -
N » o
I I I

Anzahl Patienten [n=24]
-
(=] o
L

4 3
2
27 1
0 : : :
<1,00E-05 (positiv) >= 1,00E-05 >=1,00E-04 >=1,00E-03

erster positiver MRD Wert vor Rezidiv

Abbildung 32: Hohe der ersten gemessenen MRD-Werte im Peripherblut

Die ersten gemessenen positiven Werte der Peripherblutproben, die vor Auf-
treten des Rezidives gemessen wurden, Uberspannen einen Bereich von
maximal 1,13 x 10~ bis zu Werten, die als < 1 x 10 oder positiv bezeichnet

werden, aber aulRerhalb des quantifizierbaren Bereiches liegen. Diese letzteren
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Werte werden in der Abbildung und im in allen folgenden Betrachtungen als < 1

x 10 bzw. als positiv bezeichnet.

Bei der Gro3zahl, namlich bei 18 Patienten (75,0%), lag der Wert in einem

Bereich > 1 x 10* und < 1 x 107,

Die MRD-Last der ersten positiven Probe betrug bei 3 Patienten (12,5%) > 1 x
10, bei 2 (8,3%) Patienten konnte nur die Aussage positiv gemacht werden

und bei einem Patienten (4,2%) war ein Wert > 1 x 107 detektierbar.

5.7 Bedeutung der Hohe und Dynamik der MRD im Peripherblut
nach allogener Stammzelltransplantation fur die

Wahrscheinlichkeit eines Rezidives

In diesem Abschnitt geht es um die Frage, ob es mdglich ist aus der Héhe und
der Dynamik der MRD Aussagen uber die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung
eines Rezidives zu machen und somit Patienten zu identifizieren, die ein hohes
Risiko tragen, ein Rezidiv zu erleiden. Zudem soll betrachtet werden, ob es eine
kritische MRD-Grenzkonzentration bzw. -hdhe oder eine MRD-Konzentrations-

zunahme pro Zeit (Dynamik) gibt, die fir das Rezidiv nach allo-SZT pradiktiv ist.

5.7.1 Ubersicht liber die gemessenen MRD-Werte der Patienten im
Peripherblut

In der Tabelle 8 sind die MRD-Werte des gesamten Patientenkollektives zu
bestimmten Zeitpunkten nach der allo-SZT dargestellt. Als erster Messpunkt
wurde der MRD-Wert am Tag 30 herangezogen. Von diesem Zeitpunkt an
wurden die Werte in einem Intervall von 20 Tagen bis zum Tag 210 nach
Transplantation aufgetragen. Ab Tag 210 wurde dann das Intervall auf 40 Tage
vergroRert, aufgrund der Tatsache, dass es innerhalb der ersten 200 Tage nach
allo-SZT am haufigsten zum Auftreten der Grunderkrankung kommt. Nicht bei

allen Patienten standen fur jeden Messpunkt Peripherblutproben zur Verfugung.

In dieser Ubersichtsabbildung konnten nicht alle Werte, die pro Patient

gemessen wurden, berucksichtigt werden, so dass bei Betrachtung aller Werte
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pro Patient die Anzahl der positiven Proben vor Ausbruch des Rezidives bei
vielen Patienten deutlich ansteigt und der Verlauf der MRD-Befunde wesentlich
anschaulicher ist. Deshalb sind in der Tabelle 9 alle Werte, die pro Patient
gemessen wurden dargestellt, unabhangig von einem gewissen Zeitintervall,
wobei nur die Patienten die im Verlauf MRD positiv (MRD Gruppen high und
low) waren und diejenigen Patienten, welche ein Rezidiv bekamen dargestellt

sind.
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Tabelle 8: MRD-Werte des gesamten Patientenkollektives
Erlduterungen:

CR = komplette Remission; d = Tag; MRD (minimal residual disease) = minimale Resterkrankung; RZ = Rezidiv; TRM (Treatment Related Mortality) =
therapieassoziierte Mortalitat; UPN = Patientennummer

MRD am Tag Verlaul MRD-
UPN 430 5l d70 ) ditn 130 4150 4170 4190 &1 250 40 A3 d370 dd 1 d450 da30 d530 d570 di10 Fallaw Lp Staws  Tag pp
1272 [Dmen] Do) [Dmen] poEw] [Toens] [Tmess] [Toens] e EEEm [CmE®] [OmE®] 0,00E +00) [EF=) [Tmeot] %1 high
1262 49 high
s [DE0] [D00E] [Dmeon] [Op0E] [Dooeeod| EEEETE BN BN 174 igh
1776 [TGERD 1500 l 500l aise01 | [5.i0c.04 [REE] 17 g
1753 R [0,00€ 00] [000€+00] (0006 00| EEEEEN NEEE ENEE EEEEN DEET EEEI EEEE 30 high
1620 [D0EV0] [3,00E+0)] [Do0E+m] [DmED] [eooEs) [EET] T EEET DT R a1 igh
woos [Ewn) [pEwn] (Ewen) e (e e D N KRS K s b
1926 [000E+00] ] high
1965 : e high
43 [D0E+00 [0 00E +00 0,00E 00 0.00E+D0 a4 neg
e 24504 | 1.00E.02 Jf 3 00ED1 | ] high
25 (] (O] (O] (o] () N N O B O high
2114 [D00E+00| [0.00E+m0] B - 4 GIE-03 101 high
a6 [TREG] 52150 [l poe.0s [ 265605 [ 132601 e high
2118 [DME«0 EET) [Z56E05] [0mc+m0] [000E+0 3BIE0T 000E+0] [000E+0] [000E+00 65l high
2130 146 high
2 kT &2 high
217 [0,005+00] [000E+00] [0005-00] IEHEEEN NEEER 104 high
T T (0E 00| [D00F+0 (e 4001 0 0E+00 EEEEE 4 high
sl 1 GOC 01 52 high
s [0 00E+00 0.0E00) [00E00 B high
2288 T 401 T CEE 4011 7 high
26 [0008.00] [ToEcd] EEEEN EREEEE DEEDN IEEE EEEE BIET 170 high
2285 EEn EEE o high
2451 [000E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0.00E+0D] [000E+00 | 621600 | 300e-02 WEROENE] 404 high
2w [0 (20000 1 103 177600 [ 6101 [ 7.56.03 P hih
2560 i (e [(Ew (s .00 [ 55704 [ & ez [ 356e03 J 400e.04 43950 18 g
%13 | 3.m3E03] g5 high
1515 = i high
1710 [0,00E+0 0.00E 00 0,00E 00 (422605 0.00E+00 1218 low
rEd Op0E«0] [0mE+00] [TmEDE] [LoEDE] 1070 low
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MRD am Tag Verlauf MRD-
UPN d30 d50 d70 d90 d110 d130 d150 d170 d190 d210 d250 d290 d330 d370 d410 d450 d490 d530 d570 d610 Follow Up Status Tag |Gruppe
1753 [€100E-05| [=100ED5 [=100E-05 [=1.00E-05 [0,00E+00) [000E+00] [=100EDS| [<100ED5 [0,00E+00] [=1.00E08] [0,00E=+00] 735 [ cr | o
1889 [0,00E+00] [0,00E+00] [0OOE+00] [0,00E+00] 973 [cr | ovr
1891 [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [000E+00] [0.00E+00] [0,00E+0] [0.noE+0] [0.noE+00] 314
2055 [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [A0EDs] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+I0 a70 [cr | low
2050 [0,00E+00] [000E+00] [<1,00E-05] [000E+00] [0,00E+00] [O00E+00] 0,00E+00 535 [ cr | Iow
2276 [1D0ED4] 0,00E+00 378 [cr | ovr
236 [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0oE+0] [0,00E+00] [000E+00] [000E+00] [1.00E-04] 420 [cr | high
2488 50 [ cr | low
1586 31
1816 0.00E+00 0,00E+00 0 D0E+00 [0.00E+00 | 1112 [ cr | neg
1825 0,00E+00 0 D0E+0 391 [ cr | neg
183 [0D0E+00 000E+00 0,00E+00 000E+00 000E+00 1078 [ crR ] neg
1839 [0,00E+D0] [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0,00E+00] 241
1849 [0,00E+00] [000E+D0] [000E+D0] 0,00E+00 742 [ cr | neg
1865 0 O0E+00 0,00E+00 0 00E+00 0 00E+0 1256 [ crR | neg
1882 [0,00E+00 9 neg
1388 [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] 0,00E+00 000E+00 389 [ cr | neg
1906 [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [o,o0E=+00] [0,00E+00] [0,00E+00) 0,00E+00 1079 [ cr | neg
1908 [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] 01, 00E+00 366 [cr | neg
1913 [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] 346 [cr | neg
1991 00,00E-+00 DOE+00 [0o0E+00] [0o0E+00] 349 TRA

L]
2014 [0,00E+00] [0 .00E+00] [0.00E+00] 105 TRh
L
2018 3 TRM
L]
2020 ODE+00 0 DOE-+00 %5
L
2036 2 45
2043 [0,00E+00] [0.00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] 155 [cr | neg
2050 0,00E+00 0 O0E+00 0 O0E+00 436 [ cr ] neg
2052 43 bstolung 49 neg
2. KMT 49 IabstaBung neg
2057 [0,00E-00] [0,00E+D0] [D,00E-+00] 0,00E+00] [0 232
2051 25 hstoung 22 neq
2.KMT [0,00E+H10 26 betofung neg
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MRD am Tag Verlauf MRD-
UPN _ d30 d50 d70 d90 d110 d130 d150 d170 4190 d210 250 d290 d330 d370 da10 d450 490 d530 d570 d610 Follow Up Status  Tag |Gruppe
2084 [0,00E+00] [000E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0.00E+00] [0,00E+00] [0O0E+00] [0.00E+00] [O,00E+00] [0O0E+D0] [D000E+00] E79 [ crR_] neg
2071 54 neg
2077 [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] 352 neg
2087 [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [00DE+00] [O,00E-+00] E+00 0,00E+00 359 neg
2101 0,00E+00 0,00E+00 948 neg
2102 [000E+00 38 neg
2123 [0,00E+00] [D,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] 0,00E+00 754 neg
2125 [000E+D0 113 neg
2208 [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] 164 neg
2239 [000E+00] [0,00E+00 253 neg
2244 [000E+00] [D,00E+D0] [DO0E+0D] [0,00E+00] 637 neg
2287 [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] [000E+00] [000E+00] [0,00E+00] [000E+00] 140 neg
2311 [0,00E+00] [0,00E+00] [O,00E+00] [0,00E+00] 0,00E+00 0,00E+00 416 neg
2324 [0,00E+00] [0.00E+DD] [0,00E+D0] [00DE+D0] [0,00E+00] 104 neg
7342 [D,00E+00] [0,00E+00] [00DE+00] [0.00E+00] [0.00E+0] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+0] [0.00E+00] [0,00E+00] [000E+00] [0.00E+00] [0,00E+00] [000E+00] 556 [ cr ] neg
2357 [000E+00 15 neg
2433 [0,00E+00] [0,00E+DD] [0,00E+00] [000E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] 125 [ crR | neg
2401 B[] -
2495 [000E+00 0,00E+00 199 [ cr ] neg
2504 [0,00E+00] [0.00E+DD] [O00E+00] [00DE+00] [D0.00E+D0] [0,00E+00] [OOOE+D0] [D0.00E+DD] 0,00E+00 365 [ cR | neg
2541 [000E+00] [0,00E+00 146 [ cr ] neg
2610 [0,00E+00] [0.00E+DD] [0,00E+00] [00DE+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [000E+D0] [O,00E-+00] [D00oE+0D] 201 [ cR | neg
2619 0,00E+00 a4 [ cr ] neg
2643 [000E+00 64 [ cr ] neg
2657 [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0,00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] 177 [ crR | neg
2671 [000E+00] [0.00E+00 135 [ cr ] neg
2568 9% [ R ] neg
2701 E+00 158 [ cr ] neg
2743 [0.00E+00] [0:00E+00] [0.00E+00] [0.00E+00] 125 [ cR | neg
2794 [0,00E+00 ] [ cr ] neg
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Tabelle 9: Darstellung aller MRD-Werte pro Patient
Erlauterungen:

CR = komplette Remission; d = Tag; MRD (minimal residual disease) = minimale Resterkrankung; RZ = Rezidiv; TRM (Treatment Related Mortality) =
therapieassoziierte Mortalitat; UPN = Patientennummer

UPN
1) MRD high
1272 [ Tag18 | Tegdt [ Tagbr | Tegdl | Tagos | Tagd® [ Tag 110 | Tag 123 | Tag 137 | Tag 161 | Tag 155 | Tag 172 Tag 253 | Tag 308 | Tag3c0 | Tag 497 | Tegkdl | Taghb2 | Taghes | Tageos | TagrO1 | Tag a1 |
[ 0,00E+00 [0 00E-+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 [ 1, 00E-04 | 1,00504 [ 1,00E-04 [ 1,00E-04 | 1 00E-04 [ 1,00E04 EEEIENN 0,00E+00 | 0 00E+00 [ 0,00E+00 [ 1,00E-04 | 1,00E-04 [ 0,00E+00 [ 0,00E-00 | 1,00E-04 [ 0,00E+00 [ 0,00E+00 |
1282 [Tag12 | Tag19 [ Tag2s | Tagad
[ 0.00E+00 [ 1 00E-04 | 1.00E-04 [ 1 D0E-D4
1615 [ Tag27 | TagBS [ Tago2 | Tag232 [ Tag372 | Tag722 | Tag 1107 | Tag 1464 ] CR
[ 0.00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 7 74E-05 0,00E+00 [ 0 00E-+00 | 0,00E+10 |
1756 [ Tag12 | Tag19 [ Tagdd | Tags4 | TagGl | Tag68 | TagB2 | TagB9 | Tag96 | Tag103 | Tag 110 | Tag 117
[[0.00E+00 [0 00E-+00 | 0,00 +00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+30 [ 0 00E-+00 | 0,005+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00
1776 0 3 Tag 179 | Tag 186 | Tag 200 | Tag221 | Tag243 | Tag273 | Taga04 | Tag 346 | Tagdrd | Tag @RS | Tag709 | Tag@43 | Tag914 | Tag @48 | Tag 981 | Tag 1093 | Tag 1088 | Tag 1159 | Tag 1257
0,00E+00 [ 1,00E-05 [EINIE 0 ezid ERLET 0.00E+00 | 0,00E+00 | 1,00E-05 | 0,00E-+00 [ 4,48E-05 | 1,00E-05 | 0,00E+00 | 8.48E-05 | 1.00E-05 [ 0,00E-+HI0 0,00E-+J0 [ 0,0DE-00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 0,00E-+0 [ 1 D0E-05
1793 TagdB | Tagh6 | Tag70 | Tag?s7 | TagHd | Tag9d | Tag 106

Wl 0.00E-+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+10 [ 0,00E+00

2 45E-03 RISy 5 15E-04

1820 Tag12 | Tag22 | Tag35 | Tag47 | Tag9% | Tag 180 | Tag309 | Tag 322
0,00E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 [ <1 00E-05] 1 B4E-D5

1829 [ Tagd [ Tag? [ Tagil | Tag18 [ Tag2l [ Tag25 [ Tag32 | Tag42 | Tag49 | Tag56 | Tag74 | TagB3 | Tag95 | Tag 103 | Tag 110 | Tag 124
[.0,00E+00 [ 0,00E+00 [ 2.00E-05 | 0 00E+00 | 0,00E-+00 [ 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 [ 0,00E+00 [<1,00E-05] <1,00E-05] 0 O0E+00 [ <1 D0E-05

1891 Tag 13 | Tag28 | Tand2 | Tagss | Tagbd | Tag0d | Tag 106 | Tag (25 | Tag 160 | Tag 191 | Tag246 | Tag3id
0,00E+10 [ 0 00E-00 | 0,00E +10 [ 0,00E+0 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0 00E+00 [ 0,00E+10 [ 0 00E-10 | 0,00E+10

1926 Tagb | Tagld | Tag20 | Tag27 | Tagdd | Tagdl
B,44E-05 | 2.07E-05 | 1B0E05 | 0,00E-+10 | 0,00E+HI0

1965 Tag22 | Tagad | Tag139 [ Tagd18

000E +00 | 0 Q0E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E +00

Tag 718 | Tag7as | Tag761 | Tag77s | Tag796 | Tag817 | Tagfss | Tag@50 | TagO02 | Tag944 [ Tag 1056 | Tag 1128

214E-04 1 HED2 JICHT=RPN O O0E-+00 [ 0,00E+00 [0 00E-+00 [<1,00E-05] 4 50E-05 [ 0,00E+00 [=1 DOE-05] <1,00E-05] 4 49805 | 0,00E+00 [ 8 18E-05 [ =1 DOE-0S

2056
2105 Tag7 [ Tagld4 | Tag2l | Tag2 | Tagd6 | Tag4? | Tag4d | Taghb | Taghd | Tagrd | Tag 05 | Tag1da Tag242 | Tag273 | Tagd0l | Tag329 | Tag 364 | Tag 352 | Tag 406 | Tag 413

0,00E+00 | 0 00E+00 <1 00E-05] 0,00E-+00 [ 0,00E-+00 [ 0,00E-+00 [ 0,00F+00 | 0 00E+00 | 0,00E+10 | 0 00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+I0 [ 0 00E-+0 [ 0,00E+00 | 1,00E-04 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0, 00E+I0

Tay 567 | Tag 564

791E-04  100ED4 171E-D4
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UPN
1) MRD high (Vortsetzung)

2114 Tag16 | Tag19 | Tag26 | Tagal | Tagdl | Tag3d | Tag3G | Tagdd | Tagdd | Tag4d | TagGl | Taghd | TaghG | Taghl | Taght | Tagha
0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E-+00 | 0 DOE+I0 [ 0,00E+00 [ 0,00E+00 0,00E-+00 [ 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0 00E+00 | 1 75E-05 | 0 00E-+00 [ 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+10

2116
2113 [ Tag27 [ Tag183 [ Tag231 [ Tag2G1 | Tag300 | Tag344 Tag 450 | Tag 456 | Tag 461 | Tag 486 | Tag514 | Tag548 | Tag 562 | TagB02 | TagGa0 |
[000E+00 982605 2 98E05 [ 0,00E+00 [ 0,00E+10 7 G0E-05 | 667E05 | <1 DOE-05] 2,85E-05 | O DOE+00 | 0,00E+00 | 0 D0E+00 | 0,00E-+00 | 0 00E+10 |
2130 Tag13 | Tag20 Tay 51 DS
543604 1 04 1,11E-04 104E03 E04 1 04 [EEENE 105604 2,15E-04 170E-04
342E 05 04 02 E01 356E01
2217 [[Tag20 ] Tag 27 [ Tag3d | Tag 41 [ Tagds | Tag 55 [ Tagf2 | Tag 69 [ Tag83
[ 0.00E+00 [0 00E+00 | 0,00E-+00 [ 0, 00E-+)0 | 0,00E+00 | 0,00E+10 [ 0, 00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 04 Rezidiv
2297 [ Tag28 | Tags7 [ TagB3 | Tag®4 | Tag133 | Tag 28
[0.00E+00 | 0 00E-+00 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
2266

2295 Tagdd | Tag86 | Tagl122 | Tag132 | Tag 146

0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E-+10 | 0 00E-+I0 | 0,00E+00 5,14E-01  10BE-02 1 02E-+00

2298 Tag 16 | Tag18 | Tag23 | Tag2s | Taga0 | Tag3s | Tagas | Tagdl | Tagds | Tag48 | Tag52 | Taghs | Tag56 | Taghh | Tag7d | TagB0 | Tags/ | Tag1O1 | Tag108 | Tag114 | Tag 122 | Tag129 | Tag 138 | Tag 143 | Tag 150 | Tag 157
0,00E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 | 0 D0E-+00 | 0,00E+00 | 0 00E-+00 | 0,00E-+00 | 0 00E-+00 | 0,00E-+00 | 0 00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E-+10 | 0,00E+00 | 0,00E+10 | 0,00E+00 [ <1 00E-05] 1 BOE-05 | <1,00E-05| 3 BEE-05

Tag 468 Tag 447 Tag 296

Tag 465 Tag 265 | Tag233 | Tag 199 | Tag 152 | Tag 171 | Tag 164
7 F7EDS | 7 B9EDS lﬁ@l 29905 | 278E-05

2346 [ Tag6 [ Tag2r [ Tagd2 [ Tag49
[ 0.00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 1,00E-04

2366 Tag13 | Tag20 | Tag2F | Tag34 | Tagdd | TagBd | Tag76 | Tag® | TaglUs | Tag133 | Tag 155 | Tag2s2 | Tag 287 | Tagdls | Tag35g | Tag420 CR
0,00E+00 | 0,00F+00 | 0,00E+00 | 0 DOE+10 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00DE+10 | 0,00E+HID 0,00E-+00 [ 0,00E-+00 [ 0,00E+00 | 0 00E+00 | 1 .00E-04

2445
2451 [ Tag26 [ Tag33 | Tag4l | Tagd7 | Tag51 | TagGl | TagBS | Tag72 | Tag82 | Tag9d | Tag 10l [ Tag124 | Tag 131 | Tag 152 | Tag 177 | Tag 185 [ Tag200 | Tag214 | Tag 291

[ .0,00E+00 [ 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E-+00 [ 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E-+00 [ 0,00E-+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 0,00E-+00 [ 0,00E+00 | 1,10E-05
2478 [[Tag28 | Tegbd [ TagOs

[ AR Bl 409604 201E04 4.2

2560 Tag17 | Tag27 | Tagdd | Tagh2 | Tagh@ | Tag@l | Tag94 | Tag109 | Tag 130 | Tag139
0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 DOE+10 | 0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+10 | 0,00E+HID 4 E-04 B R4E-D4

2613 Tag 30

9 33E-05 | 0,00E+00
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UPN
2) MRD low
1718 | Tag20 | Tag27 | Tag37 [ Tag 111 | Tag174 | Tag295 | Tag442 | Tagh22 | Tag728 | Tagdl7 | Tag9312 [Tag1218| CR
| 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 [ 4 21E-06 | 2,86E-05 | 0,00E+00 | 4 22E-05 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 |
1737 [ Tagt3 [ Tag91 | Tag®9 | Tag196 [Tag 1070 | CR
| 0,00E+00 [ 0,00E+00 [ 1,00E-05 | 1.00E-05 | 0,00E-+00 |
1763 [ Tag1s | Tag22 | Tap28 | Tag29 | Tag36 | Tagd3 | Tags0 | Tag60 | Tag7l | Tagos | Tag99 | Tag 119 | Tag142 | Tag 163 | Tag184 | Tag205 | Tagd04 | Tag 308 | Tapd99 | Tagrds CR |
[=1.00E-05] 0,00E-+00 | 0,00E+00 | =1 ,00E-05| <1 DOE-05] 0,00E+00 | <1 DOE-05] =1 ,00E-05| <1 00E-05] =1,00E-05| 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 [ =1 DIE-05| <1,00E-05] 0,00E+00 [ <1,00E-05] 0,00E+00 | <1 ,00E-05] <1 00E-05
1889 [ Tag1a [ Tag22 | Tag?8 | Tagd2 | Tag49 | Taghb | Tags7 | TagBd | Tag176 | Tag2A3 | Tag3%4 | Tag973 | CR
| .0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 1,00E-04 | 0,00E+00 | 1 00E-04 | 0,00E+00 |
2059 [ Tag16 [ Tag20 | Tag27 | Tag34 | Tag43 | Tagd8 | Tag55 | Tagh2 | Tagbd | Tag72 | Tag76 | TagB3 | Tags5 | Tagd? | Tag98 | Tag 104 | Tag111 | Tag 118 | Tag125 | Tag132 | Tag 139 | Tag 160 | Tag 168 | Tagl81 | Tag202 | Tag 401
| 0.00E+00 [<1,00E-05] 0.00F+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E +70 | 0 00E-+00 | 0,00F+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+10 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+10 | 0,00E+00 | <1 D0E-05 | <1,00E-05 | =1,00E-05 | 0,00E+00 | 0,00E +70 | 0,00E+00 | 0,005+00 [<1,00E-05
CR Tag 870 | Tag840 | Tag998 | Tagh70 | Tag5od | Tag525 | Tagsld | Tag 510 | Tag 499
0,00E-+00 | 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E-+00 | 0,00E+00 | 0,00E-+00 [<1,00E-05] 0 00E+00 | 1,00E05
2080 [ Tag14 [ Tag21 | Tag24 | Tag23 | Tag3l | Tag35 | Tag42 | Tag4d | Tag50 | Tag52 | Tag57 | Tag53 | Tag 161 | Tag 170 | Tag203 | Tag218 | Tag23 | Tag245 | Tag230 | Tag285 | Tag343 | Tag443 | Tag535 | CR
| 1.8BE-05 | =1 DOE-05] 0,00E+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 [ 1 00E-05 | 0,00E+00 [<1,00E-06 | <1,00E-05| 0,00F+00 | 0,00E-+00 | 0 00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E-+00 [ <1 D0E-05] 0,006+00 | 0, 00E-+00 | <1 DOE-08| 0,00E+00 | 0 00E+00 | =1 00E-05] 0,00E+00 |
2276 [ Tag29 | Teg59 [ Tegii2 [ Tag37d | CR
| 1.00E-04 | 1,00E-04 | 1.00E-04 | 0 D0E+0 |
2488 [ Tag14 | Tag16 | Tap2l | Tag28 | Tag3l | Tag38 | Tags0 | CR

| .0,00E+00 [ 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0 00E+00 | 1,90E-05 | 4 98E-05 | 0,00E-+00 |

3) MRD negativ

2043 25 [Tag®0  [Tag 205 [Tag207 [Tag 403

B
0,00E-+00] 0,00E+00] 0,00E+00] 0,00E+00] 0,00E+I0
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5.7.2 Individuelle Verlaufe

Anhand einzelner Patienten soll die individuelle Dynamik der MRD in Bezug auf

die zeitliche Entwicklung und die Hohe der MRD-Last naher betrachtet werden.

Zuerst werden Beispiele fur MRD-Verlaufe bei Patienten, welche ein Rezidiv
erlitten haben dargestellt. Nachfolgend werden individuelle Verlaufe der MRD
im Peripherblut von Patienten dargestellt, bei denen positive MRD-Befunde
detektiert wurden, ohne dass es zum Auftreten eines Rezidives kam. Zusatzlich
zu den MRD-Werten im Peripherblut wurde bei diesen Patienten der Chimaris-

musstatus im Untersuchungszeitraum beobachtet.

5.7.2.1 Individuelle Verlaufe der MRD im Peripherblut bei Patienten, die ein

Rezidiv erlitten haben

Im folgenden Abschnitt werden unterschiedliche MRD-Verlaufe von Patienten
mit einem Rezidiv beschrieben. Zum einen gab es Patienten, welche von
Beginn der MRD-Untersuchung an positive Werte im Peripherblut aufwiesen.
Bei einem Patienten waren von Beginn der Messung an immer negative MRD-
Werte im Peripherblut bis zur Diagnose des Rezidives zu detektieren. Eine
andere Gruppe zeigte einen kontinuierlichen Anstieg der MRD-Werte im
Peripherblut vor Diagnose des Rezidives. Ein Teil der Patienten zeigte einen
diskontinuierlichen Anstieg der MRD-Werte im Peripherblut vor Diagnose des
Rezidives, bei einem Patienten mit eingestreuten negativen MRD-Werten. Es
gab auch Verlaufe mit frihem positivem MRD-Wert im Peripherblut und
nachfolgendem negativen MRD-Befund vor erneutem Anstieg der MRD-Werte.
Auch Verlaufe mit abnehmenden MRD-Werten im Peripherblut vor Diagnose
des Rezidives traten auf. Nachfolgend soll genauer darauf eingegangen

werden.

Patienten, die von Beginn der MRD-Untersuchung an positive Werte im

Peripherblut vor Diagnose des Rezidives aufwiesen:
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Abbildung 33: Patient UPN 2056
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Abbildung 34: Patient UPN 2116
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UPN 2266: c-ALL; Rezidiv
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Abbildung 35: Patient UPN 2266

Die oben aufgefuhrten Abbildungen zeigen MRD-Verlaufe von 3 Patienten, bei
welchen wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes positive MRD-
Werte im Peripherblut nachgewiesen werden konnten und welche dann auch
ein Rezidiv erlitten haben. Alle 3 Patienten waren im Peripherblut vor Diagnose
des Rezidives in den untersuchten Proben MRD high, d.h. die MRD-Last war >
1 x 10 . Betrachtet man die Dynamik der MRD-Werte, so zeigt sich bei allen 3
Patienten ein Anstieg der MRD-Werte bis zum Ausbruch des Rezidives. Der
erste positive MRD-Wert, der gemessen wurde liegt bei allen Patienten in

einem Bereich zwischen < 1 x 10 und >1 x 10™*.

Patient UPN 2056 in Abbildung 33 weist am Tag 26 einen ersten MRD-Wert
von 7,80 x 10 auf, der hoher ist als der MRD-Wert der zweiten Probe an Tag
31 (1,96 x 10™). Danach kommt es aber wieder zu einem Anstieg der MRD-
Werte. Dabei ist zu beachten, dass der Patient eine hohe MRD-Last in der
Vorprobe aufwies (1,50 x 10 am Tag 13 vor der allo-SZT). Am Tag 43 bekam
der Patient eine Immuntherapie aufgrund eines zunehmenden gemischten

Chimarismus in Form eine DLI. Einen Tag vor dieser Intervention betrug der
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MRD-Wert 3,70 x 10, am Tag 45 fiel der Wert minimal ab auf 3,64 x 10°,
bevor er am Tag 49, aber bereits wieder auf 1 x 10 angestiegen war und am

Tag 65 das Rezidiv diagnostiziert wurde.

Der Verlauf der MRD-Werte bei Patient UPN 2116 in Abbildung 34 zeigt einen
Anstieg der Werte von Tag 17 an mit einem Wert von 1,13 x 10™, Giber einen
langen Zeitraum von 177 Tagen bis zum Tag 194, an welchem eine MRD-Last

in Hohe 3,02 x 10° gemessen wurde.

Im Gegensatz dazu kommt es bei Patient UPN 2266, dessen MRD-Verlauf in
Abbildung 35 dargestellt wird, innerhalb kurzer Zeit von Beginn der Messung
am Tag 22 an mit einem MRD-Wert von 5,96 x 10 zu einem fulminanten
Rezidiv an Tag 41, wobei auch hier ein stetiger Anstieg der MRD-Werte in den
gemessenen Proben zu beobachten ist. Am Tag 30 nach allo-SZT bekam
dieser Patient eine Immuntherapie in Form einer DLI. Am Tag 27 wurde ein
MRD-Wert von 1,19 x 107 im Peripherblut detektiert der am Tag 31 auf einen

Wert von 3,68 x 10~ angestiegen war.
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Patient, der von Beginn der Messung an immer negative MRD-Werte im

Peripherblut vor Diagnose des Rezidives aufwies:

UPN 2043: c-ALL; Rezidiv
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Abbildung 36: Patient UPN 2043

Wie aus der oben dargestellten Abbildung entnommen werden kann, war es bei
diesem Patienten nicht moglich eine MRD-Last in den gemessen 5 Peripher-
blutproben vor Ausbruch des Rezidives detektieren zu kdnnen. Erst am Tag des
Rezidives (Tag 523) wurde der Patient MRD positiv im Peripherblut (6,20 x 107?)
gemessen. Wobei festzuhalten ist, dass zwischen der letzten gemessenen
Peripherblutprobe und dem Rezidiv ein Intervall von 100 Tagen bestand, in
welchem keine Probe zur Untersuchung zur Verfugung stand. Auch bei
Betrachtung des MRD-Wertes der Vorprobe, der MRD-Werte im Knochenmark
nach der allo-SZT (beide ebenfalls negativ) und des Chimarismusstatus (CC)

ergab sich kein Hinweis auf die Entwicklung eines moglichen Rezidives.
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Patienten mit einem kontinuierlichen Anstieg der MRD-Werte im Peripherblut

vor Diagnose des Rezidives:
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Abbildung 37: Patient UPN 1756
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Abbildung 38: Patient UPN 2217
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Abbildung 39: Patient UPN 1776
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Abbildung 40: Patient UPN 2346
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UPN 2451: c-ALL; Rezidiv
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Abbildung 41: Patient UPN 2451
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Abbildung 42: Patient UPN 2445
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Abbildung 43: Patient UPN 1965

In allen oben dargestellten MRD-Verlaufen der 7 untersuchten Patienten kommt
es nach einer Phase, in der die Patienten keine MRD-Last im Peripherblut
aufwiesen, zu einem kontinuierlichen Anstieg der Werte vor Diagnose des
Rezidives. Betrachtet man die Hohe der MRD-Werte, so wurden alle Patienten
vor Ausbruch des Rezidives im Peripherblut MRD high gemessen, d.h. sie

wiesen einen Wert > 1 x 10™ auf.

Die ersten beiden Abbildungen zeigen MRD-Verlaufe von Patienten, in denen
es innerhalb eines kurzen Zeitraumes zu einem fulminanten Rezidiv kam.
Patient UPN 1756 zeigte beim MRD-Monitoring von Tag 12 nach allo-SZT an
bis zum Tag 117 immer keine MRD-Last im Peripherblut. Nur 7 Tage spater
konnte eine MRD-Last von 7,31 x 10™ detektiert werden und weitere 7 Tage
spater stieg dieser Wert auf 3,50 x 10 an bevor am Tag 132 das Rezidiv
diagnostiziert wurde. Der Patient bekam am Tag 33 nach allo-SZT eine Immun-
therapie in Form einer DLI. Bei Patient UPN 2217 in Abbildung 38 konnte erst
10 Tage vor Diagnose des Rezidives eine MRD-Last von 6,73 x 10 nachge-

wiesen werden. Auch bei diesem Patienten war die eine Woche vorher
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gemessene Probe negativ, ebenso wie die vorherigen Proben nach der allo-
SZT.

In den nachsten beiden Abbildungen (39 und 40) sind 2 MRD-Verlaufe darge-
stellt, in denen es bei den Patienten ebenfalls zu einem frihen Rezidiv inner-
halb der ersten 200 Tage kam. Im Gegensatz zu den beiden vorherigen
Patienten konnte bei den Patienten aber ein kontinuierlicher Anstieg der MRD-
Last im Peripherblut Gber einen langeren Zeitraum beobachtet werden. Bei
Patient UPN 1776 konnte nach einmaliger Messung eines negativen Befundes
am Tag 11 nach allo-SZT, eine ansteigende MRD-Last in den folgenden Proben
an den Tagen 60 (1 x 107°), 87 (4,17 x 10™°), 101 (1,16 x 10®) und 130 (4,13 x
10™") nachgewiesen werden, bevor es am Tag 133 zum Rezidiv kam. Der
Patient bekam am Tag 60 nach allo-SZT eine Immuntherapie in Form einer DLI.
Bei Patient UPN 2346 ist ein ahnlicher Verlauf beobachtbar. Hier war es an Tag
49 nach allo-SZT zum ersten Mal mdglich, einen positiven Befund zu erheben
(1 x 10™). In den folgenden 57 Tagen, die bis zur Diagnose des Rezidives
vergingen, konnte in den fast immer wochentlich durchgefihrten Messungen,

ein stetiger Anstieg der Hohe der MRD-Werte detektiert werden.

In den beiden Abbildungen 41 und 42 der Patienten UPN 2451 und UPN 2445
zeigt sich, dass es auch bei spat auftretenden Rezidiven, nach Tag 300,
moglich war, vorher eine MRD-Last im Peripherblut zu messen. Bei Patient
UPN 2451, der bis zum Tag 214 immer negativ im Peripherblut gemessen
wurde, kam es am Tag 291 zum ersten Mal zum Auftreten einer MRD-Last in
Hohe von 1,10 x 10™°. Leider stand erst am Tag 318 wieder eine Peripherblut-
probe zu Verflgung, also einen Tag vor Diagnosestellung des Rezidives. Diese
wies dann schon einen Wert von 6,21 x 10 auf, so dass der dazwischen

liegende Verlauf nicht beurteilt werden kann.

Bei Patient UPN 2445 war es moglich 82 Tage vor Ausbruch des Rezidives
zum ersten mal eine MRD-Last in Hohe von 1 x 10 im Peripherblut nachzu-
weisen. Im weiteren Verlauf zeigt sich eine ansteigende Dynamik der MRD-Last
mit Werten von 4,26 x 10 am Tag 335, 6,07 x 10* am Tag 352 und 6,07 x 10™
am Tag 371 nach allo-SZT.
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Die letzte der 7 Abbildungen zeigt den MRD-Verlauf eines Patienten, der erst
sehr spat, am Tag 617 nach allo-SZT, an einem Rezidiv erkrankte. Auch bei
ihm konnte eine MRD-Last vor Diagnose des Rezidives im Peripherblut
detektiert werden. Am Tag 526, 91 Tage vor dem Rezidiv, konnte eine MRD-
Wert in Héhe von 2,16 x 10 (MRD high) nachgewiesen werden, welche am
Tag 586 auf einen Wert von 1,41 x 10 angestiegen war. Auch hier standen
leider zwischen diesen beiden Tagen keine weiteren Peripherblutproben zur
Verfugung, anhand deren die Dynamik der MRD eventuell deutlicher beurteilbar

ware.

Patienten mit einem diskontinuierlichen Anstieg der MRD-Werte im Peripherblut

vor Diagnose des Rezidives:
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Abbildung 44: Patient UPN 2478
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UPN 2298: T-ALL; Rezidiv
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Abbildung 45: Patient UPN 2298

Aus den beiden Abbildungen 44 und 45 und wird deutlich, dass die MRD-
Verlaufe im Peripherblut nicht immer einen stetigen Anstieg der Werte auf-
weisen. Jedoch sind bei beiden Patienten MRD-Werte in einem Bereich > 1 x
10 vor Diagnose des Rezidives im Peripherblut nachweisbar, so dass beide

der MRD high Gruppe zugeordnet werden konnten.

Bei Patient UPN 2478 war am Tag 92, 50 Tage vor Rezidivdiagnose, zum
ersten Mal eine MRD-Last detektierbar in Hohe von 4,09 x 10™*. Dieser Wert fiel
dann in der nachsten Probe, etwas (iber eine Woche spater, ab auf 2,01 x 10,
Danach erfolgte wieder ein Anstieg auf 4,29 x 10 an Tag 107, worauf der Wert
in der letzten gemessenen Probe vor dem Rezidiv wieder auf 4,29 x 10° an Tag
112 abfiel. Patient UPN 2298 zeigte anfangs einen vergleichbaren Verlauf,
wobei die ersten MRD-Werte im Peripherblut auf einem niedrigeren Level
liegen. Nach einem initialen Anstieg der Werte von < 1 x 10 an Tag 138 nach
allo-SZT auf 1,80 x 10 an Tag 143 fiel der Wert wieder auf das Anfangsniveau
ab. Danach waren bis zum Tag 265 Werte in einem Bereich zwischen 2,78 x
10° und 1 x 10 detektierbar. Ab Tag 296 stiegen die Werte dann kontinuierlich
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an von 1,29 x 10 am Tag 296 auf 5,41 x 10° am Tag 375, bevor der Patient
am Tag 419 ein Rezidiv erlitt.

Patient mit diskontinuierlichem Anstieg und Vorkommen eingestreuter negativer

MRD-Werte im Peripherblut vor Diagnose des Rezidives:
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Abbildung 46: Patient UPN 2560

Die Dynamik der MRD-Last im Verlauf vor Diagnose des Rezidives zeigt bei
dem oben dargestellten Patienten, dass es auch zur Messung negativer MRD-
Befunde nach Messung positiver Befunde kommen kann, bevor das Rezidiv
auftritt. Es war aber méglich eine MRD-Last > 1 x 10 vor Diagnose des
Rezidives im Peripherblut zu detektieren, so dass er zur Gruppe MRD high
zahlt.

Patient UPN 2560 wurde am Tag 146 MRD high gemessen (2,21 x 107).
Danach konnte in den nachsten 3 Folgeproben an den Tagen 152, 159 und 166
nach allo-SZT keine MRD-Last mehr detektiert werden. Ab Tag 173 waren dann
mehrere Werte in einem Bereich von 5 x 10 bis 9,80 x 10 am Tag 208

nachweisbar vor Rezidivdiagnose am Tag 214.
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Patienten mit frihem positivem MRD-Wert im Peripherblut und nachfolgendem
negativen MRD-Befund vor erneutem Anstieg der MRD-Werte vor Diagnose

des Rezidives.
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Abbildung 47: Patient UPN 1793
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Abbildung 48: Patient UPN 1820
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UPN 2613: c-ALL; Rezidiv
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Abbildung 49: Patient UPN 2613

Bei den oben dargestellten drei Patienten konnte kurz nach allo-SZT eine hohe
initiale MRD-Last mit Werten deutlich > 1 x 10* ( UPN 1793: 2,77 x 10 am Tag
28; UPN 1820: 4,36'3 x 10 am Tag 12; UPN 2613: 4,11 x 10 am Tag 14)
detektiert werden.Danach kam es zur Messung negativer MRD-Befunde vor er-
neutem Anstieg der Werte vor Diagnose des Rezidives. Bei den Patienten UPN
1793 und UPN 1820 erfolgt der Anstieg nach einer langeren Phase in der keine
MRD-Last detektierbar war. Bei Patient UPN 1793 ist am Tag 118 zum ersten
Mal eine MRD-Last in Hohe von 7,38 x 10 nachweisbar, die bis zum Tag 182
an welchem das Rezidiv auftrat kontinuierlich bis auf einen Wert von 1,61 x 10™
am Tag 179 anstieg. Bei Patient UPN 1820 erfolgt der Anstieg der Werte von
Tag 309 an auf einem niedrigeren MRD-Level mit einem Wert von 1 x 107 bis

zum Auftreten des Rezidives am Tag 386.

Bei Patient UPN 2613 spielt sich der Verlauf in einem kirzeren Zeitintervall
nach allo-SZT ab. Nach den ersten beiden MRD high gemessenen Peripher-
blutproben zeigt die Probe am Tag 35 (sowohl im Blut als auch im Knochen-

mark) keine nachweisbare MRD-Last. Die nachste verfugbare Peripherblut-
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probe am Tag 55, 5 Tage vor der Rezidivdiagnose, weist dann aber schon

einen Wert von 3,832 x 10 auf.

Sehr wichtig bei allen 3 Patienten ist die Beobachtung, dass in der Vorprobe,
kurz vor der allo-SZT, eine hohe MRD-Last vorlag. Bei Patient UPN 1793 war
eine MRD-Last von 1,02 x 1072 (Tag 8 vor allo-SZT), bei Patient UPN 2613 von
1,412 x 10 (Tag 21 vor allo-SZT) und bei Patient 1820 sogar von 1,50 x 10™
(Tag 13 vor allo-SZT) detektierbar.

Patienten mit abnehmenden MRD-Werten im Peripherblut vor Diagnose des

Rezidives.
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Abbildung 50: Patient UPN 2105
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Abbildung 51: Patient UPN 2119

Bei den oben dargestellten Verlaufen der beiden Patienten kommt es nach
Messung einer MRD-Last im Peripherblut zu einem Abfall der MRD-Werte ohne
erneuten Anstieg vor Auftreten des Rezidives. Sowohl bei Patient UPN 2105,
als auch bei Patient UPN 2119 konnten im Verlauf MRD-Werte > 1 x 10

detektiert werden, d.h. sie konnten der MRD high Gruppe zugeordnet werden.

Im Verlauf bei Patient UPN 2105 war es moglich, nachdem in den ersten beiden
Proben keine MRD-Last nachgewiesen werden konnte, am Tag 21 einen Wert
von 2,67 x 10 zu messen, der dann aber 7 Tage spéter abfiel auf einen Wert <
1 x 10”°. Im weiteren Verlauf blieb der Patient MRD negativ bis zur Diagnose

des Rezidives am Tag 182 nach der Transplantation.

Bei Patient UPN 2119 kam es nach einmaligem negativen MRD-Befund am Tag
27 zu einem Anstieg der Werte zwischen Tag 189 (9,82 x 10”°) und Tag 231 mit
einem maximalen MRD-Wert von 9,04 x 10™. In den folgenden Peri-
pherblutproben fiel der Wert wieder ab, so dass an den Tagen 300 und 344
keine MRD-Last mehr detektierbar war. In den folgenden 77 Tagen bis zum

Auftreten des Rezidives am Tag 421 stand keine Probe zur Detektion der MRD
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Last zur Verfigung. Bei diesem Patienten wurde am Tag 40 das CSA

abgesetzt.

5.7.2.2 Individuelle Verlaufe der MRD im Peripherblut bei Patienten mit

positiven MRD-Befunden ohne Auftreten eines Rezidives

Bei insgesamt 12 Patienten des gesamten Kollektivs konnten positive MRD-
Befunde detektiert werden, ohne dass es zum Auftreten eines Rezidives kam.
Davon stammten 8 Patienten aus der Gruppe MRD low und 4 Patienten aus der
Gruppe MRD high. Tabelle 10 gibt einen Uberblick tiber die wichtigsten Daten
dieser Patienten. In den nachfolgenden Abbildungen werden dann die
individuellen Verlaufe dargestellt, wobei zusatzlich zu den MRD-Werten im
Peripherblut der Chimarismusstatus der Patienten im Untersuchungszeitraum

beobachtet wurde.

Tabelle 10: Ubersicht Patienten mit positiven MRD-Befunden ohne Auftreten eines Rezidives

Erlduterung: CC = kompletter Chimarismus; CR = komplette Remission; DecreasMC (decreasing
mixed chimerism) = abnehmender gemischter Chimarismus; IncreasMC (increasing mixed
chimerism) = zunehmender gemischter Chimarismus; IT = Inmuntherapie; LowlevMC (Low-level
mixed chimerism) = konstanter gemischter Chimarismus auf niedrigem Niveau

Chimarismus Immuntherapie Verlauf
MRD Wert bei klinischer

Status IT letzter MRD-Wert  Verlauf

1718 low cC nein - 0,00E+00 CR
1737 low IncreasMC ja 1,00E-05 0,00E+00 CR
1753 low CC nein - <1,00E-5 CR
1889 low CcC nein - 0,00E+00

2059 low IncreasMC ja 1,00E-05 0,00E+00 CR
2060 low LowlevMC nein - 0,00E+00 CR
2276 low DecreasMC nein - 0,00E+00 CR
2488 low DecreasMC nein - 0,00E+00 CR
1615 high CcC nein - 0,00E+00 CR
1891 high DecreaMC nein - 0,00E+00 TRM
1926 high LowlevMC nein - 0,00E+00 TRM
2366 high LowlevMC nein - 1,00E-04 CR
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Patienten mit initial positiver MRD-Last im Peripherblut ohne Auftreten eines

Rezidives:
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Abbildung 52: Patient UPN 1891
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UPN 2276: pre-B-ALL; CR
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Abbildung 54: Patient UPN 2276

Bei Patient UPN 1891 kam es trotz der Detektion einer MRD-Last von 1,16 x
10 am Tag 13 nach der allo-SZT nicht zum Auftreten eines Rezidives. Dabei
ist zu beachten, dass in der Vorprobe 5 Tage vor der Transplantation eine
MRD-Last von 3,52 x 10 nachgewiesen werde konnte. Im weiteren Verlauf
wurde der Patient immer MRD negativ gemessen und verstarb dann aber an
Tag 352 an der TRM, nachdem an den Tagen 114 und 115 nach der allo-SZT
eine Retransplantation wegen einer KM Aplasie notig war. Betrachtet man den
Verlauf des Chimarismus im Peripherblut so zeigt sich ab Tag 20 ein zu-
nehmender gemischter Chimarismus von 1-5% bis zum Tag 42, dieser fallt
dann aber bis zum Tag 62 wieder ab. In den folgenden Proben betrug der

Spenderanteil dann wieder 100%.

Bei Patient UPN 1926 waren von Beginn der Messung nach der allo-SZT an am
Tag 6 abnehmende MRD-Werte detektierbar, bis schliel3dlich am Tag 34 keine

MRD-Last mehr nachweisbar war. Am Tag 20 bestand ein gemischter
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Chimarismus in Hohe von 1%, sonst betrug der Spenderanteil immer 100%. Am

Tag 49 nach der Transplantation verstarb der Patient an der TRM.

Im Verlauf der Messung der MRD bei Patient UPN 2276 konnte in den ersten 3
untersuchten Proben eine MRD-Last von jeweils 1 x 10 nachgewiesen werden
(MRD low), bevor im weiteren Verlauf keine MRD-Last mehr detektiert werden
konnte. Auch der Chimarismusstatus zeigte an Tag 7 einen abnehmenden
Spenderanteil von 90%, bevor es in den nachfolgenden Proben wieder zur
Entwicklung eines kompletten Chimarismus mit einem Spenderanteil von 100%

kommit.

Patienten mit zunehmenden MRD-Werten ohne Auftreten eines Rezidives:
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Abbildung 55: Patient UPN 1615
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Abbildung 56: Patient UPN 1737
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Abbildung 57: Patient UPN 2488
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Bei den drei oben dargestellten MRD-Verlaufen im Peripherblut der Patienten
UPN 1615, UPN 1737 und UPN 2488 kam es im Verlauf zu einem einmaligen
Anstieg der MRD-Werte mit nachfolgendem Abfall der MRD-Last bis keine
MRD-Last mehr detektierbar war. Alle Patienten blieben in kompletter Remis-
sion. Betrachtet man die Hohe der gemessenen Werte, so zeigt Patient UPN
1615 eine maximale MRD-Last von 1,14 x 10™* am Tag 372, nachdem am Tag
232 ein Wert von 7,74 x 107 detektiert wurde. Der Patient fallt somit in die
Gruppe der MRD high Patienten (MRD-Last im Peripherblut > 1 x 10™). Der
Chimarismusstatus des Patienten zeigte innerhalb des gesamten Unter-

suchungszeitraumes einen Spenderanteil von 100%.

Im Gegensatz dazu weisen die Patienten UPN 1737 und UPN 2488 nur Werte

<1 x 10™* auf und wurden der MRD low Gruppe zugeordnet.

Bei Patient UPN 1737 wurde an Tag 99 und in der nachfolgend gemessenen
Probe an Tag 196 jeweils eine MRD-Last von 1 x 10 detektiert. An Tag 84
wurde ein zunehmender Chimarismus von 0-1% festgestellt, der an Tag 99 auf
5-10% angestiegen war. Deshalb wurde an Tag 93 das CSA abgesetzt. Im
weiteren Verlauf wurde der Patient immer MRD negativ gemessen und zeigte

durchgehend einen Spenderanteil von 100%.

Bei Patient UPN 2488 wurde in 2 Proben an Tag 31 und Tag 38 eine MRD-Last
von 1,90 x 10”° bzw. 4,98 x 10 nachgewiesen. In der letzten zur Verfiigung
stehenden Probe an Tag 50 konnte keine MRD-Last mehr detektiert werden.
Betrachtet man den Verlauf des Chimarismus, so hatte der Patient an Tag 14
einen gemischten Chimarismus von 20-30%. Im weiteren Verlauf bis zum Tag
38 entwickelte der Patient dann einen kompletten Chimarismus mit einem

Spenderanteil von 100%.

Patienten mit diskontinuierlichem Verlauf der MRD-Werte im Peripherblut ohne

Auftreten eines Rezidives:
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Abbildung 58: Patient UPN 1718
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Abbildung 60: Patient UPN 2366

UPN1753: T-ALL; CR

100- I i i i i—
80-
60-
-
20-

% Donor

0,14
0,01 1
1E-3+
1E-4 -
1E-64

<1E-5 | 00 00 * 4
o] 46 466 & e— e

\\

—— MRD

MRD-PB

I I I T I I T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Tage nach allo-SZT

—B— Chimarismus
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Bei den oben dargestellten 6 Beispielen fir die Dynamik der MRD-Verlaufe im
Peripherblut konnten bei allen Patienten mehrmals positive MRD-Werte im
Untersuchungszeitraum nachgewiesen werden. Jedoch befinden sich die
gemessen Werte bei 5 Patienten in einem Bereich < 1 x 10™. Dies bedeutet,
dass diese 5 Patienten zur Gruppe MRD low gehdren. Bei Patient UPN 2366
war ein gemessener Wert in einem Bereich > 1 x 10, weswegen er zur Gruppe
MRD high gehort. Bis zum Zeitpunkt der Untersuchung blieben alle Patienten in

kompletter Remission.

Im Verlauf der Untersuchung der MRD kam es bei Patient UPN 1718 zweimal
zum Anstieg der MRD-Werte in den ersten 600 Tagen nach stattgefundener
allo-SZT, wobei ein maximaler Wert von 4,22 x 10™ an Tag 442 nachweisbar
war. Im weiteren Verlauf blieb der Patient MRD negativ. Wahrend des
gesamten Untersuchungszeitraumes konnte ein kompletter Chimarismus

nachgewiesen werden.

Bei Patient UPN 1889 konnten zweimal innerhalb der ersten 400 Tage nach
Transplantation Werte im Bereich von 1 x 10 detektiert werden. Auch hier
bestand wahrend des Untersuchungszeitraumes durchgehend ein kompletter

Chimarismus in den Peripherblutproben.

Im Verlauf der Untersuchung konnten bei Patient UPN 2366 an 2 Tagen
positive MRD-Werte detektiert werden. An Tag 155 wurde eine MRD-Last von
1,45 x 10 und an Tag 420 von 1 x 10 gemessen. Der Chimarismustatus des
Patienten zeigt nur an Tag 20 einen gemischten Chimarismus von 0-1%,

ansonsten konnte immer ein kompletter Chimarismus nachgewiesen werden.

Patient UPN 1753 zeigt in seiner MRD-Dynamik im Peripherblut mehrmals
Werte in einem Bereich von < 1 x 10”°, d.h. Werte die MRD positiv, aber nicht
quantifizierbar, sind in einem Beobachtungszeitraum von 735 Tagen und auch
er verblieb in kompletter Remission. Die Chimarismusuntersuchung im
Peripherblut ergab Uber den ganzen Untersuchungszeitraum hinweg einen

Spenderanteil von 100%.

Auch bei Patient UPN 2059 kdnnen im gesamten Untersuchungszeitraum

wiederholt MRD-Werte von < 1 x 10”° beobachtet werden, wobei einmal am Tag
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499 nach Transplantation ein Wert von 1 x 10 detektierbar war. Bis dahin zeigt
der Patient einen Spenderanteil von 100%. An Tag 499 ist dann ein gemischter
Chimarismus von 1-5% nachweisbar. Daraufhin bekam der Patient eine
Immuntherapie in Form eine DLI. Danach sank auch die MRD-Last wieder ab
und der Spenderanteil stieg wieder auf 99% an. Im weitern Verlauf wurde der
Patient MRD negativ gemessen. Der Chimarismusverlauf im Gegensatz zeigt
allerdings einen gemischten Chimarismus mit einem maximalen Wert von 40-
60%.

Bei Patient UPN 2060 war initial eine MRD-Last von 1,86 x 10° am Tag 14
nach allo-SZT detektierbar. Zu diesem Zeitpunkt bestand auch ein gemischter
Chimarismus von 0-1%. An den Tagen 24 bis 35 war keine MRD-Last mehr
nachweisbar. Der Patient entwickelte nachfolgend dann bis zum Tag 35 einen
kompletten Chimarismus. Hinzuzufligen ist, dass der Patient in der Probe 17
Tage vor Transplantation einen MRD-Wert von 3,00 x 10 aufwies. Am Tag 42
konnte noch mal eine MRD-Last von 1 x 10 detektiert werden. Ein gemischter
Chimarismus liefl3 sich wieder an Tag 59 (0-1%) und an Tag 77 (1-5%)
nachweisen. Im gesamten weiteren Untersuchungszeitraum konnten mehrmals
zwischen negativen MRD-Befunden MRD-Werte < 1 x 10 nachgewiesen
werden, wahrend sich bei Betrachtung des Chimarismusstatus immer ein

Spenderanteil von 100% nachweisen liel3.

5.8 Vergleich der gemessenen MRD-Befunde im Peripherblut

mit den MRD-Befunden im Knochenmark

5.8.1 Vergleich der Hohe und des Vorkommens der MRD-Last

zwischen Peripherblut und Knochenmark

Insgesamt konnten 289 korrspondierende Peripherblut-und Knochenmark-
probenpaare hinsichtlich des Vorkommens und der Hohe der MRD-Last unter-
sucht werden. In der Uberzahl der korrespondierenden Paare wurden die

Proben am gleichen Tag enthommen. War dies nicht der Fall wurde eine
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Differenz der Probenentnahmetage von héchstens 7 Tagen in Kauf genommen.

Der Median der Tage Differenz war 0 Tage.

Bei 138 Knochenmarkproben (47,8%) und bei 71 Peripherblutproben (24,6%)
der untersuchten 289 Probenpaare konnte eine MRD-Last nachgewiesen
werden. Die gemessenen MRD-Werte lagen bei den Knochenmarkproben in
einem Bereich zwischen < 1 x 10° und 6,50 x 10°. Der Median der Werte, die
innerhalb des quantifizierbaren Bereiches gemessen wurde, lag bei 1,10 x 10~.
Die MRD-Werte der Peripherblutproben lagen in einem Bereich zwischen < 1 x
107 und 1,02 x 10°. Der Median der quantifizierbaren Werte betrug 3,15 x 10™.
Von den 289 Probenpaaren waren 65 Paare sowohl im Peripherblut als auch im
Knochenmark positiv. Bei 73 Probenpaaren konnte im Knochenmark eine MRD-
Last detektiert werden, das Peripherblut wurde dagegen MRD negativ
gemessen. Der umgekehrte Fall trat nur bei 6 Probenpaaren auf. In den
verbleibenden 145 Probenpaaren war im Peripherblut sowie im Knochenmark
keine MRD-Last detektierbar. Abbildung 64 zeigt die Verteilung der MRD im

Peripherblut und Knochenmark bei allen untersuchten Patienten.
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Abbildung 64: Darstellung der Verteilung der MRD-Werte aller Patienten im Knochenmark
und im Peripherblut
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In einigen Studien wurde beschrieben, dass sich die Verteilung der MRD-Werte
zwischen den Patienten mit einer T-ALL und den Patienten mit einer Vorlaufer
B-ALL unterscheiden. Nachfolgend soll nun die Verteilung der MRD zwischen
Peripherblut und Knochenmark bei Patienten mit T-ALL und einer Vorlaufer-B-

ALL getrennt betrachtet werden.

Vergleich der HOhe und des Vorkommens der MRD-Last zwischen Peripherblut

und Knochenmark bei Patienten mit einer T-ALL.

Bei den Patienten mit der Diagnose T-ALL konnten 65 korrespondierende
Probenpaare untersucht werden. Insgesamt war in 15 Peripherblutproben
(23,1%) und in 18 Knochenmarkproben (24,6%) eine MRD-Last detektierbar.

In 13 Probenpaaren war sowohl im Peripherblut als auch im Knochenmark eine
MRD-Last nachweisbar. Von den restlichen 52 Probenpaaren war in 45 keine
MRD-Last sowohl im Peripherblut als auch im Knochenmark nachweisbar. In
zwei Probenpaaren war das Peripherblut MRD positiv und das Knochenmark
MRD negativ. In finf Probenpaaren war es umgekehrt. Bei diesen 5 Proben-
paaren handelte es sich um Proben eines einzigen Patienten (UPN 1889). Trotz
gemessener hoher positiver MRD-Befunde im Knochenmark blieb der Patient in

kompletter Remission.

Abbildung 65 zeigt die Verteilung der MRD im Peripherblut und Knochenmark

bei Patienten mit einer T-ALL.
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Abbildung 65: Darstellung der Verteilung der MRD im Knochenmark und im Peripherblut bei
Patienten mit einer T-ALL

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass sich die gemessene MRD-Last
bezuglich der Hohe der Werte zwischen Peripherblut und Knochenmark nicht

grold unterscheidet.

Nach der Korrelationsanalyse ergab sich flr den Korrelationskoeffizienten r
nach Pearson ein Wert von 0,85 (95% Konfidenzintervall: 0,76 bis 0,90) und fur
das Bestimmtheitsmal} ein Wert von 0,71 (p<0,0001). Zusatzlich wurde noch
eine Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die Steigung der Regressionsgeraden
betrug 0,96 (95% Konfidenzintervall 0,81 bis 1,11). Der Wert fir P war <
0,0001.

Nur in drei Proben waren die gemessenen Werte im Knochenmark mehr als
eine Logarithmusstufe héher. Bei einem Probenpaar war der MRD-Wert im
Peripherblut sogar mehr als eine Logarithmusstufe hoher als der entsprechende

Wert im Knochenmark.
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Vergleich der Hohe und des Vorkommens der MRD-Last zwischen Peripherblut

und Knochenmark bei Patienten mit einer Vorlaufer B-ALL

Bei den Patienten mit einer Vorlaufer B-ALL zeigte sich eine im Gegensatz zu
den Patienten mit einer T-ALL deutlich andere Verteilung der MRD-Werte. Das
Vorkommen der MRD uberwiegt eindeutig im Knochenmark. Von den 224
Probenpaaren waren 120 der Knochenmarkproben MRD positiv (53,6%), hin-
gegen konnte nur in 56 Peripherblutproben (25,0%) eine MRD-Last detektiert

werden.

In 52 korrrespondierenden Probenpaaren, war sowohl das Peripherblut als
auch das Knochenmark MRD positiv. In 7 Probenpaaren war entweder der
MRD-Wert im Peripherblut (n = 5) oder im Knochenmark (n = 2) positiv, aber
aulRerhalb des quantifizierbaren Bereiches. Abbildung 66 zeigt die Verteilung
der MRD im Peripherblut und im Knochenmark bei Patienten mit einer
Vorlaufer-B-ALL.

Vorlaufer-B-ALL
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Abbildung 66: Darstellung der Verteilung der MRD im Knochenmark und im Peripherblut bei
Patienten mit einer Vorlaufer B-ALL
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Aus der Abbildung wird deutlich, dass bei der uberwiegenden Zahl der Proben
der MRD-Wert im Peripherblut eindeutig niedriger ist als der entsprechende

Wert im Knochenmark.

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson betrug hier 0,72 (95% Konfidenz-
intervall: 0,64 bis 0,77). Das Bestimmtheitsmal® nahm einen Wert von 0,51 an.
Die Regressionsanalyse ergab eine Steigung von 0,92 flr die Regressions-
gerade (95% Konfidenzintervall: 0,80 bis 1,04). Der p-Wert war < 0,0001.

Bei 38 Probenpaaren (84,4%) lag der MRD-Wert im Knochenmark Uber dem
Wert im Peripherblut. In 15 dieser 38 Probenpaare war der Wert im Knochen-
mark mindestens 1 Logarithmusstufe hdher, wobei in einem Probenpaar eine
maximale Wertedifferenz von mehr als 3 Logarithmusstufen gemessen werden
konnte. Lediglich in 7 Probenpaaren (15,6%) lag der MRD-Wert im Peripherblut
uber dem MRD-Wert im Knochenmark, wobei in 2 Probenpaaren der Wert 1 bis

2 Logarithmusstufen héher war.

In den restlichen 172 der 224 Probenpaare war in 100 Probenpaare sowohl im
Peripherblut als auch im Knochenmark keine MRD-Last detektierbar. Bei 68
Paaren war ein positiver MRD-Wert im Knochenmark nachweisbar, aber das
Peripherblut wurde MRD negativ gemessen. Der umgekehrte Fall trat nur bei 4

Probenpaaren auf.

5.8.2 Vergleich des Zeitpunktes des Nachweises der MRD im

Peripherblut und im Knochenmark bei Patienten mit Rezidiv

Die Peripherblutproben und Knochenmarkproben zur Untersuchung der MRD
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach der allo-SZT entnommen. Da die
zur Probengewinnung des Knochenmarkes notwendige Punktion nicht in belie-
bigen Abstanden durchgeflhrt werden kann, standen meist an den Tagen 30,
60 , 100 und nachfolgend in grofReren Intervallen MRD-Befunde zur Verfugung.
Hierin liegt der Vorteil der Messung der MRD im Peripherblut, bei welcher in
kurzen Abstanden die Proben gewonnen werden kdnnen. Es soll nun betrachtet
werden inwiefern sich dies als Vorteil flr die sensitive und frihzeitige Ent-

wicklung eines Rezidives erweist.
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Bei den 25 Patienten, welche im weiteren Verlauf nach der allo-SZT ein Rezidiv
entwickelten, waren bei einem Patienten keine Knochenmarkbefunde erhoben
worden. Bei einem Patienten (UPN 2043) war es weder im Peripherblut noch im
Knochenmark moglich gewesen, vor Ausbruch des Rezidives eine positive
MRD-Last in den untersuchten Proben nachzuweisen. In drei Fallen wurde zum
gleichen Zeitpunkt in der Peripherblutprobe und der korrespondierenden
Knochenmarkprobe erstmals ein positiver MRD-Befund detektiert. Ein Vorteil
durch die Messung der MRD im Peripherblut ergab sich bei 9 Patienten. Bei
diesen Patienten war die Peripherblutprobe vor der Knochenmarkprobe MRD
positiv. Die Zeitraume, die zwischen der ersten positiven Peripherblutprobe und
der Knochenmarkprobe liegen, reichten von einem Minimum von 3 Tagen bis
zu einem Maximum von 57 Tagen, mit einem Median von 14 Tagen. Vor allem
bei 3 Patienten, welche ein frihes Rezidiv erlitten haben, war es mdglich schon
in den frihen Peripherblutproben einen positiven MRD-Befund zu messen,
bevor dann in der ersten Probe um den Tag 30 im Knochenmark eine positive
MRD-Last nachweisbar war. Bei 6 Patienten war die Knochenmarkprobe vor
der Peripherblutprobe MRD positiv. Bei 2 dieser Patienten waren die ersten
Peripherblutproben MRD positiv worauf nachfolgende Proben MRD negativ
gemessen wurden, bevor es dann zu einem Anstieg der MRD-Last bis zum

Auftreten des Rezidives kam.

Bei den restlichen 5 Patienten sind der Verlauf und damit der Vergleich
zwischen den Peripherblutproben und den Knochenmarkproben nicht einfach
beurteilbar. Bei einem Patienten zeigten sich im Knochenmark immer positive,
nicht quantifizierbare Werte, wohingegen sich im Peripherblut nach Messung
von negativen MRD-Befunden, dann ein Anstieg der MRD-Last vor Ausbruch
des Rezidives nachweisen liel3. In einem weiteren Fall war lediglich einmal ein
positiver, nicht quantifizierbarere Knochenmarkbefund erhoben worden, bevor
sich dann etwas spater in den Peripherblutproben ein Anstieg der MRD-Werte
detektieren liel3. Des Weiteren zeigte sich bei einem Patienten eine
abnehmende MRD-Last im Peripherblut und im Knochenmark positive, nicht
quantifizierbare Werte vor Diagnose des Rezidives. Der fast umgekehrte Fall

zeigte sich bei einem Patienten, bei welchem die MRD-Werte im Knochenmark
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rucklaufig waren und sogar negativ wurden und die Peripherblutproben spater
einen Anstieg der MRD-Last zeigten. Bei einem Patienten mit frihem Rezidiv
am Tag 60 lie3en sich in den Proben an Tag 14 und 30 im Peripherblut positive
MRD-Werte detektieren, die Knochenmarkprobe am Tag 31 war dagegen MRD
negativ, wie auch die nachfolgende Peripherblutprobe an Tag 35. In der
nachsten zur Verfligung stehenden Probe am Tag 55, welche aus dem Peri-

pherblut stammte, war dann eine hohe MRD-Last messbar gewesen.
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6. Diskussion

6.1 Methode

Durch die Entwicklung neuer sensitiver Methoden in den letzen Jahren, wurde
es mdglich, die unter der lichtmikroskopischen Nachweisgrenze liegende
Tumorlast, die sich noch im Koérper des Patienten befindet, die sogenannte
minimale Resterkrankung (MRD), zu quantifizieren. Zu den drei klinisch
bedeutendsten Methoden gehort, neben der flowzytometrischen Immunophano-
typisierung und der PCR-Analyse chromosomaler Anomalien, die PCR-Analyse
klonspezifischer DNA-Rearrangements der Immunglobulin (Ig)- und T-
Zellrezeptor (TCR) Gene. Diese Methode beruht auf der Entdeckung, dass es
im Laufe der Differenzierung der B- und T-Vorlauferzellen zu einem
Rerarrangement der Ig und TCR Gene kommt, wobei durch Deletionen und
Insertionen von Nukleotiden sogenannt junctional regions entstehen, die in
jedem Lymphozyten einzigartig sind und sogenannte fingerprint-like Sequenzen
darstellen. Der Rearrangementprozess lauft auch in Leukamieblasten ab, die
aus einem einzigen Zellklon entstehen. Somit besitzen alle Leukamieblasten
eines Patienten dasselbe einzigartige Gen-Rearrangement, so dass man von
einem ,Leukamiefingerprint“ sprechen kann. Ist die genaue Basenabfolge
dieser Sequenzen bekannt, so kdnnen diese als Target fir das Monitoring der
MRD dienen. Zur Identifizierung der Rearrangements in den Diagnoseproben
der Patienten wurden Primersysteme gemal’ den Protokollen der BIOMED-1
und 2 Concerted Action®”"** verwendet. Mit Hilfe dieser limitierten Primerkombi-
nationen (die verwendete Kollektion bestand aus 25 Primerkombinationen: 6
IgH, finf Ig K, sieben yTCR, sechs 8TCR und ein TAL-1 Primerpaar) ist es
mdglich, fur fast alle Patienten ein oder mehrere Rearrangements in der

Screening-PCR zu identifizieren.

Ein Nachteil der PCR-Analyse von Ig und TCR Genen ist das Risiko von falsch
positiven Ergebnissen aufgrund der Tatsache, dass nicht nur klonale

Rearrangements der Ig und TCR Gene in der Screening-PCR amplifiziert
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werden, sondern auch ahnliche Rearrangements normaler polyklonaler Zellen.
136138 Um dieses Background-Problem zu I6sen, wurde nach der Screening-
PCR eine Hetereoduplexanalyse durchgefiihrt.””> Mit der Heteroduplexanaylse
ist es moglich, PCR-Produkten monoklonaler und polyklonaler Lymphozyten zu
unterscheiden. Des Weiteren kdnnen die Ig und TCR Rearrangements zur
Bildung von Subklonen neigen. Besteht dieses Problem der Oligoklonalitat
schon bei Diagnosestellung, ist es schwierig zu entschieden, welcher Klon fur
ein eventuelles Rezidiv verantwortlich sein wird und somit Uberwacht werden
soll.16:1737:87.138 Aych sekundére Rearrangements und sogenannte continuing
Rearrangements, welche zwischen Diagnosestellung und Rezidiv auftreten
konnen, fuhren zu einem Verlust des MRD-Targets und somit zu falsch
negativen Ergebnissen.*'?213® Das Vorkommen der Oligoklonalitit und der
klonalen Evolution nach Diagnose betrifft nicht alle Rearrangements in gleichem
Male. So gelten z.B TCRG Rearrangements und Rearrangements des Ig
kappa Lokus als end-stage Rearangments, die im Krankheitsverlauf stabil
bleiben.'®'?° Bei der Auswahl der MRD-Targets wurden diese Faktoren
beriicksichtigt. Zudem besteht die Ubereinkunft in den meisten MRD-Studien
mindestens zwei MRD-Targets pro Patient zu Uberwachen, um die Anzahl der

falsch negativen Ergebnisse weiter zu reduzieren.

Nach der Sequenzierung und der Generierung von patientenspezifischen Oligo-
nukleotiden (ASO’s), erfolgte die Uberwachung der MRD im Peripherblut der
Patienten nach allo-SZT mit Hilfe der Real-time PCR, einer relativ neuen PCR-
Methode, die eine exakte quantitative Messung der PCR-Produkte wahrend des
Amplifizierungsprozesses ermdglicht. Somit fallt das zeitaufwendige Nachbe-
arbeiten der PCR-Produkte, wie es bei der Ublichen semiquantitativen PCR-
Analyse nétig war, weg und die Daten stehen sofort zur Verfligung. Zudem ver-
ringert sich auch die Gefahr der Kontamination der PCR-Produkte, da es sich
bei der Real-time PCR um ein geschlossenes System handelt. Es gibt viele
PCR-Instrumente und verschiedene Prinzipen und Ansatze kdnnen angewandt

werden.

In unserem Labor wurde die Real-time PCR mit der TagMan-Technologie

etabliert, welche international anerkannt ist und somit einen Vergleich der
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Ergebnisse und eine Qualitatskontrolle mit anderen Laboratorien erméglicht.
Fir jeden Patienten wurden allelspezifische Oligonukleotide (ASO’s) generiert,
die sich in der junctional region befinden und diese kombiniert mit einer TagMan
Sonde und einem Reverse Primer, welche an Germlinesequenzen binden. Zur
Korrektur der Quantitat und Qualitat wurde das Albumingen als aktive Referenz
eingesetzt. Die Bestimmung der Sensitivitat und die Auswertung der Daten
erfolgte anhand der Richtlinien der European Study Group on Detection in ALL
(ESG-MRD-ALL)."® GemaR diesen Richtlinien sollten pro Patient wenn méglich
zwei MRD-Targets zur Verfugung stehen, die eine Sensitivitat von mindestens 1
x 107, besser von 1 x 10 oder 1 x 10™° aufweisen. Vor jeder Messung der
Folgeproben erfolgte eine Sensitivitatstestung der Primer. Bei der
Untersuchung der 90 Patienten war es mdglich 60 Patienten mit zwei Ig/TCR-
Targets mit einer ausreichenden Sensitivitat zu Uberwachen. Die restlichen 30
Patienten wurden mit einem MRD-Target gemessen. Betrachtet man die
Sensitivitat so konnte bei 89 Patienten (96,7%) ein Monitoring der MRD mit
einer ausreichenden Sensitivitit von mindestens 1 x 10 durchgefiihrt werden
und somit war eine zuverlassige Auswertung maoglich. Bei der Grol3zahl der
Patienten konnte sogar eine Sensitivitat von 1 x 10 erzielt werden, was

bedeutet, dass eine 1 Blastenzelle in 100 000 Zellen detektiert werden konnte.

6.2 Allgemeine Bedeutung der MRD bei Kindern mit ALL

Die Bedeutung der Messung der MRD bei Kindern mit ALL fir den weiteren
Krankheitsverlauf wurde bereits in mehreren retrospektiven und prospektiven
Studien untersucht und als wichtiger prognostischer Faktor anerkannt.
28,33,65,93121.135.141 Djes gilt vor allem fiir die Messung der MRD zur Bewertung
des Ansprechens auf die Ersttherapie, welche eine Einteilung der Patienten in
high-risk an low-risk Patienten ermdglicht und somit eine Intensivierung oder
Reduzierung der Therapie erlaubt.?328:33:4191.93128141.146 7,,dem haben mehrere
Studien gezeigt, dass zwischen der MRD-Last vor allogener
Stammzelltransplantation und dem Erfolg der Transplantation eine starke

11,50,51,65,

Korrelation besteht. 68135 |n Konsequenz dieser Ergebnisse wird die

MRD-Last vor allo-SZT im Rezidiv Studie Protokoll ALL-Rez-2004
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berucksichtigt und Hochrisikopatienten erhalten eine an die MRD-Last

adaptierte Therapie.

6.3 Bedeutung der MRD bei Kindern mit ALL nach allogener

Stammzelltransplantation

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob es mit Hilfe der Messung der
submikroskopisch messbaren MRD im peripheren Blut bei Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation méglich ist, Rezidivvoraussagen machen zu
konnen. Somit ware es maoglich eine Patientengruppe identifizieren zu kdnnen,
die ein hohes Rezidivrisiko aufweist. Diese Patientengruppe kdnnte dann recht-
zeitig einer praventiven adjuvanten Immuntherapie zugefuhrt werden, um ein
offenes hamatologisches Rezidiv zu verhindern. Um dies herauszufinden
wurden die Hohe und Dynamik der MRD-Werte im Blut beobachtet, um die
Bedeutung dieser Parameter fur das Auftreten eines Rezidives zu bestimmen.
Dabei sollte darauf geachtet werden, ob eine kritische MRD-Grenzkonzentration
oder eine MRD-Konzentrationszunahme pro Zeit existiert, die flr das Rezidiv
nach allo-SZT pradiktiv ist.

Uber die Bedeutung der MRD nach allogener Stamnmzelltransplantation sind
bis heute wenige Studien veréffentlicht worden.®*1%"13* |n der Studie von
Knechtli et al., 1998 bei 71 Kindern mit ALL konnte gezeigt werden, dass ein
positiver Nachweis einer MRD-Last nach Transplantation im allgemeinen eine
schlechtes prognostisches Zeichen ist.®* In der Studie von Uzunel et al., 2003 in
der 23 Kinder und 9 Erwachsene eingeschlossen wurden, konnte in einer
multivarianten Untersuchung gezeigt werden, dass nur die Detektion der MRD

nach allo-SZT signifikant mit dem Rezidivrisiko assoziiert war."**

6.4 Ergebnisse der Untersuchung der MRD im Peripherblut

Auch diese Untersuchung bestatigt die prognostische Bedeutung der MRD
nach allo-SZT fur das Auftreten des Rezidives. Von den untersuchten 90
Patienten erlitten 26 ein Rezidiv. Bei 96,0% dieser Patienten war es madglich

eine MRD-Last vor Diagnose des Rezidives im Peripherblut zu detektieren. Die
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90 Patienten des Kollektives wurden im Beobachtunsgzeitraum in drei MRD-
Gruppen anhand bestimmter festgelegter MRD-Werte eingeteilt. Betrachtet man
das Rezidivfreie Uberleben bei den 3 MRD-Gruppen, stellt sich ein statistisch

signifikanter Unterschied heraus.

6.4.1 Betrachtung der Patienten der MRD high Gruppe

Von den 29 Patienten der MRD high Gruppe, die eine MRD-Last > 1 x 10
aufwiesen, bekamen 26 der Patienten (89,7%) ein Rezidiv im weiteren Krank-
heitsverlauf. Die unglnstige Prognose wird noch deutlicher bei Betrachtung des
Rezidivfreien Uberlebens mit der Kaplan-Meier-Methode (RFS nach einem
Jahr: 31,0%; RFS nach 3 Jahren: 5,2%). Der zur Einteilung der Patienten in die
Gruppen MRD high und MRD low in dieser Untersuchung verwendeten Grenz-
wert von 1 x 10™ scheint als méglicher kritischer MRD-Grenzwert geeignet zu

sein, um die Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko zu identifizieren.

Bei Betrachtung der Dynamik und der Hohe der MRD im Peripherblut zeigen
sich individuelle Unterschiede. Bei 20 der 25 Rezidivpatienten (bei Patient UPN
1829 konnte der genaue Rezidivtag nicht ermittelt werden) war es mdglich
einen Anstieg der MRD-Last im Peripherblut bis zur Diagnose des Rezidives zu
beobachten. Bei 2 Patienten (UPN 2237 und UPN 2295) konnte nur in einer
Probe vor Diagnose des Rezidives eine MRD-Last nachgewiesen werden. Nach
dieser positiven gemessenen Probe standen in den folgenden 65 bzw. 35
Tagen bis zum Auftreten des Rezidives leider keine Proben mehr zur Ver-
flgung. Zudem bestand ein groRer Abstand zwischen der gemessenen
positiven Probe zur vorherigen Probe (146 bzw. 70 Tage). Aus diesen Grunden
kann die Dynamik der Werte dieser beiden Patienten nicht beurteilt werden.
Hierbei zeigt sich das Problem des zu wahlenden Intervalles zur Messung der
MRD. Beide Patienten erlitten zudem zu einem relativ spaten Zeitpunkt ein
Rezidiv (Tag 251 bzw. 492). Der Median des Auftretens des Rezidives lag bei

allen untersuchten Rezidivpatienten bei 182 Tagen.

Betrachtet man die Dynamik der Werte von den 20 Patienten zeigt sich, dass es

Patienten gibt, die schon von Beginn der Untersuchung der MRD im
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Peripherblut bis zur Rezidivdiagnose immer eine MRD-Last aufwiesen (UPN
2056, UPN 2116; UPN 2130 und UPN 2266). Bei diesen Patienten trat das
Rezidiv innerhalb kurzer Zeit nach der allo-SZT auf. Bei drei der Patienten

geschah dies innerhalb der ersten 65 Tage nach Transplantation.

Die GroRzahl der Patienten (n = 13) wies nach einer Phase, in der keine MRD-
Last detektierbar war einen Anstieg der MRD-Werte im Peripherblut auf. Bei 2
Patienten (UPN 2114 und UPN 2560) waren nach der Messung eines positiven
MRD-Befundes, negative MRD-Befunde detektierbar. Trotzdem wies dann aber

ein ansteigender Verlauf der MRD-Werte auf das kommende Rezidiv hin.

Auffallend war bei den Patienten UPN 1793, UPN 1820 und UPN 2610 das
Vorkommen einer hohen MRD-Last in einer frihen Probe nach allo-SZT mit
spaterer Messung negativer Proben. Alle drei Patienten erlitten dann im
weiteren Krankheitsverlauf ein Rezidiv, welches sich auch vorher in einem
Anstieg der MRD-Last ankindigte. Eine Erklarung fur das Vorkommen der
MRD-Last in den ersten Proben kdnnte darin liegen, dass bei allen drei
Patienten in der letzten Probe vor der Transplantation eine hohe MRD-Last
detektiert werden konnte. Diese konnte in den ersten Proben noch vorhanden

gewesen und somit detektiert worden sein.

Bei zwei Patienten UPN 2105 und UPN 2119 zeigte sich eine Abnahme der
MRD-Werte vor Diagnose des Rezidives.

Nur 4 Patienten der MRD high Gruppe entwickelten im weiteren Krankheits-
verlauf kein Rezidiv. Zwei Patienten verblieben in kompletter Remission und
zwei Patienten (UPN 1891 und UPN 1926) verstarben an einer TRM. Bei den
beiden Patienten UPN 1615 und UPN 2366, welche in kompletter Remission
verblieben lagen die gemessenen positiven MRD-Werte allerdings nur knapp
uber der Grenze, die zur Einteilung in die MRD high Gruppe flihrte und es
wurden in nur jeweils 2 Proben eine MRD-Last nachgewiesen, die restlichen
gemessenen Proben waren immer MRD negativ. Uber das Vorkommen
positiver MRD-Befunde ohne Entwicklung eines Rezidives wurde schon fruher

berichtet.®*
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AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Patienten der MRD high Gruppe
allgemein eine sehr schlechte Prognose haben. Es ist wichtig bei diesen
Patienten bei der Einschatzung des Rezidivrisikos nicht nur nach der Hohe
einzelner gemessener MRD-Werte zu gehen, sondern die Dynamik der MRD-
Werte zu betrachten. Dies wird deutlich bei den 2 Patienten, welche in
kompletter Remission verblieben. Sie zeigen im Gegensatz zu den Patienten,
welche dann im weiteren Verlauf ein Rezidiv entwickelt haben keinen
ansteigenden Verlauf der Werte in mehr als zwei aufeinanderfolgenden Proben
und es lassen sich mehrmals Befunde mit einer negativen MRD-Last

detektieren.

6.4.2 Betrachtung der Patienten der MRD low Gruppe

Bei 8 Patienten konnte ein MRD-Last in einem Bereich < 1 x 10™ in den
untersuchten Proben detektiert werden. Keiner dieser Patienten erlitt ein
Rezidiv und alle Patienten verblieben trotz des Auftretens positiver MRD-Be-
funde in kompletter Remission. Sie zeigen bei Betrachtung des Rezidivfreien
und des Ereignisfreien Uberlebens von allen 3 MRD Gruppen die glinstigste
Prognose. Das Auftreten von MRD-Werten in einem Bereich < 1 x 10 scheint
bei diesen 8 Patienten also keine prognostische Bedeutung bezuglich des Auf-

tretens eines Rezidives im weiteren Krankheitsverlauf zu haben.

Bei den Patienten UPN 2276, UPN 2488 und UPN 2060 konnten innerhalb der
ersten 120 Tage nach der Transplantation positive MRD-Befunde detektiert
werden. Zum Zeitpunkt der Messung der positiven MRD-Proben bestand bei
allen Patienten ein gemischter Chimarismus und bei allen Patienten kam es zu
einer akuten GvHD. Im weiteren Verlauf kam es bei Patient UPN 2276 und UPN
2488 dann zur Messung negativer MRD-Befunde und zur Entwicklung eines
kompletten Chimarismus. Hier scheint die akute GvHD einen GvL Effekt
induziert zu haben. Der Effekt der Induktion einer GvL Reaktion durch die akute
und chronische GvHD wurde durch mehrere Studien bestatigt®***'%*"32_ Nur bei
Patient 2060 konnten zu einem spateren Zeitpunkt noch drei positive MRD-
Befunde detektiert werden, die aber alle aulderhalb des quantifizierbaren

Bereiches und zwischen denen MRD negative Proben lagen. Bei Patient UPN
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1737 wurde gleichzeitig mit der Messung positiver MRD-Werte im Peripherblut
ein zunehmender gemischter Chimarismus festgestellt, aufgrund dessen das
CSA abgesetzt wurde, woraufhin sich wieder ein kompletter Chimarismus ent-
wickelte und die nachfolgenden MRD-Werte negativ waren. Ahnlich zeigt sich
der Verlauf bei Patient 2059. Zwar konnten in den ersten 200 Tagen 4 Werte in
einem Bereich < 1 x 107 detektiert werden, wobei diese Werte aber zwischen
mehreren Proben mit negativer MRD-Last liegen. Zu einem spateren Zeitpunkt
am Tag 400 kam es hier zum Ansteigen der MRD-Last gleichzeitig, mit einer
Zunahme des gemischten Chimarismus. Nach Gabe einer DLI fiel die MRD-
Last dann wieder ab und es entwickelte sich ein kompletter Chimarismus. Bei
diesen 5 beschriebenen Patienten scheint also die akute GvHD mit der
Induktion eines GvL-Effektes und die Immuntherapie aufgrund eines
zunehmenden gemischten Chimarismus das Rezidivrisiko gesenkt zu haben.
Bei den restlichen 3 Patienten dieser Gruppe kam es nicht zum Auftreten einer
GvHD oder zur Durchfihrung einer Immuntherapie. Die Patienten blieben trotz
des Auftretens positiver MRD-Werte auf niedrigem Level in kompletter
Remission. Alle Patienten wurden zwischen den positiven Proben MRD negativ
gemessen und zeigten keinen Anstieg der Werte in aufeinander folgenden

Proben.

6.4.3 Betrachtung der Patienten der MRD negativ Gruppe

Bei den Patienten, die sich in der MRD negativ Gruppe befanden, kam es nur in
einem Fall zum Auftreten eines Rezidives. Patient UPN 2043 wurde mehrmals
im Peripherblut vor Diagnose des Rezidives MRD negativ gemessen. Auch die
Messungen im Knochenmark waren durchgehend negativ. Ebenso wenig ergab
sich aus dem Chimarismusstatus ein Hinweis flr das Auftreten eines Rezidives.
Eine Erklarung fur die negativen MRD-Befunde konnte darin liegen, dass es im
Verlauf bis zum Auftreten des Rezidives zu einer klonalen Evolution der Ig/TCR
Gene gekommen sein konnte. Dadurch kdnnten das bei Diagnose bestimmten
PCR-Target verlorengegangen sein. Bei der ALL kann dies im Krankheits-
verlauf in 10-40% der Falle vorkommen, abhangig vom verwendeten PCR-

Target.'?? Bei diesem Patienten war es nur méglich das MRD-Monitoring mit
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einem PCR-Target durchzufihren. Dies unterstreicht den Vorteil der

Uberwachung der Patienten mit 2 PCR-Targets.

6.4.4 Moglichkeiten der Intervention in Form einer adjuvanten

Immuntherapie basierend auf den MRD-Daten

Die Patientengruppe MRD high scheint eine Risikogruppe darzustellen mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines Rezidives nach allo-SZT.
Diese Gruppe wirde von einer rechtzeitig durchgefuhrten Immuntherapie
profitieren. Die Bedeutung einer praventiven Immuntherapie mit dem Effekt der
Induktionen eines GvL-Effektes wurde bereits von Kolb et al., 1990
beschrieben.®® Bei der CML konnten Remissionsraten bei 70% der Patienten
erzielt werden. Bei der ALL war dies jedoch nur bei weniger als 20% der Falle
madglich.?®2"®" Ein Grund dafiir kdnnte darin liegen, dass sich das Rezidiv bei
der ALL innerhalb eines kurzeren Zeitraumes entwickelt und deshalb die
Therapie zu spat begonnen wurde und die MRD-Last schon zu hoch war.%®
Dennoch wurden einige Falle beschrieben in denen mit der Immuntherapie bei
der ALL vielversprechende Resultate erzielt werden konnten.*8281%7 Ejne
Voraussetzung fur das rechtzeitige Einsetzen der Immuntherapie ist eine
genugend lange Zeitspanne zwischen der ersten Detektion der MRD-Last in
den Peripherblutproben und dem Auftreten des Rezidives. In unserer
Untersuchung betrug der Median 68 Tage. Innerhalb dieses Zeitfensters kdnnte
eine Immuntherapie zur Induktion eines GvL-Effektes fihren und das
Rezidivrisiko minimieren. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die HOhe der MRD-
Last in den ersten gemessenen Proben, da die Immuntherapie zu einem
Zeitpunkt einsetzen sollte, in dem die Tumorlast noch niedrig ist. In unserer
Studie lagen die Werte der ersten positiven MRD-Probe bei 96,0% der

Patienten in einem Bereich < 1 x 107,

Weitere prospektive Studien mit einem gréfReren Patientenkollektiv missen
zeigen, ob es moglich ist basierend auf der Dynamik und der Hohe der MRD

eine erfolgversprechende Immuntherapie durchzufihren.
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6.5 Vergleich der gemessenen MRD-Befunde im Peripherblut

mit den MRD-Befunden im Knochenmark

In den meisten Studien, die sich mit der Bedeutung und Messung der MRD
beschaftigt haben, wurden Knochenmarkproben zur Analyse der MRD
eingesetzt. Fur die kleinen Patienten ist jede Knochenmarkpunktion eine
traumatische, invasive und korperliche Schmerzen verursachende Erfahrung.
Diese bleibt den Patienten auch noch nach uberstandener Krankheit in
Erinnerung, obwohl die Punktionen meist in einer Kurznarkose stattfinden.
Zudem besteht klinisch gesehen ein Nachteil darin, dass die Knochenmark-
punktionen nicht in beliebig kurzen Abstanden durchfihrbar sind, wie es
vielleicht fiir die Uberwachung der MRD fiir den einzelnen Patienten nétig ware.
Somit kdnnte ein sich entwickelndes Rezidiv nicht rechtzeitig entdeckt werden.
Ware es moglich das Knochenmark als Probenmaterial durch das Peripherblut
zu ersetzen, konnte diesen Patienten die dafur nétigen traumatischen und
schmerzhaften Knochenmarkpunktionen erspart werden. Zudem kénnten die
Patienten in kirzeren Intervallen beobachtet werden und die Dynamik der

MRD-Last lief3e sich besser beurteilen.

6.5.1 Vergleich der Hohe und des Vorkommens der MRD-Last

zwischen Peripherblut und Knochenmark

Bisher gibt es nur wenige MRD-Studien in denen Peripherblutproben zur
Messung der MRD herangezogen wurden und in denen die Peripherblutwerte
mit denen im Knochenmark verglichen wurden 4347078137145 pia gStudien, die
gegen Mitte und Ende der 90-er Jahre veroffentlicht wurden, kamen zu dem
Ergebnis, dass sich der Nachweis der MRD im Peripherblut und im
Knochenmark parallel verhalt, aber die Hohe der Werte im Peripherblut geringer
ist. Die Interpretation der Ergebnisse dieser Studien wurden unter anderem
limitiert durch die geringe Anzahl der Patienten, die untersucht wurden und die
Tatsache, dass nur Patienten mit einer B-ALL eingeschlossen worden waren.**
In der Zwischenzeit wurden zwei Studien verdffentlicht, in denen die MRD-

Werte zwischen Knochenmark und Peripherblut bei Patienten mit T-ALL’s und
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B-Linien ALL’s verglichen wurden.?*'%" Beide Studien kamen zu dem Ergebnis,
dass die Hohe der MRD-Werte im Knochenmark und im Peripherblut bei
Patienten mit einer T-ALL vergleichbar sind und es bei dieser Patientengruppe
maoglich ware das MRD-Monitoring im Peripherblut durchzufihren. Im
Gegensatz dazu unterschieden sich die MRD-Werte im Knochenmark und
Peripherblut bei den Patienten mit einer B-Linien ALL stark. In vielen
Peripherblutproben war keine MRD-Last nachweisbar oder die Werte waren um
ein vielfaches niedriger als in der korrespondierenden Knochenmarkprobe.
Diese Resultate passen zu der Annahme, dass die Leukamieblasten der T-ALL
von Vorlauferzellen abstammen, die sich normalerweise im Thymus befinden
und nicht im Knochenmark.?*® Im Gegensatz dazu stammen die Leukamie-
blasten der B-Linien ALL’s von Vorlauferzellen ab, die sich im Knochenmark
aufhalten.®*5' Deshalb sind die gemessenen MRD-Werte im Knochenmark

hoher als im Peripherblut.

Auch in unserer Untersuchung zeigte sich beim Vergleich des Auftretens und
der Hohe der MRD-Last in korrespondierenden Peripherblut- und
Knochenmarkproben des Gesamtpatientenkollektives ein Unterschied zwischen
Patienten mit einer T-ALL und einer Vorlaufer-B-ALL. Bei den Patienten mit
einer T-ALL war das Auftreten der MRD und die Hohe der Werte zwischen
Knochenmark und Peripherblut vergleichbar. Im Gegensatz dazu wiesen die
Patienten mit einer B-ALL eine unterschiedliche Verteilung der MRD-Werte
zwischen Peripherblut und Knochenmark auf. In vielen Proben, in denen sich im
Knochenmark eine MRD-Last nachweisen liel3, konnte im Peripherblut keine
MRD-Last detektiert werden. Der umgekehrte Fall trat nur vier Mal auf. Zudem
zeigte ein Vergleich der Hohe der gemessenen MRD-Werte, dass die Werte im
Knochenmark in der Uberzahl der untersuchten Probenpaare (84,4%) tiber dem
gemessenen Wert im Peripherblut lag. Die Wertedifferenzen waren sehr
variabel (zwischen einer und fast vier Logarithmusstufen). Es lief3 sich keine
klare Aussage uber die Beziehung zwischen der unterschiedlichen Hohe der
MRD-Werte im Peripherblut und im Knochenmark in den Probenpaaren der
Patienten mit einer Vorlaufer-B-ALL machen. Diese Beobachtung wurde auch in

der Studie von van der Velden et al., 2002 beschrieben."’
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Die beschriebenen Ergebnisse, ebenso wie die Ergebnisse der berichteten
Studien implizieren, dass es bei den Patienten mit der Diagnose T-ALL mdglich
ist das MRD-Monitoring im Peripherblut mit einer vergleichbaren Sensitivitat wie
im Knochenmark durchzufuhren. Dieser Patientengruppe kdnnten somit
mehrmalige, psychische und koérperlich traumatische Knochenmarkpunktionen
erspart werden. Zudem konnte die Probengewinnung im Peripherblut in
kirzeren Abstanden stattfinden und das Monitoring der MRD in engeren

Intervallen erfolgen.

6.5.2 Vergleich des Zeitpunktes des Nachweises der MRD im

Peripherblut und im Knochenmark bei Patienten mit Rezidiv

Bei alleiniger Betrachtung des Auftretens und der Hoéhe der MRD bei allen
Patienten in korrespondierenden Peripher- und Knochenmarkproben, wie im
oberen Abschnitt beschrieben, scheint das Knochenmark, vor allem bei den
Patienten mit einer Vorlaufer-B-ALL, zum Monitoring der MRD besser geeignet
zu sein. Dabei werden jedoch die Peripherblutproben zu denen keine korres-
pondierenden Knochenmarkproben existieren und die Bedeutung der Dynamik
der MRD-Werte aul3er Acht gelassen. Bei genauer Beobachtung der MRD-
Verlaufe der Patienten, welche im weiteren Verlauf ein Rezidiv erlitten haben,
zeigte sich, dass bei 9 der 23 Rezidivpatienten, bei denen ein Vergleich der
MRD zwischen Peripherblut und Knochenmark maglich war, die Peripherblut-
probe vor der nachsten Knochenmarkprobe eine positive MRD-Last aufwies.
Bei 6 Patienten war die Knochenmarkprobe vor den Peripherblutproben MRD
positiv. Bei allen 6 Patienten war es aber mdglich gewesen vor Diagnose des
Rezidives auch im Peripherblut Hinweise auf ein drohendes Rezidiv in Form
eines Anstieges der MRD-Last zu detektieren. In drei Fallen waren die korres-
pondierenden Proben zur gleichen Zeit MRD positiv gemessen worden und bei
5 Patienten war der Vergleich nicht einfach zu beurteilen, weil sich im Knochen-
mark z.B. nur positive aber nicht quantifizierbare MRD-Werte nachweisen
lieRen oder sich ricklaufige MRD-Werte zeigten. In diesen Fallen konnte die

Dynamik der MRD im Peripherblut besser beurteilt werden.
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Die Auswertung ergibt, dass sich die Dynamik der MRD besser in den Peri-
pherblutproben beurteilen lasst, welche in wesentlich kirzeren Abstanden
gewonnen werden konnen, was den Vorteil der Messung der hoheren Werte im
Knochenmark auszugleichen vermag. Bei keinem Patienten kam es zu der
Situation, dass nur im Knochenmark eine MRD-Last nachgewiesen werden

konnte und im Peripherblut keine MRD-Last gemessen werden konnte.
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7. Zusammenfassung

Die allogene Stammzelltransplantation (allo-SZT) ist heute eine erfolgreiche
und etablierte Therapieoption bei vielen malignen und nicht-malignen Er-
krankungen. Auch in der Therapie der ALL bei padiatrischen Patienten hat sie

einen grofl3en Stellenwert.

Das Wiederauftreten der Grunderkrankung ist bei den Patienten mit kindlichen
Leukamien die Hauptursache fir das Misslingen der Transplantation. Die
Erfolgsaussichten fur die Therapie des Rezidives sind wesentlich schlechter im
Vergleich zur Erstbehandlung. Daher liegt das Ziel darin, das Auftreten des

Rezidives zu verhindern.

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob es mdglich ist, mit Hilfe der Uber-
wachung der minimalen Resterkrankung (MRD) in Peripherblutproben bei
Patienten nach allo-SZT eine Patientengruppe zu identifizieren, welche ein
hohes Risiko tragt ein Rezidiv zu erleiden. Diese Patientengruppe koénnte von
einer rechtzeitig durchgefuhrten adjuvanten Immuntherapie profitieren und
somit ein offenes hamatologisches Rezidiv verhindert werden. Zusatzlich wurde
noch untersucht, inwiefern sich die gemessenen Werte zwischen Knochenmark
und Peripherblut unterscheiden. Bisher wurden zumeist Knochenmarkproben
zur Analyse der MRD eingesetzt. Ware es moglich das Knochenmark als
Probenmaterial durch das Peripherblut zu ersetzen, konnte den kleinen
Patienten die psychisch und physisch traumatisierende Knochenmarkpunktion
erspart werden. Auerdem kénnte die Uberwachung der MRD im Peripherblut
in wesentlich kirzeren Intervallen stattfinden, was bei der Verwendung von
Knochenmark als Probenmaterial nicht durchfiihrbar ist. Ein sich entwickelndes

Rezidiv kdnnte somit frihzeitiger entdeckt werden.

Die Messung der minimalen Resterkrankung erfolgte durch die PCR-Analyse
klonspezifischer DNA-Rearrangements der Immunglobulin (Ig)- und T-Zell-
rezeptor (TCR) Gene mit der Real-time PCR unter Verwendung der TagMan-
Technologie, welche in unserem Labor etabliert wurde. Mit dieser Methode war
es moglich bei 96,7% der Patienten eine geforderte Sensitivitdt vom mindestens

1 x 10 zu erreichen. Bei der GroRzahl der Patienten konnte eine maximale
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Sensitivitat von 1 x 10 erzielt werden, d.h. Detektion eines Leukamieblasten in
100 000 Blutzellen.

Von den 90 untersuchten Patienten erlitten 26 Patienten im weiteren Verlauf
nach der allo-SZT ein Rezidiv. Bei 25 dieser 26 Patienten konnte vor Diagnose
des Rezidives eine MRD-Last im Peripherblut festgestellt werden. Diese 25
Patienten gehdrten alle zur Gruppe MRD high, welche definiert wurde durch
eine MRD-Last in einem Bereich > 1 x 10 . Im Median konnte 68 Tage vor
Diagnose des Rezidives der erste positive MRD-Befund erhoben werden. Von
den 8 Patienten, welche ebenfalls eine positive MRD-Last aufwiesen, aber in

einem Bereich < 1 x 10'4, verblieben alle in kompletter Remission.

Mit Hilfe der Analyse der Dynamik und Hohe MRD im Peripherblut unter
Verwendung der Real-time PCR, kann also eine Patientengruppe identifiziert
werden, die MRD high Gruppe, welche eine hohe Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten eines Rezidives nach allo-SZT besitzt. Inwiefern diese Patienten von
einer auf der Dynamik und Hohe der MRD basierenden adjuvanten
Immuntherapie profitieren, missen weitere prospektive Studien zeigen. Der
Nutzen einer Immuntherapie bei Kindern mit ALL wurde bereits in mehreren

Studien nachgewiesen.®828:107

Beim Vergleich des Vorkommens und der HOhe der MRD zwischen Peripher-
blut und Knochenmark des gesamten Patientenkollektives zeigten sich
deutliche Unterschiede zwischen den Patienten mit einer T-ALL und einer
Vorlaufer B-ALL. Im Falle der Patienten mit einer T-ALL war der Nachweis und
die Hohe der MRD zwischen Knochenmark und Peripherblut vergleichbar. Dies
fuhrt zur Annahme, dass es mdglich ist, bei den Patienten mit einer T-ALL die
Uberwachung der MRD im Peripherblut mit vergleichbarer Aussagekraft wie im
Knochenmark durchzufihren. Diesen Kindern kdnnte somit eine mehrmalige

Knochenmarkpunktion erspart werden.

Bei den Patienten mit einer Vorlaufer-B-ALL waren im Gegensatz dazu die
MRD-Werte bei 84,4% der Probenpaare im Knochenmark deutlich hoher.
Hierbei laft sich keine klare Beziehung zwischen der unterschiedlichen Héhe

der Werte im Peripherblut und Knochenmark nachvollziehen.
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Aber auch bei dieser Patientengruppe lasst sich eine Vorhersage im
Peripherblut machen, wenn die Dynamik der MRD-Werte und auch die
Peripherblutproben, zu denen keine korrespondierende Knochenmarksproben

existieren, mit einbezogen werden.

Bei genauer Betrachtung der MRD-Verlaufe der Patienten, welche ein Rezidiv
erlitten haben, zeigte sich, dass sich die Dynamik der MRD besser in den
Peripherblutproben beurteilen lasst, welche in wesentlich kiirzeren Abstanden
gewonnen werden konnen. Bei 9 Patienten war es so moglich die MRD-Last im
Peripherblut friher als im Knochenmark zu detektieren. Bei 6 Patienten wies die
Knochenmarkprobe friiher eine positive MRD-Last auf. Bei keinem der
Patienten trat der Fall ein, dass nur im Knochenmark eine MRD-Last

nachweisbar war und sich im Peripherblut keine MRD-Last nachweisen liel3.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Uberwachung der MRD im
Peripherblut geeignet zu sein scheint, rechtzeitig Patienten mit einem hohen
Rezidivrisiko zu erkennen. Die Indikation fur eine weitere Therapie wurde bei
den untersuchten Patienten auf der Basis der Chimarismusuntersuchung
gestellt. Die Uberwachung der MRD im Peripherblut kénnte ein wichtiger
erganzender Baustein sein, um zusammen mit der Untersuchung des
hamatopoetischen Chiméarismus dem Ziel naherzukommen, das Auftreten des

Rezidives nach der allo-SZT zu verhindern.
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