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1 Einleitung

1.1 Stammzelltransplantation

1.1.1 Historie

Die Knochenmarkstransplantation (KMT) ist in den heutigen Tagen ein weit einge-
setztes Therapieverfahren fur die Behandlung von immunologischen, hamatologi-
schen und onkologischen Erkrankungen.

Die Idee der Knochenmarkstransplantation, ,durch Infusion von Blut oder Mark die
Safte des Kdrpers zu reinigen oder Krankheiten zu heilen®, ist bis in die Mythologie
zuriickzuverfolgen und bildet einen Bestandteil der Medizingeschichte [8;103]. Die
Anfange der modernen Transplantationsverfahren beruhen auf den ersten Beo-
bachtungen der Hamatotoxizitat radioaktiver Strahlen, die zu Beginn des Atomzeit-
alters gemacht worden sind [45].

1949 haben Jacobsen und Lorenz et al. diese weiter untersucht und gezeigt, dass
Mause eine tddliche Strahlendosis tberleben kénnen, wenn entweder die Milz
durch eine Bleifolie abgedeckt oder ihnen anschlieRend Knochenmark infundiert
wird [49;65]. Kurz darauf haben Ford et al. entdeckt, dass transfundierte Mause
nach der KMT die zytogenetischen Charakteristika des Spenders aufweisen [41].
Sie demonstrieren in dieser Untersuchung die Mdglichkeit, ein krankes hamatopoe-
tisches System durch ein gesundes zu ersetzen.

1968 sind erstmals 3 an einem schweren Immuninsuffizienz-Syndrom leidende
Kinder erfolgreich mit einer KMT von Oberflachenantigen-identischen Geschwister
geheilt worden [26]. Die ersten Knochenmarkstransplantationen von fremden
Spendern sind beim Menschen lange Zeit ohne Erfolg geblieben. Sie sind erst nach
der Entdeckung der individuellen immunkompetenten Oberflachenantigene der
Zellen und der Einflhrung einer entsprechenden immunsuppressiven Therapie ge-
lungen. Mitte der 70er Jahre hat sich die KMT als akzeptierte Therapieform durch-
gesetzt [26].



1.1.2 Formen der Knochenmarkstransplantation, Spend  erauswahl und
Durchftihrung

Fir eine Transplantation kdnnen entweder eigene (autologe-KMT) oder fremde
(allogene-KMT) hamatopoetische Zellen herangezogen werden. Bei der autologen
KMT besteht die Gefahr der Reinfusion maligner Zellen. Aus diesem Grund wird bei
den Leukadmien die allogene KMT bevorzugt.

Der Erfolg einer allo-KMT ist wesentlich von der Ubereinstimmung der MHC-Ober-
flachenproteine (Major Histokompatibily Complex) der Zellen abhangig. Letztere
sind im sogenannten HLA-System (Human Leukocyt Antigen) genetisch codiert und
entscheidend fur die Auswahl eines geeigneten Spenders. Die Wahrscheinlichkeit ,
gleiche Gene dieses Systems zu besitzen bzw. geerbt zu haben, betragt nach der
Mendelschen Regel fir Geschwister 25%. Durch eine Einflussnahme auf das
Immunsystem bzw. das Transplantat ist es mittlerweile moglich, auf nicht-HLA-
identische Spender auszuweichen [98].

FOr die Transplantation ist anfangs ausschlie3lich Knochenmark verwendet
worden. Es ist reich an Vorlauferzellen, welche die Grundlage fir die Entdifferen-
zierung in ein neues hamatopoetisches System bilden. Diese Zellen werden heut-
zutage mit Hilfe der Plasmapherese auch aus dem Nabelschnurblut oder aus dem
Peripherblut gewonnen, weshalb sich mittlerweile der Begriff Stammzelltrans-
plantation (SZT) etabliert hat [8;45;79;91].

Eingeleitet wird die Transplantation durch ein Konditionierungsregime. Es beinhaltet
eine Kombination verschiedener Chemotherapeutika, ggf. mit einer erganzenden
Strahlentherapie, und ist verantwortlich flr eine ausreichende Immunsuppression
des Patienten, die die Substitution des kranken, hamatopoetischen Systems durch
ein fremdes gesundes ermdglicht. Zusammen mit der Ausnutzung des antileu-

kamischen Effekts der Spenderzellen wird die Elimination der Leukamie erreicht [8].



1.2 Indikationsstellung zur Stammezelltransplantatio n

1.2.1 Indikation zur Stammzelltransplantation bei K indern mit ALL

Durch die heutigen Chemotherapieprotokolle gelingt es mittlerweile, 70 bis 80 %
der erkrankten Kinder zu heilen, die an einer akuten lymphatischen Leuk&mie (ALL)
erkrankt sind. Fir die 20 % der Kinder, die trotz der ersten Chemotherapie ein
Rezidiv entwickeln, bietet die SZT eine Wahrscheinlichkeit von 40 bis 56 % auf
einen erneuten Heilungserfolg [21;48]. Bei bestehenden Hochrisikofaktoren fir ein
Rezidiv kdnnen einige Kinder jedoch schon initial von einer Transplantation profi-
tieren [48].

1994 wurden von der European Group for Blood and Marrow Transplantation
(EBMT) folgende Indikationsrichtlinien zur SZT fur Kinder mit ALL zusammenge-
fasst: Die Hochrisikoformen der ALL (Philadelphiachromosom und der T-Zell-
Phéanotyp) in der kompletten ersten Remission (CR1); das Frihrezidiv in kompletter
zweiter Remission (CR2); das Spatrezidiv (nach 2 Jahren) in CR2, jedoch nur bei
HLA-identischen Geschwisterspendern. Bei hoheren Remissionsstadien als CR2
wird eine SZT auch mit einem Fremdspender empfohlen [21].

1.2.2 Indikation zur Stammzelltransplantation bei K indern mit AML

Als Mdoglichkeiten fur die Behandlung der akuten myeloischen Leukamie (AML)
stehen die konventionelle Chemotherapie, die autologe- oder die allogene-SZT zur
Auswahl. Eine allogene-SZT ist absolut indiziert bei Patienten, die einen Rickfall
nach einer Chemotherapie erlitten haben (CR2) [10;36]. In der ersten Remis-
sionsphase (CR1) zeigt die allo-SZT im Vergleich zur konventionellen Chemo-
therapie eine etwas geringere Rezidivrate (ca. 57 - 61 vs. 59 - 77 %) [10;77]. Die
starkeren Nebenwirkungen sowie die Gefahr von Langzeitschaden relativieren
jedoch die Indikation fiir eine Transplantation. Die Rate des rezidivfreien Uberebens
nach Chemotherapie ist von den verschiedenen Subklassifikationen der AML ab-

hangig, so dass diese fur die Therapiewahl mit entscheidend sind.



1.3 Komplikationen

Die Komplikationen der SZT sind zum einen Folgen der Konditionierung mit Orga-
notoxizitaten und einer stark erhohten Infektanfalligkeit; zum andern ergeben sie
sich aus den immunologischen Reaktionen, die sich als Abstof3ungsreaktionen oder

als Graf-versus-Host-Krankheit manifestieren konnen.

1.3.1 Toxizitat

Durch das Konditionierungsregime erfolgt die unspezifische Zerstorung bzw.
Entwicklungshemmung schnell wachsender Zellen. Frihkomplikationen manifes-
tieren sich deshalb insbesondere im ,Wechselgewebe” wie den Schleimhauten,
Haarwurzeln und Keimdrisen, und sie auf3ern sich als Unwohlsein, Schwindel,
Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe und Haarausfall [59]. Bis zu 90 % der Patienten sind
von einer intestinalen Mukositis betroffen [22]. Im Rahmen der Hochdosis-
chemotherapie bestehen spezifische Toxizitaten der einzelnen Substanzen gegen-
Uber Herz, Niere, Leber, ZNS oder Lunge. Diese kdnnen sich z.B. als Herzinsuf-
fizienz, hamorrhagische Myokardnekrose, Niereninsuffizienz oder als Lungen-
fibrose auRern [59]. Zu den potentiellen Spatfolgen gehodren sekundare Neoplasien,
die Demineralisierung der Knochen, neuropsychologische Defizite sowie Endo-
krinopathien, die sich als Wachstumsstérungen, Diabetes mellitus, Adipositas und

als Fertilitatsstorungen manifestieren kénnen [8;45;48;91].

1.3.2 Infektion

Nach einer Transplantation werden beim Patienten durch die iatrogen erzeugte
Immunsuppression auch die natirlichen Abwehrmechanismen gegen Bakterien,
Pilze und Viren deutlich geschwacht. Diese kritische Phase dauert bei einem
unkomplizierten Verlauf ca. ein Jahr; sie kann aber durch das Auftreten einer GvHD
und der dadurch erforderlichen immunsuppressiven Therapie ungewollt hinaus-
gezogert werden. In der Frihphase nach der allo-SZT sind die Patienten in Folge
der Panzytopenie sowie der Schwachung der Schleimhautbarriere besonders an-
fallig fur bakterielle Infektionen [27]. Nach Engraftment und Normalisierung des
Blutbildes bestehen weiterhin funktionelle Stérungen des Immunsystems, welche

die Infektionen mit opportunistischen Erregern beginstigen. So dominieren in



dieser Phase Pilzinfektionen und virale Infekte. Die Gefahr einer interstitiellen Pneu-
monie, verursacht durch den Zytomegalie-Virus (CMV), ist zwei Monate nach einer
allo-SZT am héchsten. Eine entsprechende antibakterielle, antivirale und fungizide

Begleittherapie ist daher obligat [47].

1.3.3 Graft-versus-Host-Erkrankung und Transplantat ~ abstol3ung

Der Mechanismus der GvHD ist erstmals 1959 von Billingham et al. und Brand et
al. beschrieben worden [25]. Er beruht, auf der immunologischen Abwehrreaktion
der immunkompetenten Zellen des Spenders gegen die fremden MHC-Ober-
flachenproteine auf den Membranen der Empfangerzelle und manifestiert sich akut
hauptsachlich in der Haut, der Leber und im Gastrointestinaltrakt. Klinisch auf3ert
sie sich als Exanthem, lkterus oder Diarrhoe. Als chronische Form, definitions-
gemal mit der Manifestation 100 Tage nach der SZT, &hnelt sie systemischen
Kollagenosen und Gefalderkrankungen [8].

Fur die Prophylaxe und die Therapie der GvHD werden Methotrexat (MTX), Cyclo-
sporin A, Anti-Thymozyten-Globulin (ATG) bzw. Steroide verwendet. Reisner et al.
haben eine Abschwachung der GvHD durch Entfernen ein der T-Zellen aus dem
Transplantat (T-Zell-Depletion) beschrieben [84].

Eine unzureichende Konditionierung oder ein Mangel in der immunologischen
Aktivitat der Effektor-Zellen sind verantwortlich fiir die Transplantatabstol3ung. Das
Non-Engraftment ist definiert als eine tUber den 21. Tag hinaus bestehende Aplasie,

die eine zweite verstarkt belastende SZT erforderlich macht.

1.3.4 Rezdiv

Durch die Fortschritte in der Therapie der SZT-bedingten Komplikationen wird der
Erfolg der Transplantation heute hauptsachlich durch das Wiederauftreten der
Grunderkrankung limitiert. Nach der SZT liegt deshalb das Bestreben nahe, das
Rezidivgeschehen frihzeitig zu diagnostizieren, um mit einer therapeutische Inter-
vention das Krankheitsgeschehen rechtzeitig abzuwenden und somit die kleinen

Patienten vor einer erneuten belastenden Transplantation zu bewahren [48].



1.4 Rezidiviberwachung

Bei akuten Leukamien wird von einer Remission ausgegangen, wenn der
mikroskopisch identifizierbare Blasten-Anteil eines Patienten unter 5% liegt. Unter
diesen Voraussetzungen wirde ein neu auftretendes Rezidiv mit einer Zellzahl
kleiner 10™ mikroskopisch unerkannt bleiben [30]. Durch diese diagnostische Un-
genauigkeit werden einerseits geheilte Kinder unnétig mit adjuvanten Therapien
belastet, andererseits erkrankte Kinder mit einem ,unterschwelligen* Rezidiv nur
unzureichend therapiert. Eine friihzeitige Intervention in das Krankheitsgeschehen
bleibt verwehrt. PCR-Techniken ermdglichen eine sensitivere Uberwachung dieser
residualen leuk&dmischen Zellen, die als die sogenannte Minimale-Rest-Erkrankung
(MRD) definiert werden. Es bestehen zwei Ansétze fur das Rezidiv-Monitoring.
Diese bestehen zum einen in dem direkten Nachweis von Blasten anhand
spezifischer Charakteristika und zum anderen in der Unterscheidung zwischen den
autologen Zellen eines Patienten und den gesunden, neu transplantierten. Letz-

teren Ansatz bilden die Chimarismusanalysen.

1.4.1 Residualre leuk&mischer Zellen

Molekularbiologische Methoden, die einen direkten Nachweis maligner Zellen
ermdglichen, bilden momentan das pragnanteste ,diagnostische Werkzeug* fir die
Abschéatzung der Rezidivwahrscheinlichkeit von Patienten [75]. Dass eine Zunahme
von residualen Leukamiezellen einem offenen hamatologischen Rezidiv voraus-
geht, ist in mehreren Arbeiten belegt worden [48]. Ebenfalls ist eine erhdhte
Blastenlast nach einem Konditionierungsregime als ein signifikanter Parameter fiir
die Rezidivwahrscheinlichkeit zu bewerten. Diese Ergebnisse sind sowohl fir
Chemtherapieprotokolle als auch fir Patietnen, die eine SZT erhalten haben
beschrieben worden. Die MRD besitzt eine hohere Aussagekraft als die bisher
prognostisch herangezogenen Anhaltsdaten wie das Alter, die Anzahl der weil3en
Blutzellen oder Chromosomenanomalien [30;38;75;76;82].

Der Nachweis dieser Zellen erfolgt durch PCR-Techniken anhand von Chromo-
somen-Anomalien oder spezifischen Verbindungsregionen rearrangierter Immun-
globulin- (Ig) und T-Zellrezeptor-Gene (TCR). Letztere charakterisieren nur die

lymphatischen Leukamien. Alternativ besteht die Moglichkeit einer durchflusszyto-



metrischen Immunophenotypisierung der Blasten auf der Basis ,tumorassoziierter*
Oberflachenproteine. Die erreichte Sensitivitat dieser Methoden liegt bei 10, d.h.
bei der Detektion einer malignen Zelle unter 10.000 Gesunden [31;75;76;82].

1.4.2 Chimarismus

Eine Chimaéra ist ein Fabelwesen der griechischen Mythologie und ein Abkémmling
von Echidna und Typhon. Letztere sind Kreaturen, die zum einem Teil aus einer
Schlange und zum anderen aus einem Menschen bestehen. lhr Zdgling, Chiméara,
ist eine Komposition aus einem Léwenkopf, einem Ziegenkdrper und einem Schlan-
genschwanz [1]. In der Hamatologie ist der Begriff ,radiation Chimaera“ 1956
erstmals von Ford eingefuihrt worden. Er hat einer Maus im Anschluss an eine
Ganzkorperbestrahlung Knochenmark transplantiert und die im Verlauf anteilige
hamatopoetische Zusammensetzung der Spender- und Empfangerzellen beschrie-
ben [41]. Die Analysen geben Auskunft Uber das hamatopoetische System nach
einer Stammzelltransplantation. Stammen alle Zellen vollstandig vom Spender, wird
von einem kompletten Chimarismus (CC) gesprochen. Sind zuséatzlich Anteile des
Empfangers nachweisbar, handelt es sich um einen gemischten Chimarismus
(MC). Werden diese autologene Zellen Uber einen langeren Zeitraum betrachtet,
wird zwischen einem zunehmenden (inMC), einem abnehmenden (deMC) und
einem konstanten gemischten Chimarismus auf niedrigem Niveau (IIMC)
unterschieden. Die Transplantatabstolung und alleinige Detektion von
Empfangerzellen ist definiert als autologe Rekonstitution (AR).

Fur die Differenzierung der Spender- von den Empféangerzellen stehen verschie-
dene Techniken zur Verfigung: die Chromosomenanalyse nach intergeschlecht-
licher Transplantation mit der Untersuchung der gonosomalen Anteile [111], der
Nachweis von Restriktionslangen-Polymorphismen oder die Vervielfaltigung von
variable-number-of-tandem-repeats (VNTR) oder short-tandem-repeats (STR)
[12;16;61;83;99].

Lawler et al. haben 1991 erstmals tber den Gebrauch polymorpher short-tandem-
repeats (STR) fuir die Chimarismusanalyse mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) berichtet [60]. Die Sensitivitat dieser Methode liegt bei ca. 1 x 102 [63].



1.4.3 Bedeutung des Chiméarismus

Der Chimarismus wird nach einer Transplatation zur Beurteilung des
.Engraftments® und zur Einschatzung des Rezidivrisikos eingesetzt. Eine voll-
standigen Hamatopoese des Spenders gilt als Grundlage fir ein gesichertes
Engraftment und eine Rezidivfreiheit [10;63;78].

Der Frage, ob ein Zusammenhang zwischen einem gemischten Chiméarismus und
dem Wiederauftreten einer Leukamie besteht, ist Anfang der 90ger Jahre in
verschiedenen Arbeiten eingehend nachgegangen worden.

1994 haben Mackinnon et al. bei Patienten, die aufgrund einer chronisch
myeloischen Leukamie (CML) einer Transplantation unterzogen worden sind, in
einer prospektiven Studie eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten
autologer Zellen und der Entwicklung eines Rezidives nachgewiesen [69]. Arbeiten,
mit der gleichen Fragestellung bei Patienten mit akuten Leukadmien, haben anfangs
keine eindeutigen Ergebnisse gebracht. So sind einige Autoren der Ansicht
gewesen, das ein gemischter Chimérismus nicht mit einer erhdhten
Rezidivwahrscheinlichkeit korreliert [24;92;97]. Lawler et al. haben die Bedeutung
der autologen Anteile fir die Rezidivwahrscheinlichkeit nicht in Bezug auf ein
generelles Auftreten untersucht, sondern hinsichtlich dynamischer Veranderungen
ihrer Auspragung. Erst die Zunahme der Empféangeranteile sind hinweisend fir ein
Rezidiv [60].

Im Hinblick auf die rascheren Rezidiventwicklungen in den akuten Leukamien ist es
1996 Bader et al. gelungen, durch Chiméarismusuntersuchungen in kurzen Zeit-
abstanden ebenfalls die dynamischen Veranderungen zu erfassen. Die Gruppe hat
hierbei aufzeigt, dass die relative Haufigkeit eines Rezidivs bei Patienten mit
zunehmenden autologen Anteilen doppelt so hoch gewesen ist wie bei Patienten
mit vollstandiger Empfangerhamatopoese (p = <0.0005) [15;17]. Uber die Bedeu-
tung autologer Anteile auf niedrigem Niveau herrscht weiterhin Unklarheit
[62;83;101].



1.4.4 Subpopulationen

Abhangig von der Zellreihe und dem Entwicklungsalter unterscheiden sich Leuko-
zyten anhand ihrer expremierten CD-Oberflachenantigene (Cluster-of-Differen-
tiation). Als Zellen gleicher Art bilden sie sogenannte Subpopulationen. Die ver-
schiedenen Leukamien weisen eine immunologische und morphologische Ahnlich-
keit zu den unterschiedlichen Subpopulationen der gesunden Hamatopoese auf,
die hypothetisch durch einen Reifungsstop der Leukamiezelle in einem bestimmten
Zellstadium erklart wird. Ginsberg et al. haben 1985 erstmals begonnen, die
Chimarismusanalysen auf die Subpopulationen auszuweiten, mit dem Ziel ein
Einblick in das Krankheitsgeschehen der Leukamien zu bekommen [9]. Es sind
Uberlegungen angestellt worden, ob Chimarismusanalysen der blastenassoziierten
Subpopulationen prazisere Aussagen Uber residuale oder wiederkehrende
Leuk&miezellen zulassen, zumal durch die selektive Betrachtung einzelner
Zelllinien eine Sensitivitatssteigerung der STR-PCR von 1072 auf 10™ beschrieben
wid [58;63;73]. So ist wahrend eines Spatrezidivs die empfangereigene
Hamatopoese vorrangig in den blastenassoziierten Subpopulationen beobachtet
worden. Bei einem frilhen Rezidiv hingegen, bis zum Tag 300 nach SZT, sind die
autologen Anteile in allen Zelllinien nachweisbar gewesen [20]. Von einigen Autoren
wird vermutet, dass ein gemischter Chimarismus in den T-Zellen mit einer
Abnahme des GvL-Effekts einherzugehen scheint und so letztlich mit einer
erhohten Rezidivwahrscheinlichkeit in Verbindung gebracht werden konnte [20;87].
In der Abb. 1 wird ein knapper Uberblick iber den hamatopoetischen Stammbaum

und die Verteilung der in dieser Arbeit untersuchten Subpopulationen gegeben.
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Abbildung 1 Hamatopoetischer Stammbaum mit Angabe der Cluster of Differentiation (CD)

1.5 Immuntherapie und ihre Grundlagen

Ende der 80er Jahre haben Weiden und Thomas et al. eine vergleichsweise gerin-
gere Ruckfallrate bei Patienten beobachtet, die eine GvHD entwickeln [110]. Sie
haben einen mit dieser Komplikation zusammenhangenden antileukédmischen
Effekt, dem sogenannten Graft-versus-Leukemia Effekt (GvL), vermutet. Dieser
therapeutische Aspekt des Transplantats, bei dem sich die Immunreaktivitat der
Donor-Effektor-Zellen gegen die malignen Zellen richtet, ist von Mathé als adaptive
Immuntherapie beschrieben worden [71]. 1966 haben Sprent et al. die mafl3gebliche
Beteiligung der T-Zellen an dieser Reaktion dargelegt [96].

1990 ist es Kolb et al. gelungen sich den GvL-Effekt zu Nutze zu machen und einen
Patienten, der aufgrund einer CML transplantiert wurde und ein Rezidiv entwickelt
hat, durch die Gabe von Spender-Lymphozyten wieder in eine komplette Remission
zu Uberfuhren [54]. Eine Steigerung des GvL-Effekts nach SZT kann durch die
Reduktion der laufenden Immunsuppression (CsA), durch Donor-Lymphozyten-
Infusionen (DLI) oder Cytokinen erreicht werden [4;74,80;95].
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Flr Patienten, die ein Rezidiv einer akuten Leuk&dmien oder eines MDS entwickelt
haben, sind die therapeutischen Erfolge vorerst nicht bestatigt worden [55;80].
Letzterer ist abhangig vom Zeitpunkt des Therapiebeginns [85]. Durch die eng-
maschigen Chimarismusuntersuchungen ist ein frihzeitiges Erkennen eines
Rezidivgeschehens auch bei Patienten mit akuten Leukéamien und MDS ermdglicht
worden, so dass sich auch bei diesen Erkrankungen Erfolge mit der Immuntherapie
eingestellt haben [18]. Im Vergleich zu den Fortschritten, die in der chronischen
Phase der CML erreicht worden sind, sind diese jedoch von geringerer Konstanz.
Die Erfolgsraten liegen in den akuten Leuk&mien bei nur ca. 30 %, fur die CML hin-
gegen bei 70 % [13;14;44].

16 Zielsetzung

Der Erfolg der SZT hat durch die Reduktion der therapieassoziierten Komplikatio-
nen Uber die letzten Jahre stark zugenommen, so dass die Hauptursache des
Therapieversagens nun primar in der Wiederkehr der malignen Grunderkrankung
liegt [8;86].

Neue Behandlungsansatze zielen deshalb auf die Friherkennung des Rezidiv-
geschehens, welche die Vorraussetzung fir eine entsprechende Intervention bildet.
Molekularbiologische Methoden, die den direkten Nachweis residualer Leukamie-
zellen ermoglichen, stellen zum aktuellen Zeitpunkt den ,Goldstandard“ fir die
Risikoeinschatzung dar. Dieser ,Direkt-Nachweis* der Blasten ist jedoch bei einigen
Patienten, besonders aus der Gruppe des MDS und der AML, nur eingeschrankt
anwendbar [38;51;64;88]. Alternativ kbnnen bei diesen Patienten intensivierte
Chiméarismusanalysen im Rezidivmonitoring durchgefiihrt werden. Aus voran-
gegangen Studien ist ersichtlich, das autologe Anteile wahrend eines Rezidivs
gehauft in den blastenassoziierten Subpopulationen wiederzufinden sind. Des
weiteren kann durch die Separation einzelner Zelllinien eine verhaltnismafige An-
reicherung patienteneigener Zellen zur Gesamtzellzahl einer Probe erreicht werden.
Ziel dieser Arbeit ist es, durch Chimarismusanalysen klonspezifischer Subpopu-

lationen eine héhere Aussagekraft und Sensitivitat der STR-PCR herauszuarbeiten
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und damit besonders fiir die Patienten eine Alternative im Rezidivmonitoring zu
schaffen, fur die direkte MRD-Methoden nicht zur VerflUgung stehen und auch
diesen Patienten ggf. eine frihzeitige immuntherapeutische Intervention zukommen

lassen zu kdnnen. Es wird den folgenden Fragestellungen nachgegangen:

* Welche Bedeutung besitzen autologe Zellen einzelner Hamatopoetischer
Subfraktionen fur das Wiederauftreten eines Rezidivs nach allogener
Stammzelltransplantation bei Kindern mit akuten Leukamien ?

* Lassen sich durch die Analyse des Chimarismusstatus in Zellsub-
populationen Parameter definieren, die es erlauben ein drohendes Rezidiv
friihzeitiger zu erkennen als dies durch die Analysen im gesamten
peripheren Blut mdglich ist?

» Besteht ein Unterschied zwischen den Proben des Knochenmarks und den
Analysen im peripheren Blut?

» st ein Vergleich mit direkten Nachweismethoden moglich?

» Ist der Erfolg einer weiterfiihrender Immun- oder Chemotherapien in den
Ergebnissen der Subpopulationsanalysen zu erkennen ?

* Welche Empfehlungen lassen sich aus den Untersuchungen der Subpopula-

tionen fur die Chimarismusanalysen ableiten?
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2 Material

2.1 Reagenzien

2.1.1 Dichtezentrifugation

Biocoll-Seperating-Solution Biochrom AG, Berlin
PBS Gibco BRL, Eggenstein

2.1.2 Isolierung der Subpopulationen

Fir die Isolation der Zellsubpopulationen sind Micro Beads der Firma MILTENY
BIOTEC GmbH, Bergisch Gladbach, benutzt worden:

CD3-Micro Bead Bestnr: 130-050-101

CD10-PE Micro Bead Bestnr: 340921, Becton Dickinson
CD10-Anti PE-Micro Bead Bestnr: 130-048-801

CD19-Micro Bead Bestnr: 130-050-301

CD33-Micro Bead Bestnr:130-050-501

FC-Block +

CD34-Micro Bead Bestnr: 130-046-702

PBS GIBCO BRL, Eggenstein

Mineraldl APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt

Running Buffer bestehend aus:

1000 ml

+100 ml PBS (10-fach konzentriert)

+2 mM EDTA (744 mg)

+0,5% BSA (5,0 9) UNI-APOTHEKE Tubingen

Rinsing Solution bestehend aus:

1000 ml

+ 100 ml PBS (10-fach konzentriert)

+2 mM EDTA (744 mg) UNI-APOTHEKE Tibingen
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Nahrlésung:
VLE-RPMI (1640 / 500 ml)
+ 5 ml Penicillin / Streptomycin

+ 5 ml L-Glutamin

2.1.3 DNA-Isolierung

BIOCHROM AG, Berlin

QUIAGEN GmbH, Hilden
FRESENIUS AG, Bad Homburg
MERCK, Darmstadt

QUIAGEN GmbH, Hilden
QUIAGEN GmbH, Hilden
QUIAGEN GmbH, Hilden
QUIAGEN GmbH, Hilden

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt
APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt
MERCK, Darmstadt

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt

QUIAMP Blood mini Kit No. 29104
Ampuwa
Ethanol 96 %
214 STR-PCR
PCR Buffer
Taq DNA Polymerase
TE Puffer
Oligonukleotide :  dATP
dCTP
dGTP
dTTP
Fluoreszens-markierte Primer (siehe Tab. 1)
Formamid
Standard: Gene Scan 500 Rox
HPLC H,O
POP-4 Polymer
10 X 310 GA Buffer mit EDTA

2.1.5 Gerate und Einmalartikel

Falcon Réhrchen 15 ml, 50 ml
Leucosep Roéhrchen

2 ml Rohre / Tube NO. 55.476
Sterile Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
Pipettenspitzen 2 pul, 20 pl, 100 pl,
1000 pl

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt

GREINER, Ndrtingen
GREINER, Nurtingen
SARSTEDT, Nurnberg
GREINER, Ndrtingen
EPPENDORF, Hamburg
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Pasteur Pipetten

Safecup Reaktionsgefal3e
MACS Seperations Collums
PCR-Hiutchen

Kapillare, 47 cm, 50 pum i.d.

Pipetten 2 pul, 20 ul, 100 ul, 2000 pl

Accu-Jet

Vortexer

Zentrifuge Rotaxia / RP
Auto MACS

ABI PRISM™ 310 C Genetic Analyser

Micro 22 R Tischzentrifuge
Blockthermostat TCR 100
Waage BP 1200
Wasserbad

Thermocycler

Photometer Gene Quant II
Klvette Quarzglas Suprasil
Type Nr. 105.202.008-QS,
Schichtdicke 10 mm
Genotyper Software
Genescan Software

HIRSCHMANN
EPPENDORF, Hamburg
MILTENY BIOTEC, Bergisch Gladbach

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt
ABIMED, Langenfeld

BRAND

NEO-LAB, Heidelberg

HETTICH, Tuttlingen

MILTENYI BIOTECS, BergischGladbach

APPLIED BIOSYSTEMS
HETTICH, Tuttlingen
ROTH, Karlsruhe
SARTORIUS, Géttingen
KOTTERMANN, Hanigsen
BACHHOFER, Reutlingen
PHARMACIA, Freiburg
HELLMA, Laborfachhandel

APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt
APPLIED BIOSYSTEMS, Darmstadt
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Tabelle 1: Primercharakteristika

Nr. | Name Chromosom Lange der | Sequenz der Primer Referenz
Lokation amplifizierten
DNA (BP)

1 F13A1 6p 24-25 180-230 P1:5- GAGGTTGCACTCCAGCCTTT -3’ Polymeropoulos et al.

P2: 5- ATGCCATGCAGATTAGAAA - 3' Nucleic Acids Res 1991:19, 4306
3 MYCL1 1p 32 140-209 P1: 5- TGGCGAGACTCCATCAAAG - 3 Makeld et al.

P2: 5- CCTTTTAAGCTGCAACAATTTC -3 Human Mol Gen 1992:1, 217
4 D11S533 11q 13 400-1100 P1:5- GCCTAGTCCCTGGGTGTGGTC - 3 Eubanks et al.

P2:5- GGGGGTCTGGGAACATGTCCCC -3 Genomics 1991:11,720-729
5 IL2RB 22q11 100-130 P1: 5- GAGAGGGAGGGCCTGCGTTC - 3’ Brewster et al.

P2: 5- CACCCAGGGCCAGATAAAGA -3 Nucleic Acids Res 1991:19, 4022
7 D17S30 17p 133 170-870 P1: 5- CGAAGAGTGAAGTGCACAGG - 3' Horn et al.

P2:5- CACAGTCTTTATTCTTCAGCG - 3 Nucleic Acids Res 1989:19, 2140
14 HUM RENA-4 1932 251-271 P1:5' - AGAGTACCTTCCCTCCTCTACTCA- 3' Edwards et al.

P2:5' - CTCTATGGAGCTGGTAGAACCTGA- 3 Genomics 1992: 12, 241-253
15 HUM FABP 4 102-189 P1:5- CAGTTCGTTTCCATTGTCTGTCCG- 3' Edwards et al.

P2:5 - GTAGTATCAGTTTCATAGGGTCACC- 3 Am J Hum Genet 1991: 49, 746-756
16 HUM THO1 11p15.5 179-203 P1:5 - GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT- 3 Edwards et al.

P2: 5'- ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG- 3' Genomics 1992: 12, 241-253
17 CTLA4 2033 92-130 P1:5'- AACCGTGGCTCTATGCA- 3' Polymeropoulos et al.

P2: 5'- GCCAGTGATGCTAAAGGTTG- 3 Nucleic Acids Res 1991:19, 4018
18 HUM CD4 12p 88-128 P1:5 - GCCTGAGTGACAGAGTGAGAACC- 3 Edwards et al.

P2: 5'- TTGGAGTCGCAAGCTGAACTAGC- 3' Nucleic Acids Res 1991:19, 4791
20 P-450CYP 19 15021.1 154-178 P1:5 - GCAGGTACTTAGTTAGCTAC- 3 Polymeropoulos et al.

P2:5'- TTACAGTGAGCCAAGGTCGT- 3' Nucleic Acids Res 1991:19, 195
21 | VWFI 12p12pter 139-167 P1:5 - TGTACCTAGTTATCTATCCTG- 3' Ploos et al.

P2

5'- GTGATGATGATGGAGACAGAG- 3'

Nucleic Acids Res 1990:18, 4957




3 Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Als Ausgangsmaterial fir die Chimarismusanalysen sind 1 bis 3 Tage alte, mit
EDTA versetzte Knochenmarksproben verwendet worden. Die Untersuchungen im
Knochenmark sind nach 30, 60, 100, und 180 Tagen nach SZT sowie nach 9 Mo-
naten und einem Jahr durchgefihrt worden. Die Analysen sind im Ergebnisteil
zusammen mit den Routineuntersuchungen im Vollblut dargestellt. Letztere sind bis
100 Tage nach SZT wdchentlich und dann monatlich untersucht worden. In der ALL
ist der Chimarismus in der CD3-, CD10-, CD19- und CD34-Subpopulationen, in der
AML in der CD33- und CD34- Subpopulationen bestimmt worden.

3.2 Zusammenfassende Ubersicht

Im ersten Schritt der Zellaufbereitung wird zunachst eine Separation der mono-
nuklearen Zellen aus dem Gesamtknochenmark (ber die Dichtezentrifugation
erreicht. Die Selektion der Subpopulationen wird mit Hilfe des ,Magnet-aktivierten
Cell-sortings* (MACS) durchgefuhrt. Fir die Chimarismusanalysen wird die fluores-
zenzmarkierte STR-PCR eingesetzt. Hier werden die DNA-Fragmente der gewon-
nenen Proben vervielfaltigt sowie farblich markiert. Im Anschluss werden letztere
mit Hilfe der Kapillarelektrophorese der Lange nach voneinander aufgetrennt und in
ihrer Quantitat (in %) beurteilt.

3.3 Isolierung der mononuklearen Zellen aus dem Kn  ochenmark

Die Trennung der mononuklearen Zellen aus dem urspringlichen Knochenmarks-
Punktat erfolgt tiber die Dichtezentrifugation. Uber einen in einem Rohrchen auf-
gebauten Dichte-Gradienten kénnen durch Zentrifugation Zellen bestimmter Dichte
separiert werden([2].

Dazu werden 3 ml Ficoll-lsopaque-L6sung in ein Lecosep-Rohrchen (10 ml) ge-
geben und zentrifugiert (1000 g, 30 sec). In diesem Rohrchen befindet sich an der 3
ml Markierung eine Filterscheibe, die anschliel3end ein einfaches Aufbringen von 3

bis 6 ml EDTA-Knochenmark erméglicht und ein Vermischen der beiden Fliissig-
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keiten verhindert. Wahrend der erneuten Zentrifugation (15 min, 800 g, Bremse 5)
erfolgt die Isolierung der mononukleéren Zellen in der sog. Interphase des erzeug-
ten Gradienten. Aufgrund lhrer geringen Dichte werden diese Zellen an der Grenz-
flache des Gradienten festgehalten und als heller Ring sichtbar. Im folgenden
Waschschritt wird der helle Ring mit der Pasteurpipette vorsichtig abgetragen, in ein
frisches 15 ml Flaconréhrchen gegeben und mit 10 ml PBS (Phosphat-gepufferte-
Salzlésung) resuspensiert. Der Rest ist zu verwerfen. Nach einer weiteren Zentri-
fugation (12 min, 450 g, Bremse 5), wird der Uberstand abpipettiert und das Zell-
pellet in 1 ml PBS geldst. Fur die spatere Zellzédhlung (am Cobas-Micros) werden
50 pl abgenommen und zu 450 pl PBS in ein Eppendorf-Gefald gegeben. Die
restlichen Zellen werden fur den 2. Waschschritt wieder mit 10 ml PBS versehen,
gemischt und abzentrifugiert (12 min, 350 g, Bremse 5). Der Uberstand ist abzu-
pipettieren.

Alle folgenden Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefuhrt. Werden die Zellen erst
am folgenden Tag weiterverarbeitet, missen sie Uber Nacht in 6 ml Nahrlésung bei

4T im Kuhlschrank gelagert werden.

3.4 DNA-Isolation aus den Nativproben von Spender  und Patient

Die Chimarismusanalysen der Subpopulationen werden im Vergleich mit den Nativ-
proben von Donor und Rezipient durchgufiihrt. Die Quantitat dieser Nativproben
wird spektrophotometrisch bestimmt. Die DNA-Isolierung wird nach dem QlAamp-
Blood-Kit-Verfahren entsprechend den Empfehlungen des Herstellers durchgeftihrt.
Die aufgereinigte DNA ist anschlie3end frei von Proteinen, Nukleasen und anderen
Kontaminationen.

Die dazu bendtigte Protease K wird im Kihlschrank aufbewahrt. Die Reagenzien
Puffer AL, Reagenz AL1, Puffer AL2, Puffer AE und Puffer AW werden unter Licht-
abschluss bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Vor jeder Isolierung ist ein Wasserbad und der Puffer AE auf 70 T vorzuwarmen.
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3.4.1 DNA —Isolation

Flr die Isolation werden vorerst die gefrorenen Proben oder die sog. Zellpellets auf
Raumtemperatur erwarmt. Von diesen werden 200 pl in ein Eppendorfgefal3
gegeben. Ist das Volumen geringer als 200 ul, wird die restliche Menge mit PBS
erganzt. Anschlie3end werden dazu 25 pl Potease K und 200 pl Puffer AL pipettiert.
Die Protease K darf auf keinen Fall direkt in den Puffer AL gegeben werden. Im
Anschluss wird das Gemisch sofort so lange gevortext, bis alle Bestandteile gleich-
malfdig geldst sind, und dann zur Inkubation fur 10 min in das 70 T vorgewarmte
Wasserbad gestellt, um die Zelllyse zu beschleunigen. Danach werden zu jeder
Probe 210 ul Ethanol pipettiert, die Mischung gevortext und alles vorsichtig in eine
QlAamp-Spinsdule Ubertragen. Die Probe wird bei 8000 UPM fir 1 min zentri-
fugiert. Diese Saule enthalt eine Siliconmembran, auf der die aufgebrachte DNA
zuriickgehalten und auf diese Weise von den anderen durch die Membran hin-
durchtretenden, verunreinigenden Bestandteile der Zelle getrennt wird. Es folgen
zwei Waschschritte mit 500 pl PBS, wobei der erste bei 8000 UPM fir 1 min und
der zweite bei 13000 UPM fur 2 min zu zentrifugieren ist. Zum Eluieren der DNA
wird die Séule auf ein neues Eppendorfhitchen tberfuhrt. In die Saule wird 50 pl
AE Puffer gegeben und fir 1 min inkubiert und dann zentrifugiert (8000 UPM, 1
min). Das Zentrifugat wird fir 1 min auf 70 T erhitzt, erneut auf die Saulen
gegeben und wiederum abzentrifugiert. Die Saule ist zu verwerfen. Fur die Konzen-
trationsbestimmung werden 5 pl entnommen, in ein Eppendorfgefal’ tberfuhrt und
mit 95 pl Aqua dest. verdinnt. Die Probe wird bei —20 T eingefroren.

Wiederholtes Auftauen und Einfrieren hat keinen negativen Effekt auf die PCR-
Analyse [12]. Ein Aliquotieren der DNA ist deshalb nicht erforderlich.

3.4.2 Spektrophotometrische Bestimmung der DNA-Qua  ntitét

FUr die spektrophotometrische Bestimmung der DNA-Quantitat werden 5 pl DNA
Losung auf 95 pl ddH,0 in eine 100 pl Glas-Cuvette pipettiert. Die optische Dichte
(OD) des Suspensats wird zwischen 260 nm und 280 nm am Genequant-Spektro-

photometer ermittelt.
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Einer OD260 von 1 entsprechen 0,05 ug / pl doppelstrangiger DNA. Abschliel3end
wird die Reinheit der DNA lber dem Quotienten von OD260 / OD280 bestimmt.

Einer hohen Reinheit entspricht ein Wert von 1,8.

3.5 Isolierung der Subpopulationen mit Hilfe des ,M  ACS*

3.5.1 Prinzip der ,Magnet-aktivierten-Zellsortierun g

Die Isolierung der verschiedenen Subpopulationen ist mit Hilfe des MACS (Magnet-
activated Cell-Sorter) erfolgt. Hierzu werden die zu isolierenden Lymphozyten tber
ihre CD-Oberflachenantigene mit ferromagnetischen Antikorpern (AK, Micro Beads)
markiert. Fur die Separation durchlauft die zu bearbeitende Zellsuspension eine in
einem Magneten platzierte Trennsaule. Der Kern dieser Saule besteht aus plastik-
ummantelten kleinen Eisenkugeln, zwischen denen sich im magnetischen Feld ein
Streufluss aufbaut, der die markierten Zellen zurtickhalt. Nicht markierte Zellen
werden aus der Sdule ausgewaschen. Durch ein anschlie3endes Abschalten des
Magneten kdnnen die positiv markierten Zellen aus der Saule selektiv eluiert

werden [2].

3.5.2 Isolation der Subpopulationen

Die Markierung der Zellen erfolgt entweder direkt Gber die CD-Oberflachenantige
oder indirekt Uber einen dazwischen geschalteten Antikorper. Die verwendeten
Micro Beads werden in Dunkelheit bei 4 T im Kuhlsc hrank gelagert. Verklumpte
Proben werden nicht isoliert, da die Reinheit der Subpopulation nicht mehr gewahr-
leistet werden kann.

Je nach Diagnose werden zu dem gewonnenen Zellpellet entweder 160 pl PBS bei
der AML und MDS oder 320 pl PBS bei der ALL pipettiert. Fur jede Subpopulation
stehen schlie3lich 80 pl Zellsuspensat fir die Isolierung der einzelnen Subpopu-

lationen zur Verfugung. Alle folgenden Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefihrt.
3.5.2.1 Isolation der CD3-, CD19- und CD33-Subpopulation

Die Separation der CD3-, CD19- und CD33-Subpopulationen erfolgt tber eine

direkte Markierung der Zellen mit Antikdrpern.
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Hierzu werden von den in PBS gelosten Mononuklearen Zellen 80 pl in ein
Leucosep Rohrchen gegeben und mit 20 pl des gewtinschten CD-Antikorpers
versetzt. Das steril abgeschlossene Suspensat wird bei 4 T unter gelegentlichen
Schitteln 15 min inkubiert. Nach der Zugabe von 400 pl PBS erfolgt die
Zellauftrennung im Auto-MACS-Seperator mit dem Posseld-Programm. Die positiv
eluierten Zellen werden in einem 0,5 ml Eppendorfthitchen aufgefangen und
abzentrifugiert (1000 g, 5 min).

3.5.2.2 Isolation der CD10-Subpopulation

Die Separation der CD10-Subpopulation erfolgt Uber eine indirekte Bindung des
Antikorpers. Die Zellen werden hierflr zunéchst mit einem Flourochrom-conjugier-
ten Antikbrper markiert, der erst die indirekte Bindung eines Anti-Micro Bead
ermaoglicht.

Zu den 80 pl Zellsuspensat werden 10 pl CD10-PE gegeben und bei Raumtem-
peratur fur 5 min inkubiert. Anschlie3end werden die Zellen abzentrifugiert (300 g,
10 min) und der Uberstand abgenommen. Die Zellen werden erneut in der
Ursprungsmenge (80 pl) PBS suspensiert. Alle weiteren Arbeitsschritte entspre-
chen denen der direkten Markierung. Als ferromagnetische Antikorper ist hier der
20 pl Anti-PE zu verwenden.

3.5.2.3 Isolation der CD34-Subpopulation

Die Separation der CD34-Subpopulation erfolgt ebenfalls tGiber eine direkte Bindung
des Antikorpers an der Zelle; jedoch reagiert letzterer mit einem weiteren
Oberflachen Protein, dem FC-Fragment. Um eine unspezifische Bindung der
CD34-Antikoérper und einer Verunreinigung der Subpopulation entgegenzuwirken,
ist das FC-Fragment vorher abzuschirmen.

Zu den 80 pl Zellsuspensat werden 20 pl FC-Block-Agens pipettiert und inkubiert
(20 C, 5 min). Anschlie3end werden 20 ul CD34-Anti korper zu dem Suspensat hin-
zugefugt und erneut inkubiert (4 T, 30 min). Nach der folgenden Zentrifugation
(300 g, 10 min) wird der Uberstand abgenommen und die Zellen in 500 pl PBS
resuspensiert.
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Die optimalen Markierungsverhaltnisse fur die verwendeten Micro Beads sind nach
den Angaben des Herstellers bei einer Zellzahl von 1 x 10" gegeben. Der Median
der verwendeten Zellen hat in dieser Studie bei 0,25 x 10’ gelegen. Um die
niedrigen Mengen auszugleichen, wird die Isolation bei allen Subpopulationen am
Auto-Macs-Seperator mit dem posseld-Programm durchgefiihrt, bei dem das Sus-
pensat zwei magnetische Saulen durchlauft. Hiermit wird sichergestellt, dass alle
markierten Zellen in dem aufgebauten Streufeld zurtickgehalten werden. Dieses
Programm wird fur die Aufreinigung von Subpopulation mit sehr niedrigen Zell-

zahlen empfohlen [2;3].

3.5.2.4 Weiterverarbeitung der eluierten Zellen

Die positiv eluierten Zellen werden in einem 0,5 ml Eppendorfhitchen aufgefangen
und abzentrifugiert (1000 g, 5 min). Der Uberstand ist abzupipettieren und zu ver-
werfen. Auf das Zellpellet werden 20 pl in PBS verdinnter PCR-Puffer (1:10) gege-
ben und anschlie3end mit 30 ul Mineraldl erganzt. Beim anschlieRenden Erhitzen
auf 95 T (15 min) verhindert das Ol ein Verdunsten der Probe. Durch die hohen
Temperaturen kommt es zur Zerstorung der Zellmembranen und zur Freisetzung
der denaturierten DNA. Durch ein kurzes anzentrifugieren (8000 g) wird ein Abset-
zen der Zellbestandteile auf den GefalRboden erreicht. AnschlieRend ist das Pro-

dukt bis zur Weiterverarbeitung bei —20TC aufzubewa hren.

3.6 Floureszenz-markierte-STR-PCR

3.6.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ist eine einfache Methode der DNA-Ampli-
fizierung, welche durch mehrfache Wiederholungen eines Reaktionszyklus erreicht
wird. Am Anfang dieses Zyklus steht die Denaturierung der DNA bei 95 T, d.h. die
Entspirilisation und das Auseinanderbrechen der Doppelhelix. Beim Abklhlen auf
ca. 60 T kommt es zum Anneling, d.h. zur Bindung d es Primers an die komple-
mentdren DNA-Sequenzen. Letzterer ermoglicht die Anlagerung der Tag-Poly-
merase. Diese katalysiert die Synthese komplementéarer Oligonukleotide und bildet
aus der DNA in der sog. Extensionsphase wieder eine Doppelhelix. Bei der mehr-

fachen Wiederholungen dieses Zyklus ergibt sich eine exponentielle Zunahme der

22



Molekiile. 20 Zyklen resultieren in einer 10°-fachen Amplifikation eines doppelstran-
gigen Molekdls. Durch die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Primern sind die

neu synthetisierten Oligonukleotide farblich markiert [2;7].

3.6.2 Short-tandem-Repeats

Urspringlich ist die STR-PCR in der forensischen Medizin angewandt worden. Sie
dient dort der Bestimmung des genomischen Fingerabdruckes. Letzterer basiert auf
einem System hoch polymorpher, sich wiederholender, nicht codierender Sequen-
zen von 2 - 7 Basenpaaren (Tandems). Die Unterscheidung der Individuen ergibt
sich aus der unterschiedlichen Anzahl der Wiederholungen dieser Sequenzen und
den hieraus resultierenden Langenvarianten. Insgesamt erreichen die STRs
Langen von 80 bis 300 Basenpaaren [58;63;93;94].

3.6.3 Primerauswahl

Fur die Differenzierung der Spender- von den Empfangerzellen stehen fur die hier
dargestellten Untersuchungen 12 Primer zur Verfliigung (Tab. 1). Ein Primer ist nur
dann fir die Chimarismusanalysen geeignet, wenn zwischen den synthetisierten
DNA-Produkten ein Langenunterschied von mindestens 4 Basenpaaren besteht.
Besitzen der Spender und der Empfanger fur einen Primer dasselbe Allel, ist dieser
folglich fur eine Unterscheidung nicht geeignet. Fur die Analysen nach SZT wird der

informativste Primer ausgewahlt.

3.6.4 PCR-Probenansatz

Als Richtlinie fir die PCR-Amplifikation wird das Quiagen-Tag-DNA-Polymerase-
Protokoll herangezogen. Alle Arbeiten werden auf Eis durchgefuhrt. Die Primer und
die Tag-Polymerase sind sehr licht- und warmeempfindlich, so dass der Zeitraum
aullerhalb des Kuhlschrankes so kurz wie moglich gehalten werden sollte. Die
Primer werden aus diesem Grund aliquotiert.

Fiar den PCR-Ansatz wird fur jede Probe ein Master Mix von 9,5 pl vorbereitet.

Der Master Mix-Ansatz wird in einem Eppendorf-Gefal3 vorbereitet und besteht aus

den nachfolgend aufgelisteten Reagenzien. Die Angaben sind mit der Anzahl der
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zu untersuchenden Proben zu multiplizieren und in der aufgelisteten Reihenfolge in

die Eppendorfhiitchen zu pipettieren.

7,0 ul H,O

1,4 pl PCR-Puffer — 10 x PCR-Puffer ( enthalt 15 mM MgCl,)
0,8 I dNTP =10 nmol / pl / dNTP

0,2 pl Primer (1 + 2) — je 50 pmol / pul

o M 0 bdPRF

0,1 pl Tag — Polymerase

Fur die Analyse der Nativ-DNA von Spender und Empfanger sowie fir die zu unter-
suchende Knochenmarksprobe werden 0,5 pl DNA (enthélt ca. 100 ng DNA) zu
dem Master Mix in die entsprechend vorbereiteten Hutchen pipettiert. Fur die
Analyse der Subpopulationen wird die doppelte Menge verwendet. Anschlie3end
werden die PCR-Gefal3e kurz auf dem Titertek geschittelt und in die Cycler
gestellt.

3.6.5 Thermocyclerprogramme

Entsprechend der unterschiedlichen Annealing-Temperaturen und Zyklen der

verschiedenen Primer werden die Ansatze wie folgt gecycelt:

Primer NR: 1,37 5, 14-18, 20, 21 |4 17

Initiale Denaturierung | 94°C, 3 min 94°C, 3 min 94°C, 3 min 94°C, 3 min
Denaturierungsschritt | 94°C, 1 min 94°C, 1 min 94°C, 1 min 94°C, 1 min
Primer-Annealing 58°C, 0,45 min 62°C, 0,45 min 65T, 0,45 min | 64°C, 0,45 min
Primer-Extension 72°C, 1:30 min 72°C, 1:30 min 72°C,1:30 min | 72°C, 1:30 min
Cyclenzahl 35 Cyclen 35 Cyclen 35 Cyclen 35 Cyclen

Tabelle 2: Thermocyclerprogramme

Nach dem Abschluss der Programme werden die Produkte bis zur Weiterver-

arbeitung bei 4 T gelagert.
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3.7 Die Kapillarelektrophorese

3.7.1 Prinzip der Elektrophorese und die Verarbeit  ung der Daten

Das Funktionsprinzip der Elektrophorese beruht auf der unterschiedlichen Diffu-
sionsgeschwindigkeit von Oligonukleotiden in einem elektrischen Feld. Getrieben
durch die eigene Ladung werden die DNA-Fragmente in Gelen der Grol3e bzw.
L&ange nach aufgetrennt [2;7]

In dieser Studie ist die Auftrennung der DNA-Fragmente am ABI PRISM 310-
Genetic-Analyser-System erfolgt. Hier durchlaufen die fluoreszenzmarkierten-DNA-
Produkte eine Kapillare, in der nach einer festgelegten Strecke die Emissionen der
Farbstoffe gemessen werden. Das multi-color-detektion-System des ABI PRISM
310 ermoglicht es, verschiedene Fluoreszenz-Farbstoffe simultan zu detektieren.
Somit kdnnen drei unterschiedlich markierte DNA-Fragmente in einer Spur ana-
lysiert werden.

Die erhobenen Daten werden mit Hilfe der GeneScan-Analysis-Software ausge-
wertet. Dieses Programm identifiziert die DNA-Banden und vergleicht sie mit einem
mitlaufenden Standard (ROX 500), der eine Beurteilung der Lange und der DNA-
Menge der Probe erméglicht.

Mit Hilfe der GenoTyper-Software werden die Ergebnisse in einem Kurven-
diagramm nach Fragmentlange und Signalintensitat dargestellt und die Integrale

der Kurven quantifiziert.

3.7.2 Probenansatz fur die Kapillarelekrophorese

Die PCR-Produkte werden mit 40 pl H,O verdinnt.

Fur jeweils drei Proben wird ein Hutchen mit 13,7 yul Formamid und 0,3 ul eines
Standards (GeneScan Rox 500) vorbereitet. Da die PCR-Produkte mit drei unter-
schiedlichen Farben (fam, hex, ned) markiert werden, kdnnen diese parallel in einer
Spur analysiert werden. Von jedem verdinnten Produkt wird 1 pl in ein Hutchen
pipettiert. Das Suspensat wird vorsichtig kurz geschuttelt und auf eventuelle Luftbla-
sen am Boden des Hutchens kontrolliert. Die Probe wird denaturiert (90 T, 2 min),
sofort abgekuhlt und in das ABI PRISM 310 System zur Analyse Uberfihrt.
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3.7.3 Einstellungen des ABI PRISM 310 System

Fir die Auftrennung der DNA-Fragmente wird das POP-4-Polymer, eine 47 cm
lange Kapillare und der 10 X 310 GA Buffer mit EDTA nach den Empfehlungen des
Herstellers verwendet.

Folgende Parameter werden fiir die Laufe eingestellt:

* Injektionszeit: 5 s

* Injektionsenergie: 15.0 kV
e Temperatur: 60 T

e Zeit pro Lauf: 18 min

Wenn die Analyse unter diesen Einstellungen in den Subpopulationen keine Ergeb-
nisse erbringt, wird ein erneuter Versuch mit einer verlangerten Injektionszeit von

10 sec vorgenommen oder die DNA-Menge fur die Analyse verdoppelt.

3.8 Auswertung der Daten

Die Analyse der Rohdaten erfolgt mit der Software von GeneScan 3.1° und die
Auswertung des Chimarismus mit der GenoTyper® Software (Perkin- Elmer, Foster
City, USA). Die Ergebnisse werden als Kurvendiagramm dargestellt. Die DNA-Pro-
dukte werden abhangig von der Signalintensitat und der Fragmentlénge als Integral
dargestellt. Aus dem GroRenverhéltnis der berechneten Flachen ergibt sich das
anteilige Verhaltnis zwischen Spender und Empfanger.

Das Ergebnis wird im Vergleich mit den urspriinglichen Spender- und Empfanger-

proben bewertet und in prozentualen Anteilen angegeben [58].
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3.8.1 Berechnung des Chimarismus

Die prozentualen Anteile der Spender- und Empfanger-DNA in einer Probe ergeben

sich aus dem folgenden Verhaltnis:

FlacheEmpginger
FlacheSpetter + FlacheEmgidnger

Anteile der Empféanger DNA in % =100x

Fir die Berechnung des Chimarismus bestehen drei Mdglichkeiten:

1. Wenn Spender und Empfanger ein Allel teilen, kann das gemeinsame Allel

3.

aus der Kalkulation des Chimarismus ausgeschlossen werden (Abb. 2):

FlacheA

Anteile der Empfanger DNA in % =100X—— —
Flache/+ FlacheC

Wenn Spender und Empfanger kein Allel teilen, wird der Chimarismus wie
im vorherigen Beispiel berechnet. Sind Spender und Empfanger oder einer

von beiden heterozygot, werden die Flachen des jeweiligen addiert (Abb. 3):

Flachg A+ B)

Anteile der Empfanger DNA in % =100X—— —
FlachgC + D) + Flachg A+ B)

Wenn entweder der Spender oder der Empfanger homozygot ist und der
andere heterozygot und beide ein Allel teilen, ergibt sich fur die Kalkulation

des Chiméarismus folgende Berechnung (Abb 4):

2xFlacheA
Flache/ + FlachekE

Anteile der Empfanger DNA in % =100x
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Allelen des Spenders

28



T T T T T T T ¥ T T T T T T

L) ¥ ] . 1 ' L] T 1 L. L] 1 L] ]
B 182 170 1TE 174 176 ITE 180 12X 184 18& As8 130 192
Worprobe: i1}

B
Empfanger JI.-' o
: ¥ o 4 - 1200

Spender: C_ D
_,!Nf "an/\ Flomo
Mononukledre Zellen:
A B i

C D
fﬂu‘[\ 13 %

B . e e, L5 e e Lk, e
—

[F751] T21m
*.v_d-" 2000
- 2000
cC -1 000
CL10-Subpopulation:

W  aew P

IR et iy — [

iS00 ZFdaz
EEED]
CD19-Subpopulation:
\ - 3000
o - 2o
ff /\ €C  Flooa
CD34Subpopulation: = .

B f‘/\_fﬁ\ e B bkl

| EE=E=10 [feiio]

CDZ2-Subpopul ation:

Abbildung 3: Chimarismusanalysen eines Patienten, bei dem sich d  er Spender und der Em-
pfanger kein Allel teilen ; Angaben der autologen Anteile in %, A+B = Allelen des Empfangers, C+D
= Allelen das Spenders, autologe Anteile in %, CC = kompletter Chimarismus

29



L

T T T T

1656 1 &E 170 172 174

“orprobe: B 11

Empfinger oo

20
ppeinis}

Spender:

Mononukledre Zallen: B

3415 |[=o0o

+ISHE
CD2-Subpopul ation:

43 % |-=oo

CC10-Subpopulation:
SO0

Einlnlal
2000
1000

S000E
el
pranimln ]

61 %

C19-Subpopulation:

CD23Subpopulation:

S
SO0
2000

TEiTT

Abbildung 4 : Chiméarismusanalysen, eines heterozygoten Empféange rs und eines homo-
zygoten Spenders, die sich ein Allel teilen;  Angaben der autologen Aneile in %, B+A = Allele des
Empféangers, B = homozygotes Allel des Spenders

Anhand der erhobenen Ergebnisse aus den Vollblut-, Knochenmarks- und Subpo-
pulations-analysen sind die Patienten in die verschiedenen Chiméarismus-Gruppen

eingeteilt.
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3.8.2 Einteilung der Chimarismusgruppen

Anhand des Auftretens autologer Anteile werden verschiedene Chimarismus-
gruppen beschrieben. Die Reduktion autologer Anteile nach SZT bis zum alleinigen
Nachweis der Spenderzellen wird als abnehmender Chiméarismus (deMC) bezeich-
net. Autologe Anteile von weniger als 10% in der vorausgegangenen Untersuchung
mit einer Zunahme hierzu von 5%, bzw. ein Empfangeranteil von mehr als 10% mit
einer Zunahme von mehr als 10%, werden als zunehmender Chimarismus (inMC)
bezeichnet.

Sporadisch auftretende gemischte Chimére, die die oben genannten Bedingungen
nicht erfullen, stellen einen gemischten Chimarismus auf niedrigem Niveau (IIMC)

dar.

3.9 Real-Time-PCR

Die Ergebnisse der Subpopulationsanalysen sind in dieser Studie mit Werten der
Real-Time-PCR verglichen worden. Diese Methode basiert auf dem Nachweis
klonspezifischer Rearrangements von Immunglobolin- und T-Zell-Rezeptorgenen
[2;48]. Beschrieben worden ist die Methode von Bader et al. in einer Studie von
2002 [11]. Die Vor- und Nachteile dieser Methode, z. T. im Vergleich mit weiteren
Moglichkeiten der MRD-Detektion, werden in der Diskussion naher beleuchtet
[30;48;75;76;82].
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4 Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit bildet den Teil einer grofl3 angelegten multizentrischen

Studie. Die folgenden Kliniken sind daran beteiligt gewesen:

Universitatskinderklinik-Freiburg

Universitatsklinik fur Kinder und Jugendliche Erlangen
Universitatskinderklinik Essen

Medizinische Hochschule Hannover — Kinderklinik

Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitat Jena, Klinikum fur Kinder- und
Jugendmedizin ,Jussuf Ibrahim*

Universitatskinderklinik und Poliklinik UIm

Kinderklinik der TU Munchen

Kinderklinik und Poliklinik der Ludwig-Mximilians-Universitat Miinchen

Von Hauersche Kilinik (Minchen)

Das Durchschnittliche Alter der Kinder betrug 8 Jahre. Der jingste Patient war zum

Zeitpunkt der Transplantation 1 Jahr alt, der Alteste war 22 Jahre. Der Untersu-

chungszeitraum betrug im Median 453 Tage mit einem Minimum von 16 und einem

Maximum von 1586 Tagen.

Die Angaben zu den Patienten und ihren Analyseergebnissen in den Subpopu-

lationen des Knochenmarks sind in unterschiedlichen Tabellen zusammengefasst.

Sie sind nach den folgenden Kriterien zusammengefasst: Grunderkrankung (ALL,

T-ALL, AML oder MDS), dem Remissionsstatus (komplette Remission, Rezidiv

oder transplantationsassoziierte Mortalitat).

32



€€

UPN |AnzPr| Alter Dis Spender |Remissionsst Konditionierung T-Zell Chindrismus- IT Krankheits- | Tage follow
atus depletion status verlauf up
2664 2 11 AML MMFD 1 TBI+Eto+FIu+ATG ja CC ja CR 333
2698 1 13 AML MUD 1 Bus+Cyc+Mel+ATG nein CC nein CR 243
2524 1 7 AML MFD 1 Cyc+Bus nein CC nein CR 507
2661 1 13 AML MUD 2 Bus+Cyc+Mel+ATG nein CC nein CR 170
1964 1 10 AML MFD 1 Bus+Cyc+Mel nein CC nein CR 596
1941 1 2 AML MFD 1 Bus+Cyc+Mel nein CC nein CR 1208
2608 1 11 AML MMUD 2 TBI+Cyc+ATG ia CcC nein CR 392
2290 1 11 AML MUD 2 Bus+Cyc+Mel+ATG nein CC nein CR 803
2146 1 15 AML MFD 1 Bus+Cyc nein CC nein CR 953
1673 2 1 AML MMUD 2 Bus+Cyc nein CC nein CR 1586
2604 2 18 AML MFD 1 Bus+Cyc+Mel nein CC nein CR 326
2363 2 17 AML MUD 2 Bus+Cyc+Mel+ATG ja CC nein CR 635
2344 2 1 AML MUD 1 Bus+Cyc+ATG nein inMC ja CR 719
2095 2 1 AML MFD 1 Bus+Cyc nein IMC ja CR 951
2655 3 2 AML MUD 1 Bus+Cyc+Mel+ATG nein IMC ja CR 343
2631 3 3 AML MUD 1 Bus+Cyc+ATG nein IMC ja CR 317
2440 4 7 AML MUD 2 Bus+Cyc+Mel+ATG ia IMC ia CR 643
2408 1 8 AML MUD 1 Bus+Cyc+ATG nein IMC nein CR 631
2207 1 7 AML MFD 1 Bus+Cyc ja IMC nein CR 306
1854 1 19 AML MUD 4 Bus+Cyc+Mel+ATG nein IIMC nein CR 924
2457 2 1 AML MUD 2 TLI+Flu+Mel+ATG nein IMC nein CR 524
2226 3 2 AML MUD 2 Bus+Cyc+Mel+ATG nein IMC nein CR 616
2644 3 17 AML MMUD 2 Bus+Mel+End+ATG nein IIMC nein CR 301
2573 4 8 AML MUD 1 Bus+Cyc+Mel+ATG nein IIMC nein CR 453
1871 1 12 AML MFD 2 Bus+Cyc ja inMC ja Rlps 566
2170 1 6 AML MUD 2 Bus+Cyc+Mel+Pred+OKT3 ja inMC nein Rlps 293
1930 2 12 AML MFD 1 Bus+Cyc+Mel nein inMC nein Rlps 1023
1791 2 9 AML MUD 2 TBI+Cyc+ATG ja inMC nein Rlps 377
2396 6 15 AML MUD 2 TBI+Flu+ATG+Rad nein inMC nein Rlps 327
2343 3 4 AML MUD 1 [TBI+Flu+Cyc+Atg nein CC nein TRM 354

Tabelle 3: Patientendaten zur allo-SZT bei Patienten mit AML

; UPN = Patientennummer, AnzPr = Anzahl der Subpopulationsproben, Dis = Erkrankung,

MFD = matched family Donor, MUD = matched unrelated Donor, MMUD = mismatched unrelated Donor, MMFD = mismatched family donor, TBI = Ganzkdrper-
bestrahlung, Eto = Etomidat, Pred = Prednisolon, Bus = Busulfan, Cyc = Cyclophosphamid, Mel =Melphalan, ATG = Antithymozytenglobolin, Thio = Thiotepa,
Flu = Fluorourcil,OKT3 = Antikérper, Rad = Radioimmun, CC = vollstédndiger Chiméarismus, inMC = zunehmender Chimérismus, IIMC = gemischter Chima-
rismus auf niedrigem Niveau, IT = Immuntherapie, CR = komplette Remission, RIps = Ruckfall, TRM = Transplantationsassoziierte Mortalitat




ve

UPN|AnzP| Dis | SubDis | Alter| Remissions- [KMT_| Spender Konditionierung T Zell |Chimérismus IT Krankheits-| Tage |MRD
b status Nr Depletion status verlauf | follow up
2244| 4 | ALL | pre-B | 22 3 1 TBI+Eto+Thio+tATG ja deMC ja CR 637 ja
2059 5 | ALL T 5 1 1 TBI+Eto+Cyc+ATG nein inMC ja CR 983 ja
2230| 1 ALL T 14 2 1 TBI+Eto+Thio nein inMC ja CR 385 nein
2458 4 | ALL C 2 1 1 Bus+Eto+Cyc+Atg nein inMC ja CR 614 nein
2629 3 | ALL C 9 2 2 TBI+Eto+FIu+ATG nein inMC ja CR 279 nein
2688| 1 ALL C 20 2 1 TBI+Eto+ATG nein inMC ja CR 242 ja
2491 2 | ALL C 13 3 1 TBI+Eto nein IIMC ja CR 379 ja
2077| 1 ALL T 8 1 1 MUD TBI+Eto+Thio+tATG nein CC nein CR 909 ja
2164 1 ALL C 7 1 1 MUD TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 877 nein
2205 1 ALL C 13 2 1 MFD TBI+Eto nein CC nein CR 274 nein
2208 5 | ALL T 18 1 1 MFD Eto+Flu+Thio+tATG nein CC nein CR 671 ja
2239 2 | ALL C 14 3 1 TBI+Eto+ATG ja CC nein CR 801 nein
2277 1 ALL T 9 2 1 MUD TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 575 nein
2299 2 | ALL C 6 1 1 MFD TBI+Eto+FIu+ATG ja CC nein CR 336 nein
2302| 1 ALL C 13 2 1 MFD TBI+Eto nein CC nein CR 746 nein
2504 2 | ALL C 7 1 1 MFD TBI+Eto nein CC nein CR 474 ja
2541 2 | ALL T 3 2 1 MMUD  [TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 363 nein
2547 1 ALL C 6 1 1 DU Bus+Eto+ATG nein CC nein CR 475 nein
2596| 3 | ALL T 8 2 1 TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 176 nein
2614| 3 | ALL C 0 1 1 Thio+Eto+Mel+ATG ja CC nein CR 294 nein
2643| 2 | ALL C 15 1 1 DU TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 378 ja
2713 1 ALL | Pre-B 6 2 1 DU TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 232 nein
2719 1 ALL C 14 2 1 TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 288 nein
1816] 2 | ALL C 9 2 1 MFD TBI+Eto nein deMC nein CR 1112 ja
2087 2 | ALL T 7 1 1 MFD TBI+Eto nein deMC nein CR 772 ja
2265 1 ALL C 6 2 1 MUD TBI+Eto+ATG nein deMC nein CR 797 nein
2485| 1 ALL | pre-B 1 1 1 MUD Bus+Eto+Cyc+ATG nein deMC nein CR 522 nein
2489| 2 | ALL | pre-B 3 1 1 MFD TBI+Eto nein deMC nein CR 617 nein
2495 2 | ALL C 7 2 1 TBI+Eto+ATG nein deMC nein CR 468 nein
2542| 1 ALL | pre-B | 13 2 1 MFD TBI+Eto nein deMC nein CR 490 nein
2610 2 | ALL C 13 1 1 MMUD  |Eto+ ATG nein deMC nein CR 348 ja
2055 3 | ALL C 10 1 1 TBI+Eto+ATG ja inMC nein CR 1106 | nein
2101 2 | ALL C 7 2 1 MFD TBI+Eto+Flu+OKT3 nein IIMC nein CR 1011 nein
2214| 1 ALL | pre-B 7 2 1 MUD Bus+Eto+Thio nein IIMC nein CR 98 nein
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2366 1 | ALL C 12 2 1 MFD TBI+Eto nein IMC nein CR 611 nein
2414 1 | ALL T 10 1 1 MUD TBI+Eto+ATG nein IMC nein CR 539 nein
2468 1 | ALL T 16 1 1 DU TBI+Eto+ATG nein IMC nein CR 239 nein
Tabelle 4: Patientendaten zur allo-SZT bei Patienten mit ALL i n kompletter Remission ; UPN = Patientennummer, AnzPr = Anzahl der

Subpopulationsproben, Dis = Erkrankung, SubDis = Subtyp der ALL, MFD = matched family Donor, MUD = matched unrelated Donor, MMUD = mismatched
unrelated Donor, MMFD = mismatched family donor, DU = unrelated Donor, TBI = Ganzkoérperbestrahlung, Eto = Etomidat, Bus = Busulfan, Cyc =

Cyclophosphamid, Mel

komplette Remission, Rlps = Rickfall, TRM = Transplantationsassoziierte Mortalitat, MRD = Minimale Rest Erkrankung

=Melphalan, ATG = Antithymozyten-globolin, Thio = Thiotepa, Flu = Fluorourcil, OKT3 = Antikérper, CC = vollstandiger Chimarismus,

iNMC = zunehmender Chimarismus, IIMC = gemischter Chimarismus auf niedrigem Niveau, deMC = abnehmender Chimérismus, IT = Immuntherapie, CR =

UPN | AnzPr | Dis |SubDis| Alter | Remissions- KMT_| Spender | Konditionierung T Zell Chiméarismus- | IT | Krankheits- Tage | MRD
status Nr Depletion status verlauf follow up
2671 1 ALL C 12 2 1 TBI+Eto nein inMC ja CR 275 ja
1849 2 ALL C 14 3 1 UD [TBI+Flu ja deMC nein CR 1113 ja
2110 2 | ALL | preB | 7 2 1 TBI+Eto+Thio+tATG nein CC nein CR 363 nein
2123| 2 | ALL C 3 1 1 MUD [TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 754 ja
2222 3 ALL C 12 3 1 TBI+Eto+Flu+Tec nein CC nein CR 734 nein
2345| 1 ALL C 14 2 1 MUD [TBI+Eto+ATG nein IIMC nein CR 524 nein
2432 2 | ALL C 1 2 1 MUD [TBI+Eto nein CC nein CR 457 ja
2562| 3 | ALL C 10 2 1 TBI+Eto+ATG ja CC nein CR 105 ja
2590 2 ALL C 2 1 1 TBI+Eto+FIu+ATG ja deMC nein CR 420 nein
2592| 1 ALL C 15 2 1 TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 106 nein
2626| 3 ALL T 38 2 2 TLI+FIu+ATG ja CC nein CR 137 nein
2633| 1 ALL C 16 1 1 TBI+Eto nein IIMC nein CR 315 nein
2645 1 ALL C 7 1 1 UD  [TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 60 nein
2657| 2 | ALL C 14 1 1 UD [TBI+Eto+ATG nein CC nein CR 286 nein
Tabelle 5: Patientendaten zur allo-SZT bei Patienten mit ALL i  n kompletter Remission und autologen Anteilen in de n Subpopulationen ; UPN =

Patientennummer, AnzPr = Anzahl der Subpopulationsproben, Dis = Erkrankung, SubDis = Subtyp der ALL, MFD = matched family Donor, MUD = matched
unrelated Donor, MMUD = mismatched unrelated Donor, MMFD = mismatched family donor, DU = unrelated Donor, TBI = Ganzkérperbestrahlung,Eto =
Etomidat, ATG = Antithymozytenglobolin, Thio = Thiotepa, Flu = Fluorourcil, Tec = ?! CC = vollstéandiger Chiméarismus, inMC = zunehmender Chimarismus, IIMC
= gemischter Chimérismus auf niedrigem Niveau, deMC = abnehmender Chiméarismus, IT = Immuntherapie, CR = komplette Remission
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UPN|AnzPrb| Dis |SubDis| Alter [Remissions-|SZT- Spender Konditionierung T Zell |Chimérismus-status| IT | Krankheits- |Tage follow|MRD
status Nr Depletion verlauf up
2287 2 |ALL| C 14 1 1 MFD TBI+Eto+Thio+ATG nein CC nein TRM 165 ja
2071 1 |ALL] C 7 2 1 TBI+Eto+Thio+ATG nein deMC nein TRM 72 ja
2177) 2 |ALL| C 19 2 2 FIu+tATG ja CC nein TRM 67 nein
2214) 1 AL C 7 2 2 Bus+Eto+Thio ja CC nein TRM 16 nein
2269 1 |ALL|biphdn.| O 1 1 MUD Bus+Eto+Cyc+ATG nein CC nein TRM 95 nein
2472 3 AL C 10 1 1 TBI+Eto nein CC nein TRM 302 nein
Tabelle 6: Patientendaten zur allo-SZT bei Patienten mit ALL u  nd wiederkehrender Grunderkrankung / Transplantatio nsassoziierter Mortalitdt ; UPN =

Patientennummer, AnzPr = Anzahl der Subpopulationsproben, Dis = Erkrankung, SubDis = Subtyp der ALL, SZT = Stammzelltransplantation, MFD = matched
family Donor, MUD = matched unrelated Donor, MMUD = mismatched unrelated Donor, MMFD = mismatched family donor, DU = unrelated Donor, TBI =
Ganzkorper-bestrahlung, Eto = Etomidat, Bus = Busulfan, Cyc = Cyclophosphamid, Mel =Melphalan, ATG = Antithymozyten-globolin, Thio = Thiotepa, Flu =
Fluorourcil, OKT3 = Antikdrper, Pred = Prednisolon, CC = vollstéandiger Chiméarismus, inMC = zunehmender Chimarismus, IIMC = gemischter Chiméarismus auf
niedrigem Niveau, deMC = abnehmender Chiméarismus, IT = Immuntherapie, CR = komplette Remission, RIps = Ruckfall, TRM = transplantationsassoziierte
Mortalitat, MRD = Minimale Rest Erkrankung

UPN|AnzPrb|Dis|SubDis| Alter |Remissions-|SZT-| Spender Konditionierung T Zell |Chimarismus-status| IT | Krankheits- |Tage followMRD
status Nr Depletion verlauf up
1776] 10 |ALL| pre-B 1 2 1 MUD Bus+Eto+Cyc+ATG Ja inMC ja Rlps 1428 ja
2114 4 AL C 10 2 1 MFD  [TBI+Eto+ Flu+ ATG ja inMC ja Rips 117 ja
2119 9 ALL C 8 1 1 MFD  [TBI+Eto nein inMC ja Rlps 421 ja
2413] 4 |ALL] C 8 1 1 MFD Bus+Cyc nein inMC ja Rlps 346 ja
2130 1 AL T 5 1 1 MMFD [TBI + Eto nein IIMC ja Rlps 104 ja
2413] 1 AL} C 7 2 2 MFD Bus+Cyc nein IIMC ja Rlps 251 ja
2451 4 AL C 15 2 1 MFD  [TBI++Eto+FIu+tATG ja IIMC ja Rips 319 ja
2217| 2 |ALL|pre-B| 6 3 1 MMUD  [TBI+Eto+ATG ja CC nein Rlps 105 ja
2433] 1 JALL] T 8 2 1 MUD  [TBI+Eto+ATG nein CC nein Rlps 563 ja
2130 1 JALL T 5 3 2 MMUD inMC nein Rlps 42 ja
2266| 2 ALl C 10 2 1 MFD  [TBI+Eto+FIu+ATG ja inMC nein Rlps 73 ja
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2295 2 |ALL] C 8 1 1 MUD  [TBI+Eto+ATG nein inMC nein Rlps 251 ja
2298 5 JALL T 8 1 1 MFD  [TBI+FIu+ATG+Eto ja inMC nein Rlps 552 ja
2582 1 J|ALL| C 3 2 1 DU TBI+Eto+ATG nein inMC nein Rlps 163 ja
1965 5 JALL C 22 3 1 MUD  [TBI+Eto+Thio+tATG ja IIMC nein Rlips 1136 ja
2043] 3 |ALL C 11 1 1 MUD  [TBI+Eto+Cyc+Pred+OKT3| ja IIMC nein Rlps 523 ja
2445 3 |ALL|preB| 4 2 1 MUD  [TBI+Eto+ATG ja IMC nein Rlps 386 ja
2478 2 |ALL| pre-B 6 2 1 MFD TBI+Eto nein IMC nein Rlps 142 ja
25600 1 JALL| pre-B| 12 2 1 MFD  [TBI+Eto+ATG nein IIMC nein Rlps 353 ja
1868, 1 |ALL] C 9 3 2 MFD Bus+Flu+Eto+Okt3 ja inMC ja Rlps 631 nein
2186 1 J|ALL| C 11 2 1 MMUD  [TBI+Eto+Cyc+OKT3 ja inMC ja Rlps 83 nein
2196 1 J|ALL| C 12 3 1 MFD  [TBI+Eto nein inMC ja Rlps 203 nein
2122 1 |ALL] C 15 3 1 MUD  [Thio+Eto+ATG nein IMC ja Rlps 308 nein
21400 2 J|ALL C 10 2 1 DU TBI+Eto+Thio+tATG nein IIMC ja Rlps 157 nein
2273] 1 |ALL| pre-B 7 1 1 MMUD  [TBI+Eto+Cyc+OKT3 nein inMC nein Rlps 163 nein
2333 1 |ALL] C 16 2 1 MUD  [TBI+Eto+ATG nein inMC nein Rlps 36 nein
2613] 1 |ALL] C 13 2 1 MFD TBI+ Eto nein inMC nein Rlps 95 nein

Tabelle 7: Patientendaten zur allo-SZT bei Patienten mit ALL u

nd wiederkehrender Grunderkrankung

; UPN = Patientennummer, AnzPr = Anzahl der
Subpopulationsproben, Dis = Erkrankung, SubDis = Subtyp der ALL, SZT = Stamzelltransplantation, MFD = matched family Donor, MUD = matched unrelated
Donor, MMUD = mismatched unrelated Donor, MMFD = mismatched family donor, DU = unrelated Donor, TBI = Ganzkorper-bestrahlung, Eto = Etomidat, Bus =
Busulfan, Cyc = Cyclophosphamid, Mel =Melphalan, ATG = Antithymozyten-globolin, Thio = Thiotepa, Flu = Fluorourcil,OKT3 = Antikdrper, Pred = Prednisolon,
CC = vollstandiger Chimarismus, inMC = zunehmender Chimarismus, IIMC = gemischter Chimarismus auf niedrigem Niveau, deMC = abnehmender
Chimarismus, IT = Immuntherapie, CR = komplette Remission, Rlps = Riickfall, TRM = zransplantationsassoziierte Mortalitat, MRD = Minimale Rest Erkrankung




5 Ergebnisse

5.1 Uberblick tiber die Probenverteilung

In dem Zeitraum vom August 2001 bis August 2003 sind von 84 ALL- und 30 AML-
Patienten insgesamt 239 Knochenmarksproben auf ihren Chimarismus hin unter-
sucht worden. In der ALL wurden die CD3-, CD10-, CD19- und CD34-Subpopula-
tionen untersucht, in der AML und im MDS die CD33- und CD34-Subpopulation. In
der folgenden Tabelle ist ein Uberblick tiber die untersuchten Proben pro Patienten

gegeben.
ALL AML

Anzahl: Patienten Proben / Patient Patienten Proben  /Patient
2 10 1 6
5 5 2 4
4 4 5 3
10 3 9 2
24 2 13 1
38 1

Gesamt: 84 179 30 60

Tabelle 8: Proben- und Patientenverteilung in der A ML und der ALL

5.1.1 Ereignisfreies Uberleben in Abhéngigkeit von der Erkrankung

Die folgende Abbildung zeigt das ,Ereignisfreie Uberleben* (EFU) der Patienten
bzw. das Uberleben der Patienten in kompletter Remission nach einer Stammzell-
transplantation. Um einen Anhalt zu bekommen, ob die Erkrankung hierfir von

Bedeutung ist, sind die ALL und die AML getrennt voneinander dargestellt.

Das ,EFU" fiir die ALL betragt 25 %, das fir die AML 33 %. Der Log-Rank-Test
weist keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Erkrankungen auf in
Bezug auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Der p-Wert betragt 0,1599. Der Beo-

bachtungszeitraum erstreckt sich Gber 1100 Tage.
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Abbildung 5: Ereignisfreies Uberleben fur AML und ALL; Beobachtungszeitraum in Tagen,
Ereignisfreies Uberleben (EFU) in %

5.2 Beispielhafte Darstellungen von Krankheitsverla  ufen

5.2.1 Tabellarischer Uberblick tiber die Krankheitsv  erlaufe

In der folgenden Tabelle sind die Krankheitsverlaufe der Patienten in Bezug auf den
Chimarismusstatus der Vollblutuntersuchungen aufgelistet. Patienten die eine
Immuntherapie (IT) erhalten haben und Patienten, bei denen zusétzlich die

Minimale Rest Erkrankung (MRD) bestimmt wurde, sind als Teilgruppe abgebildet.

MC cC Gesamt Imc cC Gesamt
ALL IT MRD| IT MRD AML IT IT
CR |25 8 13|25 1 10 50 CR 2 5 | 12 1 24
Rlps |25 10 16 |2 1 2 27 RLPS | 5 1 5
TRM | 2 5 1 7 TRM 1 1 1
Gesamt | 52 32 84 Gesamt| 17 13 30

Tabelle 9 + 10: ALL- und AML-Patienten: MC = gemischter Chiméarismus, CC = kompletter
Chimarismus, MRD = minimale Rest-Erkrankung, IT = Immuntherapie, CR = komplette Remission,
Rlps = Rezidiv, TRM = Therapie assoziierte Mortalitdt, Gesamt = Anzahl der untersuchten Patienten

Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit werden die Chimarismusuntersuchungen

einiger Patienten beispielhaft fir die verschiedenen Krankheitsverlaufe dargestellt.
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5.2.2 Ergebnisse der Patienten in kompletter Remiss  ion

50/84 der ALL- und 24/30 der AML-Patienten haben sich zum Studienende in
kompletter Remission befunden. Die Daten dieser Patientengruppe sind in den
Tabellen 3 - 5 (Seiten 33 — 35) aufgelistet.

5.2.2.1 Beispielhafter Verlauf eines AML- und eines ALL-Patienten in kompletter
Remission ohne Immuntherapie

Der Patient 2208 (T-ALL) zeigt im Verlauf durchgehend einen kompletten

Chiméarismus. Allein in der T-Zelllinie des Vollbluts ist ein gemischter Chimarismus

80 Tage nach der SZT detektierbar. Am Tag 59 nach der SZT sind 1 E* Blasten im

Knochenmark nachweisbar.

100 — [ BOobb D DEDEDE BRIb! 8 H—EE—N-EE— NN 4—n
80
S 0ol —=— ChimPB
9 ] —e— ChimKM
8 404 CD3KM
1 —w— CD10KM
201 CD19KM
1 —<4— CD34KM
T CD3PB
1E-3] —&— MRDPB
a) h * —*— MRDKM
@ ]
S 1E-64
1E-9 T T / T T T T %
0 100 200 300 400 500 600
Tage nach SZT
UPN: 2208, T-ALL

Abbildung 6: Chimarismusanalysen eines ALL-Patienten in komplett er Remission; ChimPB =
Chimérismus im Vollblut, ChimKM = Chiméarismus im Gesamtknochenmark, CD3+10+19+34KM =
Chimérismus der Subpopulationen im Knochenmark, CD3PB = Chimarismus der T-Zellen im Vollblut,
MRD = Minimale-Rest-Erkrankung, 1E-8 = MRD negativ.

Der Patient 2631 (AML) zeigt einen abnehmenden Chimérismus (Abb.7). Eine

residuale Empfangerhdmatopoese ist im Knochenmark und der CD33-Subpopu-

lation bis zu 120 Tagen nach der SZT nachweisbar.
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Abbildung 7: Chiméarismusanalysen eines AML-Patienten in komplett ~ er Remission; ChimPB =
Chimérismus im Vollblut, ChimKM = Chiméarismus im Knochenmark, CD33+34KM = Chimérismus in
den Subpopulationen des Knochenmarks, Donor % = autologe Anteile in %

5.2.2.2 Beispielhafter Verlauf eines ALL-Patienten in kompletter Remission mit
einer erfolgreichen immunologischer Intervention

9/50 ALL-Patienten in kompletter Remission haben eine Immuntherapie erhalten.

Patient 2629 (ALL) hat aufgrund einer Transplantatabsto3ung eine zweite SZT
erhalten. Der Rickgang der autologen Zellen durch die Induktionstherapie vor der
zweiten SZT ist im folgenden Diagramm deutlich zu erkennen. 40 Tage nach der SZT
hat das Kind einen ausgepragten gemischten Chiméarismus in der T-Zellinie des Vollbluts
entwickelt, woraufhin Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI) eingeleitet worden sind. Durch
den verzogerten Wirkungseintritt der DLI erreichen die autologen Anteile in der T-
Zell-Fraktion ihre starkste Auspragung 60 Tage nach der SZT. Einen Monat spater
sind in dieser Zelllinie nur noch Signale des Donors nachweisbar. Im Vollblut und
der CD3-Subpopulation des Knochenmarks lassen sich ebenfalls autologe Anteile
auffinden, nicht jedoch in der CD10-, CD19- und CD34-Subpopulation Zum

Abschluss der Untersuchungen befindet sich das Kind in kompletter Remission.
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Abbildung 8: Chimarismusanalysen eines ALL-Patienten mit immunol ogischer Intervention

ChimPB = Chimérismus im Vollblut, ChimKM = Chimérismus im Gesamtknochenmark,
CD3+10+19+34KM = Chimérismus in den Subpopulationen des Knochenmarks, CD3PB =
Chiméarismus in den T-Zellen des Vollblutes, DLI = Donor Lymphozyten Infusion, SZT =

Stammzelltransplantation

5.2.2.3 Betrachtung gemischter Chimére in den Subpopulationen in kompletter
Remission

Bei 14/50 ALL- und 5/24 AML-Patienten in kompletter Remission konnte ein
gemischter Chimarismus in den Subpopulationen des Knochenmarks nachge-
wiesen werden. Patienten, die eine Immuntherapie erhalten haben, sind von den
folgenden Darstellungen ausgeschlossen worden. Der Untersuchungszeitraum
betragt 742 Tage.

In der ALL kommen die patienteneigenen Zellen am haufigsten und ausgeprag-
testen in der CD3-Subpopulation zum Vorschein. Dieser ist haufig mit einem MC in
der CD10-Subpopulation verbunden. In den blastenassoziierten Subpopulationen
ist ein isolierter gemischter Chimarismus selten zu beobachten.

In der AML scheinen autologe Anteile in der CD33-Subpopulation haufiger
aufzutreten als in der CD34-Zellinie. Der gemischte Chimérismus im Knochenmark
und der CD34-Subpopulation von Patient 2631 am Tag 29 nach der SZT ist
vermutlich auf die residuale Empfanger-Hamatopoese nach der SZT zuriick-

zufuhren.
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5.2.3 Ergebnisse der Patienten mit wiederkehrender ~ Grunderkrankung

27/84 der ALL- und 5/30 der AML-Patienten haben ein Rezidiv entwickelt. Die
Daten dieser Patientengruppe sind in den Tabellen 3 und 6 (Seite 33, 36)

zusammengefasst.

5.2.3.1 Beispielhafte Verlaufe von AML- und ALL-Patienten mit der Entwicklung
eines Rezidivs ohne Immuntherapie

In Abbildung 11 ist der Verlauf eines fulminanten Rezidivs dargestellt. Bei Patient
2266 (ALL) ist zu keinem Zeitpunkt eine Reduktion der Blasten unter die Nachweis-
grenze erreicht worden. Vor der SZT ist eine MRD von 7E™ gemessen worden. 20
Tage danach sind kontinuierlich zunehmende Blastenzahlen ab 7,5E™ nachweisbar
gewesen. In den Chimarismusanalysen sind autologe Anteile erst 31 Tage nach der
SZT im Knochenmark mit 5 % und in der CD19-Subpopulation mit 40 % detektier-
bar gewesen. Morphologisch ist das Rezidiv 41. Tage nach der SZT diagnostiziert
worden. Es spiegelt sich in der fast vollstindigen autologen Rekonstitution der
CD10-Subpopulationen wieder.
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Abbildung 11: Chimarismusanalysen eines ALL-Patienten mit der Ent  wicklung eines
fulminanten Rezidives; ChimPB = Chiméarismus im Vollblut, ChimKM = Chimarismus im
Knochenmark, CD3+10+19+34KM = Chiméarismus in den Subpopulationen des Knochenmarks,
CD3PB = Chimarismus der T-Zellen im Vollblut, UPN = Patientennummer, MRD = Minimale-Rest-
Erkrankung, Donor % = autologe Anteile in %



Der Patient hat wahrend seines Krankheitsverlaufs mehrfach SZT-Boosts und
Dosen naturlicher Killerzellen erhalten. Er ist 87 Tage nach der SZT verstorben.

Auch bei Patient 2369 (AML) sind die autologen Anteile zum Zeitpunkt der
Rezidivdiagnose am stérksten in der CD33- und der CD34-Zellinie ausgepragt
gewesen (Abb. 12). Die Patientin hat eine erneute SZT erhalten. Der Riickgang der
Leuké&mie durch die Induktionstherapie ist deutlich zu erkennen. In den Subpopu-

lationen vollzieht sich dieser im Vergleich zum Knochenmark verzégert.

Der Patient 1791 (AML) erhielt ebenfalls eine 2. SZT. Kurz nach der Transplan-
tation ist eine Persistenz der autologen Zellen in den Subpopulationen zu erkennen
(Abb. 13). Die CD34-Subpopulation ist hiervon am starksten betroffen. Bis zum
erneuten Wiederauftreten der Erkrankung zeigt der Patient im Vollblut und im
Knochenmark einen vollstandigen Chimarismus. 341 Tage nach der 2. SZT sind

die autologen Anteile wieder am starksten in den Subpopulationen ausgepragt.
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Abbildung 12: Chiméarismusanalysen eines AML-Patienten mit Rezidiv  entwicklung und
anschlieBend erneuter SZT; ChimPB = Chiméarismus im Vollblut, ChimKM = Chiméarismus im
Knochenmark, CD33+34 = Chimérismus in den Subpopulationen des Knochenmarks, CD3PB =
Chimarismus in den T-Zellen des Vollbluts, Donor % = autologe Anteile in %, Rlps = Rezidiv, 2.5ZT =
2. Stammzelltransplantation
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Abbildung 13: Chimarismusanalysen eines AML-Patienten mit Rezidiv ~ entwicklung nach einer
zweiten SZT; ChimPB = Chiméarismus im Vollblut, ChimKM = Chimarismus im Knochenmark,
CD33+34 = Chimarismus in den Subpopulationen des Knochenmarks, CD3PB = Chiméarismus in
den T-Zellen des Vollbluts, Rlps = Rezidiv

5.2.3.2 Beispielhafter Verlauf eines ALL-Patienten mit Rezidiv und immuno-
logischer Intervention seiner

Patient 2119 zeigt nach der Transplantation im Knochenmark als auch in den
T-Zellen einen abnehmenden Chimarismus (Abb. 14). Die MRD ist zu diesem Zeit-
punkt mit 1E™ nachweisbar. Auch vor dem Therapiebeginn ist die gemessene
MRD-Last mit 1E® gering und nicht mit einem erhéhten Rezidivrisiko verbunden.
Das CSA ist am 40. Tag abgesetzt worden.

Im weiteren Verlauf sind dann zunehmend autologe Anteile und eine steigende
MRD nachweisbar. Mit der Verdachtsdiagnose eines Rezidivs ist eine Immunthe-
rapie mit Donor-Lymphozyten 220 Tage nach der SZT begonnen worden. Es ist zu
einem voribergehenden Rickgang der Blasten gekommen. Das klinische Auftreten
des Rezidives ist dadurch herausgezogert und erst 416. Tage nach der SZT gestellt
worden. Im weiteren Verlauf ist die Persistenz der malignen Zellen aus den erho-
benen MRD-Werten der Knochenmarksuntersuchungen abzuleiten und in einem
gemischten Chiméarismus der CD10-, CD19- und CD34-Subpopulationen zu
erkennen. Das Peripherblut und das Knochenmark geben zu diesem Zeitpunkt

keinen Anhalt auf den malignen Krankheitsverlauf. 602 Tage nach der SZT sind
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auch die autologen Anteile in den Subpopulationen nicht mehr nachweisbar. Die
MRD bleibt konstant bei 5 E”.
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Abbildung 14 :Chiméarismusanalysen eines ALL-Patienten mit der Ent  wicklung eines Rezidivs
und immunologischer Intervention; ChimPB = Chiméarismus im Vollblut, ChimKM = Chiméarismus
im Knochenmark, CD3+10+19+34KM = Chimarismus in den Subpopulationen des Knochenmarks,
CD3PB = Chimarismus der T-Zellen im Vollblut, MRD = Minimale-Rest-Erkrankung, MRD1E-6
MRD nicht quantifizierbar, MRD1E-8 = MRD negativ, Donor % = autologe Anteile in %, UPN
Patientenummer, CSA abgesetzt, DLI = Donor Lymphozyten Infusion, RIps = Ruckfall

5.24 Krankheitsverlaufe in Bezug auf den Chimarism  usstatus der Subpopula-

tionen

Die folgenden Abbildungen (Abb. 15 +16) zeigen die Chimarismusstatus der ALL-
und AML-Patienten in den Subpopulationen, im Vollblut und im Knochenmark in
Bezug auf den Krankheitsverlauf. Hierbei wird nur beriicksichtigt, ob die Patienten
im Verlauf durchgehend einen kompletten Chimarismus aufgewiesen haben (CC),
oder ob sie zu einem Zeitpunkt autologe Anteile nachweisbar gewesen sind (MC).
Auf Grund der Analyseausfélle sind einige Patienten nicht in jeder Subpopulationen
reprasentiert (z.B. Patientenzahl in CD34).
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Abbildung 15: Krankheitsverlaufe von 84 ALL Patienten in Bezug au f die Chimarismus-
gruppen der Subpopulationen und die des Knochenmark s; CC = vollstandiger Chimarismus, MC
= gemischter Chimarismus, TRM = transplantationsassoziierte Mortalitat, Rlps = Rezidiv, CR =
komplette Remission, KM = Knochenmark, PB = Vollblut, CD3+10+19+34 = Subpopulationen

Auch in dieser Darstellung (Abb.15) ist unabhéangig von der untersuchten Zell-
fraktion die Korrelation eines vollstandigen Chiméarismus mit einer kompletten
Remission zu erkennen. Im Vollblut haben nur zwei Patienten ohne den Nachweis
eines gemischten Chimarismus ein Rezidiv entwickelt. Die Wahrscheinlichkeit auf
eine komplette Remission ist unter diesen Umstanden im Vergleich zu den Subpo-
pulationen am hochsten. Zuriickzufiihren ist dieses Ergebnis sicher nicht auf eine
hohere Sensibilitdt, sondern auf die Haufigkeit der durchgeflhrten Analysen und
der damit verbundenen Detektions-Moglichkeit autologer Anteile. Patienten mit
einem gesteigerten Rezidivrisiko durch einen MC fallen so aus der CC-Gruppe
heraus.

Der gemischte Chiméarismus hingegen geht in allen untersuchten Zellreihnen mit
einem erhohten Rezidivrisiko einher. Bei einem MC in der T-Zellen-Linie liegt die
Wahrscheinlichkeit der Rezidiv-Entwicklung mit 48 % am niedrigsten, gefolgt von
denen der CD10-Subpopulation mit 57 % und des Knochenmarks mit 60 %. Sie ist
in der CD19- und CD34-Subpopulation mit 66 % am héochsten. Im Vollblut liegt sie
bei 50 %.

Auch in der AML (Abb.16) ist ein vollstandiger Chimarismus mit einer geringen

Rezidivwahrscheinlichkeit verbunden. Bei allen Patienten, die ein Rezidiv entwickelt



haben, konnten, ausgenommen von einer CD33-Subpopulationprobe, gemischte
Chiméare sowohl im Vollblut als auch in den Subpopulationen nachgewiesen

werden.
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Abbildung 16: Krankheitsverlaufe von 30 AML-Patienten in Bezug au  f den Chimarismusstatus
in den Subpopulationen und im Knochenmark; CC = vollstandiger Chiméarismus, MC
gemischter Chiméarismus, TRM = transplantationsassoziierte Mortalitdt, Rlps = Rezidiv, CR
komplette Remission; KM = Knochenmark, PB = Vollbut; CD = Subpopulationen

5.3 Chimarismusanalysen vor dem klinischen Rezidiva  usbruch

Um einen Anhaltspunkt Uber die Bedeutung von gemischten Chiméaren fir ein Rezi-
div zu bekommen, werden im folgenden Abschnitt alle Analysen von der Ergebnis-
betrachtung ausgeschlossen, die nach der klinischen Rezidivdiagnose abgenom-
men worden oder die von Patienten stammen, die an einer transplantationsassozi-
ierten Komplikation verstorben sind. Es verbleiben 206 Proben von 106 Patienten
(76 ALL-, 30 AML-Patienten).
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5.3.1 Prognostische Bedeutung gemischter Chimare

Die Tabelle 11 gibt die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse der Subpopulationen
wieder. Sie beschreibt, wie viel Prozent der Patienten in Abh&ngigkeit von ihrem
Chiméarismusstatus (CC / MC) nach einem definierten Zeitintervall (150 Tage / 2
Jahre) ein Rezidiv entwickelt haben. Diese Prozentzahlen werden in den Spalten
2-5 wiedergegeben. Zum anderen kann der prozentuale Anteil der Patienten ermit-
telt werden, der trotz eines kompletten Chiméarismus ein Rezidiv entwickelt hat
(pCC). Sig ist die Streuung der Logarithmen der entsprechenden Lognormalvertei-
lungen. Sig ist fur den kompletten (CC) und gemischten (MC) Chimarismus in den
letzten beiden Spalten aufgelistet. Die Daten der AML und der CD34-Subpopulation
wurden bei dieser Betrachtung wegen einer zu hohen Ungenauigkeit ausgeschlos-

sen.

Zellart 150dCC 150dMC 2aCC 2aMC pCC [ sigCC | sigMC
CD10 8.9 24.2 18.5 69.8 0.19 0.86 1.30
CD19 11.9 19.6 19.8 64.0 0.21 1.07 1.30
CD3 10.9 226 15.9 70.4 0.16 0.88 1.23

KM 7.8 285 13.4 737 0.14 0.83 1.32
PB 16.4 17.7 31.1 69.8 0.33 1.05 1.09

Tabelle 11: Angabe der Patienten in %, die nach einem bestimmte n Zeitintervall in Abhan-
gigkeit vom Chimarismusstatus ein Rezidiv entwickel t haben; 150d = Tage nach SZT, 2a =
Jahre nach SZT, MC = gemischter Chimarismus, CC = kompletter Chimarismus, pCC = prozentualer
Anteil der Patienten , die bei einem kompletten Chimérismus ein Rezidiv entwickeln, sigCC/MC =
Streuung der Logarithmen bei kompletten und gemischten Chiméarismus, CD3-19 =Subpopulationen,
KM = Knochenmark, PB = Vollblut

Patienten mit einer reinen Spenderhamatopoese in den Knochenmarksanalysen
wiesen sowohl nach 150 Tagen als auch nach 2 Jahren die niedrigste Rezidivrate
auf (7,8 % und 13,3 %). Entsprechend ist ein Rezidiv am haufigsten mit dem Nach-
weis autologer Anteile im Knochenmark assoziiert. Die Wahrscheinlich bei einem
kompletten Chimérismus liegt mit 14 % am niedrigsten. In den Vollblutanalysen hin-
gegen, scheint die Rezidivrate vom Chimarismusstatus innerhalb der ersten 150
Tage nach der SZT weitgehend unabhangig zu sein (16,5% vs. 17,7%). Nach ei-

nem zweijahrigen Beobachtungszeitraum nimmt das Rezidivrisiko ebenfalls mit
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dem Nachweis autologer Anteile zu (31 5 % vs. 70 %). Die Wahrscheinlichkeit
eines Rezidivs bei einem kompletten Chimarismus liegt bei 33 %.

Deutliche Unterschiede innerhalb der Subpopulationen zeichnen sich nicht ab. In
allen untersuchten Zellreihen ist die Streuung (sig) der Daten um den errechneten
Mittelwert (in %) bei gemischten Chimaren hoher als bei kompletten. Auch in dieser
Darstellungsform wird die schwierige Beurteilung eines gemischten Chimarismus

offensichtlich und kann nur richtungshinweisend betrachtet werden.

5.3.2 Zeitinterval zwischen einem ersten MC und der  Rezidivdiagnose

In der folgenden Tabelle 14 ist fUr jede Subpopulation der Median des Zeitintervalls
fur das erste Auftretens eines gemischten Chimarismus vor der klinischen Rezidiv-
diagnose angegeben. In den Vollblutanalysen betrdgt dieser 5 Tage, in den
Knochenmarksanalysen ist er mit 67 Tagen am hochsten. Die grof3e Standardab-
wiechung der CD34-Subpopulation ist sicherlich auf die geringere Anzahl der unter-

suchten Proben zurtckzufthren.

Subpopulation Median sig

ChimCD10 41 184
ChimCD19 42 1.08
ChimCD3 39 1.92
ChimCD34 49 221
ChimKM 67 1.60
ChimPB 5 242

Tabelle 14: Mediane Tagangabe der ersten Detektion autologe r Anteile vor der klinischen
Rezidivdiagnose ; ChimCD3,10,19,34 = Subpopulationesanalysen, ChinPB = Vollblutanalysen,
ChimKM = Knochenmarksanalyse, Median = Tagangabe im Median des Auftretens erster autologer
Anteile vor einem Rezidiv, sig = Standartabweichung.
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Die folgende Graphik (Abb. 17) zeigt die Lognormalverteilung der untersuchten
Daten. Der Untersuchungszeitraum betragt 900 Tage.
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Abbildung 17: Wahrscheinlichkeit des Auftretens gemischter Chimar e in den Subpopu-
lationen in Abhangigkeit vom Zeitintervall bis zum Rezidivausbruch der ALL-Patienten ; Chim
CD3+10+19+34 = Subpopulationsanalysen, ChimKM = Knochenmarksanalysen, ChimPB =
Vollblutanalysen

Auffallig ist, dass gemischte Chimare in den Vollblutuntersuchungen im Vergleich
zu den anderen untersuchten Proben seltener auftreten. Sowohl in den Subpo-
pulationen als auch im Knochenmark sind 50 Tage vor der klinischen Diagnose bei
mindestens 50 % der Patienten autologe Anteile nachweisbar. Im Vollblut hingegen
sind es nur 20 %. Es zeichnet sich eine grofRere Sensitivitat der Knochenmarks-
analysen im Vergleich zum Vollblut ab. Unterschiede innerhalb der Subpopula-

tionen sind nicht festzustelllen.
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5.3.3 Vergleich der STR-PCR-Ergebnisse mitder RT-P CR

Um einen Eindruck zu bekommen, inwieweit der Nachweis autologer Anteile in den
Subpopulationen mit der tatsachlichen residualen Blastenlast korreliert, sind die
Ergebnisse dieser beiden Methoden im folgenden Diagramm (Abb. 18) dargestelit.

In 24 Knochenmarksproben von 11 Patienten sind sowohl Chimarismusanalysen
als auch Untersuchungen der residuale Blastenlast mit Hilfe der RT-PCR
durchgefuhrt worden. 5 Patienten haben eine Immuntherapie erhalten. Patienten
mit einem T-Zell Subtyp der ALL (UPN 2130, 2433, 2298) sind von der Darstellung

ausgeschlossen worden.

In dem Diagramm (Abb.18) ist zum einen erkennbar, dass mit einer zunehmenden
MRD-Last auch die autologen Anteile zunehmen; zum anderen tritt die verstarkte
Prasenz maligner Zellen in den malignomassoziierten Zelllinien hervor (UPN 2114,
2119, 2266). Mit Hilfe der RT-PCR wird ab einer Blastenlast von 1E*
ausgegangen, dass sie einem Rezidiv vorraus geht. Gemischte Chiméare sind in
den Subpopulationen und im Knochenmark ab einer MRD von 5E* (UPN 2114)
nachweisbar. In der CD3-Subpopulation scheinen patienteneigene Zellen bei
hoheren MRD-Werten aufzutreten und weniger stark ausgepragt zu sein (UPN
2217, 2413, 2114, 2266). UPN 2119 hat eine Immuntherapie erhalten. Diese
konnte den Nachweis autologer Anteile bei einer negativen Blastenlast erklaren.
Die Probe ist 28 Tage nach SZT abgenommen worden. Im Vollblut entwickeln sich
gemischte Chimare ab MRD-Werten von 3E= (UPN 2114).
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Abbildung 18: Chiméarismusanalysen der Subpopulationen von c-ALL- und pre-B-ALL-

Patienten, die ein Rezidiv entwickelt haben in Bezu g auf die MRD ; ChimPB = Chimarismus im
Vollblut, ChimKM = Chiméarismus im Knochenmark, CD3+10+19+34 = Chimarismus in den
Subpopulationen des Knochenmarks; Patienten = 1965 - 2582, 1E° bis 1 E° = MRD-Werte der
untersuchten Proben, OE+00 = keine Blasten nachweisbar



5.4 Chiméarismusstatus im Vollblut

Aktuell bilden engmaschige Chimarismusanalysen des Vollbluts den Standard fir
das klinischen Monitoring von Patienten. Diese Analysen werden in den ersten zwei
Monaten wdchentlich durchgefuhrt und im Anschluss alle 4 Wochen, so dass sich
eine Zunahme (inMC) oder Abnahme (deMC) von autologen Anteilen rasch
darstellt. Entsprechend dieser Veranderungen sind die Patienten in die verschie-
denen Chimérismusgruppen eingeteilt worden und im Zusammenhang mit ihrem

Krankheitsverlauf dargestellt.
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Abbildung 19: Klinische Entwicklung aller Patienten in den jeweil igen Chimarismusgruppen
des Vollbluts ; CC = kompletter Chimmarismus, inMC = zunehmende autologe Anteile, deMC
abnehmende autolge Anteile, IIMC = autologe Anteile auf geringem Niveau, gesamtMCPB
zusammengefasster gemischter Chiméarismus, CR = komplette Remission, Rlps = Rezidiv, TRM =
Therapie assoziierte Motalitat

Insgesamt haben 32/114 Patienten ein Rezidiv entwickelt. Die Rezidivhaufigkeiten
(Rlps) in den Gruppen CC (n = 2/45) und MC (n = 30/69) unterscheiden sich
deutlich. Werden die Patienten mit einem MC zusatzlich unter dem Aspekt der
Dynamik des Chimarismus betrachtet, ist die Rezidivhaufigkeit bei zunehmenden
autologen Anteilen am grof3ten (20/28). Alle Patienten mit abnehmenden autologen
Anteilen befinden sich in kompletter Remission (10/11), einer verstarb an den Fol-
gen der Transplantation. Bei 34 % der Patienten, die einen IIMC aufgewiesen ha-
ben, ist es zum Wiederauftreten der Erkrankung gekommen und nur bei 3 Pa-

tienten, ist kein MC im Zusammenhang mit einem Rezidiv detektiert worden.
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6 Diskussion

6.1 Methode

6.1.1 STR-PCR

Aufbauend auf vorangegangenen Untersuchungen von Bader et al., ist auch in
dieser Arbeit die STR-PCR fur die Analysen des Chimarismus verwandt worden
[12]. Die Limitationen und Fehlerquellen dieser Methode sind ausfuhrlich von
Kreyenberg et al. beleuchtetet worden. Lion et al. haben in einer Multi-Center-
Studie die Reproduzierbarkeit von STR-PCR-Ergebnissen verschiedener Forscher-
gruppen untersucht [58;63].

Fur die Isolation der Subpopulationen ist in dieser Untersuchung die MACS-Metho-
de herangezogen worden. Die Sensitivitatsschwelle, die in unserem Labor fur
Minorpopulationen erreicht wird, liegt zwischen 0,8 und 6,2 %, die mittlere Sensiti-
vitat betragt 3 %. Die erzielte Reinheit wird zwischen 80 und 98 % angegeben
[20;58;67].

Die Grundlage fir die Analysen stellen kernhaltige Zellen dar. Wahrend einer Kno-
chenmarkspunktion besteht deshalb die Gefahr der Verunreinigung der Probe
durch patienteneigene Stromazellen. Diese kdnnen zu falsch positiven Ergebnissen
fuhren. Durch die Positiv-Selektion der Subpopulationen und dem Effekt, dass nicht
markierten Zellen eliminiert werden, wird diese Fehlerquelle behoben [67]. Es sinkt
jedoch die DNA-Ausbeute der Probe, so dass die fur die Analysen bendtigte Menge
von 50 - 100 ng an DNA haufig nicht gewahrleistet werden kann. Die CD34-
Subpopulation ist hiervon am starksten betroffen. Sie bildet mit nur 0,5 bis 3 % den
kleinsten Anteil an den Knochenmarkszellen [58;67]. Mit dem zunehmenden Alter
einer Probe kommt es zusétzlich zu einer Abnahme der exprimierten Oberflachen-
antigene, das sich ebenfalls negativ auf die Ausfallrate auswirkt. Durch die selektive
Betrachtung der einzelnen Zelllinien ist trotzdem eine Sensitivitatssteigerung der
Methode um 1 bis 2 Logarithmen zu erreichen [64;113]. Im Vergleich zu den Analy-
sen des Vollblutes liegt die Begrindung in der spezifischen Anreicherung proliferie-

render autologer Zellen in den betroffenen Zell-Reihen, d. h. in einer anteiligen Zu-
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nahme autologer Zellen innerhalb der Zellzahl des vorselektionierten Praparats
[20;101;113].

6.2 Ursachen und Bedeutung des gemischten Chimarism us

Mit der Weiterentwicklung der molekularen Techniken und dem Erfolg einer héhe-
ren Sensitivitdt der Methoden ist ein gemischter Chimarismus zu einem haufig beo-
bachteten Ereignis geworden [5;19;46;57]. Entsprechend vielseitig sind die z. T.
kontroversen Diskussionen Uber den Ursprung und die Bedeutung dieses Pha-
nomens. Ein MC kann bedingt sein durch eine Insuffizienz des ablativen Konditio-
nierungsregimens, durch Immunsuppressiva oder einfach durch den Zeitpunkt der
Probenentnahme [108]. Schaap et al. beschreiben ein deutlich haufigeres Vor-
kommen von gemischten Chiméaren nach T-Zell-depletierten Transplantationen im
Vergleich zu unmanipulierten [89;90]. Es wird beschrieben, dass ein gemischter
Chimarismus haufig mit einem geringeren Ausmalfd einer GvHD in Verbindung
gebracht werden kann und dass er von einer erhéhten Abstol3ungsrate begleitet
wird [23;37;70;72;90;105]. Mit der dynamischen Betrachtung des Chimarismus ist
ein erster Schritt getan worden, eine gesunde residuale Hamatopoese von
ungewollten Ereignissen wie z.B. der Transplantatabstof3ung oder einem

Rezidivgeschehen abzugrenzen. [17;53;69].

6.2.1 Die Subpopulationen

Eine weitere Moglichkeit, die Ursache eines MC bzw. eines transienten MC zu
verifizieren, besteht in der Betrachtung der Subpopulationen. Roux et al. vermuten
wahrend eines Rezidivs eine vermehrte Beteiligung der leukamieassoziierten Zell-
linien am gemischten Chimarismus [87]. Es existieren verschiedenste Arbeiten, die
die Prasenz der CD-Oberflachenproteine auf leukamischen Zellen formulieren.
Consolini et al. z.B. beschreiben eine vermehrte Expression der CD10-Ober-
flachenproteine auf den Blasten der ALL. In lhren Untersuchungen sind bei 95,5 %
der untersuchten B-ALL-Patienten diese Antigene nachzuweisen, bei T-ALL-
Patienten jedoch nur bei 18 % [33]. Farahat et al. haben ebenfalls ein vermehrtes
Vorkommen von CD10- und CD19-Oberflachenrezeptoren auf den Blasten der B-

Zell abstammenden ALLs im Vergleich zu gesunden hamatopoetischen Zellen
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beobachtet [40]. Gleiches gilt fur die CD34-Oberflachenantigene. Hier wird
zusatzlich diskutiert, ob ihr Vorhandensein mit einem hodheren Rezidivrisiko
assoziiert ist [29;35;81;104].

In einer Studie von Bader et al. ist die Beteiligung von blastenassoziierten Zelllinien
vorrangig fur Rezidive beschrieben worden, die erst 300 Tage nach einer SZT auf-
getreten sind. Vorher seien alle Zelllinien an einem Rezidivgeschehen beteliligt ge-
wesen. Die Forschergruppe vermutet, dass dieses Ergebnis ebenfalls mit einer To-
leranzentwicklung des Transplantats begriindet werden kann [20]. Es besteht die
These, dass die Reaktivitdt der Spenderzellen gegen den Empféanger, insbesonde-
re die der T-Zellen, herabgesetzt wirde und so zu einer Abschwéachung des wert-
vollen GvL-Effekts fuhren kénnte. Durch die unzureichende Immunkompetenz des

Transplantats wirde das Wiederauftreten eines Rezidivs begunstigt werden [20].

6.3 Ergebnisse der AML-Patieten

Mattsson et al. haben ein Kollektiv aus insgesamt 30 AML und MDS-Patienten
untersucht. Mit Hilfe immunomagnetischer Antikdrper haben sie die CD13-, CD33-,
CD7- und CD45-Subpopulationen selektioniert und haben dadurch eine Sensitivi-
tatssteigerung der Analysen auf 2 bis 4 x 10 erreicht. 14 der 30 untersuchten Pa-
tienten ihrer Studie haben ein Rezidiv entwickelt (AML: n = 7, MDS: n = 2, MDS-
AML: n = 3), 10/14 haben einen gemischten Chimarismus in den untersuchten Zell-
linien gezeigt. 7/14 Patienten haben einen MC nur in den von der Leuk&mie betrof-
fenen Subpopulationen entwickelt, im Gegensatz zu nur 2/16, die sich weiterhin in
kompletter Remission befunden haben. Durch die Subpopulations-Analysen hat die
Forschergruppe sowohl eine Steigerung der Sensitivitat als auch der Spezifitat der
STR-PCR Methode erreichen konnen. Sie empfehlen ihre Methode als Erganzung
im Rezidivmonitoring [73]. Zeiser et al. hingegen haben eine hoher Sensitivitat der
Subpopulationen bei myeloischen Erkrankungen nur in vitro feststellen kénnen
[112].

In der vorliegenden Studie haben 5/30 AML-Patienten ein Rezidiv entwickelt. Mit
einer Ausnahme in der CD33-Subpopulation ist ein MC bei allen Patienten sowohl
im KM als auch in den Subpopulationen nachweisbar gewesen (Abb 16). 13/24

Patienten haben einen MC im Knochenmark auch in kompletter Remission
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aufgewiesen. In der CD33- sind es 6/24, (25 %) in der CD34-Subpopulation 3/24
(12 %) Patienten gewesen. Die autologen Anteile in der CD34-Subpopulation
scheinen bei der Betrachtung der beispielhaften Chimarismusverlaufe von der

gesunden empfangereigenen Hamatopoese etwas weniger beeinflusst zu sein.

6.4 Ergebnisse der ALL-Patienten

6.4.1 Stammzellen, die CD34-Subpopulation

Thiede et al. haben die Prasenz autologer Anteile im Vollblut in der CD34-Subpo-
pulation bei Patienten die aufgrund einer CML und einer ALL transplantiert wurden
beleuchtet. Fur die Rezidivdetektion sowie fur das Therapie-Monitoring stellt sich
diese Subpopulation im Falle der CML als ein wertvoller Marker heraus. Bei Patien-
ten mit akuten Leukamien haben sich ahnlich Ergebnisse angedeutet, sie sind
jedoch weniger signifikant. Dieser Autorengruppe ist auf3erdem der Nachweis der
maligner Zellklone in dieser Zellinie mit Hilfe der STR-PCR aufgrund des Verlusts
von Signalen bei Chromosomen-aberanten Leukamien gelungen [100-102].
Dubowsky et al. hingegen beschreiben den Nachweis von CD34-positiven-Zellen
unabhangig vom weiteren Krankheitsverlauf der Patienten bis zu 70 Tagen nach
der SZT [37].

In den Ergebnissen der vorliegenden Studie haben 27/84 ALL-Patienten ein Rezidiv
entwickelt (Abb 15). Die CD34-Fraktion ist bei 67 Patienten bestimmt worden (RIps:
n =20, CR: n =42, TRM: n =5). Bei 14/20 (66 %) Patienten, die ein Rezidiv haben,
ist ein MC nachweisbar gewesen. 6/42 (14 %) haben ein MC auch in kompletter
Remission entwickelt.

6.4.2 B-Zellen, die CD10- und CD19-Subpopulation

Zetterquist et al. haben den Chimarismusstatus in den B-Zellen des Knochenmarks
von pre-B-ALL-Patienten untersucht. Ihre Ergebnisse zeigen bei 5/12 Patienten
einen MC in der CD19-Zellinie. Alle Patienten haben ein Rezidiv entwickelt. Die
7/12 Patienten, bei denen ein CC in den B-Zellen detektiert worden ist, sind in
kompletter Remission verblieben (p = 0,01). Diese Forschergruppe erreichte in
ihren Untersuchungen ebenfalls eine Sensitivitat mit einem Wert von 2 x 10™*. Mit

Hilfe von monoklonalen Markern und der RT-PCR ist auch dieser Forschergruppe
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der direkte Nachweis von Blasten in der CD19-Zellpopulation gelungen. Sie
verweisen auflerdem auf die Bedeutung der MRD vor SZT zur Einschatzung des
Therapieerfolgs. Eine erhohte Blastenlast nach der Induktionstherpie ist mit einer
erhohten Rezidivwahrscheinlichkeit assoziiert. Diese Forschergruppe vermutet,
dass ein MC in der B-Zellinie kurz nach SZT diese residualen Leukamiezellen
reflektiert [113].

Mattsson et al. hingegen haben ein Fortbestehen der B-Zellen bis zu drei Monate
nach der SZT beobachtet, dieser sei haufig mit einem gleichzeitigem MC in den T-
Zellen verbunden gewesen. Sie vermuten eine Beeinflussung der autologen B-
Zellen durch den T-Zell-Status [73].

Von den 32 Patienten, die in dieser Studie ein Rezidiv entwickelt haben, wurden
26 Patienten in der CD10- und 23 Patienten in der CD19-Subpopulation auf ihren
Chiméarismus hin untersucht (Abb 15). Bei 15/26 (57 %) in der CD10- und bei 15/23
(65 %) in der CD19-Zellinie ist ein MC nachweisbar gewesen. 9/50 (18 %)
Patienten in der CD10- sowie 6/50 (12 %) in der CD19-Subpopulation haben ein
MC in kompletter Remission entwickel.

Die zeitgleiche Prasenz der malignomassoziierten Subpopulationen mit den T-
Zellen ist in den Abbildungen 9+10 dargestellt. Die CD10-Subpopulation scheint
von der gesunden Hamatopoese etwas starker beeinfluf3t zu werden als die CD19-
und CD34-Subpopulation.

6.4.3 T-Zellen, die CD3-Subpopulation und immunolog  ische Toleranz

Die Bedeutung autologer Anteile in der T-Zellinie hinsichtlich eines Rezidiv-
geschehens ist stark umstritten. Es ist bekannt, dass diese Zellen (CD3) in der
Lage sind, auch intensive Konditionierungsregimen zu Uberleben [24,64;68;87].
Van Leeuwen et al. haben demonstriert, dass ein MC in dieser Zellfraktion nicht mit
einem erhohten Rezidivrisiko verbunden ist [107]. Andere Autoren hingegen postu-
lieren, dass der MC eine Tolerantenzwicklung des Transplantats gegen den
Empfanger hervorrufen kann und dass er eine Abschwachung der GvL bewirkt [17].
Im Vergleich zu den bisher diskutierten Subpopulationen ist die Assoziation
zwischen einem T-Zell-MC und einem Rezidiv geringer ausgebildet. Bei 15/31

(48%) Patienten, die ein Rezidiv entwickelt haben, ist ein MC nachweisbar
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gewesen. In der CR haben 14/50 (28 %) der Patienten einen gemischten Chiméa-
rismus aufgezeigt. Gehauft ist dieser direkt nach der SZT zu finden. In der Asso-
ziation mit einem Rezidiv ist ein MC in der T-Zellfraktion im Vergleich zu den vorher
beschriebenen Subpopulationen ebenfalls schwacher ausgebildet (Abb. 15, 18).

Eine Steigerung der Aussagekraft des Chimarismus durch Analysen in der CD3-
Fraktion kann in dieser Studie nicht aufgezeigt werden. Bisherige Versuche, den
schadlichen Effekt der T-Zellen (GvHD, Transplantatabstof3ung) vom nitzlichen

(GvL) zu trennen, sind bislang nur unbefriedigend beantwortet worden [28;53;56].

6.5 Knochenmarks- und Vollblutanalysen

Von den 114 Patienten dieser Studie haben 32 ein Rezidiv entwickelt. Bei 69 Pa-
tienten ist wahrend des Beobachtungszeitraums einen gemischter Chimarismus im
Vollblut nachweisbar gewesen. 30 von diesen Patienten (34 %) haben ein Rezidiv
entwickelt (Tab 9+10). Im Vergleich dazu haben 28/56 Patienten (50 %) ein Rezidiv
erlitten, die einen MC im Knochenmark aufgewiesen haben (Abb 15 + 16). Auffallig
ist, dass im KM ein MC vergleichsweise seltener als im Vollblut detektiert wird und
dass dieser mit einer entsprechend hdheren Rezidivwarscheinlichkeit verbunden
ist.

Auch die Kaplan-Meier-Analyse verdeutlicht die prognostische Bedeutung der Chi-
marismusanalysen des Knochenmarks im Vergleich zum Vollblut (Tab. 11) Die
Wahrscheinlichkeit fir einen Patienten, trotz eines kompletten Chiméarismus ein
Rezidiv zu entwickeln, liegt im Knochenmark bei 14 % und im Vollblut bei 33 %. Im
Umgekehrten Fall ist ein MC im Knochenmark haufiger mit einem Rezidiv assoziiert
(28 % vs. 17 % innerhalb der ersten 150 Tage nach SZT). Knochenmarksanalysen
scheinen in dieser Darstellungsform die grofdte Pradiktivitat beziglich eines
Rezidivs zu besitzen.

Zum einen ist dies sicherlich auf die Haufigkeit der durchgefihrten Analysen und
der damit verbundenen Detektionsmdglichkeit autologer Anteile zuriickzufihren;
zum anderen beruht die héhere Sensitivitat auf der methodisch bedingte Vor-
selektion der mononuklearen Zellen aus dem KM im Vergleich zum PB [42;83].

Weiterhin wird vermutet, dass die hthere Sensitivitat der Knochenmarksanalysen

61



auf einer meist medullaren Lokalisation der Rezidive beruht [39;64;73]. Der Antell
maligner Zellen im KM ist entsprechend hoher.

Eine Verbesserung der STR-PCR-Methode durch Subpopulationsanlysen im
Vergleich zum Knochenmark ist in dieser Ergebnisdarstellung nicht erreicht worden.
Zeiser et al. haben ebenfalls keinen Unterschied im Chiméarismus zwischen den
Subpopulationen und dem unselektionierten Untersuchungen des Vollbluts fest-
stellen kénnen. Als Ursache hat die Gruppe vermutet, dass die entscheidenden
Zeitpunkte der Chimarismusveranderungen durch die zu grof3 gewéhlten Unter-

suchungsabstande nicht erfasst worden sind (Median 24 d) [112].

6.6 Zeitspanne zwischen ersten MC und Rezidiv

Mattsson et al. berichten bei Patienten mit einer AML oder einem MDS von einer
Zeitspanne im Median von 66 Tagen zwischen der Detektion erster autologer
Anteile im Vollblut und dem klinischem Ausbruch des Rezidives [73]. Zetterquist et
al. konnten bei ALL-Patienten einen MC in der CD19-Subpopulation 75 Tage vor
der klinischen Diagnose nachweisen [113].

Der Median dieses Zeitintervalls, der in diesen Ergebnissen fiir die ALL erhoben
worden ist, liegt niedriger (Tab. 12). Aufgrund der grof3en Streuung der Ergebnisse
betragt er im Vollblut nur 5 Tage (sig = 2,42) und ist im Knochenmark mit 67 Tagen
am grofdten (sig = 1,6). Eine Sensitivitdtssteigerung durch die Subpopulations-
analyen ist in dieser Darstellungsform ebenfalls nicht erreicht worden, obwohl sie in
den beispielhaft abgebildeten Patientenverlaufen zu vermuten gewesen ist. Zurick-
zufthren ist dies sicherlich zum einen auf die geringere Anzahl der untersuchten
Subpopulationsproben und zum anderen auf die variierende Prasenz der CD-
Oberflachenproteinen auf den Blasten. Beides fuhrt zu einer grol3eren Varianz der
Ergebnisse, die sich negativ auf den Median auswirken. Interessanterweise ist die
Standartabweichung der CD19-Zellinie am geringsten (Abb. 17). Dieses Ergebnis
lieBe die Vermutung zu, dass fur diese Subfraktion eine hohere Assoziation
zwischen dem Rezidiv im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien besteht.
Verdock et al. haben fur die Entwicklung eines ,Anti-Tumor-Effekts’ des Transplan-
tates nach DLI eine Zeitspanne von zwei Monaten ermittelt [109]. Suttrop et al.

ziehen die Schlussfolgerung, dass die Sensitivitat der STR-PCR von 1 % nicht
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ausreichend sei, um auf die schnelle Krankheitsentwicklung akuter Leuk&mien ada-
quat reagieren zu konnen [97]. In diesen Untersuchungen ist durch die Chiméris-
musanalysen im Knochenmark ein Zeitgewinn erreicht worden. Dennoch sind die
weiterfihrenden Immuntherapien bei einem ausgepragten MC sowohl im
Knochenmark als auch in den Subpopulationen selten von Erfolg gekront gewesen
(Abb. 11 - 14).

6.6.1 Chimarismusanalysen in den Subpopulatonen na  ch weiterfihrenden

Therapien

Zwei Forschergruppen, die um Gardiner sowie die um Baurmann, schildern die
Kinetik der GvL nach DLI bei Patienten, die auf Grund einer CML eine Transplan-
tation erhalten haben. Gardiner et al. beschreiben als erste Reaktion auf eine
Immuntherapie den Rickgang der autologen T-Zellen im Vollblut. Leukamie-
assoziierte Zellen reagieren als letzte Zelllinie. Die Beobachtung dieses T-Zell-
Switches haben Baurmann et al. nicht bestatigen kdnnen. Sie begriinden die Unter-
schiede in den Ergebnisse damit, dass ihre Gruppe vorwiegend unmanipulierte
Transplantationen untersucht hat, die um Gardiner hingegen in erster Linie T-Zell-
depletierte. Beide Autoren beschreiben jedoch ein Vorherrschen autologer Anteile
in der CD34-Subpopulation zum Zeitpunkt des offenen Rezidives [43]. Kolb et al.
berichten, dass der Erfolg einer Immuntherapie bei Patienten mit einer CML mit der
zu Uberwindenden Anzahl an Tumorzellen korreliert [55].

Der friihe Riickgang der T-Zell-Population nach weiterfihrenden Therapien ist auch
anhand der eigenen Patientenbeispielen zu erkennen (Abb. 8). Eine Persistenz der
malignomassoziierten Zellinien lasst sich sowohl im Krankheitsverlauf der ALL- als
auch der AML-Patienten deutlich erkennen (Abb. 12 - 14). Die verstarkte Prasenz
bzw. Persistenz autologer Anteile im Knochenmark oder in den Subpopulationen
konnte als Spiegel eines bereits fortgeschrittenen Rezidivgeschehens betrachtet
werden und fur eingeschrankte Erfolgsausichten im Hinblick auf weiterfiihrende
Immuntherapien als Hinweis gewertet werden. Die Erfolge der Immuntherapien, die
aufgrund eines MCs im Knochenmark initiilert worden sind, blieben aus oder haben
in dieser Studie nur einen vorriibergehenden Riickgang der Grundkrankheit erreicht
(Abb. 13, 14)



Zeiser et al. haben in ihrer Studie keine Erfolge in der Immuntherapie erzielen kon-
nen, die aufgrund eines iINMC initiiert worden sind [112].

Es stellt sich die Frage, ob der prinzipielle Erfolg einer Immuntherapie bei den
akuten Leukamien nur durch eine Intervention vor dem eigentlichen Rezidivge-
schehen zu erreichen ist, also vor dem Nachweis autologer Anteile in den Blasten-
assoziiierten Subpopulationen und letztendlich nur auf dem Unterbinden einer

Toleranz beruht.

6.7 MRD und Chiméarismusanalysen

6.7.1 Methode der Real-Time PCR von Ig/TCR-Rearrang emets

Die Bestimmung der residualen Blastenlast ist in diesem Labor tber den Nachweis
von Ig/TCR-Rearrangemets mit Hilfe der Real-Time-PCR erfolgt.

Neale et al. haben die Durchflu3zytometrie mit der RT-PCR in den kindlichen ALL-
Formen verglichen. Letztere stellen die am meisten genutzten Techniken zur Vali-
dierung der MRD dar. Die Forschergruppe hat von 227 Patienten insgesamt 1375
Proben untersucht, die sowohl aus dem Knochenmark als auch aus dem Vollblut
gewonnen worden sind. Die durchflul3zytometrische Analysen sind bei 95,8 % der
Patienten anwendbar gewesen; Ig/TCR-Rearrangements haben sich bei 88,9 %
nachweisen lassen. Beziiglich der MRD-Detektion ist eine weitgehende Uberein-
stimmung der Ergebnisse erreicht worden. Es zeichnet sich eine etwas hdhere
Sensitivitdt der RT-PCR ab (0,001 vs. 0,01 %) [76].

Der Nachteil der RT-PCR beruht auf einer Instabilitéat der Ig/TCR-Rearrangements.
Dieser liegt begrindet in dem Wandel der malignen Zellklone, der zu Verande-
rungen der MRD-Marker fuhrt. Die Folge sind falsch negative Resultate. Durch den
Gebrauch mehrerer Marker kann diese Fehlerquelle auf weniger als 5 % reduziert
werden [34].

6.7.2 Vergleich der RT-PCR mitder STR-PCR inden S ubpopulationen

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist fur die minimale Rest Erkrankung kein einheitlicher
Schwellenwert beschrieben worden, der einem Rezidiv vorraus geht. Die Angaben

variieren zwischen Zahlen von 10 bis 10 [75].



Bei dem Vergleich des Chiméarismus mit den MRD-Werten (Abb. 18) lassen sich
erste autologe Anteile konstant ab einer Blastenlast von 5 x 10“ in den Knochen-
marksanalysen nachweisen, im Vollblut erst ab Werten von 3 x 103, Die Sensi-
tivitatssteigerung der STR-PCR-Methode durch Knochenmarksuntersuchungen

wird auch in dieser Betrachtungsform deutlich.

6.8 T-ALL

Van der Velden et al. haben die Préasenz von Blasten im Vollblut und Knochenmark
bei Patienten mit einer c-ALL und T-ALL mit Hilfe der RT-PCR von Immunglobulin-
und T-Zell-Rezeptor-Rearrangements untersucht. Hierbei finden sie in der c-ALL bis
zu 1000 mal hoher Werte im Knochenmark als im Peripherblut; die Werte bei den
T-ALL-Patienten hingegen sind nahezu identisch [106].

In dieser Studie sind die autologen Anteile der T-ALL-Patienten im Knochenmark
etwas starker ausgepragt als im Vollblut. Die Subpopulationen hingegen zeigen nur
eine sehr geringe bzw. gar keine Beteiligung am Rezidivgeschehen. Als mogliche
Ursache konnte im thymalen Ursprung dieses ALL-Subtyps vermutet werden; ein
weiterer Grund konnte in der Beteligung anderer nicht untersuchter

Subpopulationen liegen, die so im MC des KM verborgen bleiben [33].

6.9 Prognostische Bedeutung von Vollblutuntersuchun gen

Von den 114 Patienten dieser Studie haben 32 ein Rezidiv entwickelt. Bei 30/69
(38 %) ist ein MC im Vollblut mit einem Rezidiv assoziiert gewesen (Abb. 19). Wird
die Dynamik des Chimarismus hinzugezogen, haben 20/28 Patienten (71 %) die
eine zunehmende patienteneigene Hamatopoese gezeigt, im Vergleich zu 10/29
(34%) mit geringen autolgen Anteilen. Alle Patienten mit einem abnehmenden
Chimarismus befinden sich in kompletter Remission. Die Signifikanz der Dynamik
wird auch in dieser Arbeit deutlich und bestatigt die Ergebnisse vorangegangener
Studien [14;23;32;82;83]



6.10 Aktueller Stand der Forschung und Aussichten

Alizadeh et al. haben erstmals von dem Gebrauch der RT-PCR fur Chimé-
rismusanlysen berichet. Sie verwenden hierbei Single-Nucleotid-Polymorphismen
(SNPs) und haben in ihren Untersuchungen eine Sensitivitat zwischen 0,1 und 0,01
% errreicht. Durch den Einsatz von 11 Markern ist diese Methode bei bis zu 90 %
der Patienten anwendbar gewesen. Ein grol3er Nachteil dieser Technik liegt jedoch
in der niedrigen quantitativen Reproduzierbarkeit [5;66]. Handelt es sich um den
Nachweis sehr geringer Anteile eines gemischten Chimarismus, ist diese
Ungenauigkeit zu tolerieren. Ubersteigen die autologen Zellen jedoch einen Anteil
von 5 %, sind Ergebnisvariationen bis zu 50 % mdglich. Fir eine quantitative
Beurteilung des Chimarismusverlaufs ist diese Methode daher nicht geeignet. Der
Variationskoeffizient der STR-PCR betragt dagegen nur 5 % [19]. Koldenhoff et al.
vergleichen die STR-PCR mit der RT-PCR von den SNPs und von den Y-
Chromosom spezifischen Sequenzen. Sie erzielen durch Chimarismusanalysen mit
der RT-PCR ebenalls eine hohere Sensitivitdit und kdnnen mit RT-PCR den
Zeitraum zwischen der ersten MC-Detektion und dem Rezidivausbruch von 30 auf
bis zu 120 Tage ausweiten (p = 0,007). Aufgrund der hohen Sensitivitdt und der
damit einhergehenden Verfalschung der Ergebnisse durch die Verunreinigungen
der Knochenmarksproben mit Stromazellen haben sie fur die Analysen Peripherblut
verwendet [57].

Es ist zu Uberlegen, ob diese Methode auch auf Knochenmarksproben tbertragen
werden kann, wenn diese vorher durch Selektionsvorgange aufgereinigt wirden.
So konnte der Zeitraum zwischen einem ersten MC und einem Rezidiv weiter aus-
gebaut werden. Aufgrund der geringen Reproduzierbarkeit der RT-PCR-Ergebnisse
ist jedoch diese Methode fiir die weitere Verlaufskontrolle zum aktuellen Zeitpunkt
ungeeignet.

Um therapieassoziierte Komplikationen zu reduzieren, sind die T-Zell-Depletion der
Transplantate und die non-myeloablative Konditionierung in die Therapieschemata
eingefuhrt worden. Infolge der gehauften Entwicklung gemischter Chimare besteht
die Mdglichkeit, unter der Kontrolle des Chiméarismus diese Therapieverfahren
durch DLI zu unterstitzen, und somit eine vollstandigen Donor-Hamatopoese

erreichen zu koénnen. Antin et al. bewerten in diesem Kontext die Bedeutung

66



gemischter Chimare in den verschiedenen Zell-Reihen [6]. Geringe Anteile des
Spenders in der CD33- und CD34-Subpopulation nach SZT sind oftmals mit einem
Non-Engraftment assoziiert. Vor einer DLI sind diese ein Hinweis auf die
Entwicklung einer Aplasie [50]. Weiterhin hat sich fir das Monitoring des
Engraftement der Chimarimus in den T- und NK-Zellen als wertvoll erwiesen.
Gemischte Chimare in diesen Zellinien geben einen Hinweis auf eine Transplantat-
abtof3ung [19;56].

Die Ergebnisse der letzten Studien zum Rezidivmonitoring der akuten Leukamien
bei Kindern sind von verschiedenen Autorengruppen zusammengefasst und als
Leitlinien veroffentlicht worden [19;52;100]. Sie postulieren Chimarismusanalysen
vor allem in den ersten 2 Jahren in kurzen Zeitabstanden, unterstitzt, wenn
moglich, durch die RT-PCR. Ist letztere nicht realisierbar, sollten bei dem Auftreten
gemischter Chimare malignomassoziierte Subpopulationsanalysen hinzugezogen
werden, vornehmlich die der CD34-Zellen. Fur non-myeloablative Transplantations-

verfahren wird zuséatzlich die Analyse der T- und NK-Zellen empfohlen.
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7 Zusammenfassung

Durch die Erfolge in der Reduktion therapieassoziierter Komplikationen von alloge-
nen-Stammezelltransplantationen, stellt das Rezidiv bei Kindern mit akuten Leuka-
mien heute die Hauptursache fur ein Therapieversagen dar [8;86]. Weiterfihrende
Immuntherapien auf der Basis von Chimarismusanalysen haben bei Patienten mit
akuten Leukamien in nur wenigen Fallen zu einer Reinduktion langanhaltender
Remission gefuhrt. Leider ist es nicht fur alle Patienten moglich, ein drohendes Re-
zidiv durch Vollblutanalysen rechtzeitig zu erfassen.

Aus diesem Grund sind in der vorliegenden Studie serielle Chimarismusanalysen
von insgesamt 114 Patienten (84 ALL, 30 AML) in den blastenassoziierten-Subpo-
pulationen des Knochenmarks (in der ALL die CD3-, CD10-, CD19-, CD34- und in
der AML die CD33-, CD34-Zelllinie), im Vollblut und im Gesamtknochenmark
durchgefiihrt worden.

5 der 30 Patienten mit einer AML haben ein Rezidiv erlitten. Bei allen Patienten sind
die autologen Anteile in den Subpopulationen starker als im Knochenmark aus-
gepragt gewesen. In CR ist ein MC in der CD34-Fraktion im Vergleich zum KM
seltener zu detektieren (3/8 vs. 13/18). Die Assoziation eines Rezidivs scheint mit
einem MC in der CD34-Subpopulation am starksten ausgepragt zu sein.

Auch bei den 27 der 84 ALL-Patienten, die ein Rezidiv entwickelt haben, kann eine
verstarkte Anreicherung leukamischer Zellen in den Subpopulationsanalysen nach-
gewiesen werden. Bei 14/21 Patienten ist ein MC in der CD34- und bei 15/23 in der
CD19-Subpopulation mit einem Rezidiv assoziiert gewesen. In kompletter Remis-
sion haben in der CD19-Subpopulation nur 6/49 Patienten einen MC entwickelt, im
Vergleich dazu sind es im KM 13/50 gewesen. Der T-Zellchimarismus besitzt fur die
Rezidivdiagnostik die geringste Aussagekraft. Ein MC ist hierbei unter kompletter
Remission keine Seltenheit (15/50) und besitzt ebenso wie der des Vollbluts (25/50)
die geringste Pradiktivitat hinsichtlich eines Rezidivgeschehens.

Die Blasten lassen sich in den Subpopulationen zwar deutlicher nachweisen, doch
kommt es auf Grund der Vorselektion der Zellen zu DNA-Verlusten, die
Untersuchungsausfalle verursachen. Daraus ergibt sich, das die Wahrscheinlichkeit

einer langanhaltenden Remission beim Nachweis eines kompletten Chimarismus
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im Knochenmark mit 86 % am grof3ten ist und im Vollblut mit 67 % am kleinsten.
Die Ergebnisse der Subpopulationsanalysen liegen bei 80 %.

Beim Vergleich der STR-PCR-Ergebnisse mit denen der RT-PCR sind autologe An-
teile im Knochenmark und in den Subpopulationen mit dem Uberschreiten einer
Blastenlast von 5 leukdmischen unter 1000 gesunden Zellen (5 x 10™) darstellbar;
in den Vollblutanalysen liegt die Nachweisegrenze bei 3 x 10, Diese Sensitivitits-
steigerung ermdoglicht es, Hinweise auf ein drohendes Rezidiv bereits zu einem fri-
heren Zeitpunkt zu erhalten [64]. Autologe Anteile sind im Knochenmark im Median
von 67 Tage vor dem Rezidivausbruch detektierbar gewesen, gegeniber einem
Vorlauf von 5 Tagen mittels von Vollblutuntersuchungen. In den Subpopulations-
analysen liegt der Median bei 40 Tagen.

In dieser Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass durch Subpopulationsanaly-
sen eine Sensitivitats- und Pradiktivitatszunahme erreicht werden kann. Augrund
der methodisch bedingten Untersuchungsausfélle ist jedoch kein signifikanter Infor-
mationsgewinn gegeniber der Aussagekraft von Knochenmarksuntersuchungen zu
erzielen. Deutliche Vorteile zeigen sich jedoch gegenlber den Ergebnissen aus den
Vollblut. Ob der Zeitgewinn durch die Sensitivitdssteigerung in den Subpopulations-
untersuchungen hinsichtlich einer rechtzeitigen Intervention ausreicht, ist ungewiss.
Bei Patienten mit bereits bestehenden gemischten Chiméren im Knochenmark bzw.
in den Subfraktionen sind in dieser Studie keine langanhaltenden Erfolge durch wei-
terflhrenden Immuntherapien erreicht worden. Es ist zu vermuten, dass der MC
hier als Spiegel eines bereits fortgeschrittenen Krankheitsgeschehen zu bewerten
ist, und folglich die Blastenlast zu hoch ist, um erfolgreich intervenieren zu kénnen.
Es stellt sich die Frage, ob der prinzipielle Erfolg von immuntherapeutischen Be-
handlungskonzepten nicht allein auf dem Unterbinden einer Toleranzentwicklung
des Transplantats beruht und dementsprechend autologe Anteile im Knochenmark
nur einen negativen Pradiktor fir das Therapie-outcome darstellen.
Chiméarismusanalysen durch die RT-PCR auf der Basis von SNPs konnten auf-
grund ihrer héheren Sensitivitéat zukinftig fur Patienten, bei den ein Direktnachweis
der Blasten nicht realisierbar ist, eine Alternative zum Rezidivmonitoring eroffnen.

Aufgrund der hohen Varianz der Ergebnisse der RT-PCR bietet jedoch die hier
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vorgestellte Methode zum jetzigen Zeitpunkt die bestmogliche Alternative um das
Risiko eines Rezidivs abzuschatzen zu kdnnen [101].

70



8 Anhang

8.1 Abkurzungsverzeichnis

AML
ALL
allo-SzT
AK

AR

ATG

CC

CD

CML
CMV
CR1
CR2

CSA
DdH,O
DLI
EBMT
G-CSF
GvHD
GvL
HLA

KM
KMT
MC
deMC
inMC

Akute Myeloische Leukamie

Akute Lymphatische Leukéamie

allogene Stammzelltransplantation

Antikorper

Autologe Rekonstitution

Anti-Thymozyten-Globolin

kompletter Chimarismus, vollstandige Spender-Hamato-
poese

Cluster of Differentiation, Oberflachen-Antigene immun-
aktiver Zellen

Chronisch Myeloische Leukamie

Cytomegalie Virus

erste komplette Remission der Grundkrankheit

zweite komplette Remission, nach der Therapie des ersten
Rezidives

Cyclosporin A

destilliertes Wasser

Donor-Lymphozyten-Infusion

European Group for Blood and Marrow Transplantation
Granulozyten-colony-stimulating-factor

Graft versus host disease

Graft versus leukaemia

Human-leukozyt-antigens

Immunglobulin

Knochenmark

Knochenmarkstransplantation

gemischter Chimarismus

abnehmender Chimérismus

zunehmender Chiméarismus
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IIMC
MDS
MRD
MHC
PB
PCR
Rlps
RT-PCR
SNP
STR
SZT
TBI
TCR
TRM

gemischter Chimarismus auf niedrigem Niveau
Myelodysplastisches Syndrom
Minimal residual Disease
Major-histocompatibility-complex
Peripheres Blut, Vollblut
Polymerase-chain-reaction

Rezidiv

Real-Time PCR

Single nucleotide polymorphism

Short tandem repeats
Stammzelltransplantation

Total body irradiation

T-Zellrezeptor

Transplantations assoziierte Mortalitat
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