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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die allogene Stammzelltransplantation

1.1.1 Historische Aspekte der Stammzelltransplantation

Die allogene Stammzelltransplantation (allo-SZT) ist ein Verfahren, bei dem nach
Ausloschen des Empfangerknochenmarks durch  Ganzkorperbestrahlung  und
Chemotherapeutika eine intravendse Transfusion hdmatopoetischer Stammzellen eines
geeigneten Spenders erfolgt. Die Stammzellen besiedeln das Knochenmark des
Empféingers neu und regenerieren so dessen Hamatopoese.

Die allo-SZT ist heute eine wichtige Therapieoption in der Behandlung einer Vielzahl
maligner und nichtmaligner Erkrankungen des himatopoetischen Systems.

Die Geschichte der Stammzelltransplantation beginnt im Jahre 1949, als Jacobson et al.
erstmals beobachteten, dass Maéuse eine letale Ganzkorperbestrahlung durch
Abschirmung der Milz iiberleben konnten.®® Nur wenig spiter zeigten Lorenz et al.,
dass ein Uberleben dieser Miuse auch durch Infusion von Knochenmark anderer Miuse
gesichert werden konnte.”

In der Mitte der 50er Jahre wurde der zytogenetische Beweis dafiir erbracht, dass der
strahlenprotektive Effekt der Transplantation von Knochenmarkszellen darauf
zurlickzufiihren ist, dass gesunde Spenderzellen das zerstdrte himatopoetische System
des Empfingers ersetzen.”

Der erste erfolgreiche Versuch einer Stammzelltransplantation zur Behandlung einer
Leukémie beim Menschen erfolgte im Jahre 1959 durch Dr. E. Donnell Thomas, dem
spater fiir seine Forschungsarbeiten in diesem Bereich der Nobelpreis verlichen

""" Es handelte sich hierbei um eine syngene Transplantation, d.h. Spender und

wurde.
Empfinger waren eineiige Zwillinge. Weitere Versuche der Stammzelltransplantation in
dieser Zeit blieben jedoch weitgehend erfolglos, was am mangelnden Verstindnis des
HLA-Systems (Human-Leukocyte-Antigen-System) und dessen Bedeutung fiir die
Histokompatibilitdt lag. TransplantatabstoBung und Transplantat-gegen-Empfanger-

Reaktion (Graft-versus-Host-Disease, GVHD) waren die Folge.'”
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In den 60er Jahren zeigten verschiedene Studien an Hunden, dass erst eine
Ubereinstimmung im DLA-System (dog-leukocyte-antigen) eine erfolgreiche
Transplantation moglich machte.” Diese wachsenden Erkenntnisse iiber das HLA-
System und dessen immense Bedeutung fiir die Transplantation fiihrten zu weiteren
Versuchen der Stammzelltransplantation und schlieBlich zur ersten erfolgreichen
allogenen Stammzelltransplantation im Jahr 1968 bei einem Patienten mit schwerem
kombiniertem Immundefekt.>®

Im Laufe der 70er Jahre entwickelte sich die Stammzelltransplantation schlie8lich zu
einem anerkannten Therapieverfahren weiter. Im Jahr 1977 konnte in Seattle das
Forschungsteam um Dr. E. Donnell Thomas von 100 Patienten mit Leukdmie in
fortgeschrittenem Stadium berichten, die eine Konditionierung, bestehend aus
Cyclophosphamid und Ganzkorperbestrahlung, und anschlieend Knochenmark eines
HLA-identischen Geschwisters erhielten. 17 von diesen 100 Patienten waren ein bis
drei Jahre nach der Transplantation noch am Leben, 8 von diesen 17 wiederum blieben
{iber 23 Jahre lang in kompletter Remission.'**'"°

Heutige Schitzungen tliber die Anzahl von Stammzelltransplantationen belaufen sich auf
ca. 50.000 pro Jahr weltweit, mit einer jahrlichen Zuwachsrate von 10-15%.”’

Die Indikationen zur Stammzelltransplantation im Kindesalter erstrecken sich von
malignen und nichtmalignen Erkrankungen des Knochenmarks iiber solide Tumoren,

Hamoglobinopathien, Immundefekte bis hin zu selektiven Immunerkrankungen.

1.1.2 Durchfithrung

An erster Stelle steht die Auswahl eines geeigneten Spenders. Eine allo-SZT kann mit
Stammzellen eines HLA-identischen Geschwisterspenders, eines anderen HLA-
kompatiblen oder partiell kompatiblen Familienspenders oder eines HLA-kompatiblen
nichtverwandten Spenders durchgefiihrt werden. Als HLA-kompatibel werden Spender-
Empfinger-Paare bezeichnet, die beziiglich der transplantationsrelevanten HLA-
Merkmale (A, B, DRB1, DQBI) iibereinstimmen.

Die Gene fiir die HLA-Antigene liegen alle auf Chromosom 6 und werden kodominant
vererbt, so dass die Wahrscheinlichkeit, dass ein Geschwister HLA-identisch ist, bei

25% liegt.



Einleitung

Ist die Familiensuche nicht erfolgreich wird auf eine Registerspendersuche
zuriickgegriffen, in der versucht wird, einen HLA-identen Fremdspender zu finden. Bei
Patienten mit besonders schlechten prognostischen Parametern sind im Einzelfall auch
experimentelle Transplantationen zugelassen (z.B. haploidente SZT).*'

Die besten Ergebnisse werden jedoch mit HLA-identischen Geschwisterspendern
erzielt, in allen anderen Fillen ist mit einem erhohten Risiko einer Graft-versus-Host-
Krankheit (GvHD) zu rechnen.'®

Mit der Entdeckung von im Peripherblut zirkulierenden hdmatopoetischen Stammzellen
ist es nicht mehr unbedingt notwendig, dem Spender operativ Knochenmark zu
entnehmen um Stammzellen zu erhalten. Die zirkulierenden hédmatopoetischen
Stammzellen kénnen durch Gabe von G-CSF (granulocyte colony stimulating factor)
oder GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor) im Peripherblut
angereichert und aus der Vene entnommen werden.>*

Eine weitere Quelle fiir himatopoetische Stammzellen ist Nabelschnurblut.”
Stammzellen aus Nabelschnurblut scheinen immunologisch unreif zu sein und
verursachen daher auch bei nicht vollstindiger HLA-Identitdt nicht immer eine
GvHD.*®

Der néchste Schritt ist die Vorbereitung des Patienten auf die Transplantation, die
Konditionierung. Sie umfasst die sequentielle Gabe verschiedener Chemotherapeutika,
meist Alkylantien (z.B. Cyclophosphamid oder Busulfan), Etoposid oder Cytarabin, mit
oder ohne fraktionierte Ganzkorperbestrahlung. Ziel der Konditionierung ist zum einen,
die Tumor- bzw. Leukdmiezellen moglichst vollstindig zu zerstéren und zum anderen
die Ausschaltung der korpereigenen Immunabwehr des Empfingers, um eine
TransplantatabstoBung zu verhindern.

Bei Fremdspendertransplantationen und bei Transplantation von nicht HLA-identischen
Familienspendern wird zur Hochdosistherapie Antithymozytenglobulin (ATG) als
zusitzliche Prophylaxe gegen eine mogliche AbstoBungsreaktion eingesetzt.

Im Fall einer ABO-Inkompatibilitit zwischen Spender und Empfanger werden vor der
Transplantation die reifen Erythrozyten aus dem Transplantat entfernt um eine

Héamolyse zu verhindern.
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T-Zellen sind die Mediatoren der GvHD, eine T-Zell-Depletion stellt somit bei einem
nichtverwandten Spender eine Moglichkeit dar, die Ausprigung einer GvHD zu
mildern.*

Die Transplantation erfolgt durch intravendse Infusion der Stammzellen iiber einen

zentralvenosen Katheter.

1.1.3 Frithe Komplikationen der SZT

1.1.3.1 Direkte Toxizitdt der Chemoradiotherapie

Die myeloablative, immunsuppressive Therapie vor allo-SZT fiihrt zu toxischen
Schadigungen verschiedener Organsysteme, die die maximal applizierbaren Dosen der
Strahlen- und Chemotherapie limitieren."

Bei bis zu 70% aller Transplantationen fiihrt die vorbereitende Therapie, insbesondere
wenn Cyclophosphamid verwendet wird, zur hdmorrhagischen Zystitis. Diese wird
durch einen renal ausgeschiedenen Metaboliten, das Acrolein, ausgeldst. Die
prophylaktische Gabe von Mesna, dessen Wirkprinzip in der Bildung eines
nichttoxischen Additionsproduktes mit Acrolein im Harn besteht, oder Dauerinfusionen
kénnen hier erfolgreich zum Einsatz gebracht werden.”

Akutes Nierenversagen ist eine weitere hdufige Komplikation. Ursachen hierfiir sind
u.a. das Tumorlyse-Syndrom, die direkte Toxizitit der Chemotherapeutika und der
Ganzkorperbestrahlung (total body irradiation, TBI) und eine vorbestehende veno-
okklusive  Erkrankung (veno-occlusive-disease, VOD), ein thrombotischer
Teilverschluss der terminalen Lebervenolen.”’

Eine Mukositis des Verdauungstraktes tritt in bis zu 90% der Félle auf. Schmerzhafte
Schleimhautnekrosen im Mund und im gesamten Gastrointestinaltrakt duflern sich in
Diarrhoe, Bauchschmerzen, hamorrhagischer Enterokolitis und einer Darmatonie.
Methotrexat zur Prophylaxe einer GVHD verstirkt die Mukositis und Enterokolitis noch
zusiétzlich. Eine groBe Gefahr besteht bei der Superinfektion durch lokale Erreger, die
aufgrund der Ulzerationen auch leicht in die Blutbahn gelangen und zur Sepsis fiihren

o 12
konnen.'?
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Eine weitere hdufige und schwerwiegende Komplikation der zytoreduktiven Therapie
ist die oben bereits genannte veno-okklusive Erkrankung (VOD). Ausgelost wird diese
Erkrankung durch einen Endothelzellschaden der terminalen hepatischen Venolen,
infolge dessen es zur Obliteration schmaler hepatischer Venolen und damit zur
Zerstorung umgebender zentrolobuldrer Hepatozyten kommt. Die Erkrankung kann bis
zum Multiorganversagen fortschreiten.

Klinisch ist sie charakterisiert durch Hyperbilirubindmie, Ikterus, Gewichtszunahme,

Aszites und eine schmerzhafte LebervergroBerung. Die Letalitit ist hoch.**”

1.1.3.2 Infektionen

Allogene Stammzellempfinger sind fiir mehrere Monate nach Transplantation stark
immundefizient. In der Phase der Aplasie direkt nach der allo-SZT treten neben
opportunistischen bakteriellen Infektionen hiufig auch fungale Infektionen auf.*

Nach erfolgtem Anwachsen des neuen Knochenmarks beginnt die Phase der
Immunrekonstitution, in welcher sich gehduft virale Infektionen finden. Die Infektion
durch das Cytomegalievirus (CMV), die sich klinisch meist als unspezifische
Pneumonie manifestiert, gehort zu den bedrohlichsten Komplikationen nach allo-SZT.

Bei der akuten GvHD ist das Risiko einer CMV-Infektion am groften.”

1.1.3.3 GvHD

Bei jeder allo-SZT ergeben sich Interaktionen zwischen transplantierten
immunreaktiven Zellen des Spenders und dem Empfingerorganismus. Ursache dafiir
sind Differenzen  beziiglich der Transplantationsantigene  (Major-  und
Minorhistokompatibilitdtsantigene) zwischen Spender und Empfinger, auf die die T-
Lymphozyten des Spenders reagieren.*

Das entsprechende Krankheitssyndrom, bei dem bevorzugt das Gewebe von Haut,
Mund- und Darmschleimhaut, Leber und Bronchien geschidigt wird, ist die
Transplantat-gegen-Empfanger-Reaktion (GvHD).'*°

Tritt die GVHD wenige Tage nach erfolgter allo-SZT auf, so spricht man von einer

akuten GvHD, die sich in Form eines Exanthems, einer Hepatitis oder einer Diarrhoe
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aufBert. Nach einer akuten GvHD folgt signifikant hdufiger eine chronische GvHD, die
definitionsgemdB ab 100 Tage nach Transplantation auftritt.’”® Sie ist charakterisiert
durch Sklerose der Haut, Erythem, Leberenzymerhohung, Sicca-Syndrom mit Mukositis
und Polyserositis, Osophagitis, Enteritis, Myositis und bakterielle Infektionen.”

Zur immunsuppressiven Prophylaxe der GvHD wird Cyclosporin A (CSA) kombiniert
mit niedrigdosiertem Methotrexat (MTX) oder Prednisolon eingesetzt. Zudem kann
durch die Depletion reifer T-Zellen aus dem Transplantat die Rate der schweren akuten
GvHD deutlich vermindert werden.”

Bei T-Zell-Depletion kommt es jedoch wesentlich hdufiger zur AbstoBung oder zum
Rezidiv der Grunderkrankung, da die T-Zellen auch fiir den Graft-versus-Leukémie-
Effekt (GvL) verantwortlich sind, der eng mit der GvHD assoziiert ist. Der GvL-Effekt

sorgt fiir die Zerstorung residueller Leukéimiezellen im Empfangerorganismus.®*'%

1.1.3.4 TransplantatabstoBung

Nach einer allo-SZT kommt es in seltenen Féllen zu einer Abstoung des Transplantats
durch wenige tliberlebende immunologische Effektorzellen des Empfangerorganismus.
Priadisponierend fiir eine solche AbstoBungsreaktion konnen ein zu schwach
immunsuppressiv wirkendes Konditionierungsregime, ein T-Zell-depletiertes oder ein
nicht HLA-identisches Transplantat sein.**'%*

Priventiv kann eine Intensivierung der Immunsuppression, z.B. durch Gabe von
Antithymozytenglobulin (ATG), durchgefiihrt werden. ATG bewirkt beim Empfinger
durch Suppression der =zirkulierenden T-Lymphozyten eine Abnahme der
Lymphozytenzahl =~ (Lymphozytopenie) = und  hemmt so  die  zelluldre
TransplantatabstoBung.

Als Therapie einer Abstoungsreaktion kommt eine immunologische Rekonditionierung

mit einer anschlieBenden zweiten Transplantation in Frage.'®

1.1.3.5 Rezidiv

Das Wiederauftreten der malignen Grunderkrankung ist im Kindesalter die hiufigste

Todesursache nach zunichst erfolgreicher allo-SZT.”!
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Es entsteht aus einer persistierenden leukdmischen Subpopulation (minimale
Resterkrankung, minimal residual disease, MRD), welche durch die Induktions- und
Postremissionsbehandlung nicht vernichtet werden konnte.

Patienten, bei denen nach Transplantation wieder autologe Zellen auftreten, haben ein
signifikant erhdhtes Rezidivrisiko.”

Fiir Patienten mit akuten Leukdmien konnte gezeigt werden, dass das rezidivfreie
Uberleben wesentlich durch die Hoéhe der Leukiimielast zum Zeitpunkt der

Transplantation und durch das Krankheitsstadium bestimmt wird.”"”®

1.2 Allogene Stammzelltransplantation bei ALL im Kindesalter

1.2.1 Epidemiologie der akuten lymphatischen Leukimie

Die akute lymphatische Leukédmie (ALL) ist die hiufigste maligne Erkrankung des
Kindesalters.

Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 650 Kinder unter 15 Jahren an Leukédmie, davon
entfallen 83% auf die ALL. Der Héufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 2. und dem 5.
Lebensjahr, das Verhiltnis Jungen zu Midchen betrigt bei der ALL 1,3 zu 1.2

Wihrend vor 25 Jahren noch iiber 90% der erkrankten Kinder starben, kann heute durch
den Einsatz moderner Therapieprotokolle bei 70-80% der Kinder mit ALL eine lang

.. . 44
anhaltende Remission erzielt werden.

1.2.2 Therapie und Prognose

Der Hauptgrund fiir das Therapieversagen bei ALL ist das Rezidiv nach allogener
Stammzelltransplantation. Die Prognose nach einem Rezidiv ist schlecht.®

Da die Prognose auch ganz entscheidend vom ALL-Subtyp und von verschiedenen
Risikofaktoren abhdngig ist, wird in aktuellen Behandlungsprotokollen, wie z.B. dem
ALL-REZ-BFM 2002-Protokoll (Protokoll zur Behandlung von Kindern mit Rezidiv
einer akuten lymphoblastischen Leukédmie), eine Risikostratifizierung durchgefiihrt, d.h.

die Patienten werden in verschiedene Risikogruppen eingestuft. Ziel ist es, die Patienten
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mit hohem Rezidivrisiko zu erkennen und einer Therapieintensivierung zuzufiihren,
wiéhrend die Patienten mit geringem Rezidivrisiko eine weniger intensive und damit
auch weniger toxische Therapie bei gleicher Heilungschance erhalten.”®

Trotz dieser Verbesserungen im Therapiemanagement erleiden 20-30% der Patienten
ein Rezidiv der Grunderkrankung.''® Eine intensive Rezidivchemotherapie kann in den
meisten Fillen eine zweite komplette Remission (CR2) herbeifiihren, die jedoch oft
nicht von langer Dauer ist. Verschiedene Studien konnten in den letzten Jahren zeigen,
dass durch den Einsatz der allo-SZT in CR2 die Uberlebensrate deutlich erhoht werden
kann. Mit einer allo-SZT kann ein ereignisfreies Uberleben (event-free-survival, EFS)

zwischen 45 und 55% erreicht werden.'>'"”

1.2.2.1 Indikation zur allo-SZT in CR1

Eine allo-SZT ist fiir Patienten mit ALL in erster kompletter Remission (CR1)
grundsdtzlich nicht indiziert. Es gibt jedoch Patienten, die aufgrund von
Hochrisikofaktoren eine besonders schlechte Prognose haben und deren
Wabhrscheinlichkeit, ein Rezidiv zu erleiden, von 20 bis 30% auf bis zu 50% ansteigen
kann.''® Diese Patienten kénnen von einer allo-SZT in erster kompletter Remission
profitieren. Zugehorig zur Hochrisikogruppe (high-risk, HR) sind gemiB3 dem
Therapieprotokoll ALL-REZ-BFM 2000 Patienten, die inaddquat auf die Prednison-
Vorphase ansprechen (poor prednisone response), zytomorphologisch keine komplette
Remission an Tag 33 erreichen (Non-response an Protokolltag 33), bei denen entweder
die Translokation t(9;22) bzw. das Fusionsgen BCR/ABL (Philadelphia-Chromosom)
oder die Translokation t(4;11) bzw. das Fusionsgen MLL/AF4 nachgewiesen wird oder
die zu einem bestimmten Zeitpunkt wéahrend der Induktionstherapie (vor Protokoll M)
ein hohes Niveau an Resterkrankung aufweisen (MRD > 107). Diese Patienten sind
aufgrund ihrer schlechten Prognose auch fiir eine HLA-mismatch Familienspende
zugelassen.

Durch Bestimmung der Oberflaichenmarker (z.B. Bestimmung von CD oder HLA-DR
mittels Durchflulzytometrie oder Immunfluoreszenz) kann der Immunphinotyp einer
ALL bestimmt werden. Bei der ALL werden aufgrund verschiedener

Differenzierungsmerkmalen folgende Immunphénotypen definiert:*
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1. B-Vorlauferzell-ALL: Pra-pra-B-ALL (pro-B-ALL), Common ALL,
Pra-B-ALL (80%)

2. B-ALL (1-2%)

3. T-ALL: Friihe T-ALL (pro- und pra-T), intermedidre (kortikal T-ALL),
reife T-ALL. (15-20%)

Bei den akuten lymphoblastischen Leukdmien im Kindesalter handelt es sich in 12-15%
um T-Linien-ALLs und in 2-5% um reife B-ALLs. Bei den restlichen 75% handelt es
sich um B-Vorldufer-Leukémien, am hiufigsten um common-ALL.** Die T-ALL ist
hidufig mit einem hoheren Erkrankungsalter, hoher initialer Leukozytenzahl,
extramedulldren Krankheitsherden und einer schlechten Prognose assoziiert und ist
daher auch Indikation zur allo-SZT in CR1.*® Weitere Indikationen zur allo-SZT in CR1
mit HLA-identischem Geschwisterspender (matched sibling donor, MSD) sind der pro-
B-ALL Phénotyp mit schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie, PPR (prednisone
poor response) mit Koexpression myeloischer Marker, Leukozytenzahl > 100x10%/1,

Kleinkinder unter 1 Jahr mit t(4;11) oder CD 10- Phéinotyp.43

1.2.2.2 Indikationen zur allo-SZT in CR2

Gemal den Indikationsrichtlinien, die die ,,European Group for Blood and Marrow
Transplantation® (EBMT) 1996 veroffentlicht hat, besteht eine Indikation zur allo-SZT
mit HLA-identischem Geschwisterspender (matched sibling donor, MSD) in CR2 bei
Patienten, die ein friihes Knochenmarkrezidiv erleiden (bis zu sechs Monate nach Ende
der Therapie), Patienten, die ein frithes ZNS-Rezidiv erleiden und Patienten, die ein
spates Knochenmarkrezidiv erleiden (Rezidiv, das spéter als sechs Monate nach Ende
der Therapie auftritt). Ist bei CR2-Patienten nach frithem Knochenmarkrezidiv kein
HLA-identischer Geschwisterspender vorhanden, kann auch auf einen HLA-identischen
unverwandten Spender (matched unrelated donor, MUD) oder eine haploidentische

Transplantation zuriickgegriffen werden.*
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In Anbetracht der hohen transplantationsassoziierten Morbiditit und Mortalitét, die v.a.
bei nichtidentischen Spendern und Fremdspendern auftritt, ist eine sorgfiltige
Indikationsstellung vor jeder Transplantation notwendig. Dazu dient das risikoadaptierte
Therapiekonzept der ALL-Rezidiv-Studien der Studiengruppe Berlin-Frankfurt-Miinster
(BFM), die seit 1983 in multizentrischen Studien Therapieansitze fiir die Behandlung
von ALL-Rezidiven bei Kindern erprobt. Das Therapiekonzept der Studie ALL-REZ
BFM 95/96 beruht auf einer Einteilung der Patienten in vier strategische Risikogruppen
(S1-S4), die die prognostischen Faktoren Zeitpunkt, Lokalisation und Immunphénotyp

des Rezidivs berticksichtigen:

Immunphdnotyp: non - T Immunphinctyp; (pra-) T
Lokalisation Extramedulldr Knochenmark Knochenmark | Extramedullar Knochenmark Knochenmark
: isoliert kombiniert isoliart isoliert kombiniert isaliert
Zeitpunkt
sehr frih 52 S4 54 52 54 54
friih 52 52 53 82 54 54
spét 51 52 52 81 . S4 54

Abbildung 1: Definition der Strategiegruppen S1 bis S4 gemédB ALL-REZ-BFM 95/96.

Retrospektiv auf vorangegangene Studien angewandt hatten nach alleiniger
Chemotherapie Patienten der Gruppe S1 eine befriedigende Prognose, wihrend die
Gruppen S3 und S4 ein EFS von nur 5% hatten. Die groBte und heterogenste Gruppe S2
zeichnete sich durch eine intermedidre Prognose aus. Zur Therapiegruppe S2 gehodren
Patienten mit sehr friihen oder frithen isoliert extramedulldren Rezidiven sowie spéten
non-T-Knochenmarkrezidiven und Patienten mit kombinierten, frithen oder spiten non-
T-Rezidiven. In dieser Gruppe soll eine Verbesserung der Prognose durch eine hohere
initiale Therapiedichte und eine differenzierte Indikation zur allo-SZT durch
Bestimmung weiterer Risikofaktoren (beispielsweise durch MRD-Monitoring) erreicht
werden.

Auch die Ergebnisse anderer Studien zeigen eine Uberlegenheit der allo-SZT iiber eine
konventionelle Chemotherapie mit signifikanten Unterschieden beziiglich der

Uberlebenswahrscheinlichkeit. GemiB diesen Studien liegt die EFS-Rate der

10
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transplantierten Patienten nach einem Rezidiv zwischen 37 und 58% wihrend das EFS

der mit Chemotherapie behandelten Patienten zwischen 10 und 18% liegt.**!"!%°

1.3 Rezidivfriiherkennung

Um eine Therapieintensivierung moglichst frith und gezielt einsetzen zu kénnen, ist es
notwendig, ein drohendes Rezidiv so frith wie moglich zu erkennen. Dies kann
entweder durch eine kontinuierliche Chimérismusanalyse nach allo-SZT oder durch die

Bestimmung der minimalen Resterkrankung (MRD) vor allo-SZT erreicht werden.

1.3.1 Methoden zur Rezidivfritherkennung

1.3.1.1 Chimaérismus

Im nicht-codierenden Bereich des menschlichen Chromosoms gibt es eine grofle Anzahl
von repetitiven Sequenzen, den VNTRs (variable number of tandem repeats), die bei
einzelnen Individuen in Lange und Struktur unterschiedlich sind. Dieser genetische
Polymorphismus dient dazu, einzelne Individuen genetisch voneinander zu
unterscheiden. Durch Wahl geeigneter Amplimere, die solche Regionen einschlielen,
ist es moglich, mit Hilfe einer VNTR-PCR DNA-Abschnitte zu amplifizieren, deren
GroBe fiir einen Organismus spezifisch sind. In dieser Weise kann eine molekulare
Analyse von Spender- und Empfénger-Blutzellen nach allo-SZT durchgefiihrt werden.
Der Begriff Chimarismus beschreibt hier den Zustand der Vermischung der genetischen
Muster zweier Individuen, wobei bei einem vollstindigen Chimédrismus (complete
chimerism, CC) zu 100% Spenderzellen detektiert werden und bei einem gemischten
Chimérismus (mixed chimerism, MC) sowohl Spender- als auch Empfingeranteile
gefunden werden. Die autologe Rekonstitution (AR) ist mit einer Transplantatabstoung
gleichzusetzen.

VNTR-PCR-Analysen, die in kurzen Zeitabstinden nach allo-SZT durchgefiihrt

werden, bieten eine verldssliche und schnelle Screeningmethode zur Bestimmung des

11
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Chimirismusstatus und zur Uberwachung der Dynamik eines gemischten Chimérismus.
Veschiedene Studien von Bader et al. konnten zeigen, dass bei Kindern mit akuten
Leukédmien und Myelodysplastischem Syndrom (MDS) eine signifikante Korrelation
zwischen gemischtem Chimérismus und spéterem Rezidiv besteht. ™!

Patienten, die kurz nach dem Anwachsen der Stammzellen (Engraftment) zunichst
einen gemischten Chimérismus zeigen, danach aber sich verringernde autologe Anteile
aufweisen (decreasing MC) haben eine hohe Wahrscheinlichkeit, einen vollstindigen
Chimérismus zu entwickeln und in kompletter Remission zu bleiben.

Das hochste Risiko, ein Rezidiv zu erleiden, haben Patienten, bei denen der Anteil an
autologen Zellen nach allo-SZT kontinuierlich zunimmt (increasing MC).*""%*

Eine wirksame Behandlungsmoglichkeit zur Unterdriickung eines drohenden Rezidivs
bei akuten Leukdmien und MDS auf der Basis eines zunehmenden MC ist die
prophylaktische Immuntherapie. Durch Gabe von Spenderlymphozyten (donor
lymphocyte infusion, DLI) oder Absetzen der immunsuppressiven Therapie nach allo-
SZT kann die Anzahl der Rezidive durch Induzieren eines GvL-Effektes signifikant
gesenkt werden. Der gemischte Chimérismus wird durch die Immunmodulation in
einem frilhen Stadium des Ansteigens der autologen Anteile in einen vollstindigen

Chimérismus umgewandelt um so im Idealfall das Rezidiv zu verhindern.*%'"*

1.3.1.2 Bestimmung der minimalen Resterkrankung

Die allo-SZT ist eine effektive Therapieform fiir Kinder mit ALL, die ein friithes
Knochenmarkrezidiv erleiden oder Hochrisikofaktoren présentieren. Obwohl in
hidmatologischer Remission transplantiert wird, erleiden aktuell trotzdem 30-40% der

121313031 11y fast allen Fillen wird dieses Rezidiv

Transplantatempfinger ein Rezidiv.
von einem Leukdmiezellklon verursacht, der entweder identisch oder verwandt mit dem
urspriinglich diagnostizierten Zellklon ist, was zeigt, dass die malignen Zellen die
Behandlung in mikroskopisch nicht detektierbaren Mengen iiberlebt haben miissen.”®
Die hdmatologische Remission ist nach zytomorphologischen Kriterien durch einen

Blastenanteil von 5% im Knochenmark definiert, da hier die lichtmikroskopische

Detektionsgrenze liegt. Demzufolge kann ein Patient, der sich in kompletter klinischer

12
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Remission befindet, trotzdem noch eine leukdmische Last von bis zu 10" leukdmischen
Zellen haben, ohne dass dies lichtmikroskopisch erkennbar wire.*’

Es wird deutlich, dass klinische und morphologische Kriterien alleine nur sehr
begrenzte Informationen iiber die Effektivitit der Behandlung geben konnen, da nur
Patienten erkannt werden, die gar nicht in klinische Remission kommen, also eine sehr
schlechte Prognose haben. Mehrere Studien haben gezeigt, dass Kinder mit ALL, die
zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in hdmatologischer Vollremission waren, eine

1252.79.131 Bej Patienten, die die klinische

deutlich ungiinstigere Prognose haben.
Remission erreichen, werden demnach sensitivere Methoden bendtigt, um auch eine
submikroskopische Menge maligner Zellen, also eine minimale Resterkrankung
(minimal residual disease, MRD), detektieren und quantifizieren zu konnen. So kénnte
auch eine genaue Therapiestratifizierung vorgenommen werden.. Abbildung 2 zeigt die
mogliche Kinetik leukdmischer Zellen mit den Detektionsgrenzen der verschiedenen

Methoden zur MRD- Bestimmung.
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Abbildung 2: Mdogliche Kinetik leukdmischer Zellen bei verschiedenen ALL Patienten wihrend und
nach der Behandlung mit Detektionsgrenzen der verschiedenen Methoden zur MRD Bestimmung. I:
induction treatment; C: consolidation treatment; II: re-induction treatment; aus Willemse et al. (2002).
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VerldaBliche Methoden zur MRD Bestimmung sollten folgende Voraussetzungen

erfiillen:'"’

Sensitivitit von mindestens 107 , besser noch 10 bis 10°®

Féhigkeit, zwischen malignen und normalen Zellen zu unterscheiden, um falsch-
positive Ergebnisse zu vermeiden

stabile leukdmiespezifische Marker, um falsch-negative Resultate zu verhindern
Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Laboren fiir die Erstellung
multizentrischer Behandlungsprotokolle

einfache Standardisierung und schnelle Verfiigbarkeit von Resultaten

MRD muf} quantifizierbar sein

Derzeit werden drei verschieden Methoden angewandt um Informationen iiber die

minimale Resterkrankung zu erhalten:®

Immunophénotypisierung  durch  DurchfluBzytometrie: — abberante  oder
»leukdmie-assoziierte” Phinotypen werden detektiert

PCR-Analyse von  Fusionsgentranskripten, die ihre Ursache in
Chromosomenabberationen haben (z.B. TEL-AML1, BCR-ABL, SIL-TAL1)
oder von abberant exprimierten spezifischen Transkripten (wie HOX11L2 und
WTI)

PCR-Analyse von patientenspezifischen Immunglobulin- und T-Zell-

Rezeptorrearrangements

Die dritte ist die derzeit am weitesten verbreitete Methode zur Bestimmung der MRD

bei Patienten mit ALL. Sie macht sich die enorme Diversitdt der antigenspezifischen

Rezeptoren (min. 10°) zunutze, durch die das menschliche Immunsystem in der Lage

ist, Millionen verschiedener Antigene zu erkennen.

14



Einleitung

1.3.2 Bestimmung der minimalen Resterkrankung (MRD) durch PCR-Analyse
von patientenspezifischen Immunglobulin- und T-Zell-Rezeptor-

Rearrangements durch die real-time PCR

Die Fahigkeit des menschlichen Immunsystems, Millionen verschiedener Antigene zu
erkennen, beruht auf der enormen Diversitidt der antigenspezifischen Rezeptoren (min.
10°). Wire jedes der Immunglobulin (Ig)- und T-Zell-Rezeptorproteine (TZR)
individuell im Genom kodiert, wiirde dies bedeuten, dass nahezu das gesamte
menschliche Genom fiir das Immunsystem zustidndig wére. Vielmehr werden sowohl
Immunglobulin- als auch T-Zell-Rezeptor-Proteine durch eine Reihe diskontinuierlich
angeordneter Germline-Gensegmente kodiert. Es gibt die variable (V), diversity (D) und
joining (J) Segmente, die sich im Laufe der B- und T-Zellreifung neu anordnen.
Beinahe alle ALLs haben wihrend ihrer Zellreifung ein Rearrangement auf wenigstens

einem der IgH, TZRy oder TZRS Loci erfahren.*’-'**!27:133

1.3.2.1 Der IgH-Locus

Immunglobulinmolekiile bestehen aus zwei identischen schweren Ketten (IgH) von
denen 5 verschiedene Isotypen existieren und zwei identischen leichten Ketten (IgL),
die in x- und A-Ketten unterteilt werden. Die variable Doméne der
Immunglobulinmolekiile, die fiir die Antigenerkenneung zusténdig ist, entsteht bei dem
ProzeB3 des Genrearrangements.

Der IgH-Locus ist auf dem Chromosom 14 q 32 lokalisiert.*® Er enthilt ungefihr 120
funktionelle variable Vy Segmente, die aufgrund von Sequenzhomologien in sieben
Familien eingeteilt werden konnen.'”''? AuBerdem enthilt er verschiedene diversity
(Dn) Segmente, die sechs verschiedenen Dy-Familien angehdren, gefolgt von der
joining Region mit ebenfalls sechs Ji Familien.* Darauf folgen konstante Segmente, die

die konstante Region des Ig-Molekiils kodieren und den Isotyp bestimmen.
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Abbildung 3: Der IgH-Genlocus; aus Leukemia, 6" edition, Van Dongen JJM, Adriaansen HJ,
Immunobiology of Leukemia, 1996, 100, mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlages.

1.3.2.2 Der TZR-Locus

Das T-Zell-Rezeptormolekiil besteht aus zwei Proteinketten. Es gibt den klassischen T-
Zell-Rezeptor (TZR), der aus einer a- und einer B-Kette besteht und den selteneren
TZR, der aus einer y- und einer d-Kette besteht. Analog zum Immunglobulinmolekiil
entsteht die variable Doméine des TZR durch Rekombination von V-, D- und J-
Segmenten.

Der TZRo-Locus ist inmitten des TZRa-Locus auf dem Chromosom 14ql1 lokalisiert.
Es sind wenigstens 6V, 3D, 4J und ein konstantes Segment (C) bekannt. ** Der TZR-
Locus enthélt mindestens 25 variable Segmente, zwei homologe CB Gene, denen eine
einzige D Region und ein J Cluster vorangeht. Der TZRy-Locus (Chromosom 7pl5)
enthdlt 15 variable Gene, von denen acht funktionell sind und zwei Pseudogene (Vy7
und Vyl2), die am Rearrangementprozel beteiligt sind. Aufgrund von
Sequenzhomologien werden die variablen Gene in Gruppen von Vy I bis IV eingeteilt.**
Die Jy-Segmente liegen in zwei Clustern vor. Das am weitesten upstream gelegene
enthélt drei Segmente, die entweder als Jy 1.1, Jy 1.2 und Jy 1.3 oder Jy P1, JyP und Jy 1
bezeichnet werden. Zwei Mitglieder des zweiten Clusters sind identifiziert als Jy2.1 und

Jy2.3 oder JyP2 und 1y2.9
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Abbildung 4: TZR-Genloci; aus Leukemia, 6" edition, Van Dongen JJM, Adriaansen HJ,
Immunobiology of Leukemia, 1996, 101, mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlages.

1.3.2.3 Das V-(D-)J-Joining
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines IgH-Genrearrangements; aus Leukemia, 6" edition,
Van Dongen JJM, Adriaansen HJ, Immunobiology of Leukemia, 1996, 102, mit freundlicher

Genehmigung des Elsevier Verlages.
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Abbildung 5 zeigt ein Beispiel eines IgH-Genrearrangements. Zunéchst wird eines der
J-Segmente mit einem der D-Segmente verbunden (J to D-joining), danach wird ein V-
Segment mit dem DJ-Segment verbunden (V to DJ-joining). Die dazwischenliegenden
Sequenzen werden deletiert. Dieser Prozell des Rearrangements wird mit Hilfe zweier
Rekombinase-Enzyme, die durch die ,,recombinase activating genes* RAG-1 und RAG-

2 codiert werden, gesteuert.'’

Der Rekombinasekomplex erkennt spezifische
»~recombination signal sequences (RSS), die aus einer palindromischen Heptamer- und
Nonamer-Sequenz bestehen, die durch Spacerregionen, bestehend aus 12 oder 23
Basenpaaren, voneinander getrennt liegen.

Durch Kombination verschiedener V-, D- und J-Segmente entsteht die kombinatorische
Diversitdt, die im Falle des IgH-Locus beispielsweise min. 180.000 verschiedene
Kombinationen ermdglicht. Einschrankend muf3 gesagt werden, dass fetale B-Zellen nur
ausgewihlte VH- und JH-Gene und periphere TZRyd+ Zellen, bevorzugt Vy9-Jy1.2 und

V82-J81 Gensegmente, benutzen.”*>

1.3.2.4 Der Fingerabdruck einer Leukdmie

Die Verkniipfung zwischen zwei Gensegmenten erfolgt ungenau, dies flihrt zu einer
weiteren Vergroferung der Vielfalt. Diese Ungenauigkeit beinhaltet einerseits das
zufdllige Kiirzen der Enden der rekombinierten Gensegmente durch Deletion von
Nukleotiden und andererseits die zufdllige Insertion von Nukleotiden zwischen die
verbundenen Segmente. Diese Insertionen werden durch das Enzym TdT
(Terminaldesoxynucleotidyltransferase) katalysiert. Es 1ist in der Lage, ohne
Vorhandensein eines Templates Nukleotide am 3* Ende einer DNA einzufiigen.’ Diese
Verbindungsstellen oder ,,junctional regions® der Ig- und TZR-Gene kodieren die
sogenannte  ,third complementary region“ (CDR3), die wesentlich zur
Antigenerkennung beitrdgt und stellt auBBerdem eine fingerabdruckdhnliche Sequenz
dar, d.h. eine Sequenz, die in jedem Lymphozyten oder Lymphozytenklon
unterschiedlich ist. Jede ALL hat demnach als klonale Zellproliferation einen eigenen,
patientenspezifischen Fingerabdruck, der bei der quantitativen Bestimmung der MRD

als PCR-Target dient. 3967134
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Folgende Abbildung zeigt im Vergleich die Sequenzen der Verbindungsstellen

(,junctional regions®) der Vy-Rearrangements 17 verschiedener Patienten:

_ junctional
5 < VYI 4 » region lJYl 3

] I | —

upN Germline Vyl-4 sequence Junctional region Germline Jyl sequence
CACCTGGGACGGG GAATTATTATAAG
2387 CACCTGGGACGGG TC GAATTATTATAAG
2050 CACCTGGG TCTC TATTATAAG
2071 CACCTGGGACG TCCC TAAG
1566 CACCTGGGACG TTTCC TTATTATAAG
2102 CACCTGGGACGGG CGGGG TTATAAG
2208 CA TCTCT AATTATTATAAG
2541 CACCTGGG TCCCTA ATTATAAG
2087 CACCTGGGA TCCTCTC GAATTATTATAAG
1820 CACCTGGGACGGG CCGGGGA TATAAG
1282 CACCTGGGACGGG CCGACGGGT TTATTATAAG
2036 CACCTGGGAC CCTGAGGG G
1753 CACCTGGGA TAATGTTGG TTATAAG
1891 CACCTGGGAC AGGCCGGGG
2619 C CCGGGGCTA AAG
2266 CACCTGGGACGGG CCTTCGGGGAGGG TAAG
2011 CACCTGGGACGGG AGGCCGTGGGGGG TAAG
2052 CACCTGGGACGGG CCCCTCATGGAAAGGAGGAT G

Abbildung 6: Junctional regions von 17 ALL-Patienten; diese dienen in der MRD Untersuchung als RQ-
PCR Targets.

1.3.2.5 Immunglobulin- und TZR-Rearrangements in precursor-B-ALL und T-ALL

Der Rearrangementprozef3 ldauft geordnet ab. Ein erfolgreiches IgH-Rearrangement
eines Locus fiihrt beispielsweise automatisch zur Inhibierung desselben Locus auf dem
anderen IgH-Allel und zur Durchfilhrung eines Rearrangements filir die

Immunglobulinleichtkette auf dem Igk-Gen.*® Ist das Igk-Gen nichtproduktiv wird das
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Igh-Gen rearrangiert.”” Igk-produzierende B-Zellen belassen normalerweise ihr Igh in
genuiner Konfiguration wiahrend in den meisten IgA-produzierenden B-Zellen die Igk-
Gene auf einem oder beiden Allelen deletiert werden.”” Dieser DeletionsprozeB wird
durch ein spezifisches Rearrangement des sogenannten , kappa-deleting-element“(kde),
das ungefihr 24 kb downstream des Ck-Gensegments liegt, vermittelt.”” Das durch das
kde organisierte Rearrangement unterliegt keiner weiteren Rekombination und ist somit
ein sogenanntes ,.end-stage* Rearrangement, welches zwischen Diagnose und Rezidiv

122 .
Verschiedene

stabil bleibt. Dies ist ein groBer Vorteil dieses molekularen Targets.
Studien zeigen, dass bei iiber 95% der precursor-B-ALLs im Kindesalter IgH-
Rearrangements gefunden werden und dass auflerdem ein GroBteil von ihnen Igk-
Rearrangements (30%) oder Deletionen (50%) vorweisen. 20% der precursor-B-ALLs
haben Igh-Rearrangements.'”-2%!14123

Cross-lineage TZR-Rearrangements, d.h. Rearrangements, die den TZR-Genkomplex
betreffen und bei B-ALLs gefunden werden, treten mit groer Haufigkeit in precursor-
B-ALLs auf: in 35% der Fille werden TZRB-, in 55% der Fille TZRy- und in 90% der
Fille TZR3-Rearrangements gefunden.*” Alle Fille von TZRy8+ T-ALLs haben TZRy-
und TZRo-Genrearrangements, 95% von ihnen enthalten auflerdem TZRB-
Rearrangements.”*’ Alle Fille von TZRof+ T-ALLs enthalten TZRB und TZRy-
Rearrangements und haben zumindest ein deletiertes TZRd-Allel, was einem TZRa-
Rearrangement gleichkommt.

Cross-lineage Ig-Genrearrangements sind bei T-ALLs selten (10-15%) und beinhalten

123

nur IgH-Gene. ©° Durch die Analyse der hier genannten Loci lassen sich in iiber 95%

aller B-und T-Zell Leukdmien wenigstens zwei molekulare Targets finden.

1.3.2.6 Klonale Evolution

Ig- und TZR-Rearrangements entstehen durch komplexe Prozesse mit Ungenauigkeiten
an den Verbindungsstellen. Ungeféhr zwei von drei Verkniipfungen sind daher ,,out-of-
frame®, d.h. das Leseraster ist verschoben, was zur Folge hat, dass nichtproduktive
mRNA entsteht. Dies fiihrt zu weiteren, sekundéiren Rearrangements (DH-JH-
Replacements, = VH-JH-Replacements oder  Vk-Jk-Replacements), die die

nichtproduktiven ersetzen. Im Rahmen von Selektionsprozessen werden durch
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sekunddre Rearrangements aber auch produktive Rearrangements, wie z.B. Va-Jo-

49,74

Rearrangements, ersetzt. Diese sog. klonale Evolution kann auch im Laufe einer

Leukdmieerkrankung zwischen Diagnosestellung und Rezidiv auftreten, was einen
Verlust des MRD-Targets und somit falsch-negative Resultate verursachen wiirde.*'**
Das Risiko, dass sich ein solcher klonaler Selektionsprozess nach Diagnose vollzieht,
nimmt mit der Zeitdauer zwischen Diagnose und Rezidiv zu, kann aber auch schon in

frihen Behandlungsphasen auftreten.” Um dieses Problem zu umgehen sind

monoklonale PCR-Targets zu bevorzugen.

1.3.2.7 Das Funktionsprinzip der real-time PCR

Die patientenspezifischen Rearrangements dienen als PCR-Targets fiir die ,real-time’
quantitative PCR (RQ-PCR), die eine akkurate Quantifikation wihrend der
exponentiellen Phase der PCR-Amplifikation mdglich macht. Die RQ-PCR Technik
basiert auf der TagMan-Technologie, die die 5> 3’ Nukleaseaktivitit der Tagq-
Polymerase ausnutzt, um spezifische PCR-Produkte wéhrend der Reaktion zu

. 30,84,125
quantifizieren.” ™"

Fiir die genaue Quantifizierung der minimalen Resterkrankung
wird eine Verdiinnungsreihe der DNA der initialen Diagnoseprobe hergestellt, mit Hilfe
derer eine Standardkurve ermittelt wird. Anhand dieser Standardkurve kann die Menge
residueller Leukdmiezellen in jeder Probe eines Patienten zu jedem Zeitpunkt wéhrend

und nach der Therapie mit einer Sensitivitit von10™ bis 10 errechnet werden.*

1.4 Fragestellung

Die allogene Stammzelltransplantation ist eine hocheffektive Therapie fiir Kinder mit
akuter lymphatischer Leukdmie. In Anbetracht der hohen transplantationsassoziierten
Morbiditdit und Mortalitdt ist eine sorgfaltige Indikationsstellung vor jeder
Transplantation notwendig. Hochrisikofaktoren, schlechtes Ansprechen auf die
Erstbehandlung und Rezidiv sind die hdufigsten Indikationen.

Trotz der Intensitét einer allo-SZT erleiden ungeféhr 40% der Kinder nach allo-SZT ein

Rezidiv. Eine grofle Bedeutung kommt demnach prognostischen Faktoren zu, mit denen
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moglichst friihzeitig zwischen den Kindern, die von einer allo-SZT profitieren und
denen, fiir die andere Therapiemodalititen von groerem Vorteil wiren, zu
unterscheiden.

In der vorliegenden Arbeit soll nun die Bedeutung des MRD-Levels vor allo-SZT als
prognostischem Marker im Vergleich mit anderen prognostischen Faktoren untersucht
werden. Betrachtet wird zunédchst das gesamte Patientenkollektiv, dann gesondert nur
die Patienten, die nach erfolgtem Rezidiv transplantiert wurden. Folgende Fragen sollen

diskutiert werden:
1) Welche Bedeutung kommt der Hohe der MRD-Last vor allo-SZT im Vergleich
mit anderen prognostischen Faktoren in Bezug auf das Wiederauftreten der

Grunderkrankung zu?

2) Liasst sich eine Grenzkonzentration bestimmen, die fiir ein Rezidiv nach allo-

SZT pradiktiv ist?

3) Wie unterscheiden sich die Risikogruppen S2-S4 beziiglich des MRD-Status im

ereignisfreien Uberleben (event-free-survival, EFS)?
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2 Material

2.1 Reagentien

2.1.1 Isolierung der mononukleiren Zellen

Biocoll Separating Solution

PBS Dulbecco’s

2.1.2 DNA-Isolierung

QIAamp® DNA Mini Kit:
QIAamp spin columns
Sammeltubes (2ml)
Buffer AL

Buffer AW1

Buffer AW2

Buffer AE

QIAGEN Protease
Ethanol 100%

PBS Dulbecco’s

2.1.3 Screening-PCR

AmpliTaq Gold® Polymerase
mit GeneAmp 10x PCR Gold Buffer
& MgCl, Solution

d TTP-Li-salt 2,5 pmol
d GTP-Li-salt 2,5 umol
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Biochrom AG, Berlin
GIBCO/ BRL, Eggenstein

Qiagen GmbH, Hilden

Universititsapotheke, Tiibingen

GIBCO/BRL, Eggenstein

Applied Biosystems, Foster City/USA
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d ATP-Li-salt 2,5 umol

d CTP-Li-salt 2,5 pmol

Li Chrosolv® Aqua Merck, Darmstadt
Screening-Primer MWG Biotech AG, Ebersberg

Tabelle 1:Primer fiir Screening-PCR und Sequenzanalyse von IgH-, TZRD-, TZRG und IGK-kde
Genrearrangements und TAL1 Gendeletionen.

Genlocus  Primer Sequenz (5°-3’)

IGH VH1/7 TCTGGGGCTGAGGTGAAGAA
VH2 ACCTTGAAGGAGTCTGGTCCT
VH3 GGGGGTCCCTGAGACTCTC
VH4 GCCCAGGACTGGTGAAGC
VHS CTGGTGCAGTCTGGTGAAGC
FR3 A ACACGGYSTGTATTACTGT (S=G,C/Y=C,T)
JHcons ACCTCTTCCCAGGA

TZRD Vé1-5’ ACTCAAGCCCAGTCATCAGTATCC
V62-5° ACCAAACAGTGCCTGTGTCAATAGG
V§3-5’ GACCAGACGGTGGCGAGTGGC

D§2-5°N ACTCCATGTTCAAATAGATATAGTATT
D83-3’N CTTCCTGCTATCCCTTCCAGG

J61-3° ACCTCTTCCCAGGAGTCCTCC
TZRG VyI-5° CAGGCCGACTGGGTCATCTGC
VyII-5° CAGCCCGCCTGGAATGTGTGG
VylIII-5° GACATACCTTGCAAGATATCGAGC
VyIV-5° CTGAAATATCTATTTCCAGACCAGC

Jy1.1/2.1-3° | TTACCAGGTGAAGTTACTATGAGC
Jv1.3/2.3-3° [ CCGTATATGCACAAAGCCAAATC

IGK-kde V«I-5° GTAGGAGACAGAGTCACCATCACT
V«lI-5° TGGAGAGCCGGCCTCCATCTC
V«lII-5° GGGAAAGAGCCACCCTCTCCTG
VkIV-5° GGCGAGAGGGCCACCATCAAC
Intron-5’ GTTATTCCCAAAAGCTCAATCTCAAAG
Kde-3’ CCCTTCATAGACCCTTCAGGCAC
SIL-TAL1 | Sildb-5’ AAGGGGAGCTAGTGGGAGAAA

Talldbl-3> | AGAGCCTGTCGCCAAGAA
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2.1.4 Gel-Elektrophorese

Acrylamid, Rotiphorese® GEL 30,
30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
Temed
(N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)
APS 10%

10X TBE-Puffer pH 8
Bromphenolblau

Molecular Weight Marker
Ethidiumbromid 1%

2.1.5 Sequenzierung

2.1.5.1 Séaulenreinigung

E.Z.N.A. Cycle Pure Kit:
HiBind®-DNA-Siulen

2 ml Sammel-Tubes
CP-Puffer
DNA-Waschpuffer

2.1.5.2 Sequenzierreaktion
DNA Sequencing Kit:

BigDye™ Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction

2.1.5.3 Fillen der DNA

Ethanol 70%
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Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Universitédtsapotheke, Tiibingen
Sigma, Miinchen

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

PEQLAB Biotechnologie GMBH,

Erlangen

Applied Biosystems, Foster City/USA

Universititsapotheke, Tiibingen
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Ethanol 100%
NaAcpH 4,6 3M
Li Chrosolv® Aqua

2.1.6 Real-time PCR

TagMan® Universal PCR Master Mix
Patientenspezifischer Forward Primer
Reverse Primer

TagMan Sonde

Universitédtsapotheke, Tiibingen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Applied Biosystems, Foster City/USA

MWG Biotech AG, Ebersberg
MWG Biotech AG, Ebersberg
MWG Biotech AG, Ebersberg

Tabelle 2: Germline Primer und TagMan Sonden fiir die RQ-PCR Analyse. T = TagMan Sonde; R =
reverser Primer, a = Position des Primers relativ zum RSS (recombination signal sequence) des
Gensegments, das das Oligonukleotid beinhaltet.

Genlocus | Primer a Sequenz

IGH T-JH1.2.4.5 +31/32/27/30 | CCCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTG
T-JH3 +20 CAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCA
T-JH6 +43 CACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAA
R-JH1-intron +25 CGCTATCCCCAGACAGCAGA
R-JH2-intron +47 GGTGCCTGGACAGAGAAGACT
R-JH3-intron +23 AGGCAGAAGGAAAGCCATCTTAC
R-JH4-intron +36 CAGAGTTAAAGCAGGAGAGAGGTTGT
R-JH5-intron +24 AGAGAGGGGGTGGTGAGGACT
R-JH6-intron +35 GCAGAAAACAAAGGCCCTAGAGT

IGK T-kde-cons1 +75 AGCTGCATTTTTGCCATATCCACTATTTGGAGT
R-kde-cons2 +143 TACAGACAGGTCCTCAGAGGTCAG

TZRD T-JD1-consl +62 CCCGTGTGACTGTGGAACCAAGTAAGTAACTC
R-JD1-consl +105 TTAGATGGAGGATGCCTTAACCTTA
T-DD3-cons2 +41 ATACGCACAGTGCTACAAAACCTACAGAGACCT
R-DD3-cons4 +62 TTGCCCCTGCAGTTTTTGTAC

TZRG T-JG1.3/2.3-cons3 | +78 TGTCACAGGTAAGTATCGGAAGAATACAACATTTCC
R-JG1.3/2.3-cons2 | +112 TTCCTGCCTTCCCTCTATTACCT
Tr-JG1.1/2.1-consl | +61 ACCAGGTGAAGTTACTAGTAGCTTAGTCCCTTCAG
R-JG1.1/2.1-cons1 | +171 TATACTGAGGCCAGGAATGTGACATA

Albumin | T-Albumin TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGA
F-Albumin TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT
R-Albumin CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT
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2.2 Einmalartikel und Geriite

ABI PRISM 7700 Sequence Detector
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Accu-jet®

Combitips plus 0,5ml, 1 ml, 5ml, 10ml
GeneAmp® PCR System 9700
Glasplatten

Hoefer Electrophoresis Unit SE 600 Series

Isotopenmessgerat

Laborwischtiicher Kimwipes®

LeucoSep Rohrchen fiir 3-6 ml
Membran-Vakuumpumpe

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
Mikro-Zentrifuge fiir Reaktionsgefalie

oder PCR-Strips

Multipette® pro

Optical Caps

Optical Tubes

Photometer GeneQuant II

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

Pipettenspitzen 100 pul, 1000 pl

Applied Biosystems, Foster City/USA
Applied Biosystems, Foster City/USA
Brand, Wertheim

Eppendorf AG, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City/USA
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Raytest, Straubenhardt
Kimberly-Clark, Roswell/lUSA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Vacuubrand, Wertheim

Applied Biosystems, Foster City/USA

Neolab, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City/USA
Applied Biosystems, Foster City/USA
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Gilson, Middleton, WI/USA

Sarstedt, Niimbrecht/D

Pipettenspitzen 10 ul, 30 ul, 100 ul, 200 pl, 1000 pIPEQLAB Biotechnologie GMBH,

PP-Test tubes 15ml
Prézisions-Kiivette aus Quarzglas

ReaktionsgefdBle 1,5ml und 0,5 ml
SafeSkin-Latex-Handschuhe
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Greiner  bio-one,  Frickenhausen
Hellma, Miillheim
Eppendorf AG, Hamburg

Kimberly-Clark, Roswell/USA
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Spacer Mate

Stripetten 5ml, 10ml
Tischzentrifuge Mikro 22R
Vortex-Genie 2

Vortex Reax top
Wasserbad

Zentrifuge Rotixa SORS
Zentrifuge RVC 2-18

2.3 Software

Sequence Navigator

ABI PRISM 310 Collection

ABI PRISM 310 Sequence Detector v 1.7

Primer Express™ 1.5
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Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Costar, New York/USA
Hettich, Tuttlingen

Roth, Karlsruhe

Neolab, Heidelberg

Memmert, Schwabach
Hettich, Tuttlingen

Heraeus- Christ, Hanau

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

3.1 Lymphozytenisolierung durch Dichtegradientenzentrifugation

Zellen mit unterschiedlicher Dichte und Grofe konnen durch Zentrifugation im
Gradienten fraktioniert werden. Am héufigsten wird der Ficoll-Isopaque-Gradient mit
einem spezifischen Gewicht von 1,077 g/ml verwendet. Wihrend Erythrozyten und
Granulozyten aufgrund ihres groferen spezifischen Gewichts den Gradienten passieren
und auf den Boden des Zentrifugationsgefdles sedimentieren, sammeln sich
Lymphozyten, Thrombozyten und Monozyten wegen ihres spezifischen Gewichts
<1,077 g/ml an der Plasma-Gradientenphase, wo sie fiir die Weiterverarbeitung
gewonnen werden. Dabei bewirkt das Ficoll als hochpolymerer Zucker eine
Agglutination der Erythrozyten und somit eine Sedimentationsbeschleunigung,
wohingegen das Rontgenkontrastmittel Isopaque fiir die Dichte des Trennmediums
verantwortlich ist.

Zundchst wurde das Knochenmark 1 zu 3 mit PBS (Phosphatpuffer) verdiinnt. Fiir jede
Knochenmarkprobe wurde je ein 15 ml Falcon-Réhrchen vorbereitet, in das jeweils 4 ml
Ficoll-Isopaque Losung vorgelegt wurden. Nun wurde das verdiinnte Knochenmark
vorsichtig iiber den Ficoll-Isopaque-Gradienten geschichtet, die Rohrchen wurden
austariert und 20 min bei 800 g zentrifugiert.

Nach der Zenrifugation zeigten sich die mononukledren Zellen (MNC) als distinkte
Bande zwischen Plasma und Ficoll, von oben nach unten ergab sich folgende
Schichtung: Plasma-MNC-Ficoll-Erythrozyten. Der Lymphozytenring wurde mit einer
Pasteurpipette abgenommen und in ein sauberes Zentrifugationsrohrchen transferiert. Es
folgten zwei Waschschritte mit PBS. Die erhaltenen mononukledren Zellen wurden

nach Zellzahl aliquotiert und bis zur DNA-Isolation bei —80°C gelagert.
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3.2 DNA-Isolation aus mononukleiaren Zellen

Die Isolation genomischer DNA aus mononukledren Zellen aus EDTA-Knochenmark
erfolgte mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kit gemif3 den Herstellerangaben. Das
Kit zur DNA-Isolation basiert auf einem Sdulensystem. In nur 20 Minuten erhilt man
reine DNA zur direkten PCR-Amplifikation. Das QIAamp DNA Blood Mini Kit wurde
fiir die Isolierung von etwa 6 pg Gesamt-DNA bzw. fiir bis zu 5 mal 10° Lymphozyten
entwickelt

Nach dem Lysieren der Zellen mit QIAGEN Protease folgte das Binden des Lysats an
die Membran. Dabei binden die negativ geladenen Phosphatreste der DNA an die
positiv geladenen Gruppen der Silikamembran. Salz und pH-Bedingungen im Lysat
stellen sicher, dass weder Proteine noch andere Kontaminationen, die eine PCR
hemmen konnten, auf der Membran zuriickbleiben. Die an die QlAamp Membran
gebundene DNA wurde nun in zwei Zentrifugationsschritten gewaschen. Die gereinigte
DNA wurde mit 50 ul Buffer AE, der zuvor auf 70 °C erhitzt wurde, von der QIAamp
Spinséule eluiert.

Zuletzt wurden Konzentration und Reinheit der DNA photometrisch bestimmt. Die
Proben wurden bei einer Wellenldnge von 260 nm gegen Wasser als Referenzwert
photometrisch vermessen. Um eine moglichst genaue Messung zu erhalten sollte die
gemessene Extinktion im Bereich von 0,1 bis 1 liegen. Zusétzlich wurden die Proben
bei einer Wellenldinge von 280 nm gemessen, wobei das Verhéltnis der DNA-
Absorptionswerte von 260 nm zu 280 nm ein MaB fiir die Reinheit der Nukleinsiure
darstellte. Reine DNA hat ein Absorptionsverhiltnis von 1,7-1,9.

Die gereinigte DNA konnte dann direkt in nachfolgenden Anwendungen eingesetzt

werden oder langerfristig bei —20 °C gelagert werden.
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3.3 Die Screening-PCR

3.3.1 Primerkombinationen

Um eine MRD-Analyse durchfiihren zu kdnnen, miissen zunichst die PCR-Targets, d.h.
die patientenspezifischen Rearrangements, identifiziert werden. Dazu wurden die
Diagnoseproben der Patienten mit Hilfe eines limitierten Sets von Primerkombinationen
auf klonale Rearrangements gescreent. Die Entwicklung dieser PCR-Primer und
Protokolle wurde 1999 in einem Bericht der BIOMED-1 Concerted Action
Investigation of minimal residual disease in acute leukemia“ beschrieben.”

Um alle ALL-Patienten abzudecken und damit falsch-negative Ergebnisse zu
verhindern, wurden PCR-Primer fiir multiple Targets entwickelt.

Komplette I[gH-Genrearrangements wurden mit VH-family-specific framework region 1
(FR1) Primern, VH1/7, VH2, VH3, VH4/6, VH5 und einem consensus FR3-Primer in
Kombination mit einem consensus-joining-Primer (JHcons) amplifiziert. Der VH4-
Primer erkennt hierbei auch die VH6-Gensequenz.'*’

Igk-Rearrangements wurden als sog. end-stage-rearrangements als alternatives PCR-
Target zu IgH-Rearrangements bei precursor-B-ALLs gewdhlt, da I[gH-Rearrangements
hiufig oligoklonal und instabil sind.'**>'*1%%!%% Eiir den Igk-Genkomplex wurden
Primer fiir das kappa-deleting-element (kde) und fiir Segmente, die sich mit dem kde-
Segment rekombinieren, nidmlich consensus Vk-family und Jk-Ck intron Primer,
entwickelt.'"® AuBerdem wurden Primer fiir alle V-, D- und J-Segmente entwickelt, die
bekanntermafen hiufig an TZRS- und TZRy-Rearrangements beteiligt sind. TZR6- und
TZRy-Rearrangements wurden als PCR-Targets ausgewéhlt, da sie sowohl bei
precursor-B-ALLs als auch bei T-ALLs hiufig zu finden sind.

Ein zusétzliches PCR-Target fiir die T-ALL ist die TAL1 Deletion, die in 5-15% aller
T-ALLs auftritt.”” Diese Deletion resultiert aus der Verbindung des SIL Gens mit dem
TALT Gen auf Chromosom 1, wobei eine einzigartige Gensequenz dhnlich den Ig- und

TZR-Genrearrangements entsteht.*
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Tabelle 3: 25 Primerkombinationen, die in der Screening-PCR eingesetzt wurden.

Gen

Locus

Forward

Primer

Reverse

Primer

Grosse des

PCR-Produkts

erwartete

Haufigkeit

1 IGH VH1/7 JH cons ~340 90-95% in precursor-B-ALL
2 VH2 JH cons ~380 und T- ALL

3 VH3 JH cons ~320

4 VH4 JH cons ~320

5 VHS5 JH cons ~360

6 FR3A JH cons ~100

7 IGK VKI-5' kde-3' 431 ~50% in precursor-B-ALL
8 VKII-5' kde-3' 447

9 VKIII-5' kde-3' 429

10 VKIV-5' kde-3' 445

11 intron-5' kde-3' 511

12 TZRG Vgl-5' Jgl.1/2.1-3" 329 ~55% in precursor-B-ALL
13 Vgl-5' Jg1.3/2.3-3' 533 90-95% in T-ALL

14 Vgll-5' Jgl1.12.1-3" 318

15 Vgll-5' Jgl1.3/2.3-3" 522

16 Vglll-5' Jg1.3/2.3-3'

17 VelV-5' Jgl1.1/2.1-3" 357

18 VelV-5' Jgl1.3/2.3-3" 561

19 TZRD vdi1-5' Jd1-3' 452 ~40% in precursor-B-ALL
20 Vd2-5' Dd3-3"new 501 ~50% in T-ALL

21 Vd2-5' Jd1-3' 443

22 Vd3-5' Jd1-3' 440

23 Dd2-5'n Dd3-3'new 608

24 Dd2-5'n Jd1-3' 550

25 TAL1 Sildb-5'n talldb1-3' 300 10-20% in T-ALL
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3.3.2 Reaktionsbedingungen

Eine Screening-PCR besteht aus 25 PCR-Reaktionen. Der Reaktionsansatz besteht aus

80 ul Mastermix und 20 pl Primermix. Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 4: Mastermix fiir die Screening-PCR

PCR-AMPLITAQ-GOLD PCR-Mix pro Mastermix
Reaktion

Volumen (in pl) 100 27mal100

Puffer 10 270

dNTP 4 108

MgCl12 (25 mM) 6 162

AmpliTaqGoldPolymerase 0,5 13,5

Template (1,3-2,6 ugDNA) in H20  |59,5 1606,5

Die 20 pl Primermix bestehen aus jeweils 10 pul 5’-Primer und 10 pl 3’-Primer je nach
Primerkombination mit einer Konzentration von 5 pmol/ul.

Nach Durchnummerierung der PCR-Gefdlle von 1-25 wurden zunidchst 80 ul des
Mastermix vorgelegt, dazu wurden 20 pl der jeweiligen Primerkombination pipettiert.
Die Gefasse wurden gut verschlossen und in den PCR-Cycler gestellt.

Die PCR Reaktionsbedingungen waren dabei wie folgt:

e Initialer Denaturationsschritt 95°C fiir 11 min und 96 °C fiir 1 min
e 8 Cycles mit

Denaturation 94 °C fiir 45 sek

Annealing 63 °C fiir 30sek

Extension 70°C fiir 45 sek

37 Cycles mit
Denaturation 90 °C fur 30sek

Annealing 56°C fiir 30sek
Extension 70°C fiir 45 sek
e finaler Extensionsschritt 72°C fiir 7min
e Heteroduplexanalyse 95 °C fiir 5min, dann Abkiihlen auf 4 °C
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Die Reduktion der Annealingtemperatur innerhalb der ersten Zyklen (,,Touchdown-
PCR*) hat zur Folge, dass sich die Primer v.a. zu Beginn der PCR nur an Sequenzen mit
perfekter Sequenzhomologie anlagern.

Der grofite Nachteil der PCR-basierten Detektion klonaler Ig-und TZR-Rearrangements
ist das Risiko falsch-positiver Resultate aufgrund einer Amplifikation von @hnlichen
Rearrangements polyklonaler, reaktiver Lymphozyten.”'

Am Schlul der PCR wurde deshalb eine Heteroduplexanalyse durchgefiihrt, nach
welcher man aufgrund des Laufverhaltens in der Gelelektrophorese zwischen

polyklonalen und monoklonalen PCR-Produkten unterscheiden konnte.

3.3.3 Aauftrennung der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese

3.3.3.1 Herstellung der Polyacrylamidgele

Zundchst wurde mit Hilfe von jeweils zwei Glasplatten und Spacern, die zwischen den
Glasplatten befestigt wurden, ein Gelrahmen hergestellt. Die Spacer halten einen 1,5
mm hohen Raum zwischen den beiden Glasplatten frei, in den spéter die noch fliissige
Gelmasse gegossen wird. Pro Patient und durchgefiihrtem Screening wurden jeweils
zwei Gele bendtigt.

Pipettierschema fiir zwei Gele:

Tabelle 5: Pipettierschema fiir zwei Acrylamidgele

Acrylamid 26,6 ml
TBE-Puffer 10ml
Aqua 63 ml
Temed 120 ul
APS 700 pl

Das Tetramethylethylenediamin (Temed) diente der Quervernetzung zwischen den
Polyacrylamidstrangen, diese Reaktion wurde durch das zuletzt zuzugebende
Ammoniumpersulfat (APS) katalysiert.

Die noch fliissige Gelmasse sollte dann moglichst blasenfrei in die Gelrahmen gegossen

werden. In die obere Offnung des Gelrahmens wurde ein Kamm eingesetzt. Nach einer
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Hartezeit von ca. 30 min wurde dieser entfernt und die so entstandenen Taschen mit

Wasser ausgespiilt.

3.3.3.2 Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Die fertigen Gele wurden nun in die Elektrophoresekammer, die als leitendes Element
TBE-Puffer (10x TBE-Puffer 1:10 auf 1x TBE-Puffer verdiinnt) enthélt, eingespannt.
Von den insgesamt 100 ul der amplifizierten DNA-Probe wurden 50 pl entnommen und
vor dem Auftragen auf das Gel mit 14 pl einer Mischung aus Bromphenolblau und
Glycerol vermischt, die aus 15 ml Glycerol (99%), 35 ml Aqua und einer Spatelspitze
Bromphenolblau hergestellt wurde. Diese Losung sorgte einerseits dafiir, dass die DNA
in den mit TBE-Puffer gefiillten Taschen auf den Boden absinkt und diente andererseits
der besseren Sichtbarkeit des aufzutragenden Fliissigkeitsvolumens.

In die jeweils erste Tasche eines Gels wurde ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen,
der es spiter ermdglichte, die Lange der amplifizierten DNA-Stiicke, d.h. die ungefiahre
Basenpaar-Anzahl, zu bestimmen.

In die restlichen Taschen wurden die 25 DNA-Bromphenolblau-Proben, die mit Hilfe
der 25 verschiedenen Primerkombinationen hergestellt wurden, aufgetragen. Die Gele

wurden dann fiir eine Stunde bei 400 Volt elektrophoresiert.

3.3.3.3 Das Farben und Fotografieren der Gele

Zum Férben der Gele wurde eine 1%ige Ethidiumbromidstammldsung (10 mg/ml) mit
Aqua dest. verdiinnt (1:10 000). Nachdem die Gele von den Glasplatten entfernt
wurden, wurden sie fiir 7 min in diese Farbelosung gelegt. Die Gele sollten dabei
vollstédndig von der Losung bedeckt sein.

Zum Schluss wurden die gefirbten Gele mit UV-Licht angeregt, fotografiert und digital
gespeichert.

Klonale Zellproliferationen waren dann als distinkte Banden zu erkennen.
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F-Primer | R-Primer Ref- sign | SeqDat
Size
1 VH1/7 JH cons ~340
2 VH2 JH cons ~380
3 VH3 JH cons ~320 X X
4 | VH4 JH cons ~320
5 VHS5 JH cons ~360
6 | FR3 JH cons ~100 X
7 | VkI-5® Kde-3’ 431
8 | VKII-5’ Kde-3’ 447
9 | VKIII-5’ Kde-3’ 429 X X
10 | VkIV-5’ Kde-3’ 445
11 | Intron-5’ Kde-3’ 511
12 | Vgl-5° Jgl.1/2.1-3° | 329
13 | Vgl-5° Jg1.3/2.1-3° | 533
14 | Vgll-5° Jgl1.1/2.1-3° | 318
b 15 | Vgll-5° Jg1.3/2.1-3° | 522
o 16 | VgllI-5’ Jgl1.3/2.1-3°
- 17 [ValV-5"  |Jgl.1/2.1-3° | 357
- 18 | VglV-5’ Jgl1.3/2.1-3° | 561
: 19 | Vdl1-5° Jd1-3° 452
- 20 | Vd2-5’ Dd3-3’ new | 501 X X
N 21 |Vd2-5° Jd1-3° 443
22 |Vd3-5° Jd1-3’ 440
23 |Dd2-5’n | Dd3-3’new | 608
24 |Dd2-5’n |Jd1-3’ 550

25 |Sildb-5’n | Talldbl-3’ 300

Abbildung 7: Klonale Zellproliferationen sind als distinkte Banden zu erkennen.

3.4 Sequenzierung der amplifizierten DNA

Der néchste Schritt bestand darin, die DNA-Fragmente, die zur Generierung einer
Bande gefiihrt haben und damit eine klonale Zellproliferation représentieren, zu
sequenzieren und damit die Basenabfolge des Rearrangements der zugrundeliegenden

Lymphozyten zu erhalten.

3.4.1 Aaufreinigung der DNA

Vor der Sequenzierung der DNA-Fragmente wurde die amplifizierte DNA mit Hilfe des
EZN.A.®  Cycle-Pure-Kit der Firma Peqlab gemiB den Herstellerangaben
aufgereinigt. Die Grundlage dieses Funktionsprinzips ist eine Silikamatrix, die unter

bestimmten optimierten Bedingungen das spezifische und reversible Binden von DNA
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erlaubt, wodurch Proteine und andere Kontaminationen aus der Probe entfernt werden
konnen.

Die tbrigen 50ul des Screening-PCR-Ansatzes wurden mit Hilfe dieses Kits von
Verunreinigungen befreit. Zum Schlul wurde die DNA mit 40 pul sterilem, deionisiertem
Wasser von der Sdulenmatrix eluiert und stand dann fiir die Sequenzierreaktion zur

Verfligung.

3.4.2 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion wurde mit Hilfe des ABI PRISM® BigDye™ Terminator v 3.0
Cycle Sequencing Kits gemif3 den Herstellerangaben durchgefiihrt. BigDye Terminator
v3.0, Desoxynucleosidtriphosphate, AmpliTaq® FS Enzym, Magnesiumchlorid und ein
Reaktionspuffer standen als fertiger Reaktionsmix zur Verfiigung.

Die eingesetzten Primer entsprechen den Screening-Primern, sie wurden hier jedoch in

geringerer Konzentration (1 pmol/pul) und in separaten Reaktionen eingesetzt.

Tabelle 6: Pipettierschema fiir die Sequenzierreaktion

Sequenzierprimer (1 pmol) 2ul
BigDye Terminator 2ul
DNA (Séulen-Eluat) 4ul
Reaktionsvolumen 8ul
Reaktionsbedingungen:
e Initialer Denaturationsschritt 94°C fiir 10 sek

e 25 Cycles mit
Denaturation ~ 96°C fiir 10 sek
Annealing 55°C fiir 5 sek
Extension 60°C fiir 50 sek

e finaler Extensionsschritt mit

2 Holds jeweils 72°C fiir 5 min
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Danach wurde die DNA bei —20°C gelagert oder sofort fiir die Analyse im ABI 310

aufgearbeitet.

3.4.3 Ethanolfillung

Die Ethanolfdllung diente dazu, die bei der Sequenzierreaktion entstandenen DNA-
Fragmente von den Resten der anderen Reaktionskomponenten, vor allem von
iiberschiissigen, mit Floureszenzfarbstoffen markierten ddNTPs (Dye-Terminatoren), zu
reinigen.

Die DNA wurde zur Féllung zundchst mit 80 ul HO verdiinnt und dann mit 250 pl
100% EtOH und 10 ul NaAc (3 M, pH 4,6) versetzt und vorsichtig durchmischt. Die
Probe wurde nach einer Inkubationszeit von mindestens 15 min bei Raumtemperatur bei
15.000 g fiir 15 min zentrifugiert, wodurch sich die DNA als Pellet gewinnen lieB3.
Danach wurde der ethanolische Uberstand verworfen, wobei auf die Orientierung des
ReaktionsgefiBes in der Zentrifuge zu achten war, da das Pellet mit bloBem Auge nicht
sichtbar ist. Das Pellet wurde mit 750 ul 70% EtOH (Lagerung bei 4°C) gewaschen und
wiederum bei 15.000 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen.
Das Pellet wurde anschlieend fiir 5 min in der Vakuumzentrifuge bei 50°C getrocknet
und in 16 pul H,O geldst und war dann fiir die Sequenzermittlung im ABI 310 Genetic

Analyzer bereit.

3.4.4 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des ABI PRISM® BigDye™ Terminator v
3.0 Cycle Sequencing Kits am ABI 310 Genetic Analyzer.

In der heutigen, automatisierten DNA-Sequenzierung wird ein Verfahren angewandt,
bei dem zu einem Replikationsansatz geringe Mengen aller vier ddNTPs
(Didesoxynucleotide) gegeben wird, wobei die Didesoxynukleotide fluoreszenzmarkiert
sind und als Terminatoren eingesetzt werden. Sie absorbieren im selben
Frequenzbereich, emittieren jedoch bei verschiedener Wellenldnge. Das gewonnene

Gemisch wird iiber Kapillarelektrophorese getrennt. Die unterschiedlichen

38



Methoden

Kettenfragmente wandern also nach Kettenlinge geordnet durch den Strahl und
emittieren die Fluoreszenz des jeweiligen ddNTP-Farbstoffs.

Werden die Intensitdtsverldufe der vier Spektrallinien gegen die Laufzeit libereinander
aufgetragen, kann die Sequenz durch den Verlauf der jeweiligen Maxima bei den
Emissionswellenldngen bestimmt werden. Die Sequenzen wurden mit Hilfe der

Software Sequence Navigator ausgewertet

rIl—————— 7735 PF-l=mm]m———— m8

IZID I’EID I‘TD 15|D IGID 1"i‘D 18|D 19|D Z?D ZIID 22‘0

13

11 R-JHE-intr|
12 T-JH1.2.4.
23|0 210 25‘0 QEI;U 2'7;0 QSID 29|0 BUIO 31|0 32|0 3?‘.0
Bty sl P el wiacolon v Yellle v i e e S v el v Yool Nelolllve ol ay Yo Wioll v (Eay voleX Stallloloy e a'c e wiol Wile cof ¥ Yalwioh el el F Yolole ooyl wloy Lot Ye'es (e el Lol U7 Yolof WoF Yelulst ool
2| | ATGCCCCTAG GATATTGTAG TAGTACCAGT TGCGTACAAC TGGTTCGACT CCTGGGGCCA GOGAACCCTG GTCACCGTCT CCTCAGGTGA GTCCTCACCA CCCCCTCTCT
4 VH3. TET AGA

& IGHIE_02.7| ACAMC TGGTTCGACC CCTGGGGCCA GOGAMCCCTG GTCACCGTCT CCTCAG

9 ==

13 ATATTGTAG TAGTACCAGT TGCGTACAAC

11 R-JHE-inty A GTCCTCACCA CCOCCTCTCT
12 T-JH1. 2.4. CCCTG GTCACCGTCT CCTCAGGTG

ST

‘QES_STGEEEETABGATATTGTAGTAGTAEEAG cC TG C G 1

2200 2265

Abbildung 8: Beispiel einer Sequenz eines IgH-Rearrangements.

Um das jeweilige Rearrangement zu identifizieren, mufte die erhaltene Sequenz mit den
Germlinesequenzen verglichen werden. Im folgenden Beispiel wurde beim Screening
durch die Primerkombination Vd2-5’ und Dd3-3’ eine Bande generiert, die Sequenz

wurde folglich mit den Germlinesequenzen Vd2 und Dd3 abgeglichen:
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O

Sequenzanalyse P28 R'ment1 EB

IIU ZP 3|U 4|U 5|U 6|U '?lﬂ an En IUIU

| |
1 Pass P20-F|T-ANGTGCTC N-TGAAGGAG AAGCGATCGG TAACTACT-A TATCAACTGG TACAGGAAGA CCCAAGGTAL CACAATCACT TTCATATACC GAGAAAAGGA
ZE Pass PE20-HTCAGGTGCTC CATGAAAGAG AAGCGATCGG TAACTACTTA TATCAACTGG -ACAG-AAGA CCCAAGGTAL CACAATCACT TTCATATACC GAGAAAAGGA

11|U 12‘£ 13|U I?U 15|U lE|;U l'Ii‘U lEliU 19|U 2E||U

1 Pass PE0-FCATCTATGGC CCTGGTTTCA AAGACAATTT CCAAGGTGAC ATTGATATTG CAAAGAACCT GGCTGTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAL
ZE Pass PE20-FCATCTATGGC COTGGTTTCA AAGACAATTT CCAAGGTGAC ATTGATATTG CAAAGAACCT GGCTGTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAL

ATTGATATTG CAAAGAACCT GGUTGTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAL
21|U 22‘0 23|U 2?0 25|U 26|;U 2'Ii‘U 2E|EU 29|U 30|U

1 Bass BEO-RGEETETTACT ACTOTGCETE TEECETears GTEAC MRS TAC A ET A AGASACOT STl LT Tar AGEEEE X LG EEE AT TRECETEEE)
2L Bass P20-FGGGTCTTACT ACTGTGCCTG TGCCCTCCCS GTGACAGTGC TACAAAACCT ACAGAGACCT GTACAALAAC TGCAGGGGCA AAAGTGCCAT TTCCCTGGGA
ERTIAGEN GOGTCTTACT ACTGTOOCTG TGACACC

31|U 32‘0 33|U 3?0 35|U 36|;U 3'Ii‘U 3E|EU 39|U 4U|U

1 Pass P20-F|TATCCTCACC CTGGGTCCCA TGCCTCAGGA GACAAACACA GCAAGCAGCT TCCCTCCCTG CTTTGGGGCC TGGAAGGGAT AGCAGGAAGT TGACTGGACC
ZE Pass PE0-RTATCCTCACC CTGGGTCCCA TGCCTCAGGA GACAAACACA GCAAGCAGCT TCCCTCCCTG CTTTGGGGCC -GGAAGGGAT AGCAGGAAGT THACNG-ACC
Eismﬁ!!]<==

‘11|0 420 430 440 ‘15|0 ‘IE|;U ‘lTi‘U ‘lEliﬂ

1 Pass P20-FAGGGAGATGA CCACAGCTGC TGACCTCTCA CTCACTGCTG GTTTHNCCTGG GG
4 CT

Zf Pass P20-RAGGGAGANAL CCACAGH-GC N —
Piﬂmﬁ!!q<==

Abbildung 9: Zunichst wurde die Vd2 Germlinesequenz eingefiigt und an die gefundene Sequenz

angeglichen.

O

Sequenzanalyse P28 R'ment2 mn8

lIU 2|U 3|U 4|U 5IU 6|U ?IU 8|U 9|U 1 EIIU

1 Pasz PZO0-E[T-ANGTCGCTC N-TGAAGGAG AAGCGATCGG TAACTACT-A TATCAACTGG TACAGGAAGA CCCAAGGTAL CACAATCACT TTCATATACC GAGALAAGGA
Zf Pass P20-HTCAGGTGCTC CATGAAAGAG AAGCGATCGG TAACTACTTA TATCAACTGG -ACAG-AAGA CCCAAGGTAA CACAATCACT TTCATATACC GAGAMAAAGGA
5 TRDVZ+01 . T|

11|D 12|D ISID I%D ISID lElnD I'Ti‘ﬂ IEIID 19|D QDlﬂ

5 TRDVE*01. T

4 DD3. TET

1 Pass PZO-F|CATCTATGGC CCTGGTTT] AMGACAMTTT CC. TGAC ATTGATATTS CAMAGAACCT GGCTCTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAL
2t Pass P20-FCATCTATGGC CCTGGTTY AMGACAMATTT CC, TGAC ATTGATATTG CAMAGAACCT GGCTGTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAA

ATTGATATTG CAMAGAACCT GOCTOTACTT AAGATACTTG CACCATCAGA GAGAGATGAA

Z10 230 240 250 260 270 2580 230 300
1 N | | 1 | 1 | 1

1 Pass PE0-F|GGGETCTTACT ACTGTGOOM TGLCCTCCCG GTOMCAGTGE TACAAMACCT ACAGAGACCT GTACAAARAC TGCAGGGGCA ABRMGTGCCAT TTCCCTGGGA
2t Paszs PE0-FGGGTCTTACT ACTGTGCCTG TGCCCTCCCG GTGACAGTGC TACAAMACCT ACAGAGACCT GTACAAAMAC TGUAGGGGCA ARAMGTGCCAT TTCCCTGGGA
3 TRDV2*01. TIGGOTCTTACT ACTGTGCCTS TGACACC

4 DD3. TET

A CTGGGGGATA CGCACAGTGC TACAAAAMCCT ACAGAGACCT GTACAAMAAC TGCAGGGGCA AAMGTGCCAT TTCOCTGGGA

31|U 32|U 33|U 3%0 35|U 36|;0 S'Ii‘U 3E|EU 39|U 4U|U

3 TRDVE*01. T<==

1 Pass P20-F|TATCCTCACC CTGGGTCCCA TGUCTCAGGA GACAAACACA GCAAGCAGCT TCCCTCCCTG CTTIGGGGLC TGGAAGGGAT AGCAGGAAGT TGACTGGACC
2t Pass PZ0-FTATCCTCACC CTGGGTCCCA TGCCTCAGGA GACAMAMCACA GCAAGCAGCT TCCCTCCCTS CTTTGGGGCOC —-GGAAGGGAT AGCAGGAAGT THNACNG-ACC

TATCCTCACC CTGGGTCCCA TOCCTCAGGA GACAMMCACA GCAAGCAG

41|0 42|0 43|0 4‘?0 45|0 4E|:0 4"«"0 4E|E0 49|0 50|0

5 TRDVZ+01 . T|

1 Paszs PEZO-FlAGGGAGATGA CCACAGCTGC TGACCTCTCA CTCACTGCTS GTTTNCCTSG GG
Zf Pass PE0-FAGGGAGANAL CCACAGH- N A CT --

Abbildung 10: Dann wurde die Dd3 Germlinesequenz eingefiigt und angeglichen-auf diese Weise wurde
das Rearrangement analysiert. Pfeile kennzeichnen Anfang und Ende des Rearrangements.

Mit Hilfe der Online-Datenbank ,,V-Quest search®' wurde bei den IgH-Rearrangements

auBler den VH- und Jhcons-Germlinesequenzen noch die entsprechenden D-Segmente

eingefiigt, um zu verhindern, dass der Primer komplementdr zum D-Segment designed

wird.
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3.5 Primerdesign

Anhand der gefundenen Sequenzen wurden nun fiir jeden Patienten mit Hilfe der Primer

Express Software patientenspezifische Vorwirtsprimer (forward-Primer, F-Primer)

hergestellt. Dabei waren folgende Punkte zu beachten:

e Der patientenspezifische Primer wird im Bereich des gefundenen
Rearrangements platziert und sollte dieses im Idealfall um zwei Basen
iberlappen

e Der Primer sollte so nahe wie mdglich bei der Sonde sein ohne diese zu
iiberlappen

e Der G-C Gehalt sollte im Bereich von 30-80% liegen

e Abfolgen eines gleichen Nukleotids sollten vermieden werden, dies gilt
insbesondere fiir Guanin, von dem nicht mehr als drei aufeinander folgen sollten

e Die Schmelztemperatur des Oligonukleotids sollte zwischen 58°C und 62°C
liegen

e Innerhalb der letzten fiinf Basen am 3’Ende sollten nicht mehr als zwei G
und/oder C Basen liegen

O 2235 p3-JHS BB
L N—— r. R % 2 A op % & 8
E
2 oo 2 4] | Rearrangement

230 QTl] SﬁLU '2']&'] 70 80 EJ?_D ::lm Jiﬂ Jin Jiﬂ
{35553 NTOCO0CTG GRTRTIONNG TGTMOCHES TOCaTiC: THSTTOGHOC CTRGaich GRCANCCETS STMACCRCET CLTCHGONGA GTOCTNACEA CACCOTCTEN
] iGT(:CCK:C['AG GATATTGTAG TAGTACCAGC TROSTACAAC TGETTCGADC CCTGRGHRGICA GGRARCCCTG GTCACOGTCT CCTCAGGTGA GTCCTCACCA CCCCCTCTCT =i
g IGHI5_02. T - ACAAC TOETTCGADC COTRGRGICA GREFAACCCTG GTCACCGTCT CCTCAG J
1; B-JHS . o i s [ & GTCCTCACCA CCCCCTCTCT|
11 B-JH5-1int GTCCTCACE CCECTE
R F- Primer COCTG GTCACCGTCT CCTCAGETE P Lr B

Tay- Sonde -

mep T 6 € € € CT AG B T T T e T BT PO B BF S LB

Abbildung 11: Beispiel einer Sequenz eines Rearrangements mit Anordnung von TagMan Sonde und

Primern.
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3.6 Die Real-time PCR (RQ-PCR)

3.6.1 Funktionsprinzip

Die TagMan Methode basiert auf der 5'-3'Exonukleaseaktivitit der Tag-Polymerase,
mit deren Hilfe wihrend der DNA-Amplifizierung eine zweifach fluoreszenzmarkierte
Sonde, die an der Zielgensequenz bindet, entfernt wird. Der PCR-Reaktionsmix enthélt
jeweils einen F-Primer und einen R-Primer und die Sonde, wobei die Sonde und der R-
Primer komplementir zur Germlinesequenz sind widhrend der F-Primer wie oben
beschrieben komplementdr zum patientenspezifischen Rearrangement ist. Die Sonde
enthdlt einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff am 5'-Ende (6-carboxyfluorescein, 6-
FAM; emission <, = 518 nm) und einen Empfangerfarbstoff (Quencher) am 3'-Ende

(6-carboxytetramethylrhodamine, TAMRA; Emission <>p.x = 582 nm).

Forward ASN ? el
I’ rim er ]_ Fraob BA/ —>
-
Reverse
? Primer
Forward R VS ] /
Primer \ Prabe 9 —>
i -
-
Reverse
K Primer
L = Prabe —>
Farwarid
Primer
-
Reverse
Primer

Abbildung 12: Funktionsprinzip der real-time PCR; aus www.vu-wien.ac.at/i123/VIROKURS/RT-
PCRkurs.html (Oktober 2004).
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Solange sowohl der Reporter- als auch der Quencherfarbstoff noch an der Sonde
befestigt sind, d.h. solange die Sonde noch intakt ist, wird die Energie des
Reporterfarbstoftes, die nach Anregung durch einen Argon-Laser emittiert wird, auf den
Quencherfarbstoff iibertragen und nur dieser emittiert Licht. Wéhrend der
Amplifizierungsphase der PCR werden die Primer durch die TaqPolymerase verldngert
und spalten die Sonde mit Hilfe der 5°-3 Exonukleaseaktivitit der Tag-Polymerase vom
DNA Strang ab. Dadurch wird der Reporter- vom Quencherfarbstoff getrennt und ist
nun in der Lage, seine eigene charakteristische Fluoreszenz zu emittieren. Die Stirke
dieser Fluoreszenz ist proportional zur gebildeten DNA-Menge. Ein Fluoreszenzsignal
kann nur dann detektiert werden, wenn eine zu Sonde und patientenspezifischem
Oligonukleotid komplementdre Sequenz vorhanden ist, das bedeutet, dass jegliche

unspezifische Amplifizierung nicht detektiert wird.

3.6.2 Der TagMan Universal PCR Master Mix

Der TagMan Universal PCR Master Mix ist optimiert fiir TagMan Reaktionen und
enthdlt AmpliTaq Gold DNA Polymerase, AmpErase UNG, dNTPs mit dUTP, passive
Referenz (ROX) und optimierte Pufferkomponenten. AmpErase® uracil-N-glycosylase
(UNGQG) kann die Reamplifizierung von carryover-PCR-Produkten verhindern, indem das
in Doppelstrang-DNA eingebaute Uracil entfernt wird.

3.6.3 Passive und aktive Referenz

Die passive Referenz ist ein Farbstoff, der nicht am 5'Nuklease Assay teilnimmt und
somit eine interne Referenz, mit der das Reportersignal wiahrend der Datenanalyse
normalisiert werden kann. Nicht-PCR bedingte Schwankungen des Fluoreszenzsignals
aufgrund Verdnderungen des Volumens oder der Konzentration kénnen so normalisiert
werden.

Zu diesem Zweck wird die Emissionsintensitit des Reporterfarbstoffes durch diejenige
der passiven Referenz dividiert um einen Quotienten zu erhalten, der als Rn
(normalisierter Reporter) definiert ist. Rn+ ist der Rn-Wert einer Reaktion, die alle

Komponenten einschlieBlich Template enthdlt. Rn- ist der Rn-Wert aus frithen Zyklen
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der Reaktion oder aus Proben ohne Template. Delta Rn ist die Differenz zwischen Rn+
und Rn- und gibt verldBlich die GroBe des Signals aus den gegebenen PCR-
Bedingungen wieder.

Sowohl die Menge an DNA, die zu jedem Reaktionsgefdll zugefiigt wird, als auch ihre
Qualitdt sind keine verldBlichen Parameter um die Ausgangsmenge an Template zu
bestimmen. Daher werden die Transkripte eines sog. Housekeeping-Gens, hier
Albumin, mit Hilfe eines Sets aus Albumin-Primern und eciner Albumin-Sonde als
endogene aktive Referenz quantifiziert.

Die aktive Referenz ist also ein Signal, das als Ergebnis der PCR entsteht. Durch den
Einsatz einer endogenen Kontrolle als aktive Referenz kann die Menge an Gesamt-
DNA (basierend auf photometrischer Bestimmung), die pro Reaktionswell eingesetzt
wurde, normalisiert werden. Fiir jede Probe wird sowohl der Wert des Targetgens als
auch der Wert des Housekeeping-Gens aus der jeweiligen Standardkurve extrapoliert,
der Targetwert wird dann durch den Wert des Housekeeping-Gens dividiert um einen

Wert zu erhalten, der von der Ausgangsmenge an eingesetzter DNA unabhéngig ist.

3.6.4 Die ,real-time* Detektion

Das Fluoreszenzsignal wird wéhrend der PCR kontinuierlich von einem
Sequenzdetektor (TagMan ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, Perkin
Elmer, Foster City,CA) detektiert und diese Daten werden in kurzen Zeitabstinden von
einem Computer mit spezieller Software analysiert. Die PCR-Cycle Nummer, bei der
die Fluoreszenz einen Grenzwert von 10mal der Standardabweichung der Baseline-
Emission erreicht, dient der Quantifizierung der DNA. Diese Cycle Nummer wird
,Cycle threshold* (Ct) genannt und ist umgekehrt proportional zur Ausgangsmenge der
Ziel DNA.
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3.6.5 Standardkurve
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Abbildung 13: Standardkurve
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Um eine genspezifische Standardkurve zu erstellen wird mit einer Verdiinnungsreihe
einer Probe mit bekannter Template-DNA-Konzentration eine real-time-PCR
durchgefiihrt. Optimale Standardkurven entstehen aus einer PCR mit 90-100%
Effizienz, wobei 100% Effizienz eine Verdopplung des Templates nach jedem PCR
Zyklus bedeuten. Werden die bekannten Konzentrationen der eingesetzten Proben der
Verdiinnungsreihe in logarithmischer Form gegen die korrespondierenden Ct-Werte
aufgetragen ergibt sich eine Gerade, die die lineare Korrelation zwischen diesen beiden
Parametern darstellt. Die Steigung dieser Geraden (Slope) betrégt im Idealfall —3,322,
der Korrelationskoeffizient (R?) sollte > 0,98 sein.

Eine lineare Regressionsanalyse der Standardkurve dient nun zur Berechnung der
DNA-Menge von Proben mit unbekannter Templatemenge.

Abbildung 13 zeigt ein Beispiel einer solchen Standardkurve mit Amplifikationsplot

und Regressionsgerade.

3.6.6 Durchfiihrung der real-time PCR

Die real-time PCR wurde mit einem 20 pl Reaktionsansatz durchgefiihrt, der TagMan-
Mastermix (Perkin Elmer), patientenspezifische F-Primer, TagMan-Sonde und R-
Primer mit optimierten Konzentrationen enthielt. Zu beachten war, dass das Vorbereiten
der Proben, das Pipettieren eines PCR-Ansatzes, die PCR Amplifikation und die

Analyse der PCR-Produkte rdumlich getrennt voneinander durchzufiihren sind.

3.6.6.1 Template-DNA

Die Diagnoseprobe, die DNA mit der Zielgensequenz enthdlt und alle zu messenden
Follow-up Proben des Patienten wurden zunéchst auf eine Konzentration von 100 ng/ul
eingestellt. Pro Reaktionswell wurden 4 pl Template-DNA eingesetzt, ein Well enthielt
demnach 400ng DNA. Eine Verdiinnungsreihe in 10er Schritten von 10 bis 10~ wurde
hergestellt. Dazu wurde zunichst in 5 durchnummerierte Reaktionsgefdle jeweils 22,5
ul neutrale Spenderprobe (100 ng/ul) vorgelegt. In das erste Reaktionsgefdl3 pipettierte
man dann 2,5 pl der Diagnoseprobe, dies entspricht einer 1:10 Verdiinnung (10™). Nach

Durchmischen der Probe entnahm man wiederum einen Teil (2,5 pl) des ersten
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Verdiinnungsschritts und pipettierte ithn ins zweite Reaktionsgefdll, was einer 1:100
Verdiinnung entspricht (107). Die ndchsten drei Verdinnungsschritte wurden auf
gleiche Weise hergestellt.

AuBerdem als Template eingesetzt wurden voreingestellte neutrale Spenderproben mit
Konzentrationen von 150 ng/pul, 30 ng/ul und 3 ng/ul, die zur Generierung der

Standardkurve der endogenen aktiven Referenz Albumin dienten.

3.6.6.2 Herstellung des Primer-Mixes

Pro Well werden 6 pul Primer-Mix eingesetzt, der sich wie folgt zusammensetzte:

Tabelle 7: Pipettierschema fiir Primer-Mix pro Well

F-Primer 900 nm: 0,17 pul (100 pmol/pl)
R-Primer 900 nm: 0,17 pul (100 pmol/pl)
TaqSonde 100 nm: 0,38 ul (5 pmol/ul)
Wasser: 5,3ul

3.6.6.3 Durchfiihren eines Sensitivitdtsassays

Bevor ein patientenspezifisches Oligonukleotid (Allelspezifisches Oligonukleotid,
ASO) bei einem TagMan-Ansatz eingesetzt wurde, mufite zunichst dessen Sensitivitét
auf das patientenspezifische Target getestet werden. Der ASO-Primer sollte eine
Sensitivitit von min 107, besser 10™* oder 107 aufweisen. Dazu wurde wie oben
beschrieben eine Verdiinnungsreihe mit der betreffenden Diagnoseprobe und
entsprechende Primer-Mix Ansédtze mit dem patientenspezifischen F-Primer, dem
dazugehorigen R-Primer wund der TagMan-Sonde hergestellt. Von den
Verdiinnungsschritten 10>, 10* und 10° und der Spender-DNA wurden jeweils
Doppelbestimmungen angefertigt. Dann wurde ein Reaktionsansatz mit dem ASO, der
entsprechenden TagMan-Sonde und dem entsprechenden R-Primer nach folgender

Rezeptur pipettiert und im ABI PRISM 7700 Sequence Detector analysiert.
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Tabelle 8: Rezeptur per Well: Sensitivititsassay
TagMix (Applied Biosyst) | 10,0 ul
Template-DNA (400 ng) 4,0 ul

Primer-Mix 6,0 ul
Reaktionsbedingungen
e Holds: 2 min 50°C
10 min 95°C
e Zyklen 50x: 15 sek 95°C
60 sek 60°C
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Abbildung 14: Sensitivititsassay

Die Auswertung erfolgt mit der Software ABI PRISM 310 Sequence Detector v 1.7.
Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, sollten zwischen den einzelnen log-Stufen

idealerweise 2 Ct-Werte liegen.
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3.6.6.4 Durchfiihrung eines TagMan-Assays

Wenn ein patienten- bzw. allelspezifisches Oligonukleotid (ASO) gefunden wurde, das
iiber ausreichende Sensitivitét verfligte, konnte anhand diesem die Ausgangsmenge an
Template einer Knochenmarkvorprobe quantifiziert werden.

Abbildung 15 zeigt ein Beispiel einer 96-Well-Platte mit einem TaqMan-Ansatz bei

dem DNA aus einer Knochenmarkvorprobe mit zwei ASOs gemessen wurde:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
-1 -1 Vor- | Pro be Vor- | Probe

Spender | Spender

NTC |NTC

T O " m g w

150 |30 3

Albumin Primer

Abbildung 15: Versuchsanordung eines TagMan-Assays

Zunichst wurden pro Well 10 ul TagMan Universal Mix vorgelegt. Dazu wurden pro
Well 4 pl Template-DNA, die gemél der photometrischen Konzentrationsbestimmung
400ng DNA enthielt, pipettiert. Dazu wurden pro Well 6 ul des jeweiligen Primermixes
pipettiert, wobei darauf zu achten war, dass die DNA nicht von einem Well zum
nichsten verschleppt wurde.

Die Standardreihen wurden in Doppelbestimmungen gemessen, die Patientenvorproben
in Dreifachbestimmungen. Vier Wells enthielten kein Template (NTC = no template

control)
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Die 96-Well Platte wurde mit einem Deckel fest verschlossen und im ABI PRISM 7700
Sequence Detector (Applied Biosystems) unter folgenden Reaktionsbedingungen

analysiert:

e Holds: 2 min 50°C
10 min 95°C

e Zyklen 50x: 15 sek 95°C
60 sek 60°C

Die Auswertung erfolgte wiederum mit der Software ABI PRISM Sequence Detector v

1.7, die Anhand einer linearer Regressionsanalyse der Standardkurve fiir jeden Ct-Wert

die entsprechende Ausgangsmenge an Template der einzelnen Proben errechnete:
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O

Experiment Report

PE Applied Biosystems

Sequence Detection Systems

1.7

iil] [

File Name :rird1 &60201-1265 Plate Type:7700 Single Reporter
User: PCR Yolume -24
Date :Die, 30. Mar 2004
Comments:
Thermal Cycle Conditions
Cycle Temperature Time Eepeat Eamp Time Auto Increment
Hold S0.00 2:00 Ao
Hold 25.00 10:00 Ao
Cyrele 95.00 0:15 S0 Auto
&0.00 1:00 duto
Standard Curve
Slope: -3 .24 Threshold: 0.02
Intercept: 21.91 Baseline Range: (3, 15)
Fit R: 0.99
Sample Information
well Type Sample Name Replicate Ct Quantity Std. Dev. HMean
1 STHMD F1/2 3654 0.oo 0.00
C2 STHND P12 3657 0.00 0.0
C3Z  STHD P20 zz2.00 1.0e-0Z 0.oo 0.00
C4  STHD PZO 7T 1.0e-0ZF 0.oo 0.00
CS  UMEM 13124 P1/2 796 1.1e-03 0.oo 0.00
C&  UMEN 13124 F1/2 EXRR 2.0e-03 0.oo 0.00
C7T  UNEN 13124 P1/2 EXp 2.1e-03 0.00 0.0
C2  UMEM 13124 P20 532 T.2e-03 0.oo 0.00
C9  UMEN 13124 P20 3536 T.0e-035 0.oo 0.00
C10 UNEN 13124 P20 34.51 1.3e-04 0.0o 0.00
C11 UMEM 13124 alb 21.0 1.9e+00 0.oo 1.20
C12 UNEM 13124 alb 21.04 1.9e+00 0.00 1.86
L1 STHND P12 IBAS 0.oo 0.00
Dz STND P142 0.9z 0.oo 0.00
04 STHND P20 34 45 1.0e-04 0.00 0.0 E
DS UMEM 14477 F1/2 S0.00 0.oo 0.00
DE  UNEN 14477 P1/2 Xl 1.5e-05 0.00 0.0
L7  UMEM 14477 F1/2 95T . 5e-06 0.oo 0.00
D2 UMEN 14477 P20 LY 1 .de-04 0.oo 0.00
L3 UNEM 14477 P20 3536 T.0e-05 0.00 0.0
L10 UMEM 14477 P20 461 1.2e-04 0.oo 0.00

Abbildung 16: Experiment Report

3.7 Anwendung der Methode im Sinne der Fragestellung

Die MRD-Bestimmung beginnt mit dem Screening der Diagnoseprobe des Patienten auf

TZR- und IgH-Rearrangements und dem anschlieBenden Generieren patienten- bzw.

allelspezifischer Oligonukleotide (ASOs). Um falsch-negative MRD-Befunde aufgrund

moglicher klonaler Evolution zwischen Diagnose- und Rezidivzeitpunkt zu vermeiden,

wurden pro Patient jeweils zwei Targets untersucht.

Zu einem Zeitpunkt vor Transplantation wird dem ALL-Patienten Knochenmark

entnommen, in welchem dann die Hohe der MRD-Last bestimmt wurde.
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Untersucht werden sollte, ob die Hohe der MRD-Last vor Transplantation Bedeutung
fiir das Outcome des Patienten hat und ob und wie der Remissionsstatus vor SZT und

die Dauer der ersten Remission die Prognose beeinflussen.

3.8 Statistische Methode

Zur Erorterung der Fragestellung dieser Arbeit wurde neben rein beschreibender
Statistik die Kaplan-Meier-Methode (Log-Rank-Test), der Fishers-t-Test und das Cox-
Regressionsmodell (Proportional hazards fit) zur univariaten und multivariaten Analyse

eingesetzt.
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4 Patientenkollektiv

In dieser Studie wurde die MRD-Last vor allo-SZT bei insgesamt 108 ALL-Patienten
bestimmt, bei denen zwischen Dezember 1996 und Oktober 2003 in einem der

folgenden Zentren eine SZT vorgenommen wurde:

e Universititskinderklinik Tiibingen

e Universititskinderklinik Freiburg

e Universititsklinik fiir Kinder und Jugendliche Erlangen
e Universititsklinik Essen

e Medizinische Hochschule Hannover-Kinderklinik

e Universititskinderklinik Ulm

¢ Kinderklinik der TU Miinchen

e Kinderklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen
e Dr. von Haunersches Kinderspital Miinchen

e Universititskinderklinik Halle

e Universitit Frankfurt am Main-Kinderklinik

¢ Kinderklinik Diisseldorf

¢ Kinderklinik Miinster

e Universitit Leipzig-Kinderklinik

e Zentrum fur Kinderheilkunde Gieflen

Von den 108 untersuchten Patienten haben 22 einen pra-B-Phinotyp, 68 eine c-ALL, 17
eine T-ALL und ein Patient einen bi-Phénotyp. Das mediane Alter bei Transplantation
war 9,82 Jahre innerhalb einem Bereich von 0,76 bis 22,58 Jahren.

In erster kompletter Remission wurden 35 Patienten transplantiert, 53 in zweiter
kompletter Remission und 20 in dritter kompletter Remission.

Insgesamt 55 Patienten erhielten Stammzellen eines Familienspenders, 39 davon waren
HLA-identisch, 16 hatten ein HLA-Mismatch.

52 Patienten erhielten Stammzellen eines nichtverwandten Spenders, darunter 42 HLA-

identische und 10 mit einem HLA-Mismatch.
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Die Stammzellen stammten in 50 Fillen aus dem Knochenmark, in 55 Féllen aus dem
Peripherblut und wurden in drei Fillen aus Nabelschnurblut gewonnen.

33 Patienten erhielten ein T-Zell depletiertes, 74 ein nicht T-Zell depletiertes Transplantat.
Die Konditionierung basierte in 103 Féllen auf einer TBI, in 5 Féllen auf der Gabe von
Busulfan.

Um die einzelnen Patienten ndher zu charakterisieren folgt nun eine Tabelle mit
relevanten Daten zur allogenen SZT aller untersuchten Patienten geordnet nach
Remissionsstatus vor allo-SZT, MRD-Befund und Outcome. Diese Daten sind

Grundlage unserer Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit.
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Tabelle 9: Patientendaten zur allo-SZT bei in CR1 transplantierten Patienten mit negativem MRD-Befund im Knochenmark; Phin = Phéanotyp, w =weiblich,
m = méinnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched unrelated donor, TBI =
Radiatio, Eto = Etoposid, Flu = Fludarabin, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin, Cyc = Cyclophosphamid, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT =
Immuntherapie, CSAab = vorzeitiges Absetzen von Cyclosporin A, DLI = Donor Lymphozyten Infusion, aGvH = akute Graft-versus-Host-Reaktion, GvHchron =
chronische Graft-versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv.

Follow-
S- aGvH GvH up
Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
1 T-Phénotyp w 11,2 MFD 1 TBI+Eto - nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 1463
2 pra-TPhan. m 54 MFD 1 TBI+Eto - nein nein 1 nein 0,00E+00 CR 1116
3 T-Phénotyp m 18,3 MMFD 1 Thio+Eto+FIu+tATG - nein nein 1 nein 0,00E+00 CR 640
4 pre-B-Phan. w 4,7 MFD 1 TBI+Eto - ja nein - nein 0,00E+00 CR 700
5 common w 7,3 MFD 1 TBI+Eto - nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 474
6 common m 14,4 MUD 1 TBI+Eto+ATG - nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 305
7 T-Phénotyp m 7,0 MFD 1 TBI+Eto - nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 772
8 T-Phénotyp m 58 MUD 1 TBI+Eto+Cyc+ATG - nein DLI 1 nein 0,00E+00 CR 983
9 bi-phanotyp w 11,5 MFD 1 TBI+Eto - nein CSAab - nein 0,00E+00 CR 39
10 common w 89 MUD 1 TBI+Eto+ATG - ja CSAab 1 unbekannt 0,00E+00 CR 159
11 T-Phénotyp m 8,9 MUD 1 TBI+Thio+tEto+tATG - nein nein 1 nein 0,00E+00 CR 825
12 common m 82 MFD 1 TBI+Eto - nein CSAab 1 nein 0,00E+00 Rlps 421
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Tabelle 10: Patientendaten zur allo-SZT bei in CR1 transplantierten Patienten mit negativem MRD-Befund im Peripherblut; Phin = Phénotyp, w = weiblich,
m = méinnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched unrelated donor, TBI =
Radiatio, Eto = Etoposid, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin, Cyc = Cyclophosphamid, OKT 3 = Anti-CD3-Antikorper, Pred = Prednisolon, Tdepl = T-
Zell-Depletion, IT = Immuntherapie, aGvH = akute Graft-versus-Host-Reaktion, GvHchron = chronische Graft- versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission,
rlps = Rezidiv, TRM = transplantationsassoziierte Mortalitét.

Follow-
aGvH GvH up

Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT  grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
13 Common m 3,6 MUD 1 TBI+Eto+ATG nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 754
14 Common m 7,2 MUD 1 TBI+Eto+ATG nein nein - nein 0,00E+00 CR 724
15 Common w 13,5 MMUD 1 Eto+ ATG nein nein - nein 0,00E+00 CR 348
16 Common w 155 MUD 1 TBI+Eto+ATG nein nein - unbekannt 0,00E+00 CR 154
17 Common m 6,1 MFD 1 TBI+Eto nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 1079
18 pre-B-Phdan m 7,6 MMUD 1 TBI+Eto+Cyc+OKT3 nein nein - nein 0,00E+00 Rlps 135
19 Common m 11,6 MUD 1 TBI+Eto+Cyc+Pred+OKT3 ja nein - nein 0,00E+00 Rlps 523
20 Common m 14,9 MMFD 1 TBI+Thio+Eto+ATG nein nein - nein 0,00E+00 TRM 165

Tabelle 11: Patientendaten zur allo-SZT bei in CR1 transplantierten Patienten mit low-level MRD-Befund (MRD < 107*) im Knochenmark; Phin = Phinotyp,
w = weiblich, m = ménnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched unrelated

donor, TBI = Radiatio, Eto = Etoposid, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT = Immuntherapie, aGvH = akute Graft-versus-
Host-Reaktion, GvHchron = chronische Graft-versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv.

aGvH GvH Follow-up
Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung S-Gruppe Tdepl IT  grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
21 common 2 88 MUD 1 TBI+Eto+ATG - nein nein - nein 1,00E-06 Rlps 251
22 T-Phan 1 16,9 MMFD 1 TBI+Thio+Eto+ATG - ja nein 1 nein 1,00E-06 CR 1238
23 pra-T Phan 2 11,0 MUD 1 TBI+Eto - nein nein 1 nein 1,56E-04 CR 973
24 pre-B-Phanp w 7,2 MFD 1 TBI+Eto - nein nein 4 nein <1E-03 CR 834
25 T-Phénotyp 2 83 MFD 1 TBI+Eto - nein nein 2 nein 3,00E-04 CR 870
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Tabelle 12: Patientendaten zur allo-SZT bei in CR1 transplantierten Patienten mit high-level MRD-Befund (MRD > 107*) im Knochenmark; Phin = Phénotyp,
w = weiblich, m = médnnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched unrelated
donor, TBI = Radiatio, Eto = Etoposid, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin,OKT3 = Anti-CD3-Antikorper, Cyc = Cyclophosphamid, DLI =
Donorlymphozyteninfusion, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT = Immuntherapie, aGvH = akute Graft-versus-Host-Reaktion, GvHchron = chronische Graft-versus-Host-
Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv, TRM = transplantationsassoziierte Mortalitét

S- aGvH GvH Follow-up
Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
26 T-Phanotyp m 58 MUD 1 TBI+Thio+tEto+ATG - ja DLI - nein 2,05E-03 CR 1280
27 common m 11,9 MMUD 1 Eto+Thio+ATG - ja DLI - nein 1,50E-03 Rlps 65
28 T-Phénotyp m 54 MMUD 1 TBI+Eto - nein nein 3 nein 1,50E-03 Rlps TBI+Eto
29 common w 58 MUD 1 TBI+Eto+ATG - nein nein - nein 2,46E-03 Rlps 106
30 pre-B-Phan w 6,6 MFD 1 TBI+Eto - nein nein -- 0 3,54E-03 Rlps 142
31 pre-B-Phdan w 9,8 MFD 1 TBI+Eto - nein unbek - nein 6,60E-03 Rlps 122
23 T-Phénotyp m 9,0 MMFD 1 TBI+FIu+ATG+Eto - ja nein - nein 8,36E-03 Rlps 419
33 common m 16,6 MUD 1 TBI+Cyc+Eto - nein nein - ja 1,00E-03 TRM 352
34 common m 16,2 MMFD 1 TBI+Eto+Cyc+OKT3 - nein nein 2 nein 2,67E-03 TRM 39
35 common m 7,19 MMUD 1 TBI+Thio+Eto+tATG - nein nein 1 nein 7,00E-02 TRM 72

ATP[R[[ONUIUANRJ



8S

Tabelle 13: Patientendaten zur allo-SZT bei in > CR1 transplantierten Patienten mit negativem MRD-Befund im Knochenmark; Phin = Phénotyp, w =
weiblich, m = ménnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched unrelated
donor, TBI = Radiatio,Bus = Busulfan, Eto = Etoposid,Flu = Fludarabin, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin,OKT3 = Anti-CD3-Antikoérper, Cyc =
Cyclophosphamid, CSAab = vorzeitiges Absetzen von Cyclosporin A,DLI = Donorlymphozyteninfusion, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT = Immuntherapie, aGvH =
akute Graft-versus-Host-Reaktion, GvHchron = chronische Graft-versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv, TRM = transplantationsassoziierte

Mortalitét
S- aGvH GvH Follow-up

Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
36 common w 40 MUD 2 TBI+Thio+Eto+ATG 3 nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 1120
37 common m 19 MUD 2 TBI+Eto 4 nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 588
38 T-Phénotyp m 83 MUD 2 TBI+Eto+ATG 4 nein nein - nein 0,00E+00 CR 125
39 common m 97 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein 2 ja 0,00E+00 CR 1112
40 pre-B-Phédn w 57 MFD 2 TBI+Eto 4 nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 378
41 common w 7,0 MUD 2 TBI+Eto+ATG 3 nein nein - nein 0,00E+00 CR 468
42 common w 98 MMUD 2 TBI+Thio+Eto+ATG 3 ja CSAab 1 nein 0,00E+00 CR 1469
43 common w 19,0 MFD 2 TBI+Eto+ATG 2 ja DLI 1 nein 0,00E+00 CR 944
44 common m 12,3 MFD 2 TBI+Eto 2 nein CSAab - unbekannt 0,00E+00 CR 275
45 common m 8,2 auto 2 TBI+Eto 2 nein unbek - nein 0,00E+00 CR 365
46 common w 97 MFD 2 TBI+Eto 2 nein unbek - nein 0,00E+00 CR 51
47 common m 14,7 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein 3 nein 0,00E+00 CR 1078
48 common m 92 MUD 2 TBI+Eto 3 nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 113
49 common m 72 MFD 2 TBI+Eto+Flu+OKT3 2 nein nein - nein 0,00E+00 CR 948
50 T-Phénotyp m 17,6 MUD 2 TBI+Eto+ATG 4 nein nein 2 nein 0,00E+00 CR 658
51 common m 13,8 MFD 3 TBI+Eto 2 nein nein 1 nein 0,00E+00 CR 379
52 pre-B-Phan w 1,5 MUD 2 Bus+Cyc+Eto+ATG 4 ja DLI - nein 0,00E+00 Rlps 133
53 pre-B-Phéan w 20,5 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein 4 nein 0,00E+00 TRM 94
54 common m 14,3 MFD 2 TBI+Eto 4 nein nein 1 ja 0,00E+00 TRM 245
55 common m 12,0 MUD 2 TBI+Eto+tATG 2 nein DLI - nein 0,00E+00 TRM 96
56 common m 12,3 MFD 3 Bu+Cyc+Eto 2 nein nein - nein 0,00E+00 TRM 30
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Tabelle 14: Patientendaten zur allo-SZT bei in > CR1 transplantierten Patienten mit negativem MRD-Befund im Knochenmark und low-level MRD (MRD <
10'4) im Peripherblut; Phin = Phinotyp, w = weiblich, m = ménnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated
donor, MMUD = mismatched unrelated donor, TBI = Radiatio, Eto = Etoposid,Flu = Fludarabin, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin, Cyc =
Cyclophosphamid, CSAab = vorzeitiges Absetzen von Cyclosporin A, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT = Immuntherapie, aGvH = akute Graft-versus-Host-Reaktion,
GvHchron = chronische Graft-versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv, TRM = transplantationsassoziierte Mortalitét

S- aGvH GvH Follow-up

Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
57 common m 43 MMFD 2 TBI+Eto+ATG 3 ja nein - unbekannt 0,00E+00 AbstoBung 49

58 common w 13,6 MFD 2 TBI+Thio+Eto+ATG 3 ja nein 1 nein 0,00E+00 CR 1216
59 pre-B-Phén m 6,0 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein 3 ja 0,00E+00 CR 1121
60 common m 4,7 MUD 2 TBI+Eto+ATG 2 nein CSAab 2 nein 0,00E+00 CR 62

61 common m 11,6 MMFD 3 TBI+Thio+Eto+ATG 4 ja nein - unbekannt 0,00E+00 CR 765
62 common w 145 MUD 3 TBI+Flu 2 ja nein 3 ja 0,00E+00 CR 1113
63 common m 10,0 MUD 2 TBI+Eto+Cyc+tATG 2 nein nein 1 nein 0,00E+00 Rlps 190
64 pre-B-Phdn m 152 MUD 2 TBI+Eto+ATG 3 nein nein 2 nein 0,00E+00 Rlps 95
65 pre-B-Phan w 5,7 MFD 2 TBI+Eto 3 nein nein 3 ja 3,40E-05 Rlps 275
66 pre-B-Phédn m 124 MUD 2 TBI+Eto+ATG 3 nein nein 1 nein 6,18E-05 Rlps 214
67 pre-B-Phédn m 45 MUD 2 TBI+Eto+ATG 3 ja nein - nein <1E-04 Rlps 386
68 common w 42 MUD 2 TBI+Eto+ATG 3 nein nein - nein 0,00E+00 TRM 83
69 common m 51 MUD 2 TBI+Eto+ATG 2 ja nein 4 nein 0,00E+00 TRM 102
70 common w 97 MFD 3 TBI+Eto+Cyc 4 nein nein 4 unbekannt 0,00E+00 TRM 134
71 pre-B-Phédn m 12,7 MMUD 3 TBI+Eto+FIu+ATG 4 nein nein 1 nein 1,05E-05 TRM 46
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Tabelle 15: Patientendaten zur allo-SZT bei in > CR1 transplantierten Patienten mit low-level MRD-Befund (MRD < 10”) im Knochenmark; Phin =
Phénotyp, w = weiblich, m = méannlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched
unrelated donor, TBI = Radiatio, Bus = Busulfan, Eto = Etoposid,Flu = Fludarabin, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin, OKT3 = Anti-CD3-Antik&rper,
Cyc = Cyclophosphamid, DLI = Donorlymphozyteninfusion, CSAab = vorzeitiges Absetzen von Cyclosporin A, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT = Immuntherapie,
aGvH = akute Graft-versus-Host-Reaktion, GvHchron = chronische Graft-versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv, TRM =
transplantationsassoziierte Mortalitét

S- aGvH GvH Follow-up
Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
72 pre-B-Phdn M 21,4 MMFD 2 TBI+Eto+ALG 3 ja unbek - nein 1,00E-06 Abstoflung 22
73 pre-B-Phdan M 22,6 MUD 3 TBI+Thio+Eto+tATG 2 ja DLI 1 nein 1,00E-06 CR 637
74 pre-B-Phéan W 6,5 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein - nein 5,00E-06 CR 1066
75 common W 43 MUD 2 TBI+Eto+ALG 3 nein unbek - 0 1,00E-05 CR 75
76 common M 93 MUD 3 TBI+Eto+ATG 2 nein nein 3 ja 1,00E-04 CR 729
77 common M 20,9 MMUD 2 TBI+Eto+ATG 2 nein DLI - nein 1,15E-04 CR 225
78 common M 10,3 MUD 2 TBI+Eto+ATG 2 ja nein - nein 3,40E-04 CR 105
79 common M 222 MUD 3 TBI+Thio+Eto+tATG 2 ja nein - nein 1,00E-04 Rlps 617
80 T-Phano M 151 MFD 2 TBI+Eto 4 nein nein 2 0 1,40E-04 Rlps 182
81 common W 99 MMFD 3 Bus+Cyc+Flu+OKT3 4 ja DLI 3 nein 1,52E-04 Rlps 133
82 common M 10,6 MFD 3 TBI+Flu 2 ja nein 1 nein 4,93E-04 Rlps 209
83 common M 17,3 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein 1 nein 1,00E-06 TRM 26
84 common M 44 MUD 2 TBI+Eto+ALG 3 nein CSAab3 nein 1,42E-05 TRM 159
85 common M 179 MMFD 3 Bus+Cyc+Thio+OKT3 4 ja nein - nein 1,60E-04 TRM 31
86 common W 13,6 MFD 2 TBI+Eto 3 nein nein 2 nein 4,00E-04 TRM 352
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Tabelle 16: Patientendaten zur allo-SZT bei in > CR1 transplantierte Patienten mit high-level MRD-Befund (MRD > 107) im Knochenmark; Phin =
Phénotyp, w = weiblich, m = ménnlich, MFD = matched family donor, MMFD = mismatched family donor, MUD = matched unrelated donor, MMUD = mismatched
unrelated donor, TBI = Radiatio, Bus = Busulfan, Eto = Etoposid,Flu = Fludarabin, Thio = Thiotepa, ATG = Antithymozytenglobulin, OKT3 = Anti-CD3-Antikdrper,
Cyc = Cyclophosphamid, DLI = Donorlymphozyteninfusion, Tdepl = T-Zell-Depletion, IT = Immuntherapie, aGvH = akute Graft-versus-Host-Reaktion, GvHchron =
chronische Graft-versus-Host-Reaktion, CR = komplette Remission, rlps = Rezidiv, TRM = transplantationsassoziierte Mortalitét

S- aGvH GvH Follow-up
Nr. Untergruppe Sex Alter Donor CR Konditionierung Gruppe Tdepl IT grad chron MRD-vor Outcome (Tage)
87 common m 124 MFD 2 TBI+Eto 2 nein nein - nein 1,08E-03 CR 481
88 common w 13,8 MFD 2 TBI+ Ltopo 2 ja nein 1 nein 2,50E-03 CR 482
89 common m 18,4 MUD 2 TBI+Eto+ATG 2 nein nein - nein 5,30E-03 CR 64
90 common m 49 MFD 2 TBI+Eto 3 nein nein - nein 5,94E-03 CR 882
91 T-Phénotyp m 3,7 MMUD 2 Eto+TBI+ATG 4 nein nein - unbekannt 7,58E-03 CR 363
92 common m 149 MUD 3 TBI+Eto+ATG 4 ja nein 1 nein 2,20E-01 CR 811
93 common m 98 MUD 2 TBI+Thiot+Eto+ATG 2 ja nein - nein 1,02E-03 Rlps 182
94 common m 47 MMFD 2 TBI+Eto+Flu+OKT3 3 ja nein - nein 2,01E-03 Rlps 201
95 common m 151 MUD 3 TBI+Eto 2 unbek nein - nein 2,11E-03 Rlps 152
96 pre-B-Phédn m 84 MFD 3 TBI+Eto 4 nein nein 2 nein 3,90E-03 Rlps 492
97 common w 08 MFD 2 TBI+Eto 3 nein nein 2 nein 4,50E-03 Rlps 204
98 common w 11,1 MMFD 2 TBI+Fludara+ATG+Eto 4 ja DLI - nein 6,42E-03 RIps 41
99 common m 13,5 MFD 2 TBIEto 4 nein nein - unbekannt 1,41E-02 Rlps 60
100 common m 75 MFD 2 Bus-Cyc 3 nein nein - nein 2,89E-02 Rlps 346
101 common m 10,5 MMFD 2 TBIFlu ATG Eto 3 ja DLI - nein 3,98E-02 RIps 117
102 common m 154 MMFD 2 TBI+Eto+FIu+ATG 2 ja nein 4 nein 9,26E-02 RIps 319
103 common m 11,3 MMUD 3 TBI+Cyc+Eto 4 ja nein 1 nein 1,50E-01 Rlps 386
104 pre-B-Phén m 6,4 MMUD 3 TBI+Eto+ATG 4 ja nein 4 nein 3,50E-01 Rlps 100
105 pre-B-Phdan m 2,9 MUD 3 TBI+Eto+Cyc 4 nein nein 3 nein 3,90E+01 Rlps 45
106 pre-B-Phan w 11,6 MUD 2 TBI+Thio+Eto+ATG 2 nein nein 4 ja 1,00E-03 TRM 235
107 T-Phénotyp m 53 MUD 3 TBI+Thio+Cyc+ALG 4 nein nein 3 nein 1,65E-02 TRM 387
108 pre-B-Phén m 16,9 MMFD 3 TBI+Thio+Eto+ATG+ 4 ja nein - nein 3,70E-02 TRM 115
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Patientenkollektiv

54 Patienten befinden sich am Ende des Untersuchungszeitraums in kompletter
Remission mit einer medianen Beobachtungsdauer von 23,7 Monaten (range: 39 Tage
bis 49 Monate) seit allo-SZT.

33 Patienten rezidivierten nach allo-SZT mit einer medianen Zeit von 6 Monaten bis
zum Rezidiv (range: 1 Monat bis 20,6 Monate). Von diesen 33 Patienten wurden 23 in >
CR2 transplantiert, 7 davon nach einem sehr frithen, 9 nach einem frithen und weitere 7
nach einem spéten Rezidiv.

19 Patienten starben an anderen therapieassoziierten Komplikationen aufler Rezidiv.

Zwei Patienten haben das Transplantat abgestof3en.
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Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Uberblick iiber die Untersuchungsergebnisse aller Patienten

5.1.1 Rearrangementsequenzen und allelspezifische Oligonukleotide

Beim  Screening der  Patientendiagnoseproben  konnten  insgesamt 236
Rearrangementsequenzen identifiziert werden, davon 71 IgH-, 34 Igk-kde-, 80 TZRy-
und 51 TZRoé-Sequenzen.

Das folgende Diagramm zeigt die Verteilung der Rearrangements auf die ALL-

Subtypen:

50 -

45

40

35+

EIgH 30+
M kappa 25+
Ogamma 201
Odelta 15 |
10

5

0

c-ALL pra-B T-ALL pra-T biphéan

Abbildung 17: Verteilung der Rearrangements auf die ALL-Subtypen.

Mit Hilfe der gefundenen Sequenzen wurden 236 ASOs (allelspezifische
Oligonukleotide) nach oben genannten Kriterien generiert. 150 von diesen 236 Primern
erreichten eine Sensitivitit von 10, d.h. sie sind in der Lage, eine maligne Zelle unter
10 000 gesunden Zellen zu erkennen. Zwei ASOs waren sensitiv bis 10~, 38 bis 107
und sechs bis 107, 40 der Primer waren unspezifisch. Fiir insgesamt 76 Patienten konnte

so die MRD-Bestimmung mit zwei ASOs mit einer Mindestsensitivitit von 107
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Ergebnisse

erfolgen, bei 32 Patienten wurde nur ein Primer eingesetzt. Bei insgesamt 101 Patienten
hatte mindestens ein Primer eine Sensitivitit von 107,

Die Knochenmarkpunktionen bzw. Blutentnahmen wurden zwischen 3 und 104 Tage
vor Transplantation durchgefiihrt, im Median 15 Tage vor allo-SZT.

In folgender Tabelle sind fiir jeden Patienten Screeningergebnisse, gefundene
Sequenzen, Sensitivitdt des dazugehorigen Primers, Tag der Probenentnahme vor allo-

SZT und MRD-Befund aufgefiihrt:

Tabelle 17: Ubersicht iiber Untersuchungsergebnisse aller Patienten;die Spalte mit den
Screenergebnissen beinhaltet die Nummer der Primerkombinationen (siehe Tabelle 3), mit denen Banden
generiert werden konnten; bei Patienten mit (*) wurden die Sequenzdaten in Hannover bestimmt
(Medizinische Hochschule Hannover-Kinderklinik, Pédiatrische Hamatologie und Onkologie);bei
Patienten mit (**) wurden die Sequenzdaten in Berlin bestimmt (Charité; Otto-Heubner-Centrum fiir
Kinder- und Jugendmedizin); UPN = Patientennummer, KM = Knochenmark, PB = Peripherblut, d =
Tage vor allo-SZT.

KM/
Sequenz Sensitivitit PB d MRD-Last
1272 4-6-9-11-15-2 VkIII-kde 1,00E-04 PB -3 0,00E+00
1282 3-4-6-13 IgHVH3-D2-JH3 0 PB -9 3,90E+01
IgHVH4-D7-JH2 0
TZRVgl-Jg1.3/2.1 1,00E-04
1566 9-13-15 TZRVgl-Jg1.3/2.1 1,00E-04 PB -10 1,60E-04
TZRVgll-Jg1.3/2.1 1,00E-04
1615 3-6-11-14-20 IgHVH3-JH6 0 KM -13 0,00E+00
intron-5'-kde 0
TZRVd2-DD3 1,00E-04
1718 4-6-8 IgHVH4-D6-JH4 1,00E-04 PB -9 0,00E+00
1753 9-12-13-24 TZRVgl-Jgl1.1/2.1 0 KM -17 0,00E+00
TZRVgl-Jgl1.3/2.1 1,00E-04
TZRDd2-Jd1 1,00E-04
1820 3-8-13-15 IgHVH3-D3-JH6 1,00E-04 PB -12 1,50E-01
Vkll-kde 0
TZRVgl-Jgl1.3/2.1 1,00E-04
TZRVgll-Jg1.3/2.1 1,00E-04
1825 4-8-12-15-20 VkII-kde 0 PB -7 0,00E+00
TZRVgl-Jgl1.1/2.1 0
TZRVgll-Jg1.3/2.1 1,00E-03
TZRVd2-DD3 1,00E-03
1865 2-3-13-15 VH2-JHS5 1,00E-04 PB -104 1,00E-04
VH3-JH5 0
TZRVgl-Jgl1.3/2.1 1,00E-04
TZRVgll-Jg1.3/2.1 0
1882 4-20 IgHVH4-D2-JH6 1,00E-03 KM -39 0,00E+00
TZRVd2-DD3 1,00E-04
1889 * TZRVd1-Jd1 1,00E-04 KM  -13  1,56E-04
* TZRDd2-Jd1 1,00E-04
1908 13-16 13(Vg3)-16 1,00E-04 KM -14 0,00E+00
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2003

2011

2036

2050

2102

2122
2123

2164

2208
2217

2239

2295

2311

2432

2433

2478

2504

2541

2560

2562

2610

2613

2643

2657

2743
2760

15-21-22

4-5-6-13-20

3-9-13

2-3-6-8-13-22

1-12-13-20

1-18

%

13
2-7-12

4-23

3-4-13

1-3-4-5-7-13

2-13-16-19

2-15

13

1-4

3-10-12

%%

TZRVgll-Jg1.3/2.1
TZRVd2-Jd1
TZRVgl-Jgl.3/2.1
TZRVd2-DD3
IgHVH3-D1-JH5
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH3-D2-JH4
VkII-kde
TZRVgl-Jgl.3/2.1
IgHVH1/7-TH6
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH1/7-TH4
TZRVd1-Jd1
TZRDd2-Jd1
VkII-kde
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH2-D3-JH4
Vki-kde
TZRVgl-Jgl.1/2.1
IgHVH4-D3-JH6
TZRDd2-Dd3
IgHVH3-JH3
TZRVglll-Jg1.3/2.1
IgHVH3-D1-JH4
IgHVH4-D2-JH4
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH3-D3-JH6
IgHVH4-D3-JH6
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVglll-Jg1.3/2.1
TZRVd1-Jd1
IgHVH2-JH6
TZRVgll-Jg1.3/2.1
VKIII-kde
TZRVgll-Jg1.3/2.1
TZRVgl-Jgl.3/
TZRVg2-Jgl.3
VH1-JH4
VH4D3JH4
IgHVH3-JH4
VKIV-kde
TZRVgl-Jgl.1/2.1
IgHVH3-JH4
TZRVgll-Jg1.3/2.1
TZRVgl-Jgl.1/2.1
TZRVgl-Jgl.3/2.1
VH3-JH6
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVgl-Jgl.1/2.1
TZRVgl-Jgl.3/2.1
IgHVH3-D2-JH6
VKIII-kde
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1,00E-03
1,00E-04
1,00E-03

0
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-05
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03

0
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-03

0

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03

0
1.00E-05
1.00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1.00E-02
1,00E-03

0
1,00E-04
1,00E-04

PB

PB

PB

PB

PB

PB
PB

PB
KM

KM

KM

KM

KM

PB

KM

PB

PB

KM

PB

PB

PB

KM

KM
PB

-18

-13

-18

-12

-13

-11

1,65E-02
0,00E+00
1,05E-05

0,00E+00

2,67E-03

2,11E-03
0,00E+00

0,00E+00
0,00E+00
3,50E-01
2,20E-01

1,00E-06

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

3,54E-03
0,00E+00
7,58E-03
6,18E-05

3,40E-04

0,00E+00

1,41E-02
0,00E+00
0,00E+00

5,30E-03
0,00E+00
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1816
1829

1839

1849

1891

1965

2018

2071

2087

2105

2276

2488

2495

2617

1737

1756

1776
1793

1888

2014

2020

2052

2056

9-12-20
4-6-13-14-20

3-6-8-22-23

3-6-11

3-13-15

1-3-20

4-6-8-9-20-23

4-5-7-12-13

9-13-19-22

5-9-16-24
3-4-15-23

%%k

sk

8-9-18-20

1-6-7-20

3-9-10-15

4-23
3-4-9

12-22

1-4-5-6-9-12-20

4-6-13-14-15-20

3-7-12-13

3-6-7-20

TZRVd2-DD3
IgHVH4-JH4
TZRVd2-DD3
IgHVH3-JH5
VKkII-kde
TZRDd2-Dd3
IgHVH3-D6-JH6
intron-5'-kde
IgHVH3-JH4
TZRVgl-Jgl1.3/2.1
IgHVH1/7-D2-JH6
TZRVd2-DD3
IgHVH4-D6-JH4
VKII-kde
TZRVd2-DD3
IgHVH4-JH4
TZRVgl-Jg1.1/2.1
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVgl-Jgl.3/2.1
TZRVd1-Jd1
TZRVd3-Idl
TZRVglll-Jg1.3/2.1
IgHVH4-D3-JH6
TZRVgll-Jg1.3/2.1
VHS5-D3-JH4
TZRVd2-DD3
VHI1-D1-JH6
TZRVgl-Jg1.3/2.1
VKII-kde
TZRVd2-DD3
IgHVH1/7-D2-JHS
VkI-kde
TZRVd2-DD3
VKIII-kde
VkIV-kde
TZRDd2-Dd3
IgHVH3-JHS
IgHVH4-D3-JH5
TZRVgl-Jgl1.1/2.1
TZRVd3-Jdl
IgHVH1/7-D7-JH1
IgHVH4-D5-JH4
IgHVH4-TH4
IgHVH4-JH4
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVgll-Jgl.1/2.1
TZRVd2-DD3
VkI-kde
TZRVgl-Jgl1.1/2.1
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH3-D2-JH6
TZRVd2-DD3
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1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-03
1,00E-03

0
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-02
1,00E-03
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-02

0

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

KM

KM

PB

PB

KM

PB

KM

KM

KM

PB

KM

KM

KM

PB

KM
PB

KM

KM

PB

KM

-12

-30

-13

-56

-13

0,00E+00
4,93E-04

0,00E+00

0,00E+00
4,00E-04
1,00E-04

0,00E+00

7,00E-02

0,00E+00

1,40E-04

0,00E-+00

2,50E-03

0,00E+00

4,50E-03

0,00E+00

1,52E-04

0,00E+00
1,02E-03

2,05E-03

1,42E-05

0,00E+00

0,00E+00

1,50E-03



Ergebnisse

2057

2059

2064
2114

2116

2119

2244
2266

2273

2750

2413

2445

2619

2671
2688

2794

1926

2061

2564

2670

2701

1836

1906

1913

7-13
10-13(Vgl/2/4)

6
3-4-6-812-22

8-10-14-15-23

8-12-20

13
4-13-20-23

3-4-15

3-9-10-20

7-8-9-13-15-20

1-8-20
7-13-20-23

sk
k3k

ET]
4-6-9-15
3-6-9-20

2-3-13-15

sk

sk

9-11-13-22

15-16-19

VklI-kde
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVg2-Jgl.3
TZRVg4-Jgl .3
FR3-JHcons
VKII-kde
TZRVgl-Jgl.1/2.1
VKII-kde
VKIV-kde
TZRVgll-Jgl.1/2.1
TZRVgll-Jgl.3/2.1
TZRDd2-Dd3
VKII-kde
TZRVd2-DD3
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH4-D3-JH5
TZRVgl-Jgl1.3/2.1
IgHVH3-D2-JH4
TZRVgll-Jgl.3/2.1
IgHVH3-JHI1
VKIII-kde
VKIV-kde
TZRVd2-DD3
TZRVgl-Jgl1.3/2.1
TZRVgll-Jgl1.3/2.1
TZRVd2-DD3
IgHVH1-D2-JH4
TZRVd2-DD3
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVd2-DD3
VKII-kde
VH1-D2-JH5
TZRVd2-DD3
VH1-D2D1-JH4
TZRVd2-DD3
VH4-JH4
TZRVgll-Jgl.3/2.1
VKIII-kde
TZRVd2-DD3
VH2-D1-JH4
VH3-D5-JH6
TZRVgl-Jgl1.3/2.1
VH2-D2-JH4
VH3-D4-JH4
VH4-D5D3-JH4
TZRVgl-Jgl.1/2.1
VKIII-kde
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH3-JH6
Vd2-Dd3
TZRVglll-Jgl.3/2.1
TZRVd1-Jd1

67

1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0

0
1,00E-03

0
1,00E-03
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-03
1,00E-04
1,00E-04

KM

KM
KM

PB

KM

KM

PB

KM

PB

KM

KM

PB

PB

KM

KM

KM

KM

KM

PB

-14

-13

-13

-18

-57

-10

-15

-12

-13

-11

-7

1,00E-03
0,00E+00

0,00E+00
3,98E-02

2,01E-03

0,00E+00

1,00E-06
6,42E-03

0,00E+00

0,00E+00

2,89E-02

0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00
1,15E-04

0,00E+00
6,60E-03
1,00E-06

0,00E+00

1,00E-05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

1,00E-06



Ergebnisse

1969

1980

1991

2043

2049
2060

2074
2077

2101

2125

2130

2231

2237

2250

2287

2298

2342

2346

2366

2387

2451

2491

2552

3-7-12-15
3-20
12-20
12-14

4-20
23-24

2-3-8-11-15
1-13-19

7-8-13
9-11-12-13-15-20
13(Vgl/2)-19

2-3-9-15-20

3-6-13-14

9-20

9-13-24

2-4-13-15-20

2-11-12-13
3-4-9-10-13
1-20-23

1-8-20-23

1-3-12-13

IgHVH3-JH5
VkI-kde
IgHVH3-JH5
TZRVd2-DD3
TZRVgl-Jgl.1/2.1
TZRVd2-DD3
TZRVgl-Jgl.1/2.1
TZRVgll-Jgl.1/2.1
IgHVH4-JH4
TZRDd2-Dd3
TZRDd2-Jd1
VkII-kde
IgHVH1-D6-JH1
TZRVd1-Jd1
Vki-kde

Vki-kde
TZRVgl-Jg1.3/2.1
TZRVd2-DD3
TZRVgl-Jgl.3/2.1
TZRVd1-Jd1
IgHVH2-D2-JH4
IgHVH3-D2-JH6
VKIII-kde
IgHVH3-D2-JH6
TZRVgl-Jgl.3/2.1
TZRVgll-Jgl.1/2.1
TZRVd2-DD3
TZRVgIV-
Jgl.3/2.1
TZRVd1-Jd1
TZRVgl-Jgl.3/2.1
TZRDd2-Jd1
TZRVgl-Igl.3/2.1
TZRVgll-Jg1.3/2.1
TZRVd2-Jd1
TZRVd3-Jd1
VH2D6/D3JH6
TZRVgl-Jgl.3/2.1
IgHVH3-D2-JH6
TZRVgl-Jg1.3/2.1
IgHVH1/7-D6-TH6
TZRDd2-Dd3
IgHVH1/7-D6-TH5
Vki-kde
TZRVd2-DD3

VH1-D3-JH4
VH3-D2-JH5

TZRVgl-Jgl.1/2.1
TZRVgl-Igl.3/2.1

68

0
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-02
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-02
1,00E-04

0,00E-+00
1,00E-04
1,00E-04
1.00E-03
1.00E-03

0
1.00E-03
1,00E-04
1.00E-04

1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-02
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04
1,00E-04

0
1,00E-04
1,00E-02

0
1,00E-04

1,00E-04
1,00E-04

0
1.00E-03

KM

KM

PB

PB
KM

PB
KM

KM

PB

PB

PB

PB

KM

KM

PB

PB

KM

KM

KM

KM

-18

-13

-56

-13

-16

-10

-12

0,00E+00
5,00E-06
1,00E-03
0,00E+00

5,94E-03
3,00E-04

<1E-03
0,00E+00

0,00E+00
3,70E-02
1,50E-03

3,40E-05

3,90E-03

0,00E+00

0,00E+00
8,36E-03
0,00E+00
2,46E-03
1,08E-03
1,00E-06
9,26E-02

0,00E+00

0,00E+00



Ergebnisse

5.1.2 Zuordnung zu MRD-Gruppen

Die Patienten wurden geméf} ihres MRD-Ergebnisses in fiinf verschiedene Gruppen

eingeteilt:

MRD high-level KM (MRD > 10~ im Knochenmark)
MRD low-level KM (MRD < 10 im Knochenmark)
MRD-negativ KM

MRD-negativ PB (Peripherblut)

MRD < 10 PB

Zur Erlduterung: Patienten, von denen nur eine Peripherblutprobe zur Verfligung stand
und die in dieser Probe eine MRD-Last von 10 und grésser aufwiesen, wurden in
folgender Auswertung als Patienten mit high-level-MRD (MRD > 10) beriicksichtigt.
Dies stiitzt sich auf die Erkenntnisse von Van der Velden et al. und Coustan-Smith et
al., die in ihren Studien Paare von Knochenmark- und Peripherblutproben von Kindern
mit ALL vergleichend auf MRD untersucht haben.**'" Sie fanden heraus, dass die
MRD-Levels in Knochenmark und Peripherblut von Kindern mit einer T-ALL eine
starke Korrelation aufweisen. Da T-ALL-Zellen aus dem Thymus stammen, scheint ihre
Verteilung in Knochenmark und Peripherblut gleichmifBig zu sein. Hier konnten
Peripherblutproben Knochenmarkproben als Untersuchungsmaterial ersetzen. Die
MRD-Levels im Knochenmark von pre-B-ALL Patienten waren hingegen mindestens
10 und bis zu 1000 mal hoher als in den entsprechenden Peripherblutproben. Coustan-
Smith fand auch, dass bei 67 von 72 untersuchten Paaren MRD nur im Knochenmark
gefunden wurde. Negativ gemessene Peripherblutproben haben demnach nur geringe
Aussagekraft und werden in der folgenden Auswertung gesondert betrachtet.

Bei vier Patienten (UPN 1865, 1756, 1566, 1891) wurde im Peripherblut eine MRD-
Last von 10™ gemessen. Da es sich bei diesen vier Patienten nicht um T-ALLs handelt
wurde aufgrund dieser Erkenntnisse davon ausgegangen, dass die MRD-Last im
Knochenmark um mindestens eine log-Stufe hoher liegt, sie wurden daher in die high-
level-MRD KM (MRD > 107) Gruppe eingeordnet. Genauso wurde mit allen Patienten
ungeachtet ihres ALL-Subtyps verfahren, die im Peripherblut eine MRD-Last > 107
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aufwiesen. Bei vier pre-B-ALL Patienten wurde im Peripherblut eine MRD-Last < 10™
gemessen. Diese Patienten sind weder der MRD-high-level noch der MRD-low-level
(MRD < 10*) Gruppe klar zuzuordnen, und werden daher in der folgenden Auswertung

separat betrachtet.

5.1.3 MRD-Ergebnisse vor Transplantation in Bezug auf das Qutcome

30+
254
20
Anzahl |
Patienten -
10- @ Rezidiv
5- B TRM
OCR
0 |
7 7 7 W W
/ S 'y /) p
MRD Gruppe

Abbildung 18: MRD-Ergebnisse vor Transplantation gruppiert nach Outcome.

Die obige Grafik gibt einen Uberblick iiber die MRD-Ergebnisse der einzelnen Gruppen
in Bezug auf das Outcome der Patienten. Dabei fillt auf, dass sich der groBte Anteil an
Patienten in kompletter Remission (complete remission, CR) in der Gruppe ,,MRD-
negativ KM* befindet. AuBlerdem fallt auf, dass sich die Rezidivhiufigkeiten zwischen
den Gruppen ,high-level-MRD*“ (n = 19), ,low-level-MRD* (n = 5) und ,,MRD-
negativ® (n =2) erheblich unterscheiden. Beziiglich des Auftretens eines Rezidivs stellt
sich die Gruppe ,,negativ MRD KM am giinstigsten dar. Nur 2 von 33 Patienten (6%)
innerhalb dieser Gruppe erleiden im Beobachtungszeitraum ein Rezidiv, wéhrend 27

(79%) sich am Ende des Beobachtungszeitraums in kompletter Remission befinden.
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In der Gruppe ,,low-level MRD KM* mit 20 Patienten erleiden fiinf Patienten (25%) ein
Rezidiv wihrend 10 (50%) in kompletter Remission bleiben.

32 Patienten sind vor allo-SZT high-level MRD-positiv. Von diesen Patienten erleiden
19 (59%) ein Rezidiv, sieben (22%) bleiben in kompletter Remission.

Diese Verteilung soll, auch in Abhédngigkeit weiterer Patientencharakteristika und
Parameter der allo-SZT, im folgenden genauer untersucht werden. Eventuell
vorhandene signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen sollen anhand

univariater und multivariater Analyse sichtbar gemacht werden.
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5.2 Ereignisfreies Uberleben aller Patienten

Bei folgenden Betrachtungen wird als Ereignis angenommen:

a) Rezidiv

b) TRM (GvHD, Toxizitit, Infektion)

Ein ereignisfreies Uberleben ist somit der Erhalt der kompletten Remission nach allo-
SZT. Die kombinierte 3-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit des gesamten
betrachteten Patientenkollektivs liegt bei 44%, d.h. 44% der Patienten sind 3 Jahre nach

allo-SZT am Leben und befinden sich in kompletter Remission.

1.0
0.9 —
0.8 —
0.7 —

0.6 - L
0.5 alle Patienten n = 108  44%

? er Eica o= == = = EE E =

EFS

2 0.4
03 -
02 -
10 —

0'0 1 1 ] | 1 ] ] I ] 1 1 | ] ] 1 I
.0 1.0 2.0 3.0 4.0

Follow-up in Jahren

Abbildung 19: Ereignisfreies Uberleben aller Patienten
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5.2.1 Ereignisfreies Uberleben aller Patienten in Abhingigkeit von der Hohe der
MRD-Last vor allo-SZT

Um einen Anhalt dafiir zu bekommen, inwiefern die Hohe der MRD-Last vor allo-SZT
das ereignisfreie Uberleben beeinfluBt, wird im folgenden das Uberleben der

verschiedenen MRD-Gruppen getrennt voneinander betrachtet.

5.2.1.1 MRD im Knochenmark

MRD-negativ: n=33 79%

MRD low-level: n=20 44%

pEFS

MRQ hilgh-level: n=232 =16%

O'O 1 1 1 | 1 ] ] I ] 1 1 | ] ] ] I
.0 1.0 2.0 3.0 4.0

Follow-up in Jahren p <.0001

Abbildung 20: Ereignisfreies Uberleben in Abhingigkeit von der Hohe der MRD-Last im Knochenmark;
MRD low-level = MRD < 10~, MRD high-level = MRD > 10~

Der hier durchgefiihrte Log-Rank-Test ergibt einen p-Wert von < 0.0001, das bedeutet
zwischen den drei betrachteten Gruppen besteht ein extrem hoch signifikanter
Unterschied in Bezug auf das EFS. Die beste Prognose hat die Gruppe ,,MRD-negativ*
mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate von 79%, gefolgt von der Gruppe ,,Jow-level MRD*
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(pEFS = 44%). Die schlechteste Prognose haben Patienten mit einer high-level MRD
vor allo-SZT, sie haben eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 16%.

Um die Bedeutung eines positiven MRD-Befundes im Knochenmark von weniger als
10~ Zellen genauer zu untersuchen, wird die Gruppe ,,low-level MRD* weiter unterteilt
in die Gruppen MRD < 10 und MRD 10~ bis 10™. Das Ergebnis zeigt die folgende
Abbildung:

1.0
0.9 MRD-negativ:n=33 79%
0.8 = == = = = = = = = =
0.7
0.6
0.5 MRD<10%n=8 45%
m : L] n L]
(& .
R 04 5
MRD 107 bis 10 n=12 43%
0.3
0.2 L .
0.1 MRD > 10%:n=32 16%
0'0 1 1 1 I 1 1] 1 I 1 1] 1] I 1 1] 1] I
0 1.0 2.0 3.0 4.0
Follow-up in Jahren p=10,0001

Abbildung 21 : EFS der vier Gruppen MRD-negativ, MRD < 10, MRD 107 bis 10 und MRD > 107,

Tabelle 18: Statistische Daten zum ereignisfreien Uberleben in Abhiingigkeit von der Hohe der MRD-
Last im Knochenmark; p = Wahrscheinlichkeit, se = Standardabweichung.

MRD-Gruppe pEFS se

MRD > 107 0,162 0,074
MRD 10~ bis 10* | 0,428 0,157
MRD < 10 0,45 0,188
MRD-negativ 0,788 0,079

Der Log-Rank-Test ergibt hierbei einen Wert von p = 0,0001, d.h. auch hier besteht

noch ein extrem hoch signifikanter Unterschied beziiglich des EFS zwischen den vier
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betrachteten Gruppen, wobei die Gruppe ,MRD < 10 (pEFS = 45%) eine bessere
Prognose als die Gruppe ,,MRD 107 bis 10" (pEFS = 43%) hat.

5.2.1.2 MRD im Peripherblut

Die Patienten, von denen nur eine Peripherblutprobe vorhanden war und deren MRD-
Befund im Peripherblut negativ oder positiv aber kleiner 10 war, werden gesondert

betrachtet:

1.0

0.9 —
0.8

0-7 - L]

0.6 H
0.5 — | MRD-negativ PB: n=19  48%

0.4 -

EFS

2 0.3 -

0.2 4

0.1 -
MRD-positiv< 10*PB:n=4 0%
0.0 T I T | T I T I T | ) I )

.0 5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Follow-up in Jahren p=0,16

Abbildung 22: EFS der Gruppen MRD-negativ im Peripherblut und MRD-positiv und > 10™*im
Peripherblut.

Die Patienten mit einem negativen MRD-Befund scheinen mit einer 3-Jahres-
Uberlebensrate von 48% eine bessere Prognose zu haben als diejenigen mit einem
positiven MRD-Befund im Peripherblut (pEFS = 0%). Der Log-Rank-Test zeigt
allerdings mit einem p-Wert von 0,16 dass dieser Unterschied bei kleinen Fallzahlen

noch nicht signifikant ist.
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5.2.2 EinfluB} verschiedener prognostischer Faktoren auf das EFS aller Patienten

5.2.2.1 Phénotyp der ALL

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
a 0.4
0.3

T- Phianotyp: n=17 74%

common ALL: n=68 41%

EFS

0.2 4 pre- B- ALL:n=22 26%

0.0 T T 1 | T 1 1
.0 1.0 2.0 3.0 4.0

Follow-up in Jahren p=0,02

Abbildung 23: EFS in Abhingigkeit vom Immunphénotyp der ALL.

Hier ergibt der durchgefiihrte Log-Rank-Test einen p-Wert von 0,02. Der Unterschied
im Uberleben der verschiedenen Phinotypen ist signifikant. Die beste Prognose haben
hier Patienten mit T-ALL mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate von 74%. Die schlechteste
Prognose hat die pre B-ALL mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von 26%.
Dazwischen liegt die common ALL mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von 41%.
Ein durchgefiihrter Fishers-t-Test ergibt, dass 4 von 17 T-ALL Patienten (23,5%), 34
von 68 common ALL-Patienten (50%) und 16 von 22 pre-B-ALL Patienten (72,2%) ein
Rezidiv erleiden, dieser Unterschied ist signifikant (p =.01)

76



Ergebnisse

5.2.2.2 HLA-Kompatibilitidt und Verwandtschaft zwischen Spender und Empfanger

1.0

0.9
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0.6 Lo MFD:n=39 55%_
7z 0> e MUD:n=42_ 44%,
B 0.4

03 MMUD:n =10 25%

0.2 . .
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0 1.0 2.0 3.0 4.0
Follow-up in Jahren p = 0,005

Abbildung 24: EFS in Abhdngigkeit vom Spender; MFD = matched family donor, MUD = matched
unrelated donor, MMUD = mismatched unrelated donor, MMFD = mismatched family donor.

Der Log-Rank-Test ergibt einen p-Wert von 0,0053. Es besteht ein signifikanter
Unterschied beziiglich des ereignisfreien Uberlebens in Abhingigkeit von
Verwandtschaftsgrad und HLA-Kompatibilitdt zwischen Spender und Empféanger.

Die beste Prognose haben Empfanger des Transplantats eines verwandten und HLA-
kompatiblen Spenders (matched family donor, MFD) mit einer 3-Jahres Uberlebensrate
von 55%, gefolgt von Empfiangern des Transplantats eines nichtverwandten, vollstindig
HLA-kompatiblen Spenders (matched unrelated donor, MUD) (pEFS = 44%)).

Eine schlechtere Prognose haben Empfanger eines Transplantats mit einem HLA-

mismatch (pEFS = 25% fiir unverwandte und pEFS = 19% fiir verwandte Spender).

77



Ergebnisse

5.2.2.3 Konditionierung
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Abbildung 25: EFS in Abhdngigkeit von der Art der Konditionierung; TBI = total body irradiation.

Auch die Art der Konditionierung hat einen entscheidenden EinfluB auf das Uberleben.

Das Uberleben der Patienten, die vor Transplantation eine Ganzkdrperbestrahlung (total

body irradiation, TBI) erhalten haben ist signifikant besser (pEFS = 0,47) als das der

Patienten mit auf Busulfan basierender Konditionierung (pEFS = 0).
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5.2.2.4 Univariate und multivariate Analyse verschiedener Parameter im Hinblick auf

das ereignisfreie Uberleben

Tabelle 19: Univariate und Multivariate Analyse; CR = complete remission, KM = Knochenmark, MFD
= matched family donor; MMFD = mismatched family donor; MMUD = mismatched unrelated donor;
MUD = matched unrelated donor;NS = Nabelschnurblut; PB = peripheral blood; TBI = total body
irradiation.

Univariate Analyse

(nach Kaplan-Meier) Multivariate Analyse (Proportional Hazards Analyse)
3-
Jahres- unteres oberes
EFS log- rank Gruppen- risk  95% 95%
Gruppe n (%) test P-Wert vergleich ratio Kl Kl P-Wert

Geschlecht mannlich 73 389 p=.26 weiblich vs. méannlich 1,14 0,56 224 p=.7
weiblich 35 54,7

Remission CR1 35 56,0 p=.14 CR2vs. CR1 1,61 0,79 3,37 p=.36
vor SZT CR2 53 43,1 > CR2 vs. CR2 0,99 0,45 2,08
> CR2 20 27,8

Stammzelle KM 50 530 p=.12 PB vs. KM 1,42 0,67 301 p=.6
PB 55 343 NS vs. PB 126 0,07 732
NS 3 66,7
T-Zell- ja 33 359 p=.29 nein vs. ja 2,19 0,97 514 p=.06
Depletion nein 74 48,8
nein vs. ja 2,96 0,93 79 p=.06
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Die multivariate Analyse zeigt, dass die MRD-Last vor allo-SZT einen hoch
signifikanten (p < .005) Einfluss auf das EFS hat und somit ein von anderen
betrachteten Faktoren unabhéngiger prognostischer Marker ist. Ein MRD-Befund < 107
birgt ein um den Faktor 0,59 (95% KI 0,24 bis 1,3) geringeres Risiko fiir das Eintreten
eines Ereignisses als ein MRD Befund >107.

Ebenso ist ein negativer MRD-Befund im Knochenmark um den Faktor 0,32 (95% KI
0,1 bis 0,95) weniger riskant fiir das Auftreten eines Ereignisses als ein positiver MRD-
Befund < 10~

Patienten mit einer MRD-negativen Peripherblutprobe haben gegeniiber Patienten mit
einer MRD-negativen Knochenmarkprobe ein um den Faktor 3,03 (95% KI 1,04 bis
9,63) erhohtes Risiko.

Wurde im Peripherblut eine MRD-Last von < 10™* gemessen haben diese Patienten
gegeniiber denen mit negativer Peripherblutprobe ein um das 3fach (95% KI 0,74 bis
10,14) erhohte Risiko.

Auch die verschiedenen Arten von Spendern zeigen nicht nur in der univariaten Analyse
signifikante Unterschiede. Auch die multivariate Analyse zeigt einen signifikanten
Einfluf} auf das EFS (p < .05) unabhéngig von den anderen bewerteten Faktoren. So hat
ein Familienspender mit einem HLA-mismatch (mismatched family donor, MMFD) ein
um den Faktor 4,18 (95% KI 1,51 bis 11,67) erhohtes Risiko gegeniiber einem
Familienspender, der HLA-identisch ist (matched family donor, MFD).

Ein HLA-identischer, nichtverwandter Spender (matched unrelated donor, MUD) hat im
Vergleich zu einem unverwandten Spender mit einem HLA-Mismatch (mismatched
unrelated donor, MMUD) ein um den Faktor 0,54 (95% KI 0,22 bis 1,45) geringeres
Risiko fiir das Auftreten eines Ereignisses.

Diese Risikofaktoren wurden in einem multivariaten Cox-Regressionsmodell berechnet,
das auBerdem die Merkmale Geschlecht, Phianotyp der ALL, Remissionsstatus vor allo-

SZT, Art der Stammzelle und T-Zell-Depletion beinhaltet.
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5.3 Ereignisfreies Uberleben aller Patienten > CR2

Im folgenden sollen nun ausschlieBlich die Patienten genauer betrachtet werden, die
nach dem Auftreten eines oder mehrerer Rezidive transplantiert wurden, sich also zum
Transplantationszeitpunkt in CR2 oder > CR2 befanden.

Hier soll der EinfluB der MRD-Last vor allo-SZT auf die den Strategiegruppen S2-S4
zugeteilten Patienten untersucht werden. AuBlerdem soll gesondert noch die Bedeutung

des Rezidivzeitpunktes fiir das EFS beurteilt werden.
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5.3.1 EFS aller Patienten nach allo-SZT in CR > 2 im Vergleich mit EFS aller
Patienten nach allo-SZT in CR1 in Abhingigkeit vom MRD-Status

pEFS

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

MRD-negativin=12 89%

MRD <103 n=5 80%

MRD > 107 n=10 10%

2.0 3.0

Follow-up in Jahren

1
4.0

p <.0001

Abbildung 26: EFS nach MRD im KM aller Patienten die in CR1 transplantiert wurden.

EFS
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0.3
0.2
0.1
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MRD-negativ: n =21

74%

29%

MRD < 107 n=15

MRD>102:n=22 18%

2.0 3.0

Follow-up in Jahren

1
4.0

p=0,02

Abbildung 27: EFS aller Patienten nach MRD im KM, die in > CR2 transplantiert wurden.

82



Ergebnisse

Hierbei fallt auf, dass die Patienten mit einer MRD-Last von < 102, die in CRI1
transplantiert wurden, nach drei Jahren noch eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von
80% haben, wihrend die Patienten, die in > CR2 transplantiert wurden mit einer MRD-
Last von < 10~ nach 2,9 Jahren eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 29% aufweisen.
Die Gruppe ,,MRD < 10™" der in CR2 transplantierten Patienten wurde nun weiter in die
Gruppen ,,MRD 107 bis 10 und L MRD < 10 unterteilt um dann einen Fishers-
Exakt-Test durchzufiihren, mit Hilfe dessen die Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten
eines Events fiir die einzelnen Gruppen errechnet wurde. Es ergab sich ein p-Wert von
0,0084 und damit ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.

Folgende Tabelle zeigt die Rezidivwahrscheinlichkeiten der einzelnen Gruppen:

Tabelle 20: Rezidivwahrscheinlichkeiten der einzelnen MRD-Gruppen, p = .0084.

MRD-Gruppe Rezidivwahrscheinlichkeit ‘
MRD > 10 73%
MRD 10~ bis 10 | 67%
MRD < 10™ 50%
MRD-negativ 24%

Es zeigt sich hier, dass erst ab einer MRD-Last < 10* die Wahrscheinlichkeit fiir das

Auftreten eines Ereignisses auf 50% sinkt.
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5.3.2 Univariate Analyse verschiedener Merkmale in Hinblick auf das EFS der

Patienten in > CR2

Tabelle 21: Univariate Analyse verschiedener Merkmale in Hinblick auf das EFS der Patienten in > CR2.

Univariate Analyse

(nach Kaplan-Meier)

Gruppe Log-rank
n 3-Jahres-EFS (%) test
Strategiegruppen S2 31 53,5 p=.1
S3 20 28,3
S4 22 25 (2,2 Jahre)
MRD (Gruppe S2) negativ 11 70,7 p=.5
low-level 8 54,7 (2,9 Jahre)
high-level 7 33,3 (1,3 Jahre)
MRD (Gruppe S3 negativ 10 75,0 p<.05
und S4) low-level 7 0,0
high-level 15 16 (2,4 Jahre)
negativ PB 33,3
low-level PB 4 0,0
Rezidivzeitpunkt sehr frih 21 29,3 (2,2 Jahre) p=.2
frih 20 22,6
spat 32 52,0
MRD (Pat. mit negativ 10 75,0 p<.05
sehr friihen und Low-level 6 0,0
frihen Rezidiven) high-level 14 17,1 (2,4 Jahre)
MRD (Pat. mit negativ 11 71,0 p=.4
spaten Rezidiven) Low-level 9 48,0
high-level 8 28,0
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5.3.2.1 EinfluB der MRD-Last auf das Uberleben der Strategiegruppen S2-S4

Innerhalb der Strategiegruppe S2 besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den
MRD-Gruppen ,,MRD-negativ*, ,,low-level“ und ,,high-level*.
Fiir Patienten, die den Hochrisikogruppen S3 und S4 angehoren besteht jedoch ein

signifikanter Unterschied zwischen verschiedenen MRD-Gruppen:

1.0
0.9 —
0.8 — L. L. MRD-negativ:n=10 75%
0.7 —
0.6 —
o 0.5 -
o 5
204 — : MRD PB negativ:in=6 33%
0.3 —
0.2 — MRD>10%,n=15 16%
0.1 J MRD<10”
00 n="7 MRD PB <10 n =4
. 1 1 1 | T 1] 1] I 1 1 1] | 1] 1 1 |
0 1.0 2.0 3.0 4.0
Follow-up in Jahren p=10,024

Abbildung 28: EFS der Strategiegruppen S3 und S4 nach MRD-Gruppe.

Tabelle 22: EFS der Patienten der Strategiegruppen S3/S4 in Abhingigkeit vom MRD-Status (p < .05);
p= Wahrscheinlichkeit, se = Standardabweichung.

MRD-Gruppe pEFS se
MRD-negativ 0,750 0,153
MRD low-level 0 0
MRD high-level |0,160 0,101
MRD-negativ PB | 0,333 0,192
MRD <10*PB |0 0
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Der Log-Rank-Test ergibt einen p-Wert von 0,024. Vor allem die Gruppe ,,MRD-
negativ KM* hebt sich mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von 75% deutlich von

den anderen Gruppen ab.

5.3.2.2 EFS in Abhéngigkeit vom Rezidivzeitpunkt

Bei der Einteilung der Patienten in die vier Strategiegruppen S1-S4 werden die
prognostischen Faktoren Zeitpunkt, Lokalisation und Immunphinotyp des Rezidivs
bertiicksichtigt.

Nun soll noch isoliert der EinfluB des Rezidivzeitpunktes auf das EFS betrachtet
werden. Bei der univariaten Analyse zeigt sich, da3 der Rezidivzeitpunkt alleine keinen
signifikanten Unterschied beziiglich des EFS darstellt. Fiir Patienten mit sehr frithen
und frithen Rezidiven jedoch ist wiederum der MRD-Befund von Bedeutung, auch hier
unterscheidet sich die Gruppe ,,MRD-negativ KM* signifikant von den Gruppen ,,Jlow-
level* und ,,high-level MRD* (p <.05):

1.0

0.8 H . MRD-negativ:n=10 75% |
0.7 —
0.6 —
0.5 —
a 0.4 —

0.3 —
MRD>10%n=14 17%
0.2 - = =

EFS

MRD <10%:n=6
O-O 1 1 1] | T L L I L L L] | L L] L] |

.0 1.0 2.0 3.0 4.0
Follow-up in Jahren p=0,013

Abbildung 29: EFS von Patienten mit frithen oder sehr frithen Rezidiven in Abhéngigkeit von der MRD-
Last im Knochenmark.
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6 Diskussion

Die allo-SZT ist eine hocheffektive Therapie fiir Kinder mit ALL. Fortschritte in der
Aufbereitung des Transplantats, der Gewebetypisierung und Intensivpflege machen eine
SZT heute fiir nahezu jedes Kind mit ALL moglich.’® Eine allo-SZT ist jedoch mit einer
nicht unerheblichen therapiebedingten Mortalitit und Morbiditdt verbunden, die
transplantationsassoziierte Mortalitdt aller Transplantationen liegt bei mindestens
10%.”

Die allo-SZT sollte deshalb fiir die Kinder mit Hochrisikofaktoren reserviert bleiben,
denen mit alleiniger Chemotherapie nicht geholfen werden kann. Die Indikation zur
allo-SZT wird also adaptiert an das individuelle Riickfallrisiko gestellt. Eine
Hochrisiko-ALL (T-Zell-Immunphinotyp, Expression von t(9;22) oder t(4;11)),
schlechtes Ansprechen auf die Initialtherapie und Rezidiv sind die héufigsten
Indikationen fiir eine allo-SZT. Die Tatsache, dass trotzdem noch 40% der Kinder nach
allo-SZT ein Rezidiv erleiden, zeigt, dass derzeitige Methoden der Stratifizierung
inakkurat sind.”® Ziel ist es nun, prognostische Marker zu finden, mit denen man
zwischen Patienten, die von einer allo-SZT profitieren und solchen, die eine
modifizierte Therapie erhalten sollen, unterscheiden kann. Dazu ist es ndtig, moglichst
frithzeitig das Rezidivrisiko eines Patienten beurteilen zu kdnnen.

Der Level der minimalen Resterkrankung direkt vor allo-SZT hat sich als solch ein
prognostischer Faktor erwiesen. Bereits vor allo-SZT kann anhand des MRD-Levels
eine Gruppe von Patienten identifiziert werden, die mit groBBer Wahrscheinlichkeit nach

g 69,120
SZT rezidivieren.”*”
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6.1 Die Methode

Derzeit werden drei verschiedene Arten von leukdmiespezifischen Targets als MRD-
Marker bei ALL eingesetzt: Fusionsgentranskripte aus Chromosomenabberationen,
leukdmie-assoziierte Immunphénotypen und patientenspezifische Immunglobulin-und
T-Zellrezeptor-Genrearrangements.

Leukémie-assoziierte Immunphénotypen konnen bei 60-98% der B-ALLs und bei so
gut wie allen T-ALLs gefunden werden. Anhand durchfluBzytometrischer Analyse
dieser Phinotypen konnen Sensitivititen von 107 bis 10™ erreicht werden.
Immunphéinotypische Shifts werden wiahrend des Krankheitsverlaufs beobachtet, daher
sind falsch-negative Befunde nicht auszuschlieBen.

Die PCR-Analysen von Chromosomenabberationen erreichen Sensitivititen von 107 bis
10 wobei die Targets eine hohe Stabilitit aufweisen. Diese Methode ist jedoch nur bei
einer Minderheit der ALL-Patienten anwendbar.®*

Die RQ-PCR-Analyse von Ig- und TZR-Genrearrangements ist die am weitesten
verbreitete Methode und wurde auch in der vorliegenden Studie entsprechend den
internationalen Standards der ,,European BIOMED-1 Concerted Action durchgefiihrt.**
Im folgenden soll dargestellt werden, ob und weshalb sie alle erforderlichen

Voraussetzungen zur verldsslichen MRD-Bestimung erfiillt.

6.1.1 Anwendbarkeit

Die PCR-Analyse von Ig- und TZR-Genrearrangements kann praktisch bei jedem Kind
mit ALL angewandt werden. Durch Einsatz des von der BIOMED-1 CONCERTED
ACTION:,, Investigation of minimal residual disease in acute leukemia“ publizierten
Primersystems kann bei ~90% der pre-B-ALLs und bei ~95% der T-ALLs mindestens
ein PCR-Target identifiziert werden.*> Dies macht die groBe Mehrheit der Patienten
zugénglich fiir diese Methode.
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6.1.2 Stabilitat

Ein Marker fiir minimale Resterkrankung sollte wéhrend des Krankheitsverlaufes stabil
bleiben. Weder die leukémie-assoziierten Immunphénotypen noch die Immunglobulin-
und TZR-Genrearrangements erfiillen dieses Kriterium. Haufig findet hier eine klonale
Evolution wihrend des Krankheitsverlaufes statt, d.h. die Rearrangements verédndern
sich und werden von den allelspezifischen Oligonukleotiden nicht mehr erkannt. Falsch-
negative Befunde sind die Folge. Um dieses Problem zu umgehen ist es erforderlich,
nach Moglichkeit mindestens zwei Genrearrangements pro Patient zu identifizieren und
zu beobachten. So wird die Wahrscheinlichkeit eines falsch-negativen Ergebnisses auf

<5% reduziert.>”’

6.1.3 Sensitivitat

Theoretisch liegt das Detektionslimit der RQ-PCR-Analyse, wenn ein DNA-Segment
als PCR-Target eingesetzt wird, bei ungefihr 10, d.h. eine maligne Zelle konnte unter

121 . .. .
Dieses Limit kann durchaus erreicht

1 000 000 gesunder Zellen erkannt werden.
werden, in der Regel liegt die Sensitivitit jedoch zwischen 10* und 10°. Die
Sensitivitdt der RQ-PCR der Genrearrangements hangt von der Art des Rearrangements
und vom Background normaler lymphatischer Zellen mit vergleichbaren Ig- oder TZR-

Rearrangements ab.

6.1.4 Quantifikation

Die genaue Quantifizierung der residuellen Leukdmiezellen ist aus zwei Griinden von
Vorteil. Erstens erlaubt sie eine Einschédtzung der Sensitivitit des Markers, was vor
allem bei der Beurteilung negativer Resultate eine groB3e Rolle spielt. Zweitens ist es
erst durch eine genaue Quantifizierung moglich, den MRD-Level mit einem
Rezidivrisiko zu korrelieren.”

Im Gegensatz zur Quantifizierung am Endpunkt der PCR macht es die RQ-PCR

moglich, schon wéhrend der exponentiellen Phase der PCR-Amplifikation eine genaue
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Quantifizierung vorzunehmen. Quantitative Daten koénnen so innerhalb einer kurzen
Zeitperiode erhalten werden, ohne die Probe nach der PCR nochmals verarbeiten zu

miissen.

6.1.5 Standardisierung

Um eine Risikogruppeneinteilung nach MRD-Befunden in grof3 angelegte klinische
Studien aufzunehmen bedarf es einer Standardisierung der Methode zur MRD-
Quantifikation. In vorliegender Studie wurde die Analyse der minimalen
Rersterkrankung durch  Charakterisierung von Immunglobulin- und TZR-
Rearrangements entsprechend den internationalen Standards der Biomed-1 Gruppe
durchgefiihrt.*’ Der Einsatz von standardisierten Primerkombinationen, Protokollen und
MRD-Detektierungssystemen  ermdglicht  eine  vollkommen  standardisierte
Vorgehensweise.

Aus diesen Voraussetzungen entsteht die Mdoglichkeit, die erhobenen Befunde einer
gegenseitigen Qualitdtskontrolle aller teilnehmenden Zentren zu unterziehen. Nur so ist
es moglich, MRD-Befunde als Basis filir weitreichende therapeutische Entscheidungen
heranzuziehen.

Dies ist auch Ziel der ,,European study group on MRD in ALL (ESG-MRD ALL)", bei
der 23 Labore in zehn verschiedenen europdischen Landern in Qualitdtskontrollen und
technische Workshops involviert sind.*’ Ein Teil der ESG-MRD ALL ist die ,,Pre-BMT
MRD Study Group®, in der die Mdglichkeit einer kombinierten klinischen Studie mit
Stratifizierung gemdl MRD-Level vor allo-SZT und Therapiemodifikationen fiir
Patienten in bestimmten MRD-Gruppen diskutiert wird.
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6.2 MRD vor allo-SZT als prognostischer Faktor

6.2.1 Knochenmark

In vorliegender Studie wurde bei insgesamt 108 ALL Patienten eine Quantifizierung der
residuellen Resterkrankung zu einem Zeitpunkt direkt vor allo-SZT durchgefiihrt. Bei
85 dieser Patienten konnte die minimale Resterkrankung entweder direkt aus dem
Knochenmark bestimmt werden oder es konnte von der MRD-Last im Peripherblut auf
die MRD-Last im Knochenmark geschlossen werden. Das ereignisfreie Uberleben der
MRD-negativen Patienten war mit 79% signifikant besser als das ereignisfreie
Uberleben der Patienten mit low-level MRD (44%) und den Patienten mit high-level
MRD (16%). Dies bestidtigt die Ergebnisse von vier bisher verdffentlichten Studien, die
die Korrelation zwischen MRD-Last vor der Konditionierung und Rezidiv nach allo-
SZT untersucht haben.”*!"®!2* Alle vier Studien zeigen einen unbestreitbaren Einfluf
des MRD-Levels vor SZT auf das Outcome.

Knechtli et al. (1998) untersuchten anhand PCR-Analyse von Antigenrezeptorgenen
und allelspezifische Sonden 64 Kinder (19 transplantiert in CR1, 39 in CR2, 2 > CR3)
im Median 23 Tage vor Transplantation auf MRD. Der MRD-Level wurde als
hochpositiv  eingestuft, wenn eine Bande auf dem Polyacrylamidgel nach
Elektrophorese (PAGE) zu sehen war und als niedrig positiv wenn die PAGE negativ
aber das Nachweisverfahren mittels radioaktiv gekennzeichneter Sonden positiv ausfiel.
Fiinf Kinder starben aufgrund transplantations-assoziierter Komplikationen und wurden
deshalb aus der Analyse ausgeschlossen. Das rezidivfeie Uberleben nach 5 Jahren
betrug 0% bei hoch positivem MRD-Befund (12 Rezidive bei 12 Patienten), 36% bei
niedrig positivem MRD-Befund (5 Rezidive bei 9 Patienten) und 73% bei negativer
MRD (8 Rezidive bei 38 Patienten).

Bader et al. (2002) benutzten dieselbe MRD-Methode um bei 41 Kindern (7
transplantiert in CR1, 29 in CR2, 5 > CR3) die MRD-Last vor allo-SZT zu analysieren.
Der Grofiteil der Kinder (28/41) erhielt ein nichtmanipuliertes Transplantat. Drei Kinder
starben an transplantationsassoziierten Komplikationen und wurden aus der Analyse

ausgeschlossen. Das 5-Jahres-Uberleben der high-level MRD-positiven Kinder betrug
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23% (11 Rezidive bei 15 Patienten), das der low-level MRD-positiven Kinder 48% (5
Rezidive bei 10 Patienten) und das der MRD-negativen 78% (zwei Rezidive bei 13
Patienten).

In einer holldndischen Studie von van der Velden et al. (2001) wurden 17 Patienten (9
transplantiert in CR1, 8 in CR2) im Median 20 Tage vor Konditionierung mittels RQ-
PCR von Antigen-Rezeptor Rearrangements auf MRD untersucht. Es wurden zum Teil
T-Zell-depletierte und zum Teil nicht T-Zell-depletierte Transplantate verwendet. ElIf
Patienten waren MRD-negativ (< 10*) und sechs waren MRD-positiv. Das ereignisfreie
Uberleben der MRD-negativen Gruppe betrug 80%, das der MRD-positiven Gruppe
33%. Die zwei Uberlebenden der MRD-positiven Gruppe hatten MRD Levels < 5x10™.

In der Studie von Uzunel et al. (2001) wurde MRD bei 30 Patienten vor allo-SZT
ebenfalls anhand RQ-PCR von Genrearrangements analysiert. Filinfzehn Patienten
hatten high-level MRD (107 bis 107), 10 low-level MRD (< 107) und fiinf waren
MRD-negativ. Bei den MRD-negativen Patienten erlitten 0% (0/5) ein Rezidiv,
wiahrend 52% (13/25) der MRD-positiven Patienten ein Rezidiv erlitten. Unter den
MRD-positiven Patienten erlitten nur zwei der elf Patienten mit akuter oder chronischer
GVHD ein Rezidiv.

Jede dieser Studien zeigt, dass die MRD-Last vor allo-SZT ein unabhéngiger
prognostischer Faktor fiir das Vorhersagen eines Rezidives ist. Das Uberleben der
MRD-negativen Patienten ist konstant gut, wihrend es fast nutzlos erscheint, Kinder mit
high-level MRD zu transplantieren.”®

Nur wenige der Kinder mit high-level MRD vor Transplantation konnen geheilt werden.
In unserer Studie blieben dennoch sieben von 32 Patienten mit high-level MRD in
kompletter Remission. Vier von ihnen entwickelten eine akute GvHD Grad 1 und ein
Patient erhielt eine priaventive Immuntherapie (Donorlymphozyteninfusion) aufgrund
eines ansteigenden gemischten Chimarismus im Peripherblut.

Ein Erklirungsversuch fiir das Uberleben dieser Kinder kénnte sein, dass die GVHD und
die Immuntherapie durch ihren Antitumoreffekt einen gewissen Schutz gegen Rezidive
darstellen.' %6010

Um die Frage nach der Grenzkonzentration zu kldren, die fiir das Auftreten eines
Rezidives pridiktiv sein konnte, wurde die Gruppe ,,low-level MRD* weiter unterteilt.

Patienten mit einer MRD-Last < 10™ und Patienten mit einer MRD-Last von < 10~ und
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>10" haben mit 45 bzw. 43% signifikant unterschiedliche, jedoch #hnliche
Uberlebensraten. Ab Erreichen einer MRD-Last von 10 sinkt das EFS auf 16% ab.
Hier stellt sich die Frage, ob das Durchfiihren einer SZT bei einer MRD-Last > 10™ zum

Erhalt einer kompletten Remission tiberhaupt sinnvoll ist.

6.2.2 Peripherblut

Bei vier Patienten war die MRD-Last im Peripherblut vor Transplantation < 10™, 19
Patienten hatten einen negativen MRD-Befund im Peripherblut. Da alle diese Patienten
eine non-T-ALL haben, konnten sie aufgrund der oben genannten Kriterien keiner
MRD-Gruppe klar zugeordnet werden. Die Patienten mit einem negativen MRD-
Befund scheinen zwar mit einer 3-Jahres-Uberlebensrate von 48% eine bessere
Prognose zu haben als diejenigen mit einem positiven MRD-Befund im Peripherblut
(pEFS = 0%), dieses Ergebnis ist jedoch nicht signifikant.

Ergebnisse einer Studie von Coustan-Smith et al. (2002) bestétigen diesen Trend. Hier
wurden 718 Paare von Knochenmark- und Peripherblutproben vom jeweils gleichen
Zeitpunkt auf MRD untersucht und verglichen.”® Es zeigte sich, dass bei einer T-ALL
Knochenmark durch Peripherblut ersetzt werden kann, da hier die Ergebnisse komplett
iibereinstimmten. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass bei einer B-Linien-ALL ein
positiver MRD-Befund im Peripherblut mit einem sehr hohen Rezidivrisiko assoziiert
ist.

Nur 37 von 104 positiven Knochenmarkproben hatten jedoch eine entsprechende
positive  Peripherblutprobe. Folglich kann aufgrund einer MRD-negativen
Peripherblutprobe bei einer non-T-ALL keine prognostische Aussage iiber das

Rezidivrisiko gemacht werden.

6.3 Andere prognostische Faktoren

AuBer der MRD-Last vor allo-SZT wurden noch andere krankheits- und

therapieassoziierte Faktoren untersucht, die auf das ereignisfreie Uberleben EinfluB
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nehmen konnten. Zunédchst wurden diese Faktoren unabhingig voneinander, dann in
einer multivariaten Analyse betrachtet.

Der Immunphénotyp der ALL hat einen signifikanten EinfluB auf das EFS der
Patienten. Nach unseren Daten hat die T-ALL mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit
von 74% im Vergleich zu der common-ALL (41%) und der pre-B-ALL (26%) die beste
Prognose. Dies steht auf den ersten Blick im Gegensatz zu der Tatsache, dass Kinder
mit Rezidiv einer T-ALL ein signifikant schlechteres EFS als Kinder mit einer B-
Vorldufer ALL haben.’' Ungefihr 12% der Kinder mit neu diagnostizierter ALL haben
einen T-Phénotyp. Dieser Immunphénotyp ist oft mit folgenden klinischen Merkmalen
assoziiert: minnliches Geschlecht, hoheres Alter, Leukozytose und mediastinale
Tumoren. Die T-Zell-Leukdmie zdhlt somit zu den Hochrisiko-ALLs, hat jedoch bei
einer intensiven Therapie ein dhnliches Outcome wie die B-Vorldufer ALL.**!"?

In vorliegender Studie wurden 12 von 17 T-ALL Patienten aufgrund von
Hochrisikofaktoren bereits in CR1 transplantiert. 10 dieser 12 Patienten befanden sich
am Ende des Beobachtungszeitraumes in kompletter klinischer Remission. Von den
restlichen fiinf Patienten waren zwei vor allo-SZT MRD-negativ, auch diese beiden
befinden sich in kompletter Remission.

Auch HLA-Kompatibilitit und Verwandtschaft zwischen Spender und Empfinger
haben signifikanten EinfluB auf das EFS der Patienten. Die beste Prognose haben
Empfanger eines HLA-identischen Transplantats, wobei Transplantationen von einem
Familienspender prognostisch giinstiger sind als Transplantationen eines unverwandten
Spenders. Empfanger eines Transplantates mit einem HLA-Mismatch haben eine
schlechtere Prognose, wobei nach unseren Daten eine Transplantation von einem
unverwandten Spender signifikant besser ist als die eines verwandten Spenders (p =
0,005).

Es besteht also die Moglichkeit, bei Fehlen eines HLA-identischen Familienspenders
auf einen identischen unverwandten Spender zuriickzugreifen. Dies bestitigt auch die
Studie von Gustafsson et al. (2000). Hier gleicht das Uberleben von Patienten, die ein
Transplantat eines identischen nichtverwandten Spenders (MUD) erhalten dem der
Patienten, die ein Transplantat eines identischen verwandten Spenders (MSD) erhalten,
obwohl das Risiko der Entwicklung einer GVHD bei einer MUD-Transplantation leicht

erhoht ist.®” Es ist heute zunehmend maéglich, allogene Stammzelltransplantationen auch
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dann durchzufiihren, wenn nicht alle HLA-Merkmale iibereinstimmen.*' Bei schweren
Krankheitsverldufen ist eine schnelle Transplantation eines nur teilweise passenden
Spenders oft einer verlingerten Suche nach einem HLA-identischen Spender
vorzuzichen.'”

So besteht gemdll dem Therapieprotokoll ALL-REZ BFM 2002 fiir Patienten der
Strategiegruppen S3 und S4 , fiir die nach 2-3 Monaten noch kein passender Spender
gefunden wurde, die Moglichkeit, eine Transplantation von einem unverwandten HLA-
Mismatched-Spender oder von einem haploidenten Elternteil durchzufiihren.

Auch die Art der Konditionierung hat einen entscheidenden EinfluB auf das Uberleben.
Dabei ist das Uberleben der Patienten, die eine Konditionierung bestehend aus
Cyclophosphamid plus Ganzkorperbestrahlung erhalten signifikant besser als das der
Patienten, die Busulfan plus Cyclophosphamid als Konditionierung erhalten (p <.001).
Dies entspricht den Ergebnissen verschiedener Studien, die trotz hdufiger schwerer
Spitfolgen einer Ganzkdrperbestrahlung ein besseres Uberleben und eine geringere
transplantationsassoziierte Mortalitdt nach Konditionierung mit Ganzkdrperbestrahlung

31,40
fanden.” >

Das Durchfithren einer multivariaten Analyse dieser verschiedenen
Parameter im Hinblick auf das ereignisfreie Uberleben zeigt, dass die Art des Spenders
(p < .05) und der MRD-Level vor allo-SZT (p < .005) von den anderen EinflugroBen
unabhingige Faktoren sind. Dabei ist der Einflul des MRD-Levels vor allo-SZT auf das

EFS mit einem p-Wert von < .005 hochsignifikant.
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6.4 Ereignisfreies Uberleben der in > CR2 transplantierten Patienten

6.4.1 MRD als prognostischer Faktor-Vergleich CR1 mit CR2/CR3

Von den insgesamt 108 Patienten, die untersucht wurden, wurden 53 in zweiter (CR2)
und 20 Patienten in dritter kompletter Remission (CR3) transplantiert. Eine Studie von
Woolfrey et al. (2002) zeigt, dass das leukiimiefreie Uberleben von Patienten, die in
CRI1 transplantiert werden, signifikant besser ist als das der in > CR2 transplantierten.'*
Auch in unserer Studie zeigt sich ein Trend in diese Richtung, jedoch kein signifikanter
Unterschied. Betrachtet man das EFS der Patienten nach Transplantation in zweiter oder
dritter kompletter Remission, zeigt sich fiir die MRD-negativen eine gute Prognose mit
einer Uberlebensrate von 74%. Vergleicht man aber die ,,Jlow-level MRD* Gruppe der
in CR1 transplantierten Patienten mit der ,low-level MRD“Gruppe der in CR2/CR3
transplantierten, fillt auf dass sich hier das Uberleben erheblich unterscheidet. Eine
MRD-Last < 107 vor allo-SZT in CR2/3 hat mit einem pEFS von 0,29 eine ungiinstige
Prognose. Ein Fishers-t-Test zeigt zudem, dass erst ab einer MRD-Last < 107 die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Rezidivs auf 50% absinkt.

Nach unseren Daten wire eine allo-SZT fiir Patienten in > CR2 nur dann sinnvoll, wenn

sie vor Transplantation eine MRD-Last < 10™* haben.

6.4.2 Bedeutung der MRD-Last vor allo-SZT fiir das Uberleben der
Strategiegruppen S2-S4

Die Strategiegruppen S1-S4 wurden aus den bekannten prognostischen Faktoren
Zeitpunkt, Ort und Immunphénotyp des Rezidivs entwickelt. Sie ermdglichen eine sehr
deutliche Diskriminierung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten. Die groBte und
heterogenste Gruppe S2 zeichnet sich durch eine intermedidre Prognose nach
Chemotherapie aus. Ein Ziel der Therapieoptimierungsstudie ALL-REZ-BFM 2002 ist
die Priifung einer Stratifizierung in einen Zweig mit obligater allo-SZT bei positivem

MRD-Befund (MRD > 10) nach dem zweiten Therapieelement und Weiterfithrung der
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Polychemo- und Dauertherapie bei negativem MRD-Befund. Hiermit soll eine Klidrung
der SZT-Indikation fiir die intermedidre Gruppe S2 erreicht werden.

In unserer Studie besteht innerhalb der Strategiegruppe S2 kein signifikanter
Unterschied zwischen den MRD-Gruppen.

Die schlechteste Prognose haben Patienten der Gruppen S3 und S4. Sie haben gemél
der ALL-REZ BFM Studien 83-90 ein EFS unter 5% nach alleiniger Chemotherapie,
deshalb wurde hier eine obligatorische SZT eingefiihrt.

In vorliegender Studie besteht fiir Patienten, die den Hochrisikogruppen S3 und S4
angehdren, ein signifikanter Unterschied zwischen den MRD-Gruppen in Bezug auf das
Uberleben. Trotz ungiinstiger Faktoren wie frithen oder sehr friihen kombinierten oder
isolierten Knochenmarkrezidiven sowie Knochenmarkrezidiven einer T-ALL haben die
Patienten der Gruppen S3/S4 bei MRD-negativem Befund vor allo-SZT eine giinstige
Prognose. Dies wiirde eine Reintensivierung der Therapie bei S3/S4 Patienten mit
positivem MRD-Befund vor allo-SZT rechtfertigen.

Dasselbe gilt fiir Patienten mit sehr frithen und frithen Rezidiven unabhingig davon, ob
sie der Strategiegruppe S2, S3 oder S4 angehoren. Auch hier haben die MRD-negativen
Patienten @ mit einem EFS  von  75%  eine  signifikant  bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach allo-SZT als die MRD-positiven Patienten (p =
0,013)
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7 Zusammenfassung

Die allo-SZT ist ein wesentliches Therapieelement in der Behandlung von Kindern mit
ALL. Viele Kinder rezidivieren jedoch nach allo-SZT. Die Menge residueller
Leukdmieblasten (MRD) vor allo-SZT konnte einen entscheidenden prognostischen
Parameter fiir diese Kinder darstellen. Wir haben retrospektiv den Zusammenhang
zwischen der aus einer Knochenmark- oder Peripherblutprobe vor allo-SZT ermittelten
MRD-Last und dem ereignisfreien Uberleben nach SZT bei Kindern mit ALL
untersucht.

108 Patienten, bei denen sowohl mindestens ein molekularer Marker gefunden wurde
und auBlerdem geniigend Untersuchungsmaterial vorhanden war, konnten in die Studie
eingeschlossen werden. Bei 85 Patienten wurde der MRD-Befund aus dem
Knochenmark erhoben, bei 23 Patienten aus dem Peripherblut. Im Median wurde MRD
15 Tage vor allo-SZT quantifiziert. Alle Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der
Transplantation in kompletter Remission: 35 in CR1, 53 in CR2 und 20 in CR3.

MRD wurde mittels real-time PCR bestimmt, wobei T-Zell-Rezeptor- und
Immunglobulingenrearrangements als molekulare Marker dienten. Die Sensitivitit lag
bei 101 Patienten bei 10'4, d.h. eine leukdmische Zelle konnte unter 10 000 normalen
Zellen erkannt werden.

Aufgrund des MRD-Befundes wurden die Patienten in die Gruppen MRD high-level
(MRD > 10%), MRD low-level (MRD < 107°) und MRD-negativ eingeteilt. Von den 85
Patienten, bei denen MRD im Knochenmark bestimmt werden konnte, waren 33
Patienten MRD-negativ, 20 low-level positiv und 32 high-level positiv. Die 3-Jahres-
Uberlebensraten fiir diese Gruppen waren 79% (negativ), 44% (low-level) und 16%
(high-level) (p < .0001). Eine multivariate Analyse bestdtigt die Signifikanz des MRD-
Status als unabhingigen prognostischen Faktor gegeniiber den anderen prognostischen
Faktoren Geschlecht und Remissionsstatus des Empfangers, HLA-Identitdt und
Verwandtschaft des Spenders, Herkunft der Stammzelle, T-Zell-Depletion und Art der
Konditionierung (p < .005).

Es besteht ein starker Zusammenhang zwischen MRD-Level vor allo-SZT und Outcome
nach allo-SZT. Es konnen so zum einen die Patienten identifiziert werden, die trotz

schlechter =~ Prognose aufgrund Hochrisikofaktoren wie Zugehorigkeit zur
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Strategiegruppe S3/4 oder sehr frithen und friihen Rezidiven von einer allo-SZT
besonders profitieren.

Zum anderen werden die Patienten identifiziert, die ein hohes Risiko haben , nach allo-
SZT zu rezidivieren. Es stellt sich die Frage, ob eine Transplantation bei einem MRD-
Level > 107 iiberhaupt sinnvoll ist. Hier werden neue therapeutische Strategien wie
zusétzliche zytoreduktive Therapie vor allo-SZT oder priventive Immuntherapie nach
allo-SZT diskutiert. Die Beobachtung, dass auch Kinder mit high-level MRD eine lang
anhaltende Remission erreichen konnen spricht fiir einen GvL-Effekt, der entweder
durch akute GVHD oder Immuntherapie erzielt werden kann.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die quantitative MRD-Detektion mittels RQ-PCR
einen starken unabhéngigen prognostischen Faktor liefert, der es erlaubt, die Hohe des
Rezidivrisikos nach allo-SZT zu erkennen. Es scheint daher angebracht, grofl angelegte
prospektive Studien durchzufiihren, die zum einen eine Statifizierung gemil MRD-
Level vor allo-SZT beinhalten und zum anderen fiir Patienten in bestimmten MRD-
Gruppen Therapiemodifikationen vorsehen. Ziel ist es, anhand solcher Studien zu
bestitigen, dass aufgrund des MRD-Levels vor allo-SZT wichtige therapeutische

Entscheidungen getroffen werden konnen.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

ALL akute lymphatische Leukdmie
aGVH akute Graft-versus-Host Reaktion
allo-SZT allogene-Stammzelltransplantation
APS Ammoniumpersulfat

AR autologe Rekonstitution

ASO allelspezifisches Oligonukleotid
ATG Antithymozytenglobulin

BFM Berlin Frankfurt Miinster

bp Basenpaare

Bus Busulfan

CcC vollstindiger Chimérismus

CCR complete clinical remission

CDR3 third complementary region

CMV Cytomegalievirus

CR komplette Remission

CRI1 erste komplette Remission

CR2 zweite komplette Remission

CR3 dritte komplette Remission

CSA Cyclosporin A

CSAab vorzeitiges Absetzen von Cyclosporin A
Ct Cycle threshold

Cyc Cyclophosphamid

Dd D (diversity) Segment der Deltakette des TZR
ddNTP Didesoxynucleotide

DLA dog-leukocyte-antigen

DLI Donor Lymphocyten Infusion
DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotide

dUTP Desoxyuridin-Triphosphat

EBMT European Group for Blood and Marrow Transplantation
EFS ereignisfreies Uberleben

Eto Etoposid

EtOH Ethanol

F-Primer Forward-Primer
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Flu Fludarabin

FR3 A third framework region

G-CSF granulocyte-colony-stimulating-factor
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GVHchron chronische Graft-versus-Host Reaktion
GvHD Graft versus Host-Erkrankung

GvL Graft-versus-Leukdmie

HLA humanes Leukozyten-Antigen

HR high-risk

IgH schwere Kette der Immunglobuline

IGK kappa Leichtkette

IgL leichte Kette der Immunglobuline

in-MC zunehmender gemischter Chiméarismus

IT Immuntherapie

Jd J (joining) Segment der Deltakette des TZR
Jg J (joining) Segment der Gammakette des TZR
JH J (joining) Segment der schweren Kette
kde kappa-deleting-element

KI Konfidenzintervall

KM Knochenmark

MC gemischter Chimérismus

MDS myelodysplastisches Syndrom

MMFD mismatched family donor

MNC mononukledre Zellen

MRD minimale Resterkrankung

mRNA messenger-RNA

MSD matched sibling donor

MTX Methotrexat

MUD matched unrelated donor

NaAc Natriumacetat

NS Nabelschnurblut

NTC no template control

OKT 3 Anti-CD3-Antikorper

PB Peripherblut

PBS phosphat buffered saline (Phosphatpufter)
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

pEFS Wabhrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens
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Phin

PPR
pre-B-ALL
Pred
R-Primer

RAG

rlps
RNA
RNA
RQ-PCR
RSS
SZT
TBE
TBI
Tdepl
TdT
Temed
Thio
TRM
TZR
UNG
UPN
Vd

Vg
VH
Vk
VNTR
VOD
ZNS

Phénotyp

prednisone poor response
prakursor-B-Zell ALL
Prednisolon

Reverse-Primer

recombinase activating genes
Rezidiv

Rezidiv

Ribonukleinséure
normalisierter Reporter
real-time quantitative PCR
Recombinations Signal Sequenz
Stammezelltransplantation
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Ganzkdrperbestrahlung
T-Zell-Depletion
Terminaldesoxynucleotidyltransferase
Tetramethyl-ethylenediamin
Thiotepa
transplantationsassoziierte Mortalitét
T-Zell Rezeptor
Uracil-N-Glycosylase

Patientennummer

V (variables) Segment der Deltakette des TZR

V (variables) Segment der Gammakette des TZR

variabler Anteil der schweren Kette

V (variabler) Anteil der leichten Kappakette

variable number of tandem repeats
veno-occlusive disease

zentrales Nervensystem
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