Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik 11

Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. Michael von Bergwelt

Molekulares Monitoring der minimalen Resterkrankung mittels quantitativer
Real-Time-PCR bei Patienten mit akuter myeloischer Leuk&mie nach

allogener Stammzelltransplantation

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Christina Zeber
aus Radolfzell
2019



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der

Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Karsten Spiekermann

Mitberichterstatter: Prof. Dr. Michael Albert
Prof. Dr. Christoph Walz

Prof. Dr. Daniel Teupser

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Dr. Max Hubmann
Dekan: Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel
Tag der mindlichen Prufung: 17.10.2019



Inhalt

R Y101 1= 1 (1 o U 6
1.1  Definition und Beschreibung der akuten myeloischen Leukamie........................... 6
1.2  Pathogenese, Epidemiologie und Klinik der akuten myeloischen Leukamie.......... 6
1.3  Molekular- und zytogenetische Marker als Risikofaktoren..............cccooooeviviiiiinnnnnn. 8

13.1 NUCIEOPNOSIMIN L ..o 10
1.3.2 FLT3-Interne Tandem DUpliKation..............ccooovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 10
1.3.3 FLT3-Tyrosin-Kinase-DOMAENE ... 11
1.34 CBFB-MYH11- und RUNX1-RUNXI1T1 - FUSIONSQENE ......cceovvviviieeeeeeeeeenns 11
135 Partielle Tandemduplikation im Mixed Lineage Leukemia — Gen ................. 11
1.3.6 DEK-CAN - FUSIONSGEN ...ttt e et e e e e e e anaaaa s 12
1.3.7 CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha)............cccooooeiiiviiiiiiennneenn. 12
1.3.8 MDS-EVI1 (MDS-ecotropic viral integration site-1)............cccceeeeiieeenriieininnnnnn. 12
1.4  Diagnostik und Therapie der akuten myeloischen Leukamie...............cc.cccevvvnnenn. 13

1.5 Die allogene Stammzelltransplantation als Baustein in der Therapie der AML .... 14

151

15.2

153

154

155

1.5.6

INAIKALIONSSIEIIUNG ... e 14
Auswahl von Stammzellspender und Stammzellquelle ...............ccooovvnnnnnnnnn. 15
Konditionierungstherapie ... 16

Begleitende TherapiemalRnahmen wahrend der Stammzelltransplantation.. 18
Komplikationen nach der Stammzelltransplantation...............cccccccvvvivinnnnnn. 18

Immuntherapie nach allogener Stammzelltransplantation .................ccc....... 23

1.6 Monitoring der minimalen Resterkrankung nach allogener Stammzell-

LU= T L] o] =T g1 =1 (o o SRR 23
2 ZIEISEIZUNG ..o, 25
3 Material und Methoden ... 27

3.1 Pati@NIENKOIEKLIV ...ttt enebeeseeneennes 27

3.2  Datenerhebung und Zeitpunkte der MRD-MeSSUNG .........ccevvimiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 29

3.3 LabOrmMEtNOUEN.......eeeeeeeeee e 30



3.3.1 Quantitative Real-TImMe-PCR ........c.ociiii e 30
3.3.2  ChimariSmuUSANAIYSEN.......coooiiiiieeeee e 35

3.3.3 Schwellenwerte zur Interpretation der MRD-Werte der verschiedenen RT-
PCRs 35

3.4  Statistische Tests und klinische Endpunkte.................eeuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie. 36
341 UberlebenszeitanalySeNn...........cccvciuiiieiieiiecie e 36
3.4.2 Berechnung der kumulativen Rezidivinzidenz ............ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiinnnn, 37
3.4.3  Statistische Auswertungen im weiteren Krankheitsverlauf........................... 38
3.4.4  Endpunkt Gesamtuberleben ..., 38
3.45 Endpunkt Rezidiv-freies Uberleben............cooovveiveecie i, 38
3.4.6 ENdPUNKE REZIAIV .......coeiiiiiiii e 39
EFQEDNISSE ... e 40

4.1  PatientencharakteriStiK............oiiiiiiiiiiiiiii e 40

4.2 UbDerlebenSzeitanalySEN . .........ccuiiiueeieeeceeeeetee et et e et ee et e e 42

4.2.1 Einflisse von Baseline-Parametern auf das OS, RFS, das Auftreten eines
RezZIdIVS UNA i€ CIR....oeeieeceee et e e e e e e e e e 43

4.2.2 Einfliisse von peritherapeutischen Parametern und Risikofaktoren an Tag +30

nach Stammzelltransplantation ...............ouuiiiiiii e 55

4.2.3 Einflisse von peritherapeutischen Parametern und Risikofaktoren an Tag

+100 nach Stammzelltransplantation ................oooiiiiiiiie e 57

4.2.4  Einflisse von Parametern und Risikofaktoren im Verlauf ab Tag +100 nach

allogener Stammzelltransplantation ..o e e 68
4.2.4.3 Analysen zur MRD im weiteren Verlauf nach allogener .........ccccoevevenenieieeenne.
StammzelltranSPlantation ...........oooeiiiiiiee e e e aaaee 68
4.3 SUDGIUPPENANGIYSE ...ttt 70
431 Patienten in kompletter Remission zum Zeitpunkt der Transplantation ........ 70
4.3.2 Patienten ohne Remission zum Zeitpunkt der Transplantation..................... 71
DISKUSSION ...ttt 79
5.1 FAIZANI ... e 79



5.2 MRD-Messungen als PrognoSeparameter ...........ccceeeieeeeeieeviiiiieiieeeeeeeviiiieneeeeeeas 80

5.3  Chim&riSMUSANEAIYSEN......euiiiiiiiiiieiiititeeieeeeeieeeeee e eeesees s eesseeseebeeennnnesnenrennes 82
5.4 ThrombOzytENANZANI ..........uiiiiiiiiiiiiiiee bbb eneenne 84
5.5  Zeitpunkte der MRD-MESSUNQGEN ........uuuiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeieennieennensnneeseennnennnnennnnnenne 85
5.6  Prognoseeinschatzung nach ELN-Klassifikation und HCT-Cl..............ccceeenennnn. 85
5.7  Krankheitsstatus vor Stammzelltransplantation .................cccuvveimiiiiiiiiiiii, 87
5.8 HLA-STAIUS ..t ettt ettt e e et aaer e aaae 88
5.9  Spenderlymphozytengabe ..............ooeiiiiiiiiiiiiiii 89
6 ZUSAMMENTASSUNG . .ciiiieei i 91
7 LIEraturverZEICRNIS ........eiiiii it e e e e e 93
T B = 1] 7= Lo [ U] o TR UEPPPTPRTP 101
O LEDENSIAUT ... 102
10 ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ... ...ceiiiiee e e e e e e e 103
11 AbbilduNgsVErZeIChNIS ... 106
12 TabelleNVerZEICHNIS ........ciiii e 108
13 7Y o] o= 1o To P PPRROTR 110
13.1  PatientenCharakteriStiK. ..........c.uuuiiiiiieiei e 110
13.2 Erhebungsbogen HCT-Cl.........uoiiiiiiiecee et 115
14 Eidesstattliche VErsiCherung ... 117



1 Einleitung

1.1 Definition und Beschreibung der akuten myeloischen Leukdmie

Die akute myeloische Leuk&mie (AML) ist eine auf maligner Entartung der primitiven
hamatopoetischen Zellen beruhende Erkrankung. Von der Entartung sind tberwiegend die
hamatopoetischen Stammzellen betroffen. Man spricht von einer AML, wenn der Anteil der
unreifen Zellen, der sogenannten Blasten, im Knochenmark mehr als 20% der kernhaltigen
Zellen ausmacht. Haufig ist der Grund der Entartung eine oder mehrere genetische
Veranderungen der hamatopoetischen Stammzellen. Folglich proliferieren undifferenzierte
und pathologische myeloische Zellvorstufen zunéchst im Knochenmark und werden dann
ins periphere Blut ausgeschwemmt. Die Welt-Gesundheits-Organisation (WHO) klassifiziert
die unterschiedlichen Formen der AML nach zytogenetischen, molekulargenetischen,
immunphénotypischen und morphologischen Merkmalen, sowie klinischen Faktoren. [1]

1.2 Pathogenese, Epidemiologie und Klinik der akuten myeloischen Leukamie

Nach heutigem Wissensstand geht man von einem mehrstufigen Prozess in der
Entwicklung einer gesunden myeloischen Vorlauferzelle zu einer pathologischen
Tumorzelle aus. Aul3erdem ist davon auszugehen, dass in mindestens zwei Signalwegen,
die fur die Differenzierung der myeloischen Vorlauferzellen entscheidend sind, eine
genetische Aberration vorliegen muss, damit eine leukédmische Tumorzelle entsteht. Dabei
betreffen die Mutationen zum einen haufig eine Rezeptortyrosinkinase oder deren
Signalmodulatoren (z.B. FLT3) und zum anderen bestimmte fir die AML spezifische
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. RUNX1-RUNX1T1 oder CBFB-MYH11. Die Mutation im
Rezeptortyrosinkinaseweg scheint dabei die Zellproliferation zu férdern und die

Mutationen, die den Zellkern betreffen, verhindern offenbar die Zelldifferenzierung. [2, 3]

Inwieweit Umwelteinfliisse zu den genannten genetischen Veranderungen flhren, ist nicht
im Detail bekannt. Man weil3 jedoch, dass bestimmte Faktoren in der Pathogenese der
AML eine Rolle spielen. So konnte beispielsweise aufgezeigt werden, dass folgende

Faktoren ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung einer AML darstellen:

¢ ionisierende Strahlen
¢ chemische Substanzen wie Benzol und andere fliichtige Kohlenwasserstoffe

e Zytostatika, z.B. Alkylantien (h&ufig bei der therapie-assoziierten AML)

Eine AML kann sich zudem auch aus einem Myelodysplastischen Syndrom (MDS), einer

aplastischen Anamie oder einer myeloproliferativen Erkrankung, wie beispielsweise der
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Osteomyelofibrose oder der Polycythamia vera, entwickeln. Diese Form der AML wird dann

auch sekundare AML genannt. [4]

Die AML wird nach der FAB (French-American-British-Group) - Klassifikation
morphologisch und zytochemisch in verschiedene Subtypen eingeteilt (Tabelle 1).

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML nach morphologischen Kriterien

Klassifikation Subtyp Haufigkeit | Zytochemie: Zytochemie:
_ (nach n Peroxidase | Unspezifische
Differenzierungsrichtung % Esterase

und Reifegrad)

MO Minimal differenzierte AML 5 - -

M1 Myeloblastische AML ohne 15 + _
Ausreifung

M2 Myeloblastische AML mit o5 + _
Ausreifung

M3 Akute Promyelozyten- + _
Leukdmie (APL) 10

M3V Variante mikrogranulére + _
APL

M4 Akute myelomonozytéare
Leukamie 25 + +

M4Eo Akute Myelomonozytare L. + +
mit Eosinophilie

M5 Akute monozytéare
Leukamie

10 - +

a) undifferenziert
b) differenziert

M6 Akute Erythroleukamie 5 - -
M7 Akutg m_egakaryozytare 5 _ _
Leuké&mie

Modifiziert nach [4] und [5]

Mit 80 — 90 % macht die AML den grofdten Anteil der akuten Leukamien im
Erwachsenenalter aus. Nach aktuellen Erkenntnissen liegt die Inzidenz der Erkrankung bei
3,7 / 100 000 Mannern und Frauen pro Jahr. Bei Diagnosestellung einer Leukamie betragt
das mediane Alter 66 Jahre. [6]

Das Klinische Erscheinungsbild der AML ist vielseitig und unterschiedlich ausgepragt. Der
Patient wird hauptsachlich durch die Symptome der Knochenmarkinsuffizienz auf seine
Krankheit aufmerksam. Die Unterdrickung der Reifung der drei Zellreihen (Erythropoese,
Leukopoese und Thrombopoese) durch die ungehemmte Proliferation des leukamischen
Klons im Knochenmark &uRRert sich vor allem durch Anamie und somit durch Mudigkeit und
Schwéche, Infektanfalligkeit und Blutungsneigung bei Bagatelltraumata. Bei vielen

Patienten findet man durch die Ausschwemmung der unreifen Blasten ins periphere Blut



eine erhebliche Leukozytose. Es kann auch zu einer B-Symptomatik (Fieber,
Nachtschweil® und nicht beabsichtigtem 10%-igen Gewichtsverlust innerhalb der letzten
sechs Monate) oder Knochenschmerzen durch die Tumorinfiltration im Knochenmark
kommen. Bei fortschreitender Infiltration der Leukamiezellen in das zentrale Nervensystem

kommt es in einigen Fallen zu Kopfschmerzen und/oder Hirnnervenlahmungen. [5]

1.3 Molekular- und zytogenetische Marker als Risikofaktoren

In der Diagnostik der AML werden immer mehr zytogenetische und molekulargenetische
Aberrationen entdeckt, die physiologische Mechanismen der Proliferation, DNA-Reparatur
und Differenzierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen verédndern. So
bekommt man durch die Fortschritte in der Genomtechnik und das ,next generation
sequencing” einen immer gréfReren Einblick in die Komplexitdt und Heterogenitat der
Erkrankung. Bei Diagnosestellung einer AML werden molekular- und zytogenetische
Untersuchungen durchgefihrt, um das Risiko-Profil eines jeden Patienten, ein Rezidiv zu
erleiden, zu erfassen. Diese Untersuchungen haben sowohl fir die Therapie als auch fir
die Prognose grof3e Bedeutung. So kénnen beispielsweise bei Patienten mit einer FLT3—
Mutation gezielt Tyrosinkinaseinhibitoren zur Therapie eingesetzt werden. Die
Quantifizierung molekulargenetischer Marker kbnnen zudem entscheidende Hinweise auf
ein beginnendes Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation liefern. Diese
Aberrationen werden mittels der quantitativen Real-Time—Polymerasekettenreaktion (qRT-
PCR) und/oder der Multiparameterdurchfluss-Zytometrie quantifiziert. Uber 90% der AML-
Patienten kénnen auf Basis der zytogenetischen oder molekulargenetischen Kriterien
eingeteilt werden. Seit 2016 werden AML-Patienten auch durch die WHO anhand
genetischer Marker klassifiziert (Tabelle 2). [7, 8]



Tabelle 2: WHO-KIlassifikation der akuten myeloischen Leukamie, 2016

Akute Leukamie mit rekurrenten genetischen Veranderungen (Translokationen und Inversionen)

e AML mit t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1

e AML mitinv(16)(p13.19g22) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
e APL (Akute Promyelozyten Leukamie) mit PML-RARA

e  AML mit t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

e  AML mit t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

e AML mitinv(3)(g21.3926.2) oder t(3;3)(g21.3;q26.2); GATA2, MECOM
e AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
e  provisorische Entitat: AML mit BCR-ABL1

e  AML mit NPM1-Mutation

e  AML mit biallelischer Mutation von CEBPA

e  provisorische Entitat: AML mit mutierter RUNX1

Akute myeloische Leukamie mit Myelodysplasie-assoziierten Veranderungen
Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien

Akute myeloische Leukédmie ohne weitere Spezifizierung

e AML mit minimaler Differenzierung

e  AML ohne Austreifung

e  AML mit Ausreifung

e  Akute myelomonozytare Leukamie

e  Akute monoblastische / monozytére Leukamie
e Reine erythroide Leukamie

e  Akute megakaryoblastische Leukéamie

e Akute basophile Leukamie

e Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myeloides Sarkom

Myeloische Proliferation assoziiert mit dem Down-Syndrom

e Transiente abnormale Myelopoese
®  Myeloische Leuk@amie assoziiert mit dem Down-Syndrom

Blastische plasmazytoide dendritische Zellneoplasien

Akute Leuk@mie unklarer Linienzugehorigkeit

e  Akute undifferenzierte Leukamie

e  Akute Leukéamie, gemischter Phanotyp mit t(9;22)(q34.1;9q11.2); BCR-ABL1
e  Akute Leukamie, gemischter Phanotyp mit t(v;11923.3); KMT2A rearranged
®  Akute Leuk&mie, gemischter Phanotyp, B-myeloid, NOS

e  Akute Leukémie, gemischter Phanotyp, T-myeloid, NOS

Modifiziert nach [1] und [8]




1.3.1 Nucleophosmin 1

Nucleophosmin 1 (NPM1) ist ein nukleolares Phosphoprotein, was eine wichtige Rolle im
beim Transport von mRNA wahrend des Zellzyklus spielt. Durch Mutationen in seinem Gen
kommt es zu abnormen Positionen des Nucleophosmin-Proteins im Zytoplasma, sodass
seine Transportfunktion zum Zellkern eingeschrankt ist. Das Nucleophosmin-Protein hat
eine multifunktionale Rolle in der Zelle und fungiert unter anderem auch als Proto-Onkogen
aber auch als Tumor-Suppressor. Au3erdem spielt Nucleophosmin eine Schlusselrolle in
der ribosomalen Biogenese und ist somit maf3geblich an der Proteintranslatation beteiligt.
Hierdurch ist der Zusammenhang zwischen NPM-Expression und Zellproliferation zu
erklaren, denn es wurde gezeigt, dass im Knochenmark die NPM1-Expression wahrend
der Reifung von Pro-Erythroblasten zu Normoblasten stufenweise ansteigt. Bei Patienten
mit mutiertem NPM1-Protein und einer Leukdmie kann man sich so den positiven Effekt
dieser Mutation erklaren. Die Zellproliferation der pathologischen Leukamiezellen ist auf
Grund des nicht funktionierenden Nucleophosmin-Proteins gestort. Eine Mutation im
NPM1-Gen tritt ungefahr bei einem Drittel aller Patienten mit de-novo AML, d.h. mit einer
neu aufgetretenen primaren AML, und bei ca. 45-60% der AML-Patienten mit normalem
Karyotyp (NK) auf. Somit kommt diese Mutation bei Erwachsenen Patienten mit de-novo
NK-AML am haufigsten vor. Diese Mutation ist hdufig mit anderen molekulargenetischen
Veranderungen, wie der FLT3-ITD, der IDH1/2 oder der DNMT3A-Mutation
vergesellschaftet. Allgemein wurde beobachtet, dass Patienten mit einer isolierten NPM1-
Mutation eine bessere Prognose mit htheren Remissions- und langeren Uberlebensraten,
sowie einem reduzierten Rezidivrisiko haben. Mehrere Studien haben bis heute gezeigt,
dass die Quantifizierung der NPM1-Mutation bei den betroffenen Patienten als Monitoring
der minimalen Resterkrankung (MRD) geeignet ist und ein beginnendes Rezidiv anzeigen
kann. 95 % der Patienten mit einer NPM1-Mutation weisen einen von drei Mutationstypen
A, B oder D auf. Daher ist das Mutationsmuster sehr homogen und eignet sich gut als
Zielsequenz in der MRD-Diagnostik. [7, 9, 10, 11]

1.3.2 FLT3-Interne Tandem Duplikation

FLT3 bezeichnet eine Klasse-lll-Rezeptortyrosinkinase. Diese wird auf gesunden
hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle in der
Zelldifferenzierung und der Zellproliferation. Die interne Tandemduplikation (ITD) ist eine
molekulargenetische Aberration, die eine Domane des FLT3-Tyrosinkinaserezeptors
betrifft, die fur die Regulierung der Aktivierung des Tyrosinkinasekomplexes wichtig ist.
Diese Langenmutation fuhrt zu einer Aktivierung des Rezeptors, die wiederum die
Proliferation von Leukdmiezellen fordert. Studien haben gezeigt, dass Patienten mit einer

Mutation im FLT3-Rezeptor ein signifikant schlechteres Outcome im Vergleich zu Patienten
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ohne diese Mutation haben. Auferdem ist die Rezidivrate bei diesem Patientenkollektiv
erhoht. Die FLT3-ITD ist mit einer hohen Anzahl an Leukozyten und erhdhten LDH-Werten
bei Diagnosestellung assoziiert. Ca. 20-27% der AML-Patienten zwischen 18 und 60
Jahren und 30-50% der Patienten mit einer AML mit normalem Karyotyp sind von einer
FLT3-Mutation betroffen. [7]

1.3.3 FLT3-Tyrosin-Kinase-Doméne

Bei der FLT3-TKD-Punktmutation ist die Aktivierung der Tyrosinkinase im
Tyrosinkinasekomplex auf hdmatopoetischen Stammzellen gestdrt. Die Mutation tritt bei 6-

8% aller AML-Falle mit normalem Karyotyp auf und ist somit seltener als die FLT3-ITD.

Die FLT3-TKD ist haufig mit einer Mutation im NPM1 oder im CEBPA-Gen
vergesellschaftet. Patienten, bei denen das der Fall ist, haben eine bessere Prognose.
Wenn die FLT3-TKD zusammen mit der FLT-ITD oder der MLL-PTD auftritt, ist die
Prognose dieser Patienten schlechter. [12]

1.3.4 CBFB-MYH11- und RUNX1-RUNX1T1 - Fusionsgene

Diese beiden zytogenetischen Aberrationen betreffen jeweils den Core-Binding Faktor
(CBF), ein Transkriptionsfaktorkomplex, der eine wichtige Rolle in der Hamatopoese spielt.
Die balancierte Translokation t(16;16)(p13.1;9g22) und die Inversion inv(16)(p13.1;922)
fuhren zu einer Fusion des CBFB- und des MYH11l-Gens. Die Translokation
1(8;21)(g22;g22.1) ist ebenfalls balanciert und betrifft das RUNX1- und das RUNX1T1-Gen,
die durch die Mutation zum RUNX1-RUNX1T1-Fusionsgen (auch AML1-ETO)
verschmelzen. Diese Fusionsgene verhindern durch Stérung der Transkriptionsprozesse
die Ausdifferenzierung von gesunden hamatopoetischen Vorlaufer- und Stammzellen im
Knochenmark. Leukéamien, die diese zytogenetischen Aberrationen aufweisen, bezeichnet
man auch als Core-Binding-Faktor-Leukamien. Sie weisen im klinischen Verlauf und in der
Zytomorphologie typische Merkmale auf. Wenn beim Verdacht auf eine AML die oben
genannten Mutationen nachgewiesen werden, ist die Diagnose unabhangig von der
Blastenanzahl gesichert. Die Prognose fir eine akute Leukamie mit Nachweis eines
RUNX1-RUNX1T1-Fusionsgens oder eines CBFB-MYH11-Fusionsgens ist glnstig. Bei
Diagnosestellung sollte die Expression dieser Fusionsgene quantifiziert werden. Es konnte
nachgewiesen werden, dass eine solche Quantifizierung von prognostischer Relevanz
beziglich der Erkrankung ist. [13, 14]

1.3.5 Partielle Tandemduplikation im Mixed Lineage Leukemia — Gen

In 8% aller NK-AML Patienten kann eine partielle Tandemduplikation (PTD) im mixed

lineage leukemia-Gen (MLL) nachgewiesen werden. Dieses Gen liegt auf Chromosom

11923 und ist in einer Vielzahl maligner hamatologischer Erkrankungen geschédigt. Das
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MLL-Gen codiert fir ein Protoonkogen, das der DNA-Verpackung dient. Es spielt eine
wichtige Rolle in der Entwicklung und Pragung héamatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen wahrend der Embryogenese. In Tierexperimenten wurde bewiesen, dass
Zellen mit einem Defizit im MLL-Gen nicht in der Lage waren, sich zu reifen lymphatischen
und myeloischen Zellen weiterzuentwickeln. Studien haben gezeigt, dass Patienten mit
einer MLL-PTD-Mutation eine schlechte Prognose im Hinblick auf eine komplette
Remission und des Gesamtiberlebens haben. Detektiert wird die MLL-PTD mittels gRT-
PCR. Im Verlauf der Erkrankung dient sie als quantifizierbarer Marker fur die minimale
Resterkrankung. [15, 16]

1.3.6 DEK-CAN - Fusionsgen

Das DEK-CAN-Fusionsgen kommt durch eine Translokation zwischen den Chromosomen
6 und 9 zustande (t(6;9)) und ist somit eine zytogenetische Aberration. Das DEK-Gen
wurde friher auch als Protoonkogen bezeichnet und ist an der Umstrukturierung der DNA
wahrend des Zellzyklus beteiligt. Das CAN-Gen spielt eine wichtige Rolle beim nuklear-
zytoplasmatischen Transport. Myeloische Zellen, die das DEK-CAN-Fusionsgen
transkribieren, weisen eine erhohte allgemeine Proteinsynthese auf. Dieser Effekt ist nicht
auf eine fehlerhafte Transkription sondern eher auf eine erhdhte Translation zuriick zu
fuhren. Das DEK-CAN-Fusionstranskript ist mit einer Rate von 1% aller AML-Patienten
sehr selten. Die Prognose fur AML-Patienten mit dieser genetischen Aberration ist
schlecht. Die Uberlebensraten und Rezidiv-freien Intervalle sind sehr kurz. Dieses
Fusionsgen dient als MRD-Marker zur Krankheitsiiberwachung. Es wird mittels gRT-PCR
guantifiziert. [17, 18].

1.3.7 CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha)

Das CEBPA-Protein ist ein Transkriptionsfaktor, welcher die Expression von Genen
steuert, die fur die Differenzierung der hamatopoetischen Stammzellen wichtig sind. Bei
einem Funktionsverlust dieses Transkriptionsfaktors durch eine genetische Veranderung

wird die Differenzierung der Stammzellen blockiert.

1.3.8 MDS-EVI1 (MDS-ecotropic viral integration site-1)

EVI1 ist ein Protoonkogen, das durch eine Translokation t(3;3)(q21.3;926.2) bzw. Inversion

inv(3)(q21.3;926.2) Uberexprimiert wird. Dadurch kommt es zu Fehlern in der

Differenzierung der hamatopoetischen Stammzellen. Diese Mutation kommt in 8-10% der

AML-Falle bei Erwachsenen vor. Patienten, bei denen diese Mutation vorliegt, haben eine

schlechte Prognose. Die EVI1-Uberexpression kommt geh&uft bei Patienten vor, bei denen

auch ein genetisches Rearrangement des Mixed Lineage Leukemia-Gens vorliegt. [1, 19]
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1.4 Diagnostik und Therapie der akuten myeloischen Leuk&mie

Es gibt verschiedene Kriterien, die zur Diagnose einer AML herangezogen werden. Man
spricht dann von einer AML, wenn im Knochenmark oder im peripheren Blut ein
Blastenanteil von > 20% nachgewiesen wird. Bei Vorliegen der balancierten
Translokationen t(15;17), t(8;21), inv(16) oder t(16;16) oder einigen speziellen
Leukamieformen, kann man in Unabhangigkeit vom Blastenanteil im Knochenmark von
einer AML sprechen. Im Knochenmarkausstrich zeigt sich typischerweise eine erhéhte
Zelldichte. Es Uberwiegen die unreifen Blasten. Die Erythropoese und die Megakaryopoese
werden von den leuk&mischen Zellklonen verdrangt. Weitere Untersuchungen wie die
Zytochemie durch verschiedene Zellfarbungen, die Zytogenetik durch die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) oder die Polymerasekettenreaktion (PCR), sowie die
Immunphanotypisierung sind wegweisend fur die weitere Einteilung des Leukamie-
Subtyps. Die Klassifikation in die verschiedenen Leuk&mie-Subtypen wird zum einen durch
die Einteilung der FAB-Gruppe (French-American-British-Group), zum anderen durch die
aktuellen Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) vorgenommen (Tabellen 1 und
2). [4, 8]

Initial wird eine zytologische Untersuchung und eine Immunphanotypisierung durchgefihrt.
Eine immer groRere Rolle in der Diagnostik spielen die neu entdeckten molekular- und
zytogenetischen Aberrationen, die inzwischen von der WHO als Diagnosekriterien
berticksichtigt werden. Vor einer Therapieeinleitung wird neben zytomorphologischen und
zytochemischen Untersuchungen von Blut- und Knochenmarkausstrichen zunéchst ein
molekulares Screening durchgefihrt. Dieses sollte Untersuchungen auf die Fusionsgene
PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1 und CBFB-MYH11 sowie die Suche nach Mutationen in
den Genen NPM1, FLT3 und CEBPA beinhalten.

Das therapeutische Vorgehen bei der AML hat sich in den letzten Jahren wenig verandert.
Als Therapieziel gilt die komplette Remission, also die Normalisierung von Blutbild und
Knochenmark, das heil3t weniger als 5% blastare Zellen im Knochenmark, mehr als 1000
neutrophile Granulozyten/pl bzw. mehr als 100.000 Thrombozyten/ul im peripheren Blut
und fehlende extramedullare Manifestationen. Bei der Behandlung der Leukamie gibt es

mehrere Therapiestufen:

1) Induktionschemotherapie zur Verminderung der Zahl maligner Zellen
2) Konsolidierungschemotherapie und/oder allogene Stammzelltransplantation

3) ggf. Erhaltungstherapie

Als Induktionschemotherapie wird die Kombination aus einer 3-tdgigen Anthrazyklin-

Applikation und einer 7-tdgigen Cytarabin-Dauerinfusion als Therapiestandard angesehen.
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Wahrend der Standardkonsolidierungstherapie bekommt der Patient wiederholt (drei bis
vier Zyklen) hochdosiertes Cytarabin. Alternativ bzw. zusatzlich kann eine allogene
Stammzelltransplantation durchgefuhrt werden. Mit den dargestellten Standardtherapien
konnen 40-45% der 18-60-jahrigen geheilt werden. Bei den Patienten, die alter als 60
Jahre sind, sinkt diese Rate auf 15-20%. [5, 8, 20]

Zurzeit werden neue Therapieanséatze entwickelt. Diese beinhalten:

¢ die medikamentbése Hemmung von mutierten oder in ihrer Expression deregulierten
molekularen Zielstrukturen,

e die Hemmung aktivierter Signalwege oder Proteine, die den Zellzyklus
beeinflussen,

¢ die Verwendung von myelopoeseassoziierten Antikdrpern.

Das molekulare Screening wird mit dem Ziel einer mdoglichen Differenzierung und

Anpassung der Therapie durchgefiihrt. [8]

1.5 Die allogene Stammzelltransplantation als Baustein in der Therapie der AML

1.5.1 Indikationsstellung

Die allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) stellt fir eine Vielzahl von
Patienten mit AML die einzige kurative Therapieoption dar. Die Indikation zur HSCT wird
nach dem Krankheitsverlauf sowie der individuellen Risikostratifizierung gestellt.
Entscheidend sind dabei folgende Kriterien:  Zytomorphologie, Zytogenetik,
Molekulargenetik, Immunphéanotypisierung, Ansprechen auf Chemotherapie,
Spenderverfigbarkeit, Alter, Allgemeinzustand und Komorbiditat. Im Jahr 2010 wurde eine
neuere Einteilung, das European LeukemiaNet (ELN) Standardized Reporting System,
entwickelt, welche die verschiedenen molekular- und zytogenetischen Aberrationen mit
dem zu erwartenden Therapieergebnis (Uberlebensraten und Remissionszeiten bei
konventioneller Chemotherapie) korreliert. Das nun bisher geltende ELN System von 2010
teilte Patienten mit AML unter Einbezug molekularer Aberrationen in vier Risikogruppen
ein. Diese Einteilung stellt eine Hilfestellung bei der Indikationsstellung zur allogenen
Stammezelltransplantation dar. Diese bisher geltenden Empfehlungen des European
LeukemiaNet wurden 2017 neu Uberarbeitet und dem neuesten Wissensstand angepasst.
Nach dem ELN-Reporting System von 2017 werden die Patienten nun in drei

Risikogruppen eingeteilt: favorable, intermediate, adverse (Tabelle 3). [14, 21]
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Tabelle 3: Standardisiertes Bewertungssystem des European LeukemiaNet 2017
(ELN) nach Korrelation von Zyto- und Molekulargenetik und klinischen Daten von
AML-Patienten

Genetische Gruppe Einteilung

o 1(8;21)(q22;g22.1); RUNX1-RUNX1T1

e inv(16)(p13.1922) oder t(16;16)(p13.1;922); CBFB-
MYH11

e NPM1-Mutation ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-
ITD""

e biallelische CEBPA-Mutation

Favorable

e NPM1- Mutation und FLT3-ITD""
e NPM1 Wild-Typ ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-

ITD'" (ohne genetische Lasionen mit ungiinstigem Risikoprofil)
o 1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

e Zytogenetische Anormalitaten, die weder als
Lfavorable” noch als ,adverse* klassifiziert werden.

Intermediate

e {(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
e t(v;11923.3); KMT2A rearranged
e 1(9;22)(q34.1,q11.2); BCR-ABL1

e inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3)(g21;926.2); GATA2,
MECOM (EVI1)

Adverse e -5 oder del(5q); -7, -17/abn(17p)

e Komplexer Karyotyp *, monosomaler Karyotyp
e WIldtyp-NPM1 und FLT3-ITD"®"

e RUNX1-Mutation *

e  ASXL1-Mutation ®

e TP53-Mutation *

2

FLT3"" niedrige allelische Ratio <0.5
FLT3"9" hohe allelische Ratio 20.5

! Der Begriff ,Komplexer Karyotyp* ist definiert als drei oder mehr nicht in Verbindung stehende chromosomale Anormalitaten, die
keine der folgenden von der WHO definierten rekurrenten Translokationen oder Inversionen beinhaltet: t(8;21), inv(16) oder t(16;16),
t(15;17), t(9;11), t(v;11)(v;q23), t(6;9), inv(3) oder t(3;3); AML mit BCR-ABL1

2 Definiert durch das vorliegen einer einzigen Monosomie (Monosomie X oder Y ausgeschlossen) in Verbindung mit mind. einer
zusatzlichen Monosomie oder sturkturellen Chromosomen-Anormalitat (ausgenommen Core-Binding-Factor AML)

® Diese Marker sollten nicht als ungtinstiger prognostischer Marker genutzt werden, wenn sie mit einem AML-Subtyp aus der
favorable-Risk-Gruppe auftreten

* TP53-Mutationen sind signifikant mit AML mit komplexem und monosomalem Karyotyp assoziiert

Modifiziert nach [14]

1.5.2 Auswahl von Stammzellspender und Stammzellquelle

Wenn nach sorgfaltiger und individueller Indikationsstellung sowie Risikostratifizierung die
Entscheidung fir eine allogene Stammzelltransplantation (HSZT) getroffen wurde, kann mit
der Suche nach einem hamatopoetischen Stammzellspender begonnen werden.
Grundsatzlich kommen Spender aus der Familie, die HLA-identisch oder HLA-
haploidentisch sein konnen, und HLA-kompatible Fremdspender, die idealerweise in 10/10

HLA-Merkmalen UUbereinstimmen, in Betracht. In besonderen Fallen kommen
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Blutstammzellen aus Nabelschnurblut in Frage. Jede Kérperzelle tragt auf ihrer Oberflache
HLA-(Human-Leukocyte Antigen) Molekile, die den T-Zellen Antigene prasentieren. Sie
sind beim Menschen Teil des MHC-Komplexes (Major Histocompatibility Complex), der aus
mehreren Genen besteht und einen wesentlichen Bestandteil der individuellen
Immunabwehr darstellt. Die HLA-Molekile sind auf humanen Leukozyten mit serologischen
oder molekulargenetischen Methoden relativ einfach zu bestimmen. Mit Hilfe dieser
Antigene kénnen die humanen T-Zellen als Bestandteile des Immunsystem erkennen, ob
Peptide korpereigen oder kdrperfremd sind, und diese gegebenenfalls eliminieren. HLA-
identische Geschwister stellen die optimale Spender-Empfanger-Konstellation dar.
Faktoren wie Alter, Geschlecht, Infektionsstatus sowie Schwangerschaften sind im
Einzelnen zu beriicksichtigen. Die umfangreichen Datenanalysen des ,National Marrow
Donor Program®* (NMDP) und des ,Center for International Blood and Marrow Transplant
Research“ (CIBMTR) zeigen den negativen Einfluss auf das Uberleben bei Verwendung
eines nicht komplett in den HLA-Merkmalen Ubereinstimmenden Stammzellspenders, v.a.
bei unverwandten Fremdspendern (MMURD). Je gréRer die HLA-Inkompatibilitéat zwischen
Spender und Empfanger, je gréRer also die Zahl der unterschiedlichen HLA-Antigene,
umso hoher ist das Risiko immunologischer Reaktionen und ihr negativer Einfluss auf
Mortalitdt und Morbiditat. Diese Reaktionen kdnnen in einer Abstof3ungsreaktion, vermittelt
durch T-Zellen des Empfangers gegenuber dem Transplantat, oder in einer Graft-versus-
Host-Erkrankung (GvHD), vermittelt durch T-Zellen des Spenders bestehen. Sie kdnnen
auch bei vollstandiger Ubereinstimmung der HLA-Loci auftreten. Dafiir vermutet man

,minor antigens* als Ursache [22, 23, 24, 25]

Die Blutstammzellen fir ein Transplantat konnen auf unterschiedliche Weise gewonnen
werden. Stammzellen, die zuvor mit Granulozytenkolonien-stimulierendem Faktor (G-CSF)
aus dem Knochenmarik mobilisiert wurden, kbnnen aus dem peripheren Blut gesammelt
werden. Hamatopoetische Stammzellen kénnen auch direkt aus dem Knochenmark oder
aus Nabelschnurblut gewonnen werden. Heute werden Uberwiegend periphere

Blutstammzellen zur allogenen Transplantation verwendet. [22]

1.5.3 Konditionierungstherapie

Die Ubertragung von allogenen Blutstammzellen erfolgt nach einer
Konditionierungstherapie. Der Begriff ,Konditionierung“ bedeutet hier die Vorbereitung des
Patienten fur die Annahme des neuen Knochenmarks an Stelle seines kranken
blutbildenden Systems. Die dazu eingesetzte ,myeloablative, toxische und

nebenwirkungsreiche Chemotherapie hat drei wesentliche Ziele:
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e Zum Einen soll ,Platz* fir die neue Blutbildung im Knochenmark geschaffen
werden,

e Gleichzeitig sollen die Leukamiezellen und die krankhafte Blutbildung eradiziert
werden.

o Auf diese Weise kann das erfolgreiche Anwachsen (Engraftment) der
Blutstammzellen des Spenders mit Erreichen eines vollen Spenderchimarismus

gewahrleistet werden.

Angestrebt ist grundsétzlich die langerfristige Krankheitskontrolle, die zum Einen Uber die
Intensitat der Konditionierungsbehandlung und zum anderen Uber den durch
Spenderzellen vermittelten ,graft-versus-leukemia“ Effekt (GvL-Effekt) (s.u.) erreicht

werden kann [22].

Die Konditionierungstherapie mit myeloablativer Dosis kann bei Patienten, die &lter sind,
wegen ihrer Toxizitdt im Allgemeinen nur sehr eingeschrénkt angewandt werden. Fur
Patienten, fur die eine myeloablative Hochdosis-Chemotherapie auf Grund von Alter oder
Komorbiditat nicht in Frage kommt, gibt es die Mdglichkeit eine Konditionierungstherapie
mit reduzierter Dosis, also eine ,Reduced Intensity Conditioning“ (RIC), anzuwenden. Bei
diesem Konzept spielt der durch die Immunzellen des Spenders verursachte GvL-Effekt
eine Hauptrolle: Die korperfremden Spender T-Zellen sollen verbliebene Leukamiezellen
eliminieren. Bei der RIC wird das erkrankte hdmatopoetische System des Empféangers
nicht durch zytotoxische/myeloablative Dosen vernichtet, sondern durch Modulation und
Unterstiitzung der Immunreaktionen bekampft. Insgesamt konnte jedoch ein Vorteil der
RIC gegentber der Standard-Konditionierung im Hinblick auf das Langzeitiiberleben
insbesondere bei Patienten mit aktiver maligner Erkrankung nicht eindeutig gezeigt
werden. Zwar werden frilhe myelotoxische Effekte vermindert, gleichzeitig waren jedoch
Komplikationen wie GvHD oder Infektionen nicht positiv beeinflusst. Hinzu kommt ein
hoheres Rezidivrisiko im Verlauf [20, 22, 26].

Die Konditionierungstherapie und die allogene Stammzelltransplantation erfolgen in
spezialisierten Stationen mit hohem hygienischem und pflegerischem Standard. In der Zeit
vor der allogenen HSCT (Konditionierungsbehandlung), wahrend der Transplantation und
in den darauffolgenden Wochen in der Aplasie bei gleichzeitiger Immunsuppression
muissen die Patienten wegen ihres geschwachten Immunsystems in Umkehrisolation

behandelt werden.
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1.5.4 Begleitende Therapiemal3nahmen wahrend der Stammzelltransplantation

Wahrend einer HSCT sind verschieden Maflinahmen notwendig, um Komplikationen und
Nebenwirkungen vorzubeugen, sie abzumildern und zu Kkontrollieren. Infolge der
intensiven, moglicherweise myeloablativen sowie immunsuppressiven Chemotherapie und
der langer anhaltenden Panzytopenie sind die Patienten in dieser Phase sehr anféllig far
Infektionen. Um diesen vorzubeugen versucht man, ihre Umgebung méglichst keimarm zu
halten. Auf Grund der fehlenden Immunabwehr kdénnen auch Mikroorganismen letale
Infektionen verursachen, die fir gesunde Menschen ungefahrlich wéren. Deshalb sind
grundlegende Malinahmen wie regelméalRige Handedesinfektion aller Kontaktpersonen und
Umkehrisolation, sowie Infektisolierung bei Problemkeimen der Patienten von hdchster
Bedeutung. Alle Kontaktpersonen sollten ausreichend geimpft sein. Personen mit

Infektionszeichen sollten nicht in Kontakt mit den Transplantationspatienten treten.

Wahrend der Transplantationsphase kann es zu einer schmerzhaften Mukositis im
Mundbereich sowie zu Ubelkeit, Erbrechen und Fieber ohne Keimnachweis (,fever of
unkown origin“; FUO) kommen. Da die Chemotherapeutika bei fast allen Patienten Ubelkeit
und Erbrechen hervorrufen, bekommen sie schon vor Beginn der Konditionierungstherapie
prophylaktisch Antiemetika [22].

1.5.5 Komplikationen nach der Stammzelltransplantation

Infektionen stellen nach einer allogenen HSCT eine Hauptkomplikation dar. In der friihen
Phase nach Transplantation von hdmatopopetischen Blutstammzellen (v.a. Tag 0 bis Tag
+30) treten hauptséchlich Infektionen durch Gram-negative und Gram-positive Bakterien,
sowie Aspergillus species und Candida species auf. Risikofaktoren sind hier insbesondere
die Neutropenie, die Unterbrechung der natirlichen Hautbarriere durch Bestrahlung
und/oder Mukositis, sowie die fehlerhafte zelluldare und humorale Immunabwehr durch eine
unterdriickte Funktion der B- und T-Lymphozyten. Diese Faktoren rufen in dieser Phase
insbesondere Bakteriamien, Pneumonien und Infektionen der oberen Atemwege hervor. In
der Neutropenie werden die meisten Infektionen durch Bakterien der Darmflora verursacht.
Um dem entgegen zu wirken, wird der Darm wahrend der neutropenischen Phase mit
oralen Antibiotika systematisch dekontaminiert. Auch eine antimykotische Prophylaxe wird

routinemalig in der friihen Phase eingesetzt.

In der mittleren Phase nach Transplantation (Tag +30 bis Tag +100) haben sich die neuen
Blutstammzellen in der Regel angesiedelt und Neutropenie und Mukositis klingen ab. Die
Immunschwache besteht allerdings weiter. Bei vielen Patienten tritt in dieser Phase eine

Graft-versus-Host-Disease (GvHD) unterschiedlichen Schweregrades auf, die mit
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immunsuppressiven Medikamenten behandelt wird. Zu dieser Zeit sind die Patienten

besonders durch virale und Pilziinfektionen gefahrdet.

Die GvHD als immunologische Transplantatreaktion ist spezifisch fiur die allogene
Stammzelltransplantation und tritt bei anderen Organtransplantationen nur bedingt auf.
Dabei werden die T-Lymphozyten des Spenders durch den Kontakt mit den
Oberflachenantigenen des Empfangers immunologisch aktiviert und es kann zu einer
akuten alloreaktiven Reaktion gegen Haut, Darm oder Leber des Empfangers [22], sowie
bei ausbleibender Toleranz zu einer chronischen Reaktion mit einer fibrosierenden
Entziindung aller Organe fuhren. [27] Diese Reaktion kann sowohl akut als auch chronisch
die normale Regeneration der zelluldren und humoralen Immunabwehr stéren. Dabei
werden die T-Lymphozyten des Spenders durch den Kontakt mit dem Empféanger
immunologisch aktiviert und es kommt insbesondere akut zu einer alloreaktiven Reaktion

gegen Haut, Darm oder Leber des Empfangers [22].

Tritt die GvHD bis zum 100. Tag nach der Transplantation auf, spricht man historisch
gesehen von einer akuten Reaktion (ca. 50% der Falle) (aGvHD). Die chronische GvHD
(cGvHD) tritt klassischerweise ab Tag 100 nach Transplantation auf und ist in ihrer
Haufigkeit seltener als die akute Form. Sie betrifft haufig die Haut und die Schleimhaute,
sehr selten auch die Lunge, und &hnelt in ihrem Erscheinungsbild einer chronisch

fibrosierenden Entztindung, entsprechend einer Kollagenose. [5, 22]

Etwa 40% der Transplantationspatienten entwickeln eine aGvHD. Da diese Erkrankung
durch immunologische Effekte bedingt ist, steigt das Risiko einer alloimmunen Reaktion mit
dem Grad der HLA-Disparitat: Je starker also der HLA-Status von Spender und Empfanger
differiert, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer aGvHD. Die
Erkrankung manifestiert sich in erster Linie, wie bereits angemerkt, an Haut, Leber und
Verdauungstrakt. Sie ist die Haupttodesursache in den ersten 100 Tagen nach der HSCT.
[22]

Die aGvHD wird je nach Auspragung der klinischen Manifestationen in verschiedene

Stadien eingeteilt (Tabellen 4 und 5).
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Tabelle 4: Einteilung der akuten GvHD in Abh&ngigkeit vom Organbefall

Stadium Hautbefall durch Befall der Leber Gastrointestinal-
papulomakuldses (Bilirubin im Trakt (Diarrhoe)
Erythem Serum)

+ < 25 % der 34-50 pumol/L >500 <1000 ml
Kdrperoberflache

++ 25-50% der 51-102 pmol/L >1000 <1500 ml
Korperoberflache

+++ Generalisiertes 103-255 pmol/L >1500 ml
Erythem

++++ Generalisiertes >255 pmol/L Starke abdominelle
Erythem mit Blasen Schmerzen mit oder
und Schuppung ohne lleus

modifiziert nach [22]

Tabelle 5: Einteilung der akuten GvHD in Grad | bis IV

Grad Organ und Stadium des Organbefalls

| Haut + bis ++

Il Haut + bis +++
Gastrointestinaltrakt und/oder Leber +
Geringe AZ-Verschlechterung

1l Haut ++ bis +++
Gastrointestinaltrakt und/oder Leber ++ bis +++
Deutliche AZ-Verschlechterung

\Vi Haut ++ bis ++++
Gastrointestinaltrakt und/oder Leber ++ bis ++++

Extreme AZ-Verschlechterung

modifiziert nach [22]

Es gibt mehrere Moglichkeiten um einer aGvHD vorzubeugen. Die Aktivitat der Spender-T-
Zellen, die fur diese Reaktion verantwortlich sind, kann medikamentds unterdriickt werden.
Dazu werden vor und nach der allogenen HSCT immunsuppressive Medikamente wie z.B.

Cyclosporin und Methotrexat oder Mycophenolat Mofetil (MMF) und Sirolimus eingesetzt.

Zum anderen gibt es die Moglichkeit der T-Zell Depletion, das bedeutet z.B. die ,ex vivo
Entfernung“ der Spender T-Zellen aus dem Stammzelltransplantat oder auch die ,in vivo

Entfernung” der T-Zellen durch z.B. Medikamente (z.B. Antithymozytenglobulin; ATG).

Bei der chronischen GvHD ist die Funktion des Immunsystems durch alloreaktive T-Zellen
gestort. Diese Erkrankung &hnelt in ihrem Erscheinungsbild teilweise derer einer

Autoimmunkrankung wie dem Sjogren-Syndrom, der Sklerodermie oder der priméaren
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Biliaren Zirrhose. Die Hauptrisikofaktoren fir eine cGvHD sind vorausgegangene aGvHD,
hohergradige HLA-Disparitat, hdheres Patientenalter, vorausgegangene Splenektomie,
positiver CMV-Status, weiblicher Spender fir mannlichen Empféanger und durch G-CSF
mobilisierte Stammzellen aus dem peripheren Blut als Transplantat.

Der Kklinische Verlauf einer cGvHD variiert in der Intensitat und der Art des Organbefalls
sehr stark. Filipovich et al. haben 2005 im Rahmen des ,NIH consensus development
project on cGVHD* neue Diagnose- und Staging-Kriterien fir die cGvHD verdffentlicht, die
in Tabelle 6 und 7 aufgelistet sind. Diese erweitern nicht nur, sondern lI6sen auch bezlglich
ihrer progostischen Wertigkeit die bisher geltende klassische Einteilung der cGVHD in
Jimited und ,extensive disease" ab. [28] So ist nach neuerer Klassifikation bei Vorliegen
eines der in Tabelle 7, erste Spalte, aufgelisteten diagnostischen Zeichens die Diagnose
einer cGvHD gesichert. Bei klinischen Manifestationen, die auf eine cGvHD hindeuten,
(Tab. 7, zweite Spalte) sollte weitere Diagnostik, z. B. in Form einer Biopsie durchgefiihrt
werden. Die unter ,andere Merkmale“ aufgelisteten Symptome sind nicht spezifisch fiir eine
cGVHD. [22]

Beide Formen der GvHD werden initial mit Corticosteroiden behandelt. Zu den
unerwunschten Folgen und Nebenwirkungen der Steroidbehandlung gehoren Infektionen,
Osteoporose, Hyptertension, Hyperglykamie, Hyperlipidamie und Niereninsuffizienz. [22,
29]

Tabelle 6: NIH consensus for global grading of chronic graft-versus-host disease
(NIH global scoring system)

Anzahl der Mild MaRig Stark
befallenen Organe

1 Organ Score 1 Score 2 Score 3
2 Organe Score 1 Score 2 Score 3
3 oder mehr Organe Score 1 Score 3
Beteiligung der Lunge Score 1 Score 2

modifiziert nach [22]
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Tabelle 7: Klinische Manifestation und Symptome der chronischen GvHD

Organ Diagnostische Klinische Andere Gemeinsame
Zeichen Manifestationen, | Merkmale* Merkmale
die fur eine (akut und
cGvHD sprechen chronisch)
Haut Poikilodermie, Lichen Depigmentierung Stérungen der Erythem,
ruber -artige Schweil3sekrektion Maculopapuld-ses
Veranderungen, Hypopigmentierung, Exanthem, Pruritus
sklerotische Hyperpigmentierung
Veranderungen
" Dystrohpie,
Nag el Veranderungen des
Nagels
Schadel/ Alopezie Friihzeitiges Ergrauen
der Haare
Haare
Mund Lichen ruber artige- Mundtrockenheit Mukositis
Veranderungen
Trockene Augen, Photophobie,
Augen Keratokonjunktivitis Blepharitis
sicca
Geschlechts- Lichen ruber-artige Erosionen, Fissuren,
organe Veranderungen Ulzera
; ; Osophageales Netz Exokrine Pankreas- Ubelkeit
roin inal- ; ' . e '
_?askt ointestina Striktur oder Stenose insuffiziens Erbrechen,
rakt des Osophagus Anorexie,
Gewichtsverlust
Leber Bilirubin oder
alkalische
Phosphatase,
ASAT oder ALAT
>2mal Uber dem
Normalwert
Lunge Bronchiolitis obliterans Bronchiolitis
obliterans mit
organisierter
Pneumonie
Muskeln Fasziitis, Sklerose und Myositis, Polymyositis Odem, Muskelkrampfe,

Faszien, Gelenke

dadurch sekundare
Gelenkversteifung

Arthralgie, Arthritis

Hamatopo-
etisches System
und

Thrombozytopenie,
Eosinophilie,
Lymphopenie, Hypo-
oder Hypergamma-

Immunsystem globulinamie,
Autoantikdrper
Andere Periphere Neuropathie,

Myasthenia gravis,
Ascites, Pleura- oder
Perikarderguss

*kdnnen als Teil der Symptomatik der cGvHD angesehen werden, wenn die Diagnose bestatigt wurde

modifiziert nach [22]
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1.5.6 Immuntherapie nach allogener Stammzelltransplantation

Nach der Stammzelltransplantation kann eine Gabe von T-Lymphozyten des Spenders, die
,2poonor Lymphocyte Infusion (DLI), eine Rezidiv-vorbeugende Wirkung haben. Die
Spenderlymphozyten konnen im Empfanger eine sogenannte Graft-versus-Leukemia-
Reaktion auslésen, durch die residuelle Leukadmiezellen erkannt und eliminiert werden
kénnen. [30] Die DLI ist eine Therapiemdoglichkeit bei Patienten mit refraktéarer oder
rezidivierter Leukdmie nach HCST. Eine aktive Erkrankung, sowie ein vermehrtes Auftreten
von GvHD und Aplasien limitieren die glnstigen Effekte der Spenderlymphozyten. Die
Herausforderung in der Transplantationsbehandlung maligner Erkrankungen der
Hamatopoese besteht darin, eine GvHD mdglichst zu vermeiden und dennoch den
positiven GvL-Effekt nicht zu schmalern oder zu verlieren. Bisher wird die DLI nicht
routinemafig als Rezidiv-Prophylaxe angewendet. [31, 32, 33]. Es gibt jedoch Hinweise
darauf, dass DLI bei Hochrisiko-AML-Patienten, die keine GvHD hatten und keine
Immunsuppression erhielten, die Remissionszeit positiv beeinflusst [34].

1.6 Monitoring der minimalen Resterkrankung nach allogener Stammzell-
transplantation

Als minimale Resterkrankung — Minimal Residual Disease (MRD) — bezeichnet man die
nach der Transplantation bzw. sonstiger Therapie gegebenenfalls im Korper verbleibenden
oder wieder auftretenden Leuk&amiezellklone, die morphologisch nicht nachweisbar sind.
Der Nachweis der Leukdmie-Restzellen gelingt jedoch mit den oben erwdhnten Methoden
durch die Aufdeckung von spezifischen molekularen Leuk&dmiemarkern. Ziel des laufenden
MRD-Monitorings ist es, ein molekulares Rezidiv vor seiner hdmatologischen Manifestation
aufzuspiren und frihzeitig mdgliche therapeutische Weichen zu stellen. So wird der
individuelle Therapieerfolg eines jeden Patienten unabhangig von zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung verfligbaren Risikomerkmalen bewertet und standig reevaluiert. Ein
zukiinftiges Ziel der MRD-Uberwachung ist die Entwicklung von risikoadaptierten
Therapieprotokollen in Abhangigkeit von der klinischen Bedeutung der verschiedenen

molekulargenetischen Veréanderungen.

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten die minimale Resterkrankung nach HSCT zu
Uberwachen. So nutzt man fur tumorspezifische DNA-Veranderungen, wie beispielsweise
die MLL-PTD oder die NPM1-Mutation, die quantitative Real-Time PCR (gRT-PCR). Die
Durchflusszytometrie detektiert immunphéanotypische Veranderungen auf Tumorzellen. Das
vollstandige Anwachsen des transplantierten Praparates wird an Hand von
Chimarismusanalysen (s.u.) Gberpruft. Chimarismusanalysen kdnnen als Surrogatmarker
fur das Vorhandensein von MRD herangezogen werden. [35]
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MRD-Monitoring an Hand der gRT-PCR ist ein wichtiges Instrument zur Beurteilung des
Therapieeffektes, zur Kontrolle des langerfristigen Therapieerfolgs, sowie zur frihzeitigen
Erkennung eines Rezidivs. Diese Methode hat eine hohe Sensitivitdt bei der Detektion
einer geringen Anzahl von Tumorzellen. Exemplarisch ist die NPM1-Mutation zu erwéhnen.
[36]

Kronke et al. (2011, ,Deutsch-Osterreichische AML-Studiengruppe®) werteten das MRD-
Monitoring bei transplantierten NPM1-positiven Patienten mit normalem Karyotyp (NK-
AML) aus. Dazu wurden Knochenmarkproben zu unterschiedlichen Zeitpunkten, namlich
bei Diagnosestellung, wéahrend und nach den Induktions- und Konsolidierungszyklen,
sowie nach Abschluss der Therapie auf den NPM1-Mutationstranskriptionswert untersucht.
Dabei ergab sich, dass die nach jedem Behandlungszyklus durch gRT-PCR quantifizierten
Transkriptionswerte der NPM1-Mutation signifikant mit der Prognose des Patienten
korrelierten: Hohere Werte sind mit einem hoheren Rezidivrisiko, einer kirzeren

Remissionsdauer und einer kiirzeren Uberlebensrate (overall survival) assoziiert. [36]

Chiméarismusanalysen fuhrt man durch, um das Anwachsen (Engraftment) der
transplantierten Stammzellen im Knochenmark zu tberprifen. Dabei werden die jeweiligen
Anteile der hamatopoetischen Spender- und Empfangerzellen bestimmt. Das Ziel der
HSCT ist der komplette Chimarismus, bei dem 100% der hamatopoetischen Zellen vom
Spender stammen. Wenn neben der Spenderhdamatopoese auch noch Spenderzellen
nachweisbar sind, spricht man von einem gemischten Chimarismus. Dieser Befund kann in
manchen Fallen auf eine AbstoBungsreaktion gegen das Transplantat oder die Resistenz
bzw. die Wiederkehr der Leukamie hinweisen, also das Rezidiv anzeigen. In einer Studie
von Bader et al., 2004, konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit einer steigenden
Anzahl von Empféangerzellen eine hohere Rezidivwahrscheinlichkeit haben, als Patienten
mit sinkender Anzahl von Empfangerzellen. In der Studie von Huisman et al., 2007, wurde
in einem Kollektiv von 96 Patienten 43 Rezidive einer AML beobachtet. Von diesen 43
Rezidiv-Patienten hatten jedoch nur acht vor dem Rezidiv einen Anstieg des gemischten
Chiméarismus. Dagegen hatten Patienten mit komplettem Chimarismus ein signifikant
geringeres Rezidiv- und Mortalitatsrisiko. Ein weiteres Ergebnis dieser Studie war, dass
Chiméarismusanalysen nur dann ein Rezidiv vorhersagen konnen, wenn sie mit
hochsensitiven Methoden und in sehr regelmaligen Abstdnden innerhalb des ersten

halben Jahres nach Transplantation durchgefiihrt werden. [37, 38, 39]
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2 Zielsetzung

Zyto- und molekulargenetische Aberrationen sind wichtige Faktoren, die zur Entscheidung
fur oder gegen die Durchfiihrung einer allogenen Stammzelltransplantation bei Patienten
mit malignen hamatologischen Erkrankungen beitragen. Dies gilt insbesondere fur
Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) und intermediarem zytogentischen und-
molekuargenetischem Risikoprofil nhach ELN Klassifikation; hier wird die Durchfihrung
einer allogenen Stammzelltransplantation in ihrer prognostischen Wertigkeit kontrovers
diskutiert. Bei Patienten mit Hochrisikoprofil jedoch und rezidivierter bzw. refraktarer AML
ist und bleibt die allogene Stammzelltransplantation auch weiterhin die einizig kurative
Option. Nach erfolgreicher allogener Stammzelltransplantation erfolgt die regelmaRige
ambulante Nachsorge der transplantierten Patienten, die u.a. die klinische Untersuchung
sowie eine regelmalige zytomorphologische Remissionskontrolle (Blut- und

Knochenmarkuntersuchungen) zu definierten Zeitpunkten umfasst.

Das Vorliegen einer kompletten klinischen sowie zytomorphologischen Remission ohne
Leukamie-spezifische Symptome schliet das Vorhandensein von versteckten
.Restleukamiezellen®, benannt als ,Minimal residual disease“ (MRD), nicht aus. Mit den
bisher herkdmmlichen Nachweismethoden, der Morphologie und Zytogenetik, sind okkulte
Leukamiezellen nicht sicher zu identifizieren. Zur Detektion einer MRD bedarf es neuerer,
sensitiverer Methoden, wie beispielsweise der Real-time PCR (RT-PCR). Nur wenige
Studien mit geringer Fallzahl liegen bisher zum Nachweis und Verlauf der MRD nach
allogener Stammzelltransplantaion vor. Gleichzeitig ist die Wertigkeit dieser Bestimmung

der MRD nach allogener Stammzelltranplantation nicht ausreichend klar beschrieben.

In dieser Arbeit wird im Rahmen einer retrospektiven Analyse die Frage untersucht, ob die
Detektion einer MRD bei AML Patienten nach allogener Stammzelltransplanation mit dem
Auftreten eines hamatologischen Rezidivs korreliert werden kann. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung wurden die mittels der RT-PCR quantitativ gemessenen Transkriptionswerte
verschiedener molekular- und zytogenetischer Veranderungen mit den Ergebnissen der
zytomorphologischen Remissionskontrollen nach allogener Stammezelltransplantation
korreliert und die Behandlungsergebnisse dargelegt. Neben dem Faktor der MRD, der an
Tag +30, +100 nach allogener Stammzelltransplantationandere untersucht wurde, werden
weitere Faktoren wie u.a. der Remissionstatus vor allogener Stammzelltransplantatation,
die Ergebnisse der Chimarismusanalytik, die Thrombozytenzahl, die einzelnen Kategorien
der ELN Klassifikation, der NPM1-Status sowie die Ubertragung von Spenderlymphozyten

(DLI) univariat und ggf. auch multivariat hinsichtlich ihres EinfluRes auf das Gesamt- und

25



Rezidiv-freie  Uberleben sowie das Auftreten eines Rezidivs nach allogener

Stammzelltransplantation geprdift.

Anhand der vorgelegten Untersuchung soll somit die prognostische Relevanz eines MRD-
Nachweis nach allogener Stammzelltransplantation im Kontext mit anderen bisher
bekannten und gut beschriebenen prognostischen Faktoren bei Patienten mit AML in einer
umfangreichen Kohorte nach allogener Stammzelltransplantation bestimmt werden. Bei
padiktiver Relevanz kann die Detektion einer MRD dazu beitragen, Patienten mit
drohendem hamatologischen Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation zu
identifizieren. Eine frihzeitige prdemptive Behandlungsstrategie ist vorstellbar und kann

zur Verbesserung der Behandlungsergebnisse fir diese Patienten beitragen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Zwischen Januar 2000 und September 2012 wurden insgesamt 498 Patienten mit einer
akuten myeloischen Leukadmie in der Knochenmark-Transplantations-Einheit der
Medizinischen Kilinik 11l des Klinikums Grof3hadern in Minchen behandelt. Davon wurden
fur die Analysen beziiglich des Stellenwertes der Detektion der Minimalen Resterkrankung
mittels quantitativer RT-PCR nach allogener Stammzelltransplantation Patienten mit den
folgenden Einschlusskriterien ausgewahlt:

e Diagnose einer AML
¢ Vorhandensein mindestens eines molekularen MRD-Markers (siehe Abschnitt 1.3)
e Mindestens eine quantitative Verlaufsprobe vor und/oder nach allogener

Stammzelltransplantation

164 Patienten wurden fur mindestens einen molekularen MRD-Marker positiv getestet, 144
davon hatten mindestens einen quantitativen MRD-Wert vor und/oder nach allogener
Stammzelltransplantation. Eine bildliche Aufarbeitung kann dem Consort Diagram, Grafik

1, entnommen werden.
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Consort Diagram

498 AML-Patienten

3 mit autologer SZT

T

495 mit allogener SZT

310 ohne Marker

-

185 mit mind. 1 molekulargenetischen Marker

21 negativ fur MRD-Marker

T

164 positiv fur MRD-Marker

20 ohne Messwerte

T

144 mit Messwerten

Grafik 1: Zusammensetzung des Patientenkollektivs

AML=Akute myeloische Leukamie, SZT=Stammzelltransplantation, MRD=Minimale Resterkrankung

Von diesen 144 Patienten haben 52 (36,1%) eine NPM1-Mutation. Dies entspricht dem
grofiten Anteil. Bei 31 von 144 Patienten (21,5%) konnte eine MLL-PTD nachgewiesen
werden. Eine genaue Verteilung der MRD-Marker bei den 144 Patienten ist Grafik 2 zu

entnehmen.
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DEK-CAN

MDS-EVI1 ~ o
n=10 (6,9%) _ n=5031%)
MLL-
Rearrangements
n=20 (14,4%)

RUNX1-RUNX1-T1
n=12 (8,3%)

CBFB-MYH11
n=14 (9,7%)

Grafik 2: Verteilung der verschiedenen MRD-Marker

Alle Patienten wurden vor der Einleitung der Therapie Uber die wissenschaftliche
Auswertung der Daten aufgeklart. Alle hier dargestellten Patienten stimmten schriftlich der

Auswertung und der Verdffentlichung der Daten zu.

3.2 Datenerhebung und Zeitpunkte der MRD-Messung

Die Patientendaten entstammen Arztbriefen, Patientenakten, EDV-basierten Befunden des
Instituts  fur klinische Chemie des Klinikums GrofBhadern und Befunden des
rechtsmedizinischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Midnchen sowie

Befunden des Labors fur Leuk&midiagnostik.

Die minimale Resterkrankung (MRD) wurde in insgesamt 338 Knochenmarkproben vor
Stammzelltransplantation, an Tag +30 und an Tag +100 nach Transplantation bestimmt.
Die Untersuchungen der MRD im Verlauf wurden an Hand von insgesamt 429 Blutproben
aus peripherem Blut durchgefihrt.
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o o - -

______________________________

Tag +30 Tag +100
Stammzell-
transplantation

MRD MRD-Monitoring aus 429 Blutproben mitindividuellenZeitintervallen

- MRD-Monitoring aus 338 Knachenmarkproben

Grafik 3: Darstellung der Zeitpunkte der MRD-Messungen

3.3 Labormethoden

Zwischen Januar 2000 und September 2012 wurden prospektiv und retrospektiv
molekulargenetische MRD-Marker bei den Patienten bestimmt und der Transkriptionswert
mittels gRT-PCR quantifiziert.

3.3.1 Quantitative Real-Time-PCR

Bei der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) werden in-vitro definierte DNA-Sequenzen in
einer durch DNA-Polymerase katalysierten Reaktion exponentiell vervielfaltigt. Die
guantitative Real Time-PCR gilt als sehr sensitive und spezifische Methode in der
Erkennung von molekularen MRD-Markern. Sie ermdglicht die frihe Erkennung von
genetischen Veranderungen in Rest-Leukamiezellen. [11]

Durch die quantitative Real Time- PCR (gqRT-PCR) ist eine genaue Quantifizierung der
PCR-Produkte wéhrend der exponentiellen Phase des Vervielfaltigungsprozesses mdglich.
Die zu amplifizierenden Regionen der DNA werden durch Fluoreszenzfarbstoffe markiert.
Wahrend der Vermehrung der DNA nimmt deshalb auch die Intensitat der
Fluoreszenzsignale zu. Diese werden wahrend und/oder nach jedem Zyklus in Echtzeit
gemessen. Die quantitativen Messungen kdnnen so in kurzer Zeit durchgefiihrt werden.
Die fluoreszierenden Signale werden durch  Sequenz-spezifische Tagman-
Oligonucleotidsonden, die den Farbstoff tragen und in der Zielsequenz verankert sind,
erzeugt. Durch die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffs an die DNA nimmt die Intensitét der
Farbstoffe zu. Es besteht daher eine Korrelation der Zunahme der Ziel-DNA und der

Intensitat des Farbstoffs. Die Zyklus-Schwelle (cycle threshold oder crossing point), also
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der PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz einen signifikanten Frequenzwert berschreitet,

ist direkt proportional zu der Menge an spezifischer DNA-Sequenz in der Probe. [22, 35]

Es gibt drei verschiedene Kategorien von Leuk&miezell-typischen molekularen
Veranderungen, die an Hand einer RT-PCR amplifiziert werden kdnnen und somit fir die
MRD-Diagnostik eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehéren Regionen um die Bruchstellen
von Fusionsgenen, Geniberexpressionen oder mutierte Genregionen oder Allele. Fast alle
dieser Zielsequenzen sind hochspezifisch fir maligne Zellklone und sind in gesunden

Zellen in der Regel nicht vorhanden.

Um quantitative MRD-Werte zu erhalten, ist es unbedingt notwendig, Kontrollgene in die
Analysen mit einzubeziehen, um die Quantitdt und Qualitat der Nukleinsauren zu
korrigieren. In der PCR-Analyse der MRD sollten die Kontrollgene auf einem Chromosom
lokalisiert sein, das in der untersuchten Erkrankung nicht haufig amplifiziert ist. Zu diesem
Zweck wird haufig das ABL1-Gen auf Chromosom 4 verwendet. Die Anzahl der in der RT-
PCR vervielfaltigten MRD-Genomkopien werden dann auf die Anzahl der ABL1-Kopien
normiert und als Prozentanteil an verbleibenden Leukamizellen ausgedriickt. [22, 35]

Fir die Quantifizierung der NPM1-Werte wurden die Analysen nach Papadaki et al., mit
den Primern AAAGGTGGTTCTCTTCCCAAAGT (forward) und
CTTCCTCCACTGCCAGACAGA (reward) durchgefuihrt. Die Sensitivitdat der RT-PCR-
Untersuchungen lag hier bei 10°. Die quantitativen Bestimmungen zur Analyse der MLL-
PTD-Mutation wurden nach Weisser et al., durchgefiihrt. Hierbei wurden folgende Primer
verwendet: CTCCAGAGCAGAGCAAACAG (forward) und ACACAGATGGATCTGAGAGG
(reward). Die Sensitivitat bei diesen Analysen befand sich zwischen 10 und 10°. Weitere

Primer und die zugehdrigen Probesets sind in Tabelle 8 aufgelistet. [15, 40]

Fur die Laboranalysen im Rahmen dieser Dissertation wurde mittels Reverser
Transkriptase die messenger RNA (MRNA) aus Patientenzellen in copy-DNA umgewandelt
und diese dann mittels gRT-PCR wie oben beschrieben amplifiziert. Die mMRNA wurde aus
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) extrahiert. Die PBMCs wurden wiederum

aus peripherem Patientenblut gewonnen.
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Tabelle 8: Primer der jeweiligen MRD-Marker

Marker Primer forward (5°>3) Primer reverse (3‘>5°) Sensitivitat Publikation
NPM1 AAAGGTGGTTCTCTTCCCAAAGT CTTCCTCCACTGCCAGACAGA 10°
(Methode:  RO- CTTCCGGATGACTGACCAAGAGGCTATTCA ?gﬁﬁi?lgfe,j aa‘émBa{g'lzgy
PCR, L|ght (F|ourescent probe) 144. 517'523, 2009
Cycler)
MLL-PTD GTCCAGAGCAGAGCAAACAG ACACAGATGGATCTGAGAGG 10%-10° Weisser et al.,
Haematologica 90: 881-
889, 2005
DEK-CAN SET I; SETI: 103 Soekarman et al., Blood
. 90: 2990-7, 1992
DEK: CCTACAGATGAAGAGTTAA CAN: CTGAAAACAACTITACTTGA
CAN: ACCAGGTGATTCAGCCT
SET II:
SETII:
CAN = AAGAGACCACAGAGTCG
DEK = GGCCAGTGCTAACTTGG CAN = GTGTCTCTCGCTCTGG
RUNX1-RUNX1- | CACCTACCACAGAGCCATCAAA ATCCACAGGTGAGTCTGGCATT 10%-10" Gabert et al., EAC,

T1

Leukemia 17: 2318-2357,
2003
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CBFB-MYH11

(Methode: RQ-

GCAGGCAAGGTATATTTGAAGG

Typ A: CTCTTCTCCTCATTCTGCTC
Typ B: TTGAGCATTTTGTTGGTCCG
Typ C: CTTCCAGAGCTTCCACGGT

10° -

10°®

Schnittger et al., Blood
102: 2746-2755, 2003

PCR, Light Typ D: TCCCTGTGACGCTCTCAACT
Cycler

ycler) Typ E: GGCCAGGTCTGCGTTCTCT

Typ F: GGCCAGGTCTGCGTTCTCT

KMT2A-AFF1 MLL int: CTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGG | MLL int: CCTGCTTGCTTGACTTCCTGGAAG | 10° Repp et al., Leukemia 9:
(MLL-AF4) AF4 int: AGCATGGATGACGTTCCTTGCTGAG | AF4 int: CTCAGCAAGGAACGTCATCCATGCT 210-215, 1995
KMT2A-MLLT4 MLL int: CTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGG MLLint: CCTGCTTGCTTGACTTCCTGGAAG 10° Repp et al., Leukemia 9:
(MLL-AF6) AF6 int: CCA ATCTTCTTTCTCCGCTGACATG | AF6 int: CATGTCAGCGGAGAAAGAAGATTGG 210-215, 1995
KMT2A-MLLT3 | MLL int: CTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGG | MLLint: CCTGCTTGCTTGACTTCCTGGAAG 10 Repp et al., Leukemia 9:

(MLL-AF9)

AF9 int: CGTGATGTAGGGGTGAAGAAGCAG

AF9 int: CTGCTTCTTCACCCCTACATCACG

210-215, 1995

KMT2A-MLLT1

MLL int: CTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGG

MLLint: CCTGCTTGCTTGACTTCCTGGAAG

Repp et al., Leukemia 9:

(MLL-ENL) ENL int: CGGACAAACACCATCCAGTCGTG ENL int: CACGACTGGATGGTGTTTGTCCG 210-215, 1995
KMT2A-ELL MLL int: CTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGG | MLLint: CCTGCTTGCTTGACTTCCTGGAAG Repp et al., Leukemia 9:
(MLL-ELL) ELL int: TGCCCTTGGCTTCCTTGAAA ELL int: TTTCAAGGAAGCCAAGGGCA 210-215, 1995

KMT2A-MLLT10
(MLL-AF10)

AF10 5a: AACCACTCCTAGTGAGCCCAAG

AF10 29: TTCCACTAGAGGTGTGTGCAG
AF10 19: CTGGCTGCTTCTTGTGTTTCT

Chaplin et al., Blood 86:
2073-2076, 1995
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MDS-EVI1 CGTCGAATCAAGACCTGCTTCAGAT GACTGTAAGAGCTCACTGGCCTCA 10° Weisser et al., Leukemia
and Lymphoma 47(12):
2645 — 2647, 2006
BCR-ABL1 A2N: CCCAACCTTTTCGTTGCACTGT A2N: ACAGTGCAACGAAAAGGTTGGG

Na4: CGGCTCTCGGAGGAGACGTAGA

Na4: TCTACGTCTCCTCCGAGAGCCG
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3.3.2 Chimarismusanalysen

Als Gesamtchimarismusanalysen werden die Untersuchungen bezeichnet, die in den
unsortierten Zellen des hamatopoetischen Systems durchgefiihrt werden. T-Zell-
Chimarismuswerte wurden im Rahmen dieser Dissertation an Hand der CD3-positiven T-
Zellen bestimmt. Bei gegengeschlechtlicher Empfanger-Spender-Konstellation wurde der
Chimarismus mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung der X- und Y-Chromosen im Labor
fur Leukamiediagnostik im Klinikum GroBhadern durchgefiihrt. Wenn Spender und
Empfanger gleichgeschlechtlich waren, wurden die Chimarismuswerte mittels Short-
Tandem-Repeat-PCR (STR-PCR) im Institut fir Rechtsmedizin der LMU Minchen
bestimmt. In den dieser Dissertation zu Grunde liegenden Datensatzen wurden die
Chiméarismusanalysen per Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) der
geschlechtsspezifischen X- und Y-Chromosomen sowohl in T-Zellen, als auch in allen
anderen myeloischen Zellen durchgefiihrt. Voraussetzung fir diese Untersuchung ist
allerdings eine gegengeschlechtliche Stammzelltransplantation. Das heil3t, Spender und
Empfanger durfen nicht dasselbe Geschlecht haben, denn die FISH erkennt nur flr die
einzelnen Geschlechtschromosomen spezifische Gen-Loci und kann daher zwei
gleichgeschlechtliche Chromosomen nicht voneinander unterscheiden. Um das korrekte
Anwachsen des Transplantates nach gleichgeschlechtlicher Transplantation zu tGberprifen,
mussen die hamatopoetischen Zellen an Hand des genetischen Fingerabdrucks untersucht
werden. Diese Analysen werden durch Bestimmung der fur jedes Individuum spezifischen
Mikrosatelliten in der DNA, die sogenannten Short Tandem Repeats (STR), durchgefihrt.
Vor der Transplantation werden eine Vielzahl von STR-Loci von Spender und Empféanger
analysiert, um Stiicke in der DNA zu identifizieren, die die beiden Individuen voneinander
unterscheiden. Zur Uberprifung des korrekten Anwachsens des Transplantates werden
diese STR-Loci zunachst durch die Polymerasekettenreaktion amplifiziert und die Produkte
dann durch Gelelektrophorese der GroRe nach aufgetrennt. Der Anteil der Spender- und
Empfanger-Produkte werden gezahlt und ihr jeweiliger Prozentanteil bestimmt. Diese
Analysen werden ebenfalls in den T-Zellen und in allen anderen myeloischen Zellen
durchgefihrt. [33]

3.3.3 Schwellenwerte zur Interpretation der MRD-Werte der verschiedenen
RT-PCRs

Fur die statistischen Tests wurden NPM1-Werte als positiv gewertet, wenn sie >0,00001

waren und negativ, wenn die Werte < 0,00001 lagen. [40]

Patienten mit einer MLL-PTD z&hlten als positiv fir diese Mutation, wenn der quantitative
MLL-PTD-Wert >0,07 war und als negativ, wenn der Wert <0,07 betrug. [15]
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Patienten mit einer MDS-EVI1-Mutation galten als positiv fir diesen Marker, wenn der

guantitative Wert >10 war und als negativ, wenn dieser <10 lag. [41]

Fur die anderen MRD-Marker wie RUNX1-RUNX1T1, CBFR-MYH11, DEK-CAN und MLL-

Rearrangements ist der Schwellenwert abhangig vom jeweiligen PCR Assay. [42, 43, 44]

Tabelle 9: Schwellenwerte der einzelnen MRD-Marker

MRD-Marker Positiv Negativ
NPM1 >0,00001 <0,00001
MLL-PTD >0,07 <0,07
MDS-EVI1 >10 <10
RUNX1-RUNX1T1 >0,1 <0,1

DEK-CAN abhéngig vom PCR Assay | abhangig vom PCR Assay
CBFB-MYH11 >0,1 <0,1
MLL-Rearrangements | >0,1 <0,1

3.4 Statistische Tests und klinische Endpunkte

3.4.1 Uberlebenszeitanalysen

Der Einfluss der einzelnen Faktoren auf die drei Endpunkte Gesamtiberleben, Rezidiv-
freies Uberleben und Auftreten eines Rezidivs wurde mit der univariaten und multivariaten
Cox-Regression sowie dem Log-Rank-Test untersucht und an Hand von Kaplan-Meier-

Kurven fiir einige Variablen graphisch dargestellit.

Mit Hilfe des Cox-Modells wurde der der

Stammezelltransplantation auf die Uberlebenszeit, unter Einfluss verschiedener anderer

Therapieeffekt allogenen

Faktoren, geschéatzt. So konnte also unter Beriicksichtigung der verschiedenen

Einflussfaktoren das unmittelbare Risiko (Hazard Ratio) einer Person geschatzt werden, an
einem Rezidiv der AML zu erkranken oder sogar zu sterben. Diese Ratio liel? darauf
schlielen, um wie viel hoher das Risiko der einen Gruppe im Vergleich zur anderen
Gruppe war, dass ein Ereignis eintritt. Damit wurden Gesamtiiberlebenszeiten bzw.
Rezidiv-freie-Uberlebenszeiten zwischen zwei verschiedenen

Gruppen  deskriptiv
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miteinander verglichen. Die Grof3e des Einflusses einer bestimmten Variablen hinsichtlich

der Endpunkte, konnte so geschatzt werden. [45, 46]

Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode wurde die Wahrscheinlichkeit graphisch dargestellt, mit
der ein Patient bis zu einem bestimmten Zeitpunkt Uberlebt. An Hand der Kaplan-Meier-
Kurve konnen spezifische Uberlebensraten oder Uberlebenszeiten abgelesen werden. Der
Log-Rank-Test ist eine nicht-parametrische Methode um Uberlebenszeitanalysen
verschiedener Gruppen miteinander zu vergleichen. Dieser Test wurde im Rahmen dieser
Arbeit zur statistischen Uberpriifung von Unterschieden bezuglich des Mortalitatsrisikos

zweier oder mehrerer verschiedener Gruppen angewendet. [47, 48]

Die klinischen Endpunkte dieser Untersuchungen waren das Gesamtiberleben (overall
survival = OS), das Rezidiv-freie Uberleben (relapse free survival = RFS) und das Auftreten
eines Rezidivs (Rezidiv ja/nein). Diese Uberlebenszeitanalysen wurden mit uni- und

multivariaten Cox-Modellen und dem Log-Rank-Test durchgefihrt.

Fur Baseline-Faktoren wie zum Beispiel das Alter oder das Geschlecht des Patienten,
beginnt die Zeitvariable am Tag nach der Transplantation. Fir alle peritherapeutischen
Faktoren beginnt die Berechnung der Zeitvariablen zum Zeitpunkt deren Messung, z.B.
Bestimmung der Thrombozyten im Blut.

3.4.2 Berechnung der kumulativen Rezidivinzidenz

Die Berechnungen zur Analyse der kumulativen Rezidivinzidenz (CIR) waren komplizierter
und umfassender als alle vorhergehenden Analysen und konnten nicht an Hand vom Cox-
Modell oder dem Log-Rank-Test bzw. der Kaplan-Meier-Kurven durchgefuhrt werden.
Grund hierfir ist das Auftreten zweier miteinander konkurrierender Ereignisse: Tod und
Rezidiv. Als Zeitspanne fir die CIR-Berechnung galt die Zeit ab Tag +100 nach
Transplantation bis zum Eintreten eines Rezidivs. Bei Patienten ohne Rezidiv gilt als
Endpunkt der Zeitspanne das Datum des letzten Kontakts. Fir die Baseline-Faktoren, wie
Alter oder Geschlecht, wurde die Zeitspanne ab Tag eins nach Transplantation verwendet.
Die Berechnung zur kumulativen Rezidivinzidenz erfolgte mittels des Fine-and-Gray-Tests.
Der Test analysiert einen Parameter hinsichtlich eines Ereignisses. Das andere Ereignis
stellt das zum ersten Ereignis konkurrierende Risiko dar (z. Bsp. Tod versus Rezidiv). Die
Kumulative Rezidivinzidenz ist die kumulative Wahrscheinlichkeit, mit der ein bestimmtes
Ereignis (hier Tod oder Rezidiv) innerhalb einer gewissen Zeitspanne auftritt. Wenn ein
Patient ohne vorausgegangenes Rezidiv stirbt, z&hlt der Tod als konkurrierendes Ereignis.
[49]
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3.4.3 Statistische Auswertungen im weiteren Krankheitsverlauf

Ein weiterer interessanter Gesichtspunkt der Studie war die Betrachtung des MRD-Status
wahrend der Untersuchungen im weiteren Krankheitsverlauf. An Hand des Mantel-Byar-
und des Simon-Makuch-Tests sollte Uberprift werden, ob ein Wechsel vom negativen zum
positiven MRD-Status wahrend des Follow-ups ein Anzeichen fur ein spéter auftretendes

Rezidiv sein konnte.

Alle bisher beschriebenen statistischen Tests wurden mit IBM SPSS Statistics 20,
Windows Software Package (IBM, Armonk, NY, USA), SAS (Statistical Analysis System),
Version 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) oder R (R Foundation for Statistical
Computing), Version 3.0.3.3 (Institut fur Statistik und Mathematik, Wirtschaftsuniversitéat
Wien, Osterreich) durchgefiihrt.

3.4.4 Endpunkt Gesamtuberleben

Zur Berechnung dieses Endpunktes wurde die Zeit zwischen dem Tag der
Stammzelltransplantation und dem Todeszeitpunkt verwendet. Wenn der Tod bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes nicht eingetreten war, wurde der letzte verzeichnete
Patientenkontakt als Endpunkt der Zeitspanne verwendet. Als Ereignis wurde hier der Tod
definiert. Fur die peritherapeutischen Faktoren startete die Zeitvariable am Zeitpunkt +30
oder +100 Tage nach Stammzelltransplantation. Fiur die Analyse dieses Endpunktes,
wurde das Modell der Cox-Regression, der statistischen Test nach Kaplan-Meier und der
Log-Rank-Test verwendet.

3.4.5 Endpunkt Rezidiv-freies Uberleben

Hier wurde die Zeitspanne zwischen dem Tag der Transplantation und dem Datum des
Auftretens eines Rezidivs gewahlt. Wenn der Patient nicht an einem Rezidiv erkrankte,
wurde die Zeitspanne bis auf das Datum des Todes ausgedehnt. Bei Nichteintreten des
Todes galt das Datum des letzten Patientenkontaktes als Endpunkt der Zeitspanne. Hier
wurden entweder Rezidiv oder Tod als Ereignis definiert. Auch bei der Berechnung dieses
Endpunktes begann das Zeitintervall einiger peritherapeutischer Faktoren an Tag +30 oder
+100 nach Stammzelltransplantation. Diese Analysen wurden ebenfalls mit dem Modell der
Cox-Regression, dem statistischen Test nach Kaplan-Meier und dem Log-Rank-Test

durchgefinhrt.
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3.4.6 Endpunkt Rezidiv

Fur die Berechnung dieses Endpunktes galt die Zeitspanne des Rezidiv-freien Uberlebens,
also die Zeit zwischen dem Tag der Stammzelltransplantation und dem Datum des
Auftretens eines Rezidivs. Hier galt ebenfalls bei Nichteintreten des Ereignisses der letzte
verzeichnete Patientenkontakt als Ende der Zeitspanne. Als Ereignis wurde hier das

Auftreten eines Rezidivs definiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristik

Das mediane Alter der Kohorte betrug 48 Jahre (18-73) und es waren 63 Manner (43,75%)
und 81 Frauen (56,25%) vertreten.

111 Patienten wurden auf eine NPM1-Mutation untersucht, davon waren 52 (46,8%)
NPM1-positiv. Am haufigsten war der Mutationstyp A mit 92,3% (48 aus 52). Aul3erdem
konnte Typ D in 3 von 52 Fallen (5,8%) und Typ AH in 1 von 52 Fallen (1,9%)
nachgewiesen werden. Bei 125 der Patienten wurden Analysen zum Nachweis einer FLT3-
LM durchgefihrt, die in 43 Fallen (34,4%) positiv ausfielen. Eine FLT3-TKD konnte in 13
(11,8%) aus 110 analysierten Patienten nachgewiesen werden. 120 Patienten untersuchte
man auf eine MLL-PTD, die man in 31 (25,8%) Fallen nachweisen konnte. Die
Translokation RUNX1-RUNX1T1 untersuchte man bei 26 Patienten, davon wurde bei 12
(46,2%) diese Mutation nachgewiesen. Die CBFB-MYH11 Mutation analysierte man bei 47
Patienten, von denen 14 (29,8%) fir diese Mutation positiv waren. Ein DEK-CAN-
Fusionstranskript konnte in 5 von 5 analysierten Patienten nachgewiesen werden. Eine
EVI1-Mutation konnte bei 11 Patienten nachgewiesen werden (7,6%). 20 von 144
Patienten wurden auf ein MLL-Rearrangement untersucht. Bei 11 von diesen 20 Patienten

konnte eine MLL-AF9 Mutation hachgewiesen werden (55%).

Bei 140 Patienten wurde der Karyotyp analysiert, davon wiesen 72 Patienten (50%) einen
normalen Karyotyp auf. Bei den Ubrigen 72 Patienten konnten verschiedene Aberrationen
nachgewiesen werden. Eine genauere Auflistung der Verédnderung des Karyotyps kann

dem Anhang Nr. 1 entnommen werden.

135 Patienten lieBen sich an Hand ihres Karyotyps und der molekulargenetischen
Veranderungen nach der Risikostratifizierung des European Leukemia Network (ELN) von
2010 in die verschiedenen Risikogruppen einteilen (vgl. Kapitel 1.5.1). 34 Patienten
(23,6%) fallen in die Kategorie ,Favorable, 45 (31,3%) werden der Kategorie
.Intermediate-1“ und 28 (19,4%) der Kategorie ,Intermediate-Il“ zugeteilt. In die Gruppe mit

der schlechtesten Prognose ,Adverse® fallen 28 Patienten (19,4%).

Den Patienten wurde anhand des ,Hematopoietic cell transplantation -specific comorbidity
index” (HCT-CI) (Sorror et al., 2005) ein Risiko-Score zugeteilt, der das 2-Jahres-
Uberleben und die Wahrscheinlichkeit fiir einen Rezidiv-unabhéngigen Tod, also einen Tod
bedingt durch verschiedene andere Erkrankungen, bei Patienten nach allogener
Stammezelltransplantation beurteilen soll. Zur Einteilung werden unterschiedliche
mortalitdtsrelevante Komorbiditdten, wie zum Beispiel das Vorliegen einer chronisch
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entziindlichen Darmerkrankung, kardiovaskuldre Erkrankungen oder verschiedene
Organdysfunktionen nach Schweregrad mit Punkten bewertet. Das Risiko fir einen
Rezidiv-unabhéangigen Tod steigt mit zunehmender Punktezahl an. Insgesamt kdnnen
maximal 29 Punkte erreicht werden. Bei dem hier untersuchten Patientenkollektiv wurden
135 Patienten nach dem HCT-CI bewertet. Nur in 2 Féllen betrug der Score 0 Punkte
(1,5%), in 32 Fallen 1-2 Punkte (23,7%) und bei 101 Patienten (74,8%) wurde ein Score 2
3 Punkte erhoben. Naheres zur genauen Punktebewertung der mortalitatsrelevanten
Komorbiditaten und zur Errechnung des Scores wird im anhangenden Erhebungsbogen
des HCT-CI bzw. Sorror-Score dargestellt (siehe Anhang Nr. 2). [50]

Der Karnofsky-Index ist eine Bewertungsskala anhand derer Patienten mit
Krebserkrankungen eingeteilt werden konnen. Dieser Index konnte bei 112 Patienten
erhoben werden. 98 Patienten wurden nach dem Karnofsky-Index als ,good® eingestuft, 14
als ,poor”. Bewertet wird die Aktivitdt und Selbstversorgung des Patienten im Alltag im
Hinblick auf seine Erkrankung. Der Index dient dazu, die Prognose des jeweiligen

Patienten einzuschatzen. [51, 52]

Ein wichtiger Parameter, der voraussichtlich Einfluss auf den Ausgang der Erkrankung hat,
ist das Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Transplantation. 49 (34%) der 144
transplantierten Patienten erhielten ihre erste Stammzelltransplantation in Remission. Die
Ubrigen 95 Patienten (66%) befanden sich nach klinischer und zytomorphologischer
Evaluation nicht in einem Remissionstatus, sondern befanden sich zum Zeitpunkt der

Transplantation in einem refraktdren Krankheitsstatus oder hatten ein Rezidiv.

43 (29,9%) der 144 transplantierten Patienten bekamen im Laufe des beobachteten

Zeitraums ein Rezidiv und 61 Patienten (43%) starben.

Das Vorliegen eines HLA-kompatiblen Spenders ist ebenso bedeutend fir ein erfolgreiches
Gelingen der Transplantation. 106 (73,6%) der 144 betrachteten Patienten erhielten
Stammzellen von einem HLA-identischen Spender. HLA-identisch bedeutet, dass alle 10
untersuchten HLA-Antigene bei Spender und Empfanger kompatibel sind. Bei 38 (26,4%)

Patienten war der HLA-Status verschieden.

60 Patienten erhielten die Stammzellen von einem verwandten, 84 Patienten von einem

nicht verwandten Spender.

Das Immunsystem des Empfangers muss auf die Gabe der fremden Stammzellen
vorbereitet werden, um eine Abwehrreaktion zu vermeiden. In der hier begutachteten
Patientenkohorte erhielten 142 Patienten (98,6%) eine Konditionierungstherapie mit

reduzierter Intensitat. Die Therapieschemata basierten zumeist auf der Gabe von
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Fludarabin oder Clofarabin. Nur zwei Patienten erhielten eine myeloablative

Konditionierungstherapie (1,4%).

Zur Prophylaxe einer GvHD-Reaktion erhielten 105 (72,9%) der Patienten eine
Kombination aus Cyclosporin A (CsA) und Mycofenolat Mofetil (MMF). In 20 Fallen (13,9%)
wurde CsA und Methotrexat (MTX) verabreicht. 12 Patienten (8,3%) bekamen eine
Kombination aus MMF und Tacrolimus und in 5 Fallen (3,5%) wurde Sirolimus mit MMF

kombiniert.

An Tag +100 nach der Transplantation befanden sich 117 Patienten (81%) in Remission
und 12 (8%) hatten ein Rezidiv. Bei einem Patienten (1%) war die Krankheit weder
wesentlich fortgeschritten noch deutlich zuriickgegangen. 14 Patienten (10%) waren an

Tag +100 nach Transplantation bereits verstorben (siehe Grafik 4).

Refraktar
1%

- Tod
10%

Grafik 4: Verteilung des Krankheitsstatus an Tag 100 nach Stammzelltransplantation

Weitere detailliert aufgefiihrte Charakteristika des Patientenkollektivs kénnen Anhang Nr. 1

entnommen werden.

4.2 Uberlebenszeitanalysen

Alle Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox-Analysen sind in Tabelle 9 und 10

aufgefihrt.
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4.2.1 Einflisse von Baseline-Parametern auf das OS, RFS, das Auftreten

eines Rezidivs und die CIR

Als Baseline-Parameter werden Faktoren bezeichnet, die vor der Transplantation erhoben
wurden. Es gibt patientenspezifische und krankheitsspezifische Baseline-Faktoren. Jeder
einzelne dieser Faktoren wurde hinsichtlich des Gesamtuberlebens, des Rezidiv-freien
Uberlebens und des Auftretens eines Rezidivs untersucht.

Im Folgenden werden die einzelnen Baseline-Faktoren aufgelistet und kurz naher

beschrieben:

4.2.1.1 Alter und Geschlecht des Patienten

Die univariaten Cox-Analysen fir das Geschlecht des Patienten ergaben keine statistisch
signifikanten Ergebnisse im Hinblick auf das Gesamtuberleben oder das Rezidiv-freie
Uberleben. Auch hinsichtlich des Eintretens eines Rezidivs konnten keine
Zusammenhadnge zwischen dem Geschlecht und einem Krankheitsrickfall festgestellt

werden.

Bezlglich des Patientenalters wurden zwei verschiedene univariate Cox-Analysen
durchgefuihrt. Zum einen wurde das Patientenalter in Dekaden als stetige Variable
verwendet, zum anderen wurde ein Schwellenwert bei 60 Jahren ausgewahlt und damit
eine zweite Alters-Analyse mit einer bindren Variable durchgefuhrt. Beide Rechnungen
ergaben hinsichtlich des Alters keine statistisch signifikanten Ergebnisse. Das bedeutet,
dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit, die Lange des Rezidiv-freien Uberlebens und das
Auftreten eines Rezidivs nach allogener Stammzelltransplantation unabhéngig vom Alter
sind. Jungere Patienten haben gegeniiber Alteren keine Uberlebensvorteile in dieser

Auswertung.

4.2.1.2 Molekulargenetische Prognosefaktoren

Jeder Patient wurde auf verschiedene molekulargenetische Marker hin untersucht. Zu den
prognostisch relevanten molekularen Markern gehdrt der qualitative Nachweis einer NPM1-
Mutation, einer MLL-PTD-, einer FLT3-ITD-, einer FLT3-TKD-, einer CEBPA- oder einer c-
kit-Mutation.

Bei den univariaten Cox-Analysen ergab sich fur vier dieser finf Mutationen fur keinen der

drei Endpunkte ein statistisch signifikantes Ergebnis.

In der univariaten Analyse im Cox-Modell zeigte der Status der NPM1-Mutation eine
deutliche Assoziation mit dem Auftreten eines Rezidives (p=0,019). Auch beziglich des

Gesamtiiberlebens und des Rezidiv-freien Uberlebens war die univariate Cox-Analyse
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hinsichtlich der NPM1-Muation signifikant (OS: p=0,045; RFS: p=0,01). Patienten mit einer
Mutation im NPM1-Gen zeigten ein vermindertes Risiko, ein Rezidiv zu bekommen
(HR=0,4) oder zu sterben (HR=0,54). Patienten mit einer NPM1-Mutation hatten demnach
insgesamt eine bessere Prognose. Dieser Effekt wurde in der multivariaten Analyse unter
Einbeziehung verschiedener Cofaktoren (MRD-Status an Tag 100, Cut off der
Thrombozyten Werte von Tag +100, HLA-Status, Krankheitsstatus bei Transplantation,
NPM1-Mutationsstatus und der ELN-Klassifikation) nicht bestétigt (siehe Tab. 10 und 11).
In weiteren Untersuchungen wurden die in der Cox-Analyse statistisch signifikanten
Variablen an Hand von Kaplan-Meier-Kurven graphisch dargestellt und die dabei

ermittelten Uberlebenszeiten durch den Log-Rank-Test miteinander verglichen.

Hinsichtlich des NPM1-Mutations-Status zeigten die Uberlebenskurven fiir NPM1-positive
Patienten eine 2-Jahres Gesamtiiberlebensrate von 70% (Konfidenzintervall (Kl): 58-83%)
gegenuber nur 48% fir NPM1-negative Patienten (KI: 37-63%) (siehe Grafik 5).
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Grafik 5: Gesamtiiberleben fir Patienten mit bekanntem NPM1-Mutationsstatus

Von 52 NPM1-positiven Patienten sterben im Beobachtungszeitraum dieser Studie 16
Patienten, von 59 NPM1-Negativen sterben hingegen 34. Der NPM1-Mutationsstatus
wurde ebenfalls bezuglich der Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv-freies Uberleben
untersucht. Die Untersuchungen ergaben ein statistisch signifikantes Ergebnis (p=0,008).
Hier ergaben die Analysen, dass nach zwei Jahren bei 66% der NPM1-positiven Patienten
noch kein Tod oder Rezidiv aufgetreten ist (KI: 56%-81%). Bei den NPM1-Negativen liegt
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diese Rate nach zwei Jahren bei nur 40% (KI: 31%-57%). 38 der 59 Patienten ohne NPM1-
Mutation haben nach Ende der Beobachtungszeit ein Ereignis (Tod oder Rezidiv) erfahren.
Bei den Patienten mit NPM1-Mutation sind es 17 von 52 (siehe Grafik 6).
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Grafik 6: Rezidiv-freies Uberleben fiir Patienten mit bekanntem NPM1-Mutationsstatus

Es wurde die kumulative Rezidivinzidenz (CIR) fir den NPM1-Mutations-Status graphisch
dargestellt. Diese Analysen ergaben fur die NPM1-positiven Patienten nach einem Jahr
eine 14%e-ige Rezidivinzidenz (KI: 6%-26%) gegenuber einer 30%-igen fir die NPM1-
negativen Patienten (KI: 19%-43%). In diesem Fall konnte der Gray-Test angewendet
werden und ergab bezlglich der kumulativen Rezidivinzidenz einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p=0,028). Die Fallzahl bei dieser Analyse

betrug n=100. Diese Analyseergebnisse sind in Grafik 7 dargestellt.
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Grafik 7: Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten eines Rezidivs bei Patienten mit positivem
bzw. negativem NPM1-Mutationsstatus

Hinsichtlich des MLL-PTD-Mutationsstatus vor der Transplantation ergaben die Analysen in
der univariaten Cox-Regression fiur keinen der drei vorbeschriebenen Endpunkte ein
signifikantes Ergebnis. Das bedeutet, dass allein der MLL-PTD-Status keinen Hinweis auf
das Auftreten eines Rezidivs gibt. Das Gesamtiiberleben oder das Rezidiv-freie Uberleben

werden durch eine MLL-PTD nicht beeinflusst.

4.2.1.3 MRD-Status vor allogener Stammzelltransplantation

Es wurde die MRD-Last als quantitativer Marker bestimmt. Nahere Informationen zum
Schwellenwert der einzelnen MRD-Werte sind Tabelle 9 zu entnehmen. Fir die MRD-
Marker wurden uni- und teilweise auch multivariate Cox-Analysen durchgefuhrt, die im
Folgenden beschrieben werden. Fir die Endpunkte Gesamtlberleben und Rezidiv-freies
Uberleben ergaben sich hinsichtlich des MRD-Status vor Transplantation keine statistisch
signifikanten Ergebnisse. Patienten mit positivem MRD-Status vor Transplantation hatten
eine signifikant héhere Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Rezidivs als Patienten,
die vor der Transplantation einen negativen MRD-Status hatten (HR=9,0; p=0,03) (siehe
Tabelle 10).
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4.2.1.4 Sorror-Score / Hematopoietic Cell Transplantation-Comorbidity Index

Durch diesen Score werden das 2-Jahres-Uberleben und die therapieassoziierte Mortalitat
in Zusammenschau mit etwaigen Komorbiditaten eines Patienten bewertet. Detailliertere

Informationen sind in Kapitel 4.1 dargestellt.

Zum Sorror-Score wurde eine univariate Cox-Analyse durchgefiihrt. Die Patientengruppe
wurde in drei Untergruppen codiert: Patienten mit einem Score von 0, von 2 und von = 3
bildeten jeweils eine Gruppe. Diese Analyse ergab keine statistisch signifikanten

Ergebnisse hinsichtlich der drei Endpunkte. Die Fallzahl betrug hier n=135.

4.2.1.5 Karyotyp

Bei jedem Patienten wurde bei Erstdiagnose der AML eine Chromosomenanalyse
durchgefuhrt und der Karyotyp untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Karyotyp
hinsichtlich der Endpunkte Gesamtlberleben, Rezidiv-freies Uberleben und des Auftretens
eines Rezidivs untersucht. Keine der Analysen ergab ein statistisch signifikantes Ergebnis.
Die Patienten mit normalem Karyotyp wurden mit denjenigen, die eine Veranderung des

Karyotyps aufwiesen, verglichen.

4.2.1.6 Karnofsky-Index

Die Kriterien, die zur Bewertung nach dem Karnofsky-Index berticksichtigt werden, wurden
im Kapitel 4.1 ndher erlautert. Diese Variable wurde in eine Gruppe mit guter Prognose
(Karnofsky-Index >50%) und eine Gruppe mit schlechter Prognose (Karnofsky Index

<50%) eingeteilt. Die Fallzahl bei diesen Analysen betrug n=111.

Die univariate Cox-Analyse anhand der oben beschriebenen bindren Variable erbrachte fur

keinen der drei Endpunkte ein statistisch signifikantes Ergebnis.

4.2.1.7 ELN-Klassifikation

Das Patientenkollektiv wurde anhand der ELN-Klassifikation von 2010 nach Risikoprofil
eingeteilt. Die gesamte Patientenkohorte wurde nach diesem System in vier Gruppen
unterteilt: Favorable, Intermediate-1, Intermediate-l1l und Adverse. Die Studienpopulation
wurde in zwei Gruppen unterteilt. In der einen Gruppe wurden die Patienten
zusammengefasst, deren Risikoprofil nach dem ELN als ,favorable® eingestuft wird. Die
andere Gruppe beinhaltete die Patienten, deren Profil nach dem ELN als ,Intermediate-I°,
.intermediate-11“ oder ,Adverse” eingestuft wurde. Ausfuhrliche Informationen zur ELN-

Klassifikation sind in Kapitel 1.5.1 beschrieben.

Hinsichtlich des Auftretens eines Rezidivs zeigte die univariate Cox-Analyse ein statistisch

signifikantes Ergebnis (p=0,049). Die Fallzahl bei diesen Berechnungen betrug n=135. Das

47



Auftreten eines Rezidivs ist fur Patienten mit erhdhtem Risikoprofil (Gruppen Intermediate-
I, Intermediate-1l und Adverse) 2,4-mal wahrscheinlicher als fir Patienten in der favorable-
Risk-Gruppe (HR=2,395). Bezuglich der Endpunkte OS und RFS ergaben sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Es wurde auch die kumulative Rezidivinzidenz hinsichtlich der Einteilung nach dem
European Leukemia Network analysiert. Hierbei wurden Patienten mit prognostisch
gunstigen und prognostisch unglinstigen Kriterien im Hinblick auf das Erlangen eines
Rezidivs miteinander verglichen. Diese Analyse war bei 118 Patienten mdglich. Die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Rezidivs betrug bei Patienten mit Kriterien, die
nach der ELN als prognostisch glinstig eingestuft wurden, nach zwei Jahren 14% (KI: 4%-
29%). Bei Patienten, die nach dem ELN eher eine ungiinstige Prognose hatten, lag die
Rezidivwahrscheinlichkeit zum selben Zeitpunkt bei 26% (KI: 18%-36%). Der Gray Test
war hier mit p=0,0479 statistisch signifikant. Die kumulative Rezidivinzidenz in
Abhangigkeit der ELN-Klassifikation ist in Grafik 8 dargestellt.
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Grafik 8: Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten eines Rezidivs in Abhangigkeit von der
Einteilung nach der ELN-Klassifikation
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42.1.8 Alter des Spenders in Dekaden

Die univariate Cox-Analyse des Spenderalters in Dekaden ergab fir keinen der drei
Endpunkte ein statistisch signifikantes Ergebnis. Bei diesen Analysen betrug die Fallzahl
n=131.

42.19 Geschlecht des Spenders

Die Analysen bezuglich des Geschlechtes des Spenders ergaben keine statistisch
signifikanten Ergebnisse. Es macht also keinen Unterschied, ob der Spender weiblich oder
mannlich ist. Das Gesamtiberleben, das Rezidiv-freie Uberleben und das Auftreten eines
Rezidivs werden dadurch nicht beeinflusst. Bei diesen Analysen betrug die Fallzahl n=141.

42.1.10 Stammzellguelle

Bezlglich des Ursprungsorts der Stammzellen wurden zwei verschiedene univariate Cox-
Analysen durchgefiihrt. Einmal wurden alle Stammzellquellen, also Knochenmark,
peripheres Blut, Nabelschnurblut und Stammzellen aus Knochenmark und peripherem Blut
in die Analysen mit einbezogen (n=144). Fiur die andere Analyse wurde eine binare
Variable ausgewahlt, namlich periphere Stammzellen versus Stammzellen aus dem
Knochenmark (n=128).

Die beiden Cox-Analysen beziglich der Stammzellquellen ergaben fur keinen Endpunkt ein
statistisch signifikantes Ergebnis. Die Herkunft der Stammzellen hatte keine Auswirkung

auf die Prognose der Erkrankung in dieser Auswertung.

421.11 HLA-Status des Spenders

Es wurde untersucht ob eine Spender-Empfanger-Konstellation mit identischem HLA-
Status Vorteile gegeniber einem nicht Gbereinstimmenden HLA-Status im Hinblick auf das
Gesamtiiberleben, das Rezidiv-freie Uberleben oder das Auftreten eines Rezidivs hat. Der
HLA-Status ist dann identisch, wenn alle 10 zu bestimmenden Oberflachenantigene bei

Spender und Empfanger tbereinstimmen.

In der univariaten Cox-Analyse zeigte der HLA-Status eine deutliche Signifikanz beziiglich
des RFS und des Auftretens eines Rezidivs (RFS: p=0,022; Rezidiv ja/nein: p=0,025).
Patienten mit HLA-identischem Spender hatten eine geringere Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten eines Rezidivs als Patienten mit HLA-differentem Spender (HR=0,491).

Analysiert wurde hier die gesamte Patientenkohorte (n=144).

In den multivariaten Cox-Analysen hatte der HLA-Status keinen signifikanten Einfluss auf

die drei Endpunkte.
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Die Analysen nach Kaplan-Meier bezlglich des HLA-Status ergaben fir die
Patientengruppe mit identischem HLA-Status nach zwei Jahren eine RFS-Rate von 60%
(KI: 54%-75%). Dem gegeniber steht die HLA-differente Gruppe mit einer statistisch
signifikant niedrigeren Wahrscheinlichkeit fir Rezidivfreiheit von nur 34% (KI: 22%-46%)
nach zwei Jahren (p=0,02) (Grafik 9). Im Hinblick auf die Gesamt-
tberlebenswahrscheinlichkeit unterschieden sich die beiden Gruppen nicht signifikant

voneinander.
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Grafik 9: Rezidiv-freies Uberleben fiir Patienten mit bekanntem HLA-Status
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Der HLA-Status bei Transplantation wurde ebenfalls mittels des Fine-and-Gray-Tests
analysiert. Hierbei ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0448) zwischen
HLA-identischer und HLA-differenter Spender-Empfanger-Konstellation. Nach zwei Jahren
ergab sich fur die Patienten mit HLA-identischem Spender eine Rezidivwahrscheinlichkeit
von 15% (KI: 9%-24%). Patienten mit HLA-differentem Spender hatten zum selben
Zeitpunkt eine Rezidivwahrscheinlichkeit von 38% (KI: 22%-54%). In diese Analyse
konnten 126 Patienten mit einbezogen werden. Die graphische Darstellung der

Analyseergebnisse sind Grafik 10 zu entnehmen.
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Grafik 10: Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten eines Rezidivs bei Patienten mit bekanntem
HLA-Status zum Zeitpunkt der Transplantation

421.12 CMV-Status des Spenders und des Patienten

Der CMV-Status von Spender und Empfanger (positiv versus negativ) wurde ebenfalls auf
seine statistische Signifikanz hinsichtlich des Gesamtliberlebens, des Rezidiv-freien
Uberlebens und des Auftretens eines Rezidivs untersucht. Keine dieser Cox-Analysen

ergaben statistisch signifikante Ergebnisse. Die Fallzahl fir diese Analysen betrug n=143.

4.2.1.13 Blastenanzahl im peripheren Blut  vor allogener

Stammzelltransplantation

Vor der Stammzelltransplantation wurde bei 127 Patienten die Anzahl der unreifen
blastaren Zellen, also der pathologischen Leukamiezellen, im peripheren Blut bestimmt.

Analysiert wurde in der univariaten Cox-Analyse die Blastenanzahl in 10er Schritten im
Blut. Fir den Endpunkt Rezidiv ja/nein ergab die Analyse ein statistisch signifikantes
Ergebnis (p=0,012). Hinsichtlich des OS und des RFS ergaben sich keine statistisch

signifikanten Ergebnisse.
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42.1.14 Blastenanzahl im Knochenmark vor allogener

Stammzelltransplantation

Die Anzahl der Blasten wurde nicht nur im peripheren Blut, sondern bei einigen Patienten
auch im Knochenmark bestimmt. Auch hier gilt: je mehr Blasten im Knochenmark
nachgewiesen werden konnen, desto weiter ist die Leukamie fortgeschritten.

Im Hinblick auf das Rezidiv-freie Uberleben und den Endpunkt Rezidiv ja/nein ergaben die
univariaten Cox-Analysen einen statistisch signifikanten Unterschied (OS: p=0,038,
HR=1,089; Rezidiv: p=0,036, HR=1,113,).

Gerechnet wurde mit der Blastenanzahl in 10er Schritten. Die Fallzahl flr diese Analysen
betrug n=136.

42.1.15 Remissionsstatus vor allogener Stammzelltransplantation

In dieser Variablen wurden Patienten nach dem Status der Erkrankung vor Transplantation
bewertet. Fir diese Dissertation wurde der Status der kompletten Remission wie folgt
definiert: weniger als 5% blastare Zellen im Knochenmark, mehr als 1000 neutrophile
Granulozyten pro ul und mehr als 100.000 Thrombozyten pro ul im peripheren Blut, sowie
fehlende extramedullare Manifestationen, wie Hautinfiltrate, Befall der Hirnhaute

(Meningeosis leukaemica), Gingivahyperplasie oder Infiltrationen von Milz oder Leber.

Fur diese Analysen wurde das Patientenkollektiv hinsichtlich des Remissionsstatus in zwei
Gruppen aufgeteilt. Es wurden die Patienten, die zum Zeitpunkt der Transplantation die
oben genannten Kriterien erfillten, und somit in Remission waren mit denjenigen
Patienten, die diese Kriterien nicht erfillten, also bereits ein Rezidiv hatten oder eine
refraktéare Erkrankung aufwiesen, verglichen. Dieser Status lag flur die gesamte
Patientenkohorte (n=144) vor.

In der univariaten Cox-Analyse mit dieser bindren Variable zeigte sich, dass Patienten, die
sich zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in Remission befanden, ein 3,6-fach erhdhtes
Risiko hatten zu sterben oder an einem Rezidiv zu erkranken (HR fir RFS=3,613). Die
Sterbewahrscheinlichkeit ist fir diese Patienten um 4,1 (HR fir OS=4,111) und die
Wabhrscheinlichkeit ein Rezidiv zu bekommen um 3,8 erhéht (HR fur Rezidiv = 3,837).
Hinsichtlich des Gesamtiberlebens, des Rezidiv-freien Uberlebens und des Eintretens
eines Rezidivs lieferten die univariaten Cox-Analysen statistisch signifikante Ergebnisse
(RFS: p<0,0001; OS: p<0,0001; Rezidiv ja/nein: p=0,001). Die multivariaten Cox-Analysen

ergaben keine statistisch signifikanten Ergebnisse.

Hinsichtlich des Remissionsstadiums zum Zeitpunkt der Transplantation ergab die Analyse

mittels der Kaplan-Meier-Methode fur Patienten, die in Remission transplantiert wurden
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eine 2-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 84% gegeniiber 42% (Kl: 33%-50%) fiir
Patienten, die nicht in Remission transplantiert wurden. Von insgesamt 49 Patienten, die in
Remission transplantiert wurden, starben wahrend der gesamten Beobachtungszeit 9
Patienten. 95 Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in
Remission. Von lhnen starben 54. Die Analyse mittels des Log-Rank-Test ergab fur den
Vergleich der Uberlebenswahrscheinlichkeiten der beiden Gruppen ein statistisch
signifikantes Ergebnis (p<0,0001) (Grafik 11).
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Grafik 11: Gesamtiiberleben fiir Patienten mit bekanntem Krankheitsstatus zum Zeitpunkt
der Transplantation

Fur das Rezidiv-freie Uberleben ergab diese Analyse nach zwei Jahren eine RFS-Rate von
83% (KI: 70%-99%) fur die Gruppe der in Remission transplantierten Patienten. Die
Gruppe der Patienten, die nicht in Remission transplantiert wurden, erzielte nach zwei
Jahren eine RFS-Rate von 38% (KI: 33%-53%). Auch hier konnte der Log-Rank-Test
angewendet werden und ergab einen statistisch signifikanten Unterschied beziglich des

Rezidiv-freien Uberlebens zwischen den beiden Gruppen (p<0,0001) (Grafik 12).
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Grafik 12: Rezidiv-freies Uberleben fiir Patienten mit bekanntem Krankheitsstatus zum
Zeitpunkt der Transplantation

Der Remissionsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation war auch bezlglich der
kumulativen Rezidivinzidenz statistisch signifikant (p=0,0107). Patienten, die in Remission
transplantiert wurden hatten zwei Jahre nach Stammzelltransplantation eine
Rezidivwahrscheinlichkeit von 4% (KI: 1%-13%). Die Patienten hingegen, die sich zum
Zeitpunkt der Transplantation nicht in Remission befanden hatten zum selben Zeitpunkt
eine Rezidivwahrscheinlichkeit von 33% (KI: 22%-43%). Die Fallzahl bei dieser Analyse
betrug n=126 (Grafik 13).
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Grafik 13: Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten eines Rezidivs bei Patienten mit bekanntem
Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation

4.2.2 Einflisse von peritherapeutischen Parametern und Risikofaktoren an

Taqg +30 nach Stammzelltransplantation

In die folgenden Analysen wurden Patienten eingeschlossen, die an Tag 30 nach allogener

Stammzelltransplantation leuk&miefrei, also in Remission, waren (n=138).

4.2.2.1 MRD-Status an Tag +30 nach allogener Stammzelltransplantation

Hier wurde untersucht, ob der Patient an Tag 30 nach Stammzelltransplantation fur seinen
jeweiligen MRD-Marker positiv oder negativ war (Tabelle 10). Es wurden nur Patienten in
diese Analyse einbezogen, bei denen vor Transplantation ein MRD-Marker nachgewiesen

wurde und die zum Zeitpunkt der Untersuchung in Remission waren.

Die Cox-Analyse fur den Status des MRD-Markers an Tag +30 ergab kein statistisch

signifikantes Ergebnis.

Mit dieser Variablen wurde eine weitere univariate Cox-Analyse durchgefihrt. Hierfar
wurde die Patientengruppe etwas mehr eingegrenzt. Einbezogen wurden nur Patienten, die
auch zum Zeitpunkt der Transplantation und an Tag +30 nach Transplantation in

Remission waren (n=39).
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Die univariate Cox-Analyse mit dieser Patientengruppe erbrachte keine statistisch

signifikanten Ergebnisse.

4.2.2.2 Gesamtchiméarismus an Tag +30 nach allogener

Stammzelltransplantation

Chimarismuswerte sind im Wesentlichen ein Parameter, der tber das Anwachsen des
Transplantates Auskunft gibt. Je hoher der Chimé&rismuswert beim Empfanger, desto
besser sind die genetisch differenten Blutstammzellen vom Korper des Empféangers
angenommen  worden.  Ausfuhrliche Informationen und  Beschreibungen  zur

Chimarismusanalyse sind in Kapitel 1.6 dargestellt.

Es wurde der Chimérismus in allen myeloischen Zellen des Empfangers an Tag +30 nach
Stammzelltransplantation analysiert. Der Schwellenwert wurde in diesem Fall bei 80%
Spenderchimarismus festgelegt. Das heil3t, dass ein Wert >80% als positiv und ein Wert
<80% als negativ gewertet wurde. Die univariate Cox-Analyse mit dieser bindren Variablen
ergab keine statistisch signifikanten Ergebnisse. Die Fallzahl fir diese Analysen betrug
n=107.

4.2.2.3 T-Zell-Chimérismus an Tag +30 nach allogener

Stammzelltransplantation

Bei diesen Analysen wurden, wie bereits beschrieben, die Chimarismuswerte in den T-

Zellen bestimmt. Der Schwellenwert wurde hier ebenfalls bei 80% festgelegt.

Hier ergaben die univariaten Cox-Analysen fir keinen der untersuchten Endpunkte

statistisch signifikante Ergebnisse. Die Fallzahl betrug n=111.

4.2.2.4 Leukozytenanzahl an Tag +30 nach allogener Stammzell-

transplantation

Hier wurde die Leukozytenanzahl pro pl Blut an Tag +30 nach Stammzelltransplantation

analysiert.

Diese Cox-Analysen ergaben keine statistisch signifikanten Ergebnisse im Hinblick auf das
Gesamtiiberleben, das Rezidiv-freie Uberleben oder den Endpunkt Rezidiv ja/nein. Die

Fallzahl bei diesen Analysen betrug n=119.

4.2.2.5 Thrombozytenanzahl an Tag +30 nach allogener Stammzell-

transplantation

Bei den Analysen beziiglich dieses peritherapeutischen Parameters wurden Patienten mit

einer Thrombozytenanzahl gré3er 50.000 /ul Blut mit Patienten, deren Thrombozyten
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< 50.000 /ul Blut betrugen, verglichen.

Die Cox-Analysen mit diesen bin&ren Variablen ergaben fur keinen der drei Endpunkte ein
statistisch signifikantes Ergebnis. Die Fallzahl bei diesen Analysen betrug n=119.

4.2.3 Einflisse von peritherapeutischen Parametern und Risikofaktoren an

Tag +100 nach Stammzelltransplantation

In diese Analysen wurden Patienten einbezogen, die an Tag +100 nach allogener

Stammezelltransplantation leukamiefrei (in Remission) waren (n=116).

4.2.3.1 MRD-Status an Tag +100 nach Stammzelltransplantation

Einen signifikanten Einfluss auf alle drei Endpunkte zeigte der MRD-Status an Tag +100
nach Stammzelltransplantation. Bei Patienten mit einem positiven MRD-Status am Tag
+100 ist die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten eines Rezidivs gegenuber Patienten mit
negativen MRD-Status zu diesem Zeitpunkt um ein 5-faches erhéht (p=0,001, HR=4,983,
n=83). Auch im Hinblick auf das Gesamt- und Rezidiv-freie Uberleben zeigt sich eine
deutliche Assoziation mit dem MRD-Status (RFS: p=0,004; OS: p=0,004). Patienten mit
positivem MRD-Status an Tag +100 haben ein erhdhtes Risiko flr das Auftreten eines
Rezidivs oder das Eintreten des Todes (HR fur den Endpunkt RFS=3,062, n=83). Das
Sterberisiko fUr Patienten mit einer positiven MRD-Ratio an Tag 100 ist demnach 3,2-mal
so hoch wie das von Patienten mit negativen MRD-Werten zu diesem Zeitpunkt (HR flr
den Endpunkt 0S=3,234, n=83) (Tabelle 10). Diese Effekte wurden in der multivariaten
Cox-Analyse unter Einbeziehung anderer statistisch signifikanter Cofaktoren, wie NPM1-
Status, Staging zum Zeitpunkt der Transplantation, den HLA-Status, den
Thrombozytenwert an Tag 100 und die ELN-Klassifikation im Hinblick auf das Rezidiv-freie
Uberleben (RFS: p=0,013, HR=3,657) sowie das Vorliegen eines Rezidivs bestatigt
(Rezidiv: p=0,003, HR=9,574). Bezlglich des Gesamtiberlebens ergab diese Analyse kein
statistisch signifikantes Ergebnis (p=0,142) (Tabelle 11).
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Patienten mit negativen MRD-Werten an Tag +100 haben eine signifikant hohere
Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu Patienten mit positivem MRD-Status
(p=0,001). Hinsichtlich des Rezidiv-freien Uberlebens unterscheiden sich diese beiden
Gruppen ebenfalls signifikant voneinander (p=0,001). Es zeigte sich, dass Patienten mit
positiven MRD-Status an Tag +100 nach zwei Jahren eine Wahrscheinlichkeit fiir Rezidiv-
freies Uberleben von 38% haben (KI: 12,8%-75,3%). Patienten mit negativem MRD-Status
an Tag +100 hingegen haben nach zwei Jahren eine 71%-ige Wahrscheinlichkeit fir
Rezidiv-freies Uberleben (KI: 61,7%-87,8%) (siehe Grafik 14).
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Grafik 14: Rezidiv-freies Uberleben firr Patienten mit bekanntem MRD-Status an Tag +100

Der MRD-Status an Tag +100 wurde ebenfalls an Hand des Fine-and-Gray-Models
analysiert. Hier wurden Patienten mit bekanntem MRD-Status einbezogen, die sich an Tag
+100 in Remission befanden. Fir Patienten mit positivem MRD-Status an Tag +100 ergab
sich eine Wahrscheinlichkeit von 47% (KI: 25%-66%) nach zwei Jahren ein Rezidiv der
Erkrankung bekommen zu haben. Bei MRD-negativen Patienten an Tag +100 betrug die
kumulative Rezidivinzidenz nach 2 Jahren nur etwa 13% (KI: 6%-22%). Die Analysen
beziglich dieses Endpunktes waren mit einem p-Wert von 0,0009 statistisch signifikant

(siehe Grafik 15). In diese Analyse konnten 87 Patienten mit einbezogen werden.
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Grafik 15: Wahrscheinlichkeit fiir das Eintreten eines Rezidivs in Abhangigkeit vom MRD-
Status an Tag +100

4.2.3.2 Akute Graft versus Host Disease

Die akute Graft-versus-Host-Disease (aGvHD) ist eine alloreaktive Reaktion von T-
Lymphozyten des Spenders gegen das Korpergewebe des Empfangers. Die Krankheit
kann sich an unterschiedlichen Koérperorganen manifestieren. Klassischerweise spricht
man von einer akuten GvHD, wenn diese vor Tag +100 nach Transplantation auftritt.

Ausfuhrliche Informationen zur GvHD sind Kapitel 1.5.5 zu entnehmen.

Das Patientenkollektiv wurde beziglich der akuten GvHD folgendermal3en eingeteilt: Es
wurden Patienten ohne aGvHD und mit aGvHD Grad | verglichen mit Patienten, die eine
aGvHD Grad I, 11l oder IV hatten (Tabelle 5).

An Hand dieser binaren Variablen berechneten wir die univariate Cox-Analyse. Weder fur
das Gesamtuberleben, noch fir das Rezidiv-freie Uberleben oder den Endpunkt Rezidiv
ergaben sich statistisch signifikante Ergebnisse (RFS: p=0,685, OS: p=0,607, Rezidiv:
p=0,757). Die Fallzahl betrug n=137.
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4.2.3.3 Gesamtchiméarismus an Tag +100 nach allogener Stammzell-

transplantation

Hier wurden die Gesamtchimarismuswerte an Tag +100 nach Stammzelltransplantation
analysiert. Fur die Variable wurde ein Schwellenwert bei 80% ausgewahlt. Das heifl3t, alle
Werte >80% und alle Werte <80% wurden jeweils zusammengefasst. Mit dieser binaren
Variablen fuhrten wir die univariate Cox-Analyse durch. Diese ergab fur keinen der drei
Endpunkte ein statistisch signifikantes Ergebnis. Die Fallzahl bei diesen Analysen betrug
n=88.

4.2.3.4T-Zellchimarismus an Tag +100 nach allogener Stammzell-

transplantation

Fir diese Analysen wurden die Variablen wie schon im vorhergehenden Kapitel
beschrieben codiert. Die univariate Cox-Analyse ergab fur die T-Zellchimarismuswerte an
Tag +100 nach Stammzelltransplantation, Schwellenwert bei 80%, flir keinen der drei

Endpunkte ein statistisch signifikantes Ergebnis. Die Fallzahl betrug hier n=95.

4.2.3.5 Leukozytenanzahl an Tag +100 nach allogener Stammzell-

transplantation

Hier wurde die Leukozytenzahl/ul Blut an Tag +100 nach Stammzelltransplantation
analysiert. In diese Analyse gingen die Werte von 97 Patienten mit ein. Es wurde der
Medianwert der Leukozytenanzahl von allen diesen Patienten ermittelt. Diese fixe Zahl
wurde von denjenigen Absolutwerten subtrahiert. Die fir diese Variable durchgefiihrten
univariaten Cox-Analysen ergaben fiir den Endpunkt Rezidiv-freies Uberleben ein
grenzwertig statistisch signifikantes Ergebnis (p=0,045). Das bedeutet, dass das Auftreten
eines Rezidivs oder das Eintreten des Todes fiir Patienten mit niedrigeren
Leukozytenwerten erhdht ist (HR=1,169). Fir die Endpunkte OS und Rezidiv lieferten die
Analysen keine statistisch relevanten Ergebnisse. Bei diesen Analysen betrug die Fallzahl
n=97.

4.2.3.6 Thrombozytenanzahl an Tag +100 nach allogener Stammzell-

transplantation

Ebenfalls signifikante Ergebnisse lieferte die univariate Cox-Analyse der Thrombozyten-
Werte an Tag +100. Zur Berechnung dieser Variablen wurde ein Schwellenwert von 50 000
Thrombozyten /ul festgelegt. Patienten mit Werten < 50 000/ul hatten ein erh6htes Risiko
ein Rezidiv zu erleiden oder zu sterben als Patienten mit Werten > 50 000/ul (p=0,048,
HR=2,044). Die Fallzahl bei diesen Analysen betrug n=97. In der multivariaten Cox-
Analyse bestétigten sich diese Ergebnisse fur die Endpunkte RFS (p=0,005, HR=5,022)
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und OS (p=0,023, HR=4,144). Diese Analysen wurde unter Einbeziehung folgender
Cofaktoren durchgefihrt: NPM1-Mutations-Status, MRD-Status an Tag +100,
Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation, HLA-Status, Thrombozytenwert an
Tag +100 und der ELN-Klassifikation. Bei der multivariaten Cox-Analyse betrug die Fallzahl
n=61.
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Tabelle 10: Ergebnisse der univariaten Analysen nach dem Cox-Modell fur alle Patienten, unabhéngig vom Krankheitsstatus zum
Zeitpunkt der Transplantation.

RFS oS Rezidiv ja/nein
Variable N= HR (95% KI) P | N=| HR(@©5%KI p N= HR (95% K1) P
Geschlecht 144 1'10177%?91' 0673 | 144 | 1,22 (0,744-2,001) | 0,43 | 144 | 0,936 (0,51-1,716) 0,83
Patientenalter (pro Dekade) 144 1,007 (0,851- 0031 | 144 1,022 (0,854- 0.814 144 1,043 (0,839-1,296) 0,704
1,193) 1,223)

ggtj";':]trir;‘;‘”er (Schwellenwert bei I 1/, | 978 (0,565-1,69) | 0,935 | 144 | 1,005 (0,62-1,935) | 0,754 | 144 | 1,206 (0.618-2.354) | 0,584
NPM1 0,471 (0,266- 0,543 (0,299- ]

111 0.336) 0,010 | 111 0,987 0045 | 111 | 04 (0,186-0,863) 0,019
MLL-PTD 1,590 (0,926- 1,556 (0,882-

119 2.720) 0,002 | 119 > 744 0127 | 119 | 1,866 (0,938-3712) | 0,076
FLT3-LM 1,312 (0,776- 1,482 (0,857-

125 2210, 0311 | 125 2 563) 0,159 | 125 | 1,798 (0,934-3,464) | 0,079
FLT3-TKD 0,829 (0,355 - 0,925 (0,394-

111 L 936) 0,664 | 111 5175 0858 | 111 | 0,419 (0,1-1,756) 0,234
CEPBA 24 | 0,040 (0-102,912) | 0,421 | 24 | 0,041 (0-305,865) | 0,482 | 24 0,04 (0-846,958) 0,527
c-kit 0,796 (0,108 — 0,925 (0,125-

47 6 851) 0823 | 47 6.859) 0925 | 47 | 1,39(0,182-10,593) | 0,75
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Remissionsstatus vor
Transplantation

3,613 (1,937-

<0,00

4,111 (2,028-

<0,000

(Remission vs. Rezidiv oder 144 6,742) 01 144 8,333) 1 144 3,837 (1,703-8,647) 0,001
refraktar)
Blastenanzahl KM vor Tx pro 10 136 1,089 (1,005 - 0038 | 136 1,084 (0,995- 0.064 136 1,113 (1,007-1,231) 0,036
1,181) 1,182)
Blastenanzahl PB vor Tx pro 10 127 1,094 (0,992 - 0,072 | 127 1,068 (0,963- 0213 127 1,154 (1,032-1,29) 0,012
1,206) 1,183)
Spender (verwandt VS. 0,787 (0,491 — 0,772 (0,471- i
unverwandt) 144 1,26) 0,318 | 144 1,266) 0,305 144 0,846 (0,463-1,545) 0,586
Alter des Spenders (pro Dekade) 131 1,088 (0,907 — 0365 | 131 1,111 (0,915- 0.287 131 1,125 (0,894-1,416) 0313
1,306) 1,348)
Geschlecht des Spenders 1,079 (0,884- 1,063 (0,864- )
141 1,318) 0,453 | 141 1,308) 0,563 141 1,17 (0,976-1,402) 0,089
Sl 144 | 0,56 (0,342-0,92) 0,022 | 144 0’60160(35’58' 0,062 144 0,491 (0,264-0,914) 0,025
CMV-Status des Patienten 143 | 1,09 (0,657-1,809) | 0,738 | 143 | 1,021 (0,599-1,74) | 0,94 143 1,484 (0,748-2,945) 0,259
SNSRI CEs SHamelErs 143 | 0,82 (0,511-1,316) | 041 | 143 0’7182(3’2‘;72' 0325 | 143 | 0947 (0,52-1,725) 0,86
Stammzellquelle 1,255 (0,987- 1,197 (0,932- i
144 1,594) 0,063 | 144 1,536) 0,159 144 1,160 (0,835-1,613) 0,376
Stammzellquelle (KM vs. PB) 2,596 (0,63- 2,341 (0,564- 24,05 (0,135-
128 10,696) 0,187 | 128 9,716) 0,242 128 4285,666) 0,229




é':;ée”i\rf]z%'r‘leeirr)‘e el Sl 1. | W 1’1017,é%§)78 - | oess | 137 1'131{38(&‘)594' 0,607 | 137 | 0,904 (0,476-1,715) | 0,757
Chronische GVHD 87 1'874?5(3563' 0171 | 87 1'2929"9%)581' 0524 | 87 | 0426(0,057-3202) | 0,407
e 114 0'69;‘ 4%?41' 0,319 | 114 0'5?2%?53' 0149 | 114 | 0974 (0.419-2,261) | 0,950
E0rDrEE0TE 135 | 1,326 (0.752.343) | 0331 [135 | 4PEIT | 0250 | 135 | 1301 (0675-2868) | 0371
Karnofsky-Index (good vs. poor) | ;44 0'641%3(85’14' 0,221 | 111 | 0,759 (0,341-1,69) | 0,5 | 111 | 0,555 (0,229-1,345) | 0,192
Erll_(lj\lézl;slssifikation (favorable vs. 135 1,6322,9(906,52)389- 0114 | 135 1,552%9(20‘,322- 0175 | 135 2,395 (1,005-5,71) 0,049
éishwglf:ri]mz:if&?go%;ag 30 107 1'435%9%?46' 0,621 | 107 1'265?0%)595' 0,779 | 107 | 1,165 (0,158-85598) | 0,881
e e el e D el el e e
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Gesamtchiméarismus Tag

+100

1,905 (0,451-

e 88 051 0,381 | 88 | 1,411(0,33-6,037) | 0,643 | 88 | 1,732(0,228-13,169) | 0,596
(C;ecshav;“;ﬁgr']:,“vgi'tsg ?‘35%)”9 +100] gg 2'4%?1(&;41' 0,141 | 88 | 1,993 (0,592-6,71) | 0,265 | 88 | 2,971 (0,672-13,132) | 0,151
(C;ecshav;“;ﬁgr']:,“vgi'tsg 1S oo ¥ t1001 o7 1'082%6(&3‘)‘38' 0,866 | 97 1'1‘;?8%)5‘56' 0,775 | 97 | 0914 (0,26-3211) | 0,888
(Ts_,iﬁl/l\/_gr;?v?;ﬁrgngO%)Tag el EEE! 10;6005(1)_13) Lo il 102%)6?3&13) 1o | 1t ] ]

(Ts',ﬁﬁ'v'v'gﬂ?ﬁéﬁrﬂifgo%)mg 301 114 8'93586;%%97' 0,003 | 111 | 3,344 (0,8-13,978) | 0,008 | 111 | 7,47 (0,977-57,128) | 0,053
(Tsiﬁuvgrémgrstrggf%%)mg *300 111 | 1,266 (0,454-3,53) | 0,652 | 111 1'2%?5(5()é;‘52' 0651 | 111 | 1,062 (0,252-4,478) | 0,935
(Tsiﬁcvgr;m;ﬁ”;gfloo% ;5‘9 301 107 1'4%§7(§é§25' 0,314 | 107 | 1,432 (0,714-2,87) | 0,312 | 107 | 1,182 (0,473-2,954) | 0,721
g =l [ =] ] =] -

(erwellemwertborsoy -1 95 | vaa0as | 0695 | 95 | iabeseesisy | 073 | 95 | agsmverion | 077
(erwellemwertporosy - |95 | Shacsen | 0578 | 95 | Garrepey | 0625 | o5 | 950000, | oess
(Tsiﬁuvgmmgft”;:fmo;)‘;g +100 1 o4 0'662‘,‘1(3502' 0,501 | 94 0'762%5(2528' 0658 | 94 | 0787(0,181-3427) | 0749
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MRD-Status vor Transplantation 132 2,0(0,4-3,1) 0,08 | 132 2,0 (0,4-2,6) 0,1 132 9,0 (1,2-65,5) 0,03
MRD-Status an Tag +30

(Patienten, die sich an Tag 30 in | 104 | Y05 0% | 0777 104 | LOLESTE 0780 | 104 | 1368 (06302974) | 0428
Remission befanden)

MRD-Status an Tag +30

(Patienten, die sich an Tag 0 und | 39 | O35 004 | 0378 | 39 | 06s1007457) | 0698 | 39 | 0829 00858,121) | 0872
bei Tx in Remission befanden) '

MRD-Status an Tag +100

(Patienten, die sich an Tag 100 in | 82 3'0%25%5‘29' 0,004 | 83 | 3,234 (145-7,211) | 0,004 | 83 | 4983 (1958-12,683) | 0,001
Remission befanden) '

MIRD-Staflis an Tag +£00 0,046 (0,0 0,047 (0,0 0,045 (0,0

(fir Patienten, die sich an Tag 100 32 56105693,2) 0772 | 32 6,87E+13) 0864 | 32 120201369964) 0816
und bei Tx in Remission befanden)

k&‘g‘?ggfﬂ”gﬁa‘go (Absolutwert=1 1.9 | 1 021 (0,048-1,1) | 0587 | 119 | 1,03 (0,952-1,115) | 0,456 | 119 | 0,886 (0.732-1,071) | 0,211
Thrombozytenanzahl an Tag +30 0,975 (0,562-

(Schwellenwert bei 50.000/ul) 119 1,692) 0,929 | 119 | 0,928 (0,510-1,69) | 0,808 | 119 | 0,783 (0,377-1,625) 0,512
Leukozytenanzahl  (Absolutwert- 1,169 (1,004-

Median) an Tag +100 97 1,361) 0,045 | 97 1,1(0,910-1,330) 0,326 97 1,179 (0,966-1,44) 0,106
Thrombozytenanzahl an Tag +100 2,044 (1,008- 2,043 (0,937-

(Schwellenwert bei 50.000/pl) 97 4,146) 0.048 | 97 4,456) 0073 | 97 | 1,948(0,754-5,032) 0,169
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Tabelle 11: Ergebnisse der multivariaten Analyse nach dem Cox-Modell fur alle Patienten, unabhangig vom Krankheitsstatus zum
Zeitpunkt der Transplantation.
RFS 0S Rezidiv ja/nein
Variable N= HR (95% KI) P N= HR (95% KI) P N= HR (95% KI) P
61 61 61
NPM1 0,388 (0,137-1.1) |  g75 0532 (0,174- | 0,268 0,727 (0,158-3,338) | 0,682
1,627)
Krankheitsstatus bei Tx 0,234 (0,628- 0,234 3,835 (0,826- 0,086 1,388 (0,234-8,226) 0,718
6,736) 17,812)
HLA-Status 0,95217(&15)325' 0,927 0,73 (0,229-2,33) | 0,595 0,657 (0,161-2,687) 0,559
3,657 (1,31- 2,128 (0,776~
MRD-Status an Tag +100 10 2(13) 0.013 ( 0,142 9,574 (2,183-41,988) 0,003
’ ’ 5,839)
Thrombozytenanzahl an Tag +100 5,022 (1,611- 0.005 4144 (1,214- | 0,023 4,84 (0,909-25,767) | 0,065
15,657 ’
(Schwellenwert bei 50.000/ul) ) 14,147)
2,056 (0,422- 1,574 (0,323- 0,575 3,105 (0,261-36,972) 0,37
ELN-Klassifikation 10,006) 0,372
7,682)
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4.2.4 Einflisse von Parametern und Risikofaktoren im Verlauf ab Tag +100

nach allogener Stammzelltransplantation

116 Patienten in Remission konnten Uber einen Zeitraum von im Median 16,7 Monaten (O -
111,4 Monate) beobachtet werden. In dieser Beobachtungsperiode nach Tag +100 wurden
insgesamt 429 Blutproben beziglich der MRD zu individuell gewahlten Zeitintervallen

untersucht.

4.2.4.1 Chronische Graft versus Host Disease

Von einer chronischen Graft-versus-Host Disease spricht man, wenn diese nach Tag +100
nach Stammzelltransplantation auftritt. Bei dieser Erkrankung werden &hnlich wie bei
Autoimmunerkrankungen eigene Korperzellen von autoreaktiven T-Zellen angegriffen.
Getriggert wird diese Reaktion vermutlich durch die vorausgegangene Transplantation
fremder Stammzellen. Mehr zur cGvHD ist Kapitel 1.5.5 zu entnehmen. Fur die im Rahmen
dieser Dissertation durchgeflihrten statistischen Analysen, wurde die Patientenkohorte
bezlglich der cGvHD in zwei Gruppen aufgeteilt. In einer Gruppe wurden alle Patienten

ohne cGvHD berticksichtigt, in der anderen alle Patienten mit cGvHD.

In der univariaten Cox-Analyse ergab sich bezlglich keiner der drei Endpunkte ein

statistisch signifikantes Ergebnis. Die Fallzahl bei diesen Analysen betrug n=87.

4.2.4.2 Praemptive DLI-Gabe

Eine Gabe von spendereigenen Lymphozyten nach der allogenen
Stammzelltransplantation sollen den Graft versus Leukemia-Effekt verstarken und dem
Auftreten eines Rezidivs entgegenwirken. Nahere Informationen zur DLI-Gabe sind Kapitel

1.5.6 zu entnehmen.

31 Patienten erhielten Spenderlymphozyten. Die univariate Cox-Analyse beziiglich der
Gabe von spendereigenen Lymphozyten ergab hinsichtlich keiner der drei Endpunkte ein
statistisch signifikantes Ergebnis. Verglichen wurden Patienten, die DLIs nach der
Transplantation erhielten mit denen, die keine Spenderlymphozyten erhalten hatten. Die

Fallzahl bei diesen Analysen betrug n=114.

4.2.4.3 Analysen zur MRD im weiteren Verlauf nach allogener

Stammzelltransplantation

Im Verlauf nach Tag +100 nach Stammzelltransplantation wurde in individuellen Abstanden
die MRD-Last von insgesamt 116 Patienten im peripheren Blut bestimmt. Diese Daten

stellten die Grundlage fir die im Folgenden beschriebenen statistischen Analysen nach
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dem Mantel-Byar- und dem Simon-Makuch-Test dar. Analysiert wurden insgesamt 429

Proben.

Bei den Analysen mit dem Mantel-Byar-Test wurden zwei unterschiedliche
Patientengruppen untersucht. Zunachst wurden die Patienten, die sich an Tag +100 in
Remission befanden und einen bekannten MRD-Status an Tag +100 und/oder mindestens
einen MRD-Wert im Verlauf hatten, unabhéngig vom Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der

Transplantation analysiert. Die Fallzahl in dieser Gruppe betrug n=116.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Grafik 16 dargestellt. Von den 57 MRD-positiven
Patienten haben 34 Patienten ein Ereignis (Rezidiv oder Tod) und 23 werden ohne
Ereignis zensiert. 59 Patienten bleiben wéhrend des gesamten Verlaufs negativ. Von
diesen MRD-negativen Patienten haben nur 16 ein Ereignis und 43 werden ohne Ereignis
zensiert. Die Analyseergebnisse des Mantel-Byar-Tests waren statistisch signifikant
(p<0,0001).

Nach zwei Jahren und 100 Tagen nach Stammzelltransplantation hatten Patienten mit
positivem MRD-Status an Tag +100 oder im Verlauf eine 31%-ige Wahrscheinlichkeit noch
kein Rezidiv zu haben bzw. noch am Leben zu sein. Bei den MRD-negativen Patienten
hingegen betrug diese Wahrscheinlichkeit zum selben Zeitpunkt 78% (Grafik 16).
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Patienten in Remission an Tag
+100 und mit bekanntem MRD-
Status an Tag +100 und/oderim
Verlauf

(n=116)

Mantel-Byar test: p < 0.0001

] = Positiv
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Wahrscheinlichkeiten fiir Rezidv-freies
Uberleben
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

In Jahren ab Tag +100 nach Stammzelltransplantation

Grafik 16: Wahrscheinlichkeit fir Rezidiv-freies Uberleben bei Patienten mit bekanntem

MRD-Status in der Verlaufsperiode nach Tag 100 nach Transplantation

Rote Linie: Patienten, die im Laufe der Follow-up-Untersuchungen negative MRD-Werte hatten.

Blaue Linie: Patienten, die zum Zeitpunkt Tag 100 nach SZT entweder bereits einen positiven MRD-Status
hatten oder wéhrend der Follow-up-Periode von negativem auf positiven MRD-Status wechselten.

4.3 Subgruppenanalyse

Alle vorbeschriebenen Analysen wurden hinsichtlich des Remissionsstatus zum Zeitpunkt

der Transplantation untersucht.

Die Patientenkohorte wurde in zwei Untergruppen unterteilt. In einer Gruppe wurden die
Patienten zusammengefasst, die sich zum Zeitpunkt der Transplantation in Remission
befanden und rezidivfrei in die Transplantation gingen. Im Weiteren wird diese Gruppe als
Gruppe A bezeichnet. Die Analyseergebnisse aus dieser Gruppe werden im Folgenden
dargelegt. Die andere Untergruppe bezieht nur die Patienten mit ein, die zum Zeitpunkt der
Transplantation ein Rezidiv der Leukamie hatten oder die refraktar auf die vorangegangene

Therapie waren. Es werden nun die statistisch signifikanten Ergebnisse dargestellt.

4.3.1 Patienten in kompletter Remission zum Zeitpunkt der Transplantation

Die univariate Cox-Analyse fir die Remissions-Gruppe (n=37) zeigte lediglich fur den
Medianwert der Leukozytenanzahl an Tag 100 nach Stammzelltransplantation ein
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statistisch signifikantes Ergebnis hinsichtlich des Rezidiv-freien Uberlebens (p=0,049,
HR=1,288) und des Endpunktes Rezidiv (p=0,043, HR=1,427).

4.3.2 Patienten ohne Remission zum Zeitpunkt der Transplantation

Patienten, die in diese Analysen mit einbezogen wurden, waren zum Zeitpunkt der
Stammzelltransplantation nicht in Remission, sondern wurden als therapierefraktér
eingestuft oder hatten bereits ein Rezidiv (n=95). Im Weiteren wird diese Patientengruppe

als Gruppe B bezeichnet.

4.3.2.1 NPM1-Mutationsstatus

Die univariaten Cox-Analysen zeigten, dass Patienten aus dieser Gruppe mit positiver
NPM1-Mutation ein langeres Rezidiv-freies Uberleben haben, als Patienten ohne NPM1-
Mutation (p=0,042, HR=0,0524, n=73) (Tabelle 12).

4.3.2.2 Verwandtschaftsgrad des Spenders

Es wurde in dieser Patientengruppe getestet, ob sich der Verwandtschaftsgrad des
Spenders auf den Krankheitsverlauf auswirkt. Hier ergaben die univariaten Cox-Analysen
statistisch signifikante Ergebnisse im Hinblick auf das Rezidiv-freie Uberleben (p=0,024,
HR=0,549, n=95). Patienten mit Stammzellspenden von einem verwandten Spender haben
demnach eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fur Rezidiv-freies Uberleben, als
Patienten mit unverwandten Spendern. In der multivariaten Cox-Analyse bestatigten sich

diese Ergebnisse jedoch nicht.

4.3.2.3 Stammzellquelle

In der Patientengruppe B ergaben sich beziglich der Stammzellquelle hinsichtlich des
Rezidiv-freien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens statistisch signifikante Ergebnisse
(RFS: p<0,0001, HR=0,037, n=81; OS: p<0,0001, HR=0,008, n=81). Das bedeutet, dass
Patienten, die Stammzellen aus dem Knochenmark erhalten haben, eine signifikant hthere

Wahrscheinlichkeit fiir Rezidiv-freies Uberleben und Gesamtiiberleben haben.

4.3.2.4T-Zell-Chimédrismus an Tag +30 nach allogener Stammzell-

transplantation

Die Analysen beziglich des T-Zell-Chimarismuswerten an Tag +30 nach
Stammzelltransplantation (Schwellenwert bei 90%) ergaben hinsichtlich des Rezidv-freien
Uberlebens statistisch signifikante Ergebnisse (p=0,015, HR=6,153, n=73). Das bedeutet,
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dass Patienten mit einem Chiméarismuswert Gber 90% eine héhere Wahrscheinlichkeit fur

Rezidiv-freies Uberleben haben, als Patienten mit Chimarismuswerten <90%.

4.3.2.5 MRD-Status an Tag +100 nach Stammzelltransplantation

Der MRD-Status an Tag +100 nach Stammzelltransplantation wurde auch mit der
univariaten Cox-Analyse untersucht. Hierbei ergab sich eine statistische Signifikanz der
Ergebnisse beziiglich des Rezidiv-freien Uberlebens (p=0,025, HR=2,511, n=51) und des
Endpunktes Rezidiv (p=0,005, HR=4,354, n=49). Patienten, die zum Zeitpunkt der
Transplantation nicht in Remission waren und deren MRD-Status an Tag +100 nach
Transplantation positiv war, haben ein htheres Risiko ein Rezidiv zu bekommen, als
Patienten, deren MRD-Status an Tag 100 nach Transplantation negativ war.

Fur den MRD-Status an Tag 100 ergaben sich auch in der multivariaten Cox-Analyse
statistisch signifikante Ergebnisse. Als Kovariablen wurden hier der Spenderstatus und die
Thrombozytenanzahl an Tag +100 einbezogen. Es ergaben sich fiir alle drei Kovariablen
statistisch signifikante Ergebnisse im Hinblick auf das Rezidiv-freie Uberleben (Spender
verwandt vs. unverwandt: p=0,01, HR=0,327; MRD Status Tag +100: p=0,001, HR=5,4;
Thrombozytenanzahl Tag +100: p<0,0001, HR=6,984). Die Fallzahl bei dieser Analyse
betrug n=50. Hinsichtlich des Rezidiv-freien Uberlebens waren die Patienten im Vorteil, die
die Stammzellen von einem verwandten Spender erhielten, MRD-negativ an Tag +100
waren und Thrombozytenzahlen >50.000/ul an Tag +100 hatten. Auch hinsichtlich des
Gesamtlberlebens und des Endpunktes Rezidiv wurden in dieser Analyse statistisch
signifikante Ergebnisse erzielt. So hatten Patienten mit negativem MRD-Status und mit
Thrombozytenzahlen >50.000/ul an Tag +100 eine signifikant hthere Wahrscheinlichkeit
hinsichtlich des Gesamtuberlebens. Die Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv zu bekommen war
fur diese Patienten geringer (OS: MRD Status Tag +100: p=0,017, HR=2,991,
Thrombozytenanzahl Tag+100: p=0,001, HR 5,347; n=50; Rezidiv: MRD Status Tag +100:
p<0,0001, HR=10,227; Thrombozytenanzahl Tag +100: p=0,004, HR=7,546; n=48).

4.3.2.6 Thrombozytenanzahl an Tag +100 nach allogener Stammzell-

transplantation

Die Anzahl der Thrombozyten als binare Variable wurde in Gruppe B auch im univariaten
Cox-Modell analysiert. Hierbei wurden Thrombozytenwerte =50.000 /ul und <50.000 /ul
unterschieden. Diese Analysen ergaben hinsichtlich aller drei Endpunkte statistisch
signifikante Ergebnisse. Patienten mit Thrombozytenwerten =250.000 /ul hatten eine hohere

Wahrscheinlichkeit fur Rezidiv-freies und Gesamtiberleben, sowie eine geringere
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Wabhrscheinlichkeit ein Rezidiv zu erleiden (RFS: p=0,001, HR=3,663, n=60; OS: p=0,002
HR=3,610, n=60; Rezidiv: p=0,02, HR=3,269, n=60). Auch in der multivariaten Cox-
Analyse ergaben sich beziglich dieser Variablen und allen drei Endpunkten Ergebnisse
von statistischer Signifikanz (siehe Kapitel 4.3.2.5).

4.3.2.7 Zeit zwischen Transplantation und erstem negativem MRD-Wert

Die Zeit zwischen Transplantation und erstem negativen MRD-Wert in Monaten wurde
mittels univariater und multivariater Cox-Analyse analysiert. Die mediane Zeit zwischen
Rezidiv und erstem negativem MRD-Wert betrug 1,03 Monate. In der univariaten Analyse
waren die Ergebnisse beziglich des Rezidiv-freien und des Gesamtiiberlebens statistisch
signifikant (RFS: p=0,045, HR=0,747, n=63; OS: p=0,049, HR=0,75, n=63). In der
multivariaten Analyse ergaben sich keine statistisch relevanten Resultate.

Alle Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox-Analysen fir die Patientengruppe B sind

Tabelle 12 zu entnehmen.
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Tabelle 12: Ergebnisse der uni- und multivariaten Cox-Regression fur Patienten, die zum Zeitpunkt

Remission waren

Rezidiv ja/nein

der Transplantation nicht in

Variable N= HR (95% KI) P N= HR (95% KI) P N= HR (95% KI) P
Univariate Analysen
NPM1-Mutation (negativ VS. 0,524 (0,281- 0,606 (0,318-
o 73 0,042 73 0,130 71 | 0,507 (0,228-1,126) 0,095
positiv) 0,978) 1,158)
Spender (verwandt VS. 0,549 (0,327- 0,591 (0,346-
95 0,024 95 0,054 95 | 0,597 (0,308-1,156) 0,126
unverwandt) 0,923) 1,009)
Stammzellquelle (KM vs. Peripher) 0,037 (0,007- 0,008 (0,001- 20,783 (0,0-
81 <0,0001 | 81 <0,0001 | 81 0,866
0,209) 0,089) 4,571E+16)
T-Zell-Chimarismus Tag +30 6,153 (1,431- 2,167 (0,515-
_ 73 0,015 73 0,291 72 | 4,611 (0,603-35,276) 0,141
(Schwellenwert bei 90%) 26,466) 9,120)
MRD-Status an Tag +100 (negativ 2,511 (1,126~ 2,197 (0,962-
o 51 0,025 51 0,062 49 | 4,354 (1,575-12,039) 0,005
VS. positiv) 5,602) 5,019)
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Thrombozytenanzahl an Tag +100 3,663 (1,726- 3,610 (1,588-

60 0,001 60 0,002 60 3,269 (1,203-8,886) 0,020
(<50.000/pl vs. 250.000/pl) 7,775) 8,207)
Zeit zwischen SZT und 1.

. . 0,75 (0,563-
negativem MRD-Wert in Monaten 63 0,747 (0,562- 0,045 | 63 0.999) 0,049 | 62 | 0,774 (0,549-1,090) 0,142
0,994)
Multivariate Analysen

50 50 48
Spender (verwandt VS. 0,327(0,139-0,769) 0,01 0,566(0,24- 0,194 0,512 (0,159-1,650) 0,262
unverwandt) 1,336)

0,017 10,227 (2,829- <0,0001

MRD-Status an Tag +100 (positiv 5,4 (2,088-13,964) 0001 2,991 (1,221- 36,973)
VS. negativ) 7,325)
Thrombozytenanzahl an Tag +100 6,984 (2,701- | <0,0001 5,347 (2,013- | 0,001 7,546 (1,914-29,748) | 0,004
(<50.000/pl vs. 250.000/pl) 18,06) 14,2)
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4.3.2.8 Kumulative Rezidivinzidenz

Fur die Subgruppe der Patienten, die zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in Remission
waren, fuhrten wir ebenfalls Analysen mittels des Fine-and-Gray-Tests durch. Hier wurde
ebenfalls das Auftreten eines Rezidivs als Ereignis und das Eintreten des Todes als
konkurrierendes Risiko gewertet. Bei den univariaten Analysen in dieser Konstellation
ergab sich nur die Variable MRD-Status an Tag +100 als statistisch signifikant (p-
Wert<0,05). Die Fallzahl fir diese Analysen mit dieser Kohorte betrug n=78.

Fiur die Patientengruppe B, fur die nicht in Remission transplantierten Patienten, wurde
ebenfalls die kumulative Rezidivinzidenz ermittelt und grafisch dargestellt (Grafik 17). Hier
betrug die Fallzahl n=55. Bei diesen Analysen ergab sich fur die MRD-positiven Patienten
an Tag +100 nach zwei Jahren eine Wahrscheinlichkeit von 50% (KI: 28%-69%) fur das
Auftreten eines Rezidivs. Fiur Patienten mit negativem MRD-Status an Tag +100 ergab sich
eine Wahrscheinlichkeit von 20% (KI: 9%-35%) ein Rezidiv zu bekommen. Das bedeutet,
dass Patienten, deren Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation nicht
leukamiefrei war und die zusatzlich einen positiven MRD-Status hatten, ein deutlich
hoheres Risiko flr das Auftreten eines Rezidivs hatten, als Patienten mit negativem MRD-
Status. Die Analysen in dieser Gruppe ergaben ein statistisch signifikantes Ergebnis
(p=0,0059) (siehe Grafik 17).
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Nicht in Remission transplantierte
— Positiv Patienten mit bekanntem MRD-Status an
Tag +100 (n =55)
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08 Negativ
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Kumulative Rezidivinzidenz
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Zeitin Jahren ab Tag +100 nach Stammzelltransplantation

Grafik 17: Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten eines Rezidivs bei Patienten der Gruppe B
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4.3.2.9 Analysen nach dem Mantel-Byar- und Simon-Makuch-Test

Die Daten der Subgruppe wurden in einer zweiten Analyse mittels des Mantel-Byar-Tests
analysiert. In Gruppe B dieser Kohorte betrug die Fallzahl n=70. Bei diesen Analysen
ergaben sich folgende Ergebnisse: 38 Patienten dieser Gruppe waren schon zu Beginn
MRD positiv oder wechselten im Verlauf von negativ zu positiv. 28 von diesen 38 Patienten
hatten im Laufe der Zeit ein Ereignis (entweder Tod oder Rezidiv). 10 der MRD-positiven
Patienten wurden ohne Ereignis zensiert. 32 Patienten aus dieser Gruppe hatten wéahrend
der gesamten Beobachtungsperiode einen negativen MRD-Status. 11 aus den 32 MRD-
negativen Patienten hatten ein Ereignis (Tod oder Rezidiv). 21 aus den 32 MRD-positiven
Patienten wurden ohne Ereignis zensiert. Die Analyseergebnisse dieser Kohorte sind in

Grafik 18 als Simon-Makuch-Kurve dargestellt.

Die MRD-negativen Patienten hatten zwei Jahre nach Tag +100 eine Wahrscheinlichkeit
von 70% (KI: 54%-86%), dass noch kein Rezidiv eingetreten ist. Fir die MRD-positiven
Patienten dieser Gruppe liegt die Wahrscheinlichkeit nach zwei Jahren nach Tag +100
noch kein Rezidiv bekommen zu haben bei nur 24% (KI: 10%-38%). Diese Analysen

mittels des Mantel-Byar-Tests sind mit einem p-Wert von <0,0001 statistisch signifikant.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass MRD-Positivitdt an Tag +100 bzw. der Wechsel
von negativem zu positivem MRD-Status wahrend der Follow-up-Periode ein schlechter
prognostischer Faktor im Hinblick auf das Auftreten eines Rezidivs oder das Eintreten des
Todes ist.
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Patienten, die sich zum Zeitpunkt der
Transplantation nicht in Remission
befanden, mit bekanntem molekularem
_ MRD-Status an Tag +100 und/oder im
Verlauf
(n=70)

o L._¢_| Mantel-Byar test: p < 0.0001
— Positive ; ;

0.1 - .
------ Negative
0.0

Uberleben

Wahrscheinlichkeiten fiir ein Rezidv-freies

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
In Jahren ab Tag +100 nach Stammzelltransplantation

Grafik 18: Wahrscheinlichkeit fiir Rezidiv-freies Uberleben bei Patienten mit bekanntem
MRD-Status in der Verlaufsperiode nach Tag 100 nach Stammzelltransplantation, die nicht

in Remission transplantiert wurden

Durchgezogene Linie: Patienten, die entweder von vorne herein einen positiven MRD-Status hatten oder im
Verlauf von negativem zu positivem MRD-Status wechselten

Gepunktete Linie: negativer MRD-Status wahrend gesamtem Beobachtungszeitraum
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5 Diskussion

Trotz des heutigen Wissensstands und der fortschrittlichen Therapieméglichkeiten kann es
bei Patienten mit akuter myeloischer Leuk&mie nach allogener Stammzelltransplantation zu
einem Erkrankungsrezidiv kommen. Es konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigt
werden, dass die MRD-Diagnostik mittels RT-PCR einen pradiktiven Wert bezilglich des
Outcomes nach allogener Stamzelltransplantation hat. So ist es moéglich ein Rezidiv schon
friher als bisher zu erkennen und der Krankheit entgegen zu wirken, bevor sie sich voll

ausbreiten kann.

5.1 Fallzahl

Die Anzahl der bislang publizierten Studien, die MRD-Monitoring bei AML-Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation untersucht haben ist gering. Zudem wird die MRD oft
mittels Multiparameter Flowzytometrie (MFC) bestimmt und nicht mittels RT-PCR. Die MFC
ist kostengiinstiger und rasch umsetzbar, ist aber weniger sensitiv. Die Methode der RT-
PCR st zeitlich und finanziell aufwendiger, liefert aber sensitivere und spezifischere
Ergebnisse. Zumeist  werden bei  Studien  zum MRD-Monitoring nach
Stammzelltransplantation nur wenige molekulare MRD-Marker untersucht. In den
Untersuchungen dieser Arbeit konnten 144 AML-Patienten eingeschlossen werden, die alle
den Nachweis fir einen molekularen MRD-Marker erbrachten und eine allogene
Stammzelltransplantation erhalten hatten. Die Fallzahl der ausgewerteten Patientendaten
von insgesamt n=498 Patienten, ist verglichen mit anderen AML-Studien hoch. Andere
vergleichbare Studien wie, Appelbaum et al., 2013, analysierten nur 253 Patienten mit AML
nach allogener Stammzelltransplantation, davon hatten 54 einen MRD Marker
nachgewiesen. Analysiert wurden in dieser Studie die minimale Resterkrankung (MRD)

mittels Multiparameter Flowzytometrie und Floureszens-in-situ-Hybridisierung (FISH). [53]

In der Multi-Center Studie AMLO2 von Inaba, Coustan-Smith et al., 2012, wurden
Knochenmarksproben von 238 Kindern und Jugendlichen zytomorphologisch und mittels
MFC untersucht. Nur 77 Patienten waren positiv fir einen MRD-Marker. Untersucht wurden
insgesamt nur wenige MRD-Marker und die Bestimmung der minimalen Resterkrankung
erfolgte zum grofdten Teil mittels MFC. Die Fallzahl von n=238 bzw. n=77 ist ebenfalls
erheblich geringer, als die Anzahl der im Rahmen dieser Dissertation ausgewerteten
Patienten. Die Kinder wurden nicht regelhaft einer allogenen Stammzelltransplantation
unterzogen. Inaba, Coustan-Smith et al. konnten in ihrer Studie die hohe Sensitivitat der
Untersuchungen mittels RT-PCR bestatigen. [54]
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Die Fallzahlen der bisher publizierten Studien bei adulten AML Patienten, mit MRD
Bestimmung mittels molekularen Markern nach allogener Stammzelltransplantation, sind
ebenfalls kleiner. In der Studie von Lange, Hubmann et al., 2011, wurden u.a. 68 Patienten
mit AML untersucht. Als molekularer MRD-Marker wurde hier die krankheitsunspezifische
WT1-Uberexpression mittels RT-PCR bestimmt. Auch in anderen Studien konnten keine
hohen Fallzahlen publiziert werden [Goswami], insbesondere mit krankheitsspezifischen
molekularen MRD-Markern [Bacher]. [55, 56, 57]

5.2 MRD-Messungen als Prognoseparameter

Die Bestimmung der MRD im Krankheitsverlauf wurde hinsichtlich der prognostischen
Aussagekraft untersucht. Bei Patienten mit positivem MRD-Status an Tag +100 nach
Stammezelltransplantation besteht eine kumulierte Wahrscheinlichkeit von 47%, an einem
Rezidiv zu erkranken. Bei MRD-negativen Patienten zum selben Zeitpunkt betrug diese
Wahrscheinlichkeit nur 13%. Die Fallzahl dieser Berechnungen betrug n=87 (siehe Kapitel
4). Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Bestimmung der MRD-Last der
molekulargenetischen Marker durch RT-PCR bei AML-Patienten zum Zeitpunkt Tag +100
nach Transplantation sinnvoll flr die Erkennung eines Erkrankungsrezidivs ist. Patienten
mit positivem MRD-Status an Tag +100 hatten insgesamt eine schlechtere Prognose. Im
Median traten die Rezidive nach 6,9 Monaten ein. Das bedeutet, dass eine Erkennung
eines moglichen Rezidivs durch eine positive MRD-Last an Tag +100 frih genug ist, um
etwaige Schritte gegen die wiederkehrende Erkrankung einzuleiten. Zu bedenken ist, dass
es natdrlich auch Patienten mit positiver MRD zu diesem Zeitpunkt gibt, die spater kein

Rezidiv bekommen.

In der Studie von Yin, O’'Brien et al., 2012, wurden 278 Patienten mit Core-binding-Factor
(CBF)-AML untersucht. Diese Patienten wurden nicht stammzelltransplantiert. Bei dieser
Studie ging es darum, an Hand der MRD-Last im Verlauf nach Abschluss der Therapie ein
Rezidiv erkennen zu konnen. Es wurden bestimmte Schwellenwerte fur die
Fusionstranskripte von RUNX1-RUNX1T1 und inv(16) ermittelt, deren Uberschreiten in
allen Fallen mit dem Auftreten eines hamatologischen Rezidivs assoziiert war. Nach Yin,
O’Brien et al. kbnnen CBF-AML Patienten mit hohem Risiko fir ein Rezidiv durch
regelmafRige Bestimmung der MRD-Last durch RT-PCR identifiziert werden. Die Autoren
schlagen die MRD-Bestimmung in CBF-AML mittels RT-PCR nach Induktionstherapie,

wahrend der Konditionierungstherapie und im Verlauf wahrend der ersten 18 Monate nach
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Krankheitsbeginn im Drei-Monats-Intervall vor. Ihrer Meinung nach sollte man die MRD-

Last im Verlauf im Blut und im Knochenmark bestimmen. [58]

Nach  Dominietto, 2011, empfiehlt es sich, die MRD nach allogener
Stammzelltransplantation frih und in hoher Frequenz zu bestimmen, namlich im ersten
Jahr nach Stammzelltransplantation monatlich. Diese MalRnahmen sollen helfen, Patienten
mit hohem Risiko fiir ein Rezidiv der Erkrankung zu erkennen. In der Studie im Rahmen
dieser Dissertation wurde der Status der MRD an Tag +30 nach Stammzelltransplantation
im Hinblick auf das Eintreten eines Rezidivs, das Gesamtiiberleben und das Rezidiv-freie
Uberleben untersucht. Dabei war das Vorliegen positiver MRD-Marker zu diesem Zeitpunkt

nicht hinweisend fir das Auftreten eines Rezidivs. [11]

In dem Review von Hokland und Ommen, 2011, werden Empfehlungen fir die zeitlichen
Intervalle der MRD-Untersuchungen nach Konsolidierung der AML in Abhangigkeit vom
MRD-Marker vorgeschlagen. Die Behandlung der AML schliel3t hier nicht zwangslaufig
eine allogene Stammzelltransplantation ein. Die von den Autoren vorgeschlagenen
Zeitpunkte zur MRD-Bestimmung beginnen nach Erreichen einer Remission der
vorbestehenden AML. Alle MRD-Untersuchungen sollten mittels RT-PCR erfolgen. Durch
diese regelmafligen MRD-Bestimmungen, soll ein molekulares Rezidiv mdglichst frih
erkannt werden. Der MRD-Status vor Transplantation zeigte in der hier vorgelegten Studie
hinsichtlich keiner der untersuchten Endpunkte ein statistisch signifikantes Ergebnis. Bei
Appelbaum et al., 2013, hingegen, war ein MRD-positiver Status vor Transplantation
hinweisend fir ein kirzeres Gesamtuberleben. Die MRD (hier Leukemia-associated-
Immunophenotypes) wurde in der Studie von Appelbaum mittels Multiparameter-Flow-
Cytometry bestimmt und nicht mittels RT- PCR. [53, 59]

In der Studie von Shayegi, Kramer et al., 2013, wurden 155 AML-Patienten hinsichtlich der
MRD nach Abschluss der Therapie untersucht. Der einzige MRD-Marker, der hier
untersucht wurde, war die Mutation im NPM1-Gen. 40 Patienten erhielten eine allogene
und 19 eine autologe Stammezelltransplantation. Alle Patienten befanden sich nach
Abschluss der Therapie in Remission. Die Bestimmung der MRD-Last erfolgte mittels RT-
PCR. Die Kohorte der Patienten, die eine allogene oder autologe Stammzelltransplantation
erhielten (n=59) wurde getrennt untersucht. Aus diesen Analysen ergab sich, dass die
kumulative Rezidivinzidenz mit ansteigender MRD-Last groRer wird. Wenn die NPM1-
Mutations-Last eine Schwelle von >10% erreicht hat, ist das Gesamtiiberleben und das
Krankheits-freie Uberleben signifikant schlechter. Die Bestimmung der NPM1-Mutations-
Last als MRD ist eine interessante Methode, da die NPM1-Mutation bei AML-Patienten

81



sehr haufig ist, und weil ein Anstieg dieses Markers ein Rezidiv ziemlich zuverlassig
vorauszusagen scheint. Diese Ergebnisse wurden durch die hier vorgelegte Studie
bestatigt. Allerdings wurden hier nur Patienten mit allogener Stammzelltransplantation

betrachtet. Autolog transplantierte Patienten wurden von der Studie ausgeschlossen. [60]

Grunwald, Tseng et al., 2014, untersuchten 54 AML-Patienten mit einer FLT3-ITD (=FLT3-
LM), die in Remission stammzelltransplantiert wurden. 28 Patienten kamen zur MRD-
Untersuchung nach Stammzelltransplantation in Frage. Bei 7 von diesen 28 Patienten
wurde die MRD detektiert. [61]

In der Studie von Krénke, Schlenk et al., 2011, wurden Knochenmark- und Blutproben von
245 AML-Patienten mittels RT-PCR auf eine NPM1-Mutation hin untersucht. Von diesen
245 Patienten erhielten 80 eine allogene Stammzelltransplantation. Nach 48 Monaten
betrug die kumulative Rezidivinzidenz bei den Patienten, die nach Abschluss der Therapie
NPM1-negativ waren, 15,7%. Bei den NPM1-positiven Patienten betrug sie 66,5%. Das
GesamtlUberleben der NPM1-negativen Patienten lag bei 80% gegeniber 44% bei den
NPM1-positiven Patienten. Die Ergebnisse von Kronke, Schlenk et al. werden durch die im

Rahmen dieser Dissertation ermittelten Ergebnissen bestatigt. [36]

5.3 Chimarismusanalysen

Neben den molekulargenetischen MRD-Messungen wird routinemafig der Chimarismus im
Verlauf nach Transplantation bestimmt. Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Werte
des Gesamtchimarismus und des T-Zell-Chiméarismus an Tag +30 und +100 nach
allogener  Stammzelltransplantation bei 144  AML-Patienten  hinsichtlich  des
Gesamtiberlebens, des Rezidiv-freien Uberlebens und des Auftretens eines Rezidivs
analysiert. Es wurden verschiedene klinisch  sinnvolle  Schwellenwerte  far
Gesamtchiméarismus und T-Zell-Chimarismus gewahlt. Keine der statistischen
Berechnungen ergab ein signifikantes Ergebnis. Im Rahmen dieser Dissertation wurden die
Chimarismusanalysen bei gleichgeschlechtlicher Transplantation mittels PCR der Short
Tandem Repeats (STR) und bei gegengeschlechtlicher Transplantation mittels FISH-
Analyse  durchgefiihrt. Diese  Methoden entsprechen dem  Standard der
Chimarismusanalysen. Die Analyse des Gesamtchiméarismus ist nicht so aussagekréaftig

wie die Chimarismusuntersuchung in einer bestimmten Leukozytenpopulation. [22, 62, 63]

Tang, Alatrash et al., 2014, zeigten in ihrer Studie mit 165 AML- und 41 MDS-Patienten,

dass ein  kompletter  (100%-iger)  Spender-Chimarismus und  ansteigende
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Chimarismuswerte der Spender-T-Zellen signifikant ein langeres Gesamtuberleben nach
allogener Stammzelltransplantation voraussagen. Sinkende T-Zell-Chimé&rismuswerte
hingegen, waren mit einem kirzeren Gesamtiberleben assoziiert. Ein hoher prozentualer
Anteil an myeloischen Spender-Zellen an Tag +90 nach Transplantation hatte eine positive
Auswirkung auf das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben. Hohe Anzahlen
von Spenderchimarismus in myeloischen Zellen oder in T-Zellen an Tag +60 nach
Transplantation hatten einen giinstigen Einfluss auf das krankheitsfreie Uberleben, aber

nicht auf das Gesamtiiberleben. [64]

Barrios, Jiménez-Velasco et al. untersuchten 2003 den Chiméarismusstatus nach allogener
Stammzelltransplantation als prognostischen Marker flr das Auftreten eines Rezidivs bei
133 Patienten mit Akuter Leukdmie (ALL und AML). 29 Patienten hatten nach der
Stammzelltransplantation ansteigende Chiméarismuswerte und bekamen im Median 74
Tage nach Transplantation ein Rezidiv. Die Ubrigen Patienten hatten entweder abfallende
Chiméarismuswerte oder einen kompletten Spender-Chimarismus und bekamen kein
Rezidiv. Diese Ergebnisse zeigten, dass die regelmaBige Bestimmung der

Chiméarismuswerte ein Rezidiv vorhersagen kann. [65]

Nach der Studie von Bornhauser, Oelschlaegel et al., 2009, war die Bestimmung von
Spenderchimarismus in CD34-positiven Zellen hinweisend fur ein drohendes Rezidiv hach
allogener Stammzelltransplantation. Es wurden 90 Patienten mit CD34-positiver AML, MDS
oder ALL, die alle eine allogene Stammzelltransplantation erhalten hatten, in die Studie mit
einbezogen. Patienten, bei denen der CD 34-positive Spender-Chimarismus unter 80% lag
hatten eine signifikant hohere Inzidenz fur das Auftreten eines Rezidivs verglichen mit den
Patienten, deren Spender-Chimarismuswerte Uber 80% lagen. Aul3erdem bedingte ein
Chimarismus uber 80% eine signifikant geringere Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten

eines Rezidivs oder des Todes. [66]

Die fehlende prognostische Aussagekraft der Chimarismusuntersuchungen im Rahmen
dieser Dissertation konnte dadurch bedingt sein, dass 98,6% der Patienten eine
Konditionierungstherapie mit reduzierter Intensitat erhielten. Bei diesem Schema werden
durch die geringere Intensitat nicht alle Empfangerzellen (und damit auch Leuk&miezellen)
im Knochenmark vernichtet, wie es bei myeloablativen Konditionierungstherapien der Fall
ist. Wenn von Beginn an noch hamatologische Zellen des Empfangers vorhanden sind,
kann es Uber eine langere Zeit zu einem ,mixed chimerism“ kommen, bis der ,graft-versus-
leukemia (GvL) Effekt” alle Empféangerzellen verdrangt. Dieser GvL Effekt kann potentiell

durch Spenderlymphozyten verstarkt werden. Eine weitere Ursache fir die fehlende
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Signifikanz der hier durchgefuhrten Chimarismusanalysen konnte das hochselektierte
Patientengut sein. Alle Patienten haben eine AML und sind positiv fir mindestens einen
MRD-Marker und stellen somit nur einen kleinen Ausschnitt des breiten Spektrums der

stammzelltransplantierten Patienten dar.

5.4 Thrombozytenanzahl

Ein weiterer prognostischer Verlaufsparameter ist der Verlauf der Thrombozytenzahl nach

allogener Stammzelltransplantation.

In dieser Dissertation wurden unter anderem Analysen zum Thrombozytenwert an Tag
+100 nach Transplantation durchgefiihrt. Patienten hatten mit einer Thrombozytenanzahl
unter 50.000/ul eine héhere Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten eines Rezidivs. In der
multivariaten Cox-Analyse hatte diese Patientengruppe ein kiirzeres Gesamtiberleben und
Rezidiv-freies Uberleben als Patienten mit Thrombozytenwerten (iber 50.000/ul. Die
Bestimmung der Thrombozyten im Blut ist eine kostengunstige und schnelle Methode. In
Zusammenschau mit dem Vorliegen einer NPM1-Mutation, dem MRD-Status an Tag +100
nach Transplantation, dem Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Transplantation, dem HLA-
Status und der Einteilung nach der ELN-Klassifikation, konnten sogar Aussagen Uber das

Gesamtiiberleben und das Rezidiv-freie Uberleben getroffen werden.

In der Studie von Lange, Hubmann et al. wurde ebenfalls die Thrombozytenanzahl
hinsichtlich des Auftretens eines Rezidivs bis vier Monate nach Transplantation, des
Rezidiv-freien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens untersucht. Weder ein
Thrombozytenwert unter 100.000/ul noch unter 50.000/ul waren in der univariaten Cox-
Analyse statistisch signifikant flr einen der drei beschriebenen Endpunkte. Ein tber 50%-
iger Abfall der Thrombozytenanzahl bis Tag +112 nach Transplantation war mit einem
schlechteren Gesamtuberleben assoziiert. Die kleinere Patientenanzahl, verglichen mit der
im Rahmen dieser Studie analysierten Kohorte, konnte eine Erklarung fur die fehlende
statistische Signifikanz in der Analyse der Thrombozytenzahl <50.000/ul sein. Es ist
anzumerken, dass Patienten, die  Thrombozytentransfusionen nach der
Stammzelltransplantation als supportive Therapie erhielten, die MelRergebnisse der

Thrombozytenanzahl im Blut verfalscht sein kénnen. [56]
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5.5 Zeitpunkte der MRD-Messungen

Bezlglich der Zeitpunkte fur eine optimale MRD-Bestimmung im Verlauf einer AML
schlagen Dohner, Estey et al., 2010, vor, Blutproben alle 1 bis 3 Monate innerhalb der

ersten zwei Jahre und im Verlauf alle 3 bis 6 Monate zu untersuchen. [67]

Die optimalen Zeitpunkte fir die MRD-Bestimmung nach Beendigung der Therapie einer
AML im Verlauf sind zu diskutieren. Die MRD-Last steigt in Abh&ngigkeit vom MRD-Marker
bei drohendem Rezidiv unterschiedlich schnell an. Im Rahmen dieser Dissertation wurde
die MRD-Last im weiteren Verlauf nach Tag +100 bei jedem Patienten zu einem
unterschiedlichen Zeitpunkt und mit individuellen Intervallen bestimmt. Einzig die
Probenentnahmen an Tag +30 und +100 nach Stammzelltransplantation waren regelhatft.
Hier konnte nachgewiesen werden, dass die Bestimmung der MRD an Tag +100 nach
Stammzelltransplantation prognostisch relevant ist. Dieser Zeitpunkt sollte regelhaft bei
allen Patienten, die eine allogene Stammzelltransplantation erhalten, eingehalten werden.
[68]

5.6 Prognoseeinschéatzung nach ELN-Klassifikation und HCT-CI

Bei der AML wurden in den letzten Jahren eine grol3e Anzahl verschiedener prognostischer
Faktoren und Scores erarbeitet. Vor allem molekulargenetische Veranderungen in den
Leukamiezellen konnten mehrfach als signifikante Prognosefaktoren bestatigt werden. Eine
vorliegende NPM1-Mutation hat beispielsweise einen prognostisch positiven Effekt. In der
Kohorte dieser Dissertation konnte bei 52 der 144 Patienten eine NPM1-Mutation
nachgewiesen werden. Davon bekamen nur 9 Patienten ein Rezidiv. Das heil3t, 43 der
NPM1-positiven Patienten bekamen kein Rezidiv ihrer AML. Der positive prognostische
Effekt einer NPM1-Mutation konnte bei dieser Studie bestétigt werden. [9, 69, 70, 71, 72,
67, 73]

Prognoseeinschatzungen wie die ELN-Klassifikation, teilen die Patienten in vier
verschiedenen Risikogruppen ,Favorable®, ,Intermediate-1, ,Intermediate-II“ und ,Adverse®
ein (nach ELN-Klassifikation von 2010). In der Auswertung dieser Arbeit konnte die
prognostische Aussagekraft der ELN-Klassifikation bestatigt werden. Eine andere
Evaluation des Klassifikationssystems des European LeukemiaNet von Alpermann, Kern et
al.,, 2013, bestatigte die Abhangigkeit des Therapieergebnisses von den jeweiligen

zytogenetischen und molekulargenetischen Eigenschaften des Patienten. [67, 74]
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In der Studie von Oran, Jimenez et al., 2015, wurden 464 AML-Patienten, die alle eine
allogene Stammzelltransplantation erhielten, nach zytogenetischen und
molekulargenetischen  Merkmalen in die vier verschiedenen Gruppen zur
Risikostratifizierung des European LeukemiaNetworks von 2010 eingeteilt. Hierbei
modifizierten die Autoren diese Einteilung leicht, indem sie Patienten mit zytogenetisch
normalem Karyotyp nur hinsichtlich des FLT3-ITD-Mutationsstatus einteilten. Patienten mit
zytogenetisch normalem Karyotyp (CN-AML) und negativer FLT3-ITD wurden der Gruppe
.Favorable“ zugeordnet und Patienten mit CN-AML und positiver FLT3-ITD gehorten der
Gruppe ,Intermediate-I* an. Die Studienkohorte wurde dem Alter nach eingeteilt. 354
Patienten unter 60 Jahren wurden mit 110 Patienten tber 60 Jahren verglichen. Hierbei
ergab sich, dass die jungeren Patienten, die den Gruppen ,Favorable“ und ,Intermediate-I1*
zugeordnet waren, einen besseren Ausgang der Erkrankung verzeichneten, als die
Patienten, die der Gruppe ,Intermediate-I* zugeordnet waren. Dieses Ergebnis erganzen
die von Dohner et al., 2010, etablierte Einteilung. Insgesamt hatten altere Patienten in der
Studie von Oran, Jimenez et al., 2015, in allen Gruppen, aulier der ,Intermediate-I*-
Gruppe, einen schlechteren Krankheitsverlauf, als die jingeren Patienten. Insgesamt bleibt
festzuhalten, dass Oran, Jimenez et al. in ihrer Studie den prognostisch ginstigeren
Krankheitsverlauf bei Patienten aus der ,Favorable“-Gruppe bestétigten. Diese Aussage
wird durch die Ergebnisse, die im Rahmen dieser Dissertation erhoben wurden,

untermauert. [67, 75]

In einer Studie von Ahn, Kim et al., 2015, wurde bei 121 AML-Patienten mit normalem
Karyotyp, die alle eine SCT erhielten, die prognostische Signifikanz des ELN-
Klassifikationssystems von Déhner et al., 2010, untersucht. Hierbei ergab sich hinsichtlich
des Gesamtiberlebens nach finf Jahren kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen der ,Favorable“- und der ,Intermediate-1“-Gruppe. Als die Autoren die Patienten
ohne NPM1-Mutation und ohne FLT3-ITD als ,Favorable“ klassifizierten, ergab sich ein
statistisch signifikanter Unterschied im Hinblick auf das Gesamtiiberleben nach funf Jahren
zwischen den beiden Gruppen. Durch die Uberarbeitung des ELN-Klassifikationssystems
anhand der in diesen beiden Studien neu erlangten Ergebnisse konnte die
Risikoabschatzung bei AML-Patienten nach allogener Stammezelltransplantation noch

weiter verbessert werden. [67, 76]

Neben den krankheitsspezifischen Prognoseeinschatzungen gibt es spezielle klinische
krankheitsunspezifische Scores, die vor einer allogenen Stammzelltransplantation eine

prognostische  Einschatzung ermdglichen. Anhand des Haematopoietic Cell
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Transplantation-Comorbidity Index (HCT-CI) kann eine Risikoabschéatzung fur Patienten
nach Stammzelltransplantation in Abhangigkeit von Komorbiditaten hinsichtlich des
weiteren Krankheitsverlaufs gegeben werden. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
Patienten mit niedrigem Punktewert ist nach dem von Sorror, Maris et al., 2005, etablierten
Score-System hoher als fur Patienten mit mehreren Begleiterkrankungen und somit
hoherem Punktewert. Diese Effekte wurden in den statistischen Berechnungen im Rahmen
dieser Dissertation nicht untermauert. Die fehlende Signifikanz der durchgefihrten
Analysen konnte durch das hoch selektierte Patientengut bedingt sein. Es wurden nur
Patienten in die Studie mit einbezogen, die positiv fir mindestens einen MRD-Marker
waren. Das trifft jedoch nur fir einen Teil aller AML-Patienten zu. Der Sorror-Score wird
jedoch nicht in Abhangigkeit von MRD-Marker angewendet, sondern dient zur Einteilung

aller AML-Patienten, die eine Stammzelltransplantation erhielten. [50]

In der Studie von Nakaya, Mori et al.,, 2014, wurde die Aussagekraft des HCT-CI
untersucht. Es wurden 243 Patienten mit hamatologischen Neoplasien, darunter 102 mit
AML, nach Stammzelltransplantation nach dem HCT-CI bewertet. In dieser Kohorte war
der Score hinsichtlich des Gesamtuberlebens und der nicht mit einem Rezidiv assoziierten
Mortalitat nicht aussagekraftig. Die Autoren etablierten einen neuen ,flexiblen HCT-CI*,
indem sie Patienten, die 0 bis 3 Punkte erhielten, als Niedrig-Risikogruppe und Patienten
mit Punktewerten ab 4 Punkten als Hoch-Risikogruppe klassifizierten. An Hand dieser
neuen Einteilung konnte das 2-Jahres-Gesamtiiberleben und die nicht mit einem Rezidiv
assoziierte Mortalitdt nach zwei Jahren besser abgeschétzt werden als mit dem Original-
Score-System. Die mangelnde Signifikanz der in dieser Studie ermittelten Ergebnisse

bezlglich des Sorror-Scores deckt sich mit den Ergebnissen von Nakaya, Mori et al. [77]

5.7 Krankheitsstatus vor Stammzelltransplantation

Der Remissionsstatus vor allogener Stammzelltransplantation war in diesen Analysen
hinsichtlich des Gesamtiiberlebens, des Rezidiv-freien Uberlebens, im Hinblick auf das
Auftreten eines Rezidivs und hinsichtlich der kumulativen Rezidivinzidenz signifikant.
Patienten, die zum Zeitpunkt der Transplantation die hier festgelegten Remissionskriterien
erfillten, hatten also hinsichtlich aller untersuchten Endpunkte eine bessere Prognose als

Patienten, die bei Transplantation nicht in Remission waren.

Fiegl et al., untersuchten in ihrer randomisierten Multicenter Phase Il Studie die
Unterschiede zwischen einer hoch-dosierten Cytarabin-basierten Therapie mit oder ohne
Fludarabin bei Patienten mit rezidivierter oder refraktarer AML. Es wurden insgesamt 326
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Patienten untersucht. 77 Patienten aus beiden Kohorten erhielten eine allogene
Stammzelltransplantation. Die Analysen ergaben, dass Patienten, die in kompletter
Remission transplantiert wurden, kein signifikant besseres Uberleben zeigten als
Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Transplantation nicht in Remission befanden. Das
mediane Gesamtlberleben bei Patienten, die in Remission transplantiert wurden, betrug
12 Monate. Patienten, die nicht in Remission transplantiert wurden, tberlebten im Median
10 Monate. Diese Ergebnisse von Fiegl et al. spiegeln nicht die Ergebnisse wieder, die im
Rahmen dieser Dissertation erlangt wurden. Das kbénnte zum einen durch das etwas
hohere mediane Alter (57 und 52 Jahre gegeniiber 48 Jahre) bedingt sein. Zum anderen ist
die Fallzahl der transplantierten Patienten um die Halfte geringer als die hier untersuchte
Kohorte. [78]

5.8 HLA-Status

Die Analysen beziglich des HLA-Status zum Zeitpunkt der Transplantation, die im Rahmen
dieser Dissertation durchgefiihrt wurden, zeigten, dass Patienten mit HLA-identischem
Spender nach zwei Jahren eine kumulative Rezidivinzidenz von 15% hatten. Patienten mit
einem Stammzellspender, dessen HLA-Status Unterschiede zu dem des Empféangers
aufwies, hatten zum selben Zeitpunkt eine kumulative Rezidivrate von 38%. In den
Analysen hinsichtlich des Gesamtiiberlebens wurden diese Ergebnisse bestétigt. Patienten
mit HLA-identischer Spender-Empfanger-Konstellation hatten eine langere Rezidiv-freie

Zeit als Patienten mit HLA-differenter Spender-Empfanger-Konstellation.

In der Studie von Ottinger, Ferencik et al., 2003, wurde der Krankheitsverlauf nach
Stammzelltransplantation von drei verschiedenen Patientengruppen verglichen. Die eine
Gruppe erhielt Stammzellen von einem HLA-identischem Geschwister-Spender, die zweite
Gruppe von einem nur teilweise HLA-passendem Familienspender und die dritte Gruppe
von einem HLA-passenden unverwandten Spender. Die drei Gruppen unterschieden sich

hinsichtlich des Gesamtiiberlebens nicht signifikant voneinander. [79]

Valcarcel, Sierra et al., 2011, verglichen den Ausgang nach Stammzelltransplantation bei
789 Patienten, die auf Grund einer AML oder einer ALL transplantiert wurden. 89 Patienten
erhielten die Stammzellen von einem unpassenden, verwandten Spender und die anderen
700 Patienten von einem 8/8 HLA-A, -B, -C, und —DRB1 passenden, unverwandten
Spender. Diese beiden Patientengruppen zeigten in der univariaten und multivariaten
Analyse keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Gesamtiiberlebens,
des krankheitsfreien Uberlebens, der Therapie-assoziierten Mortalitat, im Hinblick auf ein
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Rezidiv oder hinsichtlich des GvHD-Status an Tag +100. Die Patienten, die die
Stammzellen von einem unpassenden, verwandten Spender erhielten, hatten eine
geringere Rate einer chronischen GvHD nach einem Jahr. Die Autoren empfehlen, wenn
es maglich ist, einen unpassenden verwandten Spender gegeniber einem HLA-passenden
unverwandten Spender vorzuziehen, da bei ersterem die Inzidenz des Auftretens einer
chronischen GvHD verringert ist. Die Prognose ist bei HLA-identischem
Geschwisterspender am besten. [80]

Yu, Dai et al., 2014, untersuchten 174 Patienten mit bdsartigen hamatologischen
Erkrankungen nach allogener Stammzelltransplantation. Die Autoren verglichen 82
Patienten, die ihre Stammzellen von einem HLA-unpassenden, verwandten Spender
bekamen, mit 92 Patienten, deren Stammzellen von einem HLA-passenden, unverwandten
Spender kamen. Hinsichtlich des Alters, des Geschlechts, Krankheitsart und
Krankheitsstatus vor Transplantation gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen. Die Inzidenz einer akuten GvHD war in beiden Gruppen
ungefahr gleich. Das Auftreten einer chronischen GvHD war in der Gruppe mit HLA-

identischem, unverwandtem Spender erhéht. [81]

Die Ergebnisse dieser beiden Studien spiegeln die Ergebnisse, die im Rahmen dieser
Dissertation erlangt wurden, nicht wieder. Es gilt jedoch zu beriicksichtigen, dass die
Patientenkohorte dieser Dissertation nicht hinsichtlich des Verwandtheitsgrads des
Spenders unterteilt wurde, sondern nur hinsichtlich HLA-identisch und HLA-different.

5.9 Spenderlymphozytengabe

Zusatzliche Spenderlymphozytengaben im Verlauf nach einer allogenen Transplantation
werden bei Hochrisikopatienten zur Vermeidung eines Rezidivs eingesetzt. Die Analysen
beziglich des Effektes von Spenderlymphozytengaben (DLI) nach Transplantation ergaben
hinsichtlich keiner der untersuchten Endpunkte statistisch signifikante Ergebnisse. Das
konnte daran liegen, dass insgesamt nur 31 der hier untersuchten 144 Patienten diese
Spenderlymphozyten nach Transplantation erhielten und somit die Patientenanzahl zu
gering ist, um ein statistisch signifikantes Ergebnis zu ermitteln. Durch die Gabe von
Spenderlymphozyten kann eine verstarkte GvHD ausgeldst werden, weswegen sie oft

zurickhaltend gegeben werden. [32]

In der Studie von Yan, Liu et al., 2012, wurden 814 Patienten mit akuten Leukdmien nach

allogener Stammzelltransplantation untersucht. 56 Patienten bekamen modifizierte DLI mit
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oder ohne Immunsuppression. Die kumulative Rezidivinzidenz dieser Patienten war
gunstiger als in der nicht-DLI Gruppe. In den multivariaten Analysen konnte bestatigt
werden, dass der MRD-Status nach Transplantation und die Gabe von
Spenderlymphozyten signifikant mit dem Auftreten eines Rezidivs und dem
krankheitsfreien Uberleben korreliert. Diese Studie legt nahe, dass der Krankheitsverlauf
bei MRD-positiven Patienten mit akuten Leukamien durch die modifizierte Gabe von
Spenderlymphozyten positiv beeinflusst werden konnte. [82]

In einer Studie von Schmid, Labopin et al., 2007, wurden 399 AML-Patienten retrospektiv
analysiert. 171 davon bekamen in ihrem ersten hamatologischen Rezidiv eine
Spenderlymphozytengabe. Hier lag das Gesamtlberleben bei den DLI-Patienten nach zwei
Jahren bei 21% und bei den Patienten, die keine DLI erhielten, bei nur 9%. Das
Gesamtlberleben nach zwei Jahren betrug 56% bei Patienten, die die DLI in Remission
erhielten, wahrend Patienten, die die Zellen in Aplasie oder in einem refraktdrem
Krankheitsstatus bekamen, nur eine 15%-ige Uberlebenswahrscheinlichkeit nach zwei
Jahren hatten. [30]

So kann man folgern, dass durch die Gabe von Spenderlymphozyten bei Hochrisiko-
Patienten, die diese in Remission ihrer Grunderkrankung erhalten, ein positiver Einfluss auf
das Gesamtiuberleben erzielt werden kann. In der in dieser Dissertation durchgefiihrten
Auswertung wurden die Patienten, die Spenderlymphozyten erhielten, unabh&ngig vom
Remissionsstatus der Leukamie untersucht. Die in der hier dargelegten Analyse fehlende
prognostische Aussagekraft der DLI kann durch die geringe Fallzahl (n=31) und das hierfur

nicht ausgelegte Studiendesign erklart werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Detektion eines
molekulargenetischen Markers fur minimale Resterkrankung (MRD) und dem Auftreten
eines hamatologischen Rezidiv bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) nach
einer allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation untersucht. Fur diese Analyse
wurden die Daten von 498 AML Patienten nach allogener Stammzelltransplantation
retrospektiv ausgewertet, wobei 144 Patienten in die Untersuchungen mit einbezogen

werden konnten.

Die MRD wurde quantitativ mittels RT-PCR (Real-Time PCR) bestimmt und mit den
vorliegenden klinischen Behandlungsergebnissen korreliert. Die Analyse mittels RT-PCR
stellt den Goldstandard in der MRD-Diagnostik dar. Diese Methode ist sensitiver aber
aufwendiger als Analysen mittels der Multiparameter-Flow-Cytometry, die auch oft zur

MRD-Diagnostik genutzt wird.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass der Nachweis eines
molekulargenetischen MRD-Markers nach allogener Stammzelltransplantation bei
Patienten, die an einer AML erkrankt sind, mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten eines hamatologischen Rezidivs einhergeht. Die am Tag 100 nach allogener
Stammzelltransplantation bestimmten Werte hatten die grof3te prognostische Aussagekratft.
So war der positive Nachweis eines MRD Markers zu diesem Zeitpunkt mit einer signifikant
erhohten Rezidivrate sowie einem signifikant niedrigeren Rezidiv-freien Uberleben
assoziiert. Somit zeigte sich in der vorliegenden, retrospektiven Untersuchung bei
akzeptabler Fallzahl die Detektion einer MRD nach allogener Stammzelltransplantation als

prognoserelevant.

Zusatzlich konnte dargelegt werden, dass auch andere, bereits bekannte Faktoren in
Zusammenhang mit dem Auftreten eines Rezidivs nach allogener
Stammzelltransplantation gebracht werden kdénnen. So spielt der Krankheitsstatus zum
Zeitpunkt der Transplantation fr den Krankheitsverlauf eine wesentliche Rolle: Patienten
mit Remission der AML hatten erwartungsgemaf ein signifikant besseres Rezidiv-freies
Uberleben bei geringerer Rezidivinizidenz. Weiterhin wurde bestatigt, dass die im Rahmen
der geltenden ELN-Klassifikation erhobenen molekulargenetischen und
zytomorphologischen Befunde hier in gleicher Weise belastbare Schlisse auf die Prognose
der AML-Erkrankung zulassen. Zudem wurde erneut gezeigt, dass die
Thrombozytenanzahl nach allogener Stammzelltransplantation ebenfalls einen

prognostisch belastbaren Hinweis auf den Verlauf der Erkrankung geben kann.
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Grundsatzlich ist die Thrombozytenzahlbestimmung eine Methode, die einfach und
kostenglinstig ist; gleichzeitig ist diese schnell durchfihrbar und ubiquitar verfigbar. In der
hier vorgelegten Analyse zeigten Patienten mit Thrombozyten >50 000/ul ein signifikant
hoheres Rezidiv-freies Uberleben bei erniedrigter Rezidivinzidenz. Lag der T-
Zellchimarismus an Tag +30 nach allogener Stammzelltransplantation bei >90% hatten
auch diese Patienten ein signifikant besseres Rezidiv-freies Uberleben zu erwarten.

Zur MRD-Diagnostik nach allogener Stammzelltransplantation liegen bei Patienten mit
AML bisher relativ wenige Daten vor. Die vorliegende Arbeit erganzt die bisherige
Evidenzlage. Sie zeigt aber auch, dass eine einheitliche Vorgehensweise fehlt. Bei der
Chronischen Myeloischen Leukamie (CML), der akuten promyelozytaren Leukamie (APL)
und der Akuten Lymphatischen Leukdmie (ALL) ist die Bestimmung der MRD bereits
akzeptierter Standard, wahrend dieser bei der AML noch nicht etabliert ist. Weiterfihrende,
mdoglichst prospektive Studien zur Ergdnzung der Datenlage beziiglich der MRD-Diagnostik
bei AML nach allogener Stammzelltransplantation zur Festigung der prognostischen

Wertigkeit sind erforderlich.

Unter der Annahme, dass ein Rezidiv der AML durch den Nachweis einer MRD nach
allogener Stammzelltransplantation zuverlassig vorhergesagt werden kann, ergibt sich die
Vorstellung, dass bereits vor dem Auftreten von Leukamiezellen im Blut oder Knochenmark
dem drohenden, hamatologischen Rezidiv frihzeitig entgegengewirkt werden kann.
Demnach kann idealerweise durch eine regelmaRige MRD-Uberwachung, eine ,MRD-
getriggerte®, frihzeitige und somit vermutlich effektivere Behandlung ermdglicht werden,
die ein manifestes Rezidiv nach allogener Stammzelltransplantation mit konsekutiver

infauster Prognose bei Patienten mit AML verhindert.
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13 Anhang

13.1 Patientencharakteristik

Anhang Nr. 1

Patientenzahl

Charakteristika

(N=144)
Alter, Jahre
Median 48
Range 18-73
Geschlecht
Mannlich 63 43,8
Weiblich 81 56,3
NPM1 Mutation, analysiert in 111
Negativ 59 53,2
Positiv 52 46,8
Typ A 48 aus 52 92,3
Typ D 3 aus 52 5,8
Typ AH 1 aus 52 1,9
FLT3-LM, analysiert in 125
Negativ 82 65,6
Positiv 43 34,4
FLT3-TKD, analysiert in 110
Negativ 97 88,2
Positiv 13 11,8
MLL-PTD, analysiert in 120
Negativ 89 74,2
Positiv 31 25,8
CEPBA, analysiert in 24
Negativ 22 91,7
Positiv 2 8,3
c-kit, analysiert in 48
Negativ 46 95,8
Postiv 2 4,2
RUNX1-RUNX1T1, analysiert in 26
Negativ 14 53,8
Positiv 12 46,2
CBFB-MYHL11, analysiert in 47
Negativ 33 70,2
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Positiv

DEK-CAN, analysiert in
Positiv

MLL-Rearrangement, analysiert in
KMT2A-MLLT3 (MLL-AF9)
KMT2A-MLLT10 (MLL-AF10)
KMT2A-AFDN (MLL-AF6)
KMT2A-MLLT1 (MLL-ENL)
KMT2A-AFF1 (MLL-AF4)
KMT2A-ELL (MLL-ELL)

EVI1

.... Positiv

Karyotyp, analysiert in
Normaler Karyotyp
Komplex aberranter
Karyotyp
Zwei Aberrationen
Anderer Karyotyp
t(6;9)(p23;p34)
t(9;11)(p22;922)
1(8;21)(q22;922)
inv16(p13.1;922)
t(11;19)(q23;p13)
inv3(q21;q26)

AML-Form
De novo
Sekundar

Karnofsky-Index, erhoben in
Poor
Good

Sorror-Score, erhoben in
Median
Range

Sorror-Score codiert, erhoben in
0
1-2
23

ELN-Einteilung
Favorable

Intermediate-I

P P N N W

144
11
140
72

17

12

11

122
22
112
14
98
135

0-12
135

32
101

34
45

111

29,8

100

55
15
10
10

7,6

50

5,6

1,4
11,8
2,8
8,3
4,9
7,6
2,1
2,8

84,7
15,3

9,7
68,1

15
23,7
74,8

23,6
31,3




Intermediate-I|
Adverse
Unbekannt
FAB-Klassifikation
MO
M1
M2
M4
M5
M6
Hoch Risiko MDS
Sekundare AML
Nicht bekannt
Rezidiv-freies Uberleben, in Monaten
Median
Range
Gesamtiiberleben in Monaten
Median
Range
Tod
Anzahl
Rezidiv
Anzahl
Stadium bei Transplantation
Remission
Refraktar oder Rezidiv
Alter des Spenders
Unbekannt
Median
Range
Spender
Unverwandt
Verwandt
Geschlecht des Spenders
Mannlich
Weiblich
Mannlich, Mannlich
unbekannt
Stammzellquelle

Peripheres Blut

28
28

w = o N

13,75
0,73-114,77

18,05
1,1-114,77

61

43

49
95

13
36

0-76

84
60

86
54

119

112

19,4
19,4
6,3

3,5
18,1
27,8
29,9
12,5

1,4
4,2
0,7
2,1

43

29,9

34
66

58,3
41,7

61
37,5
0,6
2,1

82,6




Knochenmark
Nabelschnurblut
Knochenmark und
periphere Stammzellen
HLA-Status des Spenders
Identisch
Different
CMV-Status des Patienten
Positiv
Negativ
Status unbekannt
CMV-Status des Spenders
Positiv
Negativ
Status unbekannt

Anzahl der praemptiven
verabreicht an

Eine DLI

Zwei DLI

Drei DLI

Vier DLI
Konditionierungstherapie

RIC

12Gy-Cy-ATG

ICE
Graft-versus-Host-Prophylaxe

Unbekannt

CsA-MMF

Rapa-MMF

CsA-MTX

MMF-Tacrolimus
Akute GvH-Reaktion

Keine

Grad 1

Grad 2

Grad 3

Grad 4

Nicht bestimmt

Chronische GVH-Reaktion

Keine

DLI,

12

144
106
38
94

49

72
71

31

15

142

105

20
12

38
35
33
28

98

113

6,3
2,8

8,3

73,6
26,4

65,3
34
0,7

50,3
49,7
0,7

6,5
25,8
48,4
19,4

98,6
0,7
0,7

1,4
72,9
3,5
13,9
8,3

26,4
24,3
22,9
19,4
6,3

0,7

68,1




Limited disease

Extended disease

Nicht bestimmt
Response Tag +30

Refraktéar

Rezidiv

Remission
Response Tag +100

Rezidiv

Remission

Tod

Refraktéar
Engraftement

Ja

Nein

CD34-Zellzahl
Stammzelltransplantation

Median
Range
MNCK bei KMT
Median
Range

Blasten im Knochenmark

Transplantation
Median
Range

Blasten im peripheren Blut

Transplantation
Median

Range

26 18,1
12 8,3
8 5i6
2 1.4
4 2.8
138 95,8
12 8
117 81
14 10
1 1
143 99,3
1 0,7
izt N=124
8,03
2,6-20,8
N=19
2,5
0-19
vor N=136
7.5
0-95
vor N=127
0
0-89
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13.2

Anhang Nr. 2:

Erhebungsbogen HCT-CI

Hematopoietic Cell Transplantation-Comorbidity Index/ Sorror-Score

fur: geb.:
i Vorhofflimmern oder —flattern, Sick Sinus 1
Arrythmie Syndrom, ventrikulare Arrythmie
Koronare Herzerkrankung,
Kardial Myokardinfarkt, kongestive 1
Herzinsuffizienz, Ejektionsfraktion < 50%
Entziindliche M. Crohn, Colitis Ulcerosa 1
Darmerkrankung
Diabetes Insulin oder orale Antidiabetika notwendig 1
Cerebrovaskulare Transiente Ischamien (TIA) oder Apoplex 1
Erkrankung
o . Depression oder Angstzustdnde mit 1
Psychiatrische Storung | hsychiatrischer Behndlungsbediirftigkeit
Chronische Hepatitis, Bilirubin erhdht bis
Hepatisch — leicht 1,5 fach der Norm oder GOT/GPT erhoht 1
bis 2,5 fache der Norm
_ , Body Mass Index > 35 beim 1
Adipositas Erwachsenen
Nachgewiesene Infektionen, die eine
) antimikrobielle Therapie vor, wahrend 1
Infektionen und nach der Konditionierungstherapie
erfordern
Systemischer Lupus Erythematodes,
Rheumatologisch rheumatoide Athritis, ,mixed connective 2
tissue disease”, Polymyalgia rheumatica
Behandlungsbedrftig
Peptische Ulkus 2
Renal - maRig bis Serumkreatinin > 2mg/dl, Diglyse, 5
schwer vorangegangene Nierentransplantation
CO-Diffusionskapazitéat (DLco) oder FEV;
66 — 80% oder Dyspnoe bei leichter 2

Pulmonal — mafiig

Belastung
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Solider Tumor in der | Jedweder Tumor (Ausnahme: Nicht-

Anamnese melanotischer Hauttumor) 3
Herzk| krank Mit Ausnahme des asymptomatischen 3
erzklappenerkrankung | witralklappenprolaps
CO-Diffusionskapazitat (DLco) oder FEV,
< o
Pulmonal — schwer < 65% 3
Leberzirrhose, Bilirubin > 1,5 fache der
Hepatisch — schwer Norm oder GOT/GPT > 2,5 fache der 3
Norm
Summe z
Karnofski
Therapie-assoz. Mortalitat (TRM) Gesamtuberleben
Score Hazard TRM bei 2 Jahren Hazard Uberleben bei 2
Ratio Ratio Jahren
0 1,00 14 % 1,00 59 %
1-2 1,42 21 % 1,32 49 %
>3 3,54 41 % 2,78 17 %

Tabelle 2: Tabelle der zu erwartenden TRM (therapieassoziierten Mortalitat) bzw. des zu

erwartenden Gesamttiberlebens nach ermitteltem HCT-CI Score

(aus Sorror ML, Maris M, Storb R et al. Hematopoietic cell transplantation (HCT)-specific comorbidity index: a
new tool for risk assessment before allogeneic HCT. Blood. 2005;106:2912-2919.)
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