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1. Einleitung

Leukdmien konnen akut oder chronisch verlaufen. Dank der zytostatischen und Strahlentherapie
sowie der allogenen Stammzelltransplantation (allo-SZT) kdnnen 70-80% der Patienten unter 60
Jahren und ungeféhr 50% Uber 60 Jahre im Gegensatz zu friiher Remissionen erreichen
(Loéwenberg et al. 1999). Mehr als 80% der pédiatrischen ALL erreichen lebenslang komplette
Remissionen (Gustafsson et al. 2000, Schrappe et al. 2000, Moghrabi et al. 2007). Allerdings
erleidet bis zu 50% der erwachsenen Patienten ein Rezidiv (Schetelig et al. 2008). Dieses geht
vermutlich von Klonen der maligne entarteten Zellen aus, welche zum Zeitpunkt der Therapie
resistent gegen diese waren oder wurden. Die Therapie erfolgt in Zyklen, um mdglichst alle
malignen Zellen zu eliminieren. Die anschlieBende allo-SZT soll in dem Patienten wieder ein
tumorfreies blutbildendes System herstellen. Kommt es zu einem Rezidiv so kann u.a. anhand
der Zytogenetik ermittelt werden, ob dieses von verbliebenen Zellen des einen Klones ausgeht.
Weicht der im Rezidiv ermittelte Karyotyp von dem bei Diagnosestellung ab, bezeichnet man
dieses als klonale Evolution. Hierbei kann der Chromosomensatz zusétzliche Aberrationen
erlangen (Evolution) oder verlieren (Devolution). Dieses ist durch die allgemein DNA
zerstorende Chemo- und Strahlentherapie zur Remissionsinduktion bzw. Konditionierung vor
allo-SZT und/oder durch zunehmende genetische Instabilitét des Klones mit Bildung von
Subklonen bedingt. Bekannt ist die Bedeutung der verschiedenen Aberrationen auf
Therapieansprechen und klinischen Verlauf (Mrozek et al. 2001, VVan den Neste et al. 2007,
Pullarkat et al. 2008). Wenig untersucht sind die Zytogenetik im Verlauf, ihre klonale Evolution
und deren Einfluss auf den klinischen Verlauf. Fir die chronischen Leuk&dmien gibt es einige
Studien, wenige fur die akuten Leukdmien. Cortes et al beschrieben die klonale Evolution der
Philadelphia-Chromosom positiven CML als ,,einen Prozess mit dem Potential den Phianotyp
maligner werden zu lassen.* So wird der Klon weniger abhangig von seiner Schliisselmutation
t(9;22) und moglicherweise nicht mehr durch Imatinib (Tyrosin Kinase Inhibitor) therapierbar
(Cortes J et al. 2004). Shah et al. beschrieben die Karyotypen im Rezidiv von 19 Patienten mit
CML nach allo-SZT und fanden neben dem vorher bei den Patienten bekannten Philadelphia
Chromosom zusatzliche Aberrationen, welche sich total von konventionell therapierten Patienten
im Rezidiv unterschieden. Strukturelle Chromosom 1 Aberrationen wurden h&ufiger gefunden
als bei einem zufélligen genetischen Mechanismus zu erwarten gewesen ware. Sie machten keine
Aussagen zu einem Einfluss auf den klinischen Verlauf (Shah et al. 1992). Karrmann et al.
verglichen den Karyotyp von 131 CML Patienten im Rezidiv nach allo-SZT (122 allogen, 9
autolog) zwischen allogen und autolog transplantierten Patienten sowie mit zytotoxisch
behandelten, nicht transplantierten AML Patienten. Sie fanden balanzierte Aberrationen
signifikant haufiger (p = 0.03) nach allogener als nach autologer SZT. Die fiir AML nach
Radiochemotherapie induzierten, typischen Veranderungen wurden sehr selten nach SZT
gefunden. Dies kdnnte auf einem anderen Mechanismus der Schadigung bzw. genetischer
Instabilitat beruhen (Karrmann et al. 2007). Lawler et al. verglichen die Karyotypen initial/im
Rezidiv bei 13 AML und 5 ALL Patienten nach allo-SZT. Sie fanden in 7 von 8 Patienten
Aberrationen, die bei Diagnosestellung einen normalen Karyotyp aufwiesen und in 2 Patienten 2
unabhéngige Klone und hielten die TBI fur die wahrscheinlichste Ursache. Sie stellten aber
keine Beziehung zwischen Art der Aberration und klinischem Verlauf her (Lawler et al. 1990).
Frassoni et al. verglichen in einer Multi-Center-Studie 117 Patienten (41 AML; 76 ALL) nach



allo-SZT und fanden im Rezidiv bei 10 Patienten neue Karyotypen, stellten aber auch keine
Beziehung zwischen Art der Aberration und Klinik her (Frassoni et al. 1988). Kern et al
verglichen die Karyotypen von 117 AML Patienten bei Diagnosestellung und im Rezidiv, fanden
bei 38% eine Karyotypevolution (bei 36% der initial normalen und bei 39% der initial
aberranten) und konnten diese mit signifikant kiirzerer Rezidiv-freier Zeit (relapse free survival,
RFS) korrelieren. Sie fanden auch eine hohere Frequenz von Evolutionen bei Karyotypen der
,Lungiinstig“- Gruppe (s.u. Zytogenetik bei Leukdmien). Karyotyp-Aberrationen bei Diagnose
hatten keinen Einfluss auf Therapieansprechen aber beeinflussten Uberleben und ,,Ereignis freie
Zeit* signifikant. Die Patienten erhielten keine Stammzelltransplantation (Kern et al. 2002).

1.1 Grundlagen

1.1.1 Die Hamatopoese

Die normale Hamatopoese beginnt mit der Proliferation und Differenzierung von pluripotenten,
hédmatopoetischen Stammzellen (HSZ). Sehr friilhe HSZ tragen charakteristischer Weise nicht die
Glykoprotein-Oberflachenmarker CD 34 und nicht CD 38. Besonders CD 34 wird allerdings als
Stammzellmarker benutzt, da dessen Expression wéhrend der Differenzierung in andere Zellen
schnell herunter reguliert wird. Die CD 34 positiven Zellen differenzieren unter der Wirkung
von Wachstumsfaktoren zu den verschiedensten Blutzellen, welche ein Spektrum an
unterschiedlichen Funktionen tibernehmen. Die Stammzellen befinden sich beim Adulten im
Knochenmark der Wirbelkorper, der Rippen, des Sternum, des Schadels, des Kreuzbeines, dem
Becken und dem proximalen Femur und Humerus. Ausnahmen sind die Fetalperiode, die
Kindheit, sowie pathologische Anpassungsreaktionen unter speziellen Bedingungen. Beim Feten
sind vom 0.-2. Monat der Dottersack, vom 2.-7. Monat Leber und Milz die Blutbildungsorte. Ab
dem 5. Monat sowie wahrend der Kindheit ist das Mark praktisch aller Knochen Ort der
Blutbildung. Bei vielen pathologischen Prozessen breitet sich die Himatopoese wieder in Milz,
Leber und andere ehemalige Orte der Hdmatopoese aus.

Die HSZ liegt eingebettet in der Stromamatrix des KM. Sie ist tber extrazellulare Glykoproteine
mit Makrophagen, Fibroblasten, Adipozyten, Osteoblasten und Endothelzellen verbunden.
Dieses Mikromillieu produziert fur die Hdmatopoese essentielle Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie z.B. dem Granulocyte—macrophage-colony-stimulating-factor (GM-
CSF). Makrophagen phagozytieren u.a. anfallenden Detritus und bauen ihn in den Lysosomen
ab, speichern aber auch Eisen fur die Erythropoese. Durch Extrazellularverbindungen werden
die Stammzellen und ihre Endprodukte in einem extramikrozirkulatorischen Kompartiment
zuruickgehalten und erst bei entsprechendem Bedarf in die Mikro- und somit auch
Makrozirkulation entlassen. So kann wie bei der Stammzelltransplantation praktiziert, durch
rekombinantes G-CSF die Degranulation der Neutrophilen erhéht werden. Die so exozytierten
Metalloproteasen zerstéren die endothelialen CD34 Rezeptoren. Andererseits dienen das CD34
Rezeptor-Ligand System als ,,Homingadressierung® der HSZ bei der Stammzelltransplantation.
Aus der CD34 positiven Stammzelle wird unter Einfluss des Stammzellfaktors (SZF) jeweils
eine neue Stammzelle und entweder eine lymphatische oder gemischt myeloische Vorlauferzelle
(CFUgemm, CD33+). Diese Selbsterneuerungskapazitét ist mit einer Telomeraseaktivitat
assoziiert (Calado et al. 2009). Die Telomerase ist ein oftmals auch von malignen Zellen
exprimiertes Enzym und verleiht eine praktisch unbegrenzte Teilungsfahigkeit. VVon der
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myeloischen bzw. der lymphatischen Reihe differenzieren die Zellen unter Einfluss von
Wachstumsfaktoren iber mehrere Schritte zu Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten,
neutrophile-, eosinophile- und basophile Granulozyten, T- bzw. B-Lymphozyten und natrliche
Killerzellen. Monozyten wandern in verschiedene Gewebe aus und werden u.a. zu
Alveolarmakrophagen, hepatischen Kupferzellen oder Osteoklasten. Die Verteilung der
Gesamtkapazitat der HP auf die einzelnen Zelllinien erfolgt fein reguliert auf einem Basisbedarf.
Wird einer der Regelmechanismen aus seinem Equilibrium gestort, so wird selektiv die
entsprechende Zelllinie bzw. Art mehr oder weniger produziert. Bei Hypoxdmie wird von den
peritubuléren Nephrozyten mehr Erythropoetin (EPO) gebildet, welches die myeloische
Vorlauferzelle von vier moglichen Differenzierungsschritten in die flr die Erythropoese
wichtigen BFUe lenkt. Bei Fehlen von EPO bei Nephropathien entwickelt sich eine Andmie. Bei
Infektionen wird Gber IL-1, IL-6 und TNF-alpha ebenso eine temporare Anamie induziert. Das
hepatische Thrombopoetin (TPO) reguliert tiber eine konstant gebildete Menge die
Thrombopoese auf allen Stufen von den Progenitorzellen bis zu den Megakaryozyten. Die Zellen
der unspezifischen (Granulozyten) und spezifischen Immunitat (Lymphozyten) werden uber
entsprechende Mechanismen je nach Bedarf selektiv mehr gebildet. So erhéht sich bei
bakteriellen Infektionen die Anzahl der neutrophilen Granulozyten und bei parasitaren
Infektionen die der basophilen Granulozyten (M.F.Fey 2007). Einige Autoren vermuten auch
eine immunmodulatorische, feinabstimmende Funktion des Knochenmarkes und sehen es als
potentielles Target fir Immuntherapien und anti-Tumor Vakzinationen (Zhao et al. 2011).

Das hamatopoetische System versorgt im physiologischen Zustand das Gesamtkdrpersystem mit
einer ausreichenden Anzahl von Zellen mit Funktionen. Ein Mangel an ihnen ist fast ebenso
schadlich wie ein zu viel. So kann eine Polyglobulie trotz vermeintlich verbesserter
Sauerstofftransportkapazitat zu einem gegenteiligen Effekt durch Hamatokriterhéhung und somit
Viskositatserndhung fiihren. Um ein steady state zwischen Produktion und Entsorgung zu
gewahrleisten, muss auch der Abbau reguliert sein. So altern die schon als Retikulozyten
kernlosen Erythrozyten nahezu passiv. Durch fehlenden Proteinexpressionsapparat kénnen diese
keine Struktur- und Funktionsproteine nachsynthetisieren und so wird sukzessive die Anzahl der
funktionellen Proteine vermindert. Trotz einer Glutathionfunktion gegen Stress durch freie
Radikale sterben sie hauptsachlich durch diese. Andere kernhaltige Blutzellen wie neutrophile
Granulozyten sterben hingegen durch Apoptose. Gestoérte Apoptosemechanismen tragen zur
Entstehung vieler hdmatologischer Neoplasien bei. Eine weitere Besonderheit des
h&matopoetischen Systems ist die genetische Instabilitat der T- und B-Zellen. Durch genetische
Rekombination im Bereich der Antikdrperbildung durch B-Zellen und der T-Zellrezeptor
Diversitdat und der hohen Zellteilungsrate der an der Hadmatopoese beteiligten Zellen allgemein
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, genetische Defekte zu erwerben und zu akkumulieren im
Vergleich zu anderen Gewebearten des menschlichen Kérpers.

1.1.2 Akute Leukamien: Atiologie, Diagnostik und Therapie

,,’Akute Leuk&dmien entstehen durch maligne Transformation myeloischer oder lymphatischer
Vorlduferzellen im Knochenmark auf einer meist frithen, unreifen Stufe der Hamatopoese.
Grundlage der Transformation sind genetische Veranderungen, entweder im Rahmen von bei
diesen Erkrankungen hadufig auftretenden balancierten chromosomalen Translokationen oder



durch andere Mutationsereignisse im Genom von hamatopoetischen Vorlauferzellen* (Sargin et
al. 2003). Die Mutationen betreffen meist Gene, welche Transkriptionsfaktoren oder
Komponenten des Transkriptionskomplexes kodieren (Look et al. 1997). ,,.Diese Veranderungen
storen das physiologische Wechselspiel von Proliferation, Apoptose und Differenzierung,
welches im auBerordentlich schnell wachsenden Knochenmark normalerweise die Homgostase
der Zellen des peripheren Blutes gewéhrleistet. Dies fuhrt zur Akkumulation von klonalen,
invasiven, reifungsgestorten und hoch proliferativen myeloischen oder lymphatischen
Vorlauferzellen (den leuk&mischen Blasten) im Knochenmark und in anderen Organen* (Sargin
et al. 2003).

Akute myeloische Leukadmie (AML)

Die Erkrankung ist Folge der Infiltration des Knochenmarks durch eine erhohte Anzahl von
myeloisch differenzierten, in ihrer Ausreifung auf einer friihen Stufe arretierten leukdmischen
Blasten. Oft entsteht durch eine Verdrangung der normalen Hamatopoese eine hdmatopoetische
Insuffizienz (Granulozytopenie, Thrombozytopenie, Andmie) mit oder ohne Leukozytose
(Lowenberg et al. 1999). Die jéhrliche Inzidenz der AML in Europa liegt etwa bei 2-5 pro
100.000 (wwwe.seer.cancer.gov), mit zunehmender Haufigkeit im Alter. Die kumulative Inzidenz
aller Altersgruppen der AML in den USA von 1972 bis 1992 betrug 2,4 pro 100.000, bei den
iiber 65-Jahrigen 12,6 pro 100.000 (Kosary et al. 1995). Die Atiologie der Erkrankung ist
letztlich unklar und wahrscheinlich multifaktoriell, d.h. sie entwickelt sich bei entsprechender
Pradisposition und unter EinfluB externer Faktoren. Die deutliche Haufung der AML bei
bestimmten hereditaren Erkrankungen (wie Trisomie 21; Down Syndrom) zeigt, dass eine
genetische Préadisposition moglich ist. Umweltfaktoren, wie die Exposition bestimmter
Chemikalien (u.a. Benzol und petrochemische Erzeugnisse), Rauchen oder ionisierende
Strahlung wurden ebenfalls mit einer deutlichen Haufung der Erkrankung assoziiert. Die
klinischen Symptome sind vielfaltig und unspezifisch. Meistens prasentieren sich Patienten mit
Zeichen der Erschopfung, Blutungen, Infektionen, Fieber, Blasse und Belastungsdyspnoe wegen
der Verdrangung der HP. Zusatzliche Symptomkomplexe auf Grund der Gewebsinfiltration sind
u.a. Hepatomegalie, Splenomegalie, Hautveranderungen, Lymphadenopathie,
Knochenschmerzen, Gingivitiden und neurologische ZNS/PNS-Symptome. Durch die
Hyperleukozytose entstehen leukostatische Symptome (Gefahr der Leukostase bei Blasten >
100.000/ul) (Gokbuget et al. 2005)) mit okularer und cerebrovaskularer Dysfunktion, sowie
Hyperurikdmien durch erhéhten Zellumsatz und Tumorlyse (Loéwenberg et al. 1999).
Paraneoplastische Symptome sind bei hdmatologischen Neoplasien mit bis zu 11% (vs. 8% bei
soliden Neoplasien) beschrieben. Diese werden iberwiegend durch Lymphome mit direkter
osteolytischer Aktivitat und resultierender, prognosemindernder Hyperkalzdmie verursacht
(Pelosof et al. 2010).

Abhangig von ihrem spontanen Auftreten, ihrer Entwicklung aus einem myelodysplastischen
Syndrom oder ihrer Assoziation mit einer vorangegangenen Chemo- oder Strahlentherapie
spricht man von ,,de novo®, ,,sekundérer oder ,,Therapie assoziierter AML. Die Therapie
assoziierte AML kommt meist nach einer Behandlung mit einer alkylierenden Substanz oder
Topoisomerase-11-Inhibitoren mit einer Haufung 2-10 Jahre nach Beginn der Therapie vor. Nach
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Topoisomerase-l1-Inhibitorgabe wurde meist eine Latenzzeit von 2-3 Jahren, nach Gabe einer
alkylierenden Substanz eine Latenzzeit von 5-10 Jahren beobachtet. Beide Subtypen der
Therapie assoziierten AML sind mit charakteristischen zytogenetischen Veranderungen
assoziiert (11g23-Veranderungen nach Topoisomerase-I1-Inhibitoren, Aberrationen an 5q oder
7q nach Therapie mit einer alkylierenden Substanz) (Léwenberg et al. 1999). Es mehren sich
Hinweise, die AML organisiere sich in einer zellularen Hierarchie ahnlich anderen Gewebearten
und kommuniziert u.a. mit lokalen Fibroblasten. So bilden Leukdmische Stammzellen (LSZ) mit
einer Selbsterneuerungsfahigkeit den Apex der Kaskade welche dann zu ,,Bulk leukemic blasts*
differenzieren. AML Infiltrationen induzieren haufig die Angiogenese durch VEGF und BFGF.
VEGF und VEGF-Rezeptoren werden wahrscheinlich von den AML-Zellen selbst
produziert/exprimiert (Léwenberg 2008). Das Unvermdgen die LSZ zu eradizieren wird
momentan als Schwachstelle der Therapie diskutiert (Grimwade et al. 2010). Dias und Kollegen
zeigten, dass von Stromazellen produziertes VEGF-C die AML Zellen vor Chemotherapie-
induzierter Apoptose schiitzten (S Dias et al. 2002). Prognostisch ungnstig sind ein Alter Gber
60 Jahre, eine Therapie assoziierte und sekundare Genese, Leukozytose tiber 20.000/mm? und
erhdhte Serum Laktatdehydrogenase (LDH) bei Diagnosestellung (Léwenberg et al. 1999).

Tabelle 1: WHO-KIassifikation der akuten myeloischen Leukamien (AML)

Kategorie Leuk@mieformen

AML mit typischen zytogenetischen AML mit t(8;21)(922;922); AML-1/ETO

Veranderungen AML mit abnormen KM-Eosinophilen und
inv(16)(p13922) oder t(16;16)(p13;922);CBF-
MYH11

Akute Promyelozytenleukdamie —~AML M3 mit
1(15;17)(q22;9q11-12)(PML-RAR«) und Varianten
AML mit 11g23-(MLL) Anomalien

AML mit multilinearer Dysplasie AML mit vorausgegangener

(mindestens zwei Linien betroffen) Myelodysplasie/Myeloproliferativem Syndrom
De novo AML ohne vorausgegangenem Syndrom

Therapie induzierte AML und Therapie AML/MDS nach Gabe einer alkylierenden Substanz
assoziiertes Myelodysplastisches Syndrom AML/MDS nach Topoisomerase-II-Inhibitorgabe
(MDS) AML/MDS nach sonstiger Chemo-/Strahlentherapie

AML ohne andere Einordnungsmdoglichkeit ~ AML, minimaldifferenziert (FAB MO0)
AML ohne Ausreifung (FAB M1)
AML mit Ausreifung (FAB M2)
Akute Myelomonozytare Leukdamie (FAB M4)
Akute monozytare Leukdmie (FAB Mb5a,b)
Akute Erythroleukdmie (FAB M6)
Akute Megakaryoblastenleukamie (FAB M7)
Akute Basophilenleukédmie
Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Myelosarkom/Chlorom
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Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Die ALL des Erwachsenen ist mit einer Inzidenz von 1 pro 100.000 in Europa deutlich seltener
als die AML (Bassan und Hoelzer 2011). Die Inzidenz der ALL in den USA betragt zurzeit 1,5
pro 100.000 mit Haufungen der Altersgruppen 2 bis 5 Jahren und tiber 50 Jahren. Am hadufigsten
sind Kaukasier und in Stadten lebende Menschen betroffen (A Jemal et al. 2006). Eine
Metaanalyse von Fall-Kontroll Studien konnte eine Assoziation von niederfrequenten
magnetischen Feldern und padiatrischen ALL Fallen nicht ausschlieRen (Pelissari et al. 2009).
Die Remissionsraten liegen zwischen 74%-93%. Aber 2/3 der unter 60-Jahrigen und tiber 90%
der Uber 60-Jahrigen versterben an der Erkrankung (Rowe et al. 2008). Ein positiver Trend ist
bei 5 Jahres Uberleben zu beobachten. Es stieg von 14% auf 20% beim Vergleich von 1980 bis
1984 mit 2000 bis 2004 (Pulte et al. 2009, Gokbuget et al. 2009). Es handelt sich auch hier um
eine klonale Erkrankung, mit einer Infiltration des Knochenmarks von > 25% durch lymphatisch
determinierte leuk&mische Blasten. Die Symptome sind &hnlich der AML mit Fieber,
Nachtschwei3, Gewichtsverlust, atraumatischen Petechien, Dyspnoe, Schwindel und
Infektionen. Zum Teil treten aber auch ,,nur* Schmerzen der Gelenke und Extremitaten auf (S
Faderl et al. 2010). Haufiger als bei der AML kommt es zu extramedulldren Manifestationen.
Eine durch Liquorpunktion bestatigte ZNS Beteiligung bei Diagnosestellung findet sich bei 6%
(1% bis 10%) der Patienten mit L&hmungen/Ausfall der Hirnnerven und anderen neurologischen
Dysfunktionen. Es wird zusatzlich mit intrathekal instilliertem Methotrexat alleine oder in
Kombination mit Cytarabin und Prednisolon mit/ohne Bestrahlung der Neuroachse behandelt
(HM Lazarus et al. 2006). Zusatzlich kommt es bei der T-ALL héaufiger als bei der B-ALL oder
AML zu paraneoplastischen Hyperkalzamien. Braun und Kollegen berichteten ber eine 41-
jahrige Patientin ohne medizinische VVorgeschichte, die sich mit einer akuten Pankreatitis durch
schwere Hyperkalzédmie als Erstmanifestation einer T-ALL vorstellte. Die T-ALL wurde durch
KM-Stanzbiopsie und Immunphénotypisierung bei normalen Parathormon-related-Peptide
(PTHrP) Serumwerten gesichert (C Braun et al. 2007). In den meisten Fallen zeigen ALL-
Blasten Merkmale der Differenzierung von B-Vorlduferzellen, seltener von T-Zellen oder
reiferen B-Zellen. Die wichtigsten unglinstigen Prognosefaktoren sind: Alter tiber 55 Jahre und
Leukozytenzahlen, bei B-Zell-Vorlaufer ALL >/= 30 x 10%/L, bei T-Zell-Vorlaufer ALL >/= 100
x 10%/L (Hoélzer, Thiel und Loffler 1988), sowie schlechtes friihes Therapieansprechen und hohe
mrd-Level (s.u.) nach Ende der Induktion (Smith et al. 1996, Verma et al. 2001, Silverman et al.
2003, Schultz et al. 2007, Borowitz et al. 2008).

Die Einteilung der ALL erfolgt nach dem Entwicklungsstadium des malignen Klons (Bene et al.
1995) und nach der T- oder B-Zelllinie.

Diagnostik

Die Patienten werden meist wegen der oben genannten Symptome vorstellig. Der GroRteil der
chronischen Leuk&mien wird erst bei Erstellen eines Routineblutbildes entdeckt. Dieser
unspezifischen Leukozytose folgt zur Diagnosesicherung eine Beckenkammstanzbiopsie
und/oder eine Aspirationszytologie unter lokal- oder Allgemeinanasthesie (bei Kindern). Die
Beckenkammstanzbiopsie muss zeitaufwendig entkalkt werden, liefert aber auch Aussagen uber
die KM-Histologie. Die Aspirationszytologie ist nach Farbung sofort beurteilbar, zeigt aber nur
einzelne Zellen und keine Histologie. Die Zellen werden zuerst lichtmikroskopisch
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morphologisch beurteilt. Es wird versucht, die Zugehorigkeit der Zelle zu einer Zelllinie und den
Grad der Infiltration bzw. den prozentualen Anteil der Blasten im KM zu bestimmen.
Definitionsgemal mussen fur die AML >/=20% Blasten und flr die ALL >/= 25% Blasten
nachgewiesen werden. Sind weniger als 20% Blasten im KM und die Zytogenetik ist aberrant
wird die Diagnose ,,Myelodysplasie mit zytogenetischen Anomalitaten* gestellt. Blasten werden
als Prozentzahl aller kernhaltigen Zellen bestimmt und im peripheren Blut aus 200 Zellen und im
Knochenmark aus 500 Zellen gezahlt. Der Grad der Dysplasie in den verschiedenen Zelllinien
wir bestimmt um evtl. die Diagnose der multilinedren Dysplasie zu stellen. AnschlieRend wird
mit der Fluoreszenz Aktivierten Zell Sortierung (Fluorescent activated cell sorting; FACS) eine
Immunphénotypisierung erstellt, um die malignen Klone einer Zelllinie (myeloid, B-Zell, T-Zell)
zuzuordnen (Betz et al. 2010).

Therapie

Ziel der Therapie ist das Erreichen einer kompletten Remission, also die Normalisierung des
Blutbildes und Reduktion der blastaren Zellen im KM < 5%. Daflr stehen momentan die Radio-
Chemotherapie zum Abladieren des gesamten blutbildenden Systems einschlieRlich der
malignen Zellen gefolgt von der peripheren Blutstammzelltransplantation in erster Remission
zum Installieren eines neuen, tumorfreien blutbildenden Systems mit eventuell adjuvanten
MalRnahmen zur Verfligung. Dabei zeigt sich allerdings ein Vorteil der allogenen-MRD-SZT in
1. CR nur bei Hochrisikopatienten (A Thiebaut et al. 2000). Bei Rezidivpatienten ist die
Indikation fir eine SZT unstrittig. Die Chemotherapie wird unterteilt in:

1) Remissionsinduktion: Verminderung der Zahl maligner Zellen durch Chemotherapie. Hier
meist Anthrazykline (Daunorubicin) und Cytarabin, mit denen eine CR durchschnittlich in 70-
80% bei unter 60-Jahrigen und ungefahr 50% bei Uber 60-Jahrigen erreicht werden kann
(Lowenberg 2008).

2) Konsolidierung und Erhaltung: mit hochdosiertem Cytarabin (Mayer et al. 1994).

3) Reinduktion: Vernichtung weiterer Leukamiezellen welche zum Therapiezeitpunkt entweder
in der GO Phase, in schlecht perfundierten Kompartimenten oder aus anderem Grund resistent
waren.

4) Postinduktionstherapie: Verhinderung eines Rezidives mit drei Therapieoptionen flr jlingere
Patienten. Allogene Stammzelltransplantation, autologe Stammzelltransplantation oder weitere
Chemotherapie.
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1.1.3 Die Transplantation hamatopoetischer Stammzellen

Die Stammzelltransplantation wurde 1957 das erste Mal von Thomas et al einem Tiermodell
folgend durchgefiihrt (Thomas et al. 1957). Erste Langzeittberlebende der Transplantation
waren Patienten mit Schwerer kombinierter Immundefizienz (Severe Combined
Immunodeficiency-SCID; Adenosindesaminase-/Nucleosidphosphorylasemangel). Heutzutage
werden weltweit > 20.000 Knochenmarkstammzelltransplantationen pro Jahr durchgefiihrt. Das
Indikationsspektrum hat sich von AML, ALL und CML zu Hoch-Risiko-CML, MDS und
Myelofibrose ausgeweitet. Heute wird die Indikation sogar fur nicht maligne Erkrankungen wie
aplastische Anamie, Hamoglobinopathien und angeborene Enzymdefekte der hdmatologischen
Zellen wie SCID oder Glukose-6-Phosphatdehydrogenasemangel gestellt. Ein HIV-Patient mit
AIDS wurde unter Verwendung eines Transplantates mit mutiertem CCR5A32-Rezeptor geheilt
(Hutter et al. 2009, Allers et al. 2011). Die Transplantation hdmatopoetischer Stammzellen bei
Leukdmien hat zwei Hauptziele:

1) Der Empfanger erhélt ein neues, von malignen Zellen befreites Blutbildungssystem.
2) Die Ausnutzung des ,,Graft vs. Leukemia“ Effektes (s.u.).

Da wie oben beschrieben es bisher allgemein nicht gelingt spezifisch nur die leuk&mischen
Zellen zu zerstdren, tut man dies mittels Strahlen- und/oder Chemotherapie mit allen Zellen der
Hamatopoese. Der Empfanger wird einer Konditionierungstherapie unterzogen, um die malignen
Zellen und sein Immunsystem zu zerstdren. Daflr erhalt er z.B.: Cyclophosphamid 60 mg/kg
KG (Alkylierende Substanz) und 12 Gy TBI direkt vor der SZT. Dosis reduzierte
Intensitatskonditionierungen (RIC) sind nicht-myeloablativ, vertraglicher aber mit héheren
Rezidiv-Raten assoziiert (Blau et al. 2006). Durch die Konditionierung wird eine Neutropenie
induziert, die im Durchschnitt 14 Tage dauert. Wahrend dieser Zeit sind die Patienten hoch
Infektionsgefahrdet und sollten isoliert untergebracht werden. Anschliefend wird durch die SZT
ein neues blutbildendes System installiert. Fir die SZT kann autologes oder allogenes Material
verwendet werden. Beste Spender-Empfanger Paare sind immunologisch gesehen eineiige
Zwillinge. Bei dieser syngenen SZT ist allerdings das Rezidivrisiko — wahrscheinlich wegen des
fehlenden GvL Effektes (s.u.) - erhéht. Es kommen zwei mogliche
Transplantatentnahmetechniken in Frage. Beiden geht eine hochdosierte myeloablative
Radiochemotherapie des Patienten voraus. Es werden folgende drei Abkiirzungen fiir die
Stammzellspender-Empfanger Kombinationen benutzt:

1) Matched Related Donor (MRD); HLA-kompatibler, verwandter Spender,
2) Matched Unrelated Donor (MUD); HLA-kompatibler, unverwandter Spender
3) Missmatched Unrelated Donor (MMUD); HLA-inkompatibler, unverwandter Spender
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Transplantation von Stammzellen aus dem Knochenmark (Knochenmarkstransplantation
- KMT)

Bei der KM-Transplantation werden in Allgemeinandsthesie KM-Zellen gewonnen und dem
Empfanger reinfundiert. Diese Methode war die erste, sie ist allerdings komplikationstréchtiger
und fur potentielle Spender abschreckend. Fir Patienten mit Indikation zur allo-SZT wegen nicht
maligner Erkrankungen wird Knochenmark wegen der geringeren Inzidenz chronischer GvHD
(s.u.) bevorzugt. Diese Patienten wiirden weniger von dem gleichzeitigen GvL Effekt profitieren
(Bornh&user et al. 2000).

Transplantation von Stammzellen aus dem peripheren Blut (Periphere
Blutstammzelltransplantation - PBSZT)

Bei der heutzutage haufiger durchgefiihrten allogenen PBSZT wird zuerst dem Empféanger
peripheres venoses Blut entnommen und sein HLA-Typ bestimmt. Ist ein geeigneter Spender
gefunden, wird ihm der rekombinant hergestellte Wachstumsfaktor G-CSF s.c. injiziert. Dieser
wirkt auf verschiedene Stufen der Hamatopoese und besonders der Stammzellen proliferativ und
mobilisiert diese aus dem KM. Bei der folgenden Leukapherese werden dem Spenderblut nun
mononukledre Zellen (diese Fraktion enthalt u.a. hd&matopoetische Stammzellen) entzogen und
ubrige Blutbestandteile reinfundiert. VVorteil der PBSZT ist die Eleganz des Verfahrens fiir den
Spender sowie ein besseres und schnelleres Anwachsen des Transplantates, hier insbesondere
von Neutrophilen und Thrombozyten.

Graft versus Host Disease/Graft versus Leukemia Effekt

Die Graft versus Host Disease (GvHD) kann als Nebeneffekt der SZT akut oder chronisch
verlaufen und ist formalpathologisch eine AbstoRungsentziindung vorwiegend an Schleimhduten
und deren Ubergéngen zur Haut.

Die akute GvHD tritt in bis zu 85% (Ferrara et al. 2005) aller Transplantierten bis zu drei
Monate post-SZT auf. Die urspriingliche Einteilung war: bis Tag + 100 akut, nach Tag + 100
chronisch. Aktuell gibt es vier Gruppen: klassisch akut, Uberlappung, spit-akut und klassisch
chronisch (Arora et al. 2009). Alloreaktive T-Lymphozyten des Spenders (Ferrara et al. 2005)
fiihren zu Schadigung der Haut (makulopapuléses Exanthem, Erythrodermie), des Darmes
(Enteritis) und der Leber (Hepatitis). Zur Einteilung werden den drei hauptbetroffenen Organen
Schweregrade zugeteilt (Haut- Stadium des Exanthemes (1-4), Leber- Bilirubinwert (1-4), Darm-
Diarrévolumen (1-4)). Die drei Werte gehen in ein Graduierungssystem von 0- fehlend bis 4-
lebensbedrohlich ein. Als Risikofaktoren gelten Grad der Histoinkompatibilitat zwischen
Spender-Empféanger, Alter des Patienten bei allo-SZT, Art der Konditionierung, Alter des
Spenders und eine Geschlechtsdifferenz zwischen Spender-Empfanger (Glucksberg et al. 2005).
Prophylaktisch kann Cyclosporin A und Methotrexat gegeben werden, zur Therapie Prednisolon,
Antithymozytenglobulin oder monoklonale T-Zellantikérper (Ferrara et al. 2005).
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Die chronische GvHD tritt in 30-70% aller Transplantierten mit einem mittleren Beginn 4-6
Monate nach der SZT auf (S Lee 2010). Klinisch prasentieren sich die Patienten mit
inflammatorischen und fibrosierenden Symptomen, wie papulésem Exanthem, Konjunktivitis
(Sicca Syndrom), Bronchiolitis obliterans mit organisierender Pneumonie (BOOP) mit Leber
(Autoimmunhepatitis oder bilidrer Zirrhose) und Darmbeteiligung (chronische Diarrhde,
Malabsorptionssyndrom). Bei ungeféahr 50% der Patienten betrifft die cGvHD 3 oder mehr
Organe. Es gibt zwei in randomisierten Studien bestétigte cGvHD Strategien zur Prophylaxe.
Diese sind die Gabe von anti-Thymozyten-Globulin (ATG) und die Verwendung von G-CSF
stimuliertem KM als HSZ-Quelle (Bacigalupo et al. 2006, Finke et al. 2009, J Morton et al.
2001). ,,Die beste Prophylaxe der chronischen GvHD ist die Verhinderung der akuten GvHD.
Die chronische GvHD bleibt Hauptursache der hohen Morbiditat und Therapie assoziierten
Mortalitat nach allo-SZT* (Blau 2007). Therapeutischer Standard ist aktuell: Prednison 0,5-1,0
mg/kg KG pro Tag mit/ohne Calcineurininhibitor (SJ Lee 2010).

Der gleiche Effekt wird vorteilhaft fir den Patienten als ,,Graft vs. Leukemia/Disease*“-Effekt
(GvL/GvD) bezeichnet. So bekampft das vom Spender transplantierte Immunsystem restlich
verbliebene Blasten. Der GvL Effekt kann solange ausgenutzt werden, bis die gleichzeitig
auftretende GvHD fur den Patienten nicht mehr tolerierbar ist und mittels pharmakologischer
Immunsuppression werden beide gestoppt. Ein zuklinftiger Ansatz zur Therapie bzw. Pravention
des Auftretens der GvHD kann die ex-vivo Manipulation und Retransfusion von regulatorischen
T-Zellen darstellen (Wang et al. 2011, Sagoo et al. 2011).

Die allogene PBSZ/KM-Transplantation verringert das Rezidivrisiko durch den GvL-Effekt.
Dies wird durch die hohere Rezidivrate und geringere akute und chronische GvHD Inzidenz bei
Spender-T-Zell-depletierten Transplantaten deutlich. Zuséatzlich kénnen bei einem Rezidiv
Spender-Lymphozyten-Infusionen (,,Donor-Lymphocyte-Infusion; DLI*) als Rezidivtherapie mit
Erfolg auch mehrfach verabreicht werden (Kolb et al. 1990, Deol et al. 2010). Dies fiihrt bei der
AML in 15-42% zu einer Remission (Kolb et al. 1995, Collins et al. 1997, Porter et al. 2000,
Choi et al. 2004, Schmid et al. 2007).

Die Vorteile der allo-SZT als Post-Induktionstherapie flr jeden individuellen Patienten mussen
gegen die Risiken durch Tod und Morbiditat abgewogen werden, da die Mortalitat durch SZT-
assoziierte Komplikationen wie akuter/chronischer GvHD und Infektionen zwischen 10-40%
liegen (Cornelissen et al. 2007). Ein weiteres Problem ist die iatrogene Induktion von
Sekundarneoplasien durch die Radio-/Chemotherapie. In einer Metaanalyse fiir nach Morbus
Hodgkin-Therapie auftretenden sekundaren Neoplasien (SN) ist eine Inzidenz von 2% friihestens
nach 2-4 Jahren beschrieben. Die SN wurden in drei Klassen eingeteilt: Non-Hodkin-Lymphome
(NHL), Therapie-assoziierte-Akute Leukdmien (t-AL) (dann mit typischer Zytogenetik s.o.
(Lowenberg et al. 1999)) und solide Tumoren (ST). Von den soliden Tumoren (494 von 9312
analysierten Patienten mit SN) waren am haufigsten (histologisch nicht spezifiziert) Lunge
(97/494), Haut (87/494), Mamma (65/494), Dunndarm/Colon/Rektum (33/494) und Magen
(20/494) betroffen. Die ST hatten die langsten medianen Gesamtuiberlebenszeiten (ST 36
Monate, NHL 34 Monate, t-AL 7 Monate) (Franklin 2006). Es treten nach Bestrahlung der Hals
und Mediastinalen LK Regionen Schilddrusenkarzinome auf, insbesondere nach friiher
verwendeten Mono-Feld Techniken (Monnier et al. 1997).
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1.1.4 Monitoring der minimalen Resterkrankung (mrd)

Als das Monitoring der “Minimal residual disease” bezeichnet man molekularbiologische und
immunologische Methoden, um restliche maligne Zellen zu detektieren, welche die
konventionelle Lichtmikroskopie des Knochenmarkaspirates nicht mehr erfasst. Ein z.B. bei der
ALL definierter Anteil der malignen Blasten < 5% aller KM-Zellen zeigt eine zytologische
komplette Remission an. Erstaunlicherweise ist es nicht unbedingt notwendig, alle leukdmischen
Zellen zu eliminieren und die aktuellen Therapien leisten dies tiberwiegend noch nicht. Vielmehr
geht man heute davon aus, dass eine Reduzierung der Tumormasse unter ein kritisches Volumen
ausreicht. Bei verringertem Volumen ist der Organismus u.a. durch immunologische
Mechanismen imstande, die Menge der restlichen malignen Zellen zu eradizieren oder
zumindest auf einem CR-Level zu halten. Allerdings korreliert besonders die mrd-Positivitét
wahrend der friihen Therapiephasen mit einer hohen Rezidiv rate und schlechterem
Gesamtuberleben bei der kindlichen ALL (Campana 2008). Bis jetzt gibt es keine Studie, die
uber Langzeittberlebende mit persistierend positivem mrd Level berichtet hat (Kern et al. 2008).
Bruggemann et al berichteten, dass sie gar keine Rezidive in den ersten drei Jahren bei ALL-
Patienten beobachten konnten, deren mrd Level innerhalb des ersten Monats der Therapie
schnell sanken (Bruggemann et al. 2006).

Das mrd Monitoring hilft, die Prognose, das Rezidiv—Risiko vorherzusagen und die Therapie zu
individualisieren.

Die im Folgenden genannten Methoden werden RoutineméRig zum Monitoring der mrd genutzt.
Im Einzelnen gibt es Uberschneidungen der Methoden zum mrd Monitoring und anderen
Anwendungsbereichen derselben Methoden zum Detektieren genetischer Aberrationen.

1.1.4.1 Immunologisch / Immunphanotypisch / FACS

Die zur Gruppe der Durchflusszytometrie z&hlende Methode MFC benutzt gegen die ,,Cluster of
Differentiation* Glykoprotein Molekile (CD) gerichtete monoklonale Antikérper (m-AK),
welche mit verschiedenfarbigen Fluorochromen markiert sind und Zellen in vorher definierte
Subpopulationen aufteilt. Diese auch zur Immunphénotypisierung - also Zuteilung zu einer
Zelllinie aufgrund der ph&notypischen Oberflachenmarker - verwendeten Methode ist sensitiv
genug zum mrd-Monitoring. Hauptunterschied zur Immunphdanotypisierung von Zelllinien ist die
Detektion von aberranten Immunphénotypen (IP). Baer et al flihrten eine
Immunphénotypisierung an AML-Zellen von 136 Patienten bei initialer Diagnosestellung und im
Rezidiv mit neun Feldern a drei m-AKs durch und fanden bei 124/136 Patienten (91%)
Verénderungen des Immunphénotyps (IP) im Rezidiv. Mit nur drei AK konnte ein AML-Rezidiv
nur in 68-91% vorhergesagt werden. Mit acht mal jeweils drei AK konnten 100% der AML-
Rezidive identifiziert werden (Baer et al. 2001).

1.1.4.2 Zytogenetische Kulturmethoden / G-Banderungstechnik / Konventionelle
Zytogenetik / Chromosomennomenklatur

Die Untersuchung der konventionellen Zytogenetik (,,Conventional Cytogenetics; CC*) kann an
allen zur Mitose fahigen Zellen vorgenommen werden. Es ist kein VVorwissen tiber zu erwartende
Aberrationen erforderlich. ,,Die Zytogenetik liefert einen ersten Uberblick tiber alle
mikroskopisch erkennbaren Aberrationen (C Haferlach). Wegen einfacher Entnahme und hoher
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mitotischer Ausbeute nach Stimulierung mit Phytohdmaglutinin (PHA) in vitro haben sich
Lymphozyten aus mit Natrium-Heparin antikoaguliertem, peripherem Blut durchgesetzt. Bei
akuten Leuka@mien sollte sowohl eine Lymphozytenkultur aus peripherem Blut als auch eine
weitere aus Knochenmarkaspirat erstellt werden. Metaphasen von Kulturen aus peripherem Blut
sind hier oft qualitativ und quantitativ besser geeignet. Die Lymphozyten sind als 20-30%iger
Anteil im sogenannten ,,buffy coat®, der nach Zentrifugieren tlibrigen mittleren Schicht zwischen
Erythrozyten (unten) und Plasma (oben) enthalten. Davon wiederum sind 55-75% T-Zellen und
15-30% B-Zellen. Nach Stimulierung mit PHA sind bei 36,5-37°C nach 24 Stunden erste, nach
60-70 Stunden maximale mitotische Aktivitaten zu beobachten. Standardisiert werden pro
Patient je zweimal 0,4-0,5 ml Blut flr 72-96 Stunden kultiviert. Wahlweise werden
Synchronisatoren zugefligt. Zur Analyse des Karyotyps leukdmischer Blasten erfolgt die
Anreicherung mononukledrer Zellen aus dem Knochenmark durch die Isolierung bei einem
Ficoll Gradienten. Die gewonnenen mononukleéren Zellen werden in einer Konzentration von
1x10%/ml kultiviert (Kulturmedium RPMI und fetales Kalberserum) ohne spezifischen
Zelltypstimulator fiir 24 — 48 h. Zugabe von hypotoner 0,075 M KCL Ldsung lysiert die
Erythrozyten, ein Methanol-Essigsduregemisch in einem 3:1 Verhéltnis dient zur Fixierung. Zur
Befundung werden 20 Metaphasen pro Patient ausgezéhlt. AnschlieRend kénnen an dem tbrigen
Material Spezialuntersuchungen wie die FISH vorgenommen werden (Barch et al. 1997).

Bei der ersten Banderungstechnik wurden die sogenannten Q-Banden mit einem
Fluoreszenzfarbstoff Quinacrin-Mustard angefarbt. Diese wurden in der Routinediagnostik von
der heute in der konventionellen Chromosomenanalyse benutzten G-Bandenfarbung mit Giemsa
Farbstoff abgeldst. Mit Giemsa gefarbte Chromosomen lassen sich Lichtmikroskopisch leichter
darstellen. Die G-Banden entsprechen den fluoreszierenden Banden bei der Q-Banderung. Fiir
die Bandenmuster wurde eine Internationale Standard-Chromosomen-Nomenklatur festgelegt
und teils aktualisiert (Schaffer et Tommerupp 2005, Schaffer et al. 2009). Die 22
Autosomenpaare werden fortlaufend nummeriert. Jedes Chromosom wird durch das Zentromer
in den kurzen Arm p (,,petit) und den langen Arm q (der auf p folgende Buchstabe) eingeteilt.
Die Chromosomenarme sind weiterhin durch die bei der Farbung entstehenden,
charakteristischen Banden in Regionen unterteilt. Diese werden vom Zentromer ausgehend in p
oder g Richtung nach distal fortlaufend nummeriert. Innerhalb dieser Regionen werden die
hellen und die dunklen Banden nummeriert. In der Routinepraparation sind etwa 350 Banden zu
unterscheiden. Das vom Zentromer aus gesehene Ende eines jeden p/q Armes ist jeweils von der
Telomerregion begrenzt. Es existieren mehrere Theorien zur Erklarung der durch Giemsaféarbung
entstehenden Banden. So sollen manche Regionen mehr Giemsa-affine Basen enthalten oder sich
in verschiedenen Kondensierungs/DNA-Packungsgraden befinden. Letztendlich bleibt die
molekulare Grundlage der verschiedenen Farbungsaffinitaten unklar. Es gibt numerische und
strukturelle Chromosomenaberrationen. Numerische bedeuten Zugewinn oder Verlust eines
ganzen Chromosoms. Sie entstehen durch Non-Disjunction in der Meiose (gametische Mutation,
wird falls Individuum noch Fortpflanzungsfahig ist an die Nachkommen weitergegeben) oder
Mitose (somatische Mutation, wird nicht vererbt). Strukturelle werden unterteilt in
Translokationen (balanziert = Gesamtzahl erhalten, unbalanziert = Gesamtzahl nicht erhalten),
Deletionen, Inversionen und Insertionen. Bei den strukturellen Chromosomenaberrationen wird
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weiter in intrachromosomal (Umbauten innerhalb eines Chromosoms) und interchromosomal
(Umbauten zwischen verschiedenen Chromosomen) unterschieden (Murken et al. 1996).

Abbildung 1: G-Béanderung eines autosomalen Karyotyps nach ISCN-Schema (C Brewer et al.
1998) zur Demonstration Malformations-assoziierter Banden von 47 verschiedenen angeborenen
Malformationen. Hier als Beispiel flir ISCN-Schema gezeigt. Geschlechtschromosomen XX/XY
nicht abgebildet.
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1.1.4.3 Molekularzytogenetisches Monitoring der minimalen Resterkrankung

Die Zytogenetik kann nicht zum mrd Monitoring benutzt werden, da ihre Nachweisgrenze zu
hoch ist. Es kann aber beobachtet werden, ob die aberranten Chromosomen ,,nachweisbar oder
“nicht mehr nachweisbar* sind. Dabei bedeutet ,,nicht nachweisbar aber keinesfalls mrd-
Negativitat.

1.1.4.4 Erweiterte Chromosomenanalysen: Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) /
Multicolor FISH (M-FISH) / Comparative genomische Hybridisierung (CGH)

Die traditionelle G-Banderungstechnik der Chromosomenuntersuchung ist fir die Interpretation
von komplex aberranten Karyotypen sowie die Detektion von sehr kleinen, nur wenige
Basenpaare umfassende Aberrationen nicht ausreichend. Die durch Farbung entstehenden
charakteristischen Bandenmuster fiir die Chromosomenzuteilung sind bei den komplex
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aberranten Chromosomen gestort und lassen sich nicht aus dem Kontext interpretieren
(MacKinnon et. Chudoba 2011). Sehr kleine Aberrationen wiirden mit den konventionellen
Banderungstechniken tbersehen und zu falsch normalen Karyotypisierungen fiihren (L Kearney
2006). Mit der FISH-Methode (Sensitivitat: 1 leukamische/500 Zellen; 0,2%) kdnnen bekannte
numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen mit patientenspezifischen
Fluoreszierend-markierten komplementaren DNA-Sonden hybridisiert werden, ohne
Metaphasenpréaparationen herzustellen. Die zu suchenden Gensequenzen miissen vorher zur
effektiven und 6konomischen Anwendung bekannt sein. Nach hyperthermischer Denaturierung
des DNA-Doppelstranges in zwei Einzelstrange wird die Patientenprobe mit der flr die zu
suchende Aberration spezifischen, komplementéren Sonde hybridisiert. Ist die gesuchte
Aberration vorhanden, so bindet die fluoreszierend markierte komplementére Sonde jeweils Uber
zwei (Adenin und Thymin) oder drei (Cytosin und Guanin) Wasserstoffbriickenbindungen pro
Basenpaar an diese Region. Ist nach Hybridisierung und Auswaschen das Fluoreszierende Signal
vorhanden, ist die vermutete Aberration bestéatigt.

Die Weiterentwicklung der FISH Methode fuhrte zur Multicolor-FISH (M-FISH) Technik. Im
Jahr 1996 berichteten zwei Forschungsgruppen unabhéngig voneinander (ber die Entwicklung
von M-FISH (Speicher et al. 1996) und spectral Karyotyping (SKY) (Schrock et al. 1997). Beide
Methoden unterscheiden sich nur in den Diskriminierungstechniken der verschieden markierten
Proben. Durch Kombination der Farben kénnen alle 24 humanen Chromosomen (22+XX/XY) in
einem Hybridisierungsschritt identifiziert werden. Die Verwendung von n verschiedenen
Fluorochromen ergibt N erreichbare Farbzusammensetzungen nach der Formel: N= 2"-1
(Kearney 2006). Auf Grund der pro Chromosom charakteristischen Zusammensetzung der
einzelnen Farben (n) zu einem neuen Farbton (Pseudofarbe) kann auch bei komplex aberranten
Karyotypen eine Zuteilung einzelner Bruchstiicke zu den einzelnen Chromosomen erfolgen. Die
Proben werden durch Schmalband-Fluoreszenzfilter und digitale Bildverarbeitung ausgewertet.
Ein Nachteil bei allen Techniken die ganze Chromosomen farben ist die Unfahigkeit,
intrachromosomale Umlagerungen wie Duplikationen, Deletionen oder Inversionen zu
detektieren (Uhrig et al. 1999). Mehrere Faktoren bestimmen die Auflésung von m-FISH. Die
Qualitat der Metaphasenpréparation, der Grad der Chromosomenkondensation, die Qualitét der
Hybridisation und der Probenmarkierung, die Grofie des umgelagerten Segmentes und die in die
jeweiligen interchromosomalen Umlagerungen involvierten Fluorochrome (Kearney 2006).

Um Genom weite Unterschiede der DNA Kopienzahl durch Zugewinn und/oder Verlust von
Chromosomenregionen oder ganzer Chromosomen zu erkennen, wurde die Comparative
genomische Hybridisierung (CGH) entwickelt (Pinkel et al. 1998). Veranderungen von 100 bis
mehreren Millionen Basenpaaren kénnen so detektiert werden. Die konventionell-
Lichtmikroskopische G-Banderungs-Chromosomenanalyse erfasst nur Aberrationen mit mehr
oder gleich 5-10 Millionen Basenpaaren. Eine Referenz-DNA (gesunder Gewebe) und Tumor-
DNA werden mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen hybridisiert. Hatten beide die gleiche
»Menge* an genetischem Material, so wiren die entstehenden Fluoreszenzsignale identisch.
Durch Zugewinn (meist Onkogene) oder Verlust (meist Tumorsuppressorgene) der Tumor-DNA
verschiebt sich das Fluoreszenzfarbspektrum im Vergleich zur gesunden Referenz-DNA und
kann automatisch erfasst werden (Solinas-Toldo et al. 1997). Eine Weiterentwicklung der array-
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CGH bestand in der Verwendung von Oligonukleotiden (oligonucleotide-CGH). Die fiir die
array-CGH benutzten bakteriellen artifiziellen Chromosomen (BAC) sind in der Herstellung Zeit
und Geld aufwendig und die Grenze der Auflésung wurde erreicht (Van den ljsel et al. 2005).
Oligonukleotide haben eine praktisch unbegrenzte Aufldsung, sind flexibel anwendbar und
kosteneffektiv (Carvalho et al. 2004). Eine von Yasar et al erstellte, retrospektive oligoarray-
CGH Arbeit an AML und ALL Patienten bei Erstdiagnose und im Rezidiv konnte zusatzlich zu
zytogenetisch detektierten Aberrationen in 95% der ALL und 90,5% der AML kryptische
Aberrationen finden (Yasar et al. 2010). Dies zeigt die Vorteile dieser Methode, ,.fiir die
Routineanwendung gibt es allerdings einige Restriktionen®, wie ,,die Detektion
niedrigprozentiger Mosaiken* und die ,,Ineffizienz in der Detektion von balanzierten
Translokationen (Yasar et al. 2010).

1.1.4.5 Molekulargenetisch PCR/RT-PCR

Die RT-PCR ist die sensitivste aller mrd-Monitoring Methoden (Sensitivitat: 0,01-0,1%). Bei der
,Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction* wird die schon durch splicing Intron-freie
MRNA mit dem Enzym Reverse Transkriptase in komplementére cDNA transkribiert und diese
anschlieBend mit der PCR ein-, oder mehr schrittig (dann ,,nested-PCR*“-Sensitivitat: 1x106)
amplifiziert und durch Agarose-Gelelektrophorese nach GréRe/Ladung aufgetrennt, mit einem
UV-Transluminator visualisiert und mit bekannten Banden verglichen. Durch die Amplifikation
ist die Methode sehr sensitiv aber auch kontaminationsanfallig. Es kann eine leukamische Zelle
in bis zu 1 Million normaler Zellen detektiert werden. Als RNA-Marker dienen dabei fast
ausschlieBlich chimére Fusionsgene. Die molekularen Bruchpunkte der DNA sind bei den
Patienten hochindividuell und oftmals tief in den Introns lokalisiert. Um dennoch die breite
Masse von Patienten untersuchen zu kdnnen wird ein Paar von Primern benutzt, welche die Gen-
Fusion - falls vorhanden - durch gemeinsame unspezifische Fusionspunkte in der mRNA in allen
betroffenen Patienten nachweif3t (Mason et Griffiths 2011).

1.1.5 Zytogenetik bei akuten Leukamien

Die Zytogenetik wurde 2008 in die neue WHO-Klassifikation der hamatologischen Neoplasien
aufgenommen (siehe Abb.). Zytogenetische Befunde vor der Therapie sind die wichtigsten,
unabhangigen prognostischen Faktoren, um die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Induktionsremission und das Rezidiv-Risiko vorherzusagen (W Xu et al. 2010).

Zytogenetik der AML

54,9% aller Erwachsenen AML zeigen zytogenetische Veranderungen, folglich zeigen 45,1%
keine (Mrozek et al. 2004). Laut Betz et al. haben 45% aller akuter Leukdmien aberrante
Karyotypen, 15% haben einen komplex aberranten Karyotyp (mehr als drei Aberrationen) (Betz
et Hess 2010). Bei der Therapie assoziierten AML haben 80-90% chromosomale Aberrationen
(Fenaux 2001). Bis zu 50% der Therapie assoziierten AML und MDS haben einen komplex
aberranten Karyotyp (Speicher et al. 1996, Schoch et al. 2001). Tallman et al verglichen die
Therapie-assoziierte-Mortalitat, Rezidivrate, krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben
abhdangig von drei zytogenetischen Risikogruppen der SWOG/ECOG (Southwest Oncology
Group/Eastern Cooperative Oncology Group) in 261 AML-Patienten nach MUD-allo-SZT in
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erster kompletter Remission (CR) und 299 AML-Patienten in zweiter CR. Die zytogenetischen
Risikogruppen hatten wenig Einfluss auf das Gesamtuberleben in 1.CR. Ein nicht-signifikant
moderat positiver Einfluss konnte bei Patienten die Aberrationen der gunstig-Gruppe in 2.CR
hatten festgestellt werden. Zu den ,,giinstigen* z&hlen: t(8;21), t(15;17), inv(16), t(16;16),
del(16q) mit oder ohne zusatzliche Aberrationen. Zu den ,intermediiiren* zahlen: +8, -Y, +6,
del(12p) und normale Karyotypen. Die ,,schlechte* Gruppe besteht aus: -5, del(5q), -7,
del(7q), inv(3Qq), t(3,3), abnormale 11q, 20q oder 21q, del(9q), t(6;9), t(9;22), abnormale 17p
und komplex aberrante (mit mehr als drei Aberrationen). Unbekannt ist das Risiko bei allen
anderen mit weniger als drei Aberrationen (Tallman et al. 2007). Mrozek et al. verglichen die
Zuteilung der Erwachsenen AML zu Zytogenetik abh&ngigen-Risikogruppen der drei groRten
Studiengruppen Cancer and Leukemia Group B (CALGB), United Kingdom Medical Research
Council (MRC) und der SWOG/ECOG. Diese teilt die Patienten nach den 35 haufigsten
Aberrationen (darunter auch ,,keine Aberrationen‘) in die drei Risikoklassen ,,glinstig®,
mintermedidr® und ,,schlecht” ein. Diese stimmen iiberwiegend tiberein mit Abweichungen in den
angrenzenden Bereichen guinstig/intermediar und intermediér/schlecht. Ubereinstimmend sind
die folgenden Gruppen. Gunstig: t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13922), t(16;16)(p13;7922).
Intermedidr: Keine Aberrationen, -Y. Schlecht: Inv(3), t(3;3), komplex (>3 Aberrationen) und
komplex (>5 Aberrationen). Kriterien fir die Einteilung sind: Erreichen einer kompletten
Remission (complete remission; CR), Zeitdauer der CR (complete remission duration; CRD) und
Gesamtlebensdauer nach Diagnosestellung (overall survival; OS). Einstimmig teilen alle drei
,keine zytogenetischen Aberrationen® in die ,,intermedidre* Gruppe. Aberrationen zu haben
kann - daran gemessen - also besser oder schlechter fiir den klinischen Verlauf sein als keine zu
haben. Baer et al. fanden beim Vergleich des Immunphénotypes bei Diagnosestellung/im
Rezidiv heraus, dass der Immunphénotyp bei normalem Karyotyp instabiler ist als bei
aberranten. AML mit spezifischen chromosomalen Aberrationen bildet demnach
immunphénotypisch stabilere Zellpopulationen als die normal-Karyotyp AML (Baer et al. 2001).
Bis heute konnten bei der AML Uber 200 verschiedene, wiederkehrende strukturelle und
numerische Aberrationen wie reziproke Translokationen, Inversionen, Insertionen, Deletionen,
unbalancierte Translokationen, Isochromosomen, isodizentrische Chromosomen, isolierte
Monosomien und Trisomien identifiziert werden. Erwachsenen AML hatten seltener abnormale
Karyotypen als padiatrische (55% von 4257 vs. 76% von 1184) (Mrozek et al. 2004).

Zytogenetik bei ALL

Zusammengefasst in Molekulargenetik bei ALL
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1.1.6 Molekulargenetik bei akuten Leukamien

Molekulargenetik der AML

Beinahe die Halfte (45%) der AML Patienten haben bei Diagnosestellung keine zytogenetischen
Aberrationen. Bei diesen normal-Karyotyp-AML Patienten kann heute in 85% eine molekulare
Aberration festgestellt werden (Marcucci et al. 2005, Haferlach 2007). Diese sind nach
haufigster Frequenz geordnet: NPM1 (45-55%), FLT3-1TD (35-45%), IDH 1 (8-9%), MLL-PTD
(5-10%), CEBPA (10%), NRAS (5-10%), WT1 (8%), RUNX1 (14-34%) und FLT3-TKD (5-
8%) (Bacher et al. 2010). Nachfolgend werden die molekularbiologische Funktion falls bekannt
und der Klinische Einfluss der einzelnen Mutationen aufgelistet. Bei der NPM1-Mutation ist
Nucleophosmin, ein Shuttleprotein zwischen Zellkern und Zytosol defekt und so dauerhaft im
Zytoplasma lokalisiert. Dieses stort den ARF-p53 Tumorsuppressor Signalweg (Falini et al.
2007). Die Patienten haben eine moderate Prognose und profitieren moglicherweise nicht von
einer allo-SZT in 1.CR (Marcucci et al. 2011). Die Mutation des Tyrosin-Kinase-Rezeptors
FLT3 fihrt zu einer Autophosphorylierung, Aktivierung der nachfolgenden Signalwege und
dadurch erhohter Proliferationsrate (Gilliland et al. 2002). Die Prognose dieser Patienten ist
schlecht, besonders wenn hohe Mutationsraten verglichen mit dem Wildtyp vorliegen. Auch bei
diesen Patienten ist eine allo-SZT indiziert (Marcucci et al. 2011). Mutationen von IDH1/2
fiihren zu neomorpher Enzymaktivitat der bei IDH1 cytosolischen und bei IDH2
mitochondrialen NADP+ abh&ngigen Isocitrat Dehydrogenase mit falscher Bildung des
onkogenen Metaboliten R(2)-2-Hydroxyglutarat. IDH1/2 sind auch bei neurochirurgischen
Gliomen bekannt. IDH1/2 Mutationen sind mit einer hohen Rezidivrate, verklrztem
Gesamtiiberleben und Krankheits-freiem Uberleben assoziiert (Marcucci et al. 2001). Eine MLL
Mutation tritt haufig bei Therapie-assoziierten Leuk&mien nach Gabe von Topoisomerase-I1-
Inhibitoren auf und kodiert einen DNA bindenden Transkriptionsfaktor (Schoch et al. 2003,
Armstrong et al. 2002). Eine MLL Mutation flihrt zu kirzerer CRD, RFS, EFS aber nicht OS
(gleich) (Marcucci et al. 2011). Das CEBPA Genprodukt ist in die Regulation und
Differenzierung der Granulopoese involviert (Pabst et al. 2001). Patienten mit CEBPA haben oft
CR, lange RFS und OS Zeiten (Marcucci et al. 2011). Das membranstandige Protein N-RAS
reguliert Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Eine Mutation von N-RAS kann die
leukamischen Klone sensitiv fir Cytarabin machen (Marcucci et al. 2011). Auch das WT-1
(Wilms-Tumor) Genprodukt ist ein in die Regulation der Apoptose, Proliferation und
Differenzierung von hdmatopoetischen Vorlauferzellen involvierter Transkriptionsfaktor. Die
Studienlage ist Kontrovers, meist impliziert eine WT-1 Mutation eine schlechte Prognose
(Marcucci et al. 2011). Eine Mutation des RUNX-1 Genes fuhrt zu einer defekten Synthese des
,,Core binding factors* (CBF), einem Transkriptionsfaktor. Diese Mutation ist mit den Trisomien
13 und 21 assoziiert und bildet eine eigene Entitat. Erste Ergebnisse deuten auf reduzierte CR-
Raten und kiirzeren RFS und OS hin (Marcucci et al. 2011). Ahnlich der FLT-ITD, bewirkt eine
Mutation des FLT-3-TKD Genes eine dauerhafte Aktivierung der Tyrosinkinasedoméne,
allerdings tritt diese TKD-Mutation viel seltener auf als die ITD und bedarf wahrscheinlich
zusétzlicher, synergistischer Mutationen (Whitman et al. 2008, Bacher et al. 2008). Die
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prognostische Signifikanz ist kontrovers. Klinische Studien in Phase Il und 111 evaluieren zurzeit
gegen TKD gerichtete Tyrosinkinaseinhibitoren (Marcucci et al. 2011).

Von den genannten Mutationen haben bis jetzt NPM1, CEBPA und FLT3-ITD klinische
Bedeutung flr Diagnose, Risiko-Stratifizierung und Therapieentscheidung (D6hner et al. 2010).
AML mit NPM1 und AML mit CEBPA wurden in die WHO-KIassifikation von 2008 als
eigenstandige Entitaten aufgenommen (Swerdlow et al. 2008). So kénnen Patienten mit einer
isolierten NPM1 Mutation durch alleinige Chemotherapie Remissionen erreichen, eine allo-SZT
kommt bei diesem Patientenkollektiv mit guter Prognose nur bei einem Rezidiv in Frage (Bacher
et al. 2010). Eine Mutation t(15;17) des PML-RARa Genes ist Therapie entscheidend. Wird
durch den FISH Nachweis und die typische Zytomorphologie die damit verbundene Diagnose
der Promyelozytenleukdmie FAB M3 verifiziert, so muss umgehend die Therapie mit All-Trans-
Retinsdure eingeleitet werden, um die charakteristischen, lebensbedrohlichen Koagulopathien zu
verhindern (Bacher et al. 2010, Kanamaru et al. 1995). So kénnen bei etwa 80% der Patienten
die Promyelozyten zur Ausreifung in granulopoetische Zellen gebracht werden (Tallmann et al.
2002).

Molekulargenetik der AML bei aberranter Zytogenetik

Es sind momentan drei wichtige, molekulargenetisch charakterisierte defekte Gene bei der AML
bekannt, welchen spezifische zytogenetische Aberrationen zugeordnet werden konnten. Diese
sind: t(8;21)(922;922) bei AML1/ETO, inv (16)(p13922) oder t(16;16)(p13;922) bei CBF-
Beta/MYH11 und die akute Promyelozytenleukamie t(15;17)(q22;911-12) bei PML/RARa. In
sehr seltenen Féllen kdnnen Patienten die durch mit FISH bestétigte Aberrationen CBF
beta/MYH 11 und Runx1-CBFA2T1 ohne die typische Zytogenetik haben (Mrozek et al. 2001,
Rowe et al. 2000). Weitere charakteristische Translokationen bei AML und die beteiligten Gene
siehe Tabelle 2.

Tabelle 2: French-American British (FAB) Klassifikation der akuten myeloischen Leukdmien
(AML), assoziierte Translokationen und beteiligte Gene.

Assoziierte
Translokation

FAB Bezeichnung Beteiligte Gene

MO Akute myeloische Leuk&dmie EVI-1

M1 Akute Myeloblastenleukamie

Inv (30926), t(3;3)

t(8;21)oder t(6;9) AML-1/ETO oder

M2 Akute Myeloblastenleuk&mie mit
Ausreifung DEK/CAN
M 3  Akute Promyelozytenleukédmie t(15;17) PML/RAR«
t(11;17) PLZF/RARa
t(3;17) NPM/RARaq
M 4  Akute myelomonozytére Leukédmie 11923 MLL
Inv(3g26), t(3;3) EVI-1
t(6;9) DEK/CAN
Md4a Akute myelomonozytére Inv(16), t(16;16) CBFB/MYHI11
M5  Akute Monozytenleukdmie 11923 MLL
t(8;16) MOZ/CBP
M6  Erythroleuk&dmie - -
M 7  Akute Megakaryozytenleukdmie t(1;22) unbekannt
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Molekulargenetik bei akuten lymphatischen Leukéamien

Wie oben erwahnt unterscheiden sich die spateren B- und T- Zellen der lymphatischen Reihe
von denen der myeloischen u.a. durch Ausbildung und Expression eines spezifischen
Antigenrezeptors. Diese immunologische Diversitat erfordert spezielle genetische Mechanismen
wie die Umlagerung und Rekombination von Genen. Dafur weichen Zellen der lymphatischen
Reihe von dem biologischen Dogma ab, dass alle somatischen Zellen den gleichen Bestand an
Genen wie die aus Spermien-Eizellenfusion entstandene Zygote haben. Die Umlagerung und
Rekombination von Genen zur Differenzierung von B-, T-, und Plasmazellen geht regelméaRig
mit Deletionen und Translokationen einher (Murken et al. 1996). Ungeféhr 80-85% der ALL
sind B-Zell Vorlaufer ALL und 15-20% T-Zell Vorladufer ALL. Die haufigste Mutation der T-
Zell Vorlaufer ALL ist in mehr als 50% eine aktivierende ,,Gain of Function® Mutation des
transmembrantsen NOTCH1 Genproduktes und fuhrt zu abnormaler Selbsterneuerung (Weng et
al. 2004). Sehr haufig ist eine standige Aktivierung der dem TCR nachfolgenden Kinasen der
Signaltransduktion ohne Antigenkontakt. Bei den B-Zell Vorlaufer ALL ist in 3-5% eine durch
Translokation bedingte Mutation der Immunglobulinrezeptoren zu beobachten (Graux 2011).
Die bekannteste ist die t(9;22) mit Bildung des Fusionsgenes Bcr-Abl.
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Tabelle 3: bekannte chromosomale Aberrationen der ALL, defekte Gene und deren Einfluss auf
die Prognose falls bekannt. Zur besseren Ubersicht tabellarisch zusammengefasst nach C. Graux

(Graux 2011).

Entitat/Subentitat Zytogenetik Korreliertes Gen  Prognose

B-Zell Vorlaufer ALL

Ig-Rezeptor Gen t(8;14)(q34;32) MYC;IGH schlecht

Translokationen
t(8;14)(q11;932) CEBPD;IGH nicht genannt
t(14;19)(q32;p13) IGH;EPOR nicht genannt
t(X,14)(p22;932) CRLF2;IGH nicht genannt
t(6;14)(p21;932) ID4;IHG nicht genannt

Fusionsgene t(12;21)(p13;922) ETV6-RUNX1 gemaRigt
t(9;22)(934;921) BCR-ABL1 schlecht
t(1;19)(g23;p13) E2A-PBX1 nicht genannt
t(4;11)(q21;923) MLL-AF4 sehr schlecht
t(9;11)(p22;923) MLL-AF9 nicht genannt
t(11;19)(923;p13) MLL-ENL nicht genannt
del(X)/del(Y) P2RY8-CRLF2 nicht genannt

Deletionen del(9)(p21) CDKN2A nicht genannt

Veranderungen der Hohe (>50 gemaRigt

Ploiditat Hyperdiploiditat Chromosomen)
Hypodiploid (<45 sehr schlecht

Chromosomen)

T-Zell Vorldufer ALL

T-Zell Rezeptor Gen t(10;14)(g24;q11) TLX1;TCRA/D glnstig

Translokationen
t(11;14)(p15;911) LMO1;TCR nicht genannt
t(11;14)(p13;q11) LMO2;TCR nicht genannt
t(1;14)(p32;911) TALL;TCR nicht genannt

Inversion inv(7)(p15932) HOXA;TCRB nicht genannt
t(7;19)(q34;p13) LYL1;TCRB nicht genannt
(5;14)(935;932) TLX3;BCL11B schlecht

Fusionsgene del1(p32) SIL-TAL 1 nicht genannt
interstitiell
9(q34) episom NUP214-ABL1 nicht genannt
t(10;11)(p13;q14) CALM-AF 10 nicht genannt
t(11;19)(923;p13) MLL-ENL nicht genannt

Deletionen/Amplifikationen del(9)(p21 CDKN2A nicht genannt
del(6q) unbekannt nicht genannt
dup(6)(g23) MYB nicht genannt

Genmutationen NOTCH1/FBW7,  alle nicht genannt

JAK1, PTEN,

RAS, FLT3, PHF6

Zusammenfassend, profitieren Patienten mit folgenden genetischen Aberrationen nicht von einer
allo-SZT in 1. kompletter Remission: AML mit t(8;21), AML mit inv(16)t(16;16), AML mit
NPM1mut/FLT3-ITDneg und AML mit CEBPAmut (Cornelissen et al. 2007, Schlenk et al.

2008).
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1.1.7 Ziele der Arbeit

Da bis jetzt von wenigen Autoren die chromosomale Stabilitat im Rezidiv von Leukamien,
insbesondere akuten Leukdmien untersucht wurde, wurden in vorliegender Arbeit chromosomale
Veranderungen im Rezidiv bzw. Progression nach allo-SZT erfasst und mit diesen zum
Diagnosezeitpunkt verglichen. Im Einzelnen sollen folgende Fragestellungen geklart werden:

1. Welche chromosomalen Verénderungen treten im Rezidiv bzw. Progression nach allo-SZT im
Vergleich zum Diagnosezeitpunkt auf (z.B.: gleicher Karyotyp, Evolution, Devolution)?

2. Beeinflusst eine Anderung des Karyotypes per se im Rezidiv oder bei Progression im
Vergleich zum Diagnosezeitpunkt die Zeit in Remission und die Gesamtuberlebenszeit?

3. Haben Patientencharakteristika und Konditionierungsregime einen Einfluss auf die Zeit in
Remission und die Gesamtiiberlebenszeit?

4. Sind bestimmte Chromosomen bei zytogenetischer Aberration im Rezidiv/bei Progression im
Verhaltnis zur Chromosomenlénge uber- oder unterreprésentiert?

5. Haben Patienten mit einem initial aberranten Karyotyp vor allo-SZT haufiger zusatzliche
Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT im Vergleich zu initial normalen Karyotypen? Sind
diese also instabiler?
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Ausgewertet wurden die Daten der Patienten mit AML und ALL, welche am Campus Benjamin
Franklin der Charite Berlin zwischen 1996 und 2007 eine allogene Transplantation von
Stammzellen aus dem peripheren Blut oder Stammzellen aus dem Knochenmark erhielten und
bei denen zusatzlich ein Rezidiv oder eine Progression nachgewiesen werden konnte. Es musste
mindestens jeweils ein aberranter zytogenetischer Befund als Karyotyp bei Diagnosestellung und
im Rezidiv oder der Progression vorliegen.

Es konnten auf Grund der oben genannten Einschlusskriterien 22 Patienten in die Analyse
einbezogen werden. Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Es waren
16 Patienten (73%) méannlich, 6 (27%) weiblich. Das mittlere Alter der Patienten zum Zeitpunkt
der Transplantation lag bei 49 Jahren (19-67 Jahre). Der Giberwiegende Anteil der Patienten
(82%) wurde wegen einer AML transplantiert. Auf Grund einer B-Zell Vorlaufer ALL wurden 4
von 22 (18%) transplantiert. Bei 16 (73%) wurde eine komplette Remission im Therapieverlauf
erreicht. Bei 6 Patienten (27 %) konnte zu keinem Zeitpunkt nach allo-SZT eine komplette
Remission erreicht werden. Eine Konditionierung mit Dosis reduzierter Konditionierung
(,,Reduced Intensity Conditioning* (RIC)) erhielten 11 (50%) Patienten. Die anderen Patienten,
11 (50%) erhielten eine konventionelle Konditionierung. Die Quelle der KM/PBSZT Spende war
bei 5 Patienten (23%) ein HLA-passender, verwandter Spender (MRD), bei 15 Patienten (68%)
ein nicht verwandter, HLA-passender Spender (MUD) und bei 2 Patienten (9%) ein
unverwandter, HLA-nicht identischer Spender (MMUD). Die Spender-Empfanger
Geschlechtskombination war bei 14 Patienten (64%) Frau zu Frau, bei 8 (36%) Frau zu Mann,
Mann zu Frau oder Mann zu Mann. Stammzellen aus dem Knochenmark erhielt 1 Patient (5%),
21 Patienten (95%) erhielten Stammzellen aus dem peripheren Blut. Die GvHD-Prophylaxe war
meist CSA basiert (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4. Patientencharakteristika

n= 22
Mittleres Alter bei allo-SZT, Jahre 49 (19-67)
(Spanne)
Ménner, n (%) 16 (73)
Grunderkrankung, n (%)
AML 18 (82)
B-Zell Vorlaufer ALL 4 (18)
Krankheitsstadium vor allo-SZT, n (%)
Komplette Remission 16 (73)
Nicht komplette Remission 6 (27)
Konditionierung, n (%)
Intensitatsreduziert
Fludarabin + Treosulfan 8 (36)
FLAMSA-Protokoll* 3(14)
Konventionell
12 Gy TBI + 120mg/kg KG 7 (32)
Cyclophosphamid
Busulfan + Cyclophosphamid 1(4)
Nicht myeloablativ (2 Gy TBI) 3(14)
Spendertyp, n (%)
MRD 5 (23)
MUD 15 (68)
MisMUD"® 2 (9)
Spender/Empfanger Geschlechtskomb. n°
(%)
Weiblich zu mannlich 8 (36)
Andere Kombination 14 (64)
Stammzell Quelle, n® (%)
Knochenmark 1(5)
Peripheres Blut 21 (95)
GVHD Prophylaxe, n° (%)
CSA + MTX 17 (77)
CSA + MMF 3(14)
CSA + MMF + MTX 1(4,5)
CSA 1(4,5)

% inklusive Fludarabin, Cytarabin und Amsakrin gefolgt von 4 Gy TBI, Antithymozytenglobulin und
Cyclophosphamid. ° Ein Patient mit einem Major HLA-Antigen missmatch und ein Patient mit einem HLA-B und
DRB-1 missmatch. ¢ nicht bekannt bei einem Patient. ¢ Ohne Berticksichtigung von In vivo T-Zell Depletionen
(z.B.: mit Anti-Thymozyten Globulin).
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2.2 Statistik und Definitionen

Die Daten der 22 Patienten wurden aus den Krankenbl&ttern und Arztbriefen entnommen. Alle
zytogenetischen Befunde lagen im Original vor und wurden tabellarisch erfaf3t. Die statistischen
Tests wurden mit dem SPSS Programm-Version 16.0 fur Windows XP durchgefiihrt, wobei ein
Signifikanzniveau von 0,05 (zweiseitig) festgelegt wurde und sich die Konfidenzintervalle auf
95% Grenzen beziehen. Mit dem Chi-Quadrat-Test wurde Uberpriift, ob die Alters oder
Geschlechtsgruppen signifikant bezuglich eines Karyotypwechsels im Rezidiv differierten. Fur
den Fishers-exakt Test mit Yates Kontinuitatskorrektur bezliglich des Unterschiedes von mit
alkylierenden Substanzen behandelten und nicht mit alkylierenden Substanzen behandelten
Patienten wurde die freie Statistiksoftware R Version 2.14.0 verwendet. Das Uberleben wurde
mit der Kaplan-Meier Methode geschatzt und mit dem log-Rank Test zwischen den
Patientengruppen mit einem Karyotypwechsel im Rezidiv und ohne einen Karyotypwechsel im
Rezidiv verglichen. Der Einfluss eines Karyotypwechsels oder zusatzlicher Chromosom 1
Aberrationen im Rezidiv auf das Gesamtiiberleben wurde zusétzlich durch Einfligen dieser
Variablen als Zeit abhangige Co-Variable in einem Cox-Modell bestétigt. Kategorische Daten
wurden mit dem Fishers-exakt Test verglichen, wobei der Mann-Whitney-U Test zum Vergleich
kontinuierlicher Variablen verwendet wurde. Die Berechnungen flr das Gesamtuberleben
(Overall survival, OS) bezogen sich auf die Zeit in Tagen von der allo-SZT bis zum Tod oder
letzten datierten Kontakt. Die Uberlebenszeit nach dem Rezidiv bezog sich auf die Zeit vom
Rezidiv, definiert durch das Datum der zytogenetischen Analyse im Rezidiv bis zum Tod oder
den letzten datierten Kontakt.

Tabelle 5: Internationale Abkirzungen fiir vergleichende Studien in der Onkologie

Abkirzung Bedeutung

OS (Overall Survival) Zeit von Diagnosestellung bis letzt datiertem
Kontakt/Tod

RFS (Relapse free survival) Zeit von allo-SZT bis Rezidiv

CR-Rate (Complete Remission) Komplette Remission ja/nein

SAR (Survival after Relapse) Zeit von Rezidiv bis Tod/ letzter Kontakt
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3. Ergebnisse

Es konnten die Daten von 22 Patienten analysiert werden. Alle erkrankten an akuten Leuk&mien
(18 AML, 4 ALL), erhielten eine Transplantation allogener HSZ und erlitten ein Rezidiv. Bei 15
von 22 (68%) Patienten wurde eine Karyotypverédnderung (Evolution oder Devolution) im
Rezidiv festgestellt. Bei 7 von 22 (32%) Patienten fand keine Karyotypverénderung statt.
Patienten mit einer Karyotypveranderung waren signifikant jinger als die ohne (33 und 57 Jahre
(p =0,017)). In der Konditionierung vor der allo-SZT erhielten die Patienten 12 Gy GKB (5
Patienten (33%)) mit einer Karyotypveradnderung und in 2 (29%, nicht signifikant) ohne
Karyotypveranderung. Tabelle 2 zeigt die Karyotypen bei Diagnose, allo-SZT und im Rezidiv
nach allo-SZT sowie die Zeit von allo-SZT bis zum Rezidiv und die Uberlebenszeit nach dem
Rezidiv bei den 15 von 22 Patienten, welche einen Karyotypwechsel im Rezidiv hatten.

3.1 Karyotyp, Uberleben und Todesursachen bei Patienten mit einer Karyotypveranderung
im Rezidiv nach allo-SZT

Tabelle 6a-d. Karyotypen, Uberleben und Todesursachen bei Patienten mit einer
Karyotypverdnderung im Rezidiv nach allo-SZT.
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Patienten
nummer

Malignitat
[Art der Karyotyp-
veranderung]

AML (de novo)
[Devolution]

AML (sekundére)
[Evolution]

AML (sekundare)
[Devolution und
Evolution]

AML
(de novo)
[Devolution]

Karyotyp bei
Diagnose

46,XX,1(10;11)(p1
5,923)[2]/
54-58,XX,t(10;11)
(p15;923),inc[6]/
46,XX[1]]

46,XY,1(3;21)(q26;
022)[20]

47,XY ,del(13)(q12;
g21),+21[22]/
46,XY[8]

41,XY ,add(3)(q25)
9,7,
t(12;17)(p10;910),
-17,-18,
der(18)t(5;18)(q11;
g31),-22[25]

Karyotyp bei
Diagnose und allo-
SZT

46,XX[25]

46,XY,(3:21)(926:92
2)[25]

46,XY,add(1)(p36),del
(9)(a22)add(12)(p13),
del(13)(q12g21),
-17,+21[18]/

46,X,-Y,
t(1;21)p22;p11.2)t(7;7
)(p15;036),del(13)(ql
2;021),+21[7]

41,XY,add(3)(p25),
-5,-7,
t(12;17)(p10;q10),-
17,-
18,der(18)t(5;18)(q11;
q31),-22[22])/
41,XY,-5,-7,
der(12;17)(p10;910),-
13,-16,-
17,der(18)t(5;18)(q11;
g31),-22[3]

Karyotyp im Rezidiv nach
allo-SZT

46,XX,t(10;11)(p15;023)[2
1)/
46,XX[2]

46,XY,1(3;21)(g26;22)[12])/
46,XY,1(3;21)(g26;922),
1(2;22)(p14;911)[11]

47,XY ,add(1)(p36),t(4;15)(
022;926),del(9)(g22),del(1
3)(q12g21),-17,+21,+21[8]/
46,X,-Y,1(7;7)(p15,936),
del(13)(q12qg21),+21[13]/
46,XX[4]

41,XY,-5,-7,
t(12;17)(p10;q10),-13,-16,-
17,der(18)t(5;18)(q11;g31),
-22[15])/

46,XY[15]

Zeit von
allo-SZT
bis Rezidiv
(Tage)

86

279

54

334

Uberlebenszeit
nach Rezidiv
(Tage);
[Todesursache]

115-
[Rezidiv (ZNS)]

120-
[Rezidiv]

56-
[Sepsis?, aGvHD]

576-
[Sepsis]
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Patienten
nummer

Karyotyp bei
Diagnose

46,XY (3;6)
(926;g25)[295]

47 XY, +21[6]/
46,XY[16]

45,XY ,-7,
t(9;11)(p21;923)
[22]/

50,XYY,-
7,+8,1(9;11)(g21;
q23),+13,+19,+21
[3]

56,XY,+1,+3,
del(5)(913;933),+
6,+8,+9,+11,i(14)
(q10),+15,+19,+2
1[25]

Karyowpbei  Karyotyp im Rezidiv

I Uberlebenszeit

nach allo-SZT nach Rezidiv
(Tage);
[Todesursache]

46,XY,t(3;6)(926;925)[3/ 42-

46,XY,1(3;6)(q26;925), [Leber,- und

der(7) Nierenversagen]

t(1;7)(g21;922)[19]/

46,XY,1(3;6)(026;925),

del(7)(q22)[3]

47,XY,1(1;4)(p22;931),+ 64-

21[5)/ [Rezidiv]

46,XY,1(11;12)(p15;913)

[3)/

46,XY[17]

45,XY,1(3;4)(p10;p10),- 283-

7,1(9;11)(p21;923)[25] [1F1]

42-45 XY, 1503-

del(5)(q13;033),-7[8]/ [1F1]

49,XY,

+1,del(5)(q13;933),

+6,-7[1]/

46,XY[1]
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Patienten
nummer

10

11

12

Karyotyp bei
Diagnose

46,XY 1(7;11)
(p15;p15)[10)/
46,XY[15]

43, XY (1;6)
(921;922),-4,-
5,del(6)(q14),-
7.4(7;10)(q31;p12),
add(17)(p13),add(2
2)(p12)[18]

47 XY, +8[2)/
46,XY[5]

46,XX[25]

Karyoypbei  Karyotyp im Reziciv

I Uberlebenszeit

nach allo-SZT nach Rezidiv
(Tage);
[Todesursache]

46,XY 1(7;11)(p15;p15), 350+

t(15;17)q15~22;021~25)

[17)/

46,XY[3]

43,XY,1(1;6)(921;922),- 720 +

4,-5,del(6)(q14),-

7,4(7;10)(q31;p12),add(17

)(p13),add(22)(p12)[11]/4

3,idem,del(3)(p21)[8)/

46,XX"[6]

Komplex aberranter 665 +

Karyotyp mit 3,6,13

ohne +8 [25]"

47 XX, +11[19]/ 1660-

47 XX, +del(11)(q22)[ 7]}/ [Rezidiv]

46,XX[6]/

46,XY"[1]
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Patienten
nummer

13

14

15

Karyotyp bei
Diagnose

94-96,
XXYY,
t(9;22)
(934;911)
x2[17]/
46,XY[13]

46,XY del(9)
(p13)[15)/
46,XY[10]

46,XY ,del(9)
(p13),del(13)
(g13g22)[10/
46,XY[2]

Uberlebenszeit
nach Rezidiv
(Tage);
[Todesursache]

Karyotyp im Rezidiv
nach allo-SZT

37-
[Rezidiv]

45-46,XY ,der(1)t(1;1)
(p36;021),t(3;5;10)(p13;03
4;p13),(6;21)(g21;922),der(
8)t(8;8)(p21;023),1(9;22)(q3
4;911),-9,-17[12]/
45-46,XY,dup(1)
(qter->q21::p36>qter,
t(3;16)(p13;922),der(4)
add(4)(922),
1(5;14)(g35;911.2),der(8)
t(8;8)(p21;023),1(9;22)q34:q
11),9,
add(10)(gq24),add(11)(p11.2
)-17,
+der(22)t(9;22)(q34;911)x2[
13]

46,XY ,del(9)(p13)[7]/
46,XY,1(5;8)(g35;912),
del(9)(p13)[4)/
46,XY,add(3)(gq29),
del(9)(p13)[5]/46,XY,
t(1;5)(921;q13),del(9)(p13),
der(17t(3;17)(p21;pl2),ad
d(17)(p12)[5]/46,XY[4]

22-
[Rezidiv]

22-
[Sepsis® IF1]

46,XY ,del(9)(p13),del(13)(q
13qg22)[14]/

46,XY ,del(9)(p13),-10,
del(13)(q13g22)+mar[2][/
46,XY[5]
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Karyotypveranderungen sind Fettgedruckt markiert (im Rezidiv/Krankheitsprogression nach allo-SZT im Vergleich
zu den initialen bei Diagnose flr Patienten die in kompletter Remission transplantiert wurden im Vergleich mit den
Karyotypen zwischen Diagnose und allo-SZT flir Patienten die nicht in kompletter Remission transplantiert
wurden). 2Sepsis oder wahrscheinlich bakterieller Ursprung. ®Spenderzellen. “Dieser Patient wurde dreimal allogen-
transplantiert und  zeigte  weitere  klonale  Evolutionen  (54,XY,del(1)(q21),+3,del(5)(q13q33)+6,-
7,+8,+9,+11,+der(14),+19,+21[15]/46,XX[10]) im Rezidiv nach der zweiten allo-SZT. “Nicht weiter spezifiziert.

Abkilirzungen: ZNS (Zentrales Nervensystem), IFI (invasive, fungale Infektion), n.g. (nicht gemacht), +: Patient ist
noch am Leben. -: Patient verstorben.

In Tabelle 7 sind die Karyotypen, Zeit von allo-SZT bis Rezidiv und Zeit von Rezidiv bis
Tod/Last-follow-up der 7 von 22 Patienten zusammengefasst, die bei Diagnosestellung, vor allo-
SZT und im Rezidiv nach allo-SZT den selben Karyotyp aufwiesen.

3.2 Karyotypen, Uberleben und Todesursache bei Patienten, die den gleichen Karyotyp vor
allo-SZT und im Rezidiv hatten

Tabelle 7. Karyotypen, Uberleben und Todesursache bei Patienten die den gleichen Karyotyp
vor allo-SZT und im Rezidiv hatten.

Nr. Malignitat Karyotypen vor allo-SZT und  Zeit von Uberleben
im Rezidiv allo-SZT bis  nach dem
zum Rezidiv (Tage)
Rezidiv [Todesursache]
(Tage)
1 AML 45,XX,-7[25] 82 370 -
(sekundar) [Sepsis?]
2 AML 46,XY[25] 138 16 +
(de novo)
3 AML 46,XY [25] 63 24 - [bakterielle
(de novo) Pneumonie]
4 AML 41, XY komplex aberrant, 152 213 — [cGVvHD]
(sekundar) hypodiploid) [25]°
5 AML 45,X,-X,der(1)(2pter- 437 150 +
(de novo) p12::3921-3925::1p36-
pter),der(2)
t(2;3)(p23;0925),der(4)
t(3;4)(927;p15),del(5)(q22;q34),
-7,1(16;21)(p11;922)[25]
6 AML (de 46,XX,der(19)t(11;19)[21)/ 82 300 +
novo) 46,XX[2]
7 B Zell 49,XY,1(2;5)(913;935),t(8;15) 110 12 +
Vorlaufer (p23;q15),der(9)t(2;9)(?;q34),
ALL del(9)(p13),+15,+mar[20]

*Sepsis mit wahrscheinlich bakteriellem Ursprung. "Nicht weiter spezifiziert. Abkiirzungen: +: Patient noch am
Leben. -: Patient verstorben.
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3.3 Charakterisierung der Karyotypveranderungen

Bei den Patienten mit einer Karyotypveranderung war die Anzahl der Chromosomen initial und
im Rezidiv pseudodiploid in 6 von 6 Fallen (43/43%), hypodiploid in 2 von 4 (14/29%),
hyperdiploid in 5 von 3 (36/21%) und enthielt sowohl hypodiploide als auch hyperdiploide
Klone in 1 von 1 (7/7%) Féllen. Die durchschnittliche Anzahl verschiedener Klone war 2,71 im
Rezidiv nach allo-SZT (Standardabweichung 0,51) aber 1,57 (Weite 1-2, Standardabweichung
0,99) bei initialer Diagnose (p = 0,001). Eine Karyotypverédnderung konnte in 14 von 19
Patienten (74%) mit einem abnormalen Karyotyp bei Diagnose und in 1 von 3 Patienten mit
einem normalen Karyotyp bei Diagnose (nicht signifikant) festgestellt werden.
Karyotypverénderungen bestanden aus klonalen Evolutionen in 53,3% (8 Patienten), klonalen
Devolutionen in 13,3% (2 Patienten) und beiden klonalen Evolutionen und Devolutionen in
33,3% (5 Patienten). Hier bestand die Mehrheit der Karyotypverdnderungen aus Zugewinn oder
Verlust von strukturellen chromosomalen Aberrationen (7 Patienten, 50%) und zu einem
kleineren Anteil aus numerischen chromosomalen Verénderungen (2 Patienten, 14%) oder
beides: numerischen und strukturellen chromosomalen Veranderungen (5 Patienten, 36%).
Zusatzliche strukturelle Aberrationen, die im nach-allo-SZT Rezidiv auftraten, betrafen
Chromosom 1, 3 und 4 ofter als theoretisch auf Grund ihrer relativen Lange erwartet. Dagegen
waren Chromosom 2 und 9 unterreprasentiert.

Den Tabellen 6 und 7 sind die ,,Zeit von allo-SZT bis zum Rezidiv* und das ,,Uberleben nach
Rezidiv* fiir jeden Patienten zu entnehmen. Patienten mit und ohne Karyotypverdnderung hatten
ein medianes ,,Uberleben nach Rezidiv** von 120 Tagen (CI 0-396 Tagen) und 370 Tagen (ClI
nicht anwendbar), respektive (p = 0,923). Das mediane Gesamtiiberleben war 399 Tage (CI 150-
648 Tage) bei Patienten mit Karyotypveranderung und 452 Tage (Cl 319-585 Tage) bei den
Patienten ohne Karyotypveranderung (p = 0,889; bestétigt durch Cox proportionales Gefahren
Modell). Es wurde des Weiteren der prognostische Einfluss von zusatzlichen strukturellen
Aberrationen untersucht, welche zu denen im Rezidiv Uberreprasentierten Chromosomen 1, 3
oder 4 gehorten. Nur der Zugewinn struktureller Chromosom 1 Aberrationen hatte einen
signifikanten Einfluss auf ,,Uberleben nach Rezidiv** (37 und 370 Tage, p = 0,002; Tabelle 8 und
Abbildung 4). Zusétzliche strukturelle Aberrationen an Chromosom 3 und 4 hatten keinen
signifikanten Einfluss auf das mediane ,,Uberleben nach Rezidiv* (37 und 56 Tage gegen 213
und 370 Tage in Patienten ohne Zugewinn von strukturellen Aberrationen des jeweiligen
Chromosoms, p = 0,714 und 0,085).
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3.4 Einfluss einer zusatzlichen strukturellen Chromosom 1 Aberration im Rezidiv
nach allo-SZT auf Mortalitatsraten

Tabelle 8. Einfluss einer im Rezidiv erstmals aufgetretenen strukturellen Chromosom 1
Aberration nach allo-SZT auf Mortalitatsraten in Patienten mit AML (n = 17)" oder B Zell
Vorldufer ALL (n = 4). Die Tabelle zeigt median und CI Intervalle in Tagen (Kaplan-Meier
Methode).

Patienten die Patienten die keine p-Wert

zusatzliche zusatzlichen

strukturelle strukturellen

Chromosom 1 Chromosom 1

Aberrationen im Aberrationen im

Rezidiv nach allo- Rezidiv nach allo-

SZT erlangten (n =4) SZT erlangten

(n=17)

Gesamtiiberleben? 125 (C1 78-172) 478 (Cl 0-983) 0,008
Zeit von allo-SZT 37 (Cl 10-64) 1660 (Cl n.a.) 0,008
bis Rezidiv
assoziiertem Tod?
Uberleben nach 37 (Cl 17-57) 370 (Cl 126-614) 0,002
Rezidiv
Zeit von Rezidiv bis 37 (CI 10-64) 1660 (Cl n.a.) < 0,001
Rezidiv assoziiertem
Tod

patient Nr. 11 (Tabelle 6) mit einem komplex aberranten Karyotyp (nicht im Detail spezifiziert) wurde nicht
integriert. “Diese Vergleiche wurden mit einem Cox Proportionalem Gefahrenmodell bestatigt (Hazard-ratio 6.9 und
23.0, Cl Intervalle 1.7-28.5 und 2.2-233.9); Das mittlere Uberleben wurde mit der Kaplan-Meier Methode und dem
p-Wert von dem Cox proportionalem Gefahren Modell berechnet. Abkirzungen: Cl (Confidenz Intervall), n.a. (nicht
anwendbar).
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Abbildung 2. Verteilung der zusatzlich im Rezidiv nach allo-SZT erlangten, strukturellen
chromosomalen Aberrationen von Patienten mit AML (n = 17)" oder B Zell Vorlaufer ALL (n = 4). Die
Abbildung zeigt die Unterschiede zwischen den zusatzlich erlangten Bruchpunkten eines jeweiligen
Chromosoms im Verhéltnis zu der Gesamtzahl an Bruchpunkten und der theoretisch erwarteten Frequenz
an Bruchpunkten im Verhéltnis zu der relativen Lange des Chromosoms. Positive Werte zeigen, das
zusatzliche Bruchpunkte eines jeweiligen Chromosoms im Rezidiv nach allo-SZT héufiger als erwartet
gefunden wurden. Negative Werte zeigen, dass zusétzliche Bruchpunkte seltener als theoretisch erwartet
gefunden wurden. Angenommen wurde eine zuféllige Verteilung.
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3.5 Entdeckung einer neuen Entitat

Klinische, zytogenetische und immunphédnotypische Charakteristiken

Ein 28 jahriger Mann mit AML, FAB M2 (No.9, Tabelle 6) und t(7;11)(p15;p15) bei Diagnose
zeigte 7 Jahre nach allo-SZT eine klonale Evolution t(15;17)(q15~22;921~25). Nach Standard-
Induktionstherapie (Thioguanin, Cytarabin und Daunorubicin) resultierte eine komplette
Remission. Dem Patienten wurden nach Konditionierung mit Cyclophosphamid und 12 Gy TBI
allogene Stammzellen von seinem HLA identischem Bruder transplantiert (MRD). Im Rezidiv
zeigten sich im Knochenmarkaspirat ungefédhr 50% Blasten mit einer Morphologie dhnlich der
bei initialer Diagnosestellung. Immunphdanotypisierung und zytogenetische Analyse bestétigten
das Rezidiv. Der Patient erhielt einen chemotherapeutischen Zyklus nach dem Mito-FLAG
Protokoll (Mitoxantron, Fludarabin, Cytarabin und G-CSF) gefolgt von einer weiteren allo-SZT
von seiner HLA-identischen Schwester (MRD) nach Konditionierung mit Fludarabin, Cytarabin
und Amsakrin gefolgt von 4 Gy TBI, Antithymozytenglobulin und Cyclophosphamid
(FLAMSA-RIC-Protokoll). Der Patient war bei der letzten Présentation seit 17 Monaten ohne
grollere Komplikation in kompletter Remission (CR). Die Ergebnisse der FISH Untersuchung
und Immunphénotypisierung sind exemplarisch fir den Patienten mit der vorher nicht
beschriebenen klonalen Evolution t(15;17) im Rezidiv dargestellt. Die FISH Untersuchung
zeigte ein Signal fir den PML Lokus auf Chromosom 17 (siehe Abbildung 3). Dieses war aber
distal des Signales flr den RARalpha Lokus ohne Anzeichen fir eine PML-RARalpha Fusion
oder anderer RARalpha rearrangements. Die Abwesenheit des PML-RAR alpha Fusionsgenes
wurde zusatzlich mit PCR bestatigt (Daten nicht gezeigt). Die AML Blasten zeigten in der
Immunphénotypisierung bei Diagnose eine Expression von CD13, CD15, CD33, CD64, CD117
und keine Expression von CD3, CD7, CD10, CD19, CD34 und HLA-DR. Der spéter im Rezidiv
nach allo-SZT bestimmte Immunphanotyp war identisch bis auf ein Fehlen der Expression von
CD117.
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Abbildung 3. Klonale Evolution t(15;17) bei einem AML (FAB M2) Patient im Rezidiv 7 Jahre nach
allo-SZT. Zum Zeitpunkt der Diagnose hatte der Patient nur die zytogenetische Aberration
t(7;11)(p15;p15). Die Ergebnisse von (A) Standard GTG-Farbung und (B) Dual Color Dual Fusion
Fluoreszenz in situ Hybridisation (FISH; RARalpha: grin, PML.: rot) demonstrieren das VVorhandensein
der chromosomalen Aberrationen und Abwesenheit des PML-RARalpha Fusionsgenes (gefarbte
Genabschnitte liegen nicht zusammen).
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Abbildung 4. A: “Uberleben nach Rezidiv” von Patienten mit AML (n = 18) oder B-Zell-Vorlaufer ALL
(n = 4) die einen Karyotypwechsel im Rezidiv nach allo-SZT hatten (n = 15; gepunktete Linie) im
Vergleich mit der Gruppe der Patienten die einen identischen Karyotyp zu beiden Zeitpunkten hatten (n =
7; kontinuierliche Linie). B: “Uberleben nach Rezidiv”’ bei akuten Leukamie Patienten die eine
zusétzliche, strukturelle Chromosom 1 Aberration im Rezidiv nach allo-SZT erlangten (n = 4; gepunktete
Linie) im Vergleich mit den Patienten, die keine strukturelle Chromosom 1 Aberration erlangten (n = 17;
durchgezogene Linie).
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Bemerkung

Patient Nr. 11 (Tabelle 6) mit einem komplex aberranten Karyotyp (nicht im Detail spezifiziert) wurde nicht in diese
Analyse eingeschlossen)

3.6 Unterschiede der Karyotypveranderungen im Rezidiv zwischen mit einer alkylierenden
Substanz konditionierten Patienten und nicht mit einer alkylierenden Substanz
konditionierten Patienten

Tabelle 9: Patienten die nicht mit einer alkylierenden Substanz konditioniert wurden. Keiner
der Patienten (0 von 3 (0%)) hatte zusétzliche chromosomale Aberrationen im Rezidiv nach allo-
SZT. Zwei von diesen 3 Patienten hatten einen normalen Karyotyp im Rezidiv nach allo-SZT.

Patient Geschlecht  Spender- Konditionierung Karyotyp initial/im Rezidiv nach
(initialien)" Geschlecht allo-SZT
K,B Frau Mann TBI (2 Gy) 45, XX -7*
K,H Mann Frau TBI (2 Gy) + 46, XY?
Fludarabin
P,H-J Mann Mann TBI (2 Gy) 46, XY?

Bemerkung: % Da bei diesen beiden Patienten Spender-Empfanger Geschlecht differieren, und * bei weiblichem
Geschlecht einen weiblichen Karyotyp im Rezidiv und 2 bei mannlichem Geschlecht einen mannlichen Karyotyp
aufweist, kann mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass es sich um ihre eigenen, rezidivierten Klone handelt.
Bei ® besteht die Moglichkeit der ,,Fehldiagnose®. Der eigene maligne Klon kénnte einen anderen Karyotyp im
Rezidiv haben. d: Initialien statt Nummern verwendet, KB entspricht Patient 1 aus Tabelle 7, Patient KH entspricht
Patient 2 aus Tabelle 7, PH-J entspricht Patient 3 aus Tabelle 7.
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Tabelle 10: Kreuztabelle fir den Fishers exakt Test mit Yates Korrektur bezliglich des
Einflusses einer vorherigen Konditionierung mit einer alkylierenden Substanz auf eine Anderung
des Karyotypes im Rezidiv akuter Leukdmien

Karyotypveranderung Karyotypveranderung

im Rezidiv (ja) im Rezidiv (nein)
Alkylierende 0 3 3
Substanz (nein)
Alkylierende 14 5 19
Substanz (ja)
14 8 n=22
p-Wert nach Fishers P =0,03636
exakt Test mit Yates Konfidenzintervall =
Korrektur fir 95%
Stichproben (n = 20- Alpha = 5%

60)

3.7 Studienlage

Tabelle 11: Vergleich der bei Medline tiber Pubmed gefundenen Studien tber eine
,,uberzufillige Beteiligung von bestimmten Chromosomen im Rezidiv nach allogener-SZT bei
Leukamien“. Ubereinstimmend berichten alle Autoren iiber eine iiberzufillige Beteiligung von
Chromosom 1 im Rezidiv bei Leukdmien nach allogener Stammzelltransplantation.

Studie (Jahr) Erkrankung (n =) Chromosomen die Chromosomen die
haufiger als zufallig seltener als zufallig
erwartet zusatzliche erwartet zusatzliche
Aberrationen nach Aberrationen nach allo-
allo-SZT aufwiesen SZT aufwiesen
(spezieller Lokus; n =)  (spezieller Lokus; n =)

Vorliegende Arbeit AML+SZT (n=18) 1,34 2,9

ALL + SZT (n=4) (1921; n=3)
(1p36; n=1)

Yoshihara et al. ALL +SZT (n=1) 1,7,13,X n.a.

(2005)

Shah et al. (1992) CML+SZT (n=19) 1 n.a.

Chase et al. (2000) CML+SZT (n=47) 1,7,13 n.a.

Alimena et al. (1990) CML +SZT (n=36) 1,4,7,12 n.a

n.a.: nicht angegeben; allo-SZT: allogene Stammzelltransplantation
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4. Diskussion

Chromosomale Aberrationen bei Diagnosestellung gehdren neben dem Alter des Patienten zu
den wichtigsten, unabhangigen prognostischen Faktoren bei akuten Leukdmien. Nach Einteilung
in Karyotyp-abhéngige Patientengruppen (glnstig/intermedidr/unginstig), bleiben sie der einzige
signifikante Prognosefaktor hinsichtlich Gesamtiiberleben und Rezidiv freiem Uberleben bei
akuten Leukamien (Pullakart et al. 2008). Die vorliegende Arbeit diente dazu folgende, bisher
unzureichend geklarte Fragestellungen beziiglich der Verénderungen des Karyotypen im Rezidiv
akuter Leuk&mien zu untersuchen (siehe Ziele der Arbeit).

In der hier vorgelegten Untersuchung an 22 akuten Leuk&mie Patienten wurde eine
Karyotypverédnderung im Rezidiv nach allo-SZT bei 68% der Patienten festgestellt. Die haufigste
Veranderung war eine alleinige klonale Evolution oder kombiniert klonale Evolution und
Devolution (87% von 68% mit Karyotypveranderung im Rezidiv nach allo-SZT). Diese
Beobachtung lasst annehmen, dass eine Karyotypverédnderung im Rezidiv akuter Leuk&mien
nach allo-SZT mit derselben Haufigkeit auftritt, wie bei Patienten mit AML (38-62%) und ALL
(66-90%) im Rezidiv nach konventionellen Therapiemodalitaten (Shikano et al. 1990,
Chucrallah et al. 1995, Estey et al. 1995, Kern et al. 2002, Hur et al. 2001). Tritt eine
Karyotypverénderung im Rezidiv akuter Leuk&mien vergleichbar hdufig bei nach allo-SZT
behandelten Patienten wie bei ohne allo-SZT behandelten Patienten auf, so konnte die allo-SZT
oder ein eventueller Einfluss der neuen KM-Umgebung auf die Spenderzellen als ein die klonale
Evolution/Devolution auslésender bzw. begiinstigender Faktor wie von anderen Autoren
beschrieben (Karrman et al. 2007, Yoshihara et al. 2005) ausgeschlossen werden. Als Ursache
der klonalen Evolution k&me am ehesten die bei allogen stammzelltransplantiert und bei
konventionell Behandelten angewandte Remissions Induktionstherapie und weitere
chemotherapeutische Zyklen, bzw. die naturlich zunehmende genetische Instabilitat der
leuk&mischen Blasten in Betracht.

Bisher war unklar, ob ein Karyotypwechsel an sich bei akuten Leukdmie Patienten im Rezidiv
nach konventioneller Therapie (ohne allo-SZT) mit einer negativen Prognose assoziiert ist
(Chucrallah et al. 1995, Estey et al. 1995, Kern et al. 2002).

In dieser Arbeit hatte eine Karyotypveranderung im Rezidiv nach allo-SZT an sich keinen
negativen Einfluss auf das mediane Gesamtiiberleben oder das Uberleben nach Rezidiv.

Der Zugewinn struktureller Chromosom 1 Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT war in
vorliegender Untersuchung assoziiert mit einer signifikant kiirzeren Gesamtuberlebenszeit (p =
0,002) und kiirzerer Zeit von Rezidiv bis Rezidiv-assoziiertem Tod. Zusatzliche strukturelle
Chromosom 1 Aberrationen waren gehauft in der 1g21 Region bei 3 Patienten und die 1p36
Region bei 1 Patient.
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In dieser Arbeit waren Patienten mit einer Karyotypverénderung im Rezidiv signifikant jinger
als die Patienten ohne eine Karyotypveranderung im Rezidiv. Diese Beobachtung wurde bei
konventionell behandelten ALL Patienten gemacht (Hur et al. 2001). Eine altersabhéngige
Anfalligkeit der leukdmischen Zellen fur klonale Evolutionen konnte durch einer in htherem
Alter insgesamt verminderten Zellteilungsrate erklart werden. Es ist anzunehmen, dass eine sich
schnell teilende Population von malignen Zellen bei jiingeren Patienten statistisch mehr Fehler
akkumuliert.

Drei von vier B-ALL Patienten (75%) und 12 von 18 AML (67%) zeigten eine
Karyotypevolution im Rezidiv. Aufgrund der geringen Anzahl von B-ALL Féllen (n = 4) (vs.
AML (n =18)) in dieser Arbeit ist keine signifikante Aussage ber eine unterschiedliche
Anfalligkeit fiir Karyotypveranderungen und deren klinische Auswirkung im Rezidiv nach SZT
zwischen ALL und AML zu machen (p = 1). Das Verhéltnis der Karyotypverdnderungen im
Rezidiv liegt bei AML und ALL im selben Prozentbereich (ALL 75%, AML 67%). Hur et al
fanden zytogenetische Veranderungen nach konventioneller Therapie im Rezidiv signifikant
héaufiger bei B-ALL (90%) als bei AML (47,8%)(p = 0,05) (Hur et al. 2001).

Bisherige zytogenetische Untersuchungen nach allogener SZT wurden hauptsachlich bei CML
Patienten durchgeftihrt. Diese deuteten an, dass sich klonale Evolutionsmuster im Rezidiv nach
allo-SZT grundsatzlich von Evolutionsmustern nach konventionellen Therapiemodalitéten
unterschieden. Die Autoren nannten als mogliche Ursachen die (wie oben bereits erwéahnt)
klastogenen Effekte der Konditionierung (alkylierende Substanzen und TBI verursachen
Quervernetzungen der Basenpaare), die Immunsuppression oder ein verédndertes Knochenmark
Milieu (Karrman et al. 2007, Yoshihara et al. 2005). Die von Karrman et al festgestellten
Unterschiede der Evolutionsmuster der Karyotypen im Rezidiv von allogen-
stammzelltransplantierten im Vergleich mit konventionell therapierten Patienten bei CML
konnten in dieser Arbeit wegen fehlender Vergleichsgruppe (Karyotypen nicht allogen
transplantierter Patienten mit akuten Leuk&mien im Rezidiv) nicht Gberprift werden (Karrmann
et al. 2007).

Den genannten spezifischen Aberrationen die von Karrmann et al in CML Patienten nach allo-
SZT gefunden wurden (wie +8, +Ph, i(17q), +19, +21, +17 und -7) konnten teilweise auch
spezifische Behandlungmodalitaten zugeordnet werden, so wie etwa +8 nach Busulphan
Therapie (Karrmann et al. 2007). Da keine dieser bei CML Patienten im Rezidiv nach allo-SZT
typischen Muster bei Patienten im Rezidiv nach allogener SZT bei AML/ALL Patienten
gefunden wurden, kdnnten die Aberrationen auch durch Selektion entstanden sein und so die
notigen Mutationen sein, die eine CML im Rezidiv entwickelt bzw. zur Therapieresistenz fihrt.
Aber eben nicht charakteristisch durch die allogene Transplantation per se. Karrmann et al
konnten auch keinen signifikanten Unterschied aber einen Trend fur das haufigere
Vorhandensein der genannten Aberrationen nach autologer als nach allogener Transplantation
feststellen (Karrmann et al. 2007).

In der vorliegenden Untersuchung waren Karyotypen im Rezidiv tendenziell hypodiploid und
signifikant 6fter polyklonal als bei initialer Diagnosestellung (durchschnittliche Anzahl der
Klone initial 1,57 vs. Rezidiv 2,71; p = 0,001). Karrman et al fanden nach allo-SZT h&ufiger
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pseudodiploide Klone. Obwohl diese Charakteristiken schon vorher der allo-SZT zugeschrieben
wurden, konnte man sie auch bei AML Patienten im Rezidiv nach konventioneller Therapie
beobachten (Kern et al. 2002).

Um mehr Einblick in spezifische klonale Evolutionsmuster bei Patienten mit akuten Leukamien
im Rezidiv nach allo-SZT zu erlangen, wurde in dieser Arbeit die Verteilung von zusétzlich im
Rezidiv nach allo-SZT erlangter struktureller chromosomaler Aberrationen mit der theoretisch
erwarteten Beteiligung eines jeden Chromosoms verglichen. Es wurde fiir die theoretisch zu
erwartende Beteiligung eines jeden Chromosoms eine zuféllige Verteilung angenommen.
Zusétzlich erlangte strukturelle chromosomale Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT wurden
bei Chromosom 1, 3 und 4 haufiger, bei Chromosomen 2 und 9 seltener gefunden, als aufgrund
der jeweiligen Chromosomenlénge zu erwarten gewesen wére wenn es sich um zuféllig verteilte
genetische Ereignisse gehandelt hatte.

Yoshihara et al berichteten von einer jungen weiblichen ALL-Patientin, die nach MRD-SZT
zusétzliche Aberrationen der Chromosomen 1, 7, 13 und X hatte. Shah et al fanden auch haufiger
als bei einem zufélligen genetischen Ereigniss Aberrationen an Chromosom 1 bei allo-SZT
therapierten als bei konventionell therapierten CML-Patienten (Shah et al. 1992). Chase et al
fanden bei CML Patienten im Rezidiv nach allo-SZT eine haufigere Beteiligung von
Chromosom 1, 7 und 13, als wenn es sich um zufallige genetische Ereignisse gehandelt hatte
(Chase et al. 2000). Die Autoren zogen daraus den Schluss, dass die 13q12-14 Regionen ein oder
mehrere Tumorsuppressorgene kodieren kénnten (Chase et al. 2000). Zwei weitere Studien die
auch CML Patienten im Rezidiv nach allo-SZT untersuchten, konnten eine haufiger als durch
zufallige genetische Ereignisse erklarbare Beteiligung von Chromosom 13 nicht bestatigen (Offit
et al. 1990, Alimena et al. 1990). In der vorliegenden Arbeit mit 22 akuten Leukamiepatienten
waren Aberrationen an Chromosom 13 tendenziell unter- und nicht Gberreprasentiert.

Alle Uber die Zytogenetik im Rezidiv nach allo-SZT akuter und chronischer Leukamien
schreibenden Autoren fanden Ubereinstimmend eine mehr als zufallige Beteiligung des
Chromosom 1 mit variablen Loci (Yoshihara et al. (ALL), Shah et al. (CML), Chase et al.
(CML), Offit et al. (CML), Alimena et al. (CML). Haufiger als zufallig erwartete Aberrationen
an Chromosom 1 wurden auch in vorliegender Arbeit gefunden (vergleiche Tabelle 10).

Aberrationen an Chromosom 1 wurden auch bei anderen, meist soliden Neoplasien sowohl bei
initialer Diagnosestellung schon vorhanden (also sicher nicht durch Radio-/Chemotherapie
induziert) als auch nach Chemotherapie (fraglich durch diese induziert) als Indikator einer
schlechten Prognose wie im Folgenden beschrieben. Aberrationen von 1921 bei 37 von 91
Patienten mit Multiplem Myelom nach Hoch-dosis-Chemotherapie waren mit signifikant
kiirzerem Progressionsfreiem Uberleben (p = 0,044) und kiirzerem 4-Jahres-Gesamtiiberleben (p
= 0,001) korreliert, verglichen mit den 54 von 91 Patienten, die keine zusatzliche 1g21
Aberration nach Hoch-Dosis-Chemotherapie aufwiesen (Nemec et al. 2010).

Bei Nephroblastomen (Wilms Tumor) wurde ein Zugewinn einer 1gq Aberration bei 59% der
rezidivierten (vs. 24% der nicht rezidivierten (p = 0,019)) signifikant hdufiger gefunden (Hing et
al. 2001).
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Korshunov et al fanden in 8 von 8 Féllen leptomeningeal-disseminierter, supratentorieller
Glioblastome ein Zugewinn einer 1p36 Aberration ohne vorherige Radio-, oder Chemotherapie
(Korshunov et al. 2007).

So kann ,,der Zugewinn der 1g31-1g32 Aberration bei Retinoblastomen in mehr als 50% der
Félle und in vielen anderen Tumoren gefunden werden* (Corson et al. 2005).

Der Zugewinn von zusatzlichen strukturellen Aberrationen der neben Chromosom 1 auch im
Rezidiv nach allo-SZT haufiger als bei einem zufalligen genetischen Ereigniss représentierten
Chromosomen 3 oder 4 hatte einen geringeren Einfluss auf das Uberleben nach Rezidiv. Dieser
Wert erreichte keine statistische Signifikanz. Nur ein Autor konnte eine mehr als zufallige
Haufigkeit an Aberrationen von Chromosom 4 bei CML-Rezidiv nach allo-SZT bestatigen
(Alimena et al. 1990). Drei Autoren beschrieben Chromosom 7 Aberrationen als
uberreprasentiert (Yoshihara et al. 2005, Chase et al. 2000, Alimena et al. 1990). Dies konnte in
der hier vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden.

Es bleibt unklar, ob die Radiochemotherapie zu zusatzlichen Aberrationen an Chromosom 1
durch einen spezifischen Mechanismus fiihrt oder die durch Zufall bzw. durch genetische
Instabilitat entstehenden Aberrationen an Chromosom 1 zu einem Rezidiv fiihren. Am
wahrscheinlichsten sind leukamische Zellen mit zusétzlichen Aberrationen an Chromosom 1 im
Rezidiv Uberlebensféahiger als leukdamische Zellen ohne eine zusétzliche Chromosom 1 bzw.
anderen Aberrationen und werden so selektiert.

Zusatzliche strukturelle Chromosom 1 Aberrationen waren gehauft in der 121 Region bei 3
Patienten und die 1p36 Region bei 1 Patienten.

Aberrationen — speziell in diesen beiden Regionen von Chromosom 1 konnten mit der
Pathogenese von verschiedenen hamatologischen und onkologischen Malignitaten assoziiert
werden (z.B.: durch Verlust eines Tumorsuppressionsgenes wie KIF1Bbeta) und kdnnten einen
negativen prognostischen Einfluss auf maligne Erkrankungen haben (Bagchi et al. 2008, Maru et
al. 2009, Fonseca et al. 2006). Dem Zugewinn der 1g31-32 Region bei Retinoblastomen konnte
von Corson et al durch mRNA-Kopien Anzahlanalyse das Gen KIF-14 zugeordnet werden.
Dieses Gen wird von den Autoren als moglicher Faktor der Onkogenese diskutiert (Corson et al.
2005). Maru et al. berichteten, dass der Verlust von Chromosom 1q ein h&ufiger Befund bei
Osophaguskarzinomen ist und der Verlust der 1¢21.3 Region mit einer kiirzeren
Gesamtiiberlebenszeit assoziiert ist (Maru et al. 2009). Fonseca et al beschrieben in einer
Kohortenstudie von 159 Multiplen Myelompatienten, das der Zugewinn von 1g21 Kopien mit
einer erhéhten Expression von CKS1B und mit signifikant reduziertem Uberleben assoziiert ist
(Fonseca et al. 2006).

Yoshihara et al stellten bei ALL Patienten im Rezidiv nach allo-SZT 1p22.2 als die haufigste
Aberration von Chromosom 1 fest (Yoshihara et al. 2005).

Neben et al stellten in einer Multivarianzanalyse an 354 Patienten mit Multiplem Myelom (MM)
fest, dass die Aberration +1g21 abhé&ngig von ihrer Kopienanzahl (mehr als drei Kopien) als
unabhangiger Prediktor fiir ein schlechtes Progressionsfreies Uberleben (PFS) und
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Gesamtiberleben (OS) dient. Bis zu drei Kopien hatten nur einen marginalen Effekt auf PFS und
OS, mehr als drei verkirzten die PFS und OS. Die Autoren machten einen moglicherweise
Dosisabhangigen Effekt der Chromosomenregion 1921 dafir verantwortlich (Neben et al. 2012).

Shaughnessy et al untersuchten das Genexpressionsprofil von 532 MM Patienten und fanden 70
Gene die mit einem Tod in frihem Krankheitsstadium korreliert werden konnten. 30% dieser
Gene waren auf Chromosom 1 lokalisiert. Die meisten herunterregulierten Gene waren auf dem
1p Arm, die meisten hochregulierten Gene auf dem 1g Arm (Shaughnessy et al. 2007).

Eine SNP Array Analyse von Nowak et al an 93 akuten Promyelozyten Leukédmie Patienten
fanden als haufigste Kopienanzahl Alteration (CNA; copy number alteration) Deletionen der
Subbande 1g31.3 in 14% der Patienten. Diese kodierende Region umfasst die Gene der
mircoRNAs mir 181al/b1. Deletionen der 1931.3 Subbande war mit einer signifikant hoheren
Anzahl von CNA (p = 0,0001) verbunden und war ein starker, unabh&ngiger prognostischer
Faktor eines Rezidives (p = 0,0031) (Nowak et al. 2012). Micro RNA (miRNA) sind an der
Regulation der Genexpression beteiligte, etwa 22 Nukleotide kurze nicht kodierende RNA
Molekdle. Sie kdnnen im menschlichen Korper in exozytierten Vesikeln zirkulieren. MiRNA
konnten als Biomarker fur maligne Erkrankungen dienen, da die Dysregulation der miRNA
Expression frih in der Karzinogenese stattfindet. MiRNA werden auch als zirkulierende,
Hormon &hnliche Molekiile diskutiert, welche die Genexpression endokrin regulieren kénnten
(Cortez et al. 2011).

Von Léwenberg et al wurden spezifische Karyotypverédnderungen fur therapieassoziierte AML
nach vorheriger Therapie mit alkylierenden Substanzen beschrieben. Da 19 der insgesamt in
dieser Arbeit untersuchten 22 Patienten mit einer alkylierenden Substanz konditioniert wurden
und die vorherige Induktionstherapie ohne eine alkylierende Substanz sondern mit
Antimetaboliten und DNA-interkalierenden Anthracyclinen erfolgte, wére es interessant, ob
diese Patienten die fir therapieinduzierte AML bekannten und beschriebenen ,.typischen
zytogenetischen Verdnderungen der therapieassoziierten AML, wie Deletionen von 5q oder 7q
nach Behandlung mit einer alkylierenden Substanz‘ (L6wenberg et al. 1999) zusatzlich im
Rezidiv aufweisen wiirden. Dies kdnnte hypothetisch auf eine Assoziation der zur
Konditionierung benutzten alkylierenden Substanz als Induktor typischer Aberrationen bei
Leuk&dmien im Rezidiv nach allo-SZT hinweisen.

Von 19 mit einer alkylierenden Substanz konditionierten Patienten konnte bei 14 (73,7%)
zusatzlich eine Karyotypveranderung im Rezidiv und bei 6 von diesen 14 (43%) mit einer
Karyotypveranderung im Rezidiv neue Veranderungen an 5q oder 7q gefunden werden.

Bei 4 von 14 (28,6%) mit einer alkylierenden Substanz konditionierten Patienten konnten die flr
Therapie induzierte akute Leukdmien geforderten del 5 oder del 7 neu im Rezidiv nach allo-SZT
gefunden werden (1 Patient -5 und -7, 2 Patienten -7, 1 Patient -5). Dies liegt etwas uber den ,,3-
10% die nach Behandlung mit alkylierenden Substanzen nicht-assoziierter Neoplasien eine
sekundare AML (mit typischer Zytogenetik del 5/del 7) entwickeln* (Lowenberg et al. 1999).
Die alkylierende Substanz konnte als zusatzlicher Faktor der Evolution mit weiteren,
charakteristischen Aberrationen in Betracht kommen. Die bisher von Léwenberg (s.0.)
beschriebenen charakteristischen chromosomalen Aberrationen der Therapie induzierten AML
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gelten fur primar nicht an Leukdmien Erkrankten, aus anderen Grinden (meist andere
Neoplasien als Leuk&mien) zytostatisch mit alkylierenden Substanzen behandelte Patienten. Da
alkylierende Substanzen aber vollig unspezifisch durch Alkylgruppen (X-CHsm))Molekiile
quervernetzen, kénnte es sein, dass sie zufallig tber andere Mechanismen auch zu Deletion 5
oder 7 fuhren und diese als Nebenprodukt gefunden werden, die alkylierenden Substanzen aber
nicht durch den gleichen molekularen Mechanismus der del 5q oder del 7q wie bei den t-AML
beschrieben die Evolution der Klone ausldsen.

Die 19 von 22 (86%) mit einer alkylierenden Substanz konditionierten Patienten wiesen in 14
von 19 (74% von 86%) Fallen eine Anderung des Karyotypes und in 5 von 19 Fallen (26,3%)
keine Anderung auf. Es besteht ein signifikanter Unterschied (p = 0,03636) bezliglich einer
Karyotypverédnderung im Rezidiv zwischen Patienten die mit einer alkylierenden Substanz
konditioniert wurden und Patienten die nicht mit einer alkylierenden Substanz konditioniert
wurden. Die 3 nicht mit einer alkylierenden Substanz konditionierten Patienten erhielten
entweder 2 Gy TBI (n = 2) oder 2 Gy TBI + Fludarabin (n = 1). Von diesen Patienten hatten alle
3 von 3 (100%) keine Karyotypveranderung im Rezidiv (Siehe Tabelle 9). Es kann also davon
ausgegangen werden, dass eine Konditionierung mit einer alkylierenden Substanz eine
Karyotypveréanderung im Rezidiv beglinstigt bzw. mit verursacht.

Eine von M Kacher et al an Hodgkin Lymphom und anderen Neoplasie-Patienten und einer
gesunden Vergleichsgruppe durchgefiihrte Studie untersuchte chromosomale Aberrationen (CA)
und komplexe chromosomale Aberrationen (CCA) an peripheren Lymphozyten wahrend
verschiedener Therapiephasen exemplarisch fur Chromosom 1, 3 und 4. Die Autoren
beobachteten signifikant haufiger CA und CCA nach der Chemotherapie und beobachteten eine
Abhangigkeit vom Therapieregime. Die haufigste CA verursachende Kombination war
BEACOPP (M"Kacher et al. 2003).

Genau wie in der vorliegenden Arbeit konnten die Autoren eine signifikant erhdhte Anzahl an
CA nach alkylierende Substanzen enthaltenden Therapieregimen im Vergleich zu nicht-
alkylierenden Substanzen finden (p = 0,05). CCR waren kontroverser Weise nicht signifikant
haufiger nach Behandlung mit alkylierenden Substanzen. Sehr vorsichtig postuliert konnten sie
ein Resultat der Bestrahlung und nicht der Chemotherapie mit alkylierenden Substanzen sein.

Von den 10 von 22 mit 12 Gy TBI konditionierten Patienten, hatten 6 von diesen 10 Patienten
(60%) klonale Evolutionen, von den 12 nicht mit 12 Gy (gar keine oder 2 Gy Radiatio) bestrahlt
wurden, hatten 9 von 12 (75%) eine klonale Evolution im Rezidiv. Dieser Wert war nicht
signifikant (p = 0,6517). Wurde noch die intensitatsreduzierte Konditionierung mit 2 Gy
abgezogen, blieben 7 von 22 Patienten ohne Konditionierungs-Bestrahlung tbrig. Diese 7 von 7
Patienten wiesen alle (100%) klonale Evolutionen im Rezidiv nach allo-SZT auf.

Es konnte vermutet werden, dass die 12 Gy TBI am effektivsten alle malignen Zellen eradiziert.
Wenn allerdings intensitatsreduziert (2 Gy) oder gar nicht bestrahlt wird, fordert dies durch
ineffektive Vernichtung die klonale Evolution bei den dann tberlebenden, durch die milde
Bestrahlung selektionierten Klonen. Die Werte erreichten keine statistische Signifikanz. Auf
Grund der relativ geringen Spanne zwischen Bestrahlungsintensitat und Prozentzahl der
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evolutionierten Karyotypen (60% bei 12 Gy; 100% bei 0 Gy) kann die Bestrahlung hochstens als
Ko-Faktor der Karyotypveranderung betrachtet werden.

Die bereits erwahnte, von M Kacher et al an Hodgkin Lymphom und anderen Neoplasie-
Patienten und einer gesunden Vergleichsgruppe durchgefuhrte Studie untersuchte chromosomale
Aberrationen (CA) und komplexe chromosomale Aberrationen (CCA) an peripheren
Lymphozyten. Sie fanden signifikant hdufiger CCA nach Bestrahlung und keine CCA vor
Therapie bei gesunden Spendern und nur bei einem Neoplasie-Patienten und machten dafir eine
spezielle Funktion oder eine Unféhigkeit der Hodgkin Lymphom-Zellen verantwortlich, wie z.B.
defekte DNA Reparaturmechanismen. Auch hier ist der direkte Vergleich zu Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit nicht mdglich, da hier eine andere hdmatologische Neoplasie verglichen
wurde und keine allo-SZT erfolgte.

Komplexe chromosomale Aberrationen (CCA) wurden auch bei einer Untersuchung an
mesenchymalen Knochenmarkszellen von drei Patienten (1 Leukdmiepatient, 2 gesunde
Kontrollpatienten) nach in vitro Exposition mit anti-leukamischen Therapie &quivalenten TBI
Dosen und vergleichbarer Fraktionierung gefunden (Yeh et al. 2012). Des Weiteren wurde in
derselben Studie der EinfluR drei verschiedener Konditionierungsregime auf hdmatopoetische
sowie mesenchymale Knochenmarkszellen untersucht. Wahrend die vorher in allen drei Fallen
nachzuweisenden chromosomalen Aberrationen der hdmatopoetischen Knochenmarkszellen
nach 12 Gy TBI Konditionierung und PBSZT nicht mehr nachweisbar waren, konnten bei den
mesenchymalen Knochenmarkszellen zusétzlich zu den vor Therapie vorhandenen CAs in allen
drei Fallen komplexe chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden. Dies belegt den schon
bekannten, komplexe chromosomale Aberrationen induzierenden Effekt der TBI, da bei den
anderen Konditionierungsregimen (2 Falle Busulfan/Cyclophosphamid, 1 Fall Hoch-Dosis Ara-
C, 1 Fall Hoch-Dosis Ara-C/ATRA) keine chromosomalen Aberrationen nachweisbar waren
(Yeh et al. 2012). Hier muss der lokale Effekt der TBI auf die mesenchymalen
Knochenmarkszellen betont werden, da die Strahlendosis auf das KM zentriert sicher starker
mutagen auf die KM Zellen wirkt als die anderen systemisch verabreichten genotoxischen
Konditionierungsregime. Es konnte bei den drei Féllen kein spezifisches der TBI
zuzuschreibendes klonales Evolutionsmuster festgestellt werden, welches mit den in der
vorliegenden Arbeit vergleichbar und so isoliert der TBI zuzuschreiben wére. Auch hier wurde
die Zytogenetik nicht im Rezidv und bei mesenchymalen Knochenmarkszellen untersucht.

Die von Hur et al bei 99 akuten Leuk&dmiepatienten gemachte Beobachtung, dass initial aberrante
Klone signifikant haufiger (78,3%) zusatzliche Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT als initial
normale (43,5%) (p = 0,016) aufweisen, konnte in dieser Arbeit fast identisch bestatigt werden
(Hur et al. 2001). Von 14 Patienten mit Karyotypveranderungen im Rezidiv wiesen 11 schon
initial Aberrationen auf (11 von 14) (78%) und von 6 initial normalen wiesen nur 3 (3 von 6)
(50%) eine Karyotypverénderung im Rezidiv auf. Dies bestétigt, dass aberrante Klone anfélliger
fur den Zugewinn weiterer Aberrationen sind und konnte durch die immer komplexer werdende
Anordnung der Spindelfasern und z.B. dezentrierten Centromeren oder Verlust von DNA
Reparaturgenen erklart werden.
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Patienten ohne Karyotypveranderung im Rezidiv hatten in 4 von 7 (57%) Fallen denselben
komplex aberranten Karyotyp vor allo-SZT wie im Rezidiv. Patienten mit einer
Karyotypverénderung im Rezidiv hatten in 8 von 15 (53%) Féallen initial einen nicht komplex
aberranten Karyotyp. Dieses bedeutet nicht unbedingt, dass ein komplex aberranter Karyotyp
instabiler ist als ein einfach aberranter. Eventuell spielen hier andere, bisher unbekannte
Faktoren eine Rolle.

In dieser Arbeit hatten nur 2 von 22 (9%) sowohl initial als auch im Rezidiv nach allo-SZT einen
normalen Karyotyp, also 20 von 22 (91%) hatten chromosomale Aberrationen im Rezidiv, 19
von 22 (86%) auch schon initial. Dies bestétigt, dass ein aberranter Karyotyp im Rezidiv nach
allo-SZT sehr héufig ist und in derselben Spanne liegt, wie bei Therapie assoziierten AML (t-
AML) und Myelodysplastischen Syndromen (t-MDS) (80-90%) (Fenaux et al. 2001).

Bis zu 50% der Therapie assoziierten AML und MDS haben einen komplex aberranten Karyotyp
(Speicher et al. 1996, Schoch et al. 2001). In dieser Arbeit hatten 2 von 22 (9%) einen initial
einfach aberranten und spéter einen komplex aberranten Karyotyp im Rezidiv nach allo-SZT.
Dies wirde gegen eine reine Therapie assoziierte Evolution sprechen.

Lediglich eine Patientin hatte einen normalen Karyotyp bei Erstdiagnose und einen komplex
aberranten im Rezidiv sowie vor allo-SZT. Sie hatte bei weitem die langste Uberlebenszeit nach
Rezidiv mit 1660 Tagen (vs. Durchschnittlich 415 Tagen der Patienten mit
Karyotypverénderungen im Rezidiv). Dies ist das einzige Beispiel, bei dem die Zytogenetik vor
(aber eben nicht durch) die allo-SZT aberrant wurde. Sehr wahrscheinlicher ist, dass durch Zufall
keine aberranten Klone entnommen wurden, da alle anderen Patienten mit einer
Karyotypverénderung im Rezidiv schon bei Diagnose Aberrationen aufwiesen. Dies lasst im
Vergleich mit den Therapie assoziierten AML/MDS wieder am ehesten die Schlussfolgerung zu,
dass die Klone in dieser Arbeit ,,natiirlich* zunehmend instabiler werden, die komplexeren dann
selektioniert (immunologisch und oder Therapie-resistenten Klone haben dann méglicherweise
Wachstumsvorteil) und die Therapie nicht dazu beitragt. Therapie assoziierte Veranderungen
treten in gleicher Haufigkeit (80-90%) aber spater (2-10 Jahre) auf.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine bisher nicht in der Literatur beschriebene klonale
Evolution t(15;17) mit PML-RAR-o Rearrangement im Rezidiv 7 Jahre nach allo-SZT bei einem
AML Patienten (FAB M2) gefunden werden. Normalerweise ist eine t(15;17)(g22,g21) mit
Bildung eines PML-RAR-a Fusionsgenes typischerweise strikt auf die eigenstandige Entitét der
FAB M3 Akute Promyelozytenleukdmie beschrénkt (Grignani et al. 1994). Trotzdem
beschreiben wenige Fallberichte die Translokation t(15;17) mit oder ohne Bildung des PML-
RAR-a Fusionsgenes bei AML Patienten mit anderen FAB-Typen als den typischen M3. Es gibt
keine weiteren Berichte in der Literatur Gber die klonale Evolution dieser Translokation (Di
Bona et al. 1996, Allford et al. 1999, S Li et al. 2000, Cotter et al. 2003). Die
Immunphé&notypisierung hat eine 100% Sensitivitat und 99% Spezifitat in der VVorhersage der
PML-RAR-a Neubildung durch das hochgradig charakteristische, immunphénotypische
Expressionsmuster von CD13, CD15 und CD34 (Orfao et al. 1999). Der Immunphénotyp dieses
Patienten mit klonaler Evolution t(15;17) im Rezidiv nach allo-SZT war CD13 und CD15 positiv
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sowie CD34 negativ und unterschied sich so von dem Immunphanotyp, welcher typischerweise
bei t(15;17) mit PML-RAR-a erwartet wird.

Pathophysiologisches Modell

Obwohl die Daten zeigen, dass eine Chromosom 1 Aberration im Rezidiv nach allo-SZT mit
einer Krankheitsprogression assoziiert ist, bleibt es unklar, welche Gene zusétzlich im Rezidiv
betroffen sind. Die Daten von anderen Autoren sind kontrovers. Bei verschiedensten Tumoren
konnte sowohl ein Zugewinn von Aberrationen an Chromosom 1 als auch ein Verlust vorher
nachgewiesener Aberrationen (Devolution) von Chromosom 1 mit der Onkogenese an sich und
der prognostischen Bedeutung assoziiert werden. Eine Evolution und/oder Devolution von
Aberrationen an Chromosom 1 kénnen ohne als auch mit negativen klinischen Effekten
einhergehen. Die miteinander verglichenen Neoplasien sind genetisch verschieden,
zytogenetisch kann keine Aussage uber die molekularpathophysiologische, funktionelle
Anderung der vielen Gene der Chromosomenbanden gemacht werden. Theoretisch kénnte eine
h&ufigere als bei einem zufalligen genetischen Ereigniss zu erwartende Beteiligung eines
bestimmten Chromosoms in zytogenetischen Evolutionsmustern im Rezidiv oder der Progression
mit der unterschiedlichen Empfindlichkeit fir Schaden von chromosomalen Regionen bei
verschiedenen Kondensationsgraden erkléart werden. Die Chromosomen sind innerhalb des
Nukleus nicht zuféllig angeordnet. In lymphoblastoiden Zellen sind Gen reiche Chromosomen
im Zentrum und Gen arme Chromosomen mehr in der Peripherie des Nukleus angeordnet (Croft
et al. 1999, Boyle et al. 2001). Ebenso denkbar wére die Erlangung von zusatzlichen
Tumorpromotorgenen oder Verlust von Tumorsuppressorgenen im Rezidiv und/oder bei der
Progression die eben zu einem Rezidiv und/oder der Progression fiihren und sich auf der
Makroebene der Chromosomen in einem veradnderten Karyotyp darstellen wirden. Diese
Vermutung kénnte durch molekularbiologisches Sequenzieren des Tumorgenoms vor Rezidiv/
im Rezidiv und Vergleich mit den Karyotypen vor Rezidiv/im Rezidiv bestatigt oder
ausgeschlossen werden.

Von Ding et al wurde die klonale Evolution im ersten Rezidiv ohne allo-SZT bei acht an akuter
myeloischer Leukamie erkrankten Patienten mit Ganz-Genom-Sequenzierung untersucht (Ding
et al. 2012). Die Autoren fanden viele im Rezidiv neu mutierte Gene. Bei dem Vergleich
zwischen Primé&rtumorgenom und Rezidivgenom konnten die Autoren zwei besondere klonale
Evolutionsmuster beobachten.

Einmal erlangte der Urklon zusétzliche Aberrationen und evolutionierte in den Rezidivklon. Ein
anderer Subklon des Urklones Uberlebte die initiale Therapie, erlangte zusatzliche Mutationen
und expandierte.

In keinem Fall wurde der Urklon durch die Chemotherapie eliminiert und in allen Fallen wurden
zusatzliche Transversionen im Rezidiv festgestellt. Die Autoren gehen auch von einem
(Cytarabin und Anthrazykline als Induktion und Konsolidation) Chemotherapie induzierten
Selektionsdruck aus (Ding et al. 2012). Die Arbeit von Ding et al bestétigt die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit formulierte Vermutung, dass die mit einem normalen Karyotyp rezidivierten

52



Klone zusatzliche molekulare Aberrationen im Rezidiv erlangen und dies auch ohne vorherige
allo-SZT.

Eine Studie an Knock-out Mdusen bei denen der MY C Transkriptionsfaktor mittels Transfektion
durch einen viralen Vektor genetisch verandert wurde und dadurch Multiple Myelome
resultierten, zeigte drei mogliche Entwicklungen der Tumorzellen: stabil mutierte Klone, Klone
mit einer linearen Evolution und Klone mit einem heterogenen Mix sich in ihrer Dominanz
abwechselnder Klone. Die Autoren postulierten eine fur alle Tumorzellen anzunehmende
Symbiose. Aggressivere Klone kdnnen andere, weniger agressive Klone unterstiitzen oder auch
zurlickdrangen und entstehen wahrscheinlich partiell durch den therapeutischen Selektionsdruck
(Keats et al. 2012).

In einer in vivo Studie zur Zytogenetik von Doherty et al an somatischen Zellen wurde
beobachtet, ,,dass die Zellen nach Induktion eines chromosomalen Schadens, zellbiologische
Folgeschaden entwickeln, von denen die meisten letal fur die Zelle auf Grund defekter
Zellteilung sind. Die Anwesenheit der Schéden birgt aber ein Potential, feinere und daher
Ubertragbare chromosomale Aberrationen, die die Zellteilung Gberleben und dann weitervererbt
werden, zu erzeugen. Meistens sind induzierte zytogenetische Schaden begleitet von
Genmutationen® (AT Doherty et al. 2012).

Ob die Akkumulation einzelner spezifischer Gendefekte mit den jeweiligen additiven Folgen
alleine zur autonomen Proliferation fihrt, wird gegenwartig diskutiert. Nach Duesberg et al
storen chromosomale Umlagerungen das Gleichgewicht vieler Gene in einem hoheren Ausmal}
als durch die Akkumulation der jeweils durch einzelne Umlagerungen verénderten Gene an den
spezifischen Bruchpunkten alleine erklarbar wére (Duesberg et al. 2011).

Die Rolle der Immunsuppression als ein die klonale Evolution begunstigender Faktor
verdeutlicht sich bei den t-AML, die bei Patienten unter Immunsuppression nach
Organtransplantation ohne vorherige gentoxische Chemo- oder Strahlentherapie beobachtet
wurden (Offman et al. 2004).

Von B-Zell Lymphomen und CML Fallen ist bekannt, dass die Endothelzellen der LK und des
KM Lymphom bzw. CML spezifische chromosomale Aberrationen aufwiesen (Gunsillius et al.
2000, Streubel et al. 2004).

Auch sind Félle von akuten Leukdamien nach Nabelschnur-Blutstammzelltransplantation bei dem
Empfanger mit eindeutig zytogenetisch und molekular nachgewiesenem Spenderursprung aber
ohne Leukamie zu irgendeinem Zeitpunkt bei dem Spender bekannt (Fraser et al. 2005). Die
postulierten Mechanismen fir diese Formen von Leuk&mie, wie Therapie induzierte oder
hereditdre Abnormitaten der stromalen KM-Zellen, Transformation der Spenderzellen durch
Antigenstimulation des Empfangergewebes oder Fusion der Spenderzellen mit verbliebenen
Empfanger Leukamiezellen (Cooley et al. 2000) geben einen weiteren Hinweis auf die
Komplexitat der Leukdmogenese und ihrer EinfluRfaktoren.

Zusammenfassend ist es am wahrscheinlichsten, dass die bei den jeweiligen Patienten malignen
Klone natlrlich zunehmend genetisch instabiler werden und bei jingerem Alter mit schnelleren
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Proliferationsraten die malignen Klone statistisch eher zusétzliche Aberrationen akkumulieren,
die dann bei einigen Patienten in mehreren Subklonen resultieren. Eine vorherige
Konditionierung mit alkylierenden Substanzen scheint synergistisch mit dieser multifaktoriellen
Genese zu wirken. Schon aberrante Klone scheinen anfalliger fir die Akkumulation weiterer
Aberrationen zu sein. Bisher nicht identifizierte Gene auf Chromosom 1 sind im Rezidiv
haufiger betroffen und haben eine negative klinische Auswirkung. Warum Chromosom 1
haufiger betroffen ist, bleibt unklar. Wahrscheinlich flihren Aberrationen an Chromosom 1
alleine oder additiv mit anderen Aberrationen zu einem Rezidiv und/oder Therapieresistenz,
werden durch die Therapie selektioniert und sind so vermehrt in dieser Untersuchung
reprasentiert. Zusatzliche Aberrationen von Chromosom 1 im Rezidiv machen die Klone - in
Form der signifikant kiirzeren Uberlebenszeiten- aggressiver. Unklar bleibt ob dies durch noch
nicht identifizierte Genmutationen oder durch einen mechanisch entstehenden, sich auf viele
zellbiologische Funktionen auswirkenden Replikationsdefekt der malignen leukdmischen Zellen
basiert. Eine Erklarung konnte die defekte Regulation der Spindelfasern fir die Zellteilungen
bedingt durch vorherige Mutationen sein. Auf Grund der Vergleiche mit konventionell (nicht
allo-SZT) behandelten akuten Leuk&miepatienten scheint die allo-SZT nicht der die klonale
Evolution allein ausldsende Faktor zu sein. Jedoch scheinen die Faktoren, die mit der allo-SZT
in Zusammenhang stehen (Konditionierung und Immunsuppression) sowie eventuelle
Selektionsmechanismen des Spenderimmunsystems auf die restlich verbliebenen leukdamischen
Klone und Subklone des Empféangers jeweils zusétzlich zur ,,natiirlichen Evolution beizutragen.
So konnten in vielen Studien die spezifischen Aberrationen fir die benutzten
Therapiemodalititen beschrieben werden (TBI und CCA, alkylierende Substanzen und CA/-5q/
-7q, Busulphan und +8 usw.). Es wurde aber auch tber einen, nach Hoch-Dosis Chemotherapie
(HDCT) und allogener SZT, die zur kompletten zytologischen und zytogenetischen Remission
fiihrte und zum Auftreten eines neuen, hoch aberranten und véllig unspezifischem Klon
viereinhalb Monate spater bei einem AML Patienten berichtet, den die Autoren der vorherigen
Therapie, der Immunsuppression und - auf Grund der schnellen Genese - dem klonalen
Selektionsdruck zuschrieben (Kadam et al. 2007). Bei Betrachtung aller Studien und den
isolierten Effekten der einzelnen Faktoren erscheinen die Aberrationen insgesamt sehr zufallig.
Am wahrscheinlichtsten ist, dass die durch alle Faktoren beeinflut zufallig entstehenden,
stabilen Aberrationen selektioniert werden.

Die Devolution einzelner Klone kénnte ein Ausdruck der Darwinschen Nicht-
Uberlebensfahigkeit (Erreichbar durch die Therapie, immunologisch eradizierbar) bzw.
kompetitiv eingreifender DNA-Reparaturmechanismen sein.

Perspektiven

Insgesamt haben die Daten in dieser spezifischen Hochrisikopopulation eine hohe Aussagekraft.
Fir die spezifischen Anforderungen (rezidivierte akute Leukamie nach SZT mit Karyotyp
initial/im Rezidiv vorhanden sowie rezidivierte akute Leukdmie ohne SZT mit Karyotyp
initial/im Rezidiv vorhanden) konnten die Fragen zufriedenstellend nur in einer Multicenter-
Metaanalyse beantwortet werden. Eine doppelblinde, randomisiert-kontrollierte prospektive
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Studie kommt allein aus ethischen Griinden nicht in Frage. Die zunehmend entschlisselte
molekulargenetische Diversitat der einzelnen Subentitaten der akuten Leukamien lasst erkennen,
dass die Ursache bzw. der Mechanismus der Evolution mit Karyotypen alleine nicht zu
beantworten ist. Sehr interessant wére, die Entwicklung der Klone auf MRD-Ebene aus vielen
Entnahmeorten (LK, PB, KM) zu verfolgen. So kdnnte man mehr iber die Ursache der
Evolution erfahren. Umino et al konnten durch oligo-array-CGH zeigen, das die klonale
Evolution der HTLV-1 induzierten T-ALL sehr wahrscheinlich in den peripheren Lymphknoten
stattfindet (A Umino et al. 2011). Eine frihere Untersuchung an Atombombentiberlebenden
fand, dass mehr aberrante Klone im KM als in PB gefunden wurden (Kamada et al. 1983,
Ishihara et al. 1983). Diese werden moglicherweise in den peripheren Lymphknoten
immunologisch eradiziert und einem chemotherapeutischem Selektionsdruck ausgesetzt. So wird
zuerst die Anzahl der aberranten Klone vermindert, die stabil-evolutionierten werden dann
selektiert.

Perspektivisch sollte die in 50% heilende Radiochemotherapie, die bekannterweise
Sekundarneoplasien und auch malignere Rezidiv-Klone erzeugt durch spezifischere molekular
ansetzende Therapien oder eventuell ex-vivo manipulierte Immunzellen (T/NK-Zellen) ersetzt
werden und mit immuntherapeutischen Methoden — wie die Antikdrpergabe gegen
Immuntoleranz erzeugende Signale - sowie spezifisch in den Metabolismus maligner Zellen
eingreifender Pharmaka kombiniert werden (Pardoll et al. 2012, Vander Heiden 2011).

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit sollten Wissensliicken tber Karyotypveranderungen, deren
Muster und klinische Auswirkungen im Rezidiv nach allogener SZT bei Patienten mit akuten
Leukdmien geschlossen werden. Damit wurde ein Beitrag zur Etablierung einer klinisch
routineméaRig anzuwendenden Genomdiagnostik der leukdmischen Zellen geleistet und deren
Notwendigkeit begriindet.
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5. Zusammenfassung

Bis zu 50% der akuten Leuk&mien rezidivieren nach allogener peripherer
Blutstammzelltransplantation (Schetelig et al. 2008). Die Pra-Transplantationszytogenetik hat
einen festen Stellenwert in der Risikogruppeneinteilung (Mrozek et al.). Wenig untersucht
wurden hingegen die Zytogenetik im Verlauf und der Einfluss einer Karyotypveranderung auf
den weiteren Therapieverlauf. In dieser Arbeit wurde von 22 Patienten mit akuten Leukamien
(AML (n = 18); ALL (n = 4)) der Karyotyp bei Diagnosestellung und der Karyotyp im Rezidiv
nach allogener Blutstammzelltransplantation verglichen und mit Patientencharakteristika sowie
Konditionierungsregimen korreliert. Folgende Ergebnisse werden zusammengefasst:

Eine Karyotypveranderung (Evolution und/oder Devolution) im Rezidiv nach allo-SZT konnte in
68% der Patienten festgestellt werden. Dies liegt im selben Prozentbereich wie bei konventionell
nicht-allogen-transplantierten Patienten im Rezidiv.

Eine Karyotypveranderung an sich hatte keinen negativen Einfluss auf das mediane
Gesamtiiberleben (OS) oder Uberleben nach Rezidiv (SAR).

Patienten mit einer Karyotypveranderung im Rezidiv waren signifikant jinger.

Chromosom 1, 3 und 4 waren im Verhaltnis zu ihren Langen haufiger, Chromosom 2 und 9
seltener betroffen als erwartet, hatte es sich um zuféallige genetische Ereignisse gehandelt.
Besonders die Uberzufallige Beteiligung von Chromosom 1 im Rezidiv nach allo-SZT konnte
von vier weiteren Studien bestatigt werden.

Der Zugewinn struktureller Chromosom 1 Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT war assoziiert
mit einer signifikant kirzeren Gesamtuberlebenszeit (OS) und kirzerer Zeit von Rezidiv bis
Rezidiv- assoziiertem Tod (SAR). Dies ist von klinischer Relevanz.

Es konnte keine Assoziation zwischen Konditionierungsart und fraglich spezifischen
Karyotypveranderungen im Rezidiv hergestellt werden. Bei 28,6% der mit einer alkylierenden
Substanz konditionierten Patienten und bei denen zusatzlich eine Anderung des Karyotypes im
Rezidiv festgestellt wurden, konnten die vorher beschriebenen typischen Deletion 5 und/oder 7
zusatzlich gefunden werden.

In der Gruppe der mit einer alkylierenden Substanz konditionierten Patienten hatte kein Patient
(0/14 (0%)) einen normalen Karyotyp im Rezidiv nach allo-SZT.

In der Gruppe der nicht mit einer alkylierenden Substanz konditionierten Patienten hatten alle
Patienten (3/3 (100%) keine zusatzlichen Aberrationen (keine Anderung des Karyotypes) im
Rezidiv. Davon hatten 2 Patienten einen normalen Karyotyp (siehe Tabelle 9 und 10). Es besteht
ein signifikanter Unterschied (p < 0,04) beziiglich einer Karyotypveranderung per se im Rezidiv
zwischen Patienten, die mit einer alkylierenden Substanz konditioniert wurden und Patienten, die
ohne eine alkylierende Substanz konditioniert wurden. Eine vorherige Konditionierung mit einer
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alkylierenden Substanz scheint eine Karyotypveranderung im Rezidiv nach allo-SZT zu
beglnstigen.

Initial aberrante Klone haben h&ufiger zusatzliche Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT als
initial normale (78% vs. 50%). Aberrante Klone sind anfélliger fur den Zugewinn weiterer
Aberrationen im Rezidiv nach allo-SZT.

Ein komplex aberranter Karyotyp (mehr als drei Aberrationen) ist nicht instabiler im Rezidiv
nach allo-SZT als ein einfach aberranter (57% vs. 53%). Eventuell spielen hier andere, bisher
unbekannte Faktoren eine Rolle.

Ein aberranter Karyotyp im Rezidiv nach allo-SZT ist sehr haufig (91% vs. 9%) und liegt in
derselben Spanne wie bei den Therapie assoziierten AML (t-AML) und den
Myelodysplastischen Syndromen (t-MDS) (80-90%).

Es konnte eine bisher nicht in der Literatur beschriebene klonale Evolution t(15;17) mit PML-
RAR-a Rearrangement im Rezidiv 7 Jahre nach allo-SZT bei einem AML Patienten (FAB M2)
gefunden werden. Normalerweise ist eine t(15;17)(q22,921) mit Bildung eines PML-RARalpha
Fusionsgenes typischerweise strikt auf die eigenstandige Entitat der FAB M3 akute
Promyelozytenleukdmie beschrankt.

Es bleibt unklar, warum einige Leukdmien mit einem normalen Karyotyp rezidivieren und
andere im Rezidiv evolutionieren. Auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit ist es am ehesten der
zunehmenden genetischen Instabilitat, einer Chemotherapie induzierten Mutationsgenese sowie
einer immunologischen/Darwinschen Selektion (iberlebensféhigerer Klone zuzuschreiben. Sehr
wahrscheinlich erlangen die Klone mit einem normalen Karyotyp im Rezidiv mit der
konventionellen Zytogenetik nicht erfassbare, zusatzliche molekulare Aberrationen.
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