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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit fasst eine Auswahl meiner wissenschaftlichen Arbeiten zur
Verbesserung des pathophysiologischen Verstandnisses, der Diagnostik und
Behandlung von Patienten mit myelodysplatischen Syndromen (MDS) und akuten
myeloischen Leukamien (AML) zusammen. Ursachen fur die Entstehung einer AML
oder MDS lassen sich nur bei wenigen Patienten, bei denen eine Exposition
gegenuber Ldésungsmitteln oder eine externe Strahlen- oder Chemotherapie
stattgefunden hat, finden. Wir konnten zeigen, dass bei Patienten mit
Glykogenspeicherkrankheit infolge dauerhafter Therapie mit ,Granluocyte-Colony
stimulating factor’ (G-CSF), infolge einer systemischen Radiojodtherapie wegen
Schilddrisenerkrankungen und aufgrund von immunmodulatorischen Substanzen,
den sog. ,Imids’ myeloische Neoplasien entstehen kdnnen. Dabei spielen bei der
MDS-Pathogenese nicht nur Veranderungen der Blutstammzellen eine Rolle,
sondern auch mesenchymale Stromazellen als Bestandteil des Knochenmarkmilieus
(,Microenvironment’), die strukturell und molekular verandert sind und so durch eine
mangelhafte Unterstitzung der Hamatopoiese die insuffiziente Blutbildung
mitbedingen. Molekulargenetische Analysen mittels X-chromosomalen
Inaktivierungsmustern, ,reverse transcription polymerase chain reaction’ (RT-PCR)
sowie DNA-Sequenzierung fuhrten zum Nachweis von Veranderungen in den
Blutstammzellen, die uns einen vertieften Einblick in die Pathomechanismen
erlaubten. Damit ist es mdglich, eine genauere Diagnose zu stellen, eine bessere
Prognoseabschatzung zu treffen sowie ein Monitoring minimaler Resterkrankung
(MRD) durchzufuhren. Um die Therapieergebnisse nach einer allogenen
Blutstammzelltransplantation Zu verbessern, verabreichten wir den
Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib und behandelten Patienten mit MDS mit einer
sequenziellen Hochdosistherapie nach dem FLAMSA-Schema. Letztere erwies sich
als wirksam und auch tolerabel flr Patienten mit einem Alter von bis zu 70 Jahren.
Die Gabe von Tacrolimus und Mycophenolat Mofetil (MMF) als Graft-versus-Host
Disease (GvHD)-Prophylaxe nach nicht-myeloablativer Konditionierung fihrte zu
einem Ruckgang der durch toxische Nebenwirkungen bedingten Mortalitat, ohne das
Risiko fir ein Rezidiv zu verandern. Auf der Suche nach neuen Therapieformen

fanden wir, dass der DNA-Methyltransferaseinhibitor Azacitidine in Kombination mit



Spenderlymphozyten bei einem Rezidiv nach allogener Blutstammzelltransplantation

wirksam und gut vertraglich ist.



Einleitung

Myelodysplastische Syndrome (MDS) und akute myeloischen Leukamie (AML) sind
Blutstammzellerkrankungen, die im Jahre 1900 von Olivier von Leube bzw. im Jahre
1870 Neumann erstmals beschrieben wurden (1, 2). Beide Erkrankungsformen
werden in der aktuellen WHO-Klassifikation von 2008 als eigenstandige Entitaten
unter das gemeinsame Dach der myeloischen Neoplasien gestellt (3), weil es einige
Gemeinsamkeiten hinsichtlich Pathogenese und Symptomen gibt. So geht abhangig
vom Subtyp ein Teil von 14%-65% der Patienten mit MDS innerhalb von 5 Jahren in
eine sekundare AML (sAML) Uber (4). Sowohl MDS als auch AML stellen angesichts
eines mittleren Erkrankungsalters der Patienten von 73 bzw. 71 Jahren
Erkrankungen des hoheren Lebensalters dar. Die Pravalenz dieser Erkrankungen
wird in Zukunft aufgrund der steigenden Lebenserwartung in der Bevolkerung
zunehmen (5-7). Gemeinsam ist MDS und AML eine insuffiziente Blutbildung, die bis
zu einer Panzytopenie fuhren und mit Anamiesymptomen, einer gesteigerten
Infektanfalligkeit und erhdohten Blutungsneigung einhergehen kann (8, 9). Ungeachtet
dieser Gemeinsamkeiten mdchte ich die beiden Entitaten im Folgenden voneinander

getrennt betrachten:

Myelodysplastische Syndrome (MDS) — Klinische Aspekte

Die WHO-KIassifikation unterteilt die MDS auf der Basis der betroffenen Zellreihen,
der Blastenzahl im Knochenmark und peripheren Blut sowie zytogenetischer
Veranderungen in sieben Subtypen. Dabei bleiben die zyto- und
histomorphologische Beurteilung von Knochenmark und Blut die Grundlage der
Diagnostik (10, 11). Durch zytogenetische Untersuchungen lassen sich bei etwa der
Halfte der MDS-Patienten chromosomale Veranderungen nachweisen (12, 13),
wobei es sich um unbalancierte Chromosomenanomalien wie zum Beispiel einer
Deletion des kurzen Armes von Chromosom 5 (del5q) oder eines Teilstlicks des
Chromosom 7 (del7qg-/-7) handeln kann (13). Neben dem Nachweis einer klonalen
Zellpopulation dient die Zytogenetik auch der Prognoseabschatzung, was im
'International Prognostic Scoring System' (IPSS) zum Ausdruck kommt (14). In der
aktuellen Version des IPSS wird der zytogenetische Befund zum entscheidenden
Parameter fur die Risikostratifizierung und bestimmt ganz malfigeblich die Auswahl
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der Therapie (15). In diese Entscheidung spielen auferdem als weitere
krankheitsassoziierte Faktoren der Schweregrad der Zytopenien und die hiermit
verbundene Transfusionsbedurftigkeit sowie spezifische Karyotypveranderungen
wie zum Beispiel eine isolierte Deletion 5q mit hinein. Daneben beeinflussen das
Lebensalter sowie Komorbiditaten die Therapieentscheidung (5, 16).

Zumeist erhalten alle Patienten mit MDS im Sinne supportiver Malinahmen
Transfusionen von Thrombozyten- oder Erythrozytenkonzentraten sowie Antiinfektiva
(17). Mit dem Ziel, die insuffiziente Hamatopoiese zu stimulieren, wird Erythropoietin
bei MDS-Patienten mit einem inadaquat niedrigen endogenen Erythropoietin-Spiegel
verabreicht (18). Zur Zeit wird die Wirksamkeit der Thrombopoietin-Analoga
Romiplostin und Eltrombopag in klinischen Studien untersucht (19). Fur die
Subgruppe der MDS-Patienten mit isolierter Deletion 5q ist Lenalidomid zugelassen,
welches bei 56% bis 67% dieser Patienten zu einer Transfusionsunabhangigkeit fuhrt
(20-22). Bei einer anderen Subgruppe von MDS-Patienten mit hypoplastischem
Knochenmark spielt ein fehlgesteuertes Immunsystem eine wesentliche
pathogenetische Rolle, weshalb diese Patienten auf eine immunsuppressive
Therapie mit Antithymozytenglobulin, dem monoklonalen anti-CD52-Antikorper
Alemtuzumab und Cyclosporin A ein Ansprechen zeigen (23-25). Als weitere MDS-
spezifische Therapie wurde im Jahre 2008 die Substanz Azacitidine zur Behandlung
von alteren, nicht transplantationsfahigen MDS-Patienten mit IPSS-Risikoprofil
intermediate-2 und high sowie CMML-Patienten zugelassen. Im Gegensatz zu den in
den 60iger Jahren verwendeten hohen Dosierungen induzieren niedrigere, besser
vertragliche Dosierungen von  Azacitidine eine Hemmung von DNA-
Methyltransferasen. Diese Enzyme Ubertragen Methylgruppen auf die DNA, so dass
deren Hemmung vor dem Hintergrund einer beim MDS vorliegenden
Hypermethylierung aus pathophysiologischer Sicht sinnvoll erschien. In der Tat
konnten zahlreiche Studien einen therapeutischen Nutzen zeigen. In der groften
Phase-IlI-Studie konnte beim Vergleich mit konventionellen Behandlungsformen ein
Uberlebensvorteil von 9,5 Monaten fiir die mit Azacitidine behandelten Patienten
gezeigt werden (26). Auch bei Patienten mit SAML mit bis zu 30% Blasten fuhrt
Azacitidine im Vergleich zu konventionellen Behandlungsformen zu einem
Uberlebensvorteil von 8,5 Monaten (27).

FUr einige Patienten mit einem proliferativ verlaufenden MDS, also mit einem

pathologisch erhohten Blastenanteil im Knochenmark oder Blut, sowie fur Patienten
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mit einer AML aus MDS kann eine Induktionschemotherapie infrage kommen.
Hierdurch lasst sich bei 56% bis 62% der Patienten eine komplette Remission
erzielen, wobei vor allem Patienten mit einem normalen Karyotyp auf eine
Chemotherapie ansprechen (28-30). Ein Gesamtluberleben zwischen 12% und 27%
nach 5 Jahren belegt jedoch, dass eine intensive Chemotherapie allein nur bei einer
kleinen Patientengruppe zur Heilung fihren kann (28, 29). Neben der Toxizitat einer
intensiven Chemotherapie stellt das hohe Ruckfallrisiko den Prognose-limitierenden
Faktor dar (28-30).

Im Lichte dessen ist die allogene Blutstammzelltransplantation flr Patienten mit MDS
der aktuell einzig verfugbare kurative Therapieansatz. Bis vor ca. 10 Jahren war die
allogene Blutstammzelltransplantation  allerdings  aufgrund der  hohen
transplantationsassoziierten Morbiditat und Mortalitdt nur MDS-Patienten bis zu
einem maximalen Lebensalter von 60 Jahren zuganglich. Durch die Einflhrung
dosis-reduzierter und nicht-myeloablativer Konditionierungsprotokolle  sowie
Verbesserungen der Immunsuppression und Supportivtherapie konnte die Toxizitat
der allogenen Blutstammzelltransplantation mal3geblich verringert werden (31-33).
Daher konnen heutzutage auch Patienten bis zu einem Alter von 75 Jahren
transplantiert werden (34). Limitiert wird der Therapieerfolg der allogenen
Blutstammzelltransplantation allerdings durch eine unverandert hohe Ruckfallrate
von bis zu 40% (35). Gegenwartig unklar ist, ob eine vorangegangene Behandlung
mit einer Chemotherapie, Azacitidine oder die direkte Transplantation zu einer
Verbesserung dieser Ergebnisse fuhren kann. (36-40). Aktuelle Ansatze zielen daher
darauf ab, einen Krankheitsruckfall frihzeitig mit Hilfe des sogenannten ,Minimal
Residual Disease’-Monitoring zu detektieren und zu behandeln, um die aktuelle 5-
Jahres-Uberlebensrate  von  40% bis 50% nach einer allogenen

Blutstammzelltransplantation zu steigern (41).

Akute myeloische Leukamien (AML) — Klinische Aspekte

Im Gegensatz zu den MDS ist die aktuelle WHO-KIlassifikation der AML einen Schritt
weiter, da sie Dbereits zytogenetische und molekulargenetische Befunde
bericksichtigt. Dartber hinaus fuhrt sie die aus den MDS hervorgegangenen sAML
als eigene Entitat und bericksichtigt auch anamnestische Angaben wie eine

vorangegangene Chemo- oder Radiotherapie (3).



Ahnlich wie bei den MDS werden chromosomale Veranderungen bei ca. 50%-60%
der AML-Patienten gefunden (12, 13). Allerdings handelt es sich hierbei vor allem um
strukturelle chromosomale Veranderungen wie z. B. Translokationen, die durch eine
Fusion von Genen einem gesteigerten Proliferationssignal fuhren. Im weiteren
Verlauf treten zusatzliche genetische Veranderungen auf, so dass es zum
Differenzierungsarrest kommt (sog. ,Double-hit-Theorie’) (42). Auch bei der AML
stellt der zytogenetische Befund den wichtigsten Pradiktor fur das Ansprechen auf
eine Induktionstherapie sowie den wichtigsten Prognosefaktor fur das
GesamtlUberleben dar. Dabei werden die zytogenetischen Befunde in 3 Kategorien
(gunstig, intermediar und ungunstig) eingeteilt (10). In diese Kategorisierung des
genetischen Risikoprofils werden bei der AML auch prognostisch relevante
molekulargenetische Veranderungen integriert (10). Diese Risikoabschatzung auf der
Basis der Zytogenetik/Molekulargenetik bildet zusammen mit dem Alter und dem
Allgemeinzustand des Patienten die Grundlage fur die Therapieauswahl.

Fir jungere AML-Patienten ohne relevante Komorbiditaten (bis ca. 70 Jahre) stellt
die Induktionschemotherapie gefolgt von einer Konsolidation den allseits akzeptieren
Therapiestandard dar (10). Dabei kann durch ein oder zwei Zyklen einer Kombination
aus Anthrazyklin und Cytarabin (sog. ,3+7-Schema’) bei ca. 75% der Patienten eine
Remission erzielt werden (43). In Abhangigkeit vom genetischen Risikoprofils, vom
Ansprechen auf die Induktionstherapie, sowie der Spenderverflgbarkeit erfolgt
anschlielRend eine Konsolidationstherapie. Diese besteht entweder aus 1 bis 3
Zyklen einer hochdosierten Cytarabin-Chemotherapie oder einer allogenen
Blutstammzelltransplantation (43). Letztgenannte erfolgt wenn immer mdglich zur
Konsolidation einer bereits durch konventionelle Chemotherapie erreichten
Remission. Sie verfolgt das Ziel, das Rezidivrisiko durch Ausnutzen des sog. ,Graft-
versus-Leukemia’ Effektes im Vergleich zu einer rein Zytostatika-basierten Therapie
weiter zu senken (43).

Fir Patienten, die aufgrund ihres Alters (ca. >70 Jahre) bzw. Komorbiditaten nicht fur
eine intensive Chemotherapie geeignet sind, stehen neben denselben
Supportivmallnahmen wie beim MDS eine niedrig-dosierte Chemotherapie oder eine
Behandlung mit dem  flir diese Indikation zugelassenen DNA-
Methyltransferaseinhibitor Decitabine als Therapiemdglichkeiten zur Verfligung.
Aktuelle Studien legen zudem nahe, dass auch AML-Patienten von einer Therapie
mit Azacitidine als alternativen DNA-Methyltransferaseinhibitor profitieren konnen.

9



Dennoch betragt die 5-Jahresuberlebensrate fur jingere AML-Patienten ca. 40%-
45% und fur altere Patienten ca. 20% und bietet somit Anlass fur Verbesserungen
(44).

Pathogenese der MDS und AML

Um die diagnostischen und therapeutischen Mdéglichkeiten zu verbessern, bedarf es
eines besseren Verstandnisses von Entstehung und Pathophysiologie der MDS und
AML. Grundsatzlich handelt es sich bei MDS und AML um klonale Erkrankungen der
CD34+ Blutstamm- und —progenitorzellen, wie Xenograft-Transplantationen sowie
der Nachweis MDS- und AML-spezifischer Chromosomenveranderungen und
Mutationen in den CD34+ Blutstammzellen belegen (45-49). Anders als bei der
chronisch myeloischen Leukdmie (CML) mit dem bcr-abl Fusionsprotein als
auslésenden Mechanismus lasst sich bei MDS und AML allerdings kein singularer
bzw. monogenetischer Pathomechanismus identifizieren. Vielmehr spiegelt sich die
phanotypische und klinische Heterogenitat der MDS und AML auch in einer Vielzahl
von pathophysiologisch relevanten Mechanismen wider. Dabei legen die
zytogenetischen Befunde legen nahe, dass es neben Uberlappenden auch MDS- und
AML-spezifische Pathomechanismen vorliegen durften.

Mit Hilfe von sog. Hochdurchsatzsequenzierungstechniken lieRen sich hiertber
hinaus zahlreiche Genmutationen entdecken, die fir die DNA-Methylierung, fir die
Histon-Modifikation und flir das RNA-Splicing eine Rolle spielen (50-52). Bei AML
finden sich gehauft Mutationen in Genen flr myeloische Transkriptionsfaktoren,
Cohesine sowie in Signaltransduktionskaskaden (53). Deren pathophysiologische
Relevanz wird aktuell in funktionellen Untersuchungen geprift, wobei sich bereits
zum gegenwartigen Zeitpunkt abzeichnet, dass nur die Kombination von mehreren
Mutationen zur Entwicklung eines MDS- bzw. AML-Phanotyps fuhrt. Einige
Mutationen wie zum Beispiel die TET2-Mutationen treten im Alter auch bei gesunden
Menschen auf und stehen so am Anfang einer Reihe von Mutationen, die am Ende in
eine MDS- oder AML-Stammzelle munden (54, 55). Diese dynamische klonale
Evolution einer Blutstammzelle durch Gewinn sowie Verlust von genetischen
Ereignissen spielt auch bei der Entstehung von Rezidiven sowie beim Ubergang vom
MDS in die sAML eine Rolle (56-58).

Auch das Knochenmarkmikromilieu, in welchem die Blutstammzellen eingebettet
10



sind, ist an der Entstehung und Aufrechterhaltung von MDS und AML beteiligt ist (59,
60).

Die Untersuchungen im ersten Teil meiner Arbeit betreffen Aspekte der Pathogenese
von MDS und AML wie die Suche nach Risikofaktoren fir die Entstehung
myeloischer Blutstammzellerkrankungen. Anknupfend hieran untersuchten wir
mesenchymalen Stromazellen (MSC) von MDS- und sAML-Patienten und fanden,
dass diese als integraler Bestandteil der Stammzellnische im Knochenmark
molekular und funktionell verandert sind und wesentlich zur hamatopoietischen
Insuffizienz beitragen.

Der zweite Teil meiner Habilitationsschrift enthalt die Resultate molekularbiologischer
Analysen, die zur Diagnostik, Prognosebestimmung sowie zum Nachweis der
minimalen Resterkrankung (,minimal residual disease’, MRD) nach einer allogenen
Blutstammzellerkrankung bei myeloischen Neoplasien verwendet werden konnen.
Der dritte Teil dieser Arbeit widmet sich den Madglichkeiten zur Verbesserung der
allogenen Blutstammzelltransplantation als potentiell kurative

Behandlungsmaoglichkeit fur Patienten mit myeloischen Neoplasien.
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1. Neue Erkenntnisse zur Pathogenese myeloischer Neoplasien

Risikofaktoren fiir myelodysplastische Syndrome (MDS) und akute myeloische
Leukamien (AML)

Mit Ausnahme einzelner Patienten mit beruflicher oder umweltbedingter
Lésungsmittel- oder Strahlenexposition kann bei der Mehrheit der Patienten mit AML
und MDS kein auslosendes Agens identifiziert werden (61). Circa 5% bis 10% der
AML- und MDS-Patienten weisen in ihrer Anamnese eine Chemotherapie und/oder
eine Radiotherapie zur Behandlung einer malignen oder nicht-malignen
Primarerkrankung auf (62). Diese werden in der aktuellen WHO-Klassifikation
gemeinsam mit den myelodysplastisch/myeloproliferativen Neoplasien nach einer
Chemo- oder Strahlentherapie in einer eigenstandigen Gruppe der ,Therapie-
assoziierten myeloischen Neoplasien‘ zusammengefasst (3). Diese Sonderform der
MDS und AML kann nicht nur nach einer Chemo- und/oder externen Radiotherapie
auftreten, sondern auch infolge einer dauerhaften Immunsuppression wegen einer
Autoimmunerkrankung oder nach einer Organtransplantation (63). Neben diesen
eher klassischen toxischen Auslosern besteht seit langer Zeit eine kontroverse
Debatte Uber das Leukamie-induzierende Potential des hamatopoietischen
Wachstumsfaktors G-CSF. Dieser wird bei Tumorpatienten regelmallig eingesetzt,
um die Dauer und Schwere der Chemo- und Radiotherapie-induzierten Neutropenie
zu verringern. Auch wenn groRe Metaanalysis ein marginal erhdhtes Leukamie-
Risiko von 0,41% nachweisen konnten, so war das Gesamtrisiko zu sterben bei G-
CSF-behandelten Patienten vermindert, da die Patienten durch die G-CSF-Gabe
intensiver therapiert werden konnten (64). Anders stellt sich dies bei Patienten mit
angeboren Knochenmarkinsuffizienz-Syndromen wie dem Shwachman-Diamond-
Syndrom oder der schweren kongenitalen Neutropenie dar. Bei diesen Erkrankungen
liegt bereits eine Pradisposition durch einen intrinsischen Stammzelldefekt vor. Durch
die kontinuierliche Gabe von G-CSF zur Uberwindung der krankheitsbedingten
Neutropenie wird das Risiko fur die Entstehung eines MDS oder einer AML relevant
gesteigert (65-67).

Auch Patienten mit einer Glykogenspeicherkrankheit Typ Ib, einer autosomal-

rezessiv vererbten Erkrankung des Glykogenmetabolismus, leiden an einer
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Neutropenie und erhalten daher oftmals eine dauerhafte G-CSF-Therapie (68). Hier
ist der kausale Zusammenhang aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und nur zwei
in der Literatur erwahnten Fallen nicht geklart. Daher war es auch aus
wissenschaftlicher Sicht relevant, als sich im Jahre 2008 ein 28-jahriger Mann
aufgrund von Anamie- und B-Symptomen, Blutungszeichen und Knochenschmerzen
in unserer Klinik vorstellte (Referenz A). Dieser Patient litt seit Geburt an einer
Glykogenspeicherkrankheit Typ Ib und hatte kumulativ Gber einen Zeitraum von
12,84 Jahren eine durchschnittliche G-CSF-Tagesdosis von 2,83 pg/kg und eine G-
CSF-Gesamtdosis von 13.729 ug/kg zur Behandlung der krankheitsbedingten
Neutropenie erhalten. Wir diagnostizierten nun eine AML mit Myelodysplasie-
assoziierten Veranderungen nach WHO-Klassfikation mit einer Monosomie 7 und
einer Translokation 1(3;8)(q26;924). Der kausale Zusammenhang zwischen G-CSF-
Verabreichung und Entstehung einer myeloischen Neoplasie war bis dato fur
Patienten mit Glykogenspeicherkrankheit nicht gezeigt worden. In der grofRten
retrospektiven Studie Uber 15 Kinder mit G-CSF entwickelte kein Kind ein MDS oder
eine AML (66). Es existierten lediglich zwei Fallberichte Uber die Entstehung einer
AML, wobei eines der Kinder nie G-CSF erhalten hatte (69, 70). Der Verlauf unseres
Patienten, insbesondere seiner zytogenetischen Befunde spricht fir einen relevanten
leukamogenen Effekt des G-CSF (Abbildung 1).

Beginn Knachanmark- AML-
GE-CHF-Therapsa pumichion Ciagnose
Fraleukamische Leukamische
HSPC Progenilorzells Progenitarzeia
PN P
P s, —r,
ff s \:\, .
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1996 2003

Abbildung 1: Potentielles Modell der Leukédmogenese

Bereits 5 Jahre zuvor war bei unserem Patienten eine Monosomie 7 in 4,8% der
untersuchten Interphasen von Knochenmarkzellen nachgewiesen worden. Dies

wurde zum damaligen Zeitpunkt als unterhalb des relevanten Cut-off-Levels gewertet
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und die G-CSF Therapie fortgesetzt. Zum Zeitpunkt der AML-Diagnose lag nun eine
Monosomie 7 in 78% der Metaphasen vor. Bei Patienten mit aplastischer Anamie,
die im Verlauf einer G-CSF-Dauertherapie ein MDS entwickeln, weisen 58% der
Patienten eine Monosomie 7 auf. Aufderdem konnte in-vitro nachgewiesen werden,
dass G-CSF préaferentiell das Wachstum von Monosomie 7-tragenden
Knochenmarkzellen fordert (71). Gleichzeitig ist bei unserem Patienten mit der
Translokation t(3;8)(q26;924) zum Zeitpunkt der aktuellen Vorstellung eine weitere
genetische Aberration hinzugekommen, die zuvor nicht nachweisbar war. Diese
Translokation fiihrt zu einer Uberexpression des Protoonkogens EVI1, welches zur
AML-Entstehung wesentlich beitragt (72). Anhand des zytogenetischen Verlaufes
und der Evidenz aus der Literatur folgerten wir, dass es bei unserem Patienten
infolge der dauerhaften G-CSF-Therapie zu einer Expansion des Monosomie 7-
tragenden Klons gekommen war. Infolge der zweiten genetischen Veranderung
durfte es dann zur Manifestation der AML gekommen sein. Dieser Verlauf legt nahe,
dass auch bei Patienten mit einer Glykogenspeicherkrankheit Typ Ib ahnlich wie bei
Patienten mit einem angeborenen Knochenmarkdefektsyndrom wahrend einer
dauerhaften G-CSF-Therapie regelmallige Knochenmarkuntersuchungen inklusive

zytogenetischer Untersuchungen durchgefuhrt werden sollten.

Die potentiell leukamogene Wirkung einer externen Radiotherapie zur Behandlung
von soliden Tumoren ist bekannt (62), wahrend ein kausaler Zusammenhang
zwischen einer internen Bestrahlung mit dem B-Strahler *'Jod und der Entstehung
einer Therapie-assoziierten myeloischen Neoplasie lange Zeit kontrovers diskutiert
worden war. Diese Therapieform wird zur Behandlung von malignen und nicht-
malignen Schilddrisenerkrankungen verwendet. In einer Metanalyse der Literatur,
welche 16.502 Patienten umfasste, konnte ein 2,5-fach erhdhtes Risiko fur die
Entstehung einer AML nach einer Radiojodtherapie belegt werden (73). Die Literatur,
welche Patienten mit einer myeloischen Neoplasie nach dieser spezifischen
Bestrahlungsform beschrieb, basierte bisher hauptsachlich auf Fallberichten (74, 75).
Mit dem Ziel, diese myeloischen Neoplasien naher zu charakterisieren und erstmals
Erkenntnisse hinsichtlich Therapieansprechen und Prognose zu gewinnen, fuhrten
wir innerhalb der Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischen MDS-Studiengruppe (D-
A-CH) eine retrospektive Studie durch (Referenz B). Hierbei konnten wir Daten von
39 Patienten analysieren, welche mit einer medianen Latenzzeit von 79 Monaten

nach einer Radiojodtherapie ein MDS (n=21) oder eine AML (n=18) entwickelten.
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Dabei zeigte unsere Untersuchung, dass der Grol¥teil der Patienten entweder bereits
an einer AML litt, oder aber an einem Hochrisiko-MDS, was sich im Blastenanteil, im
Karyotyp, in der IPSS-Risikoklassifizierung oder einem raschen Krankheitsprogress
widerspiegelte. Somit waren die Krankheitscharakteristika dieser Patienten
vergleichbar mit denen von 165 weiteren Patienten, die nach einer Chemotherapie,
einer externen Bestrahlung oder einer kombinierten Radiochemotherapie ein MDS
oder eine AML entwickelten und deren Daten wir vergleichend betrachtet hatten.
Dies traf auch auf den Anteil der Patienten mit einem veranderten Karyotyp, die
betroffenen Chromosomen 3, 5, 7 und 8 sowie die mediane Latenz von 6,58 Jahren

bis zur Entstehung der myeloischen Neoplasie zu.
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Tabelle 1: Krankheitscharakteristika der Patienten mit myeloischen Neoplasien nach
Radiojodtherapie sowie nach anderen Behandlungsmodalitaten
*Bezliglich der AML-Frequenz bei den anderen Therapiemodalitdten sind nur die Patienten

aufgefiihrt, welche als RAEB-T nach FAB-Klassifikation im MDS-Register gespeichert
wurden.

**es wurden nur die Patienten berticksichtigt, welche ein tMDS hatten.

***fiir die Angaben beziiglich des IPSS und des zytogenetischen Risikos wurden nur
Patienten herangezogen, die ein tMDS aufwiesen.

n. s. = nicht signifikant; § p=0,026 fiir den vergleich zwischen Radiojod und Chemotherapie
und p=0,006 fiir den Vergleich zwischen Radiojod und Radiochemotherapie

Die Haufung von Charakteristika, welche mit einer schlechten Prognose assoziiert

sind, spiegelte sich auch im Therapieansprechen und in der Prognose unserer
15



Patientengruppe wider. Insgesamt 17 Patienten erhielten eine intensive
Induktionschemotherapie, aber nur funf (29%) hiervon erreichten eine komplette
Remission. Dies ist verglichen mit Patienten mit einer de novo Erkrankung erheblich
geringer (43). In Einklang hiermit lag das mediane Gesamtuberleben unserer
Patientengruppe bei 21,7 Monate und unterschied sich somit nicht von der Prognose
der Patienten mit therapieassoziierten Neoplasien nach anderen Therapieformen
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Gesamtiiberleben aller 39 Patienten (A) sowie aufgeteilt (B) nach MDS
(n=21, schwarze Kurve) und AML (n=18, graue Kurve) nach Radiojodtherapie; (C)
Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten mit myeloischer Neoplasie nach
Radiojodtherapie (hellgraue Kurve), Strahlentherapie (dunkelgraue Kurve),
Chemotherapie (untere schwarze Kurve) sowie nach

Radiochemotherapie (obere schwarze Kurve)

Genau diese Vergleichbarkeit der Krankheitseigenschaften sowie der Prognose
zwischen den verschiedenen Gruppen unterstitzen die Hypothese von einem
kausalen Zusammenhang zwischen der Radiojodtherapie und der Entwicklung
myeloischer Neoplasien. Dies wird auch gestutzt durch einen Artikel von Gilabert et
al., in welchem als direkte Antwort auf unseren Artikel von weiteren 10 Fallen einer
Radiojod-induzierten akuten Leukamie berichtet wurde (76). Aufgrund dessen sollte
man Patienten, die eine Radiojodtherapie erhalten sollen, bezuglich dieser Folgen
einer allgemein als gut vertraglich angesehenen Therapie aufklaren und wahrend der

Nachsorge daraufhin untersuchen.

Wahrend die Gabe von G-CSF und die Radiojodtherapie etablierte Therapieformen

sind, werden Therapieformen verfugbar, mit denen sich die Prognose von Patienten
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mit soliden und hamatologischen Tumoren stetig bessert. Dazu zahlen auch die
Gruppe der sog. ,Imids’, welcher neben Thalidomid auch die
Zweitgenerationsmedikamente Lenalidomid und Pomalidomid angehodren. Diese
Substanzklasse  wird insbesondere zur Therapie von Patienten mit
Plasmazellerkrankungen wie dem multiplen Myelom verwendet. Angesichts einer
relativen Haufung von Sekundarmalignomen in Studien zur Lenalidomid-
Erhaltungstherapie beim multiplen Myelom befirchtete man, dass die
Substanzklasse der ,Imids’ zu einer gesteigerten Inzidenz von Sekundarmalignomen
fuhren konnte (77-80). Deshalb untersuchten wir in einer weiteren Analyse 313
Patienten mit multiplem Myelom hinsichtlich des Auftretens von Sekundarneoplasien
(Referenz C). Alle Patienten hatten zwischen 1994 und 2009 eine Melphalan-
basierte Hochdosischemotherapie mit anschlie3ender autologer
Blutstammzelltransplantation erhalten, an die sich bei 72% eine Interferon- oder
Thalidomid-Erhaltungstherapie anschloss. In Einklang mit vorangegangenen
Registerdaten und den Resultaten einer anderen deutschen Gruppe zeigte sich in
der Gesamtgruppe eine Sekundarmalignom-Frequenz von 5,8%. Den grofiten Anteil
machten MDS bzw. AML (8 von 18 Patienten) aus. Im Gegensatz zu den ersten
Studien  zur  Lenalidomid-Erhaltungstherapie  war die  Haufigkeit  der
Sekundarmalignome in unserer Gruppe jedoch weder bei den Patienten mit
Thalidomid-Salvagetherapie (n=206) noch mit einer Lenalidomid-Salvagetherapie
(n=71) erhdht. Auch die 96 Patienten mit einer Thalidomid-Erhaltungstherapie nach
autologer Transplantation wiesen kein erhdhtes Risiko fur Sekundarmalignomen auf
(Abbildung 3). Einziger signifikanter Risikofaktor fur die Entstehung eines
Zweitmalignoms war eine Uberlebenszeit von = 5 Jahren ab Diagnose (HR 4,7 [95%
Cl 1,1 -19,8], p=0.04).
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Abbildung 3: (A) Kumulative Inzidenz der Sekundérneoplasien (SPM) vom Zeitpunkt
der Myelom-Diagnose bei Patienten, die eine Hochdosischemotherapie und autologe
Blutstammzelltransplantation erhielten. (B) Gesamtliberleben in Abhéngigkeit vom
Auftreten einer Sekundérneoplasie. (C) Risiko fiir Tod und fiir die Entwicklung einer

Sekundérneoplasie fiir Patienten mit und ohne Thalidomid-Erhaltungstherapie.

Eine Metaanalyse von 7 randomisierten Studien mit insgesamt 3218 Patienten, die
Lenalidomid im Rahmen einer Erstlinientherapie erhielten, zeigte, dass eine
Lenalidomid-Behandlung mit einer hoheren Rate von hamatologischen
Sekundarneoplasien einhergeht. Dabei traten die sekundaren Neoplasien vor allem
bei Patienten auf, die Lenalidomid zusammen mit oralem Melphalan fir mehr als 24
Monate erhielten. Im Gegensatz hierzu war die Inzidenz analog zu unseren
Ergebnissen im Rahmen einer Erhaltungstherapie nach intravenosem Hochdosis-
Melphalan nicht erhoht. Die Metanalyse zeigte auch, dass die Patienten vor allem am
Progress des Myeloms oder an Komplikationen wie Infektionen verstarben und nicht
an Sekundarmalignomen (81). Wir zogen hieraus den Schluss, dass sowohl die
,Imids’ wie auch die kontinuierlich neu hinzu kommenden antineoplastischen
Substanzen regelmalig mit Blick auf ihr Risiko flr Sekundarmalignome zu evaluieren

sind.
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Molekulare und funktionelle Charakterisierung mesenchymaler Stromazellen

von Patienten mit MDS, AML und Multiplem Myelom

Den zuvor genannten Risikofaktoren wird ein toxischer Einfluss auf die
hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPZ) zugeschrieben bei der
Entstehung der MDS und AML. Daher stehen auch in den meisten
wissenschaftlichen Untersuchungen auf dem Gebiet von MDS und AML Analysen
der leukdmischen Stammzelle im Mittelpunkt (48, 82-84). Aber auch das sog.
Knochenmarkmikromilieu spielt eine wesentliche Rolle fur die gesunde
Hamatopoiese wie auch unter pathologischen Bedingungen (85, 86). Dabei besteht
das Knochenmarkmikromilieu zum einen aus zelluldren Bestandteilen wie
mesenchymalen Stromazellen (MSC), Osteoblasten, Endothel-, Fett- und
Immunzellen sowie sympathischen  Nervenfasern, zum anderen aus
Matrixkomponenten wie Kollagen und Hyalauronsaure. Insbesondere die MSC sind
in unmittelbarer raumlicher Nahe zu den HSPZ und formen sog. Stammzellnischen
(85, 86). Hierdurch kobnnen  MSC direkt oder parakrin mit den HSPZ in
Wechselwirkung treten und deren fein abgestimmtes Wechselspiel zwischen

Selbsterneuerung und Differenzierung beeinflussen (Abbildung 4).

adapbed Tresc Ebminger at ol S0 2001;308: 421-428

Abbildung 4: Schematische Darstellung der sog. Blutstammzellnischen innerhalb
des Knochenmarkes [adaptiert nach (87)]

Wir untersuchten MSC aus dem Knochenmark von 121 unbehandelten MDS-

Patienten, wobei alle MDS-Subtypen gemaf der aktuellen WHO-Klassifikation sowie
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alle Risikostadien entsprechend dem IPSS in ausreichender Zahl vorhanden waren
(Referenz D). Als Kontrollgruppe dienten 67 hamatologisch gesunde Personen, die
sich einer Huftoperation unterzogen, so dass die MSC aus dem Knochenmark der
entfernten Huftkopfen gewonnen werden konnten. Dies war erforderlich, um zu
gewahrleisten, dass beide Gruppen hinsichtlich des Alters (gesunde Kontrollen:
Median 63 Jahren, 31-85 Jahre; MDS: Median 66 Jahre, Spanne 26-91 Jahre;
p=0.3324) und Geschlechts vergleichbar waren.

Dabei zeigten durchflusszytometrische Untersuchungen, dass sich die MSC der
MDS-Patienten hinsichtlich des Oberflachenmarkerprofils nicht von gesunden MSC
unterscheiden. Sowohl die MSC der Patienten wie auch die der Kontrollgruppe
exprimieren die MSC Marker CD73, CD90 und CD105 (>95% der Zellen),
wohingegen die hamatopoietischen Marker CD34 und CD45 nicht exprimiert werden
(<2% der Zellen, Abbildung 5a). Die parallel durchgefiuhrten mikroskopischen
Analysen jedoch zeigten, dass die MSC von MDS-Patienten im Gegensatz zu
gesunden MSC in vitro nicht die typische Fibroblasten-ahnliche Morphologie
aufweisen und auch nicht den typischen ,Feederlayer’ ausbildeten. Die MDS-MSC
waren vielmehr aufgetrieben und die Architektur der Kolonien erschien disorganisiert
(Abbildung 5b). In Einklang hiermit war das Proliferationspotential der MDS-MSC
gemessen anhand der ,Colony-forming unit fibroblast (CFU-F)-Aktivitat’, der
kumulativen Populationsverdopplung (CPD) sowie der maximalen Anzahl an
mdglichen Passagierungen signifikant niedriger (Abbildung 5c-e). Als maogliche
Erklarung fur dieses Wachstumsdefizit fanden wir mit Hilfe der B-Galaktosidase-

Farbung eine gesteigerte zellulare Seneszenz der MDS-MSC (Abbildung 5f).
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Abbildung 5: Phénotypische und funktionelle Eigenschaften von MSC
von MDS-Patienten
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Eine weiterfuhrende Charakterisierung der MSC der MDS-Patienten wurde uns durch
eine Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Frank Lyko vom Deutschen
Krebsforschungszentrum in Heidelberg durch die Betrachtung des Methyloms der
MSC moglich. Mit Hilfe von Infinium 450 K Arrays untersuchten wir das
Methylierungsprofil von 450.000 CpG Islands bei insgesamt 8 MDS-Patienten (4
RCMD, 4 RAEB) und verglichen es mit dem Methylierungsprofil von MSC gesunder
Kontrollen. Hierbei fanden wir 252 differentiell methylierte CpG Islands, welche sich
auf 65 Gene verteilten. Interessanterweise ermoglichten diese differenziell 252
methylierten CpG Islands in sog. ,Cluster- und Principal Component Analysen’ eine
klare Unterscheidung zwischen gesunden und MDS-MSC (Abb. 6a). Die Pathway-
Analysen zeigten, dass insbesondere Gene differenziell methyliert waren, welche
eine Rolle flr den Zellphanotyp und die Regulation der Transkription spielten und die
beschriebenen phanotypischen Unterschiede der MDS-MSC erklaren konnten. Drei
Kandidatengene, das HOXB-Cluster, TBX 15 sowie PITX2, wiesen gehauft
Methylierungsunterschiede auf (Abb. 6b). Nach Bestatigung der Hypermethylierung
dieser Gene mittels 454 Bisulfitsequenzierung zeigte sich, dass die unterschiedlichen
Lokalisationen der Methylierung innerhalb der Gene zu einer gesteigerten mRNA-
Expression von PITX2 und zu einer verminderten Expression von HOXB und TBX15
fuhrt. FUr letztgenanntes Gen ist in der Maus gezeigt worden, dass es eine
wesentliche Rolle fur Proliferation und osteogene Differenzierung spielt (88). Ob dies
auch relevant flr die von uns beschriebenen phanotypischen Veranderungen der

MDS-MSC ist, wird von uns zurzeit untersucht.
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Abbildung _6: Methylierungsanalyse der MSC von MDS-Patienten mittels

Clusteranalyse (a) und Bisulfitsequenzierung der Kandidatengene (b)

Neben der Plastikadharenz und den Oberflachenmarkern ist ein definierendes
Merkmal der MSC ihre trilinieare Differenzierbarkeit in andere mesechymale Gewebe
(89). Unsere in-vitro Untersuchungen der Differenzierungsfahigkeit demonstrierten,
dass MDS-MSC zwar vergleichbar in Knorpel- und Fettgewebe differenzieren
kénnen. Es zeigte sich aber anhand verschiedener Farbemethoden und der
Expression der Osteogenesemarker Osterix und Osteocalcin auf mRNA- und
Proteinniveau, dass die osteogene Differenzierungskapazitat der MDS-MSC
signifikant herabgesetzt ist.

In weiteren Analysen mittels quantitativer real-time RT-PCR, FACS-Analysen sowie
ELISA fanden wir eine differenzielle Expression zahlreicher Chemo- und Zytokine
sowie Hamatopoiese-regulierender Mediatoren wie unter anderem Angiopoietin, Kit-
Ligand und Jagged-1 in den MDS-MSC.
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Abbildung 7: Stromaler Hdmatopoiese-Support von MDS-MSC und Kontrollen im
LTC-IC-Versuchsansatz

Diese Molekule sind essentiell fur die Interaktion und Kommunikation zwischen MSC
und HSPZ. Aufgrund dessen und den anderen strukturellen und molekularen
Veranderungen der MDS-MSC vermuteten wir, dass die MDS-MSC einen
verminderten Stromasupport fir die Hamatopoiese liefern konnten. Daher fuhrten wir
Kokulturexperimente mit MSC und HSPZ durch, um die Situation der raumlichen und
funktionellen Nahe zwischen diesen Zellen, wie sie im Knochenmark vorliegt, zu
simulieren. Hierbei zeigte sich in sog. ,Long-term Culture Initiating Cell-Assays’ (LTC-
IC), dass MDS-MSC signifikant weniger die Bildung von Sekundarkolonien und somit
die Selbsterneuerungskapazitat friiher gesunder HSPZ unterstitzen.

In Ubereinstimmung hiermit zeigte sich, dass eine dreitagige Exposition gegeniiber
MDS-MSC zu einem signifikanten Shift im Zellzyklusverhalten gesunder HSPZ
gemessen mittels Ki67 und Hoechst 33342-Farbung fuhrt. Wahrend in der
Gegenwart gesunder MSC der Grofdteil der HSPZ sich in der G1 und G2/S/M-Phase
befindet, so finden sich die meisten HSPZ in Anwesenheit von MDS-MSC in der GO-
Phase.

Zusammenfassend konnten wir anhand der bis dato groRten untersuchten
Patientengruppe feststellen, dass MDS-MSC strukturelle und funktionelle Defizite im
Vergleich zu gesunden MSC aufweisen. Diese Ergebnisse, die durch eine parallel
veroffentlichte Arbeit einer anderen Arbeitsgruppe bestatigt wurden (90), legen somit
nahe, dass die defizienten MSC wesentlich zu der Entstehung der

hamatopoietischen Insuffizienz bei den MDS beitragen.
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In diesem Kontext drangt sich die Frage auf, ob es sich hierbei um primare Defekte

der MDS-MSC handelt, oder ob es sich hierbei um reaktive Veranderungen

ausgelost durch die Expansion des MDS-HSPZ-Klons handelt. Wir kbnnen anhand

der hier geschilderten Daten diese Frage nicht beantworten. Doch auch wenn

insbesondere Resultate von Mausmodellen darauf hindeuten, dass es sich um

primare Veranderungen handeln kénnte (91, 92), sprechen folgende Uberlegungen

und Daten fir die zweite Hypothese der reaktiven Veranderungen:

1.

Es ist unwahrscheinlich, dass, wie in den Mausmodellen gezeigt, eine
spezifische genetische Veranderung der MSC in der Lage ist, ein so
heterogenes Krankheitsbild wie die MDS hervorzurufen.

Wenn es sich um eine primare Erkrankung des Stromas handeln wurde, so
wurde das beim MDS erfolgreich eingesetzte Therapiekonzept der allogenen
Blutstammzelltransplantation nicht funktionieren, da die MSC nach der
Transplantation weiterhin vom Empfanger stammen (93).

Klinischerseits korreliert die hamatopoietische Funktion des Knochenmarks
invers mit der Krankheitsaktivitat, d. h. wenn klonale MDS-Zellen im
Knochenmark vorliegen, kommt es zu einer Verschlechterung der Blutbildung,
wahrend die Eradikation des MDS-Klons durch Chemotherapie oder

demethylierende Substanzen zu einer Erholung der Hamatopoiese flhrt.
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Abbildung 8: Hypothetisches Modell der Verdrdngungsmyelopathie

Diese Hypothese, dass die malignen, das Knochenmark infiltrierenden Zellen zu

einer funktionellen Suppression der Hamatopoiese fuhren, wird auch dadurch
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unterstutzt, dass dieses Phanomen nicht allein bei den MDS, sondern generell bei
sowohl bei lymphatischen wie auch myeloischen Neoplasien vorliegen dirfte. So
konnten wir zeigen, dass auch beim multiplen Myelom, einer malignen
Plasmazellerkrankung eine funktionelle Hemmung der MSC vergleichbarer derer
beim MDS vorliegt (Referenz E). Dies spiegelte sich nicht nur in einer verminderten
Proliferations- und Differenzierungkapazitat wider, sondern flhrte vor allem zu einem
verminderten stromalen Support der Hamatopoiese in den LTC-IC Assays. Mit Hilfe
von Genexpressionsanalysen und Immunblotting der ebenfalls funktionell
supprimierten CD34+ HSPZ sowie mittels ELISA von Knochenmarklberstanden von
Myelom-Patienten konnten wir nachweisen, dass Transforming Growth Factor (TGF)
B vermehrt von Plasmazellen ins Knochenmarkmikromilieu beim Myelom freigesetzt
wird. In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Daten fanden wir, dass TGF B
sowohl zu einer Suppression der CD34+ HSPZ als auch der MSC beim Myelom flhrt
(94). Eine Blockade des TGF B-Signals durch die Hinzugabe von SD-208, einem
Inhibitor der TGF B Rezeptor 1 Kinase, induzierte wiederum auf Seiten der CD34+
HSPZ eine Steigerung der Proliferation, der Selbsterneuerungkapazitat und der
Bildung erythroider Kolonien. Auf Seiten der MSC flhrte die TGF B-Blockade zu

einer Wiederherstellung der hamatopoietischen Support-Funktion im LTC-IC-Assay.

Wahrend diese Ergebnisse die von uns favorisierte Hypothese der funktionellen
Inhibition der MSC durch maligne Zellen weiter untermauern, so legen sie auch
nahe, dass es bei verschiedenen hamatologischen Neoplasien gemeinsame
Mechanismen der hamatopoietischen Suppression geben koénnte. In diesem
Zusammenhang ist erwahnenswert, dass auch bei den MDS ein gesteigertes TGF (3-
Signaling im Knochenmark vorliegt, welches unter anderem fur die insuffiziente
Hamatopoiese verantwortlich zu sein scheint. Aufgrund dessen werden aktuell die
Substanzen Luspatercept und Sotacercept als sog. ,TGF B-Ligand-Traps’ in
klinischen Studien untersucht, ob es durch die Blockade des TGF B-Signals zu einer
Verbesserung der Erythropoiese bei Niedrigrisiko-MDS-Patienten kommt (95-97).
Aufgrund dieser moglicherweise Uberlappenden Mechanismen der Myelosuppression
bei verschiedenen Entitaten zielen unsere aktuellen Untersuchungen auf einen
Vergleich der MSC bei verschiedenen hamatologischen Neoplasien ab. Dabei legen
unsere Analysen von MSC von Patienten mit AML nahe, dass auch hier eine
funktionelle Hemmung der MSC ausgehend von den leukdmischen Progenitorzellen

vorliegt (98). Insbesondere durch eine vergleichende Analyse des Methyloms und
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der Genexpression von MSC von verschiedenen hamatologischen Neoplasien
erwarten wir neue Einblicke in die Rolle des Knochenmarkmikromilieus fur deren

Pathogenese.
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2. Fortschritte in Diagnostik und Prognose myeloischer Neoplasien

Differenzierung zwischen MDS und idiopathischen Zytopenien unklarer

Signifikanz mittels Klonalitatsanalysen

Grundvoraussetzung, um die Diagnose eines MDS stellen zu koénnen, ist das
Vorliegen einer Zytopenie einer oder mehrerer hamatopoietischer Zelllinien, welche
nicht auf eine andere Ursache zuruckgefuhrt werden kann (11). DarUber hinaus
bedarf es mindestens eines weiteren Diagnosekriteriums. Hierzu zahlen
Dysplasiezeichen in mindestens 10% der Zellen, ein erhohter Blastenanteil von 5-
19% im Knochenmark und der Nachweis einer charakteristischen chromosomalen
Veranderung. Angesichts dessen stellt die zytomorphologische Untersuchung des
Knochenmarks die tragende Saule der MDS-Diagnostik dar, welche erganzt wird
durch eine zytogenetische Analyse mittels Banderungszytogenetik oder FISH. Auch
wenn sich hiermit in der Mehrzahl der Falle die Diagnose MDS eindeutig stellen
lasst, so gibt es auch Patienten, welche nur milde Zytopenien und geringe
Dysplasiezeichen sowie einen normalen Karyotyp aufweisen. Da diese formal die
Diagnosekriterien nicht erflllen, erschwert dies die Diagnosestellung. Fur solche
Patienten wurde der Begriff ,idiopathische Zytopenie unklarer Signifikanz’ (ICUS,
Jidiopathic cytopenia of cytopenia’) definiert (99). Mit dem Ziel, diese Patientengruppe
naher zu charakterisieren und ihre Prognose sowie den Krankheitsverlauf besser
abschatzen zu kénnen, analysierten wir diejenigen Patienten, die per definitionem an
einem ICUS litten und deren Daten im Dusseldorfer MDS-Register hinterlegt waren
(Referenz F). Wir konnten 67 Patienten (49 Frauen, 18 Manner) mit einem medianen
Alter von 69 Jahren (19-88 Jahre) identifizieren. Diese litten fuhrend an einer
uniliniedren Zytopenie (66%), wahrend eine Bizytopenie bei 18% und eine
Panzytopenie bei 12% vorlagen (Abbildung 9). Des Weiteren zeigte sich in unserer
Untersuchung, dass zwei Drittel der Patienten (67%) eine Anamie aufwiesen,
wahrend eine Neutropenie und/oder eine Thrombopenie bei 39% und 36%
nachweisbar war. Die Ubrigen von wuns betrachteten hamatologischen
Laborparameter wie LDH oder auch Ferritinspiegel lagen im Normbereich oder
waren allenfalls marginal verandert (Tabelle 2).
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Distribution of Cytopenias in Patients with ICUS
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Abbildung 9: Verteilung der Zytopenien bei ICUS-Patienten

Infolge der Zytopenien waren 32% der Patienten bereits zum
Diagnosestellung transfusionsbedurftig.
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Tabelle 2: Charakteristika der ICUS-Patienten
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Charakterisierung betrachteten wir den klinischen Verlauf und die Prognose der
ICUS-Patienten. Interessanterweise entwickelten 12% der Patienten im weiteren
Verlauf eine AML. Das mediane Gesamtuberleben betrug 44 Monate (1-199) Monate
und lag damit zwischen dem medianen Uberleben von Patienten mit einer
refraktéren Anamie (RA, 58 Monate) und dem von Patienten mit Refraktarer
Zytopenie und multiliniedrer Dysplasie (RCMD, 38 Monate). In der Literatur waren
bisher nur 2 Fallserien Uber jeweils 10 Patienten mit ICUS verdffentlicht worden (100,
101). In beiden Berichten entwickelte ein relevanter Anteil der Patienten im Verlauf
ein MDS. In Einklang mit unseren Daten legt dies nahe, das unter den vermeintlichen
ICUS-Patienten eine Subgruppe existiert, welche bereits an einem Kklinisch
inapparenten MDS bzw. an einer Art , MDS-Vorstufe’ leidet.

Angesichts der hiermit einhergehenden verkirzten Lebenserwartung und dem
relevanten Risiko fur die Entstehung einer AML stellten wir uns als nachstes die
Frage, ob diese Patienten bereits zu diesem fruhen Zeitpunkt eine klonale
Hamatopoiese aufweisen und hieruber diagnostisch identifiziert werden konnen.
Hierfir wahlten wir den sogenannten HUMARA Klonalitatsassay, der auf dem
Nachweis von Inaktivierungspattern des X-chromosomalen Gens des ,human
androgen receptor gene’ (HUMARA) beruht und dem folgende Grundprinzipien
zugrunde liegen (102, 103):

1. In jeder weiblichen Zelle ist nur eines der beiden X-Chromosomen (maternal
oder paternal) aktiv. Die Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms findet in
der Embryonalentwicklung statt und wird stabil an alle Tochterzellen
weitergegeben (Lyon-Hypothese) (103).

2. Die Inaktivierung des jeweils zweiten X-Chromosoms erfolgt Uber eine
Methylierung der Gene (103).

3. Einzelne X-chromosomale Gene wie das HUMARA-Gen sind hochpolymorph,
d. h. sie unterscheiden sich durch zahlreiche variable CAG-Short-Tandem-

Repeats zwischen paternalen und maternalen Genen (102).

Durch den Einsatz von methylierungspezifischen Endonukleasen (in unserem Fall
Hpall, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) werden nur diejenigen Gene, die
methyliert sind, fur eine PCR zuganglich. Im Anschluss an diesen enzymatischen
Restriktionsenzymverdau erfolgt eine PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern und

die Visualisierung der Genprodukte mittels einer Kapillarelektrophorese.
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In unseren Analysen gingen wir also davon aus, dass physiologischerseits das
Knochenmark ein Gemisch von Zellen darstellt, welche jeweils zur Halfte das
paternale und das maternale Gen tragen. Diese 50:50-Verteilung der Gene
definierten wir als polyklonal, wohingegen wir in Einklang mit der Literatur ab einer
Verteilung von >75% des Anteils des paternalen oder maternalen Gens von einer
monoklonalen Population ausgingen (104, 105). Basierend auf der biologischen
Grundlage der Methode konnten wir diese Analyse nur bei den weiblichen
Patientinnen durchfuhren. Dabei war es uns moglich die Klonalitat bei 23 der 49
weiblichen Patienten retrospektiv zu analysieren, wohingegen aufgrund zu geringer
DNA-Mengen 26 Patientinnen nicht untersucht werden konnten. Wir fanden bei 17
Patientinnen ein nicht-klonales Inaktivierungsmuster, wahrend die anderen 6
Patientinnen ein monoklonales Muster aufwiesen. Wahrend sich die beiden
Patientengruppen hinsichtlich des Alters, Ausmal’ der hamatopoietischen Insuffizienz
und Transfusionsbedarf nicht unterschieden, entwickelten 2 der 6 Patientinnen (33%)
mit klonalem Inaktivierungsmuster im Verlauf eine AML. Demgegenuber entwickelte
keine der 17 Frauen (0%, p=0.013) mit polyklonalem Muster eine AML. Bei Patienten
mit aplastischer Anamie ist der Nachweis der Klonalitdt ein Indikator flr den
Ubergang in ein MDS. Auch fiir Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom, die eine
autologe Transplantation erhalten hatten, ist der Nachweis von Klonalitat assoziiert
mit dem erhdhten Risiko flr die Entstehung einer therapie-assoziierten myeloischen
Neoplasie (106).

Aufgrund dessen folgerten wir aus diesen Ergebnissen, dass ein Teil der Patienten
mit ICUS bereits ein beginnendes MDS oder eine MDS-Vorstufe aufweist. Als
Surrogatparameter bietet sich bei weiblichen Patienten eine Klonalitdtsanalyse
mittels HUMARA-Assay an. Fur Manner, aber auch Frauen kann die Klonalitat
jedoch heutzutage auch durch den Nachweis von Single-Nucleotide-
Polymorphysmen oder den Nachweis von MDS-spezifischen molekularen
Veranderungen erfolgen. Diese Methoden weisen eine hoéhere Spezifitat und
Sensitivitat als die Klonalitatsanalyse mittels X-chromosomalen Inaktivierungspattern
auf, da letzteres auch physiologischerseits als oligo- oder monoklonales Muster bei
gesunden alteren Frauen auftreten kann (,Age-related Skewing’). Genau dieses
Phanomen, dass mit zunehmenden Alter bei bis dahin hamatologisch gesunden
Menschen gehauft Mutationen auftreten und eine klonale Hamatopoiese anzeigen,
konnte durch 2 Arbeitsgruppen mittels Next Generation Sequencing (NGS) vor
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kurzem gezeigt werden (54, 55). Insbesondere fanden sich gehauft Mutationen in
den Genen fir DNMT3A, TET2 und ASXL1, die charakteristischerweise bei
Patienten mit myeloischen Neoplasien auftreten. Patienten, die Mutationen und somit
eine klonale Hamatopoiese aufwiesen, entwickelten im Verlauf signifikant haufiger
eine myeloische Neoplasie. Dies legt nahe, dass bereits Jahre vor der Manifestation
eine klonale Hamatopoiese besteht, die dann durch Hinzukommen weiterer
Mutationen zu einer hamatologischen Neoplasie evolutioniert. Angesichts dieses
erhdohten Risikos sollten die Patienten mit ICUS bzw. mit einem positiven
Klonalitatsnachweis jedoch unabhangig von der jeweiligen Methode regelmalig
untersucht werden und im Falle eines Ubergangs in ein MDS dementsprechend
behandelt werden.

Molekulare Analysen von prognoserelevanten Genexpressionsunterschieden

und Mutationen

Molekularbiologische Untersuchungen bieten sich neben der
differentialdiagnostischen Abgrenzung der MDS auch fur die prognostische
Eingrenzung der MDS an. Dabei kann prinzipiell entweder der Nachweis der
Uberexpression eines spezifischen Genes oder einer spezifischen Mutation genutzt
werden.

So gingen wir in einer weiteren Untersuchung der Frage nach, ob die mRNA
Expression des Meningioma 1 (MN1) Gens bei Patienten mit MDS generell erhoht ist
und mit dem Risiko fiir einen AML-Ubergang korreliert (Referenz G). Bei Patienten
mit de novo AML fungiert dieser Transkriptionsfaktor nicht nur als Partner in
verschiedenen onkogenen Fusionsproteinen. Die Uberexpression von MN1 induziert
daruber hinaus in Mausen die Entstehung einer AML und ist beim Menschen mit de
novo AML mit einem geringen Therapieansprechen und einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet (107-110). Wir analysierten deshalb die mRNA-Expression von
MN1 in immunmagnetisch angereicherten CD34+ Stamm- und Progenitorzellen aus
dem Knochenmark von 60 MDS-Patienten (Tabelle 3) mittels quantitativer real-time
RT-PCR und verglichen diese mit der Expression von 8 gesunden Kontrollen.

Die Untersuchungen wurden auf einem Light Cycler System (Roche Molecular
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt und das Housekeepinggen

Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) diente als externe Kontrolle
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zur relativen Quantifizierung. Dabei verwendeten wir zur relativen Quantifizierung die
AC-Methode, bei welcher die relative Genexpression als Differenz der sog. ,Cycles
of threshold’-Werte des MN1-Gens und des Housekeepinggens angegeben wird

(111). Ein hoher Ci-Wert korreliert dabei invers mit dem MN1-Expressionsniveau.

Table I, Potientz’ demography sccording to the WHO classibcation of M1YS

Characteristic RA RCMD RAEHR sAMI
Patients, n (%) 9 (15} 20 (33.33) 20 (3% 11 (18,33
Sex, w0

Male 1 (44.44) 4 M 13 (63} & (54.55)

Female 3 (55.56) 6307} T [35) 3 (45.45)
Ape (years}

Median G2 65 T0 71

Fange 313-75 fd4-74 IE-T0 Sih-Hh
Hemoglehin level (gidl)

Mean 0.4 1o 1 0.1

Range 7-11 G.E—144 bA-12.6 T4-11.5
WBC count (L)

MMean 5 650 3 B0 5062 18 038

Range 1.700-14.200 1. 500-8.000 LL00-21.500 T1 160
Plarelers (pol)

Mean Li2 150 150 933 A2 443 9 125

Rmnge 40000221 00 B0k D00 1 1. (00295, 000 1 2. 00005 008)
Medullary blases (%)

Mean 3 a 1 iR

Range 11 1-4 7-18 22-R0
LM (UL

Mean 212 184 229 LU ]

Range 170250 140240 177343 1255 4K}

RA, refractory anemia; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia; RAEB, refractory anemio with excess of blasis; sAML,
secondary acute myeloid leukemia; WBC, white blood cells; LDH, lactare dehydrogenase.

Tabelle 3: Charakteristika der Patienten in der MN1-Untersuchungsgruppe

In unseren Analysen zeigte sich, dass sich das MN1-Expressionslevel nicht
signifikant unterschied, wenn man die gesamte MDS-Patientengruppe mit den
gesunden Kontrollen verglich (MDS medianer CiWert 5,99 Zyklen,
Standardabweichung 1,76 Zyklen; gesunde Kontrollen medianer Ci-Wert 6,19
Zyklen, Standardabweichung 0,71 Zyklen). Dies stand in Einklang mit den Daten,
welche bei der AML beschrieben worden waren. Heuser et al. hatten gezeigt, dass
eine relevante MN1-Expression in CD34+ wie auch mononuklearen Zellen von
gesunden Menschen detektierbar ist (110). In einer weiteren Arbeit konnte
nachgewiesen werden, dass nur etwa die Halfte der padiatrischen Patienten mit AML
eine MN1-Uberexpression aufweist (107). Auffallig bei unseren Untersuchungen war
jedoch die grofde interindividuelle Schwankung der MN1-Expression bei den
einzelnen Patienten mit MDS im Vergleich im Vergleich zu den gesunden Kontrollen.
Wahrend bei den gesunden Kontrollen die Ci-Werte maximal um den Faktor 4,11

variierten, so bestand zwischen dem niedrigsten und héchsten MN1-Levels ein 128-
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facher Unterschied. Des weiteren fand sich eine signifikante Korrelation sowohl mit
dem WHO-Subtyp als auch mit der IPSS-Risikoklassifizierung. Patienten mit einem
fortgeschrittenen MDS gemessen an der Anzahl der Blasten im Knochenmark, also
RAEB oder sAML, oder gemessen an der IPSS-Risikokategorie, also intermediate-I|
oder high-risk, hatten eine signifikant hohere MN1-Expression im Vergleich zu den

Niedrigrisiko-MDS-Patienten ohne Blastenvermehrung.
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Abbildung 10: MN1-Expression in CD34+ Zellen von Patienten mit MDS aufgetrennt
nach WHO-Subtyp und IPSS-Stadium
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Am ehesten aufgrund des retrospektiven Charakters zeigte sich in unserer Analyse
kein Einfluss der MN1-Expressionshohe auf das Gesamtiberleben der Patienten.
Interessanterweise konnten jedoch in den vergangenen Jahren unabhangig von
einander zwei Arbeitsgruppen zeigen, dass die Uberexpression von MN1 als
Bestandteil von Genexpressionssignaturen mit einem kirzeren Gesamtuberleben
sowie einem erhohten Risiko fir einen AML-Ubergang vergesellschaftet ist (112,
113). Zusammengefasst legen diese und unsere Daten nahe, dass die Expression
von MN1 pathogenetisch eine Rolle beim Ubergang der MDS in eine sAML spielen
konnte.
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Neben der Uberexpression von Kandidatengenen konnten mit Hilfe stetig optimierter
Sequenzierungstechniken in den vergangenen Jahren zahlreiche Mutationen beim
MDS nachgewiesen werden. Zu diesen gehdrten Mutationen in Genen des
Splicosoms, des epigenetischen Regulationsapparates, der Chromatinmodifizierung
sowie verschiedener Signaltransduktionsmolekilen (50-52). Dabei erweitert sich die
Liste der mdglichen relevanten Gene kontinuierlich, ohne dass flr die Vielzahl der
Gene die prognostische Aussagekraft bis dato abschlie3end geklart ist.

Mit der Frage nach der Pravalenz und dem prognostischen Stellenwert von etwaigen
Mutationen untersuchten wir daher als erstes das SET binding protein 1 (SETBP1)
Gen in einer Gruppe von 944 Patienten mit MDS und AML (Referenz H). Mutationen
dieses Gens waren zuvor bei Patienten mit atypischer chronisch-myeloischer
Leukdmie nachgewiesen worden und waren dort mit einer hdheren Leukozytenzahl
und einer schlechteren Prognose assoziiert (114). Mittels Sanger-Sequencing
konnten wir eine Mutation dieses Genes jeweils in der SKI homologous domain bei
10 Patienten nachweisen, wobei 6 Patienten (Frequenz 1,7%) ein MDS und 4
Patienten (Frequenz 2,4%) eine sekundare AML nach MDS (sAML) aufwiesen
(Tabelle 4). Bei Patienten mit de novo AML hingegen fand sich die Mutation bei
keinem Patienten. Mit Blick auf andere Mutationen traten die SETBP1 Mutationen
signifikant gehauft bei Patienten auf, welche auch eine Mutation im SRSF2-
Splicosom-Gen trugen. Wahrend die mittels quantitativer real-time RT-PCR
gemessene Expressionsstarke des SETBP1 Gens keine prognostische Relevanz
besal}, so war das Vorliegen einer Mutation dieses Gens mit einem erhdhten

Rezidivrisiko nach einer allogenen Transplantation vergesellschaftet.

Im Zentrum zweier weiteren Untersuchungen stand das Calreticulin (CALR) Gen
(Referenz | und J). Somatische ,frameshift’ Mutationen dieses Genes waren zuvor
bei Patienten mit Essentieller Thrombozythamie (ET) sowie bei Patienten mit
Primarer Myelofibrose (PMF) beschrieben worden (115, 116). Neben dem
wesentlichen Nutzen als diagnostischer Marker bei diesen myeloproliferativen
Erkrankungen deuteten erste Arbeiten auch auf bestimmte klinische Korrelate sowie
eine prognostische Relevanz hin (117). So wiesen die PMF-Patienten mit mutiertem
CALR Gen in einer Arbeit niedrigere Leukozyten- und hohere Thrombozytenzahlen
auf und lebten langer als Patienten mit Wildtyp CALR Gen (115). In einer anderen
Arbeit ging das Vorliegen einer solchen Mutation mit einem niedrigen Risikostadium

gemessen am sog. DIPSS und einem langeren Uberleben einher (118). Da der
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prognostische Stellenwert der CALR Mutationen im Kontext der allogenen
Blutstammzelltransplantation zum damaligen Zeitpunkt bisher nicht untersucht war,
analysierten wir 133 Patienten mit primarer oder sekundarer Myelofibrose, die eine
allogene Transplantation in kurativer Absicht erhielten, hinsichtlich Pravalenz und
prognostischer Wertigkeit dieser Mutation. Dabei fanden wir bei 28 der Patienten
(21%) eine CALR Mutation, wobei sich anhand des Mutationsstatus keine relevanten
Unterschiede hinsichtlich Patienten- und Krankheitscharakteristika ergaben. Jedoch
zeigte sich in der univariaten Analyse ein signifikant besseres Gesamtuberleben fur
Patienten mit dem mutiertem CALR Gen verglichen zu Patienten mit Wildtyp CALR
Gen und auch gegenuber Patienten mit JAK2- und MPL-Mutation.
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Abbildung 11: Gesamtiiberleben entsprechend des Calreticulin-Mutationsstatus (a)

sowie im Vergleich zum JAK2/MPL-Mutationsstatus (b)

In der Multivariate-Analyse bestatigte sich diese Erkenntnis trendweise (Hazard Ratio
0,41; 95% Konfidenzintervall 0.15-1.16, p= 0.094). In weiteren univariaten und
multivariaten Analysen zeigte sich dann, dass Patienten mit einer CALR Mutation ein
signifikant niedriges Risiko fur die Nicht-Rezidiv-bedingte Sterblichkeit besitzen im
Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-Gen (4-Jahres NRM CALR Mutation 7% vs. CALR
Wildtyp 31%, p= 0.024). Im Gegensatz hierzu hatte der CALR Mutationsstatus
keinen Einfluss auf die Rezidiv-Inzidenz. Die Schlussfolgerung aus dieser Analyse
war, dass CALR Mutationen neben einem diagnostischen auch einen prognostisch
relevanten Marker fir Patienten mit Myelofibrose, bei denen eine allogene

Blutstammzelltransplantation durchgefuhrt wird, darstellen.
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Angesichts dieses Stellenwertes bei der Myelofibrose betrachteten wir in einer
weiteren Analyse die Pravalenz und eine etwaige prognostische Bedeutung der
CALR-Mutationen bei 527 Patienten mit MDS oder sAML (Referenz J). Es zeigte
sich in Einklang mit einer nahezu zeitgleich erschienenen Publikation eine sehr
niedrige Frequenz (0,38%) von CALR-Mutationen bei diesen Patienten (119).
Insgesamt nur 2 Patienten mit SAML wiesen eine CALR Mutationen auf. Dies belegt
die hohe Spezifitdit der CALR-Mutationen bei Patienten mit ET und PMF und
unterstreicht den Nutzen dieser Mutationen als diagnostisches Instrument fur diese

myeloischen Blutstammzellerkrankungen.

Autor Gen Patientenzahl Mutationsfrequenz
Thol e al. SETBP1 de novo AML n= 425 0%
(Referenz H) sAML n=170 2,4%
MDS n=349 1,7%
Panagiota et al.
CALR PMF n=133 21%
(Referenz )

Heuser et al. CALR MDS n=328
0,4%

(Referenz J) sAML n=199

Tabelle 4: Mutationsfrequenz der Gene flir SETBP1 und CALRETICULIN bei

Patienten mit myeloischen Neoplasien
Molekulares Monitoring minimaler Resterkrankung anhand von Mutationen

Uber den differentialdiagnostischen Nutzen und die prognostische Relevanz hinaus
ist der Nachweis spezifischer Mutationen auch fur die Detektion der sogenannten
minimalen Resterkrankung (,minimal residual disease’, MRD) nach therapeutischen
Interventionen wie einer allogenen Blutstammzelltransplantation von Bedeutung. Das
Grundprinzip des MRD-Monitorings beruht dabei auf dem Vorliegen einer
chromosomalen Veranderung, einem Uberexprimierten Genprodukt, einer
Genmutation oder einem aberrant exprimierten Oberflachenantigen in den malignen
Blutzellen. Dies ermoglicht im Anschluss an eine Therapie mittels
molekularbiologischer Untersuchung wie FISH, RT-PCR, Sequenzierungsanalysen
oder mittels Durchflusszytometrie die Detektion verbliebener maligner Zellen

unterhalb der lichtmikroskopischen Nachweisgrenze und somit eine genauere
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Beurteilung der Remissionstiefe. DarUber hinaus erlaubt ein sequenzielles MRD-
Monitoring oftmals eine frihzeitigere Erkennung eines moglichen Rezidives bereits
auf der submikroskopischen Ebene (120). Dies ist insbesondere daher von
wesentlicher Bedeutung, da ein Ansprechen auf eine Salvagetherapie mit dem Level
der Krankheitslast invers korreliert.

Angesichts fehlender Kenntnis spezifischer Mutationen beruhte das MRD-Monitoring
bei Patienten mit myelodysplastischen Syndromen und
myelodysplastisch/myeloproliferativen Neoplasien lange Zeit auf dem Nachweis
chromosomaler Aberrationen. Durch die Einflihrung neuer Sequenzierungstechniken
wie dem Sanger-Sequencing und dem Next Generation Sequencing konnten
zahlreiche Mutationen von Genen verschiedener funktioneller Pathways in den
vergangenen Jahren identifiziert werden (50-52). Diese haben nicht nur zu einem
besseren Verstandnis der Pathogenese der MDS und MPN beigetragen, sondern
bieten sich auch fur ein sensitiveres MRD-Monitoring an.

Mit dem Ziel, den Stellenwert der neu entdeckten Mutationen fur das MRD-
Monitoring nach einer allogenen Transplantation zu evaluieren, haben wir 45
Patienten mit myelodysplastisch/myeloproliferativen Neoplasien (32 CMML, 5
MDS/MPN Overlap-Syndrome, 1 atypische CML, 7 transformierte AML) mittels
Sanger-Sequenzierung und 454 Next Generation Sequencing auf das Vorliegen von
Mutationen in insgesamt 5 Genen untersucht (Referenz K). Hierdurch konnten wir
bei 89% der Patienten mit einer mittleren Detektionssensitivitdt von 2% vor der
Transplantation mindestens eine Mutation im peripheren Blut nachweisen. Dabei
fand sich am haufigsten eine Mutation im ASXL1-Gen (50%), in absteigender
Reihenfolge gefolgt vom TET2- (42%), NRAS- (33%), KRAS- (21%) und CBL-Gen
(19%). Dreizehn Patienten wiesen Mutationen in 2 Genen auf, 5 Patienten sogar in 3
Genen.

Unsere Analyse zeigte, dass keine der gefundenen Genmutationen einen pradiktiven
Wert fiir das Gesamt- und Rezidiv-freie Uberleben noch fir die therapieassoziierte
Mortalitat oder die GvHD-Inzidenz besalien. Bei 21 Patienten mit nachgewiesener
Mutation konnten wir im Median 6 Monate (Spanne: 3-9 Monate) nach der
Transplantation erneut eine molekulare Analyse durchfihren. Dabei war die
entsprechende Mutation bei 7 Patienten (33%) erneut nachweisbar und zeigte somit
das Vorhandensein von klonalen myeloischen Zellen an. Einhergehend hiermit war
die Rezidiv-Inzidenz bei den Patienten mit positivem MRD-Nachweis signifikant
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héher (50%) als bei Patienten (15%, p=0.04), bei denen die vorbekannte Mutation
nicht mehr detektierbar war. Interessanterweise fanden wir keine klare Korrelation
zwischen den  Ergebnissen der Mutationsanalysen und denen der
Chimarismusanalysen. Bei den Patienten mit nachweisbarer Mutation wiesen 44%
dennoch einen kompletten, die anderen 56% hingegen einen gemischten
Spenderchimarismus auf.

Insgesamt zeigen diese Resultate, dass neue Sequenzierungstechniken als
Screeninguntersuchungen zur Identifikation von Genmutationen, die fur das MRD-
Monitoring verwendet werden kdnnen, sehr gut geeignet sind. Fir das sequenzielle
MRD-Monitoring konnen die neuen Methoden wie das NGS ebenso verwendet
werden, wobei der Nachweis der entsprechenden Mutation in der
Posttransplantationsphase pradiktiv flr einen Krankheitsriuckfall ist. Nichts desto trotz
haben die neuen Methoden einige Nachteile. Im Mittel liegt das Detektionslimit dieser
Methoden bei ca. 1% und ist damit vergleichbar mit den bisher verfugbaren
Methoden. Eine Steigerung der Sensitivitat ist prinzipiell moglich, wirde aber eine
langere Untersuchungsdauer und hiermit indirekt héhere Kosten hervorrufen. Eine
andere Moglichkeit ware, anstatt des peripheren Bluts Knochenmark zu verwenden.
Dies wurde zwar zu einer Steigerung der Sensitivitat fuhren, ist aber fur den
Patienten belastend, da ein sequenzielles MRD-Monitoring in diesem Fall
regelmalige Knochenmarkpunktionen erfordern wirde. Denkbar ware ebenso die
Durchfihrung von patientenspezifischen PCRs, indem man fir die individuell
vorliegende Mutation jeweils Primer designt. Auch dies ist jedoch mit hohem
zeitlichen und finanziellen Aufwand verbunden. Daher haben diese Nachteile den
routinemafigen Einsatz des NGS als MRD-Testmethode bisher verhindert. Bis dies
geschehen ist, sollten Methoden fir das MRD-Monitoring Patienten mit MDS

folgende Anspriche erfullen:

1. eine sensitive und spezifische Methode sollte fir moglichst viele MDS-
Patienten parallel anwendbar sein

2. mdglichst sollte eine quantitative real-time RT-PCR verwendet werden, um
eine hohe Sensitivitat zu erzielen

3. der Marker sollte im zeitlichen Verlauf wahrend unterschiedlicher
Krankheitsphasen stabil nachweisbar sein

4. wunschenswert aus Patientensicht ware eine Methode, welche peripheres

Blut als Untersuchungsmaterial verwendet
39



Ein molekularer Marker, welcher dieses Anforderungsprofil mdoglicherweise erfullen
konnte, ist das Wims’ Tumor 1 (WT1) Gen. Das Gen, welches fir den
Transkriptionsfaktor WT1 codiert, liegt auf dem Chromosom 11 und wird in ca. 90%
aller AMLs auf transkriptioneller Ebene Uberexprimiert (121). Daher ist sein
Stellenwert als MRD-Marker bei der AML etabliert und es existiert ein
standardisierter RT-PCR Assay mit festgelegten Grenzwerten fur eine pathologische
Uberexpression (122). Bei den MDS ist die Rolle des WT1 aufgrund der limierten
Zahl bisher untersuchter Patienten, unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien
(Knochenmark bzw. peripheres Blut) sowie aufgrund der Verwendung von nicht-
standardisierten in-house-Methode bisher nicht vollstandig klart (123-129). Vor
diesem Hintergrund haben wir bei 106 unbehandelten MDS-Patienten mittels dem
Ipsogen® WT1 ProfileQuant® Kit (Qiagen, Germany) die WT1-Expression im
peripheren Blut bestimmt. Es zeigte sich eine eindeutige Korrelation mit dem
Blastengehalt, dem Risikostadium nach IPSS und IPSS-R sowie mit dem WHO
Subtyp. Je hoher der Blastengehalt bzw. je fortgeschrittener das Risikostadium,
desdo hoher ist das WT1-Expressionslevel und die Frequenz der Patienten mit

pathologischer WT1-Expression.
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Abbildung 13: WT1 mRNA-Expressionslevel im peripheren Blut von MDS-Patienten

entsprechend dem WHO-Subtyp

Daruber hinaus konnten wir mittels uni- und multivariater Analyse zeigen, dass die
WT1-Uberexpression bei Patienten mit IPSS low oder intermediate-1 bzw. IPSS-R
low oder intermediate Risikostadium ein unabhangiger, negativer Pradiktor flr das
progressionsfreie Uberleben ist. Bei den bisher 21 Patienten, die wir nach der
allogenen Transplantation sequenziell nachverfolgen konnten, zeigt sich eine
100%ige, stabile Korrelation zwischen dem Remissionsstand und dem WT1-

Expressionslevel (130).
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3. Verbesserung bei der allogenen Blutstammzelltransplantation

Fir AML- und MDS-Patienten bis 70 Jahre, die aufgrund ihrer allgemeinen
korperlichen Verfassung als geeignet erachtet werden, stellt die allogene
Blutstammzelltransplantation eine kurative Therapieoption dar (131, 132). Hierbei
besteht fur Patienten mit MDS generell eine Indikation, wenn ein Hochrisikoprofil (d.
h. IPSS intermediate-2 oder high), ausgepragte Zytopenien oder prognostisch
ungunstige genetische Veranderungen vorliegen (34). Bei Patienten mit AML basiert
die Indikationsstellung fur eine allogene Transplantation auf einer Nutzen-Risiko-
Abwagung zwischen dem Rezidivrisiko und der therapieassoziierten Mortalitat von
konventioneller Chemotherapie im Vergleich zur allogenen Transplantation. Dabei
beruht die Abschatzung des Rezidivrisikos zum einen auf zytogenetischen und
molekularen Krankheitscharakteristika, zum anderen auf dem Ansprechen der

Erkrankung auf die konventionelle Chemotherapie (43).

Neue Substanzen zur Remissionsinduktion vor allogener

Blutstammzelltransplantation

Durch eine konventionelle Induktionschemotherapie bestehend aus einem
Anthrazyklin und Cytarabin (,3+7’-Schema) lasst sich bei jingeren AML-Patienten
(<60 Jahre) in 65% bis 75% und bei alteren Patienten (>60 Jahre) in 40% bis 60%
eine komplette Remission erzielen (43). Da der Remissionszustand vor einer
allogenen Transplantation ein Pradiktor flir das Outcome ist, zielen aktuelle Studien
unter anderem darauf ab die Ansprechrate auf die Induktionstherapie zu erhdhen.
Hierbei versucht man, dass bessere molekulare Verstandnis der AML zu nutzen, in
dem man zielgerichtete Medikamente wie z. B. Tyrosinkinaseinhibitoren entweder in
Kombination mit der Induktionstherapie oder als Monotherapie einsetzt. Am meisten
wird hierbei der Einsatz von sog. FLT3-Inhibitoren untersucht, die darauf abzielen,
die sog. Fms-like tyrosine-3 kinase (FLT3) zu inhibieren. Eine Mutation dieses Gens
liegt in 25% bis 40% der AML-Patienten mit normalem Karyotyp vor und fuhrt Uber
eine konstitutive Aktivierung dieser Rezeptorkinase zu einer gesteigerten

Proliferation der leukamischen Zellen (133, 134).
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Abbildung 14: Struktur der FLT3-Tyrosinkinase und Lokalisation
der haufigsten Mutationen (135)

Mit derselben Intention haben wir bei 5 AML-Patienten den Multikinaseinhibitor
Sorafenib (Dosisbereich: 400 bis 800 mg pro Tag per o0s, mediane
Behandlungsdauer 34 Tage, Spannbreite: 5-50 Tage) vor einer allogenen
Transplantation eingesetzt. Sorafenib hemmt neben Raf, dem VEGF-Rezeptor, dem
,Platelet-derived Growth Factor’ auch die FLT3-Rezeptortyrosinkinase und ist fur die
Therapie des metastasierten hepatozellularen und Nierenzellkarzinom zugelassen
(Referenz L). Dabei wiesen 4 der Patienten eine sog. Internal Tandem Duplication
(ITD) in der juxtramembrandsen Domane auf, wahrend eine Patientin eine Mutation
in der Tyrosinkinasedomane (TKD) hatte.

Vier Patienten waren entweder refraktar auf die initiale Induktionstherapie oder
waren im Intervall zwischen der Induktion und der allogenen Transplantation
rezidiviert. Die beiden primar refraktaren Patienten erhielten daher Sorafenib in
Kombination mit hochdosiertem Cytarabin und Mitoxantron (HAM-S) und erreichten
hierdurch eine komplette molekulare Remission. Dabei zeigt sich der potentiell
additive Effekt des Sorafenibs zur Chemotherapie insbesondere in dem klinischen
Verlauf sowie dem MRD-Verlauf (Abbildung 15). Die beiden rezidivierten Patienten
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erhielten Sorafenib allein bzw. in Kombination mit einer Einzeldosis Cytarabin. Dies

flhrte zu einem hamatologischen Ansprechen bei diesen beiden Patienten.
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Abbildung 15: Molekularer und klinischer Verlauf einer Patientin mit FLT3-ITD nach

Hinzunahme von Sorafenib zur Induktionstherapie

Die funfte Patientin hatte zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine Hyperleukozytose mit
377.000/pl und litt bereits an einem pulmonalen Leukostase-Syndrom. Nachdem
Therapieversuche mit Hydroxyurea, Cytarabin und eine therapeutische
Leukapherese nicht zu einer relevanten Reduktion der Leukozyten geflhrt hatten,
verabreichten wir der Patientin Sorafenib. Hierdurch kam es innerhalb von 5 Tagen
zu einer Reduktion der Leukozyten von 119.700/ul (98% Blasten) auf 5.300/pl (28%
Blasten). Dies ermdoglichte den Beginn einer konventionellen
Induktionschemotherapie unter FortfUhrung der Sorafenib-Therapie, wodurch eine
komplette Remission erreicht werden konnte.

Bei allen funf Patienten war es mdglich im Anschluss an die Sorafenib-Therapie eine
allogene Blutstammzelltransplantation durchzufihren. Betrachtet man unsere
Erfahrungen bei den Patienten, die Sorafenib in Kombination mit Chemotherapie
erhielten, im Lichte der einzigen prospektiven Studie, in welcher Sorafenib ebenfalls
parallel zur Chemotherapie gegeben wurde, so zeigt sich in beiden Arbeiten, dass
durch die Hinzunahme von Sorafenib das Ansprechen auf eine Chemotherapie
gesteigert werden kann (136). Auch wenn dies die antileukdmische Wirkung des

Sorafenibs  darlegt, scheint dies leider keinen Einfluss auf die
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Ruckfallwahrscheinlichkeit zu haben. Wie auch in der prospektiven Studie, sind drei
unserer Patienten sind mittlerweile infolge eines Rezidivs verstorben.

Die beiden Patienten mit der Sorafenib-Monotherapie vor einer allogenen
Transplantation erhielten Sorafenib nur Uber einen sehr kurzen Zeitraum. Hierdurch
kann keine abschlieRende Aussage Uber die Wirksamkeit einer Sorafenib-
Monotherapie getroffen werden. Daher untersuchten wir im Verbund mit Kollegen
aus Marburg sowie 28 weiteren Zentren 36 Patienten, die ebenfalls Sorafenib als
Monotherapie nach Versagen einer konventionellen Chemotherapie erhielten
(Referenz M). Bei 11 (30%) der Patienten konnte eine komplette Remission erreicht
werden, davon bei 3 Patienten sogar eine komplette molekulare Remission. Leider
verlor nahezu die Halfte der Patienten (47%) ihr Ansprechen wieder im Median nach
136 Tagen, ein Phanomen, welches bereits zuvor beschrieben worden war.
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse beider Arbeiten, dass die Hinzunahme von
Sorafenib zur konventionellen Therapie oder als Monotherapie bei individuellen
Patienten hilfreich sein kann. Die aktuelle Studienlage erlaubt jedoch bisher kein
abschlielendes Urteil: Wahrend bei alteren Patienten (>60 Jahre) kein Vorteil durch
die additive Gabe des Sorafenib gezeigt werden konnte (137), so zeigt eine aktuelle
placebo-kontrollierte Studie bei jungeren Patienten (<60 Jahre) moglicherweise ein
verlangertes Ereignis-freies Uberleben (138). Hier gilt aber zu beriicksichtigen, dass
bei beiden Studien nur 14% bzw. 17% der Patienten eine FLT3-ITD-Mutation
aufwiesen. Daher qilt es, die Ergebnisse weiterer Studien mit anderen, teils

potenteren FLT3-Inhibitoren wie Midostaurin oder Quizartinib abzuwarten.
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Verbesserung der Konditionierungstherapie fiir MDS-Patienten

Ziel einer Induktionstherapie bei der AML ist das Erreichen einer kompletten
Remission vor einer allogenen Transplantation, um durch Reduktion der
leukamischen Zellen zumindest auf ein submikroskopisches Niveau die Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit zu senken. Bei Patienten mit MDS oder sekundarer AML aus
MDS ist die Rolle einer vorgeschalteten Induktionsbehandlung vor der allogenen
Transplantation bisher ungeklart. Bislang existieren nur retrospektive Vergleiche
zwischen  Patienten, die vor der allogenen  Transplantation eine
Induktionschemotherapie erhielten und solchen, die ohne Vorbehandlung direkt
transplantiert wurden (36-38, 40). In diesen Analysen hatte sich kein Vorteil flr eine
Induktionschemotherapie gezeigt. Ferner gilt zu berucksichtigen, dass auf Seiten der
Patienten, die eine Induktion erhielten, ein madglicher positiver Selektionsbias
besteht. Denn die MDS-Patienten sprechen verglichen mit de-novo AML-Patienten
seltener auf eine Induktionschemotherapie an und erleiden infolge von Alter und
Komorbiditaten haufiger Komplikationen in der Aplasiephase nach der Induktion.
Aufgrund dessen kann ein relevanter Anteil der Patienten gar nicht mehr
transplantiert werden.

Das sog. FLAMSA-RIC-Protokoll ist ein intensiviertes, sequentielles
Konditionierungsregimen, welches von der Arbeitsgruppe um Hans-Jochem Kolb
entwickelt und bei Patienten mit Hochrisiko-AML eingesetzt wurde. Dieses Protokoll
basiert auf einer sequenziellen Gabe zunachst von einer
Kombinationschemotherapie bestehend aus Fludarabin, Amsacrin und AraC gefolgt
von der eigentlichen Konditionierungstherapie, welche in der Originalversion aus
Cyclophosphamid und einer niedrig-dosierten Ganzkorperbestrahlung von 4 Gray
bestand. Hierdurch lassen sich selbst bei Patienten mit refraktarer AML
Uberlebensraten von 32% nach 4 Jahren erreichen (139), was die effektive
antileukamischen Wirkung belegt. Ein weiterer Vorteil ist, dass es im Gegensatz zum
Ansatz der Induktionschemotherapie nur zu einer Aplasiephase kommt, da die
eigentliche Konditionierung in der Aplasie verabreicht wird.

Mit dem Ziel, durch Einsatz eines effektiven zytoreduktiven Konditionierungsregimen
die Ruckfallwahrscheinlichkeit zu senken und gleichzeitig durch nur eine
Aplasiephase das Risiko fur therapieassoziierte Komplikationen zu minimieren,
haben wir 30 Patienten mit fortgeschrittenem MDS (n=20) oder sekundarer AML aus

MDS (n=10) mit einem modifizierten FLAMSA-Protokoll behandelt (Referenz N).
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Dabei verzichteten wir aufgrund der langer zu erwartenden Immunsuppression auf
Cyclophosphamid und die Ganzkoérperbestrahlung und setzten stattdessen
Melphalan in altersadaptierter Dosis mit oder ohne Thiotepa als eigentliche
Konditionierung ein (s. Abbildung 16). Zusatzlich erhielten 22 Patienten
Antithymozytenglobulin (ATG-Fresenius). Ein unverwandter Spender wurde bei 17

Patienten eingesetzt, bei 13 Patienten ein verwandter Spender.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des FLAMSA-MT-
Konditionierungsprotokolls

Das Ziel, eine moglich wirksame Therapie einzusetzen, wurde erreicht. Bis auf einen
Patienten (97%) erreichten alle Patienten eine komplette Remission an Tag 28. Das
Ereignis-freie Uberleben betrug nach 2 Jahren 63%, das Gesamtiiberleben 70%.
Von den 10 Patienten, die zum Zeitpunkt der Transplantation eine AML aufwiesen,
lebten nach 2 Jahren sogar noch 80%.

Auch das Ziel, durch das sequenzielle Vorgehen nur eine moglichst kurze
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Aplasiephase zu induzieren, wurde erreicht. Die Phase, in der eine Grad IV
Neutropenie vorlag, betrug im Median 18 Tage (Spannbreite 11 bis 39 Tage) und war
somit kurzer im Vergleich zu historischen Kollektiven nach einer
Induktionschemotherapie (140). Zwar traten dennoch insgesamt 17 Grad IlI/IV
Infektionen auf, diese waren jedoch meist mit einer GvHD assoziiert und nicht Folge
der Neutropenie. Trotz einer intensiven Konditionierung in dieser alteren
Patientengruppe (medianes Alter 49 Jahre) mit mehr als Halfte der Patienten mit
mind. einer Komorbiditat war die die Rate an therapieassoziierten Todesfallen mit
30% vergleichbar mit anderen klinischen Studien (141, 142). Es zeigte sich jedoch
bereits frih, dass vor allem Patienten verstarben, die zusatzlich zum Melphalan auch
Thiotepa erhielten. Hier lag die therapieassoziierte Mortalitat bei 67% im Vergleich zu
21% mit der alleinigen Melphalan-Gabe. Aufgrund dessen haben wir bereits

frihzeitig auf Thiotepa innerhalb des Konditionierungsprotokolles verzichtet.
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Abbildung 17: Gesamtiiberleben (OS) und Ereignis-freies Uberleben der 30
Patienten nach FLAMSA-basierter Konditionierung
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Insgesamt zeigen die Daten, dass auch in dieser alteren Patientengruppe ein
sequenzielles FLAMSA-Konditionierungsregimen durchflihrbar ist. Die vergleichende
Analyse von 138 Patienten, die an unserer Klinik zwischen und transplantiert wurden,
legt wiederum nahe, dass mit dieser Upfront-Transplantation Resultate hinsichtlich
Gesamt- und Rezidiv-freiem Uberleben sowie therapieassoziierter Mortalitat erreicht
werden konnen, die mindestens vergleichbar mit den Ergebnissen nach vorheriger
Induktionschemotherapie sind (Thomas Schroeder/Guido Kobbe nicht publizierte
Daten). Dennoch unterliegt auch unsere Betrachtung dem methodischen Fehler,
dass nur die Patienten in der Induktionsgruppe in die Auswertung eingehen, welche
auch letztendlich transplantiert und nicht auf dem Weg zur Transplantation infolge
von Komplikationen verloren gingen.

Verhaltnismallig hoch war bei der Gruppe der Patienten, die myeloablativ mit
FLAMSA-Melphalan konditioniert worden waren, die Inzidenz der akuten GvHD
(73%) und der chronischen GvHD (76%). Die Schwere der aGvHD und der cGvHD
war jedoch meist eher gering ausgepragt mit 53% Grad I/lI-GvHD sowie 56% limited
cGvHD. Von den 6 Patienten, die eine Grad Ill/IV aGvHD erlitten, hatten 3 einen
Mismatch-Spender. Insgesamt 5 starben an Komplikationen der GvHD. Dies zeigt,
dass neben einer optimalen Spenderauswahl ein engmaschiges Monitoring der

Patienten und Modulation der Immunsuppression erforderlich ist.

Neue Behandlungsformen der Graft-versus-Host Disease

Auch bei Patienten, die eine nicht-myeloablative Konditionierung erhalten, stellt die
GvHD ein relevantes Problem und die Hauptursache fur die therapieassoziierte
Mortalitdt und Morbiditat dar. Bei diesem Therapieverfahren, das urspringlich von
Rainer Storb und Kollegen in Seattle entwickelt wurde, werden nur Fludarabin und 2
Gray Ganzkorperbestrahlung als Konditionierung verwendet. Vorteil ist eine hdchst
mogliche Minimierung der Toxizitat der Konditionierung, so dass dieses Regime auch
bei alteren meist komorbiden Patienten wie den MDS-Patienten eingesetzt werden
kann. Nachteil ist, dass der antileukamische Effekt nahezu allein auf der
Alloimmunreaktion beruht (143). Eine Verstarkung der Immunsuppression zur
Vermeidung einer GvHD hat daher beinahe unvermeidbar zur Folge, dass der Graft-
versus-Leukemia (GvL)-Effekt abgeschwacht wird. Traditionell wurde bei diesem

Konditionierungsverfahren Ciclosporin und Mycophenolat Mofetil (MMF) als GvHD-
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Prophylaxe verwendet.

In einer prospektiven Studie untersuchten wir nun bei 50 Patienten mit
fortgeschrittenen hamatologischen Neoplasien die Kombination aus Tacrolimus als
alternativen Calcineurininhibitor und MMF als GvHD-Prophylaxe nach nicht-
myeloablativer  Konditionierung und anschlieBender Transplantation von
Blutstammzellen unverwandter Spender (Referenz O). Etwa die Halfte der Patienten
litt an einer meist rezidivierten oder refraktaren myeloischen
Blutstammzellerkrankung (13 AML, 6 MDS, 4 CML). Alle Patienten waren aufgrund
von Alter >55 Jahre (n=23), Komorbiditdten (n=20) oder vorangegangenen
Hochdosischemotherapien  (n=29) nicht geeignet fur eine myeloablative
Konditionierung.

Die Studie zeigte, dass mit dieser GvHD-Prophylaxe bei 96% der Patienten ein
stabiles Engraftment korrelierend mit einem vollstandigen Donorchimarismus bei 41
von 50 Patienten (85%) erreicht werden konnte. Es zeigte sich ferner, dass die
Kombination aus Tacrolimus und MMF gut vertraglich war. Hauptnebenwirkung,
welche jedoch reversibel war, war die Nephrotoxizitat. Auch hinsichtlich des primaren
Studienendpunktes, namlich einer effektiven GvHD-Prophylaxe, zeigte die
Kombination aus Tacrolimus und MMF vergleichbare Ergebnisse wie mit der
Standardprophylaxe bestehend aus CSA und MMF (144). So betrug die Rate der
aGvHD 56%, wobei nur 16% aller Patienten eine aGvHD vom Schweregrad IIl oder
IV entwickelten. In Einklang mit Daten von Nieto et al. bei der
Familienspendertransplantation, trat die aGvHD verhaltnismaRig spat erst nach im
Median 66 Tagen auf (145). Die Gesamtrate der cGvHD betrug 61%, wobei lediglich
21% eine ,extensive disease’ entwickelten. Insgesamt zeigten die Resultate, dass die
Kombination aus Tacrolimus und MMF mdglicherweise effektiver ist als die
Standardkombination aus CSA und MMF und sich insbesondere die ,early-onset’
aGvHD hierdurch vermeiden lasst. Trat jedoch eine akute oder chronische GvHD
auf, so bedurfte es einer Intensivierung der Immunsuppression. Hierbei stellen
Steroide die Erstlinientherapie dar, wobei nur ca. 50% der Patienten ansprechen. Bei
den steroid-refraktaren Patienten kommen auch monoklonale Antikorper als
Zweitlinientherapie zum Einsatz (Referenz P). Diese richten sich zwar meist recht
zielgerechtet gegen zellulare oder |6sliche Mediatoren innerhalb des ,Circulus
vitiosus’ der GvHD-Pathogenese. Allerdings unterdricken sie dadurch auch oftmals

wichtige Effektormechanismen der antimikrobiellen Abwehr, so dass, wie auch bei
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unseren Patienten mit GvHD beobachtet, vor allem lebensbedrohliche Infektionen

auftreten konnen.

Tissue damage by conditioning regimen
Activation of host APCs

Infliximab Etanercept

ABX-CBL

Alemtuzumab

Alemiuzumab )
Inflixirmaty

Etanercept
Infliximab

Etanercept Daclizumab
Baslliximab
OKT3 Denilaukin-difitox
Visilizumakb

OKT3

ABX-CBL Visilizumab

ABX-CBL

Alefacept
Activation of donor T cells Effector phase

Abbildung 18: Schematische Darstellung der GvHD-Pathogenese und Angriffspunkte
fur die Antikérper-basierte GvHD-Therapie

Es zeigte sich auch in unserer Arbeit, dass die Patienten, welche zum Zeitpunkt der
Transplantation keine Remission erreicht hatten, ein signifikant schlechteres
Uberleben mit 20% nach 3 Jahren hatten. Da eine Intensivierung der Vorbehandlung,
also eine erneute Savalgechemotherapie oder eine myeloablative Konditionierung
nicht moglich war, bedarf es vor allem post-transplantationem neuer Ansatze um ein
sich ankindigendes oder manifest gewordenes Rezidiv moglichst schonend aber
dennoch effektiv zu behandeln.
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Ergebnisse einer Kombinationstherapie mit Azacitidine und
Spenderlymphozyten zur Rezidivbehandlung nach allogener

Blutstammzelltransplantation

Im Gegensatz zu den Fortschritten bei der therapieassoziierten Mortalitat konnte mit
Blick auf das Rezidiv-freie Uberleben keine durchgreifenden Fortschritte erzielt
werden. Weiterhin erleiden zwischen 20% und 65% der Patienten mit AML und MDS
nach der allogenen Transplantation einen Krankheitsrtickfall, so dass das Rezidiv die
haufigste Ursache fur ein Therapieversagen darstellt (35). In einer solchen Situation
ist die Prognose mit den gegenwartig verfugbaren therapeutischen Optionen auferst
schlecht und weniger als 20% der Patienten Uberleben langfristig (146, 147). Die
bisher eingesetzten Therapien bestanden bisher aus der Gabe einer erneuten
konventionellen Chemotherapie sowie zellbasierten Ansatzen wie der Infusion von
Spenderlymphozyten oder einer zweiten Blutstammzelltransplantation (147-149).
Dabei lasst sich nur bei einer geringen Zahl von Patienten mit der Chemotherapie
erneute eine Remission erzielen (147). Mit Blick auf die zellbasierten Verfahren
profitieren in der Regel jedoch nur diejenigen Patienten, die zuvor eine Remission
erreicht haben (147, 149). Aullerdem koénnen aufgrund der vorangegangenen
Nebenwirkungen der ersten Transplantation nur wenige Patienten eine intensive
Chemotherapie tolerieren, und auch die Gabe von Spenderlymphozyten oder eine
zweite Transplantation ist mit zahlreichen Risiken, insbesondere dem Risiko flr
schwere Formen der GvHD assoziiert.

Daher bedarf es neuer Therapieansatze, die auf der einen Seite moglichst
eigenstandig eine Remission erzielen konnen und gleichzeitig moglichst gut
vertraglich sind. Winschenswert im Kontext der allogenen
Blutstammzelltransplantation ware ferner, dass die Therapie einen immunologischen
Effekt gegen die malignen Zellen (sog. Graft-versus-Leukemia Effekt) induziert,
parallel hierzu aber méglichst keine schwere GvH-Reaktionen hervorruft.

Auf der Suche nach einer solchen Therapieoption wurde in unserer Klinik im Jahre
2006 weltweit erstmalig den DNA-Methyltransferaseinhibitor Azacitidine als
Rezidivtherapie nach allogener Blutstammzelltransplantation in Kombinationen mit
Spenderlymphozyteninfusionen eingesetzt (150). Die Substanz war bis dato nur fur
Hochrisiko-MDS-Patienten und AML-Patienten mit bis zu 30% Blasten im
Knochenmark zugelassen, die nicht fir eine allogene Blutstammzelltransplantation in

Frage kamen (26, 27). Im Rahmen dieses individuellen Heilversuches erreichte die
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64-jahrige Patientin, welche an einem Fruhrezidiv eines Hochrisiko-MDS litt und fur
die eine intensive Chemotherapie angesichts ihres Allgemeinzustandes nicht
zuganglich war, bereits nach 2 Behandlungszyklen Azacitidine und einer Gabe von
Spenderlymphozyten eine komplette Remission, die Uber 7 Monate anhielt. Dieser
Verlauf legte nahe, dass die Substanz Azacitidine neben einer direkten
antileukamischen Wirkung nach einer allogenen Blutstammzelltransplantation auch
immunologische Effekte haben koénnte, welche die erwlinschte Wirkung der
Spenderlymphozyten noch verstarken kdnnten.

Daher behandelten wir im Anschluss insgesamt 19 AML- und MDS-Patienten, die
nach allogener Transplantation ein Rezidiv erlitten hatten, mit der Kombination aus
Azacitidine und Spenderlymphozyten. Die Daten dieser Patienten wurden
gemeinsam mit Daten von drei weiteren Patienten, die in den Unikliniken von
Dresden und Hamburg ebenfalls mit dieser Kombination behandelt worden waren,
retrospektiv ausgewertet (Referenz Q). Im Median erhielten die Patienten 2 Zyklen
(Spanne: 1-8 Zyklen) Azactidine (100 mg/m2 pro Tag fur 5 Tage) und 18 Patienten
(82%) erhielten mindestens eine Spenderlymphozyteninfusion (Median: 2, Spanne:
1-5). Insgesamt sprachen 16 Patienten (72%) auf diese Therapie an. Funf Patienten
erreichten eine komplette Remission, 4 Patienten eine partielle Remission und 6
weitere Patienten zeigten eine Stabilisierung ihres Krankheitsverlaufes. Bei den 5
Patienten, die eine komplette Remission erreichten, hielt diese im Median fir 433
Tage (Spanne: 114-769 Tage) an. Neben diesen vielversprechenden Ansprechraten
war die Therapie gut vertraglich und konnte diesen meist intensiv vorbehandelten
Patienten in der Regel ambulant verabreicht werden. Die beobachteten Toxizitaten
beschrankten sich auf Zytopenien infolge einer myelosuppressiven Wirkung von
Azacitidine und die bereits vorbeschriebenen lokalen Reizungen an der
Injektionsstelle. Auch die Rate an akuten und chronischen GvH-Reaktionen war mit
33% bzw. 18% verglichen mit historischen Kollektiven, die Spenderlymphozyten
ohne Azacitidine erhalten hatten (149), gering. Ebenso war die Dauer bis zum
Auftreten einer GvH-Reaktion (im Median 138 Tage nach der ersten
Spenderlymphozyteninfusion) und die Anzahl der verabreichten
Spenderlymphozyteninfusionen (Median: 3, Spanne 2-5) relativ lang bzw. hoch.
Diese eher milden Verlaufe der Abstol3ungsreaktionen legten bereits zum damaligen
Zeitpunkt den Schluss nahe, dass Azacitidine moglicherweise eine
immunmodulierende Wirkung haben konnte. Als Resultat aus der beobachteten
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Wirksamkeit bei einem erheblichen Anteil der Patienten und der gleichzeitig
moderaten Toxizitat dieser Kombination aus einem pharmakologischen und zell-
basierten Therapieansatz war auch die Zwei-Jahresuberlebensrate von 23%
(Abbildung 19) vielversprechend und zumindest vergleichbar mit den sonstigen in
dieser  Situation eingesetzten, oftmals deutlich  nebenwirkungsreicheren

Behandlungsformen wie Chemotherapie oder einer Zweittransplantation (147, 148).
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Abbildung 19: Retrospektive Auswertung der mit Azacitidine und DL/

behandelten Patienten - Gesamtiiberleben

Als Bestatigung fur unsere Ergebnisse veroffentlichen parallel und in der Folgezeit
anderer Gruppen groftenteils retrospektive Analysen und Fallberichte mit einer

jeweiligen Rate an kompletten Remissionen zwischen 15% und 60% (111, 151-157).

Aufgrund dieser Daten initiierten wir eine einarmige, offene, multizentrische Phase-2-
Studie (AZARELA-Studie, NCT-00795548), um die Effektivitdt und Sicherheit der
Kombination aus Azacitidine und Spenderlymphozyten prospektiv zu evaluieren. Die
Studie wurde unter unserer Federfuhrung gemeinsam mit 5 weiteren deutschen

Transplantationszentren (Hamburg, Frankfurt, Dresden, Berlin und Heidelberg)

54



zwischen 2009 und 2011 durchgefuhrt (Referenz R). Insgesamt wurden 30
Patienten, davon 28 mit einer AML und 2 mit einem MDS, die im Median 175 Tage
(Spanne: 19-1688 Tage) nach einer allogenen Blutstammzelltransplantation ein
hamatologisches Rezidiv erlitten hatten, mit der Kombination aus Azacitidine und
Spenderlymphozyten behandelt. Fir alle Patienten stellte diese Therapie die erste
Salvagetherapie fur das Rezidiv dar, was sich einem medianen Intervall von 9 Tagen
(Spanne: 0-60 Tage) zwischen der Diagnose des Krankheitsriickfalls und dem Start
der Therapie wiederspiegelte.

Geplant war fur jeden Patienten jeweils die Gabe von bis zu 6 Zyklen Azacitidine
(100 mg/m? pro Tag fiir 5 Tage, alle 28 Tage) sowie drei Spenderlymphozytengaben
mit aufsteigender Dosis CD3+ T-Zellen:

TR AT TR

L

Abbildung 20: Therapieplan der AZARELA-Studie

Die Patienten erhielten im Median 3 Zyklen Azacitidine (Spanne: 1-8 Zyklen) und
73% der Patienten erhielten Spenderlymphozyten-Infusionen, wobei 12 Patienten
eine Infusion, 3 Patienten 2 Infusionen, 5 Patienten 3 Infusionen und 2 Patienten
sogar 4 Infusionen erhielten. Hierdurch ergab sich eine mediane Dosis CD3+ T-
Zellen von 5x10%kg KG pro Patient.

Mit dieser Therapie gelang es bei 7 Patienten (23%) eine komplette Remission
inklusive Wiedererlangen eines 100%igen Donorchimarismus zu erzielen. Weitere 2
Patienten (7%) erreichten eine partielle Remission, so dass die Gesamtansprechrate
30% betrug. Bei 5 von 7 Patienten hielt die erreichte komplette Remission fur im
Median 777 Tage an (Spanne 461-888 Tage). Ein Patient verlor seine Remission
nach 396 Tagen wieder, wahrend der siebte Patient in Remission an den Folgen

einer GvHD verstarb. Abgesehen von diesem Patienten war die Inzidenz und
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Schwere an akuten und chronischen GvHD jedoch gering. Insgesamt entwickelten
37% eine akute GvHD, die in Uber der Halfte der Patienten vom Schweregrad | oder
[I' war und im Median nach 97 Tagen nach der ersten DLI auftrat. Eine chronische
GvHD wiederum erlitten 5 Patienten (4 Falle limited disease, 1 Fall extensive
disease). Auch die anderen Nebenwirkungen waren flr die Therapiesituation und
das Patientenkollektiv erwartbar. Etwa bei zwei Drittel der Therapiezyklen
entwickelten sich eine Grad Ill/IV Neutro- oder Thrombopenie, wobei bereits 50% der
Patienten zum Studieneinschluss eine Grad IlI/IV Neutro- oder Thrombopenie infolge
der Grunderkrankung aufwiesen. Daher waren auch neben meist leichten
Hautirritationen und gastrointestinalen Beschwerden  zytopeniebedingte
Komplikationen wie Blutungen und Infektion die haufigsten schwerwiegenderen
Nebenwirkungen. Als Folge dieser eher glnstigen Nutzen-Risiko-Balance zeigte
sich ein medianes Gesamtubeleben von 117 Tagen, wobei das mediane

Gesamtibeleben fur Patienten, die eine CR erreichten, bisher nicht erreicht wurde.
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Abbildung 21: Gesamtiiberleben der Patienten in der AZARELA-Studie
gemaéll dem Therapieansprechen

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die Kombination bei
etwa einem Viertel der Patienten zu einer dauerhaften Remission fuhren kann.
Gleichzeitig erscheint die Kombination aus einer pharmakologischen und
zellbasierten Therapieform gut vertraglich zu sein, da die Inzidenz und Schwere von

Nebenwirkungen und der GvHD im Vergleich zu den sonst Ublichen Therapien wie
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Zweittransplantation oder konventioneller Chemotherapie und Spenderlymphozyten
gering waren (148, 149).

Als Folge der eher limitierten Patientenzahl war es in dieser prospektive Studie nicht
moglich, Pradiktoren fur Ansprechen und das Gesamtuberleben zu identifizieren. Flur
diesen Zweck fuhrten wir daher eine retrospektive Analyse innerhalb der Deutschen
Kooperativen Transplantationsstudiengruppe durch (Referenz S).

Hierfir kombinierten wir die Daten der 61 in unserer Klinik behandelten Patienten mit
denen der 30 Patienten in der prospektiven Studie sowie von 63 Patienten, die in 11
weiteren deutschen Transplantationszentren mit der Kombination aus Azacitidine
und Spenderlymphozyten behandelt worden waren. Die Daten der letztgenannten
Gruppe wurden mittels des EBMT-Med-A-Bogens sowie einem speziell von uns fur
diese Studie entworfenen Fragebogen erhoben. Der Groldteil der Patienten (81%) litt
an einem RuUckfall einer AML, wahrend die anderen Patienten (19%) an einem
Ruckfall eines MDS oder MPS litt. Meist handelte es sich um ein hamatologisches
Rezidiv (88%) inklusive 6 Patienten mit extramedullarem Rezidiv, wahrend bei 19
Patienten der Krankheitsrickfall nach der allogenen Transplantation frihzeitig auf
molekularem Niveau entdeckt wurde. Fur 93% der Patienten stellte die Kombination
aus Azacitidine und Spenderlymphozyten die erste Therapie des Rezidives dar. Im
Gegensatz hierzu hatten 7% der Patienten bereits eine andere Therapie wie
Chemotherapie oder auch Spenderlymphozyten erhalten.

Ahnlich wie in der prospektiven Studie erhielten die Patienten in der retrospektiven
Studie im Median 4 Zyklen Azacitidine (Spannbreite: 1 bis 14 Zyklen). Circa zwei
Drittel der Patienten (68%) erhielten Spenderlymphozyten, wobei die mediane
Anzahl an Infusionen pro Patient 2 (Spannbreite 1 bis 7 Gaben) betrug. Die
Gesamtansprechrate von 33% mit 27% kompletter und 6% partieller Remission war
vergleichbar mit den Resultaten der prospektiven Studie. Dies traf auch auf die
Inzidenz und Schweregrade der akuten und chronischen GvHD (akute GvHD: 23%;
chronische GvHD: 27%) zu.

Als Folge dessen betrug die 2-Jahreslberlebensrate aller in der Studie inkludierten
Patienten 29% +4%. In uni- und multivariaten Analysen gelang es uns, das Vorliegen
eines molekularen Rezidivs sowie die Diagnose eines MDS als signifikante
Pradiktoren fur das Erreichen einer kompletten Remission herauszuarbeiten (Tabelle
5). Fur das Gesamtuberleben wiederum identifizierten wir neben den bereits
genannten beiden auch einen Blastengehalt von weniger als 13% (Median der
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Gesamtgruppe) als signifikanten Pradiktor. Dies demonstriert eine klare Korrelation
zwischen Krankheitslast zu Beginn der Therapie und Ansprechen, wobei unter

Umstanden sich hinter diesen Daten auch eine langsamere Krankheitsdynamik

verbirgt.

Probality of Survival
-

days

Abbildung 22: Gesamtiiberleben der 154 mit Azacitidine und DLI behandelten

Patienten in der retrospektiven Analyse
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mit Azacitidine und DLI
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Insgesamt etablieren diese Daten die Kombination aus Azacitidine und
Spenderlymphozyten als relevante Therapiealternative fir Patienten mit Rezidiv nach
allogener Blutstammzelltransplantation. Dabei sprechen vor allem MDS-Patienten
und diejenigen Patienten an, die frihzeitig moglichst noch im molekularen Rezidiv
behandelt werden. Diese Ergebnisse haben zu einer Anderung unseres
Therapiealgorithmus gefuhrt: Neben der Etablierung von Azacitidine als erste
Therapielinie fur die meisten Patienten mit hamatologischem Rezidiv versuchen wir
durch ein engmaschiges MRD-Monitoring mittels WT1 oder anderer
krankheitsspezifischer Marker das Rezidiv bereits auf molekularem Niveau zu

detektieren und dann praemptiv zu behandeln.

Wirkprinzipien einer Therapie mit Azacitidine und Spenderlymphozyten

Nachdem wir in den prospektiven und retrospektiven Analysen den klinischen Benefit
der Kombinationstherapie aus Azacitidine und Spenderlymphozyten zeigen konnten,
stellte sich die Frage nach den Mechanismen der antileukamischen Wirkung. Zum
einen vermuteten wir neben einem direkten zytotoxischen Effekt des Azacitidine auf
AML- und MDS-Progenitoren einen immunogenen Effekt. Dabei fokussierten wir
unsere Untersuchungen aus folgenden Grinden auf sog. Cancer testis Antigene
(CTA):

1. CTA sind eine Gruppe von Proteinen, die eine hohe natirliche Immunogenitat
aufweisen und physiologischerseits nur in wenigen menschlichen Geweben
wie dem Namen entsprechend im Hodengewebe exprimiert werden (158).

2. Daruber hinaus werden sie auf zahlreichen soliden und hamatologischen
Neoplasien exprimiert. Bei der AML war dies bisher jedoch nicht umfassend
untersucht worden (159).

3. Die Expression der CTA ist epigenetisch GUber DNA-Methylierung reguliert und
kann  moglicherweise  durch  DNA-Methyltransferaseninhibitoren  wie

Azacitidine oder Decitabine therapeutisch moduliert werden (160-162).

Aus diesem Grunde haben wir zunachst die steady-state Expression von insgesamt
20 CTA, die physiologischerweise auf keinem anderem Gewebe auller dem
Hodengewebe exprimiert werden, in 10 verschiedenen AML-Zelllinien aller FAB-

Subkategorien (GF-D8, HL-60, KASUMI-1, MUTZ-2, MUTZ-3, ML-2, MONO-MAC-1,
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MV4-11, SKM-1, OCI-M1) mittels RT-PCR untersucht (Referenz T). Es zeigte sich,
dass unter 6 CTA, die in mindestens einer Zelllinie exprimiert wurden, lediglich das
CTA PRAME eine weitverteilte Expression (>2 Zelllinien) namlich 9 von 10 der
untersuchten Zelllinien aufwies. AnschlieBend haben wir diese 6 in den Zelllinien
exprimierten CTA auch in Blut- oder Knochenmarkproben von 64 AML-Patienten
untersucht. Korrelierend mit den Daten der Zelllinien zeigte sich, dass PRAME bei 34
Patienten (53%) exprimiert wird, wohingegen die anderen CTA (MAGE-A3, SPO11,
ROPN1, SCP-1 und SLLP1) gar nicht oder nur bei wenigen Patienten exprimiert
werden. Bei Hinzunahme der klinischen Parameter zeigte sich, dass die Expression
von PRAME positiv mit dem Vorliegen einer prognostisch gunstigen Zytogenetik
korreliert. Aufgrund der epigenetischen Regulation der CTA-Expression uber DNA-
Methylierung untersuchten wir als nachstes in vitro die Expression der CTA in den
Zelllinien nach Kultivierung mit dem DNA-Methyltransferaseinhibitor Decitabine
(DAC, 1 pM) und/oder dem HDAC-Inhibitor Trichostatin A (5 uM). Hierbei zeigte
sich, dass es durch die Therapie mit DAC, nicht aber mit dem HDAC-Inhibitor zu
einer gesteigerten Expression von bereits partiell exprimierten CTA und darlber
hinaus auch zur erstmaligen Expression bisher nicht exprimierter CTA kommt. Unter
den letztgenannten fiel besonders SSX-2 auf, welches vor der DAC-Kultivierung in
keiner Zelllinie, nach DAC-Gabe aber in 8 von 10 Zelllinien exprimiert wurde. Diese
Effekt der Demethylierung bestatigte sich auch in vivo, als wir die Expression von
SSX-2 in 8 Patienten untersuchten, die im Rahmen der Azarela-Studie mit
Azacitidine behandelt wurden (Abbildung 23).

Es zeigte sich 5 bis 8 Tage nach Beginn der Azacitidine-Behandlung eine relevante
de novo Induktion der SSX-2 Expression bei der Mehrzahl der Patienten sowie eine

Steigerung der Expression des bereits bei 7 von 8 Patienten exprimierten PRAME.
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Abbildung 23: mMRNA-Expression von 6 Cancer Testis Antigenen bei 8 AML-

Patienten (P1-8) wéhrend einer Therapie mit Azacitidine. Die Zahlen geben jeweils
den Tag nach Beginn der Azacitidine-Therapie an. GAPDH wurde als Housekeeping-

Gen eingesetzt.

Diese Ergebnisse lassen folgende Ruckschlisse zu: Erstens legen sie nahe, dass
die durch demethylierende Substanzen induzierte Expression von CTA
moglicherweise zu einer besseren Erkennbarkeit der Leukamiezellen durch das
Immunsystem fuhrt. Diese Theorie wird unterstutzt durch Publikationen, in welchen
ein Anstieg der zytotoxischen T-Zell-Aktivitdt (160) sowie ein Anstieg der CTA-
spezifischen T-Zellen in Patienten nach Therapie mit demethylierenden Substanzen
beschrieben wurden (163). Zweitens lassen sie vermuten, dass das konstitutiv
exprimierte PRAME ein praferenziell geeignetes Ziel fur Immuntherapien bei der
AML ist, und dass demethylierende Substanzen mdglicherweise, wie hier anhand
SSX-2 gezeigt, die Expression weiterer Angriffspunkte fir das Immunsystem

induzieren.

Neben der antileukamischen Wirkung war in der prospektiven Studie wie auch in den
retrospektiven Analysen besonders auffallig, dass trotz des regelmaRigen Einsatzes
von Spenderlymphozyten im Vergleich zu historischen Kollektiven nur eine geringe
Inzidenz und Schwere von akuten und chronischen GvHD auftrat (149). Da bereits
im Mausmodell gezeigt werden konnte, dass Azacitidine Uber eine gesteigerte
Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3 zu einer Expansion CD3+ CD4+ CD25+
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Foxp3+ regulatorischer T-Zellen fuhrt (164, 165), untersuchten wir diese Zellen sowie
weitere Lymphozytensubpopulationen mittels Durchflusszytometrie wahrend einer
Therapie mit Azacitidine (Referenz U). Hierzu haben wir peripheres Blut von 13
Patienten mit einem Rezidiv nach allogener Blutstammzelltransplantation (8 AML, 5
MDS) vor Beginn der Azacitidine-Therapie (Tag 0) sowie an Tag 6 (Zyklus 1), Tag 34
(Zyklus 2), Tag 90 (Zyklus 4) und Tag 146 (Zyklus 6) untersucht. Es zeigte sich,
wenn man die Patienten anhand des medianen Intervalls von Transplantation bis
zum Rezidiv (446 Tage) dichotomisiert, dass Azacitidine bei Patienten mit frihem
Rezidiv zu einem 3,2-fachen Anstieg (p=0.0479) der absoluten Zahl und zu einem
1,9-fachen Anstieg (p=0.06) der Frequenz regulatorischer T-Zellen fuhrt. Bei
Patienten mit spaterem Rezidiv (>446 Tage) fand sich hingegen kein Effekt von
Azacitidine auf die Zahl und Frequenz der regulatorischen T-Zellen. Auch auf andere
Lymphozytensubpopulationen fand sich in der gesamten Untersuchungsgruppe kein
Effekt.

Der zeitabhangige Effekt auf die regulatorischen T-Zellen frGh nach der
Transplantation ist in Einklang mit Daten einer anderen Studie, die bei Patienten
wahrend einer Azacitidine-Erhaltungstherapie zeigen konnte, dass es insbesondere
in den ersten 3 Monaten nach Beginn der Therapie zu einem Anstieg der T-Zellen
kommt (166). Korrelierend mit dem Effekt auf die regulatorischen T-Zellen zeigte sich
bei den von uns untersuchten Patienten nur eine meist milde Auspragung der akuten
GvHD (Inzidenz 38%) und chronischen GvHD (Inzidenz 46%). Dabei entwickelten
die Patienten, die frih rezidivierten und daher einen Anstieg der regulatorischen T-
Zellen hatten, nur in 8% der Falle eine GvHD, wohingegen 30% Patienten mit
spatem Rezidiv und fehlendem Anstieg der regulatorischen T-Zellen eine GvHD

entwickelten.
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Abbildung 24: Durchflusszytometrische Messung der regulatorischen T-Zellen
(CD3+/CD4+/CD25+/FoxP3+) bei Patienten mit MDS- oder AML-Rezidiv nach

allogener Transplantation wahrend einer Therapie mit Azacitidine

Diese Resultate legen nahe, dass eine Azacitidine-vermittelte Expansion
regulatorischer T-Zellen im Menschen fur die geringe Rate und Schwere der GvHD
nach der Spenderlymphozytengabe verantwortlich sein konnte. Da innerhalb der
regulatorischen T-Zellen funktionelle Subgruppen existieren und Azacitidine neben

der Zahl auch die Funktionalitdt der regulatorischen T-Zellen beeinflussen kann
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(167), wird es weiterer Studien bedurfen, um die immunologischen

Wirkmechanismen des Azacitidine vollstandig zu verstehen.

Zielgerichtete Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren zur Behandlung des

AML-Rezidivs nach allogener Blutstammzelltransplantation

In unseren Analysen erreichten Patienten mit AML-Rezidiv nach einer Therapie mit
Azacitidine und Spenderlymphozyten nur in einem Viertel der Falle eine erneute
Remission. Aufgrund dessen war die 2-Jahresuberlebensrate mit 26% auch deutlich
geringer als bei Patienten mit MDS (168, 169). Daher bestand die Hoffnung, durch
ein besseres Verstandnis der molekularen Pathogenese der AML infolge der
Hochdurchsatzsequenzierungstechnik auch nach der allogenen Transplantation eine
maoglichst zielgerichtete Rezidiv- und Erhaltungstherapie einzusetzen.

Wie schon bei den Patienten mit FLT3-Mutationen vor einer allogenen
Transplantation, setzten wir daher Sorafenib bei insgesamt 8 Patienten mit FLT3-
Mutation (7 ITD-, 1-TKD-Mutation) zur Behandlung des Rezidives nach allogener
Blutstammzelltransplantation ein (Referenz M). Alle Patienten erhielten Sorafenib als
Monotherapie und bereits zuvor war die Immunsuppression, soweit noch bestehend,
abgesetzt worden. Drei Patienten hatten vor Sorafenib zur Zytoreduktion AraC
erhalten, 3 weitere Patienten hatten kein Ansprechen auf die Kombination von
Azacitidine und Spenderlymphozyten gezeigt. Trotz dieses eher unglnstigen
Risikoprofils, das sich auch in dem kurzen Intervall von im Median 77 Tagen
zwischen Transplantation und Rezidiv widerspiegelte, erreichten 3 der Patienten eine
komplette Remission. Zwei verstarben infolge eines erneuten Progresses nach 164
bzw. 594 Tagen, wahrend die andere Patientin Uber 4 Jahre nach Beginn der
Sorafenib-Therapie ohne antileukdmische Therapie krankheitsfrei ist. Vier weitere
Patienten erreichten ein passageres hamatologisches Ansprechen, verstarben
jedoch ebenso infolge der AML wie auch 2 weitere Patienten, die kein Ansprechen

auf die Sorafenib-Therapie zeigten.

Insbesondere die drei Patienten, die eine komplette Remission erreichten, deuteten
an, dass eine Sorafenib-Monotherapie zumindest passager effektiv sein kann. Die
geringe Fallzahl und die Heterogenitat der Patienten lieRen jedoch keine finalen

Schlussfolgerungen zu. Aufgrund dessen haben wir analog zu der Betrachtung der
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Sorafenib-Therapie vor allogener Transplantation an einer multizentrischen
retrospektiven Analyse teilgenommen (Referenz N). Insgesamt konnten 29 Patienten
identifiziert werden, die aufgrund eines Rezidives nach der allogenen
Blutstammzelltransplantation mit Sorafenib als Monotherapie (mediane Tagesdosis
600 mg) fur im Median 76 Tage (Spanne: 14 bis 904 Tage) behandelt wurden. Mit
dieser Behandlung konnte bei 14 der 29 Patienten (48%) eine komplette Remission
erreicht werden, wobei bei der Halfte der Patienten sogar die FLT3-Mutation
molekular nicht mehr nachweisbar war. Etwas mehr als ein Drittel der Patienten
(38%) verlor das Ansprechen jedoch wieder im Median 197 Tagen (Spannbreite: 38
bis 225 Tage) nach Therapiebeginn. Verglichen mit den Patienten, die Sorafenib vor
einer allogenen Transplantation erhielten, waren die Inzidenz und das Intervall bis
zur sekundaren Resistenz signifikant geringer bzw. langer. Daher suggerieren diese
Daten, dass Sorafenib gerade in der Phase nach einer allogenen Transplantation
synergistisch mit immunologischen Effekten wirken konnte, ohne dass wir eine
gesteigerte Inzidenz einer GVHD beobachteten. Basierend auf diesen retrospektiven
Daten haben die Kollegen der Uniklinik in Marburg eine prospektive Studie
(SORMAIN, Eudra-CT: 2010-018539-16) initiiert, in welcher Sorafenib als
Erhaltungstherapie nach allogener Blutstammzelltransplantation bei AML-Patienten
mit FLT3-Mutation placebo-kontrolliert untersucht wird.

Daruber hinaus wecken diese Daten die Hoffnung, dass basierend auf dem besseren
molekularen Verstandnis flr molekulare Subgruppen der AML-Patienten in Zukunft
neue zielgerichtete Medikamente wie zum Beispiel auch die IDH-Inhibitoren (170) zur

Verflgung stehen kénnten.
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Schlussfolgerung und Ausblick

Unsere zusammengefassten Arbeiten haben in den vergangenen Jahren zu einem
besseren Verstandnis der Pathogenese sowie zu neuen diagnostischen und
therapeutischen Moglichkeiten bei den MDS und AML beigetragen.

In Einklang mit Arbeiten anderer Forschungsgruppen erbrachten unsere Resultate
die Erkenntnis, dass MSC wesentlich an der Entstehung der hamatopoietischen
Insuffizienz bei MDS, AML aber auch beim Myelom beteiligt sind. Die Tatsache, dass
bei verschiedenen Entitaten ahnliche Veranderungen der MSC vorliegen, lasst den
Schluss zu, dass der hamatopoietischen Insuffizienz madglicherweise
krankheitsuberlappend gemeinsame Mechanismen zugrunde liegen. Dieser
Hypothese folgen wir aktuell in einem Anschlussprojekt, in welchem wir in
Kooperation mit Herrn Prof. Frank Lyko vom Deutschen Krebsforschungszentrum in
Heidelberg vergleichend das Methylom und Transcriptom von MSC bei
verschiedenen Entitaten betrachten. Ungeklart ist bisher auch die Frage, ob es sich
bei den aufgedeckten Veranderungen um intrinsische Defekte der MSC oder eher
eine Reaktion auf den expandierenden malignen Zellklon handelt. Wahrend
Mausexperimente einen primaren Defekt der MSC als Ursache denkbar erscheinen
lieRen (91, 92), legen unsere Ergebnisse und die anderer Arbeitsgruppen nahe, dass
es sich um ein sekundar-reaktives Geschehen handelt (171). Letztgenannter
Hypothese werden wir nun in einem von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
geforderten Projekt (Projekt-Nr. SCHR 1470/1-1) nachgehen, in welchem wir den
Einfluss von MDS-Zellen auf die Stromafunktion untersuchen. Ziel solcher
Untersuchungen bezlglich der Interaktionen zwischen malignem Zellklon und
Stroma ist es, kurz- oder mittelfristig neue Therapieansatze zu finden, die einerseits
zur Eradikation des malignen Zellklons, andererseits zur Verbesserung der
Hamatopoiese beitragen kdnnen. Als ein erstes vielversprechendes Beispiel seien in
diesem Zusammenhang die klinischen Studien mit den ,TGF-beta-Ligand traps’
genannt. (95-97).

Bereits im  klinischen Alltag genutzt wird die mit Hilfe neuer
Sequenzierungstechniken immer genauer werdende molekulare Charakterisierung
der MDS und AML. Ahnlich wie in unseren Arbeiten bezliglich MN1, Calreticulin und
SETBP1 gezeigt, erlauben z. B. molekulare Marker wie TP53, EZH2 oder ASXL1 bei
den MDS (172) sowie FLT3-ITD- und NPM1-Mutationen bei den AML (133) eine
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Risikostratifikation ~ vorzunehmen und auf dieser Basis individuelle
Therapieentscheidungen flr den jeweiligen Patienten zu fallen. Auch der Verlauf der
minimalen Resterkrankung (MRD) wird sich in Zukunft mittels der individuellen
molekularen Marker, wie von uns am Beispiel des WT1 gezeigt, auf
submikroskopischem Niveau besser Uberwachen lassen. Dies wiederum bietet die
Chance fur frihzeitigere therapeutische Interventionen, um verbliebene Leukamie-
oder MDS-Zellen zu eliminieren und ein hamatologisches Rezidiv zu vermeiden. Um
diese diagnostischen Maoglichkeiten in Kenntnis des sich stetig im Wandel
befindlichen Wissens und 6konomisch darstellbar mdglichst vielen Patienten mit
myeloischen Neoplasien anbieten zu konnen, etablieren wir aktuell im Verbund mit
anderen Universitatskliniken eine NGS-basierte Genpanel-Plattform. Um daruber
hinaus das wunschenswerte Ziel einer personalisierten Therapie fur jeden AML- und
MDS-Patienten zu erreichen, wird es aber neben diesen diagnostischen Fortschritten
auch der Entwicklung von neuen zielgerichteten Medikamenten bedurfen. Als eines
der ersten solcher Medikamente werden aktuell Isocitratdehydrogenase-Inhibitoren
bei AML- und MDS-Patienten mit IDH-Mutation getestet (170).

Bis zur Verfugbarkeit solcher zielgerichteter Medikamente verbleibt die allogene
Blutstammzelltransplantation die Therapieform mit der hochsten Wahrscheinlichkeit
fur langfristige Krankheitsfreiheit (34, 43). Dabei konnte die therapie-assoziierte
Mortalitat kontinuierlich gesenkt werden (32), so dass hier nur noch begrenzt
Spielraum fir Optimierungen sein durfte. Wahrscheinlich  kénnen die
weitreichendsten Verbesserungen in der Phase nach der Transplantation durch
genaueres MRD-Monitoring und neue Therapien zur Vermeidung oder Behandlung
eine Rezidives erreicht werden. So konnten wir mit dem WT1 einen Marker in
unserem Nachsorge-Algorithmus etablieren, der im peripheren Blut messbar ist und
bei den meisten AML-Patienten und vielen MDS-Patienten mit einer hohen
Sensitivitat und Spezifitat eingesetzt werden kann. Hierdurch werden wir in Zukunft
Rezidive friher erkennen und behandeln kénnen. Dabei konnten wir durch unseren
Arbeiten  federflUhrend mitwirken, dass Azacitidine in Kombination mit
Spenderlymphozyten aufgrund seiner Wirksamkeit und guten Vertraglichkeit eine
relevante Therapiealternative darstellt und regelmafig im unserem klinischen Alltag
eingesetzt wird. Mit dem Ziel, die Ansprechraten und Uberlebenswahrscheinlichkeit
unserer Patienten weiter zu verbessern, haben wir nun an unserer Klinik sowie an 5

weiteren deutschen Kliniken die AZALENA-Studie initiiert, in welcher wir durch die
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zusatzliche Gabe von Lenalidomid die Alloimmunreaktion noch weiter verstarken
wollen (Abbildung 25).

AZALENA Trial
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Abbildung 25: Studienkonzept der Diisseldorfer AZALENA-Studie

Eine weitere Option, dass Ruckfallrisiko nach einer allogenen Transplantation zu
verringern und so die Uberlebenswahrscheinlichkeit zu steigern, ist eine
Konsolidations- oder Erhaltungstherapie. In diesem Kontext werden aktuell vor allem
die hypomethylierenden Substanzen Azacitidine und Decitabine sowie der
Histondeacetylase-Inhibitor Panobinostat in klinischen Studien untersucht. Darlber
hinaus sind als vielversprechendste Ansatze flr unsere Patienten die CAR-T-Zell-
Technologie sowie die Immuncheckpoint-Blockade zu nennen. Ziel dieser
Therapieformen ist eine aktive Manipulation der korpereigenen Immunabwehr, um
diese zum immunologischen Angriff auf das Malignom zu bringen. Trotz all dieser

jungsten Fortschritte bleibt es jedoch noch ein langer, arbeitsamer Weg, um den
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meisten Patienten mit myeloischen Neoplasien durch eine mdglichst personalisierte

Therapie langfristig helfen zu kdnnen.
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