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1 Einleitung 

Leukämien im Kindes- und Jugendalter 

Ungefähr 600 Kinder unter 18 Jahren erkranken in Deutschland jährlich an einer Leukämie. 

80% der Leukämien im Kindesalter sind akute lymphatische Leukämien (ALL), 15% akute 

myeloische Leukämien (AML), 5% chronisch myeloische Leukämien (CML) oder 

myelodysplastische Syndrome (MDS). [1] Akute Leukämien sind durch fehlende 

Ausdifferenzierung und unregulierte Proliferation unreifer hämatopoetischer Vorläuferzellen 

gekennzeichnet. Durch die Verdrängung der normalen Blutbildung im Knochenmark kommt 

es zu Anämie mit Blässe und Müdigkeit, Thrombozytopenie mit Blutungsneigung, 

Leukopenie mit Infektionen und Mukositis. Über den Blutstrom kommt es zur Infiltration 

leukämischer Zellen in alle Organe und somit unter anderem zur Vergrößerung von 

Lymphknoten, Leber und Milz. Häufiges Leitsymptom sind wechselnde Knochenschmerzen. 

ZNS-Befall kann zu Kopfschmerzen, Erbrechen, Sehstörungen und Krampfanfällen führen. 

Es finden sich häufig Blasten im peripheren Blutausstrich. Zur Diagnosestellung und 

Klassifikation der Leukämie ist eine Knochenmarkpunktion notwendig. Eine akute Leukämie 

liegt definitionsgemäß dann vor, wenn die Blastenpopulation über 30% der Gesamtzellzahl im 

Knochenmark beträgt. 

Die Klassifikation der Leukämien erfolgt entsprechend der unreifsten Zellelemente der 

betroffenen Zellreihe. Die Blasten werden morphologisch beurteilt, zur Charakterisierung 

ihrer Oberflächenantigene immunhistochemisch untersucht und molekulargenetisch zum 

Nachweis von Chromosomenveränderungen analysiert. Vor allem den genetischen 

Veränderungen der Leukämiezelle kommt eine prognostische Bedeutung zu.  

 

Akute lymphatische Leukämie (ALL) 

Die überwiegende Zahl der akuten lymphatischen Leukämien im Kindesalter entsprechen 

einer Entwicklungsstufe der B-Vorläuferzellen, bei der das CD10-Antigen, aber noch kein 

zytoplastisches Immunglobulin exprimiert wird (common ALL). Bei zwei Drittel der ALL- 

Erkrankungen im Kindesalter finden sich in den Leukämiezellen spezifische genetische 

Veränderungen. Die Therapie der ALL erfolgt gemäß der Therapiestudien der ALL-BFM 

(Berlin, Frankfurt, Münster)- Studiengruppe, stratefiziert in Risikogruppen, die der 

Rückfallwahrscheinlichkeit des Patienten entsprechen. [2-4] Die 1976 von H. Riehm 
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gegründete BFM-Studiengruppe ist durch ihr Behandlungskonzept und die erreichten hohen 

Heilungsraten bei der ALL international bekannt geworden.  

Bei Diagnosestellung gehören zu den bekannten Risikofaktoren: Das Alter des Patienten, die 

Anzahl der Leukozyten und die genetischen Veränderungen der Leukämiezellen. Der 

bedeutendste Risikofaktor jedoch ist das Ansprechen auf die Therapie.  

 

Stammzelltransplantation 

Obwohl die Heilungsrate der ALL Erkrankungen mit der ALL-BFM-Therapie ca. 75% 

beträgt, besteht die einzige Möglichkeit zur Heilung bei Hochrisikopatienten und bei 

Rezidiven in einer allogenen Stammzelltransplantation. [5] 

Bei der allogenen Stammzelltransplantation werden hämatopoetische Stammzellen eines 

geeigneten Spenders nach einer Konditionierung auf den Empfänger übertragen. [6, 7] 

Hämatopoetische Stammzellen lassen sich aus Knochenmark, aus Nabelschnurblut und, nach 

einer Behandlung mit hämatopoetischen Wachstumsfaktoren, aus peripheren Blut isolieren. 

Diese hämatopoetischen Stammzellen sind in der Lage das Knochenmark des Empfängers 

wieder zu besiedeln und ermöglichen ihm somit die Bildung von Erythrozyten, Granulozyten 

und Thrombozyten, sowie die Ausbildung eines neuen Immunsystems. Dieses ist in der Lage, 

verbleibende Tumorzellen zu zerstören, was als „Graft-versus-Leukemia“ (GvL)-Reaktion 

bezeichnet wird. [8] Gleichzeitig können immunkompetente T-Lymphozyten aus dem 

Transplantat Entzündungsreaktionen in verschiedenen Organen des Empfängers auslösen, 

eine sogenannte Graft-versus-Host Desease (GvHD). Es wird beschrieben, dass Patienten mit 

einer ausgeprägten GvHD deutlich seltener ein Rezidiv erleiden. [9] Daher wird nach einer 

Transplantation eine mäßiggeradige GvHD toleriert, um eine wirksame GvL-Reaktion zu 

unterhalten. 

Die myeloischen Linien und das Immunsystem tragen nach dem Anwachsen der 

Spenderstammzellen im Knochenmark, was als Engraftment bezeichnet wird, die genetischen 

Merkmale des Spenders. Dadurch entsteht ein chimärer Organismus. Der hämatopoetische 

Chimärismus, sprich, das gleichzeitige Vorhandensein von Zellen des Spenders und des 

Empfängers im Blut und im Knochenmark, lässt sich durch verschiedene Methoden, wie 

beispielsweise Zytogenetik [10, 11], Phänotypisierung der roten Blutzellen [12, 13], 

Restriktionfragmentlängenpolymorphismus-Analyse (RFLP) [14-17] und Fluoreszenz in situ 

Hybridisierung (FISH) von Geschlechtschromosomen [18-23] feststellen. Den Durchbruch 
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brachte die Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion (PCR) [24] und ihre Anwendung in 

der Chimärismusanalyse. [25-31] 

 

Chimärismusanalyse 

Auch nach einer allogenen Stammzelltransplantation besteht das Risiko eines Rezidivs [32], 

einer Abstoßung des Transplantats oder einer unzureichenden Knochenmarkfunktion. Daher 

sollte nach einem solchen Eingriff der hämatopoetische Chimärismus regelmäßig untersucht 

werden, während der ersten 100 Tage danach wöchentlich, anschließend monatlich [33, 34]. 

Dabei wird aus dem peripheren Blut DNA isoliert und auf autologe Anteile überprüft. Finden 

sich ausschließlich Merkmale des Spenders, wird dies als vollständiger Chimärismus 

(complete chimerism, CC) bezeichnet. Finden sich autologe Anteile, werden diese 

quantifiziert und gemäß ihres prozentualen Anteils als gemischter Chimärismus (mixed 

chimerism, MC) klassifiziert. Ist nur noch autologe DNA nachzuweisen, bezeichnet man das 

als autologe Rekonstitution (AR). Es konnte gezeigt werden, dass bei einem Anstieg des 

autologen Anteils die Gefahr eines Rezidivs stark erhöht ist. [33, 35-37] Bei den Patienten mit 

steigenden autologen Anteilen, die keine Immuntherapie erhalten haben, lag die 

Wahrscheinlichkeit innerhalb der nächsten drei Jahre ohne ein unerwünschtes Ereignis zu 

überleben bei 0 %. [33] Durch eine rechtzeitige Therapie, wie zum Beispiel dem Absetzen der 

Immunsuppression [38, 39] oder der Gabe von Zytokinen [8, 40, 41] oder Donorlymphozyten 

[42, 43], ist es häufig möglich einen Rückfall zu verhindern, daher ist es wünschenswert eine 

Methode zu finden, die ein Ansteigen des autologen Anteils und somit die Gefahr eines 

Rezidivs möglichst sensitiv erfassen kann. Da eine solche Immuntherapie mit Risiken und 

Nebenwirkungen, vor allem der Gefahr einer Graft versus Host Desease behaftet ist [44], 

sollen möglichst die Patienten ganz spezifisch erfasst werden, die tatsächlich Gefahr laufen, 

ein Rezidiv zu entwickeln. Bisher wird der hämatopoetische Chimärismus durch die Analyse 

von Short Tandem Repeats als genetische Marker untersucht. [45-48] Durch die Verwendung 

fluoreszenz-gelabelte Primer und die Trennung der PCR-Produkte mittels 

Kapillarelektrophorese lässt eine akkurate reproduzierbare Quantifizierung gemischter 

autologer Anteile durchführen. Durch Verwendung semiautomatisierter PCR Analyse ist 

dabei der Durchsatz großer Probenmengen möglich. [30, 46, 49-51] Somit können autologe 

Anteile von ca. 1% zuverlässig nachgewiesen werden, diese Methode stellt den derzeitigen 

Goldstandard dar. Es sind jedoch in den letzten Jahren mehrere Veröffentlichungen 

erschienen [52-55], in denen postuliert wurde, dass mit Hilfe der quantitativen Real-Time 

PCR eine Sensitivität von 0,1% erreicht werden kann. 
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Quantitative Real-Time PCR 

Die Real-Time PCR bietet parallel zur PCR die Möglichkeit der Quantifizierung mit Hilfe 

von Fluoreszenzmessungen. [56] Bei der in dieser Arbeit verwendeten Methode wird neben 

dem Forward und dem Reverse Primer eine Hydrolysesonde eingesetzt, die an einem Ende 

mit einem Quencher und am anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff versehen 

ist. [57, 58] Auf Grund der räumlichen Nähe zwischen diesen beiden komplementären 

Fluorophoren wird durch den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) die Energie 

des angeregten Reporter- Fluoreszenzfarbstoffs auf den Quencher übertragen. Durch die Taq-

Polymerase, die gleichzeitig Exonuclease Aktivität besitzt, wird die Sonde während der 

Synthese des Gegenstrangs vom 5’-Ende abgebaut. Das führt dazu, dass sich Quencher und 

Reporterfarbstoff voneinander entfernen, und das exponentiell steigende Fluoreszenzsignal 

des Reporters gemessen werden kann. Basierend auf dem Hintergrundsignal wird ein 

Schwellenwert für ein spezifisches Fluoreszenzsignal definiert. Dieser Schwellenwert wird 

benutzt um den CT-Wert (cycle threshold) zu berechnen, er entspricht dem PCR Zyklus, in 

dem das Fluoreszenzsignal erstmalig das Hintergrundsignal übersteigt. Der CT-Wert ist direkt 

proportional zur eingesetzten Menge an Target DNA.  

 

 

Abbildung 1-1: Die drei Phasen der Real-Time PCR Kurve. 

Die Log-lineare Phase beginnt mit dem Threshold Cycle bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz übersteigt  

 

Zur Quantifizierung der DNA-Ausgangsmenge (N0) wird eine Verdünnungsreihe mit DNA-

Lösungen bekannter Konzentration verwendet und die erhaltenen CT-Werten gegen die 

logarithmierten Ausgangskonzentrationen aufgetragen.  
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Abbildung1-2: Links: Real Time - PCR-Kurven für verschiedene DNA - Ausgangskonzentrationen Je höher die Konzentration an 

Target um so niedriger der CT-Wert. Rechts: Standard Amplifikationskurve  

 

Aus der Steigung der erhaltenen Gerade lässt sich die Effizienz (E) der PCR-Amplifikation 

bestimmen. 

 

CT = (-1/lgE)lgN0 + (-1/lgE)lgNCT → CT ~ -lg N0 

Gleichung 1.1 

wobei -1/lgE der Steigung entspricht. Eine Steigung m = -3,32 entspräche einer theoretischen 

idealen Effizienz von 100% und somit einer Verdopplung des PCR-Produkts in jedem 

Amplifikationszyklus. 

Mit Hilfe der Standardgeraden lässt sich die Ausgangskonzentration an Target-DNA aus dem 

CT-Wert einer beliebigen Probe bestimmen. 

 

Sequenz Polymorphismen 

Sequenz Polymorphismen (SPs) sind genetische Variationen, die durchschnittlich alle 200 – 

1000 Basenpaare auftreten. [59-61] Die Sequenz unterscheidet sich an diesen Stellen oft nur 

um wenige Basen oder sogar nur ein einziges Nukleotid, was dann als Single Nucleotide 

Polymophism (SNP) bezeichnet wird. Die meisten Sequenz Polymorphismen sind biallel und 

werden von beiden Eltern vererbt. Daher werden sie auch häufig zur Identitäts- oder 

Verwandtschaftsanalyse herangezogen. Sie können als genetische Marker in quantitativen 

Real-Time PCR Reaktionen zur Chimärismusanalyse dienen. [52-55, 62]  
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Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist es die neue Methode der Real-Time PCR zur quantitativen 

Chimärismusanalyse mit Hilfe von bekannten Sequenz Polymorphismen in unserem Labor zu 

etablieren und mit der derzeit verwendeten Methode der STR-Analyse, die den Goldstandard 

darstellt, zu vergleichen. Dazu sollten die Proben von 163 Kindern mit einer ALL, die eine 

allogener Stammzelltransplantation erhalten haben und die bereits mit der STR-Methode 

untersucht worden waren, mit der Methode der quantitativen Real-Time PCR reevaluiert 

werden. 

 

Folgende Fragestellungen sollen dabei untersucht werden: 

1. Ist es möglich für alle Empfänger-/Spender-Paare einen informativen Sequenz 

Polymorphismus zu finden? 

2. Wie ist die Anwendbarkeit der Real-Time PCR Methode in der täglichen Praxis? 

3. Wie ist die Sensitivität der informativen Marker? 

4. Kann man mit der Real-Time PCR Methode eine höhere Sensitivität als mit der STR-

Analyse erzielen, ohne dabei an Spezifität zu verlieren? Ist es damit möglich einen 

ansteigenden Chimärismus früher zu diagnostizieren und somit früher darauf zu 

reagieren? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Patienten 

Von Januar 1996 bis Dezember 2001 erhielten 163 ALL Patienten in 13 pädiatrischen 

Transplantationszentren eine Stammzelltransplantation [33]. Zwei der Patienten wurden ein 

weiteres Mal transplantiert.  

 

2.1.2 Primer & Probes 

Sämtliche Primer und Probes (Tabelle 2.1) wurden von der Firma SIGMA Aldrich bezogen. 

Marker  Sequenz  5’-3’
 

(FAM-TAMRA) Probe Chromosom 

S01aa 
F GGTACCGGGTCTCCACATGA 

R* GGGAAAGTCACTCACCCAAGG 

CTGGGCCAGAATCTTGGTCCTCACA 

 
17q 

S01ba F GTACCGGGTCTCCACCAGG   

S02a 
F GCTTCTCTGGTTGGAGTCACG 

R GCTTGCTGGCGGACCCT 

CTGCACCACCAAATCATCCCCGTG 

 

Y 

S03a 
F CTTTTGCTTTCTGTTTCTTAAGGGC 

R TCAATCTTTGGGCAGGTTGAA 

CATACGTGCACAGGGTCCCCGAGT 

 

6q 

S04aa 
F* CTGGTGCCCACAGTTACGCT 

R AAGGATGCGTGACTGCTATGG 

TCCTGGCAGTGTGGTCCCTTCAGAA 

 

9 

S04ba R AGGATGCGTGACTGCTCCTC   

S05aa 
F AAAGTAGACACGGCCAGACTTAGG 

R* CATCCCCACATACGGAAAAGA 

CCCTGGACACTGAAAACAGGCAATCCT 

 

20 

S05ba F AGTTAAAGTAGACACGGCCTCCC   

S06a 
 F CAGTCACCCCGTGAAGTCCT 

R TTTCCCCCATCTGCCTATTG 

CCCATCCATCTTCCCTACCAGACCAGG 

 

1p 

S07aa 
F TGGTATTGGCTTTAAAATACTGGG 

R TGTACCCAAAACTCAGCTGCA 

TCCTCACTTCTCCACCCCTAGTTAAACAG 

 

X 

S07ba 
FGGTATTGGCTTTAAAATACTCAACC 

R CAGCTGCAACAGTTATCAACGTT 

  

S08aa 
F CTGGATGCCTCACTGATCCA 

R*  TGGGAAGGATGCATATGATCTG 

CTCCCAACCCCCATTTCTGCCTG 

 
1q 

S08ba F GCTGGATGCCTCACTGATGTT   

S09aa 
F* GGGCACCCGTGTGAGTTTT 

R TCAGCTTGTCTGCTTTCTGGAA 

TGGAGGATTTCTCCCCTGCTTCAGACAG 

 

17q 
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S09ba R CAGCTTGTCTGCTTTCTGCTG   

S10aa 
F GCCACAAGAGACTCAG 

R* TGGCTTCCTTGAGGTGGAAT 

CAGTGTCCCACTCAAGTACTCCTTTGGA 

 
18 

S10ba F TTAGAGCCACAAGAGACAACCAG   

S11aa 
F TAGGATTCAACCCTGGAAGC 

R* CCAGCATGCACCTGACTAACA 

CAAGGCTTCCTCAATTCTCCACCCTTCC 

 

11 

S11ba F CCCTGGATCGCCGTGAA   

PECAM1Gb 

F 

GGATCTATGACTCAGGGACATATAAATG 

R* AGGACTCACCTTCCACCAACCTC 

TGTGAACAACAAAGAGAAAACCACTGCA

GAGT 

 

17 

PECAM1Cb F AGGACTCACCTTCCACCAACCCG   

ICAM1Gb 
F* GCACTTTCCCACTGCCCAT 

R AGAGCACATTCACGGTCACCCAC 

CAGTGACTGTCACTCGAGATCTTAGGGC 

 

19 

ICAM1Ab R AGAGCACATTCACGGTCACCATT   

HA1G-Tb 
F TGCTGGCGGACGTGG  

R GCTCTCACCGTCACGCAA 

CCGCTTCGCTGAGGGCCTTGA 

 

19 

HA1A-Cb R GCTCTCACCGTCATGCCG   

MLH1Cb 
F* GAGACCCAGCAACCCACAGA 

R TCGTGCTCACGTTCTTCCTCC  

ATTCAAGCTGTCCAATCAATAGCTGCCG 

 

3 

MLH1Tb R TCGTGCTCACGTTCTTCC ATT   

SUR1Cb 
F TGCCACCCTCCCTCCCTAC 

R* GTCTTCCAGAGTCCCCGACAG 

CAGGTGGGCTGCGGCAAGTCC 

 

11 

SUR1Tb F TGCCACCCTCCCTCCCTAT   

Albumin 
F TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT 

R CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT 

TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGA 

 

4 

Tabelle 2-1: Verwendete Primer und Probes 

*gemeinsamer Primer, F = Forward Primer, R = Reverse Primer 

aAlizadeh et al.2002[52] 

bMaas et al.2003, 2004[53, 54] 

 

Die lyophyllisierten Oligonucleotide wurden vor der Verwendung in H2O zu einer 

Konzentration von 100 pM/L gelöst, aliquotiert und als Stammlösung bei -80°C aufbewahrt. 

Als Arbeitslösungen wurden die Aliquots der Forward und Reverse Primer direkt verwendet, 

die Probes wurden 1:20 verdünnt. 

Zur Durchführung der PCR Reaktionen wurden jeweils 600 nM Forward und Reverse Primer 

und 200 nM Probe, für die Albumin Assays wurden je 900 nM Forward und Reverse Primer 

und 100 nM Albumin TaqMan-Probe eingesetzt. 
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Als Reporter-Fluorophor wurde FAM (6-carboxyfluorescein) und als Quencher TAMRA (6-

carboxy-tetramethyl-rhodamine) verwendet. 

2.1.3 PCR 

2.1.3.1 Platten 

Thermo Fast ®96, semi skirted für den iCycler iQ5 (ABgene) 

PP PCR Plate 96 well semi skirted for ABI (greiner bio-one)      

2.1.3.2 Folien 

Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems) 

2.1.3.3 Reaktionsmix 

2x TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

2x Absolute QPCR Rox Mix (ABgene) 

2.1.4 Kits 

2.1.4.1 DNA Extraktion 

QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen) 

QIAamp® DNA Blood Midi Kit (Qiagen) 

2.1.4.2 Vervielfältigung genomischer DNA  

GenomiPhiTM DNA Amplification Kit (Amersham Biosciences) 

GenomePlexTM Whole Genome Amplification (WGA) Kit (SIGMA) 

GenEluteTM PCR Clean-up Kit (SIGMA) 

2.1.5 Geräte 

2.1.5.1 PCR 

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) 

2.1.5.2 Real-Time PCR 

ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems) 

iCycler iQ5 Multicolor Real-time PCR Detection System (Bio Rad) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Isolierung genomischer DNA 

Die DNA aus peripheren Blut (PB) und Knochenmark (BM) wurde mit Hilfe des QIAamp® 

DNA Blood Midi Kit (Qiagen) für die Vorproben des Empfängers und des Spenders oder des 

QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen) für die Proben nach der Transplantation gemäß 

dem Protokoll des Herstellers extrahiert. 

 

2.2.2 Quantifizierung genomischer DNA 

Konzentration und Reinheit der DNA Proben, die bis zum 31.12.1999 isoliert worden waren, 

wurde durch Messung der optischen Dichte bei 260 und 280 nm mit Hilfe eines UV 

Spektrometers (BioPhotometer Eppendorf) bestimmt. Die Konzentration der späteren Proben 

wurde durch ein Albumin-Real Time PCR Assay bestimmt [63]. Als Standardreihe für das 

Albumin Assay wurden DNA Proben bekannter Konzentration von 300 ng DNA, 60 ng DNA 

und 12 ng DNA eingesetzt. Die Konzentration der Vorproben von Empfänger und Spender 

wurde mit beiden Methoden kontrolliert. 

 

2.2.3 Vervielfältigung genomischer DNA 

Falls die Vorproben von Spender und Empfänger nicht mehr ausreichend Material enthielten 

um ein Screening nach Sequenz Polymorphismen durchzuführen wurde die DNA mit Hilfe 

des GenomiPhiTM DNA Amplification Kits (Amersham Biosciences) oder des GenomePlexTM 

Whole Genome Amplification (WGA) Kits (SIGMA) nach dem Protokoll des Herstellers 

vervielfältigt. Im Falle der Verwendung des GenomePlexTM Whole Genome Amplification 

(WGA) Kits (SIGMA) musste eine Reinigung des PCR Produkts mit Hilfe des GenEluteTM 

PCR Clean-up Kit (SIGMA) erfolgen. 

Die Bestimmung der Ausbeute erfolgte spektrometrisch und durch das Albumin-Real Time 

PCR Assay. 

 

2.2.4 Screening nach Sequenz Polymorphismen 

Elf biallelische Sequenz Polymorphismen (S01- S11) [52] wurden als genetische Marker für 

das initiale Primerscreening verwendet. Drei davon (S02, S03, S06) sind sogenannte 
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Nullallele [55], was bedeutet, dass sie entweder in einem Individuum vorhanden sind oder 

fehlen. S02 liegt auf dem Y-Chromosom und ist in allen männlichen Individuen vorhanden.  

Für das initiale Primerscreening wurden PCR Platten vorbereitet, die Mischungen der 

jeweiligen SP Forward und Reverse Primer (je 600 nM) sowie der dazugehörigen Probe (200 

nM) nach einem festen Schema enthielten (siehe Abb. 2.1). Diese Platten wurden mit Folie 

abgedeckt und waren so bis zu zwei Wochen im Kühlschrank haltbar. Zum Primerscreening 

wurde die DNA von Spender und Empfänger jeweils zu einer Konzentration von 40 ng/well 

mit 2 x TaqMan Universal PCR Master Mix und H2O vermischt und zu einem Endvolumen 

von 20 µl auf die vorbereiteten Platten verteilt. So konnten auf einer vorbereiteten Platte zwei 

Spender/Empfänger-Paare getestet werden. Falls die Vorprobe des Spenders nicht mehr 

ausreichend DNA enthielt, wurde eine Nachprobe verwendet, die mit der STR Methode als 

CC klassifiziert worden war und somit den genetischen Merkmalen des Spenders entsprach. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A S01a S06 S10b S01a S06 S10b S01a S06 S10b S01a S06 S10b 

B S01b S07a S11a S01b S07a S11a S01b S07a S11a S01b S07a S11a 

C S02 S07b S11b S02 S07b S11b S02 S07b S11b S02 S07b S11b 

D S03 S08a  S03 S08a  S03 S08a  S03 S08a  

E S04a S08b  S04a S08b  S04a S08b  S04a S08b  

F S04b S09a  S04b S09a  S04b S09a  S04b S09a  

G S05a S09b  S05a S09b  S05a S09b  S05a S09b  

H S05b S10a  S05b S10a  S05b S10a  S05b S10a  

Abbildung 2-1: Pipettierschema für das SP Screening 

 

Wenn kein informativer Marker gefunden wurde, wurden fünf weitere biallelische Sequenz 

Polymorphismen (PECAM1, ICAM1, HA1, MLH1, SUR1) [53] getestet, so dass insgesamt 

29 Marker zur Verfügung standen.  

Die PCR Reaktion erfolgte für 2 Minuten bei 50°C, anschließend für 10 Minuten bei 95°C, 40 

bzw. 50 Amplifikationszyklen bei 95°C für 15 Sekunden (Denaturierung) und 60°C für 60 

Sekunden (Annealing). 
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Ein Allel wurde als positiv für einen Sequenz Polymorphismus betrachtet, wenn der CT-Wert 

< 30 betrug und als negativ wenn der CT-Wert je nach Gerät 40 bzw. 50 betrug. Für S01a, 

PECAM1, ICAM1, HA1, MLH1 und SUR1 wurde ein CT-Wert > 36 bereits als negativ 

betrachtet, da die hier verwendeten Primer ein beträchtliches Hintergrundsignal generierten. 

Ein Marker wurde als informativ bezeichnet, wenn der Empfänger positiv und der Spender 

negativ für diesen war.  

2.2.5 Standardreihen 

Als Standardreihen wurden künstliche DNA Mischungen gesunder freiwilliger Spender 

verwendet. Die DNA freiwilliger Spender wurde auf die verwendeten Sequenz 

Polymorphismen hin untersucht. Aus zwei geeigneten DNA Proben, einer, die den Marker 

besitzt und als Recipient ( R ) bezeichnet wird und einer, die negativ für den fraglichen 

Marker ist und Donor ( D ) genannt wird, werden künstliche DNA Mischungen in folgenden 

Mischungsverhältnissen verwendet:  

100% R / 0% D 

10% R / 90% D 

1% R / 99% D 

0,1 % R / 99,9 % D 

0,01% R / 99,99% D 

0,001% R / 99,999% D 

0% R/ 100% D. 

Die Gesamt DNA Menge betrug jeweils 12,5 ng/µl, so dass für jede PCR Reaktion 2 µl 

eingesetzt wurden, um eine DNA Menge von 25 ng pro Well zu erreichen. Wann immer es 

möglich war, wurden homozygote Standardreihen hergestellt. Heterozygote Standardreihen 

wurden nur dann verwendet, wenn der Empfänger auch heterozygot für den Sequenz-

Polymorphismus war, und wenn kein homozygoter Marker zur Verfügung stand. 

Da für den Marker S09a bisher keine Standardreihe aus gesunden, freiwilligen Spendern 

gefunden werden konnte, wurde hier eine Standardreihe aus der DNA eines betreffenden 

Patienten und seines Spenders hergestellt. 

Als Standardreihe für das Albumin Assay wurden DNA Proben bekannter Konzentration von 

200 ng DNA, 60 ng DNA und 10 ng DNA eingesetzt.  
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2.2.6 Quantitative Real-Time PCR 

Alle Real-Time PCRs wurden entweder mit dem ABI PRISM 7700 Sequence Detector 

(Applied Biosystems) oder dem iCycler iQ5 Multicolor Real-time PCR Detection System 

(Bio Rad) durchgeführt. 

Wenn für ein Empfänger/Spender-Paar mehrere informative Marker gefunden worden waren, 

wurde einer davon für die Quantifizierung ausgewählt.  

 

2.2.6.1 Durchführung 

Die quantitativen Real-Time PCR Reaktionen wurden in einem Reaktionsvolumen von 15 µl 

durchgeführt. Zunächst wurden 8 µl 2x PCR Master Mix in jedem verwendenden Well 

vorgelegt und mit 5 µl Primer/ Probe Mix versetzt. Anschließend wurden 25 ng DNA zu 

jedem Well zugegeben, die Platte mit Folie verschlossen und bei 900 Umdrehungen 5 min 

zentrifugiert.  

Zur Quantifizierung der autologen Anteile wurde eine geeignete Standardreihe aufgetragen 

und von jeder Probe Doppelbestimmungen durchgeführt. Zur Bestimmung der DNA Menge 

wurde in einem dritten Well das Albumin Signal bestimmt und, mit Hilfe einer Albumin 

Standardreihe, die DNA Konzentration überprüft. Die Vorproben von Empfänger und 

Spender, sowie eine Negativkontrolle (Non Template Control – NTC), wurden ebenfalls 

aufgetragen.  

 

Die PCR Reaktion erfolgte für 2 Minuten bei 50°C, anschließend für 10 Minuten bei 95°C, 

dann folgten 50 Amplifikationszyklen bei 95°C für 15 Sekunden (Denaturierung) und bei 

60°C für 60 Sekunden (Annealing). Für PECAM 1 betrug die Annealing Temperatur 63°C. 



19 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
V 

100% 

V 

100% 

V 

Pr.-Nr. 

V 

Pr.-Nr. 

V 

Pr.-Nr. 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 

B 
V 

10% 

V 

10% 

D 

Pr.-Nr. 

D 

Pr.-Nr. 

D 

Pr.-Nr. 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 

C 
V 

1% 

V 

1% 

N 

Pr.-Nr. 

N 

Pr.-Nr. 

N 

Pr.-Nr. 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 Alb. 

300ng 

D 
V 

0.1% 

V 

0.1% 

 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 Alb. 

300ng 

E 
V 

0.01% 

V 

0.01% 

 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

Alb. 

60ng 

F 
V 

0.001% 

V 

0.001% 

 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

Alb. 

60ng 

G 
D 

100% 

D 

100% 

 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

Alb. 

12ng 

H NTC NTC 

 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr. 

 

Pr.-Nr 

Alb. 

 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 
 

Pr.-Nr 

Alb. 

Alb. 

12ng 

Abbildung 2-2: Pipettierschema Quantifizierung 

 

2.2.6.2 Auswertung  

Die Auswertung erfolgte mit der ABI PRISM 7700 Sequence Detector Software und der Bio-

Rad iQ5 Optical System Software.  

Zur Analyse der Daten wurde zunächst die Standardkurve betrachtet: Trägt man den CT-Wert 

gegen den logarithmischen Wert der Verdünnung auf, so sollte die Steigung der 

Standardkurve theoretisch -3,32 betragen, da die autologen Anteile in jedem Schritt um den 

Faktor 10 verdünnt werden. Allerdings wurden in der Praxis Werte zwischen -3,0 und -3,9 

akzeptiert, solange der Korrelationskoeffizient > 0,95 betrug [64]. Aus dieser Standardkurve 

und dem CT-Wert der zu messenden Proben wurde dann der prozentuale Anteil autologer 

DNA berechnet. 
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Wenn ein heterozygoter oder ein hemizygoter Marker mit einer homozygoten Standardreihe 

für die Quantifizierung verwendet worden war, wurde das erhaltene Ergebnis mit dem Faktor 

2 multipliziert.  

Außerdem wurde das Ergebnis mit Hilfe des gemessenen DNA Gehaltes normalisiert, so dass 

Fehler in der Quantifizierung, die durch den Einsatz unterschiedlicher DNA Mengen zustande 

kamen, korrigiert wurden. 

Das normalisierte autologe Signal der Empfänger-Vorprobe sollte 100%, das der 

Spenderprobe 0% betragen. Wir haben für den Empfänger ein autologes Signal zwischen 50% 

und 200% akzeptiert, was einer Differenz von einem CT-Wert von 1, verglichen mit dem 

100% R/ 0% D Standard, entspricht. Das autologe Signal der Spenderprobe betrug in der 

Regel 0%, bei einigen Markern (siehe oben) gab es ein Signal, dass ignoriert wurde, wenn es 

unter dem Limit der Sensitivität von 0,1% lag, bzw. einen CT von größer 36. 

 

2.2.7 Statistische Methoden 

Diese Arbeit war Teil einer größeren Studie, in welcher, außer den Proben der ALL-Patienten, 

noch die von 70 AML-Patienten, 60 MDS-Patiententen und 31 Patienten mit einer JMML 

nach allogener Stammzelltransplantation betrachtet wurden. Zur statistischen Bewertung der 

Methode wurden sinnvollerweise die Ergebnisse aus der gesamten Studie verwendet [65]. 

Die statistische Auswertung der Methode wurde von Frau Dr. Gaby Schneider vom Institut 

für Computerwissenschaften und Mathematik der Johann Wolfgang Goethe-Universität 

Frankfurt durchgeführt. 

 

2.2.7.1 Software 

Die statistische Analyse wurde mit dem Softwarepaket „R“ durchgeführt, welches eine 

Sprache und Umgebung für statistische Auswertungen und die Erstellung von Graphiken 

darstellt [66] 

 

2.2.7.2 Berechnung der kumulativen Informativität der genetischen Marker 

In einem Satz von n genetischen Markern M1, M2,..., Mn entspricht die Informativität I der 

Wahrscheinlichkeit für jeden Marker M für ein willkürlich gewähltes Empfänger-/Donorpaar 

informativ zu sein. Nimmt man an, dass die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmter Primer 

informativ für ein Empfänger-/Donorpaar unabhängig davon ist, dass irgendein anderer 
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Marker ebenfalls informativ für dieses Empfänger-/Donorpaar ist, dann gilt für die 

Informativität I[M1, M2,..., Mn] : 

I[M1, M2,..., Mn] = 1-[(1-I1)*(1-I2)*...*(1-In)] 

Gleichung 2.1 

 

2.2.7.3 Bewertung der Messgenauigkeit 

Die Messgenauigkeit der empfängerspezifischen Signale wurde auf Basis von n = 3942 

doppelt durchgeführter Bestimmungen normalisierter autologer Anteile der entsprechenden 

Proben nach Transplantation beurteilt. Die Doppelbestimmungen werden mit Xi
(1), Xi

(2) mit i 

= 1, ..., 3942 bezeichnet und das autologe Signal entspricht dem Mittelwert der 

Einzelmessungen Ai = ½( Xi
(1)+ Xi

(2)). Die Differenzen zwischen den Einzelmessungen Di =    

| Xi
(1)- Xi

(2)| werden herangezogen, um die Genauigkeit zu bestimmen, mit der ein autologes 

Signal gemessen wird. Da diese Genauigkeit sinkt, wenn die Höhe des autologen Signals 

ansteigt, wurde die Messgenauigkeit als Funktion der autologen Signale selbst bestimmt. 

In dem vorliegenden Datensatz stieg log10(D) linear zu dem log10(A) an. Diese Beziehung 

kann durch lineare Regression mit folgender Gleichung quantifiziert werden: 

log10(D)=0.77 log10(A) - 0.58 + F 

Gleichung 2.2 

wobei F einen Fehlerterm mit einem Mittel von 0 und einer Varianz von 0.19 bezeichnet. 

Basierend auf dieser Relation zwischen log10(A) und log10(D) kann die erwartete Differenz 

zwischen Messungen E(D) als Funktion des mittleren autologen Signals ausgedrückt werden: 

E(D) ≈ 10-0.58+ln(10)-0.19/2 ≈ 0.44·A0.77 

Gleichung 2.3 

Dementsprechend wird die Präzision, mit der ein autologes Signal A gemessen werden kann, 

geschätzt als: 

 ˆ σ A = E(D) /2 = 0.22 ⋅ A
0.77   

Gleichung 2.4 

Die Werte, die sich daraus für ˆ σ A  als Funktion von A ergeben, sind als durchgezogene Linie 

in Abbildung 3-3 dargestellt. Um diese Ergebnisse zu unterstützen wurde ˆ σ A  separat für 

verschiedene Bereiche von A abgeschätzt, dies zeigen die Intervalle auf der x-Achse. Für 

jedes Intervall wurde die erwartete Differenz E(D) als Mittel aller Differenzen zwischen den 

Doppelbestimmungen ermittelt. Die dadurch resultierenden Werte von ˆ σ A  wurden als 
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gestrichelte Kurve in Abbildung 3-3 dargestellt, die sich sehr gut mit der durchgezogenen 

Kurve der linearen Regressionsanalyse deckt. 

In Proben mit starkem autologen Signal übersteigt die gemessene Menge zuweilen 100%. Das 

liegt, bedingt durch die Methode der RT-PCR, an der geringeren quantitativen Genauigkeit 

von Signalen, welche größer als 5% sind. Da autologe Signale über 100% nicht sinnvoll sind, 

wurden sie in den Darstellungen weg gelassen. 

Basierend auf der geschätzten Präzision der Messung ˆ σ A , kann ein 95%-Konfidenzintervall 

(CI 95%) für ein gegebenes autologes Signal A wie folgt berechnet werden: Unteres CI 95% 

Limit A - 2 ˆ σ A , oberes CI 95% Limit A+2 ˆ σ A  (Tabelle 3-2). 

 

2.2.7.4 Autologe Signale in Abhängigkeit von der eingesetzten DNA-Menge  

Um herauszufinden, ob die Reproduzierbarkeit eines autologen Signals von der eingesetzten 

DNA-Menge abhängt, wurden die Differenzen nicht normalisierter autologer Signale 

zwischen Doppelbestimmungen gegen die eingesetzte DNA-Menge aufgetragen. Dabei ist zu 

beachten, dass eine geringere Menge eingesetzter DNA zu einer reduzierten maximalen 

Sensitivität führt.  
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3 Ergebnisse 

Zur statistischen Bewertung der Methode wurden alle Ergebnisse, die im Rahmen unserer 

Untersuchungen durchgeführt wurden, herangezogen. Die patientenbezogene Auswertung 

und Diskussion in dieser Arbeit bezieht sich auf die Proben der ALL-Patienten. 

3.1 Statistische Bewertung der Methode 

3.1.1 Informativität der genetischen Marker 

 

Die Informativität der 29 genetischen Marker wurde im Rahmen der Bewertung der Methode 

aus 321 Empfänger-/Spenderpaaren bestimmt (Tabelle 3-1).  

 

        n 

___________________________________________________________________ 

Patienten  317 

Transplantationen     321 

Diagnose 

ALL 156 

AML 70 

MDS 60 

JMML 31 

Geschlecht 

männlich      104 

weiblich      48 

Altera bei SZT (Jahre)    9.1 Jahre (0.3 – 22.2) 

Follow upb      1.7 Jahre (0.2 – 6.8) 

Spender 

matched family donor     96 

mismatched family donor    47 

matched unrelated donor    140 

mismatched unrelated donor    38 

Post-Transplantation Proben pro Patienta 

Peripheres Blut     15 (1-73) 
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Knochenmark      2 (0-11) 

Total       18 (1-76) 

 

Peripheres Blut       4659 

Knochenmark      756 

Total       5415 

___________________________________________________________________________ 

Tabelle 3-1: Patienten und Proben zur statistischen Bewertung der Methode 

a Median (Range); b von Patienten, die leben und sich in vollständiger Remission befinden, unabhängig vom Chimärismus und 

immunologischer Intervention. 

 

Insgesamt konnte für 96% der Paare (308 von 321) ein geeigneter Marker gefunden werden. 

Die Marker S05a, PECAM1 G, HA1 G-T, MLH1 G, SUR1 C und SUR1 T wurden nicht zur 

Quantifizierung verwendet, da ihre Informativität niedrig war, und alle Empfänger-/ Donor-

Paare, die für diese SPs informativ waren alternative Marker zur Auswahl hatten. Es ist aber 

dennoch wichtig auch auf diese Marker zu testen, um den allelen Status festzustellen. Für 

nicht verwandte Empfänger-/Spender-Kombinationen wurde in 98,3% der Fälle (175 von 

178) ein Sequenz Polymorphismus gefunden. Im Falle eines verwandten Spenders konnte in 

133 von 143 Fällen (93,0%) ein geeigneter Marker bestimmt werden. Die mittlere Anzahl 

informativer Marker betrug 2,5 (1-7). Umgekehrt betrug die Informativität für den Donor 

insgesamt 90.3% (290 von 321); 94.9% (169 von 178) für nicht verwandte Paare und 84.6% 

(121 von 143) für verwandte Spender. Für den Donor wurden durchschnittlich 2,4 (0-7) 

informative Marker gefunden. Die Informativität der genetischen Marker ist insgesamt für 

den Donor etwas geringer, das liegt daran, dass nur solange gescreent wurde, bis ein Marker 

gefunden war, der für den Empfänger informativ ist, unabhängig davon, ob für den Donor ein 

informativer Marker gefunden werden konnte. 

 

3.1.2 Kumulative Informativität der genetischen Marker 

Um die kumulative Informativität eines Satzes von n spezifischen genetischen Markern zu 

bestimmen, ist es notwendig, dass diese Marker unabhängig voneinander sind. Das bedeutet, 

die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmter Marker für ein willkürlich gewähltes 

Empfänger/Spenderpaar informativ ist, hängt nicht davon ab, ob irgendein anderer Marker für 

dieses Paar informativ ist. Das gilt für alle verwendeten genetischen Marker, außer S02.  
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S02 liegt auf dem Y-Chromosom und ist somit immer informativ, wenn der Empfänger 

männlich und der Spender weiblich ist. Daher wurde S02 bei der Berechnung der kumulativen 

Informativität ausgeschlossen.  

Die Abbildung 3-1 verdeutlicht die kumulative Informativität zur Diskriminierung des 

Spendergenoms auf der Basis von 258 nicht männlich/weiblichen Empfänger/Spenderpaaren. 

Um die Ableitung der kumulativen Informativität darzustellen, wurden die genetischen 

Marker nach absteigender Informativität angeordnet. Die kumulative Informativität wird mit 

Hilfe der Gleichung 2.1 berechnet. Außerdem zeigt die Abbildung 3-1, dass durch 

gleichzeitiges Screenen von neun Markern bereits eine Informativität von ungefähr 80% 

erreicht werden kann; mit vier weiteren Markern ist es möglich eine Informativität von über 

90% zu erhalten. Falls ein anderer Satz von Primern für das initiale Primerscreening 

erwünscht ist, lässt sich die kumulative Informativität auf die gleiche Weise berechnen. Für 

unsere 19 Marker aus dem initialen Primerscreening ergibt sich eine Informativität von 

90,8%. 

 

 

Abbildung 3-1: Kumulative Informativität der verwendeten genetischen Marker (erstellt von Dr. G. Schneider) 

 

3.1.3 Validität und Sensitivität der Methode 

Zur Quantifizierung des Chimärismus mit 23 SP-Markern wurden 17 künstliche chimäre 

DNA-Mischungen hergestellt, die als Standardreihen verwendet wurden. In Tabelle 3-2 ist die 

Verteilung der Sensitivität der verwendeten SP-Marker dargestellt (wegen der besseren 

statistischen Bewertbarkeit der Methode wieder bezogen auf 308 Transplantationen). Die 

Sensitivität betrug zwischen 1% (1E-2) und 0.01% (1E-4). In 83,3% der Quantifizierungen 

wurde eine Sensitivität von wenigstens 0,1% (1E-3) erreicht. 
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Marker  

Informativität (%)
 

Anzahl der 

getesteten 

R/D Paare 

(n) 

Anzahl der 

Quantifizie 

rungen 

(n) 

Verteilung der Sensitivität 

in Quantifizierungen (%) 
Unterscheidung 

des Empfängers 

Unterscheidung 

des Donors 

Initiales Primer Screening
a 

 0.01
d
 0.1

d
 1

d
 

S01a
 

9.0 6.9 321 13 7.7 76.9 15.4 

S01b 8.1 8.4 321 14 7.1 85.7 7.1 

S02 19.6 18.1 321 24 0.0 58.3 41.7 

S03 20.2 18.4 321 19 0.0 68.4 31.6 

S04a 14.0 14.0 321 20 10.0 55.0 35.0 

S04b 10.9 12.5 321 21 9.5 85.7 4.8 

S05a 0.3 1.6 321 -
c 

S05b 14.0 17.1 321 12 0.0 91.7 8.3 

S06 15.9 15.0 321 25 4.0 76.0 20.0 

S07a 13.7 13.4 321 26 0.0 100.0 0.0 

S07b 13.7 14.6 321 35 14.3 85.7 0.0 

S08a 11.2 12.1 321 18 0.0 33.3 66.7 

S08b 7.5 13.1 321 9 33.3 66.7 0.0 

S09a 2.8 4.7 321 3 0.0 100.0 0.0 

S09b 17.1 13.7 321 7 0.0 100.0 0.0 

S10a 12.1 13.1 321 3 0.0 33.3 66.7 

S10b 14.3 11.8 321 5 0.0 100.0 0.0 

S11a 16.2 17.4 321 22 9.1 81.8 9.1 

S11b 9.3 4.4 321 20 15.0 85.0 0.0 

Erweitertes Primer Screening
b  

PECAM1 C
 20.0 5.7 35 7 0.0 100.0 0.0 

PECAM1 G 2.9 8.6 35 -
c
 

ICAM1 G 11.7 7.8 77 1 0.0 100.0 0.0 

ICAM1 A 6.5 2.6 77 1 0.0 0.0 100.0 

HA1 G-T 0 2.8 36 -
c
 

HA1 A-C 19.4 2.8 36 3 0.0 33.3 66.7 

MLH1 G 0 5.6 36 -
c
 

MLH1 A 5.6 0 36 2 0.0 100.0 0.0 

SUR1 C 0 11.8 34 -
c
 

SUR1 T 2.9 0 34 -
c
 

Insgesamt  

Alle 

Marker 
96.0 90.3 321 310 6.4 76.8 16.8 

Tabelle 3-2: Validität und Sensitivität der Methode
 

a Alizadeh et al.2002.[52] 

b Maas et al.2003, 2004.[53, 54] 

c Dieser Marker wurde nicht zur Quantifizierung verwendet. 

d Sensitivität des entsprechenden Markers in Prozent. 
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Die Amplifikationskurven der Standardreihen für die Marker S08b, S11b, S07a und S04b sind 

in der Abbildung 3-2 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3-2: Standard Amplifikationskurven für die Marker S08b, S11b, S07a und S04b. 

X-Achse: Verdünnung der Empfänger DNA, Y-Achse: Cycle Threshold (CT). 

 

Die CT-Werte der Empfänger-Marker korrelieren linear mit der Empfänger DNA (r = 0.99). 

Die PCR Effizienz, die aus der Steigung der Gerade abgeleitet werden kann, betrug E > 0.95 

für alle Messungen. Eine Donorkontrolle, die 100% Donor DNA enthielt, und eine 

Negativkontrolle, die nur Wasser enthielt (Non-Template Control  NTC), zeigten keine 

Amplifikation (CT 50).  

 

Ausgehend von einer DNA-Menge von 25 ng konnte gezeigt werden, dass die 

Quantifizierung der Ziel-DNA über mindestens drei Log-Stufen linear war. Höhere Mengen 

eingesetzter DNA, die theoretisch zu höherer Sensitivität führen, zeigten deutlich mehr 

Hintergrundsignale. Daher beschlossen wir 25 ng DNA für die SP-Real-Time PCR zu 

verwenden. 

3.1.4 Messgenauigkeit der Analysen 

Die Messgenauigkeit der empfängerspezifischen Signale wurde auf Basis von n = 3942 

doppelt durchgeführter Bestimmungen normalisierter autologer Anteile der entsprechenden 
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Proben nach Transplantation beurteilt. Wie in dem Methodenteil beschrieben, wurde die 

Genauigkeit der Messung eines autologen Signals als Funktion des autologen Signals selbst 

abgeleitet. Sowohl die resultierenden Standardabweichungen der gemessenen autologen 

Signale, als auch die zu Grunde liegende Anzahl analysierter Duplikate, sind in der 

Abbildung 3-3 dargestellt.  

 

 

Abbildung 3-3: Genauigkeit der Messung (erstellt von Dr. G. Schneider) 

Diese Methode misst autologe Signale sehr genau in den Bereichen 0 – 0,5% (CI 95% +/- 

0,2), von 0,5 – 1% (CI 95% +/- 0,4), von 1 – 2% (CI 95% +/- 0,6) und von 2 – 5% (CI 95% 

+/- 1,2; Tabelle 3.3) unabhängig von der eingesetzten DNA-Menge.  

Autologes Signal A 

(%) 

Standard 

abweichung 

Unteres CI 95% 

Limit 

Oberes CI 95% 

Limit 

Gemessene 

Dulikate 

< 0.5 0.1 A - 0.2 A + 0.2 2619 

0.5 - < 1 0.2 A - 0.4 A + 0.4 281 

1 - < 2 0.3 A - 0.6 A + 0.6 257 

2 - < 5 0.6 A – 1.2 A + 1.2 255 

5 - < 10 1.0 A – 2.0 A + 2.0 117 

10 - < 15 1.5 A – 3.0 A + 3.0 53 

15 - < 20 2.0 A – 4.0 A + 4.0 37 

20 - < 30 2.6 A – 5.2 A + 5.2 45 

30 - < 50 3.8 A – 7.6 A + 7.6 56 

50 - < 75 5.3 A – 10.6 A + 10.6 67 

75 - < 100 6.9 A – 13.8 A + 13.8 53 

Tabelle 3-3: Standardabeichungen und 95%-Konfidenzintervalle der gemessenen autologen Signale 
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3.2 Auswertung der ALL-Patienten 

3.2.1 Patienten 

Für die Auswertung sollten die Proben der 163 ALL-Patienten bis zum 01.05.2002 

(„Deadline“, DL) untersucht werden (nach 165 erfolgten Transplantationen, wobei ein Patient 

zweimal von dem selben Spender transplantiert wurde), die bereits 2003 von Bader et al. 

beschrieben worden waren [33].  

Bei 5 Patienten war keine Vorprobe mehr vorhanden, so dass diese ausgeschlossen werden 

mussten, bei 6 der 159 übrigen Empfänger-/Spenderkombinationen konnte kein geeigneter 

Primer gefunden werden. Das bedeutet für 96,2 % der ALL-Patienten konnte mindestens ein 

geeigneter Marker gefunden werden, was dem Ergebnis der statistischen Gesamtauswertung 

entspricht. 

Drei Patienten haben keine Proben nach Tag 21 und drei Patienten sind wegen zu wenigen 

Proben und unklarem Outcome nicht auswertbar, daher bezieht sich unsere Auswertung auf 

148 Transplantationen bei 146 Patienten. 

 

Die Auswertung der Experimente erfolgte wie in Kapitel 2.2.6.2 beschrieben. Idealerweise 

betrug die Differenz der CT-Werte der Einzelbestimmungen ≤ 0,5. Wenn die Differenz > 1 

betrug, wurde der erhaltene Wert bei autologen Anteilen von unter 5% nicht berücksichtigt 

oder das Experiment für diese Probe wiederholt. Da Knochenmarkproben unabhängig vom 

weiteren Verlauf häufig deutliche autologe Signale zeigen, wurden zur Auswertung nur 

Proben aus peripherem Venenblut herangezogen. 

 

3.2.2 Unterteilung der Patienten in zwei Risikogruppen 

Die Patienten wurden auf Grund der Sensitivitätsgrenzen der beiden Methoden und den 

erhaltenen Werten in zwei Risikogruppen eingeteilt: 

1. Patienten, die nach Tag 21, aber vor einem eventuellen Rezidiv, zweimal in Folge ein 

Signal von größer als 0,5% autologer Anteil im peripheren Blut zeigten 

2. Patienten, bei denen das nicht vorkam. 

62 Patienten gehörten zur ersten Risikogruppe, 86 Patienten zur zweiten. 
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3.2.3 Outcome der Patienten 

Zur weiteren Auswertung wurde auf das Outcome der Patienten geschaut, dabei gab es 

folgende Möglichkeiten: 

Abstoßung, das heißt, das Transplantat wurde abgestoßen. 

Complete Remission (CR) bedeutet, der Patient befand sich zuletzt in vollständiger 

Remission. 

Relapse / Rezidiv besagt dass der Patient ein Rezidiv erlitten hat. 

Transplant Related Mortality (TRM) heißt, der Patient ist im Rahmen der Transplantation, 

aber nicht an einem Rezidiv verstorben. Patienten, die nach einem Rezidiv nicht an diesem, 

sondern durch die Umstände der Transplantion verstorben sind, wurden zu der Gruppe 

gezählt, die ein Rezidiv erlitten hat, da untersucht werden sollte, ob mittels der neuen RT-

PCR-Methode, ein drohendes Rezidiv früher erfasst werden könnte. 

Einige Patienten haben nach der Deadline 01.05.2002 ein Rezidiv erlitten. Soweit das bekannt 

war, wurden die Proben bis zu dem Rezidiv ebenfalls untersucht und gesondert ausgewertet. 

 

3.2.4 Einteilung der Patienten in Chimärismusgruppen 

Angelehnt an die ursprüngliche Betrachtung des Patientenkollektivs [33] wurden die 

Patienten wiederum in Chimärismusgruppen eingeteilt. Dazu wurde der Verlauf der autologen 

Anteile aus den peripheren Blutproben betrachtet. Die aus Knochenmark gewonnenen Proben 

zeigen häufig deutlich höhere autologe Signale und wurden deswegen bei dieser Betrachtung 

nicht berücksichtigt. Jiménez-Velasco et al. beschreiben, dass Knochenmarkproben oft auch 

vier Jahre nach der Transplantation noch keinen vollständigen Chimärismus zeigen [55]. 

 

3.2.4.1 Vollständiger Chimärismus (CC) 

Die Einteilung in die Gruppe Vollständiger Chimärismus (Complete Chimerism, CC)erfolgte 

auf Grund der Grenze der Sensitivität von 0,1%. Wenn alle Nachproben eines Patienten nach 

Tag 21, autologe Anteile von weniger als 0,1% besaßen oder höchstens eine einzige 

Nachprobe einen Wert zwischen 0,1% und 0,2% zeigte, wurde der Patient dieser Gruppe 

zugeordnet. 
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3.2.4.2 Gemischter Chimärismus (MC) 

Die Einteilung in die Gruppe(n) Gemischter Chimärismus (Mixed Chimerism, MC)orientierte 

sich an den maximal gemessenen autologen Anteilen größer 0.1% und erfolgte dann, wenn 

kein eindeutiger Anstieg oder Abfall der autologen Anteile zu beobachten war.  

 

3.2.4.3 Abnehmender gemischter Chimärismus (deMC) 

Abnehmender gemischter Chimärismus (Decreasing mixed chimerism deMC) ist ein 

Phänomen, das häufig beobachtet wird. Es zeigte sich, dass im Verlauf der Abnahme immer 

wieder statistisch signifikante Anstiege zu beobachten waren. 

 

3.2.4.4 Ansteigender gemischter Chimärismus (inMC) 

In früheren Studien [33, 35-37] hat sich gezeigt, dass Patienten mit ansteigendem gemischten 

Chimärismus (Increasing mixed chimerism, inMC) regelmäßig ein Rezidiv der 

Grunderkrankung erleiden. Daher sollen möglichst alle Patienten, die diesen Verlauf zeigen, 

erkannt werden, um eine Immuntherapie einzuleiten und ein Rezidiv eventuell zu verhindern. 

Andererseits sollen die Patienten nicht unnötig therapiert und der Gefahr einer GvHD 

ausgesetzt werden. Daher muss man sehr sorgfältig abwägen, ob dieser beobachtete Anstieg 

bedeutsam ist. In dieser retrospektiven Betrachtung haben wir diese Zuordnung getroffen, 

wenn mehrere aufeinander folgende Proben einen Anstieg zeigten, der die 

Standardabweichung des entsprechenden 95%-Konfidenzintervalls (Tabelle 3-3) überstieg 

oder wenn der Gesamtverlauf eindeutig ansteigend war oder wenn der Anstieg sehr deutlich 

war (z. B. von 0,2% auf 12%). Der Anstieg musste vor der Diagnose des Rezidives 

stattgefunden haben. Die Einteilung in diese Gruppe erfolgte, wenn eines der genannten 

Kriterien erfüllt war, unabhängig von dem Verlauf bis dahin, da ein Anstieg prognostisch 

bedeutsamer ist, als eine zuvor erfolgte Abnahme. 

 

Die Einteilung in diese Gruppen ist nur bei einer retrospektiven Betrachtung möglich. 

 



32 

 

3.2.5 Ergebnisse der ALL-Patienten 

Zur besseren Übersicht wurden die Patienten zunächst nach ihrer Risikogruppe, dann nach 

ihrem Outcome und schließlich nach ihrem Chimärismus eingeteilt. Die beiden Patienten, die 

ein zweites Mal transplantiert wurden, sind doppelt aufgeführt.  

 

 Risikogruppe 1 ( 2 x in Folge > 0,5 %) Risikogruppe 2 (nicht 2 x in Folge > 0,5 %) 

 62 86 

Outcome   
Abstoßung 2 1 

ChimGr CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC 

   1     1     1    

  

CR 26 57 

ChimGr CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC 

  8 16   2   13 10 1 17 13 3   

  

Rezidiv 24 10 

ChimGr CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC 

   21     3 1  4 2 2  1  

  

TRM 10 18 

ChimGr CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC CC dMC iMC MC05 MC1 MC2 MC6 hMC 

  2 6   2   5 5 1 4 2 1   

  

Tabelle 3-4: Auswertung der ALL-Patienten. 

ChimGr = Chimärismus Gruppe, CC = Vollständiger Chimärismus, MC05 = Gemischter Chimärismus mit autologen Anteilen < 

0,5%, MC1 Gemischter Chimärismus mit autologen Anteilen < 1%, MC 2 = Gemischter Chimärismus mit autologen Anteilen < 2%, 

MC6 = GemischterChimärismus mit autologen Anteilen < 6%, dMC = Abnehmender gemischter Chimärismus, iMC = Ansteigender 

gemischter Chimärismus, hMC = Hoher gemischter Chimärismus mit autologen Anteilen > 10%.  

 

Wie zu erwarten war, finden sich mehr Rezidivpatienten in der Risikogruppe 1, während der 

größere Anteil der Patienten, die sich nach unserer letzten Information in vollständiger 

Remission befanden, zur Risikogruppe 2 gehört. Andererseits befand sich auch ein 

erheblicher Anteil Patienten aus der Risikogruppe 1 in vollständiger Remission, der Großteil 

davon sogar nach einem ansteigenden Chimärismus.  

 

In den folgenden Abschnitten werden die oben dargestellten Ergebnisse im Einzelnen 

vorgestellt. 
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3.2.5.1 Unterschiedliches Outcome der Patienten aus den beiden Risikogruppen 

 Risikogruppe 1 ( 2 x in Folge > 0,5%) Risikogruppe 2 (nicht 2 x in Folge > 0,5%) 

 62 86 

Outcome   
Abstoßung 2    (3,2%) 1   (1,2%) 

CR 26  (41,9%) 57 (66,3%) 

Rezidiv 24  (38,7%) 10 (11,6%) 

TRM 10  (16,1 %) 18 (20,9%) 

Tabelle 3-5: Outcome der Patienten aus den beiden Risikogruppen 

 

Patienten, bei denen das Kriterium zweimal in Folge autologe Anteile größer als 0,5% im 

peripheren Blut zutrifft, sind einem signifikant höherem Risiko ausgesetzt, ein Rezidiv zu 

erleiden. Der χ2 – Test der vereinfachten Tabelle zeigt eine Signifikanz p < 0,001. 

 

 

Abbildung 3-4: Patienten der Risikogruppe 1 besitzen ein signifikant höheres Risiko ein Rezidiv zu erleiden 

 

3.2.5.2 Abnehmender Chimärismus (Decreasing Chimerism) 

10 Patienten der Risikogruppe 1 und 15 Patienten der Risikogruppe 2 zeigten im 

Gesamtverlauf einen absteigenden Chimärismus, bei 7 Patienten sieht man allerdings 

während der Abnahme mindestens einen statistisch signifikanten Wiederanstieg.  



34 

 

UPN 1956

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

0 200 400 600 800

Tag

A
u

to
lo

g
e
 A

n
te

il
e
 i
n

 %

 

Absteigender Chimärismus ohne statistisch signifikante Anstiege während der Abnahme 
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Häufig zeigten sich während der Abnahme statistisch signifikante Wiederanstiege 

Abbildung 3-5: Absteigender Chimärismus mit und ohne Wiederanstieg während der Abnahme 

 

Nach der erfolgten Abnahme konnten alle Patienten, bis auf zwei (2/25 Patienten), die 

während der Abnahme verstorben sind, als CC oder MC < 1% klassifiziert werden.  

18 (8/25) dieser Patienten befanden sich in vollständiger Remission (8 aus Risikogruppe 1 

und 10 aus Risikogruppe 2), die 7 übrigen Patienten sind im Rahmen der Transplantation 

verstorben.  
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UPN Chimärismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1956 DecrMC 1 nein CR CCLowLev 

2147 DecrMC 1 nein CR CCLowLev 

1563 DecrMC 1 nein CR DecreasMC 

1849 DecrMC 1 nein CR DecreasMC 

2060 DecrMC 1 nein CR CCLowLev 

1836 DecrMC 1 nein CR CCLowLev 

1615 DecrMC 1 nein CR CCLowLev 

1753 DecrMC 1 nein  CR CCLowLev 

2018 DecrMC 1 nein TRM DecreasMC 

2014 DecrMC 1 nein TRM IncreasMC 

1454 DecrMC 2 nein CR DecreasMC 

2289 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

2121 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

2302 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

2246 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

1816 DecrMC 2 nein CR DecreasMC 

1906 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

2265 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

2276 DecrMC 2 nein CR DecreasMC 

2074 DecrMC 2 nein CR CCLowLev 

1838 DecrMC 2 nein TRM CCLowLev 

2324 DecrMC 2 nein TRM CCLowLev 

2071 DecrMC 2 SZ boost TRM DecreasMC 

1839 DecrMC 2 nein TRM DecreasMC 

1831 DecrMC 2 nein TRM DecreasMC 

Tabelle 3-6: Die Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen abnehmenden Chimärismus zeigten mit Outcome und 

Chimärismusgruppe nach der STR-Methode (Chim STR).  

LowLev = niedriger MC. Therapie:Gibt an ob und wenn bekannt welche Immuntherapie der Patient erhalten hat.  

3.2.5.3 Ansteigender Chimärismus (Increasing Chimerism) 

Ein ansteigender Anteil der autologen Signale stellt ein erhöhtes Risiko dar, ein Rezidiv zu 

erleiden [33, 35-37]. Entsprechend findet sich der Großteil der Rezidivpatienten in der 

Gruppe Increasing Chimerism. 25 der 34 Rezidivpatienten (76,5%) zeigten zuvor ansteigende 

autologe Signale. 17 Patienten mit ansteigendem Chimärismus befanden sich zuletzt in 

vollständiger Remission, 12 von ihnen haben eine Immuntherapie erhalten. Sieben der 

Patienten mit steigendem Chimärismus sind verstorben, einer hat abgestoßen und wurde 

daraufhin ein zweites Mal transplantiert. Insgesamt zeigten 50 Patienten einen ansteigenden 

Chimärismus, 44 davon sind in der Risikogruppe 1 und 6 in der Risikogruppe 2. 

 



36 

 

UPN Chimärismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1971 IncreasMC 1 nein Abstoßung IncreasMC 

1888 IncreasMC 1 d41+d98 T-Zellen CR DecreasMC 

2059 IncreasMC 1 3xDLI CR CCLowLev 

2072 IncreasMC 1 4x T-Zellen CR IncreasMC 

2057 IncreasMC 1 d112 CSA ab CR IncreasMC 

2196 IncreasMC 1 d196 CSA ab CR IncreasMC 

2185 IncreasMC 1 d249 T-Zellen, 2x DLI CR IncreasMC 

2064 IncreasMC 1 d307 T-Zellen CR CCLowLev 

2303 IncreasMC 1 d52 T-Zellen CR IncreasMC 

2230 IncreasMC 1 d57+ 58 SZ boost CR IncreasMC 

1435 IncreasMC 1 ja, d54 CSA ab CR IncreasMC 

1623 IncreasMC 1 nein CR CCLowLev 

1504 IncreasMC 1 nein CR CCLowLev 

2101 IncreasMC 1 nein CR CCLowLev 

2119 IncreasMC 1 d40 CSA ab CR, Rez n. DL IncreasMC 

1965 IncreasMC 1 ja  CR, Rez n. DL DecreasMC 

1720 IncreasMC 1 nein CR CCLowLev 

1776 IncreasMC 1 1xT-Zellen d60 Rez IncreasMC 

2056 IncreasMC 1 2xT-Zellen Rez IncreasMC 

2171 IncreasMC 1 d30 T-Zellen,  Rez IncreasMC 

1499 IncreasMC 1 d35 T-Zellen Rez CCLowLev 

2186 IncreasMC 1 d63 DLI Rez IncreasMC 

1868 IncreasMC 1 d78 + d105 DLI Rez IncreasMC 

1969 IncreasMC 1 nein Rez CCLowLev 

1914 IncreasMC 1 nein Rez IncreasMC 

1762 IncreasMC 1 nein Rez IncreasMC 

1699 IncreasMC 1 nein Rez IncreasMC 

2132 IncreasMC 1 nein Rez DecreasMC 

2273 IncreasMC 1 nein Rez IncreasMC 

1756 IncreasMC 1 2xDLI, T-Zellen Rez dann TRM IncreasMC 

1489 IncreasMC 1 3x T-Zellen Rez dann TRM IncreasMC 

2145 IncreasMC 1 d43 CSA ab Rez dann TRM IncreasMC 

1488 IncreasMC 1 d55 CSA ab, d56 T-Zellen Rez dann TRM IncreasMC 

1704 IncreasMC 1 d73 T-Zellen, 2x DLI Rez dann TRM IncreasMC 

1813 IncreasMC 1 IL2, 3xDLI Rez dann TRM IncreasMC 

1793 IncreasMC 1 nein Rez dann TRM IncreasMC 

1958 IncreasMC 1 nein Rez dann TRM IncreasMC 

2116 IncreasMC 1 nein Rez dann TRM IncreasMC 

2125 IncreasMC 1 3xSZ-Boost TRM CCLowLev 

2047 IncreasMC 1 d56 T-Zellen TRM IncreasMC 

2020 IncreasMC 1 d62 DLI TRM IncreasMC 

1882 IncreasMC 1 nein TRM CCLowLev 
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2057 IncreasMC 1 nein TRM IncreasMC 

2102 IncreasMC 1 nein TRM CCLowLev 

1564 IncreasMC 2 nein CR CCLowLev 

1639 IncreasMC 2 nein Rez IncreasMC 

1376 IncreasMC 2 T-Zellen Rez IncreasMC 

1118 IncreasMC 2 nein Rez CCLowLev 

1902 IncreasMC 2 d42 CSA ab Rez dann TRM IncreasMC 

1817 IncreasMC 2 nein TRM CCLowLev 

Tabelle 3-7: Die Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen ansteigenden Chimärismus zeigten mit Outcome und 

Chimärismusgruppe nach der STR-Methode (Chim STR).  

Rez = Rezidiv, Rez n DL = Rezidiv nach Deadline. Die meisten Patienten, die auch in der STR-Methode ansteigende autologe Anteile 

gezeigt hatten, haben soweit  möglich eine Immuntherapie erhalten. 

 

3.2.5.4 Vollständiger Chimärismus (Complete Chimerism) 

Die 19 Patienten, deren Chimärismus als vollständig aus Spenderanteilen bestehend beurteilt 

wurden, waren definitionsgemäß in der Risikogruppe 2. 13 von ihnen waren in vollständiger 

Remission, einer hat dennoch ein Rezidiv erlitten und 5 sind verstorben (TRM). 

 

UPN Chimärismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1313 CC 2 nein CR CCLowLev 

1506 CC 2 nein CR CCLowLev 

1528 CC 2 nein CR CCLowLev 

1677 CC 2 nein CR CCLowLev 

1825 CC 2 nein CR CCLowLev 

1865 CC 2 nein CR CCLowLev 

1913 CC 2 nein CR CCLowLev 

1945 CC 2 nein CR CCLowLev 

1954 CC 2 nein CR CCLowLev 

2087 CC 2 nein CR DecreasMC 

2129 CC 2 nein CR CCLowLev 

2164 CC 2 nein CR CCLowLev 

2227 CC 2 nein CR CCLowLev 

1559 CC 2 nein Rez dann TRM CCLowLev 

1566 CC 2 nein TRM CCLowLev 

1711 CC 2 nein TRM CCLowLev 

2013 CC 2 nein TRM CCLowLev 

1970 CC 2 nein TRM CCLowLev 

1801 CC 2 nein TRM CCLowLev 

Tabelle 3-8: Die Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen vollständigen Chimärismus zeigten und ihr Outcome.  
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3.2.5.5 Gemischter Chimärismus (Mixed Chimerism) 

Gemischter Chimärismus mit autologen Anteilen unter 0,5% betrifft 23 Patienten, die 

ebenfalls definitionsgemäß zur Risikogruppe 2 gehören. 17 von ihnen waren in vollständiger 

Remission (wobei einer ein Rezidiv nach der Deadline erlitten hat), zwei hatten ein Rezidiv, 

wovon eines im peripheren Blut nicht zu erkennen war und das andere durch einen schnellen 

Anstieg gekennzeichnet und somit nicht früher zu erkennen war. Vier Patienten sind im 

Rahmen der Transplantation (TRM) verstorben. 

 

UPN Chimärismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1737 MC < 0,5 % 2 d93 CSA ab CR IncreasMC 

1889 MC < 0,5 % 2 nein CR CCLowLev 

2123 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

2180 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

2177 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1980 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1527 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1638 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

2205 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

2050 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1803 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

2277 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1519 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1910 MC < 0,5% 2 DLI d72+d84 CR CCLowLev 

2237 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

1755 MC < 0,5% 2 nein CR CCLowLev 

2295 MC < 0,5% 2 nein CR, Rez n DL, jetzt CR CCLowLev 

1806 MC < 0,5% 2 nein Rez CCLowLev 

1282 MC < 0,5% 2 nein Rez dann TRM CCLowLev 

2287 MC < 0,5% 2 nein TRM CCLowLev 

2006 MC < 0,5% 2 nein TRM CCLowLev 

1561 MC < 0,5% 2 nein TRM CCLowLev 

1832 MC < 0,5% 2 nein TRM CCLowLev 

Tabelle 3-9: Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen Chimärismus < 0,5% autologe Anteile zeigten und ihr Outcome. 

 

18 Patienten der Risikogruppe 2 hatten einen gemischten Chimärismus mit autologen 

Anteilen unter 1%. Davon hat einer abgestoßen, 13 blieben in vollständiger Remission (zwei 

davon haben nach der Deadline rezidiviert), 2 hatten ein Rezidiv und 2 sind verstorben.  
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UPN Chimärismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1909 MC < 1% 2 nein Abstoßung dannTRM CCLowLev 

2299 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

2110 MC < 1% 2 DLI d93 CR CCLowLev 

1718 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

2041 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

2239 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

2304 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

2133 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

1285 MC < 1% 2 d1T-Zellen CR IncreasMC 

1631 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

1671 MC < 1% 2 nein CR DecreasMC 

2035 MC < 1% 2 nein CR CCLowLev 

2319 MC < 1% 2 nein CR, Rez n. DL CCLowLev 

2259 MC < 1% 2 nein CR, Rez n. DL CCLowLev 

1471 MC < 1% 2 d30 T-Zellen Rez IncreasMC 

2217 MC < 1% 2 nein Rez, dann TRM CCLowLev 

2036 MC < 1% 2 nein TRM CCLowLev 

1919 MC < 1% 2 nein TRM CCLowLev 

Tabelle 3-10: Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen Chimärismus < 1% autologe Anteile zeigten und ihr Outcome. 

Es bestätigte sich also, dass ein vollständiger Chimärismus oder möglichst niedrige autologe 

Anteile von unter 1%, also unterhalb der Sensitivitätsgrenze der STR-Analyse, prognostisch 

günstig sind. Von den 60 Patienten in diesem Chimärismusbereich, blieben 43 (71,6%) in 

vollständiger Remission. 

 

8 Patienten (jeweils 4 aus jeder Risikogruppe) hatten autologe Anteile unter 2%, davon 

befanden sich 5 in vollständiger Remission (ein Rezidiv nach der Deadline) und 3 Patienten 

sind verstorben. 

 

UPN Chimerismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1277 MC < 2% 1 d70 CSA ab CR IncreasMC 

2238 MC < 2% 1 nein  CR CCLowLev 

1661 MC < 2% 1 nein TRM CCLowLev 

2214 MC < 2% 1 nein TRM CCLowLev 

2077 MC < 2% 2 nein CR CCLowLev 

2055 MC < 2% 2 nein CR CCLowLev 

2043 MC < 2% 2 T-Zellen CR, Rez n. DL CCLowLev 

1663 MC < 2% 2 nein TRM CCLowLev 

Tabelle 3-11: Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen Chimärismus < 2% autologe Anteile zeigten und ihr Outcome. 
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5 Patienten hatten hohe gemischte autologe Anteile, ein Patient aus Risikogruppe 2 hatte 

Anteile bis fast 6%, die anderen weit über 10%, ein Patient mit autologen Anteilen über 50% 

hat abgestoßen, die anderen 4 haben rezidiviert, wovon einer ein zweites Mal transplantiert 

wurde. 

 

UPN Chimerismus Risikogruppe Therapie Outcome Chim STR 

1803 MC > 50% 1 nein Abstoßung IncreasMC 

2006 hoher MC 1 nein, 2. Tx. Rez IncreasMC 

1412 hoher MC  1 nein Rez IncreasMC 

1977 hoher MC 1 1xT-Zellen Rez dann TRM IncreasMC 

1274 MC < 6% 2 T-Zellen Rez dann TRM IncreasMC 

Tabelle 3-12: Patienten, die in der RT-PCR-Methode einen gemischten Chimärismus mit hohen autologen Anteilen von 

mindestens 5 % zeigten und ihr Outcome. 

 

3.2.6 Vergleich mit der STR-Methode 

Die RT-PCR-Methode erlaubt es, Chimärismusanalysen mit der selben Zuverlässigkeit 

durchzuführen, wie mit dem derzeitigen Goldstandard (STR-PCR). Autologe Anteile 

zwischen 0,1% und 1% lassen sich mit der neuen Methode reproduzierbar messen. 

 

3.2.7 Vergleich der Einteilung in die Chimärismusgruppen 

Die hier definierten Chimärismusgruppen orientieren sich an denen, die bereits von Bader et 

al [33] beschrieben wurden. Es zeigen sich allerdings deutliche Unterschiede bei der 

Einteilung der Patienten in die einzelnen Gruppen. 
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Chimärismus SP (Sensitivität 0.1%) STR (Sensitivität 1%) 

n 148 

CC  

CC (<0.15) 

MC (>0.1 <0.5%) 

MC (>0.5 <1%) 

MC (>1 <2%) 

68 a (45,9%) 

     19 

     23 

     18 

       8 

91 (61,5%) 

- 

- 

- 

- 

   

Decreasing MC 25 (16,9%) 14 (9,5%) 

Increasing MC 50 (33,8%) 43 (29,0%) 

Hoher MC (>5%) 5 (3,4%)  

 

Tabelle 3-13: Vergleich der Anzahl der Patienten in den Chimärismusgruppen in beiden Methoden. 

a Summe der Patienten in den Unterkategorien CC – MC < 2 % in der RT-PCR-Methode. Low Level MC = niedriger MC. Es wurden 

nur die Patienten berücksichtigt, die mit beiden Methoden untersucht wurden. 

 

Erwartungsgemäß zeigt sich in der neuen Methode etwas häufiger ein ansteigender 

Chimärismus, aber noch wesentlich häufiger wird ein abnehmender Chimärismus beobachtet. 

Diese Signale in den frühen Proben, die dann abnehmen, sind in der STR Methode nicht 

gesehen worden. Der Anteil der Patienten, die als CC/ Low Level MC eingestuft wurden, ist 

in der RT-PCR-Methode deutlich niedriger (45,9%) als in der STR-Methode (61,5%). 

 

Mit der STR-Methode werden 26 der 34 Rezidivpatienten (76,5%) als gefährdet, in die 

Gruppen Ansteigender MC oder Hoher MC, eingestuft, mit der RT-PCR-Methode werden 29 

der 34 Rezidivpatienten (85,3%) als Ansteigender MC oder Hoher MC bewertet. 52,7% der 

Patienten die in der STR Methode als Increasing oder Hoher MC klassifizert worden waren, 

haben ein Rezidiv erlitten, in der RT-PCR-Methode waren es 60%. Es werden hier nur die 

Rezidive bis zur Deadline am 01.05.2002 berücksichtigt. 

 

3.2.7.1 Frühere Detektion der autologen Anteile mit Hilfe der RT-PCR-

Methode? 

Bei 39 der 122 (31,9%) Patienten, die keinen absteigenden Chimärismus zeigen, konnten mit 

Hilfe der RT-PCR-Methode autologe Anteile früher gesehen werden, als mit der STR-

Methode, umgekehrt wurde bei 2 Patienten in der STR Methode früher ein autologes Signal 
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gesehen. Das heißt, es zeigten sich in der RT-PCR-Methode entweder zweimal in Folge ein 

Signal von größer 0,5% autologer Anteil oder einmal ein Signal größer 1%, während in der 

STR-Methode noch kein Signal von größer als 1% gesehen wurde. Umgekehrt zeigt die STR-

Methode autologe Anteile früher, wenn hier ein Signal größer 1% gefunden wurde, dass in 

der STR-Methode zu diesem Zeitpunkt noch nicht gesehen wurde. 50 Patienten zeigen in der 

RT-PCR-Methode insgesamt steigende autologe Anteile, die bei 33 davon früher detektiert 

werden können. 18 der Patienten, die früher autologe Anteile zeigen, haben ein Rezidiv 

erlitten, davon 17 nachdem sie einen ansteigenden Chimärismus zeigten und einer mit einem 

gemischten Chimärismus bis ca. 6%. Ein Patient, dessen autologe Signale wir in der RT-PCR-

Methode früher sehen, hat abgestoßen.  

 

MC 

früher? 

UPN Outcome Chimärismus Risikogruppe Therapie Chim STR 

ja 1882 TRM IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 1971 Abstoßung IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 2059 CR IncreasMC 1 3xDLI CCLowLev 

ja 2057 CR IncreasMC 1 d112 CSA ab IncreasMC 

ja 2196 CR IncreasMC 1 d196 CSA ab IncreasMC 

ja 2064 CR IncreasMC 1 d307 T-Zellen CCLowLev 

ja 2303 CR IncreasMC 1 d52 T-Zellen IncreasMC 

ja 1623 CR IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 1504 CR IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 2101 CR IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 2238 CR MC < 2% 1 nein  CCLowLev 

ja 2041 CR MC < 1% 2 nein CCLowLev 

ja 2077 CR MC < 2% 2 nein CCLowLev 

ja 1965 CR, Rez n. DL IncreasMC 1 ja (wann) DecreasMC 

ja 1720 CR IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 1564 CR IncreasMC 2 nein CCLowLev 

ja 1776 Rez IncreasMC 1 1xT-Zellen d60 IncreasMC 

ja 2056 Rez IncreasMC 1 2xT-Zellen IncreasMC 

ja 2171 Rez IncreasMC 1 d30 T-Zellen,  IncreasMC 

ja 2186 Rez IncreasMC 1 d63 DLI IncreasMC 

ja 1969 Rez IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 1914 Rez IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 1762 Rez IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 1699 Rez IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 1639 Rez IncreasMC 2 nein??? IncreasMC 

ja 1118 Rez IncreasMC 2 nein CCLowLev 

ja 1489 Rez dann TRM IncreasMC 1 3x T-Zellen IncreasMC 
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ja 2145 Rez dann TRM IncreasMC 1 d43 CSA ab IncreasMC 

ja 1488 Rez dann TRM IncreasMC 1 d55 CSA ab, d56 T-Zellen IncreasMC 

ja 1813 Rez dann TRM IncreasMC 1 IL2, 3xDLI IncreasMC 

ja 1793 Rez dann TRM IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 1958 Rez dann TRM IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 2116 Rez dann TRM IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 1274 Rez dann TRM MC < 6% 2 T-Zellen IncreasMC 

ja 2125 TRM IncreasMC 1 3xSZ-Boost CCLowLev 

ja 2047 TRM IncreasMC 1 d56 T-Zellen IncreasMC 

ja 2057 TRM IncreasMC 1 nein IncreasMC 

ja 2102 TRM IncreasMC 1 nein CCLowLev 

ja 1661 TRM MC < 2% 1 nein CCLowLev 

ja 2214 TRM MC < 2% 1 nein CCLowLev 

Tabelle 3-14: Die Patienten, bei denen man mittels der RT-PCR-Methode früher autologe Anteile erkennen konnte und ihr 

Outcome. 

Bei 17 der 34 Rezidivpatienten (50,0%) und zwei Patienten, die abgestoßen haben, zeigen 

sich mittels der RT-PCR-Methode mit Hilfe der SPs früher autologe Signale, bei den übrigen 

17 Rezidivpatienten steigen die autologen Anteile zeitgleich. 
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Abbildung 3-6: UPN 1488, Vergleich der Ergebnisse beider Methoden. 

Bei diesem Patienten sieht man mit Hilfe der RT-PCR-Methode früher ein ansteigendes Signal. STR*, in der STR Methode werden 

Bereiche angegeben 1-5 %, 10 – 20 % und 30 – 40 %. 
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UPN Chimärismus Chim STR Outcome MC SNP MC STR Differenz 

1971 IncreasMC IncreasMC Abstoßung d27 d33 6 

1803 MC > 50% IncreasMC Abstoßung d19 d40 21 

1118 IncreasMC CCLowLev Rlps d77 d156 79 

1776 IncreasMC IncreasMC Rlps d18 d60 42 

2171 IncreasMC IncreasMC Rlps d27 d45 18 

2186 IncreasMC IncreasMC Rlps d34 d48 14 

1914 IncreasMC IncreasMC Rlps d21 d29 8 

1762 IncreasMC IncreasMC Rlps d131 d139 8 

1699 IncreasMC IncreasMC Rlps d14 d42 28 

1639 IncreasMC IncreasMC Rlps d22 d29 7 

2273 IncreasMC IncreasMC Rlps d126 d133 14 

1489 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d26 d33 7 

2145 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d48 d62 14 

1488 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d38 d49 11 

1813 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d132 d139 7 

1793 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d140 d175 35 

1958 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d17 d24 7 

2116 IncreasMC IncreasMC Rlps, dann TRM d174 d186 12 

1274 MC < 6% IncreasMC Rlps, dann TRM d106 d251 145 

Tabelle 3-15:Frühere Messung gemischter autologer Anteile bei 19 Patienten, die rezidiviert oder abgestoßen haben mit der RT-

PCR-Methode. Die autologen Signale wurden im Mittel 25,4 Tage früher gesehen.. 

MC SNP: Tag, an dem mit der RT-PCR Methode erstmalig gemischte autologe Anteile >1% gemessen wurden, MC STR, Tag, an 

dem  mit der STR-Methode erstmalig gemischte autologe Anteile >1% gemessen wurden , Differenz in Tagen. 

 

Nur bei zwei der sechs Patienten, die nach der Deadline ein Rezidiv erlitten haben, wurden 

mit der RT-PCR-Methode früher autologe Signale gesehen. Bei einem der Patienten, bei 

denen vorher kein Anstieg detektiert werden konnte, ist der Abstand zwischen den Proben 

sehr lang (119 Tage). 

 

Die beiden Patienten, bei denen wir zwar in der STR-Methode, nicht aber in der RT-PCR-

Methode Signale sehen, befanden sich nach Immuntherapie zuletzt in vollständiger 

Remission. 
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3.3 Zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse 

 

Zusammenfassend sollen die in der Einleitung gestellten Fragen mit Hilfe der gewonnenen 

Ergebnisse beantwortet werden: 

 

1. Ist es möglich für alle Empfänger/Spender Paare einen informativen Sequenz 

Polymorphismus zu finden? 

Es ist in 96% der Empfänger-/Spenderpaare möglich unter den 29 ausgewähltenten SPs 

mindestens einen geeigneten Marker zu finden und sicherlich wäre es möglich noch weitere 

Sequenz-Polymorphismen hinzu zu nehmen, falls die Informativität der 29 verwendeten nicht 

ausreichend ist. 

 

2. Wie ist die Sensitivität der informativen Marker? 

Es konnte in fast allen Experimenten eine Sensitivität von 0,1% erreicht werden, mit 

zunehmender experimenteller Erfahrung immer zuverlässiger, so dass man inzwischen ein 

Experiment, bei dem diese Sensitivität nicht erreicht worden wäre, wiederholen würde. 

 

3. Wie ist die Anwendbarkeit der Real-Time PCR Methode in der täglichen Praxis? 

Durch eine Vereinfachung der Methode mit einem optimierten Primerscreening, universellen 

Standardreihen und dem Einsatz von einer definierten Menge DNA-Lösung, die zumindest 

über einen weiten Bereich unabhängig ist von der enthaltenen Konzentration, lässt sich eine 

Laborroutine entwickeln, die ähnlich zeitaufwändig ist, wie der jetzige Goldstandard, die 

STR-Methode. Allerdings ist die RT-PCR-Methode derzeit noch deutlich teurer. 

 

In dieser Arbeit zeigt sich, dass die Real-Time PCR mit Sequenz Polymorphismen als 

genetische Marker eine sehr sensitive Methode zur Erfassung autologer Anteile darstellt und 

in der praktischen Anwendbarkeit mit der bisherigen PCR-Methode mit Short Tandem 

Repeats zur Differenzierung vergleichbar ist. 

 

4. Kann man mit der Real-Time PCR Methode eine höhere Sensitivität als mit der STR-

Analyse erzielen, ohne dabei an Spezifität zu verlieren? Ist es damit möglich einen 
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ansteigenden Chimärismus früher zu diagnostizieren und somit früher darauf zu 

reagieren? 

Häufig lassen sich autologe Signale früher detektieren. Dadurch werden auch mehr Patienten 

als gefährdet eingestuft. Vor allem Patienten, die zweimal oder öfter in Folge einen 

gemischten Chimärismus von größer als 0,5% aufweisen (und sich nicht in der Phase eines 

abnehmenden Chimärismus befinden) müssen genau beobachtet und engmaschig kontrolliert 

werden. Bei einer ansteigenden Dynamik ist es häufig sinnvoll, eine Immuntherapie 

einzuleiten. Nur bei zwei der Patienten verschwinden die autologen Signale von alleine 

wieder.  
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4 Diskussion 

Allogene Stammzelltransplantation wird mit wachsendem Erfolg zur Behandlung von 

Patienten mit malignen und nicht-malignen hämatologischen Erkrankungen eingesetzt. [6] 

Obwohl akute lymphatische Leukämien im Kindesalter in über 70% der Fälle mit einer 

Chemotherapie entsprechend dem BMF-Protokoll geheilt werden können, ist bei Hochrisiko- 

und Rezidivpatienten eine Stammzelltransplantation die letzte Möglichkeit eine Heilung zu 

erreichen. [5] Dabei ist die Unterscheidung zwischen der Hämatopoese durch Stammzellen 

des Spenders oder durch verbliebene Stammzellen des Spenders bedeutend für die 

Beurteilung des Engraftment Prozesses. [67] Des Weiteren ermöglicht es die regelmäßige, 

engmaschige Kontrolle des hämatopoetischen Chimärismus, einen Teil der Patienten zu 

identifizieren, die Gefahr laufen, ein Rezidiv ihrer Grunderkrankung zu erleiden. [36] Trotz 

kontroverser Diskussion [68] ist es doch gemeinhin anerkannt, dass Patienten mit steigenden 

gemischten autologen Anteilen ein erhöhtes Risiko haben, ein Rezidiv zu erleiden. [33, 35-

37] Durch eine frühzeitig eingeleitet Immuntherapie, lässt sich dieser unerwünschte Verlauf 

möglicherweise abwenden [8, 38-43], daher ist es wünschenswert, die Patienten mit einem 

ansteigenden Chimärismus möglichst schnell und zuverlässig zu erkennen. Bisher stellt die 

Quantifizierung der autologen Anteile mittels einer PCR-Methode, die Short Tandem Repeats 

(STR) als genetische Marker verwendet, auf Grund ihrer hohen Zuverlässigkeit und guten 

praktischen Durchführbarkeit, den Goldstandard dar. [45-48] Die Einschränkung der STR-

Methode besteht in ihrer geringen Sensitivität, erst autologe Anteile von über 1 % lassen sich 

zuverlässig reproduzierbar detektieren. Seit einigen Jahren wird postuliert, dass auf RT-PCR 

basierende Messmethoden autologe Anteile ab 0,1% zuverlässig erfassen und somit steigende 

autologe Anteile noch früher wahrnehmen können. [52-55] Gerade in der frühen 

Posttransplantationsphase, in der die Zellzahl häufig noch niedrig ist, lassen sich mit der RT-

PCR autologe Anteile sehr empfindlich nachweisen. Zahlreiche Veröffentlichungen sind 

erschienen, die versuchen an Testpopulationen oder einem kleinen Patientenkollektiv die 

Überlegenheit der RT-PCR-Methode darzustellen. [52-55, 69] In dieser Arbeit wurde zum 

einen die Zuverlässigkeit und Sensitivität der neuen RT-PCR-Methode mit beschriebenen 

Sequenzpolymorphismen [52-54] als genetische Marker an einem großen Patientenkollektiv 

untersucht und statistisch ausgewertet, zum anderen wurden die mit dieser neuen Methode 

erhaltenen Ergebnisse kritisch auf ihre Vergleichbarkeit und Unterschiede zu den bekannten 

Ergebnissen der STR-Analysen untersucht. 
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4.1 Statistische Bewertung der Methode 

Die statistische Bewertung der Methode erfolgte im Rahmen einer größeren Untersuchung in 

der außer den Proben von 156 ALL-Patienten noch die von 70 AML-Patienten, 60 MDS-

Patiententen und 31 Patienten mit einer JMML nach allogener Stammzelltransplantation 

betrachtet wurden. Sinnvollerweise wurden die gesamten Ergebnisse dieser größeren Studie 

zur statistischen Auswertung der neuen Methode, die Bestimmung autologer Anteile mit Hilfe 

der SP-Real Time PCR, verwendet [65]. 

 

4.1.1 Informativität der genetischen Marker 

Das verwendete System mit 29 SP-Markern, die von Alizadeh et al.[52] und Maas et al. [53, 

54] beschrieben worden waren, erlaubt die Unterscheidung des Empfängergenoms in 96 % 

der untersuchten Empfänger/Spenderpaare unabhängig von der geschlechtlichen 

Kombination. Wie zu erwarten war, ist es einfacher für nicht verwandte 

Empfänger/Spenderpaare (98,3%) einen geeigneten Marker zu finden. Durch die 

Kombination der Primer Sets wurde es möglich, 96% der Empfänger/Spenderpaare genetisch 

zu unterscheiden, zuvor waren ungefähr 90% erreicht worden. [52-54] Es ist mittels der STR-

Methode derzeit möglich alle Empfänger/Spenderpaare zu unterscheiden, um dieses Ziel auch 

für die RT-PCR mit SP-Markern zu erreichen, werden noch weitere Marker untersucht 

werden müssen. 

 

Es ist aber im Rahmen dieser Arbeit gelungen, das verwendete System soweit zu optimieren, 

dass mit deutlich geringerem Screeningaufwand bereits eine sehr hohe Informativität erzielt 

werden kann. [65] 

 

4.1.2 Sensitivität der RT-PCR-Methode 

In 83,3% konnte mit der RT-PCR-Methode, wie auch in der Literatur beschrieben, eine 

Sensitivität von ≤ 0,1% erreicht werden. [53, 69] In den übrigen Fällen konnte immerhin eine 

Sensitivität von 1% erreicht werden. Das bedeutet, dass autologe Signale mit der neuen 

Methode meist zehn- bis hundertfach sensitiver, auf jeden Fall aber mindestens genauso 

sensitiv erfasst werden, wie mit der STR-Methode, die bisher den Goldstandard darstellt.  
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4.1.3 Genauigkeit der Messung 

Die Genauigkeit der Methode ist vor allem in den entscheidenden Bereichen niedriger und 

sehr niedriger autologer Signale sehr hoch. Diese Methode misst autologe Signale in den 

Bereichen 0 – 0,5% (CI 95% +/- 0,2), von 0,5 – 1% (CI 95% +/- 0,4), von 1 – 2% (CI 95% +/- 

0,6) und von 2 – 5% (CI 95% +/- 1,2; Tabelle 3.3) unabhängig von der eingesetzten DNA-

Menge. Die größere Messungenauigkeit bei Signalen über 5 % autologe Anteile liegt in der 

Methode der RT-PCR begründet und wurde bereits von anderen Autoren beschrieben. [52-54] 

Bei einem gemischten Chimärismus über 5% ist die STR-Methode weiterhin deutlich 

zuverlässiger. [2, 46, 48, 50, 70] Das ist aber insofern für diese Analyse unproblematisch, da 

hier besonders der Bereich niedriger autologer Anteile und deren Dynamik interessant ist. 

 

Basierend auf den Ergebnissen, die in Tabelle 3-3 zusammengefasst werden, ist es möglich, 

einen Anstieg oder eine Abnahme des autologen Anteils in aufeinander folgenden Proben als 

statistisch signifikant zu bewerten. Das schafft eine Grundlage für die zuverlässige Bewertung 

der dynamischen Entwicklung, vor allem in dem Bereich niedriger autologer Anteile. Es hat 

sich gezeigt, dass die RT-PCR weniger störanfällig ist, da hier nicht unterschiedlich lange 

Sequenzen während der Amplifikation miteinander konkurrieren. [69] 

 

4.2 Auswertung der ALL-Patienten 

Die Herausforderung bei der Auswertung bestand darin, die retrospektiv erhaltene Datenflut 

auf Hinweise eines drohenden Rezidivs hin auszuwerten, ohne zuviel Beachtung auf die 

Hintergrundsignale zu legen und ohne sich zu sehr von dem bekannten Outcome beeinflussen 

zu lassen. Bei fast allen Patienten gibt es Proben, die ein Signal von bis zu 0,5% autologen 

Anteil zeigen. Messungen von Plasma zeigten keinerlei autologe Anteile, so dass 

ausgeschlossen werden kann, dass diese Signale möglicherweise durch Hautzellen bei der 

Blutentnahme entstehen, während die isolierten, gereinigten Subpopulationen auch geringe 

autologe Anteile besitzen (A. Willasch, pers. Information). Die aus Knochenmark 

gewonnenen Proben zeigen häufig höhere autologe Anteile [55], die, obwohl sie oft mehr als 

1% betragen, in der STR-Methode nicht gesehen worden sind.  
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4.2.1 Einteilung der Patienten 

Da die wenigsten Patienten tatsächlich durchgehend einen vollständigen Chimärismus 

aufweisen können, sondern fast alle Patienten zumindest einige Proben mit autologen 

Anteilen besitzen, haben wir einen Grenzwert gesucht, ab dem wir zumindest besondere 

Beobachtung für notwendig halten. Die große Mehrheit der Proben zeigt autologe Anteile 

unter 0,5%, so dass wir dies als den Grenzwert gewählt haben. Patienten, die diesen 

Grenzwert nach Tag 21 zweimal in Folge überschritten haben, wurden daher in die 

Risikogruppe 1, die übrigen in die Risikogruppe 2 eingeteilt. Es zeigte sich, dass die Patienten 

in der Risikogruppe 1 tatsächlich ein höheres Risiko tragen, ein Rezidiv zu erleiden (38,7%), 

als die Patienten in Risikogruppe 2 (11,6%). Eine Analyse mittels eines χ2 –Tests zeigt, dass 

dieses Ergebnis statistisch signifikant ist. 

 

Da es aber auch in der Risikogruppe 2 Rezidive gibt, darf diese Unterteilung nicht das einzige 

Kriterium sein, um gefährdete Patienten zu identifizieren und zu behandeln, weitere wichtige 

Faktoren sind eine ansteigende Dynamik oder Einzelproben mit sehr hohen autologen 

Anteilen. Dennoch wird es mit keiner Methode möglich sein, alle Rezidivpatienten rechtzeitig 

zu erkennen [33, 50, 65, 70-75], da sich gerade bei akuten Leukämien der Rückfall innerhalb 

weniger Tage entwickeln kann [33] und nicht immer im peripheren Blut zu erkennen ist. 

 

Abnehmender Chimärismus (Decreasing Chimerism) ist ein Phänomen, das häufig 

beobachtet wird. Es zeigte sich allerdings, dass in der SP–Methode im Verlauf der Abnahme 

immer wieder deutliche Wiederanstiege zu beobachten sind (siehe Abbildung 3-5), die man 

engmaschig kontrollieren und sehr kritisch bewerten sollte.  

 

Mit der RT-PCR-Methode zeigt sich häufiger ein abnehmender Chimärismus, da die 

verbliebenen autologen Anteile in den frühen, oft zellarmen Proben besonders ins Gewicht 

fallen. Ein abnehmender Trend der autologen Anteile ist sehr erfreulich, prognostisch günstig 

und möglicherweise ein Anzeichen einer Graft-versus-Leukemia-Reaktion. Wichtig ist der 

weitere Verlauf nach der erfolgten Abnahme. 

 

Vollständiger Chimärismus (Complete Chimerism) wird mit der hochsensitiven RT-PCR-

Methode im Gegensatz zur STR-Methode nur selten beobachtet, ist aber, wenn ein Patient so 

eingestuft werden kann, prognostisch sehr günstig 
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Gemischter Chimärismus (Mixed Chimerism) mit niedrigen autologen Anteilen ist ebenfalls 

prognostisch günstig, wobei man da immer auf eine ansteigende Dynamik achten muss. Die 

Mehrheit der Patienten mit vollständigen Chimärismus oder geringen autologen Anteilen von 

kleiner 1%, befanden sich zuletzt in vollständiger Remission (43 von 60 Patienten, 71,6 %). 

 

Hohe autologe Anteile von mehr als 5% hingegen sind ungünstig und deuten auf ein Rezidiv 

oder eine Abstoßung hin. 

 

Ansteigender Chimärismus (Increasing Chimerism) bedeutet das größte Risiko, ein Rezidiv 

zu erleiden. [33, 35-37] Möglicherweise reduzieren gemischte autologe Anteile den Graft-

versus-Leukemia Effekt. [76, 77] 25 der 34 Rezidivpatienten zeigen zuvor ansteigende 

autologe Signale, 4 zeigen einen hohen gemischten Chimärismus und nur 5 Patienten 

rezidivierten nachdem sie zuvor keine oder nur geringe autologe Anteile aufwiesen. Bei der 

Chimärismusanalyse mit der RT-PCR-Methode zeigen geringfügig mehr Patienten (33,6%, 

50 Patienten) ansteigende autologe Anteile als bei der STR-Analyse (28,9%, 43 Patienten). 

Von den 17 Patienten, die sich trotz steigender autologer Anteile in vollständiger Remission 

befanden, haben 12 eine Immuntherapie erhalten. 

 

4.3 Vergleich mit der STR-Methode 

Wie erwartet stimmen die Ergebnisse in beiden Methoden gut überein, wobei die RT-PCR-

Methode niedrige autologe Signale empfindlicher erfasst. [52-54, 61, 65, 69] Daher findet 

sich häufiger ein ansteigender Chimärismus als in der STR-Methode. Noch häufiger sehen 

wir autologe Signale in den frühen Proben, die dann abnehmen. Ein Grund dafür, dass diese 

Signale mittels der STR-Methode nicht detektiert wurden, obwohl sie in der RT-PCR-

Methode häufig weit über 1% betragen ist, dass die frühen Proben oft wenig Zellen und somit 

wenig DNA enthalten. Der Anteil der Patienten, die als CC / LowLevel MC eingestuft werden 

können, ist in der RT-PCR-Methode geringer (45,9%) als in der STR-Methode (61,5%). Ein 

Vorteil der SP-RT-PCR-Methode ist, dass sie mit sehr wenig Ausgangs-DNA auskommt. 

 

Durch die RT-PCR-Methode werden etwas mehr Rezidivpatienten (85,3%) als gefährdet 

(Increasing oder Hoher MC) eingestuft, als in der STR-Methode (76,5%), es werden aber 

auch mehr Patienten als gefährdet eingestuft, die kein Rezidiv erlitten haben (49% in der RT-

PCR-Methode gegen 40 % in der STR-Methode). Allerdings haben insgesamt 38 Patienten 
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eine Immuntherapie erhalten, darunter auch welche, die mittels der STR Methode als nicht 

gefährdet eingestuft worden waren, sicher unter klinischen Gesichtspunkten. 

 

4.3.1 Lassen sich mit der RT-PCR-Methode autologe Signale früher 

detektieren? 

Bei 39 der 122 Patienten, die nicht als absteigend klassifiziert wurden, zeigt die RT-PCR 

früher Signale. 17 von ihnen haben ein Rezidiv erlitten, 16 nachdem sie zuvor ansteigende 

autologe Signale zeigten, und ein Patient hatte immer wieder gemischte autologe Anteile über 

5%. 2 Patienten, bei denen mit der RT-PCR-Methode früher autologe Signale zu sehen sind, 

haben abgestoßen. Bei 17 der 34 Rezidivpatienten (50%) hätte die RT-PCR früher autologe 

Anteile gezeigt. Umgekehrt zeigen sich bei zwei Patienten in der STR-Methode autologe 

Anteile, die in der SP-Analyse nicht zu detektieren sind, die beiden Patienten waren nach 

Immuntherapie in vollständiger Remmission. 

 

Von den 17 Patienten, die trotz steigender autologer Anteile in der RT-PCR-Analyse zuletzt 

in vollständiger Remisson befanden, haben 12 eine Immuntherapie erhalten. 5 der Patienten, 

die keine Immuntherapie erhalten hatten, da sie in der STR-Methode nicht als gefährdet 

eingestuft worden waren, befanden sich zur Deadline in vollständiger Remission und bei 

zweien davon sanken die autologen Anteile im Gegensatz zu den Erfahrungen aus der STR-

Analyse [33]von selbst wieder. Leider kann man in der Nachbeobachtung eines Patienten 

nicht abwarten ob das geschieht. Einer der Patienten, dessen autologe Anteile persistierten, 

hat ein spätes Knochenmark- und Hodenrezidiv erlitten, es sind aber leider keine Proben aus 

diesem Zeitraum vorhanden. Bei zwei Patienten sind keine weiteren Proben mehr gefolgt und 

es war trotz Nachfrage in den Kliniken keine neuere Information über das Schicksal der 

beiden Patienten zu erhalten.  

 

Einer der Rezidivpatienten, bei denen die RT-PCR kein früheres Signal zeigt, hatte nur zwei 

Proben mit hohen autologen Signalen bis zum Rezidiv. Bei 2 weiteren waren die Abstände 

zwischen den Proben zu lang, bei einem anderen fehlen leider die Proben vor dem Anstieg. 

Bei vier Patienten erfolgte der Anstieg so schnell, dass er nicht früher zu detektieren war. 

 

Es ist schwierig in diesem retrospektiv betrachteten Patientenkollektiv eine Aussage zu 

treffen, wie viele Tage früher im Durchschnitt autologe Signale detektiert werden können, da 
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zu einem die Proben nicht immer so regelmäßig eingetroffen sind, wie gefordert und zum 

anderen die Verläufe sehr individuell sind. Häufig zeigen sich mit Hilfe der SPs autologe 

Signale, die mit der STR-Methode zu keiner Zeit gesehen wurden. Teilweise fehlen auch 

wichtige Proben. Dennoch lässt sich sagen, dass bei den 19 Patienten, deren Signale in der 

RT-PCR früher gesehen werden und die ein Rezidiv erlitten oder abgestoßen haben, die 

Signale im Durchschnitt 25,4 Tage früher gesehen wurden, wobei die Spannweite hier von 6 

bis zu 145 Tagen reicht. Das stimmt gut mit den Ergebnissen der AML und JMML Patienten 

überein, bei denen die autologen Signale im Mittel 21 Tage früher gesehen wurden. [78] 

 

Allerdings zeigt es sich, dass die RT-PCR-Methode mit Hilfe von SPs autologe Signale 

häufig zuverlässiger und früher anzeigt [52-54, 65, 69], als die bisherige STR-Methode, man 

darf aber nicht vergessen, dass sich auch die STR-Methode immer weiter verbessert.  

 

Um die tatsächliche Gefährdung eines Patienten ein Rezidiv zu erleiden mit der RT-PCR-

Methode zu ermitteln, sind mehrere Faktoren in Betracht zu ziehen: Die Einteilung in die 

Risikogruppe, der absolute Prozentanteil, wie auch die Entwicklung gemischter autologer 

Anteile und natürlich, wie es jetzt auch schon getan wird, die Klinik des Patienten. Und sie 

muss, wie auch die STR-Methode durch weitere wichtige Untersuchungen wie der Analyse 

der Minimalen Resterkrankung (MRD) ergänzt werden. [34, 79, 80] 

 

Zur Prüfung der Vergleichbarkeit der beiden Methoden, bzw. der Überlegenheit einer der 

beiden Analysen, wäre eine großangelegte prospektive Studie indiziert.  

 

4.4 Anwendbarkeit der Real-Time PCR Methode in der täglichen Praxis  

4.4.1 Vereinfachtes Markerscreening 

Um die RT-PCR-Methode in die Praxis zu übernehmen, ließe sich zunächst das Screening 

nach einem geeigneten Marker einfacher, effektiver und kostengünstiger gestalten. Im Falle 

eines männlichen Empfängers und eines weiblichen Spenders könnte sogar ganz darauf 

verzichtet und der Marker S02, der auf dem Y-Chromosom liegt, verwendet werden. 

Mit einer Kombination von 13 ausgewählten Markern kann eine Informativität von 90%, mit 

9 SPs kann bereits eine Informativität von 80% erreicht werden, so dass man auf einer 96-
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well-Platte parallel fünf Spender-/Empfängerpaare screenen könnte. Vorbereitete Platten 

lassen sich mit Folie bedeckt im Kühlschrank bis zu zwei Wochen lagern. 

 

4.4.2 Verwendung von Standardreihen  

Durch die Verwendung von Standardreihen aus künstlichen DNA Mischungen gesunder 

freiwilliger Spender, die in größerer Menge hergestellt und gelagert werden können, wurde 

zum einen eine hohe Reproduzierbarkeit, zum anderen eine Vereinfachung der Methode 

erreicht. Der zunächst beschriebene Weg [50], die Standardreihen aus den Vorproben von den 

jeweiligen Spender und Empfänger herzustellen, wäre für die tägliche Routine nicht 

praktikabel gewesen: Erstens wäre dies zu arbeitsaufwändig, und zweitens würde sehr viel 

Spender und Empfänger-DNA dazu benötigt. 

 

4.4.3 Einsatz einer bestimmten Menge an DNA-Lösung 

Die RT-PCR-Methode lässt sich in der täglichen Laborroutine dadurch noch weiter 

vereinfachen, dass eine bestimmte Menge DNA-Lösung, ungeachtet der Konzentration, 

eingesetzt wird. Die eingesetzte DNA-Menge wird per Albumin Assay überprüft und das 

erhaltene autologe Signal wird normalisiert, so dass eine Probe wiederholt werden kann, falls 

sie zu viel oder zu wenig DNA enthalten haben sollte, wobei sich die Quantifizierung über 

drei Log-Stufen linear zeigte [65]. Für diese wissenschaftliche Untersuchung war es 

allerdings notwendig, möglichst immer gleiche DNA-Mengen einzusetzen. 

 

Es ist also möglich, eine Routine für die RT-PCR-Methode zu entwickeln, die ähnlich 

aufwendig aber deutlich empfindlicher ist ist, wie die derzeit angewendete STR-Methode. 
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5 Zusammenfassung 

Nach einer erfolgten Stammzelltransplantion im Rahmen einer Leukämie sollte in 

regelmäßigen Abständen der hämatopoetische Chimärismus untersucht werden, da 

ansteigende autologe Anteile einem Rezidiv häufig voran gehen. [33, 35-37] Es wurde in den 

letzten Jahren beschrieben [50, 52, 54, 55, 81], dass Sequenzpolymorphismen (SPs) als 

hochempfindliche Marker für die Chimärismusanalyse fungieren können. Durch sie würde 

eine deutlich höhere Sensitivität erzielt werden, als mit der bisher verwendeten Methode, die 

Short Tandem Repeats als Marker zur Diskriminierung von Spender und Empfänger benutzt. 

 

Ziel dieser Arbeit war es, die Proben von Kindern, die nach einer ALL eine 

Stammzelltransplantation erhalten hatten, und die bereits mit der STR-Methode untersucht 

worden waren, mit der RT-PCR-Methode in Hinblick auf die in der Einleitung gestellten 

Fragen, erneut zu analysieren.  

 

Es ist in 96 % der Empfänger-/Spenderpaare möglich unter den 29 ausgewähltenten SPs 

mindestens einen geeigneten Marker zu finden und sicherlich wäre es möglich noch weitere 

Sequenz-Polymorphismen hinzu zu nehmen, falls die Informativität der 29 verwendeten nicht 

ausreichend ist. 

 

Es konnte in fast allen Experimenten eine Sensitivität von 0,1 % erreicht werden, mit 

zunehmender experimenteller Erfahrung immer zuverlässiger, so dass man inzwischen ein 

Experiment, bei dem diese Sensitivität nicht erreicht wird, wiederholen würde. 

 

Durch eine Vereinfachung der Methode mit einem optimierten Primerscreening, universellen 

Standardreihen und dem Einsatz von einer definierten Menge DNA-Lösung, die zumindest 

über einen weiten Bereich unabhängig ist von der enthaltenen Konzentration, lässt sich eine 

Laborroutine entwickeln, die ähnlich zeitaufwändig ist, wie der jetzige Goldstandard, die 

STR-Methode. Allerdings ist die RT-PCR-Methode derzeit noch deutlich teurer. 

 

In dieser Arbeit zeigt sich, dass die Real-Time PCR mit Sequenz Polymorphismen als 

genetische Marker eine sehr sensitive Methode zur Erfassung autologer Anteile darstellt und 

in der praktischen Anwendbarkeit mit der bisherigen PCR-Methode mit Short Tandem 

Repeats zur Differenzierung vergleichbar ist. 
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Häufig lassen sich autologe Signale früher detektieren. Dadurch werden auch mehr Patienten 

als gefährdet eingestuft. Vor allem Patienten, die zweimal oder öfter in Folge einen 

gemischten Chimärismus von größer als 0,5 % aufweisen (und sich nicht in der Phase eines 

abnehmenden Chimärismus befinden) müssen genau beobachtet und engmaschig kontrolliert 

werden. Bei einer ansteigenden Dynamik ist es häufig sinnvoll, eine Immuntherapie 

einzuleiten. Nur bei zwei unserer Patienten verschwanden die autologen Signale von alleine 

wieder.  

 

Bei 50 % der Rezidivpatienten und bei 2 der 3 Patienten, die abgestoßen haben, sieht man mit 

der RT-PCR-Methode früher autologe Signale. 

 

Es wäre jetzt in einem nächsten Schritt nötig, bei einem ausreichend großen 

Patientenkollektiv beide Methoden parallel in einer prospektiven Studie miteinander zu 

vergleichen. 



57 

 

6 Abstract 

 

Post-transplant monitoring of chimerism allows detection of impending relapse in many 

patients thus providing the basis for immunotherapy. It has been recently published that SP-

PCR chimerism monitors dynamics of autologous cells with high sensitivity (quantifiable 

limit 1E-4 to 1E-3) and reproducibility. This principally offers the possibility of earlier and 

more frequent diagnosis of ongoing relapse. 

 

To substantiate this, we retrospectively performed SP-chimerism in a multicenter study in 148 

children with ALL after allo-SCT, who have formerly been analysed by STR-PCR. 

 

The overall informativity of recipient genotype discrimination was found to be 96%. Nearly 

all quantification assays reached a sensitivity of at least 10-3 (0,1 %).Taken together, the 

presented SP systems for qPCR provide high informativity and sensitivity together with an 

excellent reproducibility and accuracy in order to perform quantitative chimerism analysis for 

virtually all patients. Analyses can now be done on a routine daily basis since primer 

screening can be performed with a manageable number of SP markers. Quantification of 

chimerism is reliably possible when applying marker-specific standard dilution series from 

healthy volunteers. Moreover, this allows a fast performance of the assay. 

 

SP-PCR based chimerism is feasible and reliable for post-transplant monitoring in ALL. 

Compared to STR-, the SP-PCR method allowed the diagnosis of significant MC more 

frequently (8.8%) and earlier (50%) in relapsed patients. However the fact, that significant 

MC could be detected in some patients, who never relapsed, has to be kept in mind. 

 

Finally, this system can be the platform to conduct large prospective studies to evaluate 

whether SP-qPCR is superior to STR-PCR in terms of clinical impact of chimerism. 
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