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1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Die Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark und dem
Blut hat sich in den letzten Jahrzehnten von einer experimentellen Therapie zu einer
anerkannten, potenziell kurativen Behandlung lebensbedrohlicher hamatologischer
Erkrankungen, wie beispielsweise akuten myeloischen Leukadmien, entwickelt (Gratwohl et
al. 1998).

Patienten mit einer manifesten akuten myeloischen Leukéamie, haben ohne Transplantation
eine Uberlebenschance von meist nur wenigen Monaten. Eine hamatopoetische
Stammzelltransplantation (HSZT) dieser Patienten gestaltet sich in der Regel schwierig und
ist mit komplexen Problemen verbunden. Dies resultiert aus dem Umstand, dass die
Patienten oft alter, multimorbide und in einem schlechten Allgemeinzustand sind. Meist
haben diese Patienten in den zuriickliegenden Monaten zahlreiche
Erythrozytentransfusionen erhalten, welche zu einer toxischen Eisentberladung fihren und

mit betrachtlichen konsekutiven Komplikationen behaftet sein konnen (Nowak, 2006).

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass diese Eisenlberladung vor einer
Transplantation einen signifikanten Einfluss auf das ereignisfreie Uberleben nach einer
Transplantation hat. Dabei scheint die serologische Quantifizierung des Ferritins am besten
geeignet zu sein, die tatsachliche Eiseniberladung abzuschatzen. Als Akute-Phase-Protein
kann der serologische Ferritin-Wert jedoch nur gewertet werden, wenn Kkeine
Entzindungskonstellation besteht. Dies kann mit Bestimmung des CRP-Werts gut
nachvollzogen werden. In den Fallen mit erhéhtem CRP-Wert ware es hilfreich, alternative
Methoden verfiigbar zu haben, welche den Eisengehalt prazise beschreiben kdnnen
(Petrides 2007).

1.2 Der Formenkreis der myelodysplastischen Syndrome und die akuten
myeloischen Leukamien

Akute  myeloische Leukamien (AML) sowie die Vorlaufererkrankungen des
myelodysplastischen ~ Syndroms  (MDS)  bezeichnen  maligne  h&matopoetische
Stammzellerkrankungen, wobei MDS ein unterschiedliches Risiko der Progression in eine
AML aufweisen. Sie stellen primar eine Erkrankung tberwiegend des htéheren Lebensalters
dar. Oft haben die fir eine allogene HSZT vorgesehenen Patienten ohne Transplantation nur

noch eine geringe Uberlebenschance von mehreren Monaten (Haase 2002).
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1.2.1 Der Formenkreis der myelodysplastischen Syndrome

Unter der Bezeichnung MDS wird eine Gruppe von Erkrankungen des Knochenmarkes
zusammengefasst, welche durch einen  Stammzelldefekt mit nachfolgenden
Reifungsstorungen der Hamatopoese bei peripherer Zytopenie gekennzeichnet ist. Der
Blutbildungsprozess ist nachhaltig gestort und es besteht grundséatzlich das Risiko des
Ubergangs in eine AML. MDS treten meist nach dem sechzigsten Lebensjahr auf und
verlaufen je nach Progressionsrisiko unterschiedlich schwer (Haase 2002).

In allen MDS-Untergruppen, mit Ausnahme des 5gminus-Syndroms, ist ein leichtes
Uberwiegen des mannlichen Geschlechts nachweisbar. Nach den Daten des Diisseldorfer
Knochenmarkregisters betragt die Inzidenz in der Gesamtbevélkerung 4 - 5/ 100.000 / Jahr.
Aufgrund der charakteristischen Altersbindung nimmt die Inzidenz mit fortschreitendem
Lebensalter stark zu und betragt tber 20 / 100.000 bei Bevolkerungsgruppen jenseits des
70. Lebensjahrs. Diese Daten werden durch flachendeckende Populationsstudien wie z. B.
der SEER-Studie in den USA bestatigt (Aul et al. 2010). In Gber 90 Prozent der Falle lasst
sich keine auslosende Ursache nachweisen (primare MDS). Weniger als 10 Prozent der
Falle sind durch exogene Noxen wie vorangegangene Zytostatikatherapie, Radiatio, Benzol
und andere Losungsmittel bedingt (sekunddre bzw. therapieassoziierte MDS).
Therapieassoziierte MDS (t-MDS) gehen in Uber 90 % der Falle mit chromosomalen
Aberrationen einher. Fur die Entwicklung einer klonalen Hamatopoese sind wahrscheinlich
mehrere Mutationen erforderlich. Ein zentraler Pathomechanismus in den Frihstadien eines
MDS ist die gesteigerte Apoptoserate der Knochenmarkzellen, die durch immunologische
Faktoren ausgelOst wird. Postuliert werden autoreaktive T-Zellklone im MDS-Knochenmark,
die Uber einen noch unbekannten Mechanismus aktiviert werden und durch Freisetzung von
TNF-a und anderen proinflammatorischen Zytokinen eine vermehrte Apoptose
hamatopoetischer Progenitorzellen auslosen (Aul et al. 1997). Ein einheitlicher genetischer
Defekt konnte als Ursache der MDS-Entstehung noch nicht identifiziert werden. Man geht
davon aus, dass die Kumulation verschiedener genetischer Lasionen fir die zunehmende
Knochenmarkschadigung und finale Progression des MDS in eine AML verantwortlich ist
(Aul et al. 2010).

Zur Abschétzung des Progressionsrisikos wurden in den letzten Jahren mehrere Prognose-
Scores etabliert, welche sich insbesondere auf die internationalen Prognose-Scores fur MDS
und auf die WHO-adaptierten Prognose-Scores fir MDS stiutzen. Die grundsatzliche Abfolge
der Prognoseabschatzungssysteme verlauft nach einem analogen Muster: Gewisse
Einzelfaktoren werden gewichtet und kombiniert, woraus die visierte Lebensdauer des
Patienten geschatzt wird, wenn keine Behandlung eintritt. Diese Einzelfaktoren kénnen sehr

vielfaltig sein. Exemplarisch kénnen hier das Alter des Patienten, die Anzahl der
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konsumierten Zigaretten je Tag oder aber die taglich zugefihrte Menge an Alkohol
herangezogen werden. Bei einer MDS-Erkrankung kénnen verschiedene Einzelfaktoren in
die Prognose-Scores integriert werden, um die mediane Lebenszeit ohne Behandlung des

Patienten zu ermitteln (Greenberg et al. 1997).

Der am haufigsten genutzte Prognose-Score fir MDS ist der Score des International
Prognostic Scoring System (IPSS), der sich auf die French American British (FAB)
Klassifikation von 1982 stitzt und 2012 novelliert wurde (Greenberg et al. 1997; Greenberg
et al. 2012). Bei dem urspringlichen Scoring System wurden drei Determinanten miteinander
verknlpft: Auspragung des Blutzellmangels respektive Zytopenien, Summe der
Veranderungen des Erbgutes (zytogenetische Veranderungen) der fir die Blutbildung
verantwortlichen Zellen, sowie der Anteil myeloischer Blasten in Knochenmark und Blut (Aul
et al. 2010). Die revidierte Fassung verfeinert den Score um folgende Attribute: Die
Neugruppierung von chromosomalen Aberrationen in finf statt drei Risikokategorien.
Neudefinition der Risikogruppen in Abhéngigkeit vom medullaren Blastenanteil (<2, >2-<5
, 5-10, > 10 - 30 %). Berticksichtigung des Grades der Zytopenien. Die Inklusion weiterer
Prognoseparameter wie Serum-Ferritin, Lactatdehydrogenase, [B2-Mikroglobulin. Des
Weiteren wurden die prognostischen Risikogruppen von vier auf funf Kategorien in Bezug

auf die mediane Uberlebenszeit angehoben (Greenberg et al. 2012).

Punktzahl 0 0,5 1 15 2 3 4
Zytogenetik Sehr glinstig | - Glnstig | - Intermediar | unginstig | Sehr _
unglnstig
KM-Blasten <2% - 3-4% | - 5-9% >10 % -
Hamoglobin g/dl >10 - 8-<10 | <8 - - -
Thrombozyten/pl >100 50-<100 | <50 - - - -
Granuloyzten/pl > 800 <800 - - - - -

Tab. 1.1: Internationaler Prognose-Score revidiert (IPSS-R) zur Risikostratifikation bei MDS (Germing et al.
2013)

Zytogenetische Risikogruppen

Sehr giinstig Del(11q), -Y

Ginstig Normal, del(20q), del(5q), einzeln und doppelt, del(12p)
Intermediér +8, del(7q), i(17q), +19, +21, jede andere einzelne und doppelte Anomalie, unabhangige Klone
Unglinstig -7, inv(3)/t(3g)/del(3q), 2 Anomalien inklusive -7/del(7q), komplex mit 3 Anomalien

Sehr ungiinstig | Komplex mit >3 Anomalien

Tab. 1.2: Zytogenetische Risikogruppen (Germing et al. 2013)
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Risikogruppe Score ?I’\'ﬂegr'lzrt‘; Uberlebenszeit | s\ 2506 (Monate)
Sehr niedriges Risiko <15 8,8 Nicht erreicht
Niedriges Risiko >15-3 |53 10,8

Intermediares Risiko Il >3-45 | 3,0 3,2

Hohes Risiko >45-6 |16 1,4

Sehr hohes Risiko >6 0,8 0,73

Tab. 1.3: Internationaler Prognose-Score (IPSS) zur Risikostratifikation bei MDS
1) Zeit bis sich bei 25% der Patienten eine Leukémie entwickelt hat (Germing et al. 2013)

Ein weiterer Score, der so genannte WHO-adaptierte Prognose-Score fir MDS (WPSS)
analysiert die potenzielle Lebenserwartung in ahnlicher Form. Erforderlich wurde dieser
zweite Score durch die Revision der FAB-Klassifikation, die unter bestimmten Umsténden

bei MDS-Patienten einen Blastengehalt von > 20 % tolerierte (Vardiman et al. 2009).

Die Variablen des WPSS beinhalten wie der IPSS die zytogenetischen Aberrationen. Des
Weiteren bezieht er den Transfusionsbedarf und die WHO-Subtypen mit ein und verteilt
diese auf finf anstatt vier Risikogruppen (Malcovati et al. 2007).

Punktzahl 0 1 2 3
WHO - Typ RCUD/RARS/5q RCMD RAEB | RAEB I
Transfusionsbedarf 2 Nein Ja - -
Zytogenetische Risikogruppe v Niedrig Mittel Hoch -

Tab. 1.4: WHO-basiertes Prognostic-Scoring-System (WPSS) zur Risikostratifizierung bei MDS (Aul et al. 2010)
1) Niedriges Risiko = normaler Karyotyp, 5q-, 20q-, -Y

Mittleres Risiko = alle anderen Anomalien

Hohes Risiko = Komplexe Karyotypveranderungen (= 3 Anomalien), Chromosom 7-Defekte
2) Transfusionsbedarf bei Erstdiagnose

Risikogruppe Score Mediane Uberlebenszeit (Monate)
Sehr niedriges Risiko 0 141

1 66
Intermediares Risiko 2 48
Hohes Risiko 3-4 26
Sehr hohes Risiko 5-6 9

Niedriges Risiko

Tab. 1.5: WHO-basiertes Prognostic-Scoring-System (WPSS) zur Risikostratifizierung bei MDS (Aul et al. 2010)

Mit Ausnahme der allogenen HSZT ist bis heute keine kurative Behandlung der MDS
bekannt. Bei den meisten Patienten beschrankt sich die Therapie daher auf palliative
MaflRnahmen, die auf eine Erhaltung bzw. Verbesserung der Lebensqualitit abzielen.
Supportive Therapiemal3nahmen sind als Standard in allen Krankheitsstadien anzusehen
(Aul et al. 2010).
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Fur die MDS-Erkrankung lassen sich verschiedene therapeutische Optionen auf der
Grundlage der vorgenommenen Prognose-Scores identifizieren. Sie werden in zwei
Therapieregime eingeteilt: Niedrig-Risiko-MDS (sehr niedrig, niedrig, intermediar (1)) und
Hoch-Risiko-MDS (intermediar (2), hoch, sehr hoch). Insofern ein Niedrig-Risiko-MDS
diagnostiziert wird, kann die so genannte supportive Therapie angewendet werden. Hierbei
handelt es sich um eine unterstitzende Behandlung, welche die Komplikationen und
Nebenwirkungen der Krankheitstherapie praventiv behandelt und bei der Vermeidung und
Ldsung sozialer Probleme unterstitzt. Es steht der Erhalt bzw. die Wiederherstellung der
Lebensqualitdt im Vordergrund. Eine Transplantation wird meist erst im Progress
durchgefuhrt (McClune et al. 2010). Bei der MDS-Erkrankung umfasst die medikamentdse
supportive Therapie die Gabe von Erythrozyten oder Thrombozyten, insofern diese Blutwerte
erniedrig sind. Bei klinischem Anzeichen einer Infektion werden Antibiotika verabreicht.
Granulozyten-Koloniestimulierende Faktoren (G-CSF) konnen in Verbindung mit
Erythrozytenkonzentraten Leuko-, Neutro-, Granulozytopenien vorbeugen und die Rate an
Erythrozytentransfusionen, abh&ngig vom Subtyp, erheblich verringern (Aul et al. 2010;
Greenberg 2010; Tefferi & Vardiman 2009).

Als weitere MalRnahme bei Niedrig-Risiko-MDS-Patienten sei die Immunsuppression zu
nennen. Diese hat an Bedeutung gewonnen, seitdem bekannt ist, dass T-Lymphozyten
durch Freisetzung proapoptotischer Zytokine, insbesondere in frihen MDS-Stadien, an der
Entwicklung der hamatopoetischen Insuffizienz beteiligt sind. Eine Therapie mit
Antithymozytenglobulin (ATG) und/oder Cyclosporin A (CSA) kann bei Niedrig-Risiko-MDS in
ca. 30% der Falle sowohl zur Transfusionsfreiheit als auch zum Thrombozytenanstieg
fihren. Pradiktive Parameter fir eine erfolgreiche ATG-Therapie sind z.B. jlngeres
Patientenalter, kiirzere Krankheitsdauer sowie geringer oder kein Transfusionsbedarf. Die

Dauer des Ansprechens liegt hierbei bei ca. 10 - 12 Monaten (Nimer 2008).

Ein weiterer Wirkstoff ist Lenalidomid, eine immunmodulatorische Substanz. Dieses
Medikament ist aus der Behandlung von Patienten mit multiplen Myelomen bereits bekannt.
Seine Wirkung beruht auf verschiedenen Mechanismen. So hemmt es die Proliferation
gewisser hamatopoetischer Tumorzellen und die Produktion entziindungsfordernder
respektive proinflammatorischer Zytokine (insbesondere TNF-a und Interleukin-6 sowie
Interleukin-12). Ferner beruht die positive Wirkung auf Forderung der Antiangiogenese,
Stimulation von T-Zellen und naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), wodurch in Folge eine
Verbesserung der durch diese Zellen vermittelten Immunitat gegen Tumorzellen eintritt. So
kann eine Normalisierung des Blutbildes, insbesondere der Erythropoese erreicht werden
(Weber et al. 2007; Dimopoulos et al. 2007).
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Die immunmodulatorische Therapie kommt besonders bei Niedrig-Risiko-MDS-Patienten mit
del(5q)-Anomalie zum Einsatz und fuhrt regelhaft zu langfristiger Transfusionsfreiheit. Die

Ansprechdauer liegt hier bei ca. zwei Jahren (Mohamedali & Mufti 2009).

Auch bei Niedrig-Risiko-MDS-Patienten, die keine 5g-minus-Anomalie aufweisen, ist
Lenalidomid wirksam, allerdings sind Ansprechraten, Hamoglobinanstieg und Ansprechdauer
deutlich kirzer. Hauptnebenwirkung von Lenalidomid sind ausgepragte Neutro- und

Thrombozytopenien, die eine Dosisreduktion oder evtl. einen Therapieabbruch erfordern.

Erythrozytentransfusionen sind, wie oben beschrieben, ein wichtiger Bestandteil der
supportiven Therapie. Durch die Bluttransfusionen kommt es Uber das Hamoglobin zu einer
Eisenuberladung, welche im Durchschnitt 200 bis 250 Milligramm pro verabreichtem
Konzentrat betragt. Die Eisenlberladung resultiert in  einer pathologischen
intrazytoplasmatischen und interstitiellen Eisenablagerung in allen Organen mit konsekutiver
Gewebeschadigung und Stoérung der Organfunktionen (Greenberg 2010). Da ein Mensch
taglich nur ein Miligramm Eisen verbraucht und auch wieder ausscheidet, muss das
Uberschissig aufgenommene Eisen durch Eisenchelatoren aus dem Korper eliminiert
werden (Ehninger 2008). Daher sollte bei Niedrig-Risiko-Patienten, die mindestens 25
Erythrozytenkonzentrate erhalten haben und deren Serum-Ferritin bei tber 1000 ng/ml liegt,
eine Behandlung mit einem Chelatbildner erwogen werden. Eine Eisenchelationstherapie
fuhrt bei etwa 15 - 20 % der Patienten zur Verbesserung der Blutzellzahlen (Gattermann et
al. 2012). Der Uberlebensvorteil wurde in retrospektiven Analysen zwar festgestellt, aber

noch nicht durch prospektive, randomisierte Studien belegt (Germing et al. 2013).

Sofern bei Patienten ein Hoch-Risiko-MDS diagnostiziert wird, weisen diese in
unbehandeltem Zustand ein hohes Risiko einer Transformation in eine sekundare AML auf;
die mediane Uberlebenszeit betragt in dieser Konstellation nur zwélf Monate (Greenberg et
al. 1997). Neben der supportiven Therapie muss daher fir diese Patienten in Abhangigkeit
ihrer individuellen Situation eine gesonderte Behandlung in Erwdgung gezogen werden. Die
Behandlungsoptionen umfassen hier zundchst die Madoglichkeit einer allogenen
Stammzelltransplantation. Fir die Patienten, die sich fur die HSZT nicht qualifizieren, sollte
die epigenetische Therapie, eine intensive Chemotherapie, sowie nicht intensive
Chemotherapie durch niedrig dosiertes Cytarabin oder niedrig dosiertes Melphalan in

Betracht gezogen werden.

Die epigenetische Pragung einer Zelle bezeichnet die Kodierung des Phanotyps durch DNA-
Methylierung oder Modifikation der Histone. Es handelt sich hier um einen komplex
regulierten Schlisselmechanismus wahrend der normalen Zellteilung und Differenzierung.
Bei MDS-Patienten fuihren aberrante DNA-Methylierungsmuster und Histonmodifikationen

zur Inaktivierung (,silencing®) kritischer Genabschnitte, die fir die DNA-Reparatur,
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Differenzierungsinduktion, Apoptose und Zellzykluskontrolle erforderlich sind. Diese
Veranderungen kénnen z.B. durch DNA-Methyltransferase- (DNMT) und Histondeacetylase-

(HDAC) Inhibitoren riickgangig gemacht werden (Aul et al. 2010).

Am besten untersucht ist das Pyramidinanalogon Azacytidin (Vidaza), welches anstelle von
Cytosin in die DNA eingebaut wird und durch Hemmung der DNMT die Hypermethylierung

von Promotorgenen riickgangig macht (Gurion et al. 2010).

In der AZA-001-Studie konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil fur Azacytidin gegeniiber
den konventionellen Therapieoptionen (supportive Therapie, niedrig dosiertes
Cytosinarabinosid und Induktionschemotherapie) festgestellt werden (24 vs. 15 Monate) und
der Ubergang von einem MDS in eine AML signifikant verlangert werden (18 vs. 12 Monate).
Vidaza fihrte bei 29 % der Patienten zu einer kompletten oder partiellen Remission und bei
etwa der Halfte der Patienten zu einem Anstieg der Blutzellwerte und zu Transfusionsfreiheit
(Fenaux 2009).

Als Nebenwirkung von Azacytidin werden Myelosuppression, lokale Hautirritationen und
gastrointestinale Beschwerden angegeben.

Azacytidin ist seit 2009 zur Behandlung von erwachsenen Patienten mit folgenden
Erkrankungen zugelassen, insbesondere wenn fir eine allogene HSZT Kontraindikationen

vorliegen:

— MDS mit einem intermediaren Risiko (INT-1l) oder einem hohen Risiko nach IPSS

— chronische myelomonozytare Leukamie mit 10 bis 29 Prozent Knochenmarkblasten
(CMML-2) ohne myeloproliferate Stérung

— AML mit 20 bis 30 Prozent Blasten und einer Mehrlinien-Dysplasie gemaf
Klassifikation der WHO (Maurillo et al. 2013)

Fur jungere Patienten (< 70 Jahre) in gutem Allgemeinzustand und ohne Begleiterkrankung
wird eine intensivierte Polychemotherapie vorgesehen, die auf &hnliche Induktionsprotokolle
wie bei der AML zurickgreift. Als Kombinationspartner kommen Anthrazykline,
Anthrachinone, Standard- und Hochdosis-Cytosinarabinosid, Epipodophyllotoxine und der
Topoisomerase-lI-Hemmer (Topotecan) in Betracht. Hierbei werden &hnlich gute Raten an
kompletter Remission erzielt wie bei der AML (50 - 70 %). Die Remissionsdauer liegt hier
jedoch bei weniger als zwolf Monaten. Als unglnstige Parameter fir ein Ansprechen sind die
Transformation in eine AML, t-MDS, mannliches Geschlecht, hohe Serum-LDH-Spiegel und
der Nachweis von Chromosom-7-Anomalien und komplexen Aberrationen, identifiziert
worden. Durch Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie lassen sich bei einem Teil der MDS-

Patienten lang anhaltende Vollremissionen erreichen (Estey et al. 1997).
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Die allogene HSZT ist gegenwartig die einzige verfugbare, potenziell kurative Therapieoption
fur das MDS und die AML (Ehninger, 2008). Insbesondere fur Patienten, welche das
funfundsechzigste Lebensjahr noch nicht Uberschritten haben und Uber eine
Hochrisikokonstellation verfigen, nimmt diese Therapie einen priméaren Stellenwert ein
(Tefferi & Vardiman 2009). Durch die Verbesserung supportiver MalBhahmen konnte die
Indikation auf Patienten Uber das siebzigste Lebensjahr erweitert werden. Jeder geeignete
MDS-Patient sollte daher bei Diagnosestellung in einem Transplantationszentrum zur

individuellen Behandlung vorgestellt werden. (Ehninger, 2008).

1.2.2 Das Krankheitsbild der akuten myeloischen Leukamien

Die AML macht etwa 80% der akuten Leukdmien des Erwachsenen und ungeféahr 15 - 20 %
der akuten Leuk&mien im Kindesalter aus. In Deutschland existiert seit 1980 zwar ein
Kinderkrebsregister, in dem 95 % aller Krebsfalle bei Kindern bis 15 Jahren registriert
werden (Kaatsch 2004), im Gegensatz zu den meisten angloamerikanischen und einigen
skandinavischen Landern gibt es aber erst seit 2010 ein flachendeckendes zentrales
Register zur Erfassung von Leukdmiefdllen bei Erwachsenen. Der von der GEKID
("Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.") und dem Robert-
Koch-Institut herausgegebene Bericht zu Krebs in Deutschland bezieht sich nur auf lokale
Krebsregister (Haberland et al. 2006; Schaich 2008).

Um diesbezilglich Abhilfe zu schaffen, werden anhand der Haufigkeitsdaten des grof3ten
amerikanischen Krebsregisters (SEER) und der deutschen Bevdlkerungsdaten Schéatzzahlen
fur Deutschland erhoben. Natirlich ergeben sich bezuglich der Vergleichbarkeit mit den
amerikanischen Zahlen limitierende Faktoren wie z.B. die unterschiedlichen Klima- und

Umweltbedingungen.

Bei Beriicksichtigung dieser Umstande liegt die Anzahl der geschatzten Neuerkrankungen
fur AML des Erwachsenen in Deutschland bei jahrlich 4,3 / 100.000 fir Manner und 2,9 /
100.000 fur Frauen. Insgesamt erkranken etwa 3600 Menschen in Deutschland pro Jahr
(Haberland et al. 2006). Die altersstandardisierte Inzidenz der kindlichen AML bel&auft sich in
Deutschland jahrlich auf 0,7 pro 100.000. Das Verhéltnis von Jungen und Ma&adchen ist
nahezu gleich (Jungen vs. Madchen 1,1: 1,0) (Kaatsch 2004).

Von dem amerikanischen Krebsregister ausgehend ergibt sich, dass die AML eine
Erkrankung des hoéheren Lebensalters ist. Bis zu einem Alter von 39 Jahren verandert sich
die Inzidenz kaum und schwankt zwischen Werten von 0,4 in der Gruppe der 5- bis 9-
Jahrigen und 1,4 bei den 35- bis 39-Jahrigen. Mit zunehmendem Alter steigt dann die
Inzidenz der AML deutlich an und betragt 7,3 bei den 60- bis 64-Jéhrigen, 15,3 bei den 70-
bis 74-Jahrigen und 23,1 bei den 80- bis 84-Jahrigen. Damit ergibt sich ein medianes Alter

von 67 Jahren bei Diagnosestellung. Schwarze Menschen erkranken hierbei im Median
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10 Jahre fruher als Menschen weil3er Hautfarbe. Die Inzidenz in Europa entspricht den

amerikanischen Werten fir Menschen mit weiRer Hautfarbe (Visser et al. 2012).

Die Mortalitat der AML betragt nach den Daten der SEER 2,7 / 100.000. Sie ist bei Mannern
hoher als bei Frauen (3,5 vs. 2,2). Die Mortalitat der AML zeigt naturgemalf ebenfalls eine
deutliche Abhangigkeit vom Alter und steigt von Werten um 1 / 100.000 bei unter 45-
Jahrigen auf bis zu 67 / 100.000 bei Uber 75-Jahrigen an (Haberland et al. 2006).

Die Risikofaktoren fiir eine AML bestehen aus genetischen und aus extrinsischen Faktoren.
Eine Exposition gegeniber hohen Dosen ionisierender Strahlung, eine langjahrige
chronische Benzolbelastung oder eine Zytostatikatherapie z.B. mit Alkylantien und
Topoisomerase-lI-Hemmer, kdénnen nach einer Latenzzeit von mehreren Jahren zu
Entwicklung einer AML flhren. Ferner tritt eine AML gehauft bei einigen genetischen
Erkrankungen auf, wie z.B. der Trisomie 21 oder bei einer Keimbahnmutation im C/EBPa-
Gen. Der Tabakkonsum nimmt ebenfalls einen hohen Stellenwert ein.

In den meisten Fallen kann die Ursache fir die Entstehung der Erkrankung jedoch nicht
benannt werden (Léwenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

AML konnen sowohl de novo als auch als Progression einer praexistenten
hamatopoetischen Neoplasie entstehen. Die Blastenproliferation bei Reifungsarrest fuhrt zu
einer hamatopoetischen Insuffizienz und zu einer peripheren Blasteniiberschwemmung mit
einer gesteigerten Koagulabilitdt des Blutes. Die Symptome einer AML lassen sich
vorwiegend auf eine Knochenmarkinsuffizienz zurickfiihren. Die Symptome dieser
Insuffizienz umfassen insbesondere Zeichen der Blutgerinnungsstérung mit Petechien,
Hamatomen, Schleimhaut- oder Zahnfleischblutungen, Infektionen wie Pneumonie,
Tonsillitis, Mundsoor, allgemeine Schwache, Krankheitsgefiihl, Blasse oder Nachtschweil3
(Loéwenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

In den meisten Fallen besteht bei Diagnosestellung eine Leukozytose, manchmal aber auch
normale oder sogar erniedrigte Leukozytenzahlen. Im Differentialblutbild lassen sich im
Verlauf meist Blasten erkennen. Hinzu kommen oft eine Andmie und Thrombopenie, erhéhte
LDH und Harnsdurewerte sowie Gerinnungsstbrungen. Unbehandelt schreitet die
Erkrankung schnell voran und fiihrt nach kurzer Zeit meist aufgrund von Infektionen oder

Blutungen zum Tode (Lowenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

Vor Beginn der Behandlung missen Prognosefaktoren und pradiktive Faktoren
bertcksichtigt werden. Eine Sonderrolle nimmt hier die AML M3 (Akute Promyelozyten-
Leukamie) ein. Wahrend die Prognosefaktoren mittels Prognose-Scores (spontaner Verlauf)
ermittelt werden, koénnen durch die Hinzuziehung von pradiktiven Faktoren der
Behandlungserfolg und der Einfluss der Pathophysiologie ziemlich genau prognostiziert

werden. Bei beiden Faktoren nehmen die Komorbiditat, soziale Faktoren und das Alter des
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Patienten einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Prognose ein (Germing et al. 2012;
Fiegl & Hiddemann 2012). Zytogenetische Abberationen, die erstmals in der Klassifikation
der WHO von 2008 prognostisch Erwéhnung fanden, nehmen ferner einen immer
wichtigeren Stellenwert ein, um die Therapieoptionen individuell an den Patienten

anzupassen und somit eine risikoadaptierte Therapie durchzuftihren (Déhner et al. 2010).

Parameter Stratum

Kdrpertemperatur (°C) <38,>38

H&amoglobin (g/dl) <10,3,>10,3

Thrombozyten (K/ul) <28,>28-<53,>53-<104, > 104
Fibrinogen (mg/dI) <150, > 150

Alter bei Diagnose (Jahre) 60-64,>64-67,>67-72,>72
Art der Leukamie de novo, sekundar

Tab. 1.6: Parameter zur Risikoabschatzung gemal des AMLCG-SAL-Risiko-Scores ((Fiegl & Hiddemann 2012)
AMLCG = Acute Myeloid Leukemia Cooperative Group; SAL = Studienallianz Leukamie
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Derzeit konkurrieren noch zwei

Klassifikationssysteme. Die altere FAB-Klassifikation

(French-American-British-Group) unterscheidet dabei ausschlie3lich nach morphologischen

Kriterien.

AML-Subtypen

MO

MPO konventionell zytochemisch negativ, immunologisch und ultrastrukturell positiv;
CD13-positiv

M1 unreife Myeloblasten-Leukamie

M2 Myeloblasten-Leukamie mit Ausreifung (+ spez. Form M2 Baso)
M3 Promyelozyten-Leukadmie (APL), t(15;17)*

M3v mikrogranulare M3, zytogenetisch und molekular-genetisch ebenfalls t(15;17)*
M4 akute myelomonozytare Leukamie

M4Eo AMMoL + > 5% abnorme Eosinophile

Mb5a unreife Monoblasten-Leukamie

M5b Monoblasten-Leukamie mit Ausreifung

M6 akute Erythroleukéamie

M7 Megakaryoblasten-Leukamie

Sonderformen:

* inzwischen weitere zytogenet. (z. B. t(11;17)) Formen
biphanotypische u. bilineére Leukamie

AML mit Myelodysplasie

AML aus MDS; akute Myelofibrose

hypoplastische AML

smouldering leukemia

Tab. 1.7: Morphologische Einordnung basierend auf der FAB-Klassifikation (Vardiman et al. 2009)
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Die WHO-Klassifikation bezieht sich nicht nur auf die morphologischen Kriterien, sondern

schlief3t auch die Zytogenetik und die molekulare Genetik mit ein.

Kategorien

AML mit wiederkehrenden zytogenetischen Anomalien

— mit t(8;21)(q22;q22), (AML1/ETO)

— mitinv(16)(p13.1;922) oder t(16;16) (p13.1;922), (CBFB/MYH11)

— akute Promyelozyten-Leukamie: mit t(15;17) (922;912), (PML/RARA)
und Varianten

Unabhangig von der
Blastenanzahl

im Blut oder KM

— AML mit t (9;11)(p22;923), MLLT3-MLL oder anderen 11923 (MLL)
Abnormalitaten

— AML mit t(6;9)(p23;q34), DEK-NUP214
— AML mit inv(3)(gq21;926.2) or 1(3;3)(q21;926.2), RPN1-EVI1

— AML (megakaryoblastic) mit t(1;22)(p13;q13), RBM15-MKL1

Alle weiteren folgenden

AML-Subtypen: 220% Blasten im
BB oder KM

Provisorische Entitaten:
— AML mit mutiertem NPM1
— AML mit mutiertem CEBPA
AML mit myelodyplasieverwandten Veranderungen
AML, therapiebedingt
AML ohne weitere Kategorie
— mit minimaler Differenzierung
— ohne Ausreifung
— mit Ausreifung
— akute myelomonozytére Leukéamie
— akute monoblastische und monozytare Leukamie
— akute Erythroleukamie
— akute erythroide Leukamie
— erythroid/myeloisch
— akute Megakaryoblasten-Leukamie
— akute Basophilen-Leukamie
— akute Panmyelosis mit Myelofibrose
Myeloisches Sarkom
Myeloische Proliferationen bei Down-Syndrom
— transient abnormale Myelopoese
— myeloische Leukamie assoziiert mit Down-Syndrom

Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien
Akute myeloische Leukdmien mit Mehrliniendysplasie

Tab. 1.8: WHO-Klassifikation, aktualisiert 2008 (Vardiman et al. 2009)
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Hiernach findet dann eine Einteilung in eine Prognosegruppe statt, wonach die Behandlung

adaptiert wird und auch die Uberlebenszeit abgeschéatzt werden kann.

Risikogruppe Merkmale

Giinstig 1(8,21)(q22;022); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1g22) oder t(16,16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
Mutiertes NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
Mutiertes CEBPA (normaler Karyotyp)

Intermediar 12 Mutiertes NPM1 mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
Wildtyp-NPM1 mit FLT3-ITD (normaler Karyotyp)
Wildtyp-NPM1 ohne FLT3-ITD (normaler Karyotyp)

Intermediar 112 t(9,11)(p22;923); MLLT3-MLL
Zytogenetische Abnormitéten, die weder als giinstig noch unginstig klassifiziert werden
konnen®

Ungiinstig inv(3)(g21926.2) oder t(3,3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

1(6,9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;g23); MLL rearrangiert
-5 oder del(5q); =7; abnl(17p); komplexer Karyotyp®

dInklusive aller akuten myeloischen Leukamien mit normalem Karyotyp; ausgenommen sind Formen, die in die giinstige
Subgruppe eingeschlossen werden. Die meisten dieser Félle sind mit einer eher schlechten Prognose vergesellschaftet, sie
sollten aber aufgrund moglicher Unterschiede im Behandlungsergebnis als eigenstandige Gruppe verzeichnet werden.? Fir
die meisten dieser Abnormitaten wurden keine ausreichenden Fallzahlen untersucht, um sichere Aussagen hinsichtlich der
prognostischen Signifikanz zu treffen.® 23 chromosomale Ab normitéten ohne t(15,17), t(8,21), inv(16) oder t(16,16), t(9,11),
t(v;11)(v;23), t(6,9), inv(3) oder t(3,3).

Tab. 1.9: Empfehlungen des European LeukemiaNet zur standardisierten Einteilung der akuten myeloischen
Leukamien in zytogenetische und molekulare Risikogruppen (ohne akute Promyelozytenleukamie); validiert bis zu
einem Alter von 60 Jahren

100 -
Giinstig
Intermediar
i — Ungunstig
= 75
&g
c
8
@ 504
E
D p<0,0001
25
0 T I I T T 1 T 1
0 1 2 5 4 5 6 7 8
Jahre nach Beginn der Therapie

Abb. 1.1: Uberleben von Patienten mit AML in Relation zum Karyotyp (Adaptiert nach (Haferlach et al. 2003))

Die konventionelle AML-Therapie unterscheidet terminologisch folgende Phasen: Erstens
die Induktionstherapie und zweitens die Konsolidierungs- bzw. Postremissionstherapie. Die
Induktion dient der deutlichen Reduktion der Tumorlast um mindestens drei Zehnerpotenzen
und damit dem Erreichen einer Kompletten Remission. Eine komplette Remission definiert

sich durch den Nachweis der Regeneration des peripheren Blutbildes (> 1000 Neutrophile/pl
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und = 100.000 Thrombozyten/pl), durch das Vorliegen von < 5 % Blasten ohne Auer-
Stabchen im Knochenmark und durch den fehlenden Nachweis von Blasten im peripheren
Blut bzw. durch fehlenden Nachweis extramedullarer Leukdmiemanifestationen (Cheson et
al. 2003).

Die Behandlung besteht aus mehrtagigen Chemotherapiesequenzen, welche zyklisch
wiederholt werden. Wahrend der Chemotherapie nehmen die Medikamente Cytarabin und
seine Analoga sowie die Anthracycline Daunorubicin und Idarubicin einen hohen Stellenwert
ein. Gegebenenfalls kann die Therapie durch weitere Chemotherapeutika wie Mitoxantron
zur individuellen Anpassung erganzt werden. Wird eine vollstandige Remission erreicht,

schlief3t sich die Postremissionstherapie an (Ldwenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

Ziel der Postremissionstherapie ist es, ein Rezidiv der AML dauerhaft zu verhindern.
Optionen fir die Postremissionstherapie stellen die Chemotherapie sowie die allogene und
die autologe HSZT dar. Die konsolidierende Chemotherapie besteht meist aus 2 - 3
repetitiven, intensiven Therapiezyklen, mit denen bei moglichst niedriger Toxizitat ein
maximaler Effekt erzielt werden soll. Das Prinzip hierbei ist eine Minimierung der residuellen
Tumorlast. Dies kann durch die Hinzunahme neuer Substanzen oder durch eine Steigerung
der Dosis von bereits im Rahmen der Induktionstherapie verwendeten Substanzen erfolgen.
Das wichtigste Medikament hierbei ist, wie auch bei der Induktionstherapie, Cytarabin
(O'Donnell et al. 2011; M Schaich 2008). Ob sich eine autologe oder allogene HSZT
anschliel3t, hangt von dem adaptierten Risikoprotokoll ab, welches je nach Risikoeinstufung

des Patienten bzw. des Ansprechens auf die bisherige Therapie ausgewéahlt wird.

Als Begleittherapie (supportive Therapie) nimmt der Ersatz von Blutbestandteilen
(Erythrozyten und Thrombozyten), Wachstumsfaktoren fur Granulozyten, die Bekampfung
von Infektionen mittels Antibiotika und die Tumorlyseprophylaxe einen wesentlichen

Stellenwert ein (L6éwenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

Gegebenenfalls kann sich eine Erhaltungstherapie anschliel3en. Diese wird jedoch nur im
Rahmen von Studien durchgefiihrt, da eine Erhaltungstherapie gegeniiber einer intensiven
Postremissionstherapie bislang keinen Uberlebensvorteil erbrachte (Miyawaki et al. 2005).
Ausnahmen hiervon sind die akute Promyelozytenleukdamie oder é&ltere Patienten

(> 60 Jahren), denen eine intensive Konsolidierungstherapie nicht zugemutet werden kann.

Abgesehen von spezifischen zyto- und molekulargenetischen Merkmalen werden die
Patienten zur weiteren Risikoeinschitzung in die beiden prognostisch relevanten
Altersgruppen unter und Uber 60 Jahre eingeteilt. Fir Patienten tUber 60 Jahren sind die
standardisierten intensiven Induktions- und Konsolidierungsstrategien meist nicht umsetzbar.
Die AML des alteren Menschen, d.h. ab einem Alter tGber 60 Jahren, weist im Vergleich zur

Erkrankung des jungeren Menschen Besonderheiten auf. Es finden sich haufiger numerische
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und Hochrisikoaberrationen. Balancierte Translokationen und Niedrigrisikoaberrationen
treten hingegen seltener auf. Weiterhin findet sich haufig eine Uberexpression des
Resistenzgens MDR1 (Appelbaum et al. 2006; M Schaich 2008). Dies fihrt zu einem
vermehrten Therapieversagen und zu einer hohen Rezidivrate. Zusatzlich liegen oft
Komorbiditaten vor und die therapieassoziierte Mortalitéat ist héher. Eine intensive Therapie
kann also oft nicht oder nur unvollstandig durchgefiihrt werden, was die Prognose der alteren

Patienten weiter verschlechtert (Appelbaum et al. 2006).

Grundsatzlich lasst sich bei Patienten, welche das sechzigste Lebensjahr bereits
Uberschritten haben, eine deutlich schlechtere Uberlebensrate als bei Jiingeren
prognostizieren. Die Rate kompletter Remissionen liegt in dieser Altersgruppe zwischen
drei3ig und sechzig Prozent. Als Ursache lassen sich das vermehrte Auftreten prognostisch
unginstiger Faktoren wie beispielsweise ungunstige Zytogenetik oder Sekundarleukamien
nach einem vorangegangenen MDS identifizieren. Auf der Grundlage dieser Therapie
erreichen etwa fiinfzehn bis funfundzwanzig Prozent der Patienten Langzeitremissionen
(Léwenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

Patienten mit einer AML im Rezidiv oder in einer spateren als der zweiten Remission haben
ohne hamatopoetische HSZT eine Uberlebenschance von nur mehreren Wochen bis
wenigen Monaten (Léwenberg et al. 1999; Vardiman et al. 2002).

Als einzige potenziell kurative Therapieoption, gilt die HSZT, die eine Heilungsrate von
50 - 60 % erzielt. Die Rezidivrate betragt bei Patienten in der ersten kompletten Remission,
die einen HLA-identischen Spender hatten unter 20 %. Eine essenzielle Voraussetzung fur
den Erfolg der Behandlung ist ein guter klinischer Zustand zum Zeitpunkt der Transplantation
(Léwenberg et al. 1999).

1.3 Die hamatopoetische Stammzelltransplantation

Unter einer HSZT versteht sich die Ubertragung von Blutstammzellen von einem Spender
auf einen Empfanger. Sind Spender und Empfanger dieselbe Person, spricht man von
autologer HSZT, sind sie verschiedene Individuen, liegt eine allogene HSZT vor. Bei der
HSZT regeneriert sich die Hamatopoese des Patienten aus Zellen des Transplantates. Das
Immunsystem baut sich partiell oder vollstandig aus dem Transplantat wieder auf. Als Quelle
dienen hamatologische Stammzellen aus dem Knochenmark, dem peripheren Blut und aus
Nabelschnurblut. Die Transplantation von Knochenmark ist die klassische Methode. Im
Knochenmark entsprechen ca. 0,1 % der mononukledren Zellen hamatopoetischen
Stammzellen. Fir eine ausreichende Regeneration der Hamatopoese sind fir den
Empfanger ca. 2 — 3x10% / kg KG kernhaltige Zellen notwendig (entsprechend einem

Gesamtvolumen von ca. 1000 ml Knochenmarkblut), die wahrend einer
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Knochenmarkentnahme aus multiplen Beckenkammpunktionen in Intubationsnarkose
gewonnen werden. Mitte der 1990er Jahre loste die Stammzellapherese die
Knochenmarkentnahme als Stammzellquelle in vielen Bereichen ab (Baldomero et al. 2011).
Dies gelang durch Mobilisation der ha&matopoetischen Stammzellen mittels spezifisch
Wachstumsfaktoren wie G-CSF, so dass der Anteil CD34*-Zellen im peripheren Blut bis auf
das Hundertfache gesteigert werden konnte. Nach 4 - 5 Tagen subkutaner Injektion von G-
CSF kodnnen die aus dem Knochenmark gelosten Stammzellen Uber eine Apherese
gewonnen und dem Empfanger transplantiert werden. Das Engraftment erfolgt dabei, im
Vergleich zur Transplantation von Knochenmark, circa 5 Tage friher (n et al. 2000).
Allerdings ist die Rate an chronischen GvHD nach Transplantation von Blutstammzellen
hoher, was durch die héhere Anzahl an T-Zellen im Transplantat zur erklaren ist. Damit ist
der Graft versus Leukamie-Effekt (GvL) aber ebenfalls hoher. Fir Patienten mit seltener
HLA-Konstellation, fur die weder ein passender Geschwisterspender noch Fremdspender zur
Verfligung steht,kann auch Nabelschnurblut als Stammzellquelle dienen. Bei einer
Nabelschnurbluttransplantation erfolgt jedoch erst spat ein Engraftment. Es wird zudem
haufiger ein Transplantatversagen beobachtet. Heutzutage sind periphere Stammzellen die
Methode der Wahl bei autologen HSZT und werden auch bevorzugt fir die allogene HSZT
eingesetzt (Baldomero et al. 2011).

Die Entscheidung, ob eine autologe oder eine allogene HSZT durchgefuhrt werden soll,
beruht auf verschiedenen Uberlegungen. Ziel der autologen HSZT ist die Heilung
hamatologischer Erkrankungen durch Retransfusion des eigenen Stammzellmaterials,
welches vor Gabe extrem hoher Dosen von Chemotherapeutika entnommen wurde. Ohne
die Retransfusion wirde dies zu einer monate- bis jahrelangen Knochenmarksaplasie fihren
und den Tod des Patienten bedeuten (Gale et al. 1985; Gluckman et al. 1989; Richman et al.
1976). Ziel der allogenen HSZT ist die Heilung durch Ausnutzung des Graft versus Tumor

Effekts bei der Transplantation fremder Stammzellen.

Voraussetzung dieser Vorgehensweise besteht generell darin, durch eine hohe Gabe von
Chemotherapeutika die Tumorzellen zu beseitigen um die Heilungschancen zu verbessern.
Dieses Verfahren setzt jedoch voraus, dass zum Zeitpunkt der Diagnose genigend
gesundes Knochenmark zur Entnahme verfiigbar ist und von den neoplastischen Zellen
separiert werden kann. Eine besondere Bedeutung nimmt die autologe HSZT bei
lymphoproliferativen Erkrankungen oder bei Fehlen eines geeigneten Spenders ein (Gale et
al. 1985; Gluckman et al. 1989; Richman et al. 1976).

Bei der allogenen HSZT steht am Anfang die Auswahl geeigneter Spender. Als primare
Spender werden zunachst HLA-kompatible Geschwister angesprochen. Falls dies nicht

maglich ist, findet sich in circa der Halfte der Falle ein HLA-kompatibler, nicht verwandter



1 Einleitung 17

Spender. Transplantate von HLA-angepassten Fremdspendern gelten heute denen von
HLA-identischen Geschwisterspendern als gleichwertig. Aktuelle Daten zeigen sogar, dass
fur altere Patienten (> 50 Jahren), jungere Fremdspender (< 30 Jahren) bessere Ergebnisse
liefern als gleichaltrige  Geschwisterspender  (Kroger et al. 2013). Eine
Blutgruppeninkompatibilitdt sollte vermieden werden, ist jedoch kein Ausschlusskriterium.
Allerdings mussten in solch einem Fall die Erythrozyten beziehungsweise das Plasma aus
dem Spenderpraparat entfernt werden um eine Unvertraglichkeitsreaktion zu vermeiden. Bei
haploidentischen HSZT sind Empfanger und Spender nur in einem Haplotyp identisch. Diese
Konstellation ist nur in Ausnahmefallen akzeptabel. Durch die Entfernung der T-Zellen aus
dem Transplantat und durch die Transfusion einer hohen Zahl an Stammzellen kann jedoch
die fehlende Kompatibilitat maRig kompensiert werden (Gale et al. 1985; Gluckman et al.
1989; Richman et al. 1976).

Die im AML-Kapitel erwahnte Konditionierungstherapie dient der Suppression des
korpereigenen Immunsystems, der weitgehenden Eradikation der Tumorzellen als auch der
hamatologischen  Knochenmarkzellen. Die  Transplantation der hamatologischen
Stammzellen sollte innerhalb von 48 bis 72 Stunden nach der Gewinnung erfolgen. Die
Transfusion wird in der Regel gut vertragen und verlauft fast immer ohne Nebenwirkungen.
(Gale et al. 1985; Gluckman et al. 1989; Richman et al. 1976). In der folgenden zwei- bis
vierwdchigen hamatopoetischen Regenerationsphase ist zur Abwehr von Infekten eine
intensive supportive Prophylaxe angezeigt. Diese umfasst die Isolation in einem
Schleusenzimmer, sowie die spater besprochene medikamenttse Prophylaxe gegen virale,

bakterielle und fungale Erreger (Paulin et al. 1987).

Bei der allogenen Stammzelltransplantation fiihrt die Ubertragung von Knochenmark eines
gesunden, immungenetisch fremden Spenders, zu einem hamatologischen Chimarismus,
was impliziert, dass sich die Stammzellen eines Spenders in den Markrdumen des
Empfangers ansiedeln und Blut der Blutgruppe des Spenders produzieren. Mit der
Ubertragung von Spender-Lymphozyten wird zuséatzlich die zellulare Immunitat des
Spenders auf den Empfanger uUbertragen. Donor-Lymphozyten Transfusionen stellen
mittlerweile eine effektive Behandlungsmaoglichkeit bei Patienten mit einem Frihrezidiv nach
HSZT dar (Buchholz & Ganser 2009; Gale et al. 1985; Gluckman et al. 1989; Richman et al.
1976). Die Spenderimmunitat wird hier fur die Eradikation residueller Tumorzellen nutzbar
gemacht. Dieser sog. Graft-versus-Tumor/Leukamie-Effekt (GvT/GvL)-Effekt (Gale &
Horowitz 1990) genannter Faktor beeinflusst die allogene HSZT signifikant. Es handelt sich
hierbei um eine zellvermittelte Immunreaktion durch CD4*-, CD8*- und NK-Zellen. Ein
unerwinschter Effekt der Ubertragenen Spenderimmunitat besteht jedoch insbesondere in
autoimmunen  Reaktionen gegen den Empfangerorganismus (Graft-versus-Host-

Erkrankung). Die hieraus resultierenden, teilweise schwersten Autoimmunerkrankungen
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lassen sich als eine der wichtigsten Posttransplantations- Todesursachen ansehen. Daher
besteht das Ziel der allogenen HSZT darin, einen dauerhaften hamatologischen
Chiméarismus ohne Anzeichen einer GvHD herbeizufiihren (Gale et al. 1985; Gluckman et al.
1989; Richman et al. 1976).

Die allogene HSZT nimmt einen bedeutenden und festen Platz in der Therapie von akuten
Leukéamien und dem Hochrisiko-MDS ein (Gale et al. 1985; Gluckman et al. 1989; Richman
et al. 1976). Die AML ist heutzutage sogar die haufigste Indikation fur eine allogene HSZT
(Baldomero et al. 2011).

1.4 Komplikationen der allogenen hamatopoetischen
Stammzelltransplantation

Die vollstandige hamatologische Regeneration des Patienten nach allogener HSZT kann ein
bis zwei Jahre in Anspruch nehmen. Als Komplikationen der allogenen HSZT treten die
akute/aktive und die chronische/schleichende GvHD auf. Zusatzlich kdnnen infektiose
Komplikationen durch Bakterien, Viren und Pilze sowie ein Transplantationsversagen oder

Zweitmalignome lebenslimitierend sein (Atkinson 1990).

Nach einer allogenen HSZT ist ein gewisser Zeithorizont notwendig, bis das neue
Knochenmark so funktionstiichtig ist, dass es alle Blutzellen in angemessener Zahl
produzieren kann. Kritisch ist hier insbesondere die Produktion von Leukozyten. In der Zeit
der noch ineffektiven Hamatopoese steigt das Infektionsrisiko daher an. Eine
Eisenlberladung kann diese Infektionsgefahr weiter erhdhen. Generell ist ein erhdhtes
Serum-Ferritin assoziiert mit einer verkirzten krankheitsfreien Zeit sowie einer erhthten
Mortalitat (Kataoka et al. 2009; Armand et al. 2007).

1.4.1 Die Graft-versus-Host-Krankheit

Das Risiko einer GvHD bei der allogenen HSZT ist insbesondere auf die immunologische
Inkompatibilitét von Spender und Empfanger zuriickzufihren, die trotz Abgleich der
humanen Leukozytenantigene (HLA-Matching) auftreten kann. Dabei setzen sich die T-
Lymphozyten des Spenders mit den Organgeweben des Empfangers immunologisch
auseinander. AuRerdem gibt es weitere Spender-Empfanger-Faktoren, die das Auftreten
einer GVHD begulnstigen. So steigt das Risiko eine GvHD zu erleiden mit zunehmendem
Alter an. Die Kombination von maéannlichem Empfanger und weiblichem Spender erhéht
ebenso das GvHD Risiko. Auch ergibt sich bei Transfusion peripher gewonnener
Stammzellen ein héheres Risiko einer chronischen GvHD. Schlief3lich hat das Keimmilieu
des Empfangers Einfluss auf das Auftreten einer GvHD. Besonders keimbesiedelten Stellen,
wie der Nasopharynxbereich, der Haut oder des Gastrointestinaltraktes, wird besondere

Aufmerksamkeit zu teil. Es wird daher seitens des Gastrointestinaltrakts eine prophylaktische
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Darmdekontamination z.B. mit Metronidazol diskutiert (Beelen et al. 1999). Ohne
prophylaktische Malinahmen gegen die GvHD wirde sich bei fast allen allogenen HSZT eine

lebensbedrohliche GvHD entwickeln.

Grundsatzlich lasst sich die akute (aktive) von der chronischen (schleichenden) GvHD
unterscheiden. Nach der von Glucksberg 1974 festgelegten Einteilung unterscheidet man die
akute Form, welche in der Regel innerhalb der ersten einhundert Tage nach der
Transplantation auftritt und eine chronische Form, welche sich meist schleichend aus der
akuten Krankheit entwickelt (Holler et al. 1995; Cutler et al. 2001). In den vergangenen
Jahren wurde jedoch die Einteilung der GvHD revidiert und mittlerweile nach den Kriterien
der National Institutes of Health (NIH) nach ihrer Verlaufsform beurteilt. Demnach gilt das
Kriterium der hundert Tage nun als Unterscheidungsmerkmal zwischen den akuten GvHDs.
Fur die Unterscheidung zwischen akuter und chronischer GvHD werden weitere Kriterien
hinzugezogen, die in die Kategorien “diagnostische Symptome® (ausreichend um die
Diagnose einer chron. GvHD zu sichern), “typische Symptome* (treten bei der chron., nicht
bei der akuten GvHD auf, beweisen aber allein nicht das Vorliegen einer chron. GvHD),
“‘gemeinsame Symptome* (tritt sowohl bei akuter und chron. GvHD auf) eingeteilt und fur die
einzelnen Organe festgelegt sind. Das sogenannte “overlap syndrome® stellt hierbei ein
Mischbild dar. Nach diagnostizierter chron. GvHD existiert ein weiterer Score zur Einteilung
des Schweregrades fir jedes Organ von 0 bis 3. Die Risikoklassifizierung findet dreistufig in
niedrig, mittel und hoch statt und wird nach der Anzahl der betroffenen Organe, der Schwere
der Organmanifestation, dem Karnofski-Index und den Risikoparametern: Thrombozytopenie

und/oder progressivem Beginn eingeteilt (Pavletic et al. 2006).

Zeit bis zur Manifestation nach Zeichen der akuten | Zeichen der chron.
HSZT oder DLI GvHD GvHD

Akute GvHD

Klassisch <100 Tage Ja Nein

Persistierend, > 100 Tage Ja Nein

Rezidivierend oder

Spat auftretend

Chronische GvHD

Klassisch Kein Zeitlimit Nein Ja

Overlap Syndrom Kein Zeitlimit Ja Ja

Tab. 1.10. Kategorien der akuten und chronischen GvHD nach NIH-Konsens; DLI = Donor Leukozyten Infusion
(Pavletic et al. 2006)
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Risikogruppe Niedrig Mittel Hoch

Zahl der betroffenen Organsysteme 1-2 >3 >3

Schwere der Organmanifestation 1 (aul3er Lunge) > 2 (oder Lunge 1) > 2 (oder Lunge 2 - 3)
Risikoparameter Thrombozytopenie keiner einer beide

und/oder progressiver Beginn

Karnofski-Index = 80% < 80% < 80%

Tab. 1.11: Risikoklassifizierung der chronischen GvHD nach NIH-Konsens (Pavletic et al. 2006)

Als betroffene Organe der akuten GvHD lassen sich insbesondere die Haut, der
Gastrointestinaltrakt und die Leber identifizieren. Je nach Schwere der akuten GvHD reichen
die Symptome von einem makulo-papulésen Exanthem, insbesondere an den
lichtexponierten Stellen, leichter Diarrhd oder Cholestase bis hin zu einer generalisierten
Hautrétung mit Blasenbildung, ahnlich dem Bild eines Lyell-Syndroms, schwersten, blutigen
Diarrh6en mit starken Abdominalschmerzen oder einem massiven Ikterus (Buchholz &
Ganser 2009; Holler et al. 1995).

Die chronische GvHD stellt eine der haufigsten Langzeitkomplikationen nach allogener HSZT
dar. Sie betrifft Leber, Lunge, Haut und Schleimhaute. An der Haut manifestiert sie sich in
einer fibrosierenden oder sklerodermiformen Art, teilweise auch mit Hyper- oder
Hypopigmentierungen. An den Augen- und Mundschleimhduten dominieren Sicca-

Symptome (Flowers et al. 2003).

Die Therapie der GvHD umfasst in erster Linie hohe Dosen an Kortikosteroiden. Zuséatzlich
konnen auch Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, Mycophenolat-Mofetil oder Methotrexat,
spezifische Antagonisten des Interleukin-2-Rezeptors, TNF-Antikérper oder aber auch
neuere Therapieverfahren wie zum Beispiel extrakorporale Photopherese zum Einsatz
kommen (Deeg 2007; Flowers et al. 2008; Greinix et al. 1998). Durch diese therapeutische
Optionen, kann das Risiko, an einer GvHD zu erkranken oder zu versterben, deutlich

vermindert werden (Pavletic et al. 2006).

1.4.2 Eiseniberladung, Therapie und Bedeutung fur die posttransplantare Mortalitat

Die Relation zwischen Eiseniberladung und posttransplantéarer Mortalitat oder Infektion,
besonders in Bezug auf die GvHD, ist noch nicht vollstdndig verstanden. Einerseits wird
durch die hohe Transfusionsrate an Erythrozyten die Bindungskapazitdt von Transferrin
Uberschritten, wodurch toxisches nicht-Transferrin-gebundenes Eisen (NTGE) in gréf3eren
Mengen anféllt. Der Anteil an NTGE mit der niedrigsten Plasmamolekilbindung heif3t labiles
Plasma Eisen (LPE), welches sich in Zielorganen wie Herz, Leber und endokrinen Organen
ablagern kann (Cabantchik et al. 2005). Intrazellular begiinstigt es die Produktion von

Sauerstoffradikalen. Hydroxylradikale flihren intrazellular zu Dysfunktion und apoptotischem
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Zelltod (Cabantchik et al. 2005), Cohen et al. 2001). Der Zelluntergang von Hepato- und
Enterozyten potenziert diesen Schadigungsprozess, da von diesen Zellen exprimierte
essentielle eisenregulierende Gene sowie das Hepcidin Antimicrobial Peptide (HAMP),
welches fur die Encodierung von Hepcidin und Ferroportin-1 zustandig ist, vermindert zur
Verfigung stehen (Zaucha 2000). Denn hierbei werden Zytokine, unter anderem IL-6,
freigesetzt, welche Einfluss auf die Freisetzung von Hepcidin und damit auf die

Eisenhamostase nehmen (Andrews 2008; Deeg 2009; Pullarkat 2010).

Unkontrollierte
Transferrinséttigung AnschlieRende Eisenaufnahme
durch haufige Bildung von NTGE in die Organe
Rliittrancfiicinnan im Dlacma
Normal:
keine NTGE Produktion Eiseniiberladung A
100 -~ =
a /
Fe \\
N
= n—
= ) . a /,\
30% —— . fe
v
r o J
A

Abb. 1.2: Eisenlberladung fihrt zur Bildung von nicht-transferringebundenem Eisen
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Abb. 1.3: Pathophysiologie der Eisenuberladung; NTGE = Nicht-transferrin-gebundenes Eisen; TGF-f1 =
Transforming growth factor 1 (Grafiken adaptiert aus (Steinberg et al. 2009))

Préaventiv sollte daher der Ferritin-Serumspiegel gemessen werden. Verschiedene Experten
empfehlen die Bestimmung des Eisengehaltes mittels einer Leberbiopsie zur Feststellung

des Ausmalies der Eisenlberladung. Optional kann dieser auch durch eine
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Magnetresonanztomographie gemessen werden. Im Falle einer Eisenuberladung ist die
Zufuhr  eisenhaltiger Medikamente kontraindiziert. Als Therapie sollte eine
Eisenentleerungstherapie (Eisenchelation) mit Desferoxamin und/oder Deferipron oder dem
seit 2006 zugelassenen Deferasirox (Exjade) angewendet werden. Der Vorteil von
Deferasirox und Deferipron ist ihre orale Applizierbarkeit im Gegensatz zu dem parenteral,
Uber mehrere Stunden zu verabreichenden Desferoxamin. Die Zulassung fiur Deferasirox in
der EU bezieht sich auf die Beta-Thalassdmie major ab sechs Jahren und bei
Kontraindikationen fur Desferoxamin auf MDS oder Sichelzellanamie (Stumpf 2007; Flaten et
al. 2012).

1.4.3 Infektionen

Trotz verschiedener Vorsichtsmalinahmen treten Infektionen nach allogener HSZT sehr
haufig auf. Innerhalb der ersten drei3ig Tage nach allogener HSZT - meist noch in der Phase
der Neutropenie - treten insbesondere mykotische und bakterielle Infektionen auf. Viele
dieser Bakterien und Pilze haben ihren Ursprung im eigenen Organismus. Der Nutzen einer
prophylaktischen Darmdekontamination wird gegenwartig jedoch noch kontrovers diskutiert,
da die endogene Darmflora auch protektiven Charakter hat. Falls dennoch eine
Infektionssymptomatik besteht, wird nach der Gewinnung von Proben unverzuglich mit einer

breiten antibakteriellen Therapie begonnen (Ehninger 2008).

Bei Nichtansprechen der Therapie werden zusatzlich Antimykotika verabreicht. Die
haufigsten Mykosen stellen Aspergillosen dar. Virale Infektionen treten meist zu einem
spateren Zeitpunkt auf, insbesondere seit Einfuhrung standardisierter prophylaktischer und
protektiver Therapien (Boeckh et al. 2003; Ljungman 1998; Zaia 2002). Besonders gefiirchtet
sind virale Pneumonien durch CMV, welche nicht selten zum Tod des Patienten fihren,

sowie Varicella-Zoster-Infektionen nach dem Absetzen von Aciclovir (Tefferi 2009).

1.4.4 Weitere Komplikationen

Ein Transplantationsversagen lasst sich in der Regel in weniger als einem Prozent aller
Transplantationen konstatieren und bezeichnet eine Abstof3ung des Spender-Knochenmarks
im Sinne einer Host-versus-Graft Reaktion. In diesem Fall zeigt das Blutbild eine
persistierende und progrediente Panzytopenie. Auch eine Virusinfektion oder
medikamenttse Schadigung des Knochenmarks kann zu einem Verlust des Spender-
Knochenmarks fuihren. Auf eine ausreichende Zellzahl des Spenderknochenmarks muss
daher geachtet werden. Im Rahmen der Konditionierungstherapie konnen frihtoxische
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, Haarausfall, Mukositis, hamorrhagische Zystitis,
Kardiomyopathien oder bei allogenen HSZT eine hepatische Venenverschlusskrankheit
(Sinusoidal obstructive syndrome = SOS mit Hepatomegalie, Hyperbilirubindmie und

Gewichtszunahme) (Maradei et al. 2009; Kansu 2012; Carreras et al. 1998) auftreten.
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Als spatere Komplikationen treten ab dem zweiten Jahr vereinzelt Zweitmalignome auf.

Die Inzidenz von Zweitleukdmien und MDS steigt nach zehn bis finfzehn Jahren.

Als haufigste Todesursache nach allogener HSZT gelten Infektionen, Rezidive, eine akute

oder chronische GvHD sowie Zweitmalignome (Gluckman et al. 1989).

1.5 Metabolismus und Pathophysiologie von Eisen und Ferritin

Eisen (Fe) stellt das haufigste Ubergangsmetall in lebenden Organismen dar und nimmt an
Redoxreaktionen durch Elektronenlibergange zwischen seiner oxidierten Fe®* und
reduzierten Form Fe? teil. Fur die Aufnahme und den Stoffwechsel des Eisens haben sich
komplexe Redox- und Transportsysteme entwickelt, durch welche Eisen immer in
gebundener Form vorliegt (Petrides 2007).

Das bei einem Eisenlberschuss entstehende freie Eisen wirkt durch seine F&higkeiten,
Redoxreaktionen einzuleiten, toxisch. Speziell reagiert zweiwertiges Eisen mit H,O unter der
Bildung von Fe* und hochreaktiven, toxischen Hydroxylradikalen. Diese konnen
Membranlipide, Proteine und Nukleinsauren schéadigen. In Proteinen wirkt Eisen als
Sauerstoff- und Elektronentransporteur, wobei das Hamoglobin fast zwei Drittel des

Kdrpereisenbestands enthalt (Ganz & Nemeth 2006a).
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Abb. 1.4: Wechselwirkungen von Schliisselproteinen der Eisenhdmostase (Fleming 2005a)

Die Eisenabsorption findet vor allem im Duodenum statt und ist an den Bedarf angepasst.
Uber die Nahrung aufgenommenes Eisen wird zu 3 - 15 % absorbiert, bei Eisenmangel kann
dieser Wert auf Uber 25 % gesteigert werden. Mit der Nahrung aufgenommenes
zweiwertiges Eisen kann nach Spaltung des Proteins relativ effizient als Ham-Fe?* absorbiert
werden. In der Mukosazelle wird das Eisen durch eine Hamoxygenase vom H&am
abgespalten und dann zu dreiwertigem Eisen oxidiert, das entweder in das Blut gelangt oder
als Ferritin in der Mukosa verbleibt und bei der Zellmauserung in das Lumen zurtickkehrt.
Nicht-Ham-gebundenes Eisen kann nur als Fe?* absorbiert werden. Nicht-Ham-gebundenes
dreiwertiges Eisen muss daher zunachst von einer Ferrireduktase (Dcytb fir duodenales
Cytochrom B) (+Ascorbat) auf der luminalen Mukosazelloberflaiche zu zweiwertigem Eisen
reduziert werden. Das zweiwertige Eisen wird dann von einem elektrogenen Fe?'-H*-
Symportcarrier (DMT1 fir divalenter Metalltransporter) sekundar aktiv absorbiert. Bei
Eisenmangel bindet die zytosolische Aconitase (Eisen regulierendes Protein) an Ferritin-
mMRNA und hemmt so die mukosale Ferritin-Translation. Dadurch kann absorbiertes
zweiwertiges Eisen vermehrt in das Blut gelangen. Dort wird es von Hephaestin, einem
Coeruloplasmin homologen Enzym, zu dreiwertigem Eisen oxidiert, per Ferroportin aus der

Zelle transportiert um dann an Apotransferrin (Transferrin mit zwei Fe** Molekulen), welches
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fur den Eisentransport im Plasma zustéandig ist, gebunden (Silbernagl 2012; Ganz & Nemeth
2006a). Die Proteinbildung ist notwendig, weil dreiwertiges Eisen in wassrigem Medium nur
eine sehr begrenzte Loslichkeit besitzt und bei physiologischem pH-Wert zur Polymerisation
neigt. Jedes Transferrinmolekul bindet zwei Fe**-Molekule. Die Transferrinkonzentration im
Plasma betragt 220 bis 370 mg / 100 ml und die Gesamtmenge 7 bis 15 g, welche zu
gleichen Teilen im Plasma und Interstitialraum verteilt ist. Aus der Summe aus freiem Eisen
und Transferrin errechnet sich die Eisen-Transferrin-Sattigung. Die Gesamteisenmenge im
Blutplasma betragt drei bis vier Milligramm. Bei einem Normalbereich des Transferrins von
220 bis 370 mg / 100 ml betragt die normale Eisen-Transferrin-Sattigung des Erwachsenen
etwa zwanzig bis vierzig Prozent. Eine Erh6éhung des Serum-Transferrin-Wertes zeigt eine
Uberladung beziehungsweise eine Verminderung einen Mangel an. Etwa achtzig Prozent
des an Transferrin gebundenen Eisens wird durch die Erythrozytenvorstufen im
Knochenmark fir die Hamoglobinsynthese verbraucht. Als Reservoir fir das zirkulierende
Eisen dienen die Hepatozyten, die Darmmukosa, die Erythrozyten und das Knochenmark,
die Speicherung erfolgt in Form von Ferritin. Die serologische Ferritinquantifizierung eignet
sich daher als guter Marker, um die Eisenspeicher des Kdrpers abzuschatzen. In der akuten
Phase bei systemischen Infektionen oder auch bei neoplastischen Erkrankungen und
chronischen Leber- und Nierenerkrankungen steigt der Ferritinspiegel jedoch ebenfalls an,
sodass der Ferritinwert nur bei normalem CRP-Wert eine Aussage Uber den Eisengehalt
eines Patienten zulasst. Ist der Ferritinspeicher voll, wird das Eisen als Hamosiderin in erster
Linie in den so genannten retikuloendothelialen Zellen beziehungsweise bei starker
Uberladung auch interstitiell abgelagert (CAZZOLA 2005; Fleming 2005a; Ganz & Nemeth
2006a; Petrides 2007).

Die Eisenhomdostase ist abhangig von regulierenden Feedback-mechanismen, die
notwendig sind, um ein Gleichgewicht zwischen benétigtem und aufgenommenem Eisen zu
erhalten. Zu diesen Mechanismen gehéren unter anderem die Eisenspeicher des Kdorpers,
die erythropoetische Aktivitdt im Knochenmark, die Hamoglobinkonzentration im Blut, der
Sauerstoffgehalt im Blut und die Prasenz oder Absenz von inflammatorischen Zytokinen
(Fleming 2005b).

Ein weiterer wichtiger Regulator des Eisenstoffwechsels ist das Hepcidin. Es bindet in
Dunndarmmukosazellen und Makrophagen an Ferroportin; ein Protein, welches zum Export
des Eisens aus der Zelle bendtigt wird und diese blockiert, so dass das Eisen nicht in den
Korperkreislauf gelangen und an Ferritin binden kann. Durch Hepcidin wird die
Eisenaufnahme tber den Darm, Uber die Plazenta und die Freisetzung von Eisen aus dem
retikuloendothelialen System (RES) gebremst. Die Dinndarmmukosazellen kénnen so erst
am Ende ihrer individuellen Lebensdauer, bevor sie in den Darm abgestoRen werden, ihr

aufgenommenes Eisen Uber das Ferroportin wieder exportieren (Vaulont et al. 2005).



1 Einleitung 26

Die Hepcidinexpression kann geschadigt und z.B. bei Patienten, die an einer hereditaren

Hamochromatose leiden, unangemessen niedrig sein (Fleming 2005a).

Die hereditaire Hamochromatose ist die haufigste genetisch bedingte Erkrankung des
Eisenstoffwechsels. Sie wird autosomal rezessiv vererbt mit unvollstdndiger Penetranz und
zeigt eine klinische Auspragung in aller Regel nur bei Homozygotie. In der unmittelbaren
Nachbarschaft des menschlichen MHC-Lokus liegt das HFE-Gen, welches in achtzig Prozent
der Falle der hereditaren Hamochromatose Typ 1 eine Variante aufweist, wodurch in der
Position 282 Cystein durch Tyrosin ersetzt wird (HFE-C282Y). Die Allelfrequenz fur diese
Punktmutation liegt in der Normalbevdélkerung bei etwa zehn Prozent. Die genaue Funktion
des HFE-Gens ist noch nicht geklart. Die genannte Keimbahnmutation ist mit einer zwei- bis
vierfach erhohten Eisenresorption im Dinndarm assoziiert (CAZZOLA 2005; Fleming 2005a;
Ganz & Nemeth 2006a; Petrides 2007; Guyatt et al. 1990).

Die anderen, weniger haufigen Typen weisen Mutationen in Genen auf, die fir Hamojuvenil,
Transferrinrezeptor 2 oder Ferroportin enkodieren und somit die Eisenbalance zu Lasten der
Aufnahme beeinflussen (Fleming 2005a).

Unbehandelt fuhrt die Mutation im HFE-Gen zu einer dauerhaft vermehrten Eisenresorption
mit konsekutiver schwerer chronischer Toxizitat und Organdysfunktion, welche insbesondere
in der Leber zu verzeichnen ist. Hier drohen eine Leberzirrhose respektive die Entwicklung
von Lebertumoren. Eine Stérung der endokrinen Pankreasfunktion resultiert h&ufig in einem
Diabetes mellitus. Zusammen mit der charakteristischen Eisenablagerung in der Haut wurde
hier der Begriff des “Bronze-Diabetes” gepragt (Fleming 2005a; Petrides 2007). Je hoher der

Ferritinspiegel ansteigt, umso eher muss mit Organschaden gerechnet werden.

Es muss beriicksichtigt werden, dass bei einem groRen Teil der Hamochromatose-Patienten,
welche heterozygot fir den Polymorphismus (SNP) C282Y sind, eine kombinierte
Heterozygotie mit einer weiteren Variante im HFE-Gen relativ haufig vorkommt, wobei es
sich in den meisten Fallen um den Austausch H63D oder seltener um S65C handelt.
Kombinierte Heterozygotien sind in der Regel mit einer milden Form der Hamochromatose
assoziiert. Individuen mit H63D oder S65C in homozygoter oder kombiniert heterozygoter
Form zeigen zwar durchschnittlich leicht erhdhte Serum-Ferritin-Konzentrationen, weisen
jedoch nach bisherigem Kenntnisstand nur ein geringfugig erhdhtes Risiko auf, an einer
Hamochromatose zu erkranken (Swinkels et al. 2006). Insgesamt ist also bei der
genetischen Untersuchung auch mit komplexeren Veranderungen zu rechnen, so dass im

Idealfall das gesamte Gen sequenziert werden sollte (Adams 2006).

Die Therapie der Hamochromatose besteht in der Regel aus eisenarmer Diat und
regelmafigen Aderlassen, wobei das Intervall zwischen zwei Aderlassen individuell sehr

unterschiedlich sein kann und empirisch fUr jeden Patienten ermittelt werden muss. Als
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Verlaufsparameter dienen die Ferritin- und Hamoglobinwerte (CAZZOLA 2005; Fleming
2005a; Ganz & Nemeth 2006a; Petrides 2007; Guyatt et al. 1990).

1.6 Zielsetzung

Die allogene HSZT nach myeloablativer oder myeloreduktiver Therapie ist als potenziell
kurative Therapieoption einer AML oder eines Hochrisiko-MDS anzusehen. Die wichtigsten
therapieassoziierten Todesursachen umfassen das Rezidiv, infektiose Komplikationen und
die GvHD. Bis zum heutigen Tage ist es schwierig, die individuelle Prognose eines Patienten
und den mdglichen Verlauf bzw. das Risiko einer allogenen HSZT genau abzuschéatzen.

Eine Eisenuberladung kann als negativer Prognosefaktor eingeordnet werden, weshalb eine
prazise Bestimmung des Korpereisens sehr wichtig ist. Dies gelingt mit der
Ferritinbestimmung  jedoch nur in jenen Fallen gut, in denen keine
Entziindungskonstellationen bestehen, bei welcher Ferritin als Akute-Phase-Protein aus
anderen Grunden erhoht ist. In diesen Situationen wird von einigen Autoren die Gewinnung
einer Leberbiopsie empfohlen, wobei es sich immer um eine invasive diagnostische

Maflnahme mit entsprechenden Risiken handelt.

In der vorliegenden Arbeit wird deshalb herausgearbeitet werden, inwieweit die
Eisenbestimmung auch in der diagnostischen Knochenmarkbiopsie vor Transplantation, die
standardméaRig gewonnen wird, helfen kann, die individuelle Eisenlast festzulegen. Hierzu
wurde ein Grading von GO - G5 fir intrazellulares und g0 - g3 fir interstitielles Eisen neu
generiert, um die Eisenablagerungen semiquantitativ darzustellen. Ferner wird das
Verhéltnis von eisenspeichernden Makrophagen im Verhéltnis zu allen CD68*-Makrophagen

und von CD68*-Makrophagen in Bezug auf alle hAmatopoetischen Zellen berechnet werden.

Die gewonnenen Daten wurden dann mit den Werten fur Serum-Ferritin, dem HFE-Genotyp,
der Menge an vorangegangenen Bluttransfusionen sowie mit dem weiteren Verlauf des
Patienten, insbesondere bzgl. des Auftretens der Komplikationen akute und chronische
GVvHD, Infektion/Sepsis, Rezidiv und Mortalitat, korreliert, um so die Wertigkeit der
histomorphologischen Eisenbestimmung fur die Prognose des Verlaufs der Erkrankung

abzuschatzen.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Diese Arbeit umfasst ausschlie3lich Patienten, die im Rahmen einer Studie gefuhrt wurden
und ihre Erlaubnis fur die Auswertung der erhobenen Befunde in anonymisierter Form

erteilten.

Samtliche Knochenmarkbiopsien wurden mit einem Median von 24 Tagen vor der allogenen
HSZT aus diagnostischen Grinden (zur Festsetzung des Blastengehalts) gewonnen und
nach entsprechender Prozessierung im Blockarchiv des Instituts flr Pathologie gelagert. Die
fur die Studie erforderlichen Spezialuntersuchungen (Berliner Blau Reaktion,
Immunhistochemie fur CD68*-Zellen) wurden an diesem eingeblocktem Gewebe im Rahmen
dieser Promotion zusétzlich angefertigt.

Des Weiteren durften die Knochenmarkbiopsien nicht langer als 3 Monate vor der HSZT
entnommen worden sein, da die Anzahl der verabreichten Erythrozytenkonzentrate dariiber
hinaus nicht mit Sicherheit angegeben werden konnte.

Die Eisenspeicherung im Knochenmark wurde anhand der in 2.5 beschriebenen
Graduierung fur jeden Patienten festgelegt und mit dem HFE-Genotyp und der Anzahl der
Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten vor Transplantation sowie mit den individuellen
Werten des Serum-Ferritins (SF) korreliert. Die Angabe der Ferritinwerte erfolgte dabei nicht
absolut, sondern gruppiert (0 - 400 etc.).

Das Patientenkollektiv wurde nach dem CRP-Gehalt in zwei Gruppen (CRP < 5 mg/l und
CRP > 5 mg/l) eingeteilt. Die Einteilung erfolgte um einen direkten Vergleich zwischen
Serum-Ferritin und der zu etablierenden Methode zu erreichen. Denn, wie bereits erwahnt,
ist Serum-Ferritin nur bei einem CRP-Wert unter 5 mg/l aussagekraftig, da es aufgrund
seiner Eigenschaft als Akut-Phase-Protein, bei Entziindungen generell erhght sein kann
(Mahindra et al. 2009; Platzbecker et al. 2008; Armand et al. 2007)

2.1.1 Patientenkollektiv CRP <5 mgl/l

Die Gruppe mit einem CRP-Wert < 5 mg/l bestand aus 90 Patienten (48 Manner und 42
Frauen im Durchschnittsalter von 57 Jahren). Die Patienten wurden je nach intrazellularem
Eisengehalt in eine von sechs Gruppen eingeteilt. Den Gruppen GO - G5 wurden insgesamt
5, 3, 13, 26, 24 und 19 Patienten zugeordnet. Kumuliert ergab dies fur die Gruppen GO + G1,
G2 + G3 und G4 + G5 jeweils 8, 39 und 43 Patienten. Die interstitielle Eisenablagerung in
den Gruppen g0 - g3 ergab 41, 17, 15 und 17 sowie in den Gruppen g0 + g1 und g2 + g3
jeweils 58 und 32. Der Eisengehalt bei CD68*-Makrophagen lag bei 0 - 100 Prozent mit
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einem Median von 72 Prozent und der gesamte Makrophagengehalt bei 4 - 45 Prozent mit
einem Median bei 15 Prozent.

Aus dieser Patientengruppe gehorten 58 Patienten der so genannten ,reduced-intensity
conditioning“ hamatopoetischen Zelltransplantation (RIC-HSZT)-Gruppe und 32 Patienten
der so genannten ,myeloablativen conditioning“ hdmatopoetischen Stammzelltransplantation
(MAC-HSZT)-Gruppe an. Beide Gruppen unterschieden sich insbesondere bzgl. des
Lebensalters. Wahrend der Altersmedian in der RIC-HSZT-Gruppe 62 Jahre betrug, lag er in
der MAC-HSZT-Gruppe bei 43 Jahren. Bei 68 Patienten war die Diagnose einer AML gestellt
worden, bei 19 Patienten die Diaghose eines Hochrisiko MDS. Drei weitere Patienten litten
an anderweitigen Erkrankungen. In der RIC-HSZT-Gruppe wurde bei 14 Patienten die

Diagnose eines MDS gestellt.

Der mediane Wert des SF betrug 2009 ng/ml (Messbereich: 36 — 16900 ng/ml). 25% der
Patienten wiesen ein SF von > 3000 ng/ml auf. Der Median der vor der Transplantation
verabreichten Erythrozytenkonzentrate lag bei 26 (Messbereich: 0 - 115).

5 al= RIC-HSZT | MAC - HSZT
arameter Patienten _ _

_ n =58 n =232

n =90
Alter 57 62 43
(Median, Bereich) (18 - 74) (21-74) (18-64)
Geschlecht (m/w) 48 /42 34/24 14/18
Erkrankung
Akute Myeloische Leukamie 68 44 (76%) 24 (75%)
Myelodyplastische Syndrom 19 14 5
Andere 3 - 3
Spender
Geschwister 17 8 (14%) 9 (28%)
Nicht verwandt 73 50 (86%) 23 (72%)
HLA identisch (Ja/ Nein) 68 /22 45/ 13 23/9
Geschlechtswechsel ( Ja/ Nein ) 42 /48 27131 15/17
CMV
Empféanger(Pos./Neg.) 72117 49/8 23179
Spender ( Pos./Neg.) 35/54 24133 11/21
Mismatch ( Ja/ Nein) 46 /43 32/25 14/18
Gesamtzahl friherer
Erythrozytenkonzentrate 26 26 24
(Median, Bereich) (0-115) (0-115) (0-95)
Ferritin vor der HSZT (Median, Bereich) 2009 2166 1745
(n=74) (36-16900 ) (136-6900) (86-11500)
Ferritin vor HSZT (ng/ml)
<400 2 1 1
400 - 800 L1 8 s
> 800 - 1600 16 9 g
< /> median ( Ferritin med = 2009 )
- 3. quartile vs. 4. quartile ( </ > 3111) 37/37 22/ 28 15/9

56 /18 36/14 20/4
HFE vor HSZT
wt 33 23 10
hetH63D 15 11 4
hetC282Y 7 6 1
hetS65C 2 - 2
homoH63D 3 3 -




2 Patienten, Material und Methoden

30

o il RIC-HSZT | MAC - HSZT
arameter Patienten _ _
~ n =58 n=32
n =90
Intrazellularer Eisengehalt GO — G5
GO 5 2 3
G1 3 2 1
G2 13 10 3
G3 26 16 10
G4 24 16 8
G5 19 12 7
GO + G1 8 4 4
G2 + G3 39 26 13
Interstitielle Eisenablagerung go0 - g3
go 41 23 18
gl 17 14 3
g2 15 11 4
g3 17 10 7
g0 +91 58 37 21
g2 +g3 32 21 11
Eisenbeladene CD68*/CD68*-Makrophagen | 72 (0 - 100) 75 (0-100) 72 (0-100)
Makrophagengehalt gesamt (%) 15 (4 - 45) 15 (4 - 45) 15 (4 - 40)

Tab. 2.1: Klinische Parameter und Laborwerte des Patientenkollektivs CRP < 5mg/I

2.1.2 Patientenkollektiv CRP > 5 mgl/l

In der folgenden Tabelle sind die Patienten mit einem CRP-Gehalt groRer als 5 mg/l
aufgelistet. Der durchschnittiche CRP-Gehalt betrug 18,6 mg/l bei einer Spanne von
5,7 mg/l - 56,9 mg/l. Die Patientenanzahl betrug 33 Personen (20 mannlich und 13 weiblich),
bei denen das Durchschnittsalter bei 56 Jahren lag. Der intrazellulare Eisengehalt zeigte sich
als heterogen verteilt, mit Betonung auf den drei hdchsten Gradingstufen. Es zeigte sich eine
Mortalitat von 100 %.
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Parameter AII_e Patienten
n =33
Alter 56
(Median, Bereich) (29 - 73)
Geschlecht (m/w) 20/13
CRP 18,6
(5,7 - 56,9)
Intrazellulare Eisengehalt GO - G5
GO 2
Gl
G2 6
G3 8
G4 8
G5 8
Interstitielle Eisenablagerung g0 - g3
g0 17
gl 4
g2 3
g3 9
Eisenbeladene CD68*/CD68*-Makrophagen| 62 (0 - 100)
Makrophagengehalt gesamt (%) 20 (5 - 45)
Verstorben 33
Todesursache
Rezidiv 10
Infektion 8
GvHD 6
Sonstige 9

Tab. 2.2: Klinische Parameter und Laborwerte des Patientenkollektivs mit CRP > 5 mg/l

2.1.3 Therapieregime vor HSZT

Die Vorbehandlung bestand aus 12 Gray TBI/Cyclophosphamide 120 mg/kg in 32 Fallen und
einer reduzierten intensiven Behandlung mit Fludarabin 30 mg/m?/Tag Uber drei Tage und 2
Gray TBI in 58 Falle. Ein veranderter HFE-Genotyp wurde in 27 Patienten vor der HSZT
(heterozygot (het) fir H63D, n = 15, het C282Y, n = 7, het S65C, n = 2, und homozygot fir
H63D, n = 3) gefunden.

Periphere Blutentnahmen wurden sieben Tage vor der allogenen HSZT durchgefinhrt.

Als Kriterien fiir den Erfolg der Transplantation wurden die Uberlebenszeit, die riickfallfreie
Mortalitdt und die akute und chronische GvHD nach einer allogenen HSZT bestimmt. Nach
einem Median von 24 Monaten traten eine akute wund/oder chronische GvHD
(bei CRP < 5 mg/l) in jeweils 70 % und 53 % der Patienten auf. Es Uberlebten 58 % der

untersuchten Personen; die rickfallfreie Mortalitat betrug 22 %.

2.2 Beckenkammbiopsien

Fur die Etablierung der Methode standen Routinepréparate des Zentrums fir Pathologie der
Universitat zu Leipzig zur Verfiigung. Die Biopsien wurden den Patienten aus diagnostischen
Grunden entnommen. Sie wurden nach der Technik nach Jamshidi und Swaim aus der
Crista iliaca posterior entnommen (Jamshidi & Swaim 1971). Die Praparate wurden nach

Standard Formalin fixiert, dekalzifiziert und in Paraffin eingebettet.
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2.3 Immunhistochemische Charakterisierung der Makrophagen

Zwei pum dicke Schnitte wurden mit Hilfe eines Mikrotoms von den eingeblockten
Knochenmarkbiopsien angefertigt. Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte mit Xylol (2 x 5
Minuten), die Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe (2 x 100 %, 90 %, 70 %
Ethanol) bis hin zu Aqua dest. fir jeweils 2 Minuten. Die nun folgende Proteindemaskierung
erfolgte durch Hitzedenaturierung mit Hilfe einer Mikrowellenbehandlung (Methode nach
Pileri et al).

Im ersten Schritt &quilibrierten die Schnitte in einer Kivette in Citratpuffer, pH 6, um dann
fraktioniert in vier Zyklen fur insgesamt 15 Minuten bei 700 Watt in der Mikrowelle zu
inkubieren. Nach AbkiUhlung der Préparate folgte der eigentliche Féarbevorgang nach der
Standard-APAAP-Methode (siehe auch Abbildung).

Die Schnitte wurden in TBS (tris buffered saline) gespilt. Dann wurden 60ul des
monoklonalen Maus-Antikbrpers PGM1 (CD68, (DAKO Diagnostica GmbH, Hamburg,
Deutschland)) in einer Verdinnung von 1 : 50 in einem hintergrundreduzierenden
Antikdrperverdinnungsmedium (DAKO) auf jedes Préaparat aufgetragen und bei 4°C in einer
feuchten Kammer tber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Praparate erneut in TBS-
Puffer gesplilt, bevor jetzt unter Verwendung des Briickenantigens Anti-Maus-IgG E413 in
einer Verdinnung von 1 : 200 wiederum 60 pl pro Préaparat aufgetragen wurden und die
Schnitte so zur weiteren Inkubation fiir 35 Minuten bei 37°C in den Warmeschrank gelegt
wurden. Hiernach wurde wieder in TBS-Puffer gespilt und dann 60 ul pro Praparat des
Strept-AB-Komplexes (DAKO Diagnostica GmbH, Hamburg, Deutschland) aufgetragen.
Dieser setzt sich aus 98 ul TBS-Puffer, 1 ul Streptavidin und 1 pl biotinierter alkalischer
Phophatase zusammen. Wieder wurde fir 35 Minuten bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.
Es folgte eine erneute Spulung in TBS-Puffer, um eine Abséttigung des Bruckenantikdrpers
mit dem Primarantikérper zu verhindern und die Anfarbung unspezifischer Bindungen zu
verringern. Nun wurde AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) fir 10 Minuten auf jedes Préparat

gegeben. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Praparate terminal in TBS gespulilt.
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“Kalb“ alkalische Phosphatase (AP)

U APAAP-

-—9 Komplex

Monoklonales,, Maus® anti-AP-IgG
(Maus wird mit Kalb-AP sensibilisiert,
Hybridisierung)

,‘?, P
Uberbriickendes Anti-“Maus“-IgG

N
Monoklonaler Maus Antikorper

\ Antigen

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der APAAP-Methode (Cordell et al. 1984)

2.4 Berliner Blau Farbung

Berliner Blau ist ein lichtechtes, tiefblaues, anorganisches Pigment und wird aus einer
Ldsung von Eisen(lll)-Salz und gelbem Blutlaugensalz hergestellt. Die Reaktion zum Berliner
Blau ist eine sehr empfindliche Methode fir den Eisennachweis. In der analytischen Chemie
ist das Verfahren zum Nachweis von Eisen (oder von Cyaniden) daher eine verbreitete
Methode. Auf Grund der hohen Empfindlichkeit und wegen der hohen Farbstérke ist dieses

auch fur den Nachweis intra- und extrazellular gebundenen Eisens geeignet.

Der entparaffinierte Gewebeschnitt wird in eine Losung aus Kaliumhexacyanoferrat (1 - 2 %)
und Salzsaure (1 - 2 %) im Verhdltnis 1 : 2 getaucht. Das Eisen im Schnitt wird durch die
Salzsaure ionisiert. Es hat nun eine hohe Affinitdt zum Ferrocyanid und verdréangt das
Kalium. Es bildet sich Ferriferocyanid, ein schwerldsliches Salz. Anschlieend wird mit Aqua

destillata gespdlt und mit Kernechtrot gegengefarbt.

Im Préaparat stellen sich die Kerne rot, die Eisenablagerungen (z.B. Hamosiderin) blau dar.

2.5 Etablierung der Methode

Die Beurteilung des Eisengehaltes der Beckenkammbiopsien erfolgte durch mikroskopische,
semiquantitative Bewertung. Zur Betrachtung wurde ein Axioplan 2 Mikroskop mit einer
Axiocam HRC (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland) eingesetzt. Die Einteilung
erfolgte in modifizierter Form in Anlehnung an die Methode von Takkunen (Takkunen 1976)
wie in Tabelle 2.3 aufgefiihrt. Die Einteilung in intrazellular und interstitiell wurde deshalb
gewahlt, weil beide Ablagerungsformen unabhangig voneinander auftraten. Um die

Eisenbestimmung im Knochenmark mdglichst zu standardisieren, wurden zunachst die mit


http://de.wikipedia.org/wiki/Blau
http://de.wikipedia.org/wiki/Mineralisches_Pigment
http://de.wikipedia.org/wiki/Gelbes_Blutlaugensalz
http://de.wikipedia.org/wiki/Eisen
http://de.wikipedia.org/wiki/Cyanide
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Kaliumhexacyanoferrat&action=edit&redlink=1
http://flexikon.doccheck.com/de/Salzs%C3%A4ure
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Ferrocyanid&action=edit&redlink=1
http://flexikon.doccheck.com/de/Aqua_destillata
http://flexikon.doccheck.com/de/Aqua_destillata
http://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Kernechtrot&action=edit&redlink=1
http://flexikon.doccheck.com/de/H%C3%A4mosiderin
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Eisenfarbung eingefarbten Préparate mit einem Objektiv der 50fachen Vergrof3erung
mikroskopiert, um eine Ubersicht zu gewinnen. Hierbei wurde die Qualitat der Stanze grob
beurteilt und der Fettzellgehalt abgeschatzt. Danach wurde bei 200facher VergréRerung der
absolute Eisengehalt semiquantitativ bestimmt. Es wurden nur die Knochenmarkstanzen
einbezogen, bei denen mindestens sieben Sichtfelder ausgewertet werden konnten, um eine
ausreichende Qualitdt der Stanze zu gewahrleisten. Um den interstitiellen Anteil zu
bestimmen wurden markante Punkte aus dem Berliner Blau gefarbten-Praparat gewahlt und
diese mit der gleichen Position in dem CD68*-Praparat verglichen. Die Bestimmung, ob sich
das Eisen innerhalb der Makrophagen oder interstitiell befand, wurde ebenfalls in einer
200fachen VergroRerung durchgefuhrt und per 400facher VergroRerung kontrolliert. Im
Anschluss wurde in 100facher Vergrof3erung der absolute Gehalt an CD68"-Zellen im
Préparat bestimmt und der Quotient zwischen Eisengehalt und CD68*-Zellen gebildet.

Grad Beschreibung Anteil in %
Intrazelluléar 0 kein Eisen vorhanden 0
1 Kaum 1-20
2 Wenig 21-40
3 MaRig 41 -60
4 Viel 61 - 80
5 Massiv > 80
Interstitiell 0 kein Eisen vorhanden 0
1 Gering 1-30
2 MaRig 31-60
3 Viel > 60

Tab. 2.3: Einteilung des Eisengehaltes bei Knochenmarksbiopsien
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Abb. 2.2: Abb. 2.2 a) und b) zeigen ein GO g0 Praparat in 400facher VergroBerung in der Berliner Blau (rechts)

und der CD68*-Farbung (links). Die rot gefarbten CD68*-Makrophagen sind mit einem Pfeil markiert. Kein

Nachweis von Eisenpigment im Préaparat.
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Abb. 2.3: Abb. 2.3 a) und b) zeigen ein G3 g2 Praparat in 400facher VergroRerung in der Berliner Blau (rechts)

und der CD68*-Farbung (links). Das blau gefarbte Eisenpigment ist mit einem Pfeil markiert.
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Abb. 2.4: Abb. 2.4 a) und b) zeigen ein G5 g3 gegradetes Praparat in 400facher VergroRRerung in der Berliner
Blau (rechts) und der CD68*-Farbung (links). Der Pfeil weist auf das viele interstitiell abgelagerte Eisen.

2.6 Auswertung und statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Win 10.0 Software (SPSS,
Chicago, IL, USA).

Da es in der vorliegenden Erhebung keine Kontrollgruppe gab, wurde Uberwiegend
deskriptive  Statistk mit der Bestimmung von  Haufigkeiten,  Mittelwerten,
Standardabweichungen und Medianen berechnet.

Um Zusammenhénge zwischen den Variablen auf Nominal- und Ordinalskalenniveau zu
Uberprifen wurden Kreuztabellen erstellt. Mittels des Chi-Quadrat-Tests wurde geprift, ob
die Ergebnisse signifikant auf einem Signifikanzniveau von 5 % sind. Zur graphischen
Darstellung von Verteilungen wurden neben Balkendiagrammen auch Streudiagramme

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorbemerkungen

In der vorliegenden Untersuchung wurde herausgearbeitet, in wieweit die Eisenbestimmung
in der diagnostischen Knochenmarkbiopsie vor Transplantation helfen kann, die individuelle
Eisenlast festzulegen. Hierzu wurde, gemaf der in Abschnitt 2.5 beschriebenen Methode,
ein neu generiertes Grading von GO - G5 fir intrazellular gespeichertes Eisen und g0 - g3 fir
interstitiell abgelagertes Eisen verwendet, um die Eisenablagerungen semiguantitativ
darzustellen. Ferner wurde das Verhdltnis von eisenspeichernden Makrophagen im
Verhéltnis zu allen CD68*-Makrophagen und von CD68*-Makrophagen in Bezug auf alle
hamatopoetischen Zellen berechnet.

Die gewonnenen Daten wurden zunachst mit der Menge an vorangegangenen
Bluttransfusionen und mit den Werten fir Serum-Ferritin (SF) und anschlie3end mit dem
HFE-Genotyp sowie mit dem weiteren Verlauf des Patienten insbesondere bzgl. des
Auftretens einer akuten oder chronischen GvHD, infektioser Komplikationen, dem Auftreten

von Rezidiven und der rickfallfreien Mortalitat korreliert.

3.2 Korrelation des histomorphologisch ermittelten Eisengehalts mit der
Anzahl der verabreichten Erythrozytenkonzentrate vor HSZT

Um grundsatzlich die Wertigkeit der histologischen Abschéatzung der Eisenlberladung im
Knochenmark zu Uberprifen wurden die Parameter Serum-Ferritin-Wert, intrazellularer
Eisengehalt, interstitielle Eisenablagerung, Anteil der eisenbeladenen CD68*-Makrophagen
im Verhdaltnis zu den CD68*-Makrophagen (eisenbeladene CD68*/CD68*-Makrophagen)
sowie der CD68"-Makrophagengehalt bezogen auf alle hamatopoetischen Zellen mit der
Anzahl der verabreichten Erythrozytenkonzentrate (EK) korreliert. Dabei wurden zun&chst

nur diejenigen Patienten betrachtet, deren CRP-Wert < 5 mg/l betrug.

3.2.1 Korrelation der verabreichten Erythrozytenkonzentrate mit den serologisch
ermittelten Serum-Ferritin-Werten vor HSZT

Die Korrelation zwischen der Anzahl der verabreichten EKs und der serologisch ermittelten
SF-Werte vor der HSZT sind in der Abbildung 3.1 und der Tabelle 3.1 dargestellt.

Der Korrelationskoeffizient r betrug 0,57. Die Signifikanz p = < 0,001 zeigte einen

signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl verabreichter EKs und den SF-Werten.
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Abb. 3.1: Korrelation der SF-Werte mit der verabreichten Anzahl an EKs

Serum-Ferritin- | Anzahl der
verabreichten
Werte EKs vor HSZT
Serum-Ferritin-Werte Korrelation nach Pearson 1 0,586
Signifikanz (2-seitig) < 0,001
N 74 85
Anzahl der verabreichten | Korrelation nach Pearson 0,586 1
EKs vor HSZT Signifikanz (2-seitig) < 0,001
N 69 85

Tab. 3.1: Korrelation der verabreichten EKs mit den serologisch ermittelten SF-Werten vor HSZT

3.2.2 Korrelation der verabreichten Erythrozytenkonzentrate und dem
histomorphologisch ermittelten Gehalt intrazellular gespeicherten Eisens in
Knochenmarksbiopsien vor HSZT

Die Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem intrazellular gespeicherten Eisen
im Knochenmark, gemald dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor der HSZT, sind in der
Abbildung 3.2 und den Tabellen 3.2, 3.3 und 3.4 dargestellt.

Der Korrelationskoeffizient r war mit 0,38 gering. Die Signifikanz p = 0,005 zeigte jedoch eine
Korrelation zwischen hoher Anzahl verabreichter EKs und einer hohen, vermehrten

intrazellularen Eisenspeicherung in den Knochenmarkbiopsien an (Tabelle 3.4).
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Falle
Gultig Fehlend Gesamt
Eisengehalt Intrazellular | N | Prozent | N | Prozent | N | Prozent
Anzahl der EKs GO (0 %) 4 | 80,0 1] 20,0 5 | 100,0
vor HSZT
G1l(1-20%) 3 | 100,0 0|00 3 | 100,0
G2 (21 - 40 %) 13 | 100,0 0|00 13 | 100,0
G3 (41 - 60 %) 23 | 88,5 3115 26 | 100,0
G4 (61 - 80 %) 24 | 100,0 0|00 24 | 100,0
G5 (> 80 %) 18 | 94,7 11|53 19 | 100,0
Tab. 3.2: Korrelation zwischen verabreichten EKs mit dem intrazellularen Eisengehalt in den
Knochenmarksbiopsien geméaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT
Eisengehalt intrazellular Anzahl der verabreichten EKs
9 vor HSZT
GO (0 %) )
Median 18
Minimum 0
Maximum 36
G1 (1-20 %) )
Median 8
Minimum 0
Maximum 8
G2 (21 - 40 %) )
Median 26
Minimum 2
Maximum 94
G3 (41 - 60 %) i
Median 24
Minimum 2
Maximum 86
G4 (61 - 80 %) i
Median 29
Minimum 2
Maximum 108
G5 (> 80 %) i
Median 29
Minimum 12
Maximum 115
Tab. 3.3: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem intrazellularen Eisengehalt in den

Knochenmarksbiopsien, geméaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT
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Abb. 3.2: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem intrazellularen Eisengehalt in den
Knochenmarksbiopsien gemaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

iz ) ol Eisengehalt
e intrazgllular
EKs vor HSZT
Anzahl der verabreichten | Korrelation nach Pearson 1 0,380
EKs vor HSZT o i
Signifikanz (2-seitig) 0,005
N 85 85
Eisengehalt intrazelluléar | Korrelation nach Pearson 0,380 1
Signifikanz (2-seitig) 0,005
N 85 90

Tab. 3.4: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem intrazellularen Eisengehalt in den
Knochenmarksbiopsien gemafl dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

3.2.3 Kaorrelation der verabreichten Erythrozytenkonzentrate mit der interstitiellen
Eisenablagerung im Knochenmark vor HSZT

Die Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem Ausmald der semiquantitativ
ermittelten interstitiellen Eisenablagerung in den Knochenmarkbiopsien, gemafl der in
Abschnitt 2.5 beschrieben Methode vor HSZT sind in Abbildung 3.3 und den Tabellen 3.5,
3.6 und 3.7 dargestellt. Der Korrelationskoeffizient r war mit 0,19 gering. Die Signifikanz
p = 0,09 zeigte keine Korrelation zwischen der Anzahl verabreichter EKs und den
semiguantitativ. ermittelten  Werten der interstitiellen Eisenablagerung in den

Knochenmarkbiopsien an (Tabelle 3.7).
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Falle
Giltig Fehlend Gesamt
Interstitielle Eisenablagerung | N | Prozent | N | Prozent | N | Prozent
Anzahl Qer g0 (0 %) 37 | 90,2 4 198 41 | 100,0
zce):aggi_(;hten EKs gl (1 - 30 %) 17 | 100,0 01|00 17 | 100,0
g2 (31 - 60 %) 15 | 100,0 01|00 15 | 100,0
g3 (> 60 %) 16 | 94,1 1|59 17 | 100,0
Tab. 3.5: Korrelation zwischen verabreichten EKs mit der interstitiellen Eisenablagerung in den

Knochenmarksbiopsien geméaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Interstitielle Eisenablagerung

Anzahl der

verabreichten
EKs vor HSZT

g0 (0 %)
Median 22
Minimum 0
Maximum 94

gl (1-30%)
Median 32
Minimum 2
Maximum 80

- 0,

92 (31-60%) 1o dian 49
Minimum 10
Maximum 108

0,

93 (>60%)  \iedian 20,5
Minimum 4
Maximum 115

Tab. 3.6: Darstellung der Anzahl der verabreichten EKs mit der interstitiellen Eisenablagerung in den
Knochenmarksbiopsien gemal dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT.
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Abb. 3.3: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit der interstitiellen Eisenablagerung in den
Knochenmarksbiopsien geméaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Anzahl der
verabreichten
EKs vor HSZT

Interstitielle
Eisenablagerung

Anzahl der Korrelation nach Pearson 1 0,185

verabreichten EK

vgraHbSeZ'(I:' enErs Signifikanz (2-seitig) 0,09
N 85 85

Tab. 3.7: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit der interstitiellen Eisenablagerung in den
Knochenmarksbiopsien geméaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

3.2.4 Korrelation der Anzahl der Erythrozytenkonzentrate mit dem Anteil der
eisenbeladenen CD68"-Makrophagen im Verhéltnis zu allen CD68*-Makro-
phagen in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Die Haufigkeiten der verabreichten EKs und die Korrelation mit dem Anteil der
eisenbeladenen CD68"-Makrophagen im Verhéltnis zu allen CD68"-Makrophagen vor HSZT
sind in den Abbildungen 3.4 - 3.5 und der Tabelle 3.8 dargestellt. Der Korrelationskoeffizient
r war mit 0,24 gering. Die Signifikanz p = 0,025 zeigte keine Korrelation.
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Abb. 3.4: Darstellung der Anzahl der verabreichten EKs vor HSZT
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Abb. 3.5: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit den eisenbeladenenCD68*/CD68*-Makrophagen in
den Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Anzahl der
verabreichten
EKs vor HSZT

EisenbeladeneCD68*/
CD68*-Makrophagen

Anzahl der verabreichten Korrelation nach Pearson 1 0,242
EK HSZT

s vorHs Signifikanz (2-seitig) 0,025

N 85 85

Tab. 3.8: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit den eisenbeladenenCD68*/CD68*-Makrophagen in
den Knochenmarkbiopsien vor HSZT

3.2.5 Kaorrelation der verabreichten Erythrozytenkonzentrate mit dem
Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache in den Knochenmarkbiopsien
vor HSZT

Die Korrelation des Makrophagengehalts an der Hamatopoeseflache in den
Knochenmarkbiopsien mit der verabreichten Anzahl der EKs vor HSZT ist in der Abbildung
3.6, sowie in der Tabelle 3.9 dargestellt. Der Korrelationskoeffizient r fiel mit 0,09 gering aus.
Die Signifikanz p = 0,4 zeigte keine Korrelation zwischen der Anzahl der verabreichten EKs

und dem gesamten Makrophagengehalt.
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Abb. 3.6: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem Makrophagengehalt an der Himatopoeseflache
in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Anzahl der
verabreichten Makrophagengehalt
EKs vor Tx gesamt in Prozent
Anzahl der Korrelation nach Pearson 1 0,093
verabreichten EKs - .
vor HSZT Signifikanz (2-seitig) 0,401
N 85 83

Tab. 3.9: Korrelation der Anzahl der verabreichten EKs mit dem Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache
in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT
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3.3 Korrelationen des histomorphologisch ermittelten Eisengehalts mit
den serologisch ermittelten Serum-Ferritin-Werten

Als weiterer Test fur die Uberprufung der Wertigkeit der histomorphologischen
Eisenbestimmung im Knochenmark wurde die Korrelation der so ermittelten Ergebnisse mit
dem etablierten Marker Ferritin durchgefiihrt, wobei ausschliel3lich die Patienten ausgewahlt
wurden, deren CRP-Wert < 5 mg/l betrug. Speziell wurden die Ergebnisse der Korrelationen
der SF-Werte mit den Parametern intrazellularer Eisengehalt, interstitielle Eisenablagerung,
Anteil der eisenbeladenen CD68*-Makrophagen im Verhéltnis zu allen CD68"-Makrophagen
(eisenbeladene CD68*/CD68*-Makrophagen) sowie dem Gesamt-Makrophagengehalt
bezogen auf alle hAmatopoetischen Zellen dokumentiert.

3.3.1 Korrelation der Serum-Ferritin-Werte mit dem intrazellularen Eisengehalt in den
Knochenmarksbiopsien vor HSZT

Die Korrelation der SF-Werte mit dem intrazellular gespeicherten Eisen im Knochenmark,
gemal dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor der HSZT, sind in der Abbildung 3.7 und den
Tabellen 3.10 - 3.13 dargestellt.

Falle
Glltig Fehlend Gesamt
Eisengehalt Intrazellular N | Prozent | N | Prozent | N | Prozent
Serum-Ferritin-Werte GO + G1 (0 - 20 %) 8 | 100 0|0 8 | 100
G2 + G3 (21 - 60 %) 31| 79,5 8 | 20,5 39 | 100
G4 + G5 (61 - 100 %) 35814 8 | 18,6 43 | 100

Tab. 3.10: Korrelation der SF-Werte mit dem intrazelluldren Eisengehalt in den Knochenmarksbiopsien gemafn
dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT. Die Falle, bei denen keine SF-Werte vorlagen, sind als “fehlend”
gekennzeichnet
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Eisengehalt Intrazellul&r

Serum-Ferritin-Werte

GO + G1 (0 - 20 %)

Median 620,5

Minimum 36

Maximum 997
G2 + G3 (21 - 60 %)

Median 1727,5

Minimum 463

Maximum 11500
G4 + G5 (61 - 100 %)

Median 2756

Minimum 490,8

Maximum 16900

Tab. 3.11: Darstellung der SF-Werte und des intrazellularen Eisengehalts in den Knochenmarksbiopsien geman

dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Der Korrelationskoeffizient r war mit 0,32 gering. Die Signifikanz p = 0,005 zeigte eine

Korrelation zwischen der Héhe der SF-Werte und den semiquantitativ ermittelten Werten der

intrazellularen Eisenspeicherung in den Knochenmarkbiopsien an (Tabelle 3.12). Der

Vergleich der ersten bis dritten Quartile versus des vierten Quartils ergab keine Signifikanz

(Tabelle 3.13).
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Abb. 3.7: Korrelation der SF-Werte mit dem intrazelluldren Eisengehalt in den Knochenmarksbiopsien gemaR

dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT
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Serum-Ferritin- Eisengehalt
Werte intrazellular
Serum-Ferritin- Korrelation nach Pearson 1 0,321
Werte Signifikanz (2-seitig) 0,005
N 74 74
Eisengehalt intrazellul&r Korrelation nach Pearson 0,321 1
Signifikanz (2-seitig) 0,005
N 74 90

Tab. 3.12: Korrelation der SF-Werte mit dem intrazellularen Eisengehalt in den Knochenmarksbiopsien geman
dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Wert | Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 6,827 0,033
Likelihood-Quotient 8,537 0,014
Zusammenhang linear-mit-linear | 6,689 0,010
Anzahl der giiltigen Falle 74

Tab. 3.13: Korrelation der SF-Werte mit dem intrazellularen Eisengehalt in den Knochenmarksbiopsien geman
dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT; 1.-3. Quartil vs. 4. Quartil

3.3.2 Korrelation der Serum-Ferritin-Werte mit der interstitiellen Eisenablagerung im
Knochenmark vor HSZT

Die Korrelation der SF-Werte mit dem Ausmal3 der semiquantitativ ermittelten, interstitiellen
Eisenablagerung in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT, gem&R der in Abschnitt 2.5
beschrieben Methode, sind in Abbildung 3.8 und den Tabellen 3.14 - 3.17 dargestellt. Der
Korrelationskoeffizient r war mit 0,31 gering. Die Signifikanz p=0,007 zeigte dennoch eine
Korrelation zwischen hohen SF-Werten und héhergradiger interstitieller Eisenablagerung an.

Der Vergleich der ersten bis dritten Quartile versus des vierten Quartils ergab keine

Signifikanz.
Falle
Glltig Fehlend Gesamt
Interstitielle Eisenablagerung | N | Prozent | N | Prozent | N | Prozent
Serum-Ferritin-Werte g0 + g1 (0 - 30 %) 49 | 84,5 9 | 15,5 58 | 100
g2 + g3 (31 - 100 %) 25 | 78,1 7 219 32 | 100

Tab. 3.14: Korrelation der SF-Werte mit der interstitiellen Eisenablagerung in den Knochenmarksbiopsien vor
HSZT gemal dem Grading nach Abschnitt 2.5. Die Falle, bei denen keine SF-Werte vorlagen, sind als “fehlend”
gekennzeichnet
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Interstitielle Eisenablagerung Serum-Ferritin-Werte
g0 + gl (0 - 30 %)

Median 1593
Minimum 36
Maximum 11500

g2 + g3 (31 - 100 %)

Median 3103
Minimum 654,7
Maximum 16900

Tab. 3.15: Darstellung der SF-Werte und der interstitiellen Eisenablagerung in den Knochenmarksbiopsien
gemaf dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT
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Abb. 3.8: Korrelation der SF-Werte mit dem AusmalR der interstitiellen Eisenablagerung in den
Knochenmarksbiopsien gemaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Serum-Ferritin- Interstitielle
Werte Eisenablagerung
Serum-Ferritin- Korrelation nach Pearson 1 0,310
Werte N -
Signifikanz (2-seitig) 0,007
N 74 74

Tab. 3.16: Korrelation der SF-Werte mit dem AusmalR der interstitiellen Eisenablagerung in den
Knochenmarksbiopsien gemar dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT
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Wert Asymptotische Signifikanz ExakFg Signifikanz
(2-seitig) (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 5,0402 0,025
Likelihood-Quotient 4,844 0,028
Exakter Test nach Fisher 0,043
Anzahl der gultigen Falle 74

Tab. 3.17:Korrelation der SF-Werte mit dem Ausmall der interstitiellen Eisenablagerung in den
Knochenmarksbiopsien geméaR dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT; 1. - 3. Quartil vs. 4. Quartil

3.3.3 Korrelation der Serum-Ferritin-Werte mit dem Anteil der eisenbeladenen CD68"-
Makrophagen im Verhéltnis zu allen CD68*-Makrophagen in den
Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Die SF-Werte und der Anteil der eisenbeladenen Makrophagen an allen CD68*-
Makrophagen (eisenbeladene CD68*/CD68*-Makrophagen) im Knochenmark vor der HSZT
und deren Korrelation sind in den Abbildungen 3.9 - 3.11 und der Tabelle 3.18 dargestellt.
Der Korrelationskoeffizient r war mit 0,33 gering. Die Signifikanz p = 0,004 zeigte jedoch eine
Korrelation zwischen hohen SF-Werten und den eisenbeladenen CD68*/CD68*-

Makrophagen an.
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Abb. 3.9: Darstellung der SF-Werte vor HSZT
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Abb. 3.10: Darstellung der eisenbeladenen CD68*/CD68*-Makrophagen in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT
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Abb. 3.11: Korrelation der SF-Werte mit den eisenbeladenen CD68*/CD68*-Makrophagen in den
Knochenmarkbiopsien vor HSZT
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Serum-Ferritin- Eisenbeladene CD68*/
Werte CD68*-Makrophagen
Serum-Ferritin-Werte Korrelation nach Pearson 1 0,332
Signifikanz (2-seitig) 0,004
N 74 74
Eisenbeladene CD68"/ | korrelation nach Pearson 0,332 1
CD68*-Makrophagen
Signifikanz (2-seitig) 0,004
N 74 90

Tab. 3.18:Die Korrelationen der SF-Werte mit den eisenbeladenen CD68*/CD68*-Makrophagen in den
Knochenmarkbiopsien vor HSZT

3.3.4 Korrelation der Serum-Ferritin-Werte mit dem Makrophagengehalt an der
Hamatopoeseflache in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Der Anteil der Makrophagen an der Hamatopoeseflache in den Knochenmarkbiopsien vor
HSZT und dessen Korrelation mit den SF-Werten sind in den Abbildungen 3.12 - 3.13

dargestellt. Der Korrelationskoeffizient r fiel mit 0,92 gering aus. Die Signifikanz p = 0,441

zeigte keine Korrelation zwischen SF-Werten und dem Makrophagengehalt an der

Hamatopoeseflache.
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Abb 3.12: Darstellung des Makrophagengehalts an der Hamatopoeseflache in den Knochenmarkbiopsien

vor HSZT
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Abb. 3.13: Korrelation der SF-Werte mit dem Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache in den
Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Serum-Ferritin- Makrophagengehalt
Werte gesamt in Prozent
Serum-Ferritin-Werte Korrelation nach Pearson 1 0,092
Signifikanz (2-seitig) 0,441
N 74 72
Makrophagengehalt Korrelation nach Pearson 0,092 1
gesamt o -
in Prozent Signifikanz (2-seitig) 0,441
N 72 88

Tab. 3.19: Die Korrelationen der SF-Werte mit dem Makrophagengehalt an der H&matopoesefldche in den
Knochenmarkbiopsien vor HSZT

3.4 Sinnhaftigkeit der histomorphologischen Eisenbestimmung bei den
Patienten mit CRP-Werten > 5 mgl/I

Die folgende Untersuchung diente dazu, die Wertigkeit der histologischen Bestimmung des
Eisengehaltes an denjenigen Patienten zu Uberprifen, bei denen der CRP-Wert > 5 mg/l
betrug und bei denen somit die Messung des SF-Wertes keine Informationen bezlglich des

Eisengehaltes erbrachte.

Bei der Korrelation mit den klinischen Parametern dieser Patienten zeigte sich nach der

HSZT eine transplantationsassoziierte Mortalitat von 100 %.

Eine Uberprifung des intramedullaren Eisengehalts auf seine Eignung als

Prognoseparameter nach HSZT war daher nicht méglich.
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3.5 Korrelationen mit HFE-Mutationen

Die Bedeutung von HFE Mutationen bei der Entwicklung einer Eisenliberladung im Rahmen
einer Erythrozytensubstitution bei hamatologischer Systemerkrankung und HSZT ist bisher

nicht abschlieBend geklart.

Aus diesem Grund wurde an dem hier prasentierten Patientenkollektiv das Vorhandensein

einer heterozygoten oder homozygoten HFE-Mutation Uberpraft.

Das Vorhandensein oder das Fehlen von HFE-Mutationen wurde mit dem intrazellularen
Eisengehalt im Knochenmark sowie mit der interstitiellen Eisenablagerung, den
eisenbeladenen CD68/CD68"-Makrophagen, dem absoluten Makrophagengehalt und den
SF-Werten vor HSZT korreliert. Die Haufigkeiten der HFE-Mutationen sind in Abbildung 3.14
dargestellt.

In Abbildung 3.15 ist die Korrelation der HFE-Mutationen mit der Anzahl der eisenbeladenen
CD68*/CD68*-Makrophagen in den Knochenmarkbiopsien und in der Abbildung 3.16 die
Korrelation der HFE Mutationen mit der Anzahl der Makrophagen insgesamt dargestellt. Die
Abbildung 3.17 zeigt die Korrelation zwischen den HFE-Mutationen und den SF-Werten. In
den Tabellen 3.20 bis 3.30 werden die dazugehérenden Korrelationen der verarbeiteten

Falle, deskriptive Statistiken und Signifikanzen abgebildet.

Bei der Korrelation von HFE-Mutationen mit dem intrazellular gespeicherten Eisen im
Knochenmark betrug die asymptotische Signifikanz 0,763. Bei der Korrelation mit der
interstitiellen Eisenablagerung und dem Anteil der eisenbeladenen CD68*/CD68*-
Makrophagen lag sie bei 0,031 sowie 0,957 und bei Korrelation mit dem gesamten
Makrophagengehalt betrug die asymptotische Signifikanz 0,006. Bezogen auf die SF-Werte
betrug die asymptotische Signifikanz 0,696.
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Abb. 3.14: Darstellung der HFE-Mutationen
Eisengehalt HFE-Mutationen
intrazellular wt hetH63D | hetC282Y | hetS65C | homoH63D | Gesamt
GO (0 %) 0 1 1 0 0 2
G1(1-20%) 0 0 0 0 1
G2 (21 - 40 %) 4 3 0 0 0 7
G3 (41 - 60 %) 9 3 3 1 2 18
G4 (61 - 80 %) 11 4 2 0 0 17
G5 (> 80 %) 8 4 1 1 1 15
Gesamt 33 15 7 2 3 60

Tab. 3.20: Korrelation der HFE Mutationen mit dem intrazellularen Eisengehalt in den Knochenmarksbiopsien
gemal dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Wert Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 12,633 0,893
Likelihood-Quotient 15,230 0,763
Anzahl der gultigen Falle 60

Tab. 3.21: Korrelation der HFE-Mutationen mit dem intrazelluldren Eisengehalt in Knochenmarksbiopsien gemaf
dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT
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HFE-Mutationen_

Interstitielle
Eisenablagerung wt hetH63D | hetC282Y | hetS65C | homoH63D | Gesamt
g0 (0 %) 12 6 3 1 1 23
g1 (1 - 30 %) \ 9 3 0 0 15
02(3L-60%) | 9 0 0 0 2 11
93 (> 60 %) \ 3 6 1 1 0 11
Gesamt ‘ 33 15 7 2 3 60

Tab. 3.22: Korrelation der HFE-Mutationen mit der

gemal dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Wert Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 19,279 0,082
Likelihood-Quotient 22,601 0,031
Anzahl der giltigen Falle 60

interstitiellen Eisenablagerung in Knochenmarksbiopsien

Tab. 3.23: Korrelation der HFE-Mutationen mit der interstitiellen Eisenablagerung in Knochenmarksbiopsien
gemal dem Grading nach Abschnitt 2.5 vor HSZT

Falle
Glltig Fehlend Gesamt
HFE- Mutationen N | Prozent | N | Prozent | N | Prozent
EisenbeladeneCD68*/ wit 33 | 100,0 0|00 33 | 100,0
CD68"-Makrophagen hetH63D 151000 |0 |00 15 | 100,0
hetC282Y 7 100,0 000 7 100,0
hetS65C 2 100,0 000 2 100,0
homoH63D 3 100,0 000 3 100,0

Tab. 3.24: Korrelation

Knochenmark vor HSZT

der

HFE-Mutationen mit den

eisenbeladenen

CD68*/CD68*-Makrophagen

im



3 Ergebnisse

55

. Eisenbeladene CD68*/
HFE-Mutationen
CD68*-Makrophagen

wit

Median 80

Minimum 5

Maximum 100
hetH63D )

Standardabweichung 30

Minimum 0

Maximum 100
hetC282Y ]

Median 85

Minimum 0

Maximum 100
hetS65C ]

Median 82,5

Minimum 65

Maximum 100
homoH63D )

Median 85

Minimum 30

Maximum 95

Tab. 3.25:Korrelation der HFE-Mutationen mit den eisenbeladenen CD68*/CD68*-Makrophagen im Knochenmark

vor HSZT
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Abb. 3.15:Korrelation der HFE-Mutationen mit den eisenbeladenen

Knochenmark vor HSZT

CD68*/CD68*-Makrophagen
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(Wt + hetH63D)

Kruskal-Wallis-Test

Eisenbeladenen CD68*/
CD68*-Makrophagen

Chi-Quadrat

Asymptotische Signifikanz

0,654
0,957

Tab. 3.26: Korrelation der HFE-Mutationen wt und hetH63D mit den eisenbeladenen CD68*/CD68*-Makrophagen

im Knochenmark vor HSZT

Falle
Glltig Fehlend Gesamt
HFE Mutationen N Prozent N Prozent N Prozent
Makrophagengehalt wt 31| 939 2 161 33 | 100,0
gesamt in Prozent hetH63D 14 | 93,3 167 15 | 100,0
hetC282Y 7 11000 |0 |00 7 | 100,0
hetS65C 2 11000 |0 |00 2 | 100,0
homoH63D 3 11000 |0 |00 3 | 100,0

Tab. 3.27: Korrelation der HFE Mutationen mit dem gesamten Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache im

Knochenmark vor HSZT

HFE Mutationen Makrophagengehalt
gesamt in Prozent

wit

Median 20

Minimum 5

Maximum 45
hetH63D

Median 10

Minimum 4

Maximum 25
hetC282Y

Median 15

Minimum 5

Maximum 25
hetS65C

Median 17

Minimum 10

Maximum 25
homoH63D

Median 30

Minimum 15

Maximum 35

Tab. 3.28: Korrelation der HFE Mutationen mit dem gesamten Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache im

Knochenmark vor der HSZT
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Abb. 3.16: Korrelation

der HFE Mutationen mit dem gesamten
Hamatopoeseflache im Knochenmark vor HSZT
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Tab. 3.29: Korrelation der HFE Mutationen wt + hetH63D mit dem gesamten Makrophagengehalt an der
Hamatopoeseflache in den Knochenmarkbiopsien vor HSZT

Falle
Glltig Fehlend Gesamt
HFE Mutationen N | Prozent | N | Prozent | N | Prozent
Serum-Ferritin-Werte wit 25 | 75,8 8 | 24,2 33 | 100,0
hetH63D 13 | 86,7 2 | 13,3 15 | 100,0
hetC282Y 4 57,1 3 |429 7 100,0
hetS65C 1 |500 1 |500 2 | 100,0
homoH63D 2 | 66,7 1333 3 | 100,0

Tab. 3.30: Korrelation der Falle mit HFE-Mutationen mit den SF-Werten vor HSZT. Die Félle, bei denen keine SF-
Werte vorlagen, sind als “fehlend” gekennzeichnet
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Abb. 3.17: Korrelation der HFE Mutationen mit den SF-Werten vor HSZT

Kruskal-Wallis-Test

(Wt + hetH63D) Serum-Ferritin-Werte

Chi-Quadrat 0,726

Asymptotische Signifikanz 0,696

Tab. 3.31: Korrelation der HFE Mutationen mit den SF-Werten vor HSZT
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3.6 Die akute und chronische Graft-versus-Host Reaktion, die
rickfallfreie Mortalitat und die Uberlebenszeit

Eine toxische Eisenuberladung erhoht das Risiko einer GvHD und der
transplantationsassoziierten ruckfallfreien Mortalitat insgesamt. Es wurde daher das
Auftreten einer zumindest mittelschweren akuten GvHD, einer chronischen GVHD, die
riickfallfreie Mortalitat, sowie die Uberlebenszeit nach HSZT mit den von Bedeutung
erscheinenden Faktoren uni- und multivariat in der CRP < 5mg/I Gruppe korreliert (Tabelle
3.31). Die Uberlebensfunktionen riickfallfreie Mortalitat und Uberlebenszeit sind in den
Tabellen 3.41 und 3.44, sowie in den Abbildungen 3.18 und 3.19 dargestellt. Tabelle 3.32
und 3.36 zeigen eine Ubersicht aller erfassten akuten und chronischen GvHD. Die Tabellen
3.33 - 3.35 und 3.37 - 3.40 zeigen eine detaillierte Verteilung nach Organen der GvHD. Nach
einem Median von 24 Monaten trat bei den Patienten eine zumindest mittelschwere akute
und chronische GvHD in jeweils 70 % und 53 % der Falle auf. Es Uberlebten 58 % der
Patienten. Die riickfallfreie Mortalitat betrug 22 %. Das Ausmal? intrazellular gespeicherten
und interstitiell abgelagerten Eisens, ebenso wie die Anzahl eisenbeladener CD68*/CD68*-
Makrophagen korrelierte nicht mit dem Auftreten einer GvHD, dem Uberleben oder der
rickfallfreien Mortalitat. Jedoch zeigte sich eine gute Aussagekraft hoher SF-Werte
beziiglich des Uberlebens (p = 0,002) und der riickfallfreien Mortalitat (p = 0,007).

Bei Patienten mit SF-Werten > 3000 ng/ml betrug der Anteil der tiberlebenden Patienten und
die rlckfallfreie Mortalitat 37 % und 49 % gegeniber 78% und 9% bei Patienten mit SF-
Werten jenseits dieses Schwellenwerts (p = 0,001). Zudem Kkorrelierten SF-Werte
> 3000ng/ml mit dem Auftreten einer akuten GvHD (p = 0,002), aber nicht mit dem einer
chronischen GvHD (p = 0,97).
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Chronische Ruckfallfreie - .
Parameter Akl.Jte GVHD . GVHD Mortalitat Ub.erlebe.nsz.elt
Uni- multivariant Uni-multivariant Uni-multivariant Uni-multivariant
Alter 0,29 0,004 0,41 0,19 0,15
Geschlecht (m/f) 0,78 0,53 0,74 0,88
Erkrankungen 0,03 0,01 0,20 0,12 0,90
(AML, MDS)
Anzahl verabreichter EKs vor | 0,90 0,98 0,07 0,30 0,16
HSZT
SF-Werte vor HSZT (ng/ml)
Gesamt 0,08 0,54 < 0,0005 | nichtinkl. |<0,0005 | nicht inkl.
< 400; 401 — 800; 801 — 1600; | 0,19 0,87 0,44 0,71
> 1600
1.- 3. Quartil vs. 4. Quartil 0,002 | 0,002 0,97 0,002 |0,007 0,001 |0,002
HFE-Mutation vor HSZT 0,12 0,65 0,91 0,78
Ferritin / verabreichte EKs vor | 0,04 0,24 0,41 0,88 0,18
HSZT
Intrazellulare 0,93 0,39 0,02 0,17 0,50
Eisenspeicherung
Interstitielle Eisenablagerung | 0,51 0,75 0,03 0,33 0,79
Eisenbeladenen 0,47 0,46 0,16 0,94
CD68*/CD68*-Makrophagen
Makrophagengehalt gesamt 0,74 0,10 0,92 0,87

Tab. 3.32: Ubersicht der Korrelationen akute und chronische GvHD, riickfallfreie Mortalitat und Uberlebenszeit

GvHD Haufigkeit Prozent Giltige Prozente gumullerte
rozente

Keine 26 28,9 29,2 29,2
Akute 63 70,0 70,8 100,0
GvHD
Gesamt 89 98,9 100,0

Fehlend 1 1,1

Gesamt 90 100,0

Tab. 3.33: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer akuten GvHD

Grad der GvHD Haufigkeit Prozent | Gultige Prozente
Keine 75 83,3 84,3
Grad1 |3 33 34
Grad 2 ‘ 4 4.4 4.5
Grad 3 ‘ 4 4.4 4,5
Grad4 | 3 33 34
Gesamt ‘ 89 98,9 100,0
Gesamt ‘ 90 100,0

Tab. 3.34: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer akuten Darm GvHD
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Grad der GvHD Haufigkeit Prozent | Glltige Prozente
Keine 27 30,0 30,3
Grad 1 26 28,9 29,2
Grad 2 26 28,9 29,2
Grad 3 10 111 11,2
Gesamt 89 98,9 100,0
Gesamt 90 100,0

Tab. 3.35: Ubersicht iiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer akuten Haut GvHD

Grad der GvHD Haufigkeit | Prozent Gultige Prozente
Keine 81 90,0 91,0
Grad 1 2 2,2 2,2
Grad 2 3 3,3 34
Grad 3 3 3,3 3,4
Gesamt 89 98,9 100,0
Gesamt 90 100,0

Tab. 3.36: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer akuten Leber GvHD

. cGvHD | cGvHD | cGvHD | cGvHD
Chronische GvHD .
Haut Darm Leber weitere Organe

Keine 44 72 67 59

Chronische GvHD | 33 5 10 18

Fehlend 13 13 13 13

Gesamt 90 90 90 90
Gesamtanzahl 41
(der Patienten,
die an einer
cGvHD litten)

Tab. 3.37: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer chronischen GvHD

GvHD Haufigkeit | Prozent | Giiltige Prozente
Keine 44 48,9 57,1
Begrenzt 32 35,6 41,6
Generalisiert 1 1,1 1,3
Gesamt 77 85,6 100,0

Fehlend 13 14,4

Gesamt 90 100,0

Tab. 3.38: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer chronischen Haut GvHD
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Tab. 3.39: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer chronischen Darm GvHD

Tab. 3.40: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer chronischen Leber GvHD

Tab. 3.41: Ubersicht tiber die Anzahl aller Patienten mit Auftreten einer chronischen GvHD weiterer Organe

GvHD Haufigkeit | Prozent | Glltige Prozente
Keine 72 80,0 93,5
cGvHD 5 5,6 6,5
Gesamt 77 85,6 100,0

Gesamt 90 100,0

GvHD Haufigkeit | Prozent Gultige Prozente
Keine 67 74,4 87,0
cGvHD 10 111 13,0
Gesamt 77 85,6 100,0

Gesamt 90 100,0

GvHD Haufigkeit | Prozent Gultige Prozente
Keine 58 64,4 76,3
cGvHD 18 20,0 23,7
Gesamt 76 84,4 100,0

Gesamt 90 90 100,0
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Zensiert
Rickfallfreie Mortalitat Gesamtzahl | Anzahl der
Ereignisse N Prozent
SF < 3000 ng/mi 56 5 51 | 911
SF > 3000 ng/ml 18 6 12 66,7
Gesamt 74 11 63 85,1

Tab. 3.42: Tabellarische Darstellung der ruckfallfreien Mortalitat

Serum-Ferritin-Werte Grenzen

SF<

3000 ng/ml Median 1594,5
Minimum 36,0
Maximum 2990,0

SF >

3000 ng/ml Median 5218,5
Minimum 3175,5
Maximum 16900,0

Tab. 3.43: Tabellarische Darstellung der SF-Werte und deren Gruppierung

Eins-Minus-Uberlebensfunktion

0,84

0,67

0,47

0,27

Kum.Eins-Minus-Uberlebensfunktion

0,07

T T T T T T T
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

Ruckfallfreie Mortalitat

Abb. 3.18:Uberlebensfunktion Riickfallfreie Mortalitat, gruppiert nach SF-Werten (blau: SF < 3000 ng/ml;
grun: SF >3000ng/ml)
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Uberlebenszeit Gesamtzahl é?ezigzlisdseer zensiert
N Prozent
SF < 3000 ng/mi 56 17 39 69,6
SF > 3000 ng/ml 18 13 5 27,8
Gesamt 74 30 44 59,5

Tab. 3.44: Tabellarische Darstellung der Uberlebenszeit

Median [Jahre ]
Gesamtiberleben 95 % - Konfidenzintervall
Schatzer Standardfehler
Untere Grenze | Obere Grenze
SF < 3000 ng/ml | 7,523 1,479 4,624 10,423
SF > 3000 ng/ml | 1,019 0,051 0,919 1,119
Gesamt 5,279 1,197 2,933 7,625

Tab. 3.45: Tabellarische Darstellung der Uberlebenszeit nach SF-Werten gruppiert

Kum. Uberleben

Uberlebensfunktion

1,07
0,8
0,671
0,47 e
0,2
e
0,0
T T T T T T T
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

Uberlebenszeit

Abb. 3.19:Graphische Darstellung der Uberlebenszeit, gruppiert nach SF-Werten (blau: SF < 3000 ng/ml;

grun: SF > 3000 ng/ml)
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Die HSZT wird als kurative Therapieoption bei einer Vielfalt hdmatologischer Erkrankungen
und Erkrankungen des Immunsystems angewandt. Obwohl dieses Verfahren hinsichtlich
rickfallfreier und transplantationsbedingter Mortalitat erhebliche Fortschritte erzielen konnte,
die sich in steigenden Uberlebensraten zeigen, ist die transplantationsbedingte Mortalitét
immer noch die groRte Hirde fur eine wirkliche Verbesserung des Gesamtiberlebens
insbesondere von éalteren Patienten und von denjenigen Patienten, die in spaten
Krankheitsstadien transplantiert werden (Pullarkat 2010). Der Verlauf nach HSZT zeigt,
abhangig von der Grunderkrankung, eine grof3e Variation und ist mit einer Vielzahl an
Komplikationen, wie Infektionen, GvHD, Toxizitdt im Rahmen der Konditionierungstherapie
und dem sinusoidal obstructive syndrome (SOS) behaftet (Appelbaum 1996).

In den letzten Jahren konnte die Eisenliberladung als wichtiger Risikofaktor fir den Erfolg
einer HSZT identifiziert werden (Armand et al. 2007; Pullarkat et al. 2008; Mahindra et al.
2009; Kataoka et al. 2009). Als haufigste Ursache firr eine toxische Eisentberladung gilt die
Transfusion multipler Erythrozytenkonzentrate als supportive therapeutische Mafinahme.
Weitere Grunde einer Eisenlberladung kdnnen grundséatzlich eine erhohte intestinale
Eisenresorption durch  verminderte Hepcidinproduktion infolge  von HFE-
Keimbahnmutationen sein, eine Minderutilisation des Eisens oder eine Freisetzung zellularen

Eisens bei Knochenmarksdestruktion im Rahmen der Konditionierungstherapie.

Ein Erythrozytenkonzentrat enthélt 200 - 250 mg Eisen, so dass es bei Patienten, die
regelmafig Transfusionen erhalten, zu einem Eisenexzess von bis zu 0,5 mg/kg kommen
kann (Andrews 2008).

Als hilfreiche Methode zur Abschatzung des Gesamteisens im Korper des Patienten hat sich
die Bestimmung des SF-Werts bewahrt (Pullarkat 2010; Shander & Sazama 2010; Kanda et
al. 2011). Ferritin ist ein zellular eisenspeicherndes Protein, mit dessen Hilfe Eisen als
dreiwertiges lon in seiner nicht toxischen Form in Lésung gehalten wird. Unter normalen
Bedingungen ist der Ferrtitin-Wert im Serum gering, bei Eisenliberladung hingegen erhoht.
Daneben zeigt sich der SF-Wert von anderen Faktoren wie Inflammation, Leberschaden,
Infektionen und nach einer HSZT, im Rahmen der Entwicklung einer GvHD beeinflusst und
ist in diesen Fallen, dann ebenfalls erhdht. Hierdurch besteht prinzipiell die Gefahr einer
Uberschatzung des Kérpereisens (Mahindra et al. 2009; Platzbecker et al. 2008; Armand et
al. 2007).

Diese diagnostische Schwache verlangt nach der Etablierung zusatzlicher Marker jenseits

des SF-Wertes, die nicht den oben genannten Einflissen unterliegen aber eine ebenso
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prazise Aussage zum Ausmald einer Eisenuberladung und zur Prognoseabschéatzung
zulasst. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher Uberprift, ob semiquantitative,
histomorphologische Eisenbestimmungen in den diagnostischen Knochenmarkbiopsien vor
HSZT die Bestimmung des SF Werts ersetzen oder zumindest erganzen kénnten und so im
Idealfall bei Begleiterkrankungen, die den SF-Wert modifizieren, wertvolle
Zusatzinformationen liefern. Dieser Frage war bereits von anderen Arbeitsgruppen
nachgegangen worden, wobei Uberwiegend die Methode als geeignet eingestuft wurde, so
dass eine genaue Bestimmung des Gesamteisens im Korper und den Organen (mit
Einschrankung des Herzens) als mdglich dargestellt wurde (Strasser et al. 1998; Pullarkat
2010). Die fur das SF zuvor aufgefihrten Einschrankungen sind fir die histologische
Bestimmung des Eisens im Knochenmark bisher nicht beschrieben. Da die
Knochenmarksbiopsien im Rahmen der Initialdiagnostik standardméanig bei hAmatologischen
Erkrankungen gewonnen werden, ist fuir die so skizzierte Eisenbestimmung keine zusatzliche

invasive Diagnostik notwendig.

Die im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation aufgestellte Hypothese bestand darin,
dass Eisen im Knochenmark nicht nur intrazellular in Makrophagen gespeichert wird,
sondern, bei sehr ausgepragter Eisenuberladung, sich nach Art eines Uberlaufs auch
interstitiell ablagert. Diese Frage wurde bislang noch nicht gezielt untersucht.
Literaturberichten zufolge ist lediglich beschrieben, dass die Substitution multipler
Erythrozytenkonzentrate  zu  einer  Eisenakkumulation  vordergriindig in  den
Gewebsmakrophagen von Leber, Milz und im Knochenmark fiihrt (Ganz & Nemeth 2006b).
Zum Zwecke einer semiquantitativen Einschatzung des gespeicherten Eisengehalts wurde
im Rahmen dieser Arbeit ein Eisenscore in Anlehnung an den Eisenscore von Takkunen
(Takkunen 1976) entwickelt, der die Ablagerung intrazellular und interstitiell gespeicherten
Eisens unterscheidet. Mit Hilfe von CD68*-Immunfarbungen sollte die individuelle
Eisenbeladung an der Gesamtzahl der Makrophagen analysiert werden. Mit der
Abschéatzung der Gesamtanzahl der Makrophagen an der Hamatopoeseflache sollte ferner
Uberprift werden, ob der absolute und relative Makrophagengehalt sich bei Eisenitiberladung

verandert.

Das Patientenkollektiv wurde in zwei Gruppen eingeteilt (CRP-Gruppe < 5 mg/l und
> 5 mg/l), um die Einschrankungen des SF als Akut-Phase-Protein (Kanda et al. 2011) zu
bertcksichtigen und magliche Effekte der Eisenablagerung ohne und wahrend einer Infektion

zu beobachten.
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4.2 Analyse der Wertigkeit histologischer Verfahren der
Korpereisenbestimmung durch Korrelation mit der Menge der
exogenen Eisenzufuhr (Anzahl der Erythrozytenkonzentrate)

In der hier vorliegenden Arbeit konnte der in der Literatur beschriebene Zusammenhang
(Pullarkat 2010; Shander & Sazama 2010) zwischen der verabreichten Anzahl der
Erythrozytenkonzentrate und der Hohe der SF-Werte reproduziert und SF somit als valider
Marker bestatigt werden. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation mit einem

Korrelationskoeffizienten von r = 0,59 und eine Signifikanz von p = 0,001.

Bei der Uberpriifung der Eignung histomorphologischer Parameter zur Evaluation der
Eisenuberladung zeigte sich in der Korrelation mit der Anzahl der verabreichten
Erythrozytenkonzentrate bzgl. des von uns eingefihrten Eisengradings hinsichtlich der
intrazellularen Eisenspeicherung ein Korrelationskoeffizienten von r = 0,38 und eine
Signifikanz von p = 0,005 und somit eine signifikante Korrelation. Eine exogene Eisenzufuhr
fuhrt somit zu einer vermehrten Eisenablagerung in den phagozytierenden Zellen des
Knochenmarks, welche mit dem neu eingefiihrten Eisengrading gut semiquantitativ

darstellbar ist.

Bezlglich der interstitiellen Eisenablagerung zeigte sich hingegen keine Korrelation (r = 0,19;
p = 0,09). Dies spricht gegen die von uns initial aufgestellte Hypothese, dass eine
interstitielle Eisenablagerung Ausdruck einer sich erschopften phagozytischen Kapazitat der
Makrophagen darstellen kdnnte, da hier eine Korrelation einer hohen Menge verabreichter
Erythrozytenkonzentrate mit einer hohergradigen interstitiellen Eisenablagerung hétte

gegeben sein missen.

Auch die Korrelation von Gesamt-Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache sowie vom
Anteil eisenbeladener CD68"-Makrophagen pro CD68-Makrophagen insgesamt in den
Knochenmarkbiopsien mit der Anzahl der verabreichten EKs ergab Uberraschender Weise
keine signifikante Ubereinstimmung. Dies lasst in erster Linie den Schluss zu, dass die
absolute Anzahl sich im Knochenmark befindlicher Makrophagen weniger eine dem Bedarf
entsprechende Adapation zeigt sondern vielmehr eine individuell determinierte statische
GrolRRe zu sein scheint. Diese Annahme wird durch den Befund unterstitzt, dass die Anzahl
der Makrophagen bei vermehrter Eisenbeladung nicht hoher war als bei geringer
Eisenbeladung. Moglicherweise liegt auch eine Modifikation der Makrophagendichte
entsprechend der hdmatologischen Grunderkrankung vor. Letztere Hypothese wird auch von

anderen Arbeitsgruppen unterstutzt (Kitagawa et al. 2009).
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4.3 Analyse der Wertigkeit histologischer Verfahren der
Korpereisenbestimmung durch Korrelation mit den Serum-Ferritin-
Werten

Der Serum-Ferritin-Spiegel wird in der Literatur Ubereinstimmend als valider Marker zur
Abschéatzung der Konzentration des Koérpereisens angegeben, gesetzt dem Fall, dass bei
dem Patienten keine Entziindungskonstellation besteht, da eine Erhéhung dieses Wertes
dann auch Folge seiner Eigenschaft als Akut-Phase-Protein sein kann (Shander & Sazama
2010). Diese Einschatzung konnten wir in unseren hier vorliegenden Untersuchungen

bestatigen.

Daher wurde die Wertigkeit der histologischen Parameter zur Eisenbestimmung hinsichtlich
ihrer Validitat auch durch die Korrelation mit den SF-Werten tberprift. Die Normalwerte fir
SF sind geschlechtsspezifisch mit Werten von 12 - 300 ng/ml bei Mannern und
12 - 150 ng/ml bei Frauen (Shander & Sazama 2010). Uberschreiten die SF-Werte
1000 ng/ml - 3000 ng/ml - hier herrscht Uneinigkeit zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen
- wird von einer Eisenlberladung gesprochen, die sich prognostisch negativ auf das
posttransplantare Uberleben auswirkt (Pullarkat 2010; Mahindra et al. 2009; Kataoka et al.
2009; Platzbecker et al. 2008; Pullarkat et al. 2008). Eine Korrelation der SF-Werte mit den
im Rahmen dieser Studie ausgewerteten histologischen Parametern zur Evaluation des
Eisenspiegels, wirde demnach die Wertigkeit letzterer Verfahren unterstreichen und so
madglicherweise eine valide Aussage bei den Patienten ermdglichen, die hohe CRP-Werte

aufwiesen.

4.3.1 Untersuchung der Patientengruppe mit niedrigen CRP (CRP <5 mg/l)

In dieser Gruppe zeigte sich im direkten Vergleich der histologischen Parameter mit den SF-
Werten eine signifikante Korrelation mit der (semiquantitativen) Evaluation des intrazellular
gespeicherten Eisens (r = 0,32; p = 0,005). Dabei fiel auf, dass insbesondere bei histologisch
geringer Eisenspeicherung (GO / G1) eine hochsignifikante Korrelation mit den SF-Werten
bestand und in dieser Gruppe SF-Werte von >3000ng/ml und damit Falle mit pathologischer
Eisenuberladung nicht vorkamen. Ebenso korrelierten die SF-Werte mit der (semiquantitativ
ermittelten) Menge interstitiell abgelagerten Eisens (r = 0,31; p = 0,007), wobei diese

Korrelation nicht signifikant war.

Beziglich des Anteils der eisenbeladenen CD68*-Makrophagen an allen CD68*-
Makrophagen zeigte sich der Korrelationskoeffizient mit r = 0,33 gering. Die Signifikanz
p = 0,004 zeigte aber eine Korrelation zwischen steigenden SF-Werten und eisenbeladenen
CD68*/CD68*-Makrophagen an. Die absolute Anzahl der Makrophagen, konnte nicht mit den

SF-Werten signifikant korreliert werden.
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Es zeigt sich somit eine gleichartige Konstellation, wie bereits in der Korrelation mit der
Anzahl der verabreichten EKs dargestellt. Wiederum ist als erstaunliches Ergebnis
festzulegen, dass weder die Anzahl der Makrophagen an der Hamatopoeseflache noch der
Anteil eisenspeichernder Makrophagen am gesamten Makrophagenpool im Falle einer
Eisenlberladung eine lineare Dynamik erkennen lasst. Was den ersten Faktor angeht, ist
festzuhalten, dass die Analyse des Makrophagengehalts an der Hamatopoeseflache deutlich
machte, dass im Rahmen der zytoreduktiven Therapie vor Transplantation die
Makrophagenanzahl kaum abnahm, wahrend der Anteil des blutbildenden Markes eine
wesentlich starkere Dynamik erkennen liel3. Insofern legen die Daten nahe, dass die
Hamatopoeseflache keine geeignete Bezugsgrof3e fir die Dynamik der phagozytischen
Aktivitat der Makrophagen zu sein scheint. Was den zweiten Faktor angeht, ist festzuhalten,
dass bei Auswertung des Gehalts eisenspeichernder Makrophagen am gesamten
Makrophagenpool nur bei geringer Eisenbelastung eine Vergleichbarkeit mit den SF-Werten
gegeben ist. Insofern scheint bei Betrachtung des Eisengehalts in der Berliner Blau Reaktion
eine Unterscheidung zwischen starkerer und weniger starker Eisenphagozytose

semiquantitativ nicht gut méglich zu sein.

Somit zeigt sich, dass erhthte SF-Werte in aller Regel von vermehrten intrazellularen wie
auch interstitiellen Eiseneinlagerungen begleitet sind, die Korrelation bleibt insbesondere bei
hoheren und hohen SF-Werten mit dem von uns eingefiihrten Grading schwach. Jedoch ist
es interessant zu beobachten, dass interstitielle Ablagerungen vermehrt bei hohen SF-
Werten - wenn auch nicht signifikant - auftreten. Dies ist grundsatzlich als Unterstiitzung
unserer Hypothese zu sehen, nach der zunachst das Uberschissige Eisen intrazellular und

erst bei starker Uberladung interstitiell abgelagert wird.

Diese Beobachtung ist fur zukinftige Arbeiten interessant, denn es ist durchaus denkbar,
dass interstitiell abgelagertes Eisen schwerer wieder zu mobilisieren und damit toxischer ist
als das intrazellular gespeicherte Eisen. Das Phanomen des interstitiell abgelagerten Eisens
misste daher einer genaueren Beobachtung unterzogen werden, denn klinisch wird in der
Literatur berichtet, dass eine starke Eisenlberladung nach HSZT auch mit Hilfe von
Chelatoren in einer signifikanten Anzahl der Falle nur eingeschrénkt therapierbar ist und die
Langzeiteffekte einer Eisenuiberladung noch nicht eindeutig geklart sind (Eisfeld et al. 2012;
Pullarkat 2010).

Die schwache Korrelation des im Rahmen dieser Arbeit generierten Eisengradings mit dem
SF kénnte auch durch die Bindungskapazitat des Ferritins erklarbar sein. Ferritin bindet nicht
nur Eisen, sondern besitzt auch Bindungsstellen fir Aluminium, Zink, Mangan, Blei und
Cadmium, wobei die drei erstgenannten Elemente den Grof3teil ausmachen. In einer von De

Sole veroffentlichten Arbeit wird gezeigt, dass das Verhéltnis der von Ferritin gebundenen
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Elemente von der Krankheit und dem Zustand (z.B. Sepsis) sowie der Notwendigkeit von
Hamodialysen abhangig sind. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
Aluminium und Eisen fast aquimolar gebunden war (Spada et al. 2009). In der hier
vorliegenden Studie wurde mit der Berliner Blau Farbung lediglich die Eisenbeladung in den
Knochenmarksstanzen untersucht, wahrend die Ablagerung moglicherweise zusatzlich
eingelagerten Aluminiums oder anderer toxischer Metalle nicht visualisiert wurden. Die
Korrelation der SF-Werte mit den so ermittelten Werten kdnnte also auch deshalb schwach
sein, weil die SF-Werte nicht nur den Eisenspeicher des Kérpers reprasentieren, sondern als
Speicher toxischer Substanzen ein unabhangiger, prognostischer Marker darstellen
(Pullarkat 2010; Kanda et al. 2011),

4.3.2 Untersuchung der Patientengruppe mit hohem CRP (CRP > 5 mg/l)

Die Notwendigkeit einer Eisenbestimmung jenseits des etablierten SF-Wertes wird in der
Patientengruppe mit CRP-Werten > 5 mg/l deutlich, da hier der SF Wert als Parameter
versagt und unabhangig von der Eisenbelastung hohe Werte bietet. In unserer
Patientengruppe (n = 33) konnten wir aber feststellen, dass keiner der Patienten die
Transplantation Uberlebte. Wir verzichteten daher an diesem relativ kleinen
Patientenkollektiv  auf eine systematische histologische  Auswertung der

Knochenmarkbiopsien.

4.4 Abhangigkeit des Ausmaldes des gespeicherten Korpereisens mit
dem HFE-Status

Die genaue Funktion des HFE-Gens ist noch nicht geklart. Jedoch ist die hereditare
Hamochromatose, neben anderen eisenregulierenden Proteinen wie TfR2, HJV und HAMP
mit einer homozygoten Mutation des HFE-Gens stark assoziiert (Alexander & Kowdley
2009). Einhergehend mit einer Keimbahnmutation des HFE-Gens wird eine erniedrigte
Hepcidinsynthese in der Leber beschrieben, mit der Folge einer vermehrten
Eisenrtickresorption und Eisenspeicherung. Somit kann die HFE-Gen-Mutation als zentraler,
pathogenetischer Faktor der hereditaren Hamochromatose postuliert werden (Gehrke et al.
2003).

Da eine Mutation im HFE-Gen betrachtlichen Einfluss auf die Eisenhomdostase hat, sollte im
Rahmen dieser Arbeit analysiert werden, ob HFE-Mutationen mit einer vermehrten
Eisenspeicherung im Knochenmark assoziiert sind, die mit dem neu eingeflihrten Eisenscore
visualisiert werden kénnen und ob quantitative Unterschiede der Eisenspeicherung bei der
mikroskopischen Darstellung zwischen den verschiedenen Gen-Mutationen sowie dem

Mutationsstatus (homo- versus heterozygot) bestehen.
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Hierfir wurden die am haufigsten auftretenden HFE-Mutationen der Empfanger bestimmt
und mit dem intrazellularen Eisengehalt, der interstitiellen Eisenablagerung, den
eisenbeladenen CD68*/CD68"-Makrophagen, sowie dem gesamten Makrophagengehalt

verglichen.

Die asymptotische Signifikanz betrug 0,763 bei intrazellularem Eisen, 0,031 bei interstitiell
abgelagerten Eisen, 0,957 verglichen mit den eisenbeladenen CD68*/CD68*-Makrophagen
und 0,006 in Bezug zum gesamten Makrophagengehalt. Passend hierzu ergab sich auch
keine Korrelation mit den SF-Werten (p = 0,69). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass
eine heterozygote HFE-Mutation des Patienten das Risiko einer toxischen Eiseniberladung
im Rahmen des Transplantationsprozesses nicht erhoht. Bezogen auf die homozygoten
Mutationen missen diese Ergebnisse jedoch, aufgrund der geringen Fallzahl, kritisch
betrachtet und durch gro3ere Fallzahlen bestatigt werden.

4.5 Wertigkeit der histologischen Kérpereisenbestimmung fur den
Verlauf der Erkrankung nach HSZT

Die Menge intrazellular gespeicherten und interstitiell abgelagerten Eisens, korrelierten bei
Anwendung, des von uns generierten Gradings, weder mit dem Auftreten einer GvHD, noch
dem Uberleben oder der riickfallfreien Mortalitat. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
den Ergebnissen der SF-Werte: erhdohte SF-Werte waren hier sowohl mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit (p = 0.002) als auch mit der riickfallfreien Mortalitéat (p = 0.007)
signifikant korreliert. So betrug bei Patienten mit SF > 3000 ng/ml das Uberleben und die
rickfallfreie Mortalitat 37 % und 49 % gegeniiber 78 % und 9 % bei Patienten mit niedrigen
SF-Werten (p = 0.001). AuBerdem korrelierten SF-Niveaus > 3000 ng/ml mit der akuten
GVvHD (p = 0.002). Eine Korrelation mit der chronischen GvHD zeigte sich auch fir die SF-
Werte nicht.

Eine Korrelation von hohen SF-Werten vor der HSZT mit der Wahrscheinlichkeit der
Entwicklung einer akuten GvHD wurde schon von anderen beschrieben (Pullarkat et al.
2008; Platzbecker et al. 2008). Andere Studien konnten diese Annahme jedoch nicht
bestatigen oder zeigten sogar eine umgekehrte Korrelation (Mahindra et al. 2009; Armand et
al. 2007). In diesem Zusammenhang wurde diskutiert, dass die immunsuppressiven Effekte
des Eisens das Risiko fur die Entwicklung einer akuten GvHD abschwichen kodnnten
(Pullarkat 2010).

Die chronische GvHD grenzt sich pathophysiologisch durch gestdrte Toleranzmechanismen
(reduzierte Funktion des Thymus, Dysfunktion regulatorischer T-Zellen), bei denen
autoreaktive, als auch alloreaktive T- und B-Lymphozyten eine Rolle spielen, von der akuten

GVvHD ab und ist eher als eine spezialisierte Autoimmunerkrankung anzusehen (Ferrara et
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al. 2009). Erhohte SF-Werte wie, auch die histologischen Parameter, scheinen keine
geeigneten Marker zu sein, um das Risiko fur die Entwicklung einer solchen Erkrankung

vorherzusagen.

4.6 AbschlielRende Bemerkungen zur Validitat der histologischen
Eisenbestimmung

Mit dem im Rahmen dieser Arbeit neu generierten Eisenscore ist es moglich, eine
Eisenliberladung semiquantitativ darzustellen. Wichtig ist in diesem Zusammenhang
festzuhalten, dass niedrige Eisengrade (GO / G1) klinisch-pathologisch bedeutsame SF-
Werte von > 3000 ng/ml ausschliel3en. Da bzgl. hdherer Eisengrade die Korrelation mit den
SF-Werten verwischt, ist es allerdings mit diesen Parametern im Gegensatz zu den SF-
Werten nicht moglich, eine signifikante Aussage Uber die rickfallfreie Mortalitdt und die

Uberlebenszeit zu treffen.

Obwohl somit die histologische Eisenmessung der serologischen Bestimmung des SF-
Wertes unterlegen ist, sollte eine sorgfaltige Bestimmung des Eisengehalts - im l|dealfall
unter Zuhilfenahme der von uns generierten Scores - an den Knochenmarkbiopsien, die im
Rahmen der Standarddiagnostik gewonnen werden, vorgenommen werden. Nur so kann die
Wertigkeit der Sublokalisation (intrazellular versus interstitiell) vor dem Hintergrund des
weiteren Verlaufs der Patienten nach Transplantation systematisch weiter untersucht

werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde bei Patienten extra- und intrazellulares Eisen in
Knochenmarksbiopsien vor der Transplantation bestimmt und die Ergebnisse mit dem Erfolg
der jeweiligen allogenen HSZT verglichen.

Das Ziel dieser Untersuchung bestand darin festzustellen, ob es neben dem etablierten
Marker Serum-Ferritin (SF) noch andere Marker gibt, welche fur den Erfolg der
Transplantation bedeutsam sind. Die Erfolgsparameter waren das Uberleben, die
rickfallfreie Mortalitdt sowie die akute und die chronische GvHD. Aul3erdem wurde die

Korrelation von Eisenlagern im Knochenmark mit dem Gentyp (HFE-Genotyp) untersucht.

Die Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark ist eine
anerkannte Behandlung von lebensbedrohlichen hamatologischen Erkrankungen. Dennoch
sind bis heute nur eingeschréankt Daten vorhanden, welche die Bedeutung der Eisen- und
Ferritinablagerung im Knochenmark des Patienten vor der Transplantation in Verbindung mit

dem Erfolg der Knochenmarktransplantation zeigen.

Es wurden Knochenmarkbiopsien von 123 Patienten am Institut fir Pathologie des
Uniklinikums Leipzig histologisch untersucht, die zuvor aus diagnostischen Griinden
entnommen wurden. Die Biopsien erfolgten innerhalb der letzten drei Monate vor der
Transplantation, bei einem Median von 24 Tagen. In den gewonnen Praparaten wurde die
Eisenablagerung mit der Berliner Blau Farbung und einer Makrophagenidentifizierung
(CD68") bestimmt. Dabei wurde ein selber generiertes Grading, in Anlehnung an das
Grading von Takkunen, von GO bis G5 fir intrazellular gespeichertem Eisen und g0 bis g3
fur interstitielles Eisen verwendet, um die Eisenablagerung quantitativ per Mikroskop
darzustellen. Das relative Verhaltnis von eisenbeladenen CD68*/CD68"-Makrophagen und
das absolute Verhéltnis von CD68*-Makrophagen in Bezug auf alle hAmatopoetischen Zellen

wurde berechnet.

Alle Peripheren Blutentnahmen zur Bestimmung des SF-Werts wurden sieben Tage vor der

allogenen HSZT durchgefihrt.

Das Patientenkollektiv wurde in zwei Gruppen CRP <5 mg/l und CRP > 5 mg/l eingeteilt, um

die bekannten Einschrankungen des SF als Akut-Phase-Protein, zu beriicksichtigen.

Die Gruppe mit einem CRP-Gehalt < 5 mg/l umfasste so 90 Personen (48 Manner und 42
Frauen, Durchschnittsalter 57 Jahre), der Gruppe > 5 mg/lI wurden 33 Patienten (20 méannlich
und 13 weiblich, Durchschnittsalter 56 Jahre) zugeordnet. Der durchschnittliche CRP-Gehalt
in dieser Gruppe betrug 18,6 mg/l, bei einer Spanne von 5,7 mg/l - 56,9mg/l.
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In der Gruppe < 5 mg/l wurde ein veranderter HFE-Genotyp bei 27 Patienten gefunden. Der
Median des SF betrug 2009 ng/ml, wobei 25 % der Patienten, einen SF-Gehalt von Uber
3000 ng/ml hatten. Der Median der vor der Transplantation verabreichten EKs lag bei 26

Konzentraten.

In dem Patientenkollektiv  CRP < 5mg/l zeigte sich eine starke Signifikanz bei den
Korrelationen zwischen den SF-Werten und der verabreichten Anzahl an EKs (r = 0,59;
p = 0,001), womit SF als valider Marker, zur Bestimmung des Kdrpereisens, bestatigt werden

konnte.

Der von uns generierte Eisenscore zeigte hinsichtlich der intrazellularen Eisenspeicherung
ebenfalls eine signifikante Korrelation (r = 0,38; p = 0,005) mit der Anzahl der verabreichten
EKs und konnte somit eine exogene Eisenzufuhr, im phagozytierenden System,
semiquantitativ gut darstellen. Bezlglich der interstitiellen Eisenablagerung zeigte sich
hingegen keine Korrelation (r = 0,19; p = 0,09). Auch die Korrelation von Gesamt-
Makrophagengehalt an der Hamatopoeseflache sowie vom Anteil eisenbeladener CD68*-
Makrophagen pro CD68"-Makrophagen insgesamt in den Knochenmarkbiopsien, mit der
Anzahl der verabreichten EKs, ergab keine signifikante Ubereinstimmung. Der fehlende
Zusammenhang lasst sich mit der Schlussfolgerung erklaren, dass der Makrophagengehalt

eine individuelle, anstatt eine adaptative Gré3e darstellt.

Hinsichtlich weiterer Korrelationen zwischen dem Eisengrading mit den SF-Werten ergab
sich, dass hohere SF-Werte mit vermehrter intrazellularer Eisenspeicherung (p = 0,005;
r = 0,32), interstitieller Eisenablagerung (p = 0,007; r = 0,31) sowie mit einer héheren Anzahl

eisenbeladenen CD68* pro CD68*-Makrophagen (p = 0,004; r = 0,33) assoziiert waren.

Die Anzahl der Gesamtmakrophagen korrelierte, wie schon bei der Korrelation mit der

exogenen Eisenzufuhr durch EKs, nicht mit der Héhe der SF-Werte.

Zusétzlich zeigte sich die Eisenspeicherung vom HFE-Genotyp nicht beeinflusst. Dies
bedeutet, dass eine heterozygote HFE-Mutation des Patienten das Risiko einer toxischen
Eisenuiberladung im Rahmen des Transplantationsprozesses nicht erhéht. Bezogen auf die
homozygoten Mutationen mussen diese Ergebnisse jedoch, aufgrund der geringen Fallzahl,

kritisch betrachtet und durch grof3ere Fallzahlen in weiteren Studien bestétigt werden.

Nach einem Median von 24 Monaten kamen die akute und chronische GvHD in jeweils 70 %
und 53 % bei Patienten vor. Es haben 58% der Patienten Uberlebt; die rickfallfreie Mortalitat
betrug 22 %. Intrazellular gespeichertes Eisen und interstitiell abgelagertes Eisen konnte bei
niedrigen Eisengraden (GO / G1) SF-Werte > 3000 ng/ml, und damit eine toxische
Eisenuberladung ausschlieRen. Allerdings war eine signifikante Aussage in Korrelation mit

héheren SF-Werten nicht gegeben, so dass es nicht moglich war, mit dem Eisengrading eine



5 Zusammenfassung 75

signifikante Aussage Uber die rickfallfreie Mortalitat die Uberlebenszeit oder das Auftreten

einer GvHD zu treffen.

Jedoch zeigten die erhdhten SF-Werte in dem Patientenkollektiv CRP < 5 mg/l eine hohe
Aussagekraft bezuglich des Uberlebens (p = 0.002) und der rickfallfreien Mortalitat
(p = 0.007). Bei Patienten mit SF > 3000 ng/ml betrug der Uberlebensanteil und die
rickfallfreie Mortalitéat 37 % und 49 % gegenlber 78 % und 9 % bei Patienten mit niedrigem
SF (p = 0.001). Zudem korrelierte SF bei einem Niveau > 3000 ng/ml mit der akuten GvHD
(p = 0.002). Eine Korrelation mit der chronischen GvHD fand sich nicht.

In dem Patientenkollektiv mit einem CRP-Gehalt > 5 mg/l konnte, aufgrund einer Mortalitat
von 100% und der Heterogenitat der Items, keine statistische Aussage Uber Korrelationen

getroffen werden.

Demzufolge bleibt SF eine preiswerte und nicht invasive Option um eine Eisenuberladung zu
verifizieren und somit den Erfolg einer allogenen HSZT vorauszusagen, wenn die bekannten

Einschrankungen berticksichtigt werden.

Obwohl somit die histologische Eisenmessung der serologischen Bestimmung des SF-
Wertes unterlegen ist, sollte eine sorgfaltige Bestimmung des Eisengehalts an den
Knochenmarkbiopsien, die im Rahmen der Standarddiagnostik gewonnen wurden,
vorgenommen werden. Nur so kann die Wertigkeit der intrazellularen versus der
interstitiellen Eisenspeicherung, vor dem Hintergrund des weiteren Verlaufs der Patienten

nach Transplantation systematisch weiter untersucht und verbessert werden.
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