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Nachweis von minimaler Resterkrankung bei
malignen B-Zell-Erkrankungen mit Hilfe der
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Detection of Minimal Residual Disease by the Polymerase Chain Reaction in
B Cell Malignancies
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Zusammenfassung: Die Einsatzmöglichkeiten der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zum Nachweis
von minimaler Resterkrankung (MRD) bei Patienten
mit Non-Hodgkin Lymphomen (NHL) und multiplem
Myelom (MM) und bei Patienten mit akuter myeloi-
scher Leukämie (AML) der Subklasse M4Eo wurden
überprüft. Grundlage für die Anwendung eines PCR-
Ansatzes für diese Krankheitsentitäten sind folgende
spezifischen Genrearrangements: die t(14;18) Translo-
katiön bei NHL, das klonale Rearrangement der
schweren Ketten der Immunglobulingene, das zu einer
einzigartigen, den Tumor auszeichnenden „Comple-
mentarity determining region 3" (CDR3) beim MM
führt, und die Inversion 16, die spezifisch für die
M4Eo Subklasse der AML ist. Für das NHL konnte
gezeigt werden, daß eine Persistenz bzw. ein Wieder-
erscheinen von t(14;18) positiven Zellen mit einer
höheren Rezidivwahrscheinlichkeit einhergeht. Bei
Patienten mit MM fand sich in der Mehrzahl der
Leukaphereseprodukte eine Kontamination mit Tu-
morzellen, nicht jedoch in durchflußzytometrisch ge-
wonnenen hochreinen CD34+ Zellfraktionen. Die Er-
gebnisse bei Patienten mit AML M4Eo und Inversion
16 sind bis jetzt vorläufig. Untersuchungen des Tu-
morzellgehaltes von peripheren Blutstammzelltrans-
plantaten und denen aus Knochenmark gewonnenen
ergaben eine niedrigere Kontamination der LP. Es
kann festgestellt werden, daß PCR-Verfahren wertvol-
le Informationen zu Tumorzellgehalten von Transplan-
taten und minimaler Resterkrankung geben können.
Weiterhin können neuere Behandlungsmöglichkeiten
wie Anreicherungsverfahren zur Tumorreduktion ex
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vivo und von Dosisintensivierungsprogramme zur Tu-
morreduktion in vivo in ihrer Effizienz überprüft wer-
den.
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sche Stammzell-Transplantation; Lymphome, Non
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Abstract: The prognostic value of the detection of mi-
nimal residual disease (MRD) with the help of the po-
lymerase chain reaction (PCR) was investigated in pa-
tients with non Hodgkin's lymphoma (NHL), multiple
myeloma (MM), and acute myeloid leukemia (AML)
of the subclass M4Eo. Basis for the application of a
PCR-assay in these disease entities are the following
specific gene rearreangements: the t(14;18) transloca-
tion in NHL, the clonal rearrangement of the Ig heavy
chain locus resulting in a unique complementarity de-
termining region 3 (CDR3) for MM and the Inversion
16 characteristic for the M4Eo subclass of AML. For
the (14; 18) marker it could be shown that persistence
or re-appearance of t(14;18) positive cells is correlated
with a greater relapse probability. In patients with
MM, the assessment of MRD in PBSC harvests by
PCR showed contamination of the leukapheresis pro-
ducts by tumor cells while experimental preparative
flow cytometry resulted in PCR-negativity of all
CD34+ fractions. The results of the 13 patients with
AML M4Eo and Inversion 16 are preliminary. Exami-
nation of the tumor load in autologous progenitor cell
grafts from different sources revealed a lower tumor
cell contamination in PBSC grafts. In summary, PCR
assays may provide important Information on the ex-
tent of tumor cell contamination, especially when ac-
companying new treatment modalities such äs enrich-
ment procedures or dose intensification programs.

Keywords: Polymerase Chain Reaction/methods;
Neoplasm, Residual/diagnosis; Hematopoietic Stern
Cell Transplantation; Lymphoma, Non-Hodgkin's;
Multiple Myeloma; Leukemia, Myeloid, Acute.
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D ie Entwicklung molekular-biologischer Techniken
und ihre Anwendung bei der Begleitung klinischer

Studien hat zu einer wesentlich höheren Sensitivität im
Nachweis residualer neoplastischer Zellen geführt.
Dies trifft auch für die malignen Hämoblastosen zu,
wo Dosisintensivienmgs- und Anreicherungsprogram-
nic unter Einschluß der Gabe hämatopoetischer
Stammzellen zu einer Tumorreduktion sowohl in vivo
als auch c.v vivo führen sollen. Speziell die Anwen-
dung der Polymerase-Ketten-Reaktion konnte häufig
die Anwesenheit residualer neoplastischer Zellen in
Patienten in kompletter klinischer Remission zeigen
[1], was die Frage aufwarf, ob molekulare Remissio-
nen in Bezug auf das krankheitsfreie Überleben erzielt
werden müssen, und ob dem molekularen Nachweis
von Tumorzellen eine prognostische Aussagekraft zur
Identifizierung von Patienten zukommt, die rezidivie-
ren werden. Der Einsatz von PCR-Verfahren war mög-
lich, da Tumorzellen sich häufig durch spezifische
chromosomale Veränderungen wie Translokationen,
Inversionen und Deletionen auszeichnen. Diese Gen-
rearrangements führen zur Aktivierung von Protoon-
kogenen oder zur Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen und stehen somit ursächlich mit der Entstehung
der Krankheit in Verbindung. Drei unterschiedliche
Arten an Rearrangements sind die Basis für die Ergeb-
nisse, die hier im Rahmen des Nachweises residualer
Tumorzellen bei folgenden Krankheitsentitäten vorge-
stellt werden sollen: die t(14;18) Translokation der
niedrig und intermediär malignen NHLs, das klonale
CDR3-Rearrangement des MM und die Inversion 16
der M4Eo-Subklasse der AML.

Material und Methoden

t(14;18) PCR
Genomische DNA aus peripheren Blut- (PB) und Kno-
chenmark- (KM)-proben sowie aus Aliquots der Leu-
kaphereseprodukte (LP) wurde durch Zellyse mit
nichtionischen Detergentien und Proteinase K (Boeh-
ringer, Mannheim, Deutschland) isoliert. DNA der
t(14;18) positiven Zelllinie K422 wurde als Positiv-
kontrolle verwendet. Die PCR-Analysen umfaßten die
„major breakpoint region" (MBR) der bcl-2/IgH
Translokation [2] und wurden in einem „nested" An-
satz durchgeführt. Die Amplifikation wurde in einem
Thermocycler (Biometra, Göttingen, Deutschland) mit
2 g DNA in Anwesenheit von 0,001% Gelatine, 50

Nicht standardisierte Abkürzungen: AML, akute myeloische
Leukemie; CD, cluster designation; CDR3, complementarity de-
termining region 3; KM, Knochenmark; LP, Leukapherese; MBR,
major breakpoint region; ASO-, allel-spezifische Oligonukleotid-
MM, multiples Myelom; MRD, minimal residual disease; NHL,
non-Hodgkins's disease; PB, peripheres Blut; PBSC, peripheral
blood stem cells; PCR, polymerase chain reaction. -

mmol/1 Kaliumchlorid, 20 mmol/1 Tris-HCl pH 8,3,
2,0 mmol/1 Magnesiumchlorid, 200 mmol/I der vier
2'DesoxynukJeotide, 50 pmol der beiden Primer und
2,5 U Taq-Polymerase (Perkin Eimer, Weiterstadt,
Deutschland) durchgeführt. Die erste Amplifikation
umfaßte 35 Zyklen mit den Oligonukleotiden 5'-
GCAATTCCGCATTTAATTCATGGTATTCAGGAT-
3' für die MBR Region und 5'-GGTGACCAGGGT-
CCCTTGGCCCCAG-3' für die Konsensus-Region der
J-Segmente der schweren Kette der Immunglobulinge-
ne. Die Amplifikation startete mit einem 10-minütigen
Denaturierungsschritt bei 94 °C. Jeder Zyklus umfaßte
einen 1-minütigen Denaturierungsschritt bei 94 °C,
einen gleichlangen Annealing-Schritt bei 65 °C gefolgt
von einer Extension bei 72 °C für 1,5 Minuten. Der
letze Extensionsschritt wurde auf 10 Minuten verlän-
gert. Die zweite Amplifikation mit einem 2 l Aliquot
erfolgte für 25 Zyklen mit einem internen Primerpaar
folgender Sequenz: 5 '-TTAGAGAGTTGCTTTA-3'
für die MBR- und 5'-ACCAGGGTCCCTTGGCCC-
CA-3' für die JH-Konsensus-Region mit Denatu-
rierung bei 94 °C, Annealing bei 60 °C und Extension
bei 72 °C für jeweils eine Minute mit ebenfalls 10-
minütiger Verlängerung des letzten Extensionsschrit-
tes. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte auf
2,5%igen Agarosegelen, die 0,5 g/ml Ethidiumbro-
mid enthielten. Nach Transfer der DNA auf Nylon-
membranen (Boehringer) wurde diese gegen ein Digo-
xigenin-markiertes bcl-2 spezifisches Oligonukleotid
hybridisiert. Die Markierung des Oligonukleotids er-
folgte mit Digoxigenin-2'Desoxyuridin-5'-Triphos-
phat und terminaler Transferase nach Vorschrift des
Herstellers (Boehringer). Die Entwicklung der Blots
erfolgte mit CSPD (Boehringer) als Chemilumines-
zenzsubstrat. Jedes Experiment umfaßte eine Positiv-
kontrolle mit 10 ng K422 DNA verdünnt in DNA ge-
sunder Spender und eine Negativkontrolle ohne DNA.
Jede Probe würde zweimal analysiert. Die Amplifi-
zierbarkeit der isolierten DNA wurde mit einem inter-
nen bcl-2 Primerpaar überprüft (Dianova, Hamburg,
Deutschland).

Identifizierung der Tumor-spezifischen CDR3-Region
und davon abgeleitete Allel-spezifische Oligonukleotid-
(ASO-) PCR
Ausgangsmaterial zur Identifizierung der tumorspezi-
fischen CDR3-Region war Gesamt-RNA isoliert aus
Knochenmarkproben der Patienten zur Diagnose oder
vor Stammzellmobilisierung nach Chomczynsky und
Sacchi [3]. Die cDNÄ-Synthese erfolgte mit „random"
Hexameren und Moloney-Murine Leukemia Virus Re-
verser Transcriptase (Perkin Eimer) und 2 g RNA.
Für die Amplifikation des gesamten cDNA-Ansatzes
wurden die CDR3 Konsensus-Primer von Yamada et
al. [4] verwendet, die um 11 bzw. 12 Nukleotide
verlängert waren, um die folgenden Clonierungs-
schritte zu ermöglichen. Die Primer hatten folgende
Sequenz: FR3A-C1, 5'-CTGGTTCGGCCCAACACG-
GC(QT)(G/C)TGTATTACTGT-3' und LJH-C1, 5'-
CTGGCTCGCCC ATGAGGAG ACGGTG ACC-3'.
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Die Amplifikation wurde mit Klentaq-Polymerase
(Clontech, Heidelberg, Deutschland) für zunächst 15
Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 55 °C und
für weitere 25 Zyklen mit einer. Annealing-Temperatur
von 60 °C durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden
auf hochauflösenden, 5%igen * Agarosegelen aufge-
trennt und die entsprechenden Banden ausgeschnitten.,
Führte die CDR3-PCR zu einer Bande, wurde diese di-
rekt mit dem fmol sequencing kit (Promega, Heidel-
berg. Deutschland) sequenziert. Ansonsten wurden die
ausgeschnittenen Banden in den pdirect-Vektor (Clon-
tech) kloniert. Die Plasmid-DNA wurde nach Lyse der
Bakterienklone mit 10 mmol/1 Tris-HCL pH 7,5, l
mmol/1 EDTA und 100 pg/ml Proteinase K mit dem
Sequitherm cycle-sequencing kit (Biozym, Göttingen,
Deutschland) sequenziert. Die Sequenzierungen er-
folgten an einem automatischen Sequenzierer (ALF-
express, Pharmacia, Freiburg, Deutschland). Zur Iden-
tifizierung gleicher Klone wurde zunächst nur eine
Base („C-tracks") sequenziert. Zur Ableitung des
Allel-spezifischen Oligonukleotids (ASO) wurde die
Plasmid-DNA in beiden Richtungen komplett sequen-
ziert.
Die nach präparativer Durchfhißcytometrie gewonne-
nen CD34+ Zellfraktionen wurden direkt durch Zuga-
be von PCR-Puffer und Pretaq (Gibco BRL, Eggen-
stein, Deutschland) lysiert. Von jedem Patienten wur-
den mindestens 2 ASO von der spezifischen CDR3
Region abgeleitet. Der ASO Primer diente als sense
und der JH-Konsensus Primer als antisense Primer.
Die optimale Annealing-Temperatur wurde für jeden
patientenspezifischen Primer ausgetestet. Die PCR
umfaßte 40 Zyklen. Die Analyse der Produkte erfolgte
ebenfalls auf 5%igen Ethidiumbromid enthaltenden
Agarosegelen.

Inversion 16 Reverse Transcriptase (RT)-PCR
Isolierung von Gesamt-RNA und cDNA-Synthese er-
folgte wie bei der CDR3-PCR beschrieben. Die Ana-
lysen der Proben wurden in einem „nested" PCR An-
satz durchgeführt. Die Primer entsprachen denen von
Liu et al. [5] und waren für die erste Amplifikation die
folgenden: Cl, 5'-GCAGGCAAGGTGGTATATTT-
GAAGG-3'; Ml, 5'dCTCTTCTCCTCATTCTGCTC-
3\ Die Annealing Temperatur betrug 65 °C. Es wur-
den 35 Zyklen durchgeführt. Für die Reamplifikation
eines 2 l Aliquots der ersten PCR wurden folgende
Primer eingesetzt: C2, 5'-ACACGCGAATTTGAA-
GATAGAG-3'; M7, 5'-TTCTCCAGCTCATGGACC-
TCC-3'. Die Annealing Temperatur betrug hier 60 °C.
Es wurden 25 Zyklen durchgeführt. Zur Überprüfung
der Reaktionen wurde mit der gleichen RNA ß-Actin
cDNA koamplifiziert (Promega, Heidelberg. Deutsch-
land). Die Amplifikationsprodukte wurden auf
2.5%igen Agaraosegelen aufgetrennt, die DNA an-
schließend auf Nylonmembranen transferiert und
gegen ein bruchpunktspezifisches Digoxigenin-mar-
kiertes Oligonukleotid hybridisiert. Markierung des
Oligonukleotids und Entwicklung der Blpts erfolgte
wie bei der t(14;18) PCR beschrieben.

Ergebnisse
Sequentielle Hochdosistherapie und PBSC-Transplan-
tation bei Patienten mit NHL: Nachweis von t(14;18)
positiven Zellen
Im Zuge der schlechten Prognose von Patienten mit
fortgeschrittenen Stadien an NHL sind Hochdosisthe-
rapien entwickelt worden, die den Einsatz von häma-
topoetischen Stammzellen notwendig machen. Da
Lymphomzellen bei niedrig und intermediär malignen
Lymphomen zu einem hohen Prozentsatz eine Translo-
kation zwischen den Chromosomen 14q32, dem Gen-
ort der schweren Ketten der Immunglobuline, umd
dem Chromosom 18q21, dem Ort des bcl-2 Protoon-
kogens, tragen, können residuale Tumorzellen mit
einem PCR-Ansatz, der die Bruchpunkte umspannt,
nachgewiesen werden. Derzeit gehen 53 Patienten mit
einem heterogenen Krankheitsverlauf in die Studie
ein. Alle Patienten erhielten eine Hochdosistherapie,
die Ganzkörperbestrahlung und PBSC-Gabe beinhalte-
te. Zunächst wurden PB- und KM-Proben vor Mobili-
sierung untersucht, dann Aliquots der LP und Verlaufs-
proben nach Transplantation. T(14;18) positive Zellen
konnten in 49 Patienten in Proben vor Beginn der
cytotoxischen Chemotherapie nachgewiesen werden.
Sechs Patienten waren hier in ihren KM-Proben PCR-
negativ. Ein Patient wies nur im KM t(14;18) positive
Zellen auf. Von 5 Patienten konnte nur eine Probe un-
tersucht werden (3x KM; 2xPB), die aber jeweils
PCR-positiv war (Abb. 1). Vier weitere Patienten wur-
den in die Studie aufgenommen, da Aliquots ihrer LP
PCR-positiv waren (Abb. 1). 30% der Patienten (16
von 53) erzielten ein PCR-negatives Transplantat. Die

KM PB Transplantat

Abbildung 1 Ergebnisse der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
von Knochenmarks- (KM) und peripheren Blut- (PB)-Proben in Pa-
tienten mit niedrig oder intermediär malignen Non Hqdgkin's Lym-
phomen vor peripherer Blutstammzell-Mobilisierung in Beziehung
gesetzt zu den PCR Ergebnissen der Transplantate.
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2 transplantationsbezogcne Todesfälle

l frühes Rezidiv ohne Verlaufsuntersuchungen

7 zu früh für Verlaufsuntersuchungen

11 PCR + 4 Rezidive

22 PCR ->PCR -

10 PCR->PCR

Abbildung 2 Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von Knochenmarks- (KM) und peripheren Blut- (PB)-Proben in Patien-
ten mit niedrig oder intermediär malignen Non Hodgkin's Lymphomen nach Transplantation peripherer Blutstammzellen in Beziehung ge-
setzt zu dem klinischen Verlauf der Patienten.

Beziehung zwischen den PCR-Befunden nach Trans-
plantation und dem klinischen Verlauf ist in Abb. 2
dargestellt. Zwei der Patienten verstarben transplanta-
tionsbedingt, und ein Patient mit frühem Rezidiv blieb
ohne PCR-Verlaufsuntersuchungen. Für 7 Patienten
war es für eine Verlaufsuntersuchung zu früh, so daß
43 Patienten in ihrem klinischen Verlauf mit den PCR-
Ergebnissen korreliert werden konnten. Zweiund-
dreißig Patienten konvertierten im Verlauf zu PCR-Ne-
gativität, 10 bereits in ihrem Transplantat, 22 weitere
im Verlauf von 3 bis 23 Monaten nach Transplantati-
on. In dieser Gruppe kam es zu 3 Rezidiven, ohne daß
PCR-positive Zellen nachgewiesen werden konnten.
Die Krankheit trat an der schon befallenen Stelle wie-
der auf. Bei 10 Patienten diese Gruppe konnten im
weiteren Verlauf erneut t(14;18) positive Zellen nach-
gewiesen werden. In dieser Gruppe kam es bis jetzt zu
5 Rezidiven. Weitere 4 Rezidive waren in einer Grup-
pe zu sehen, die während ihrer gesamten Verlaufsun-
tersuchungen PCR-positiv blieben. Diese Ergebnisse
zeigen, daß mit der Persistenz des PCR-Signals oder
mit seinem Wiederauftreten die Wahrscheinlichkeit
des krankheitsfreien. Überlebens sinkt. Von den 12 Re-
zidivpatienten erhielten 11 ein PCR-positives Trans-
plantat, was die Frage nach dem Beitrag der reinfun-
dierten Tumorzellen zum Rezidiv aufwirft. Brenner et
al. [6] konnten zeigen, daß genetisch markierte Blasten
im Rezidiv bei Kindern mit AML nachweisbar waren.
Die Bedeutung reinfundierter Tumorzellen konnte
auch von Gribben et al. [7] gezeigt werden, da Patien-
ten mit follikulärem Lymphom, die ein t(14;18) positi-

ves KM-Transplantat erhalten hatten, eine schlechtere
Prognose hatten nach Hochdosistherapie und autologer
KM-Transplantation. Die lokalen Rezidive an den
schon befallenen Stellen lassen dagegen den Schluß
zu, daß ein Versagen der myeloablativen Therapie zum
Wiederauftreten der Krankheit führt. Diese These wird
auch von Johnson et al. [8] vertreten.

Sequentielle Hochdosistherapie und PBSC-Transplan-
tation bei Patienten mit MM: Nachweis von Tumorzei-
len in den LP
Hochdosistherapien . unter Einschluß alkylierender
Substanzen wie Melphalan und Cyclophosphamid mit
oder ohne Ganzkörperbestrahlung werden auch zur
Behandlung des MM vorgeschlagen, da konventionel-
le Therapien nur mittlere Überlebenszeiten von 2 bis 4
Jahren erbracht haben [9]. Die PBSC-Transplantation
wurde hier zunehmend favorisiert, da das KM als stär-
ker belastet mit Tumorzellen angesehen wurde. PCR-
Analysen belegten aber auch hier, daß die PBSC-
Transplantäte mit Tüfnorzellen kontaminiert sind [10,
11, 12], wenn auch in einem geringeren Ausmaß als
das KM [13]. Die PCR-Verfahren beruhen auf der hy-
pervariablen CDR3 Region der schweren Ketten der
Immunglogulingene, die für jede antikörperproduzie-
rende Zelle einmalig ist, und deren klonale Vermeh-
rung im Rahmen einer malignen B-Zellerkrankung
nachgewiesen werden kann. Dazu wird die tumorspe-
zifische CDR3-Region identifiziert und sequenziert,
um anschließend ASO Primer ableiten zu können. Mit .
diesem patientenspezifischen PCR-Ansatz konnten in
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Abbildung 3 Ergebnisse der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) von Knochenmarks- (KM), peripheren Blut- (PB) und Leukapherese-
(LP)-Proben von 4 Patienten mit multiplem Myeloni nach G-CSF unterstützter Hochdosistherapie mit Cyclophosphamid. Dunkle Quadra-
te zeigen ein PCR-positives Ergebnis an, offene Quadrate ein PCR-negatives Ergebnis. Die PCR Ergebnisse wurden mit patientenspe-
zifischen Primern gewonnen.

82% der untersuchten LP (55 von 67) Tumorzellen
nachgewiesen werden (Abb. 3). Auch in Patienten mit
MM konnte bis jetzt nicht gezeigt werden, daß rein-
fundierte Tumorzellen ursächlich mit dem Wiederauf-
treten der Krankheit__in Verbindung stehen. Da das
MM eine reife B-Zeilerkrankung darstellt, sollten An-
reicherungsverfahren wie die Selektion CD34+ Proge-
nitorzellen möglich sein, um die Tumorzellzahl weiter
zu reduzieren. Dennoch besteht eine gewisse Kontro-
verse, ob eine CD34+ Zelle schon das tumorspezifi-
sche Schwerkettenrearrangement aufweist. Wir sortier-
ten dazu in einem experimentellen Ansatz mittels prä-
perativer Durchflußcytometrie hochreine CD34+ Frak-
tionen (im Mediän 98.2%) aus Aliquots PCR-positiver
LP und führten mit diesen Fraktionen ASO-PCR Ana-
lysen durch. In keiner der CD34+ Fraktionen konnten
wir das tumorspezifische Reairangement nachweisen
(Tab. 1), während die CD19+ Fraktionen ASQ-PCR
positiv waren. Dies zeigt, daß die CD34+ Zelle, noch
nicht in das maligne Geschehen involviert ist, somit
die klinische Anwendung der CD34-Ajireicherung

möglich ist. Dies wurde auch von Vescio et al. [14] ge-
zeigt.

Hochdosiskonsolidierungstherapie mit Cytarabin bei
Patienten mit AML der Subklasse M4Eo: Nachweis
des Inversion 16 typischen Fusionstranscriptes in
autologen Transplantaten unterschiedlicher Herkunft
Mit der Identifizierung verschiedener spezifischer
chromosomaler Veränderungen bei den einzelnen Sub-
klassen der AML war es möglich, spezifische chromo-
somale Veränderungen mit unterschiedlichen klini-
schen Verläufen der Subklassen zu assoziieren [15]. So
werden Patienten mit Veränderungen im Chromosom
Ilq32 einer Hochrisikogruppe zugeordnet, während
Patienten mit einer t(8;21) Translokation in Bezug auf
die Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Überle-
bens in die Niedrigrisikogruppe fallen. Mit der Identi-
fizierung unterschiedlicher Risikogruppen konnten
auch an das -individuelle Risiko angepaßte Be-
handlungsverfahren entwickelt werden. Die Inversion
16 ist mit einer AML mit abnormalen Eosinophilen as-
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Tabelle 1 Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion
von Leukapheresefraktionen nach präparativer Durch-
flußzytometrie von Patienten mit Multiplem[_Myelom

Patient Fraktion Zellzahl Reinheit PCR-Ergebnis

1

2

! 3

4

5

CD34+
CD19+
CD34+
CD19+
CD34+
CD19+
CD34+
CD 19+

350.000
20.000
25.000

600.000
300.000
600.000
250.000

17.000

negativ98,6%
93,5%
96,9% negativ
92,0%
98,5% negativ
91,7%
98,0% negativ
91,7%

positiv
f
positiv

positiv

positiv
CD34+ 160.000 98,1% negativ

Aliquots der Leukapheresen wurden nach dem Proge-
nitorzellantigen CD34 und nach dem B-Zellantigen ·
CD 19 sortiert. Die PCR-Ergebnisse wurden mit Hilfe
patientenspezifischer "complementarity determining re-
gion 3" (CDR3) Primer erzielt. Alle CD34+ Fraktionen
waren PCR-negativ, während die CD 19+ Fraktionen
PCR-positiv waren.

Tabelle 2 Ergebnisse der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) von Aliquots der Leukapheresen und des Kno-
chenmarks vor und nach „Purging" von Patienten mit
akuter myeloischer Leukämie der Subklasse M4Eo

Patient Leukapheresen „Purged" Knochenmark
1 2 3 vorher nachher

1 - + - + - + + + +- +
2 - + -W -(+)
3 - + -+* + + + +

5 -+ -+ -+

* Die Patienten erhielten die Leukapheresen im Rah-
men ihrer Rezidivtherapie

++ = PCR+ bereits nach einer Amplifikationsrunde
-+ = PCR+ nach zwei Amplifikationsrunden
- - = PCR- nach zwei Amplifikationsrunden
(+)+ = PCR+ bereits nach einer Amplifikationsrunde
aber nur nach Hybridisierung
-(+) = PCR+ nach zwei Amplifikationsrunden aber nur
nach Hybridisierung

soziiert (AML FAß M4Eo). Diese Subklasse ist cha-
rakterisiert durch hohe komplette Remissionsraten mit
langer Dauer. Kürzlich wurde gezeigt, daß auch
Leukämien mit Inversion 16 von einer Behandlung mit
Hochdosis-Cytarabin profitieren können [16]. Die In-
version 16 resultiert in einem Fusionsprotein beste-
hend aus dem CBFß Gen des langen Arms des Chro-
mosoms 16 und dem MYH11 Gen des kurzen Arms,

dessen mRNA im Rahmen eines RT-PCR Ansatzes
nachgewiesen werden kann. Im Rahmen des Studien-
protokolles werden von diesen Patienten auch Stamm-
zellen aus der Peripherie und aus dem Knochenmark
gewonnen. Wie in Tab. 2 zu sehen, sind bei 3 unter-
suchten Patienten die KM-Transplantate schon nach
einer Amplifikationsrunde PCR-positiv, während die
peripheren Transplantate von 5 Patientern erst nach
zwei Amplifikationsrunden PCR-positiv werden, bzw.
in einem Fall keine Tumor/ellen mehr nachgewiesen
werden konnten. Im Rahmen ihrer Rezidivtherapie er-
hielten folglich 2 Patienten auch dann ihr PBSC-
Transplantat. Diese vorläufigen Ergebnisse zeigen, daß
mit Hilfe dieses PCR-Ansatzes Aussagen über die Tu-
morzellkontamination von autologen Stammzelltrans-
plantaten unterschiedlicher Herkunft möglich sind, die
zu klinischen Konsequenzen führen können.

Diskussion

Die Frage, ob Tumorzellen auch mit molekularbiologi-
schen Techniken nicht mehr nachweisbar sein sollten,
um maligne Hämoblastosen heilen zu können, ist der-
zeit unbeantwortet. Bei den in dieser Studie vorgeleg-
ten Krankheitsentitäten konnte für die niedrig und in-
termediär malignen Lymphome gezeigt werden, daß
ein PCR-positives Transplantat mit einer erhöhten
Rezidivwahrscheinlichkeit einhergeht [7]. Auf der an-
deren Seite konnten t(14;l8) positive Zellen in Patien-
ten aller Stadien in klinischer Remission nachgewie-
sen werden [17, 18], was andeutet, daß in Abhängig-
keit von der Biologie der Erkrankung eine bestimmte
Anzahl Tumorzellen vom Immunsystem kontrolliert
werden könnte. Eine solche Möglichkeit könnte durch-
aus auch für das MM in Betracht kommen. Studien,
die lang anhaltende Remissionen trotz molekularbiolo-
gisch nachgewiesener Tumorzellen belegen, sind der-
zeit nicht publiziert. Weitere Dosisintensivierungspro-
gramme wie Doppeltransplantationen beschreiben für
das MM jetzt aber erstmalig das Erreichen von mole-
kularen Remissionen [19]. Mit kurzen Verlaufszeiten
konnte für Leukämien mit Inversion 16 dagegen ge-
zeigt werden, daß komplette Remissionen in Anwesen-
heit von Tumorzellen erzielt werden können [20].
Diese Befunde belegen, daß unter Beachtung der je-
weiligen Biologie der Erkrankung weitere Studien mit
größeren Patientenzahlen und längeren Verlaufszeiten
notwendig sind, um"die prognostische Aussagekraft
von PCR-Befunden abschließend bewerten zu können.
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