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ZUSAMMENFASSUNG

Die klinische Bedeutung des humanen amino-enhancer-of-split-Proteins in der akuten
myeloischen Leukimie

Christoph Stahlhoff

Das humane amino-enhancer-of-split-Protein (hAES) spielt eine Rolle in der
Ausdifferenzierung verschiedenster Zellreihen in der Embryogenese sowie im erwachsenen
Organismus. Es gehort zu einer Familie von Korepressoren, die an der Regulierung des
Zellzyklus beteiligt sind. Hierzu gehoren ebenso die Proteine TLE 1-4 (transducin-like-
enhancer-of-split). Dem hAES-Protein wird eine hemmende Wirkung auf die TLE-Proteine
zugeschrieben. Dadurch kommt es im Wingless/Wnt-Signalweg zu einer erhohten
Expression von Proteinen der Zellzyklusregulierung. Es wurde nachgewiesen, dass die
Fusionsproteine der AML wie AMLI-ETO, PML-RARa und PLZF-RARa zu einer
Verstiarkung im Wnt-Signalweg fiihren.

Ziel dieser Arbeit war es, die klinische Bedeutung der Expression von hAES
herauszustellen. Hierzu wurden relevante klinische Parameter wie die Blastenanzahl im
Knochenmark bei Erstdiagnose, die Therapie usw. einbezogen. Weiterhin wurde
untersucht, ob im Krankheitsverlauf eine Remission bestand, ein Rezidiv eingetreten ist
oder ob der Patient verstorben ist.

Die Expression des hAES-Proteins wurde an Knochenmarkproben auf einem Tissue-
Microarray analysiert. Die Proben wurden auf dem Schnitt mittels Immunhistochemie
angefiarbt und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. Proben von gesundem Knochenmark
dienten als Vergleich.

Bei AML-Patienten kommt es zu einer hoheren Expression von hAES als bei Gesunden.
Des Weiteren war festzustellen, dass Patienten mit einer hoheren Expression in der
Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ein signifikant besseres Uberleben zeigen. Eine
weitere Relation zwischen hoher hAES-Expression und einem besseren Uberleben fand
sich bei Patienten unter sechzig Jahren und bei Patientinnen. Dies war auch der Fall bei
Patienten, die an Tag 16 der Chemotherapie weniger als fiinf Prozent Blasten im
Knochenmark aufwiesen, und bei Patienten in Remission. Patienten, die aus verschiedenen
Griinden keine Therapie erhalten haben, zeigten eine niedrigere Expression von hAES.

Es ist also festzustellen, dass die vermehrte hAES-Expression bei AML-Patienten einen
prognostischen Wert fiir den Krankheitsverlauf hat.

Tag der miindlichen Priifung: 08.06.2010



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung

1.1. Akute myeloische Leukimie (AML)
1.1.1. Epidemiologie

1.1.2. Atiologie

1.1.3. Hamatopoese

1.1.4. Pathogenese

1.1.5. Klassifikation

1.1.6. Klinik und Diagnostik

1.1.6.1. Symptome

1.1.6.2. Diagnostik

1.1.6.3. Prognosefaktoren

1.1.6.4. Therapie

1.2. humanes amino-terminal-enhancer-of-split-Protein (hAES)
1.2.1. Ontologie

1.2.2. Aufbau

1.2.3. Wirkmechanismus

1.2.4. Zusammenhang von hAES und AML

2. Ziel der Arbeit

3. Material und Methoden

3.1. Aufbau der Tabelle

3.1.1. Alter

3.1.2. Geschlecht

3.1.3. Diagnose

3.1.4. Primér/sekundir

3.1.5. Zytogenetik

3.1.6. Leukozyten

3.1.7. Thrombozyten

3.1.8. Himoglobinwert

3.1.9. Laktatdehydrogenase
3.1.10. Blasten im peripheren Blut
3.1.11. Blasten im Knochenmark
3.1.12. Therapie

3.1.13. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie
3.1.14. Remission

3.1.15. Rezidiv

24

25
25
25
25
25
25
25
26
26
26
27
27
27
27
28
28
28



3.1.16. Tod

3.1.17. Uberlebenszeit
3.1.18. Herkunft der Daten
3.2. Tissue-Microarray
3.2.1. Anwendungsbereiche
3.2.2. Herstellung

3.2.3. Fiarbung

3.2.4. Auswertungskriterien
3.3. Computersoftware

4. Ergebnisse

4.1. Darstellung der einzelnen Parameter

4.1.1. Alter und Geschlecht

4.1.2. Diagnose

4.1.3. Zytogenetik

4.1.4 Blutbildbefunde

4.1.4.1. Leukozyten

4.1.4.2. Thrombozyten

4.1.4.3. Himoglobinwert

4.1.5. Laktatdehydrogenase

4.1.6. Blasten im peripheren Blut

4.1.7. Blasten im Knochenmark

4.1.8. Therapie und Therapieergebnisse

4.1.8.1. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie

4.1.8.2. Remission

4.1.8.3. Rezidiv

4.1.8.4. Tod

4.2. hAES-Expression bei AML und normalem Knochenmark

4.2.1. hAES-Expression aller Proben

4.3. hAES-Expression in Bezug zu den einzelnen Parametern
bei Patienten mit AML

4.3.1. Alter und Geschlecht

4.3.2. Diagnose

4.3.3. Zytogenetik

4.3.4. Leukozyten, Thrombozyten, Himoglobinwert

4.3.5. Laktatdehydrogenase

4.3.6. Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark

4.3.7. Therapie und Therapieergebnisse

4.3.7.1. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie

4.3.7.2. Remission

4.3.7.3. Rezidiv

4.3.7.4. Tod

28
29
29
30
30
30
32
34
35

36
37
37
38
38
40
40
40
41
41
42
43
44
44
46
47
48
49
49

52
52
53
54
54
54
54
55
56
57
57
58



4.4. Uberlebensanalysen

4.4.1. signifikante Ergebnisse

4.4.1.1. Alter

4.4.1.2. Geschlecht

4.4.1.3. Diagnose

4.4.1.4. Therapie

4.4.1.5. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie
4.4.1.6. Remission

4.4.1.7. Rezidiv

4.4.1.8. hAES-Expression ,Jow* und ,,high*
4.4.2. nicht signifikante Ergebnisse

5. Diskussion

6. Zusammenfassung

7. Danksagung

8. Lebenslauf

9. Literatur

10. Abkiirzungsverzeichnis

11. Erklirung iiber selbstiindige Arbeit

59
59
59
59
59
60
61
61
61
61
62

63

66

68

69

70

73

77






1. Einleitung

Leukdmien sind maligne Erkrankungen des blutbildenden Systems, bei denen es zur
Vermehrung von klonalen Zellen im Knochenmark und in den Organen des lymphatischen
Systems kommt. Man unterscheidet die akuten von den chronischen
Blutkrebserkrankungen. Es handelt sich hierbei um die Gruppen akute lymphatische
Leukdmie (ALL), chronische lymphatische Leukidmie (CLL), akute myeloische Leukéimie
(AML) und chronische myeloische Leukidmie (CML).

Des Weiteren unterscheidet man bei den Erkrankungen des Knochenmarks noch die
myelodysplastischen Syndrome (MDS), bei denen es zu einer zunehmenden Insuffizienz
des Knochenmarks kommt, sowie die myeloproliferativen Erkrankungen. Bei letzteren
steht die Vermehrung z.B. der Thrombopoese bei der Essentiellen Thrombozytdmie im
Vordergrund (1).

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der akuten myeloischen Leukdmie.

1.1. Akute myeloische Leukimie (AML)

1.1.1 Epidemiologie:

Die Erkrankung kann in jedem Lebensalter auftreten (14). Die Erkrankungsrate lag in den
Jahren 2001-2005 in den USA bei 3,6 Fillen pro 100.000 Menschen pro Jahr. Die Inzidenz
nimmt mit dem Lebensalter zu. Das mittlere Erkrankungsalter lag im oben genannten
Zeitraum in den USA bei 67 Jahren (13;14).

Die Mortalitdt betrug in den USA im Zeitraum 2001-2005 2,8 Patienten pro 100.000
Menschen pro Jahr (13).

1.1.2. Atiologie:

Etablierte Faktoren, die zur Entstehung der Erkrankung beitragen, werden im Folgenden

erldutert. Es sind genetische, physikalische und chemische Ursachen zu nennen.



Eine familidre Hiufung ist bekannt. Das Down-Syndrom (Trisomie 21), das Klinefelter-
Syndrom (XXY und Varianten) sowie das Pitau-Syndrom (Trisomie 13) gelten als
genetisches Risiko (14).

Ionisierende Strahlung gilt als auslosender Faktor fiir die Entwicklung einer AML. Eine
Hiufung von AML-Erkrankten zeigt sich bei den Uberlebenden der Atombombenabwiirfe
von Hiroshima und Nagasaki im Jahre 1945 (11). Durch Radiotherapie und durch das
frilher verwendete Rontgenkontrastmittel Thorotrast kann ebenfalls eine AML auftreten.
Des Weiteren gilt Benzol als Ausloser. In neuerer Zeit stellt sich heraus, dass das Rauchen
von Zigaretten das Risiko zu erhohen scheint, an AML zu erkranken. Frither waren
auBerdem Arbeiter in der Leder- und Gummiindustrie sowie in Autowerkstitten und
Raffinerien betroffen. Antineoplastische Substanzen wie Alkylanzien, Anthrazykline und
Podophyllotoxine, die zur Behandlung von anderen Krebsarten eingesetzt werden, sind
ebenfalls als Ursachen zu betrachten (4).

Der Ubergang von einem myelodysplastischen Syndrom oder einer myeloproliferativen

Erkrankung in eine akute Leukédmie ist moglich (1).

1.1.3. Himatopoese

Die Blutbildung (Himatopoese) findet im ab dem 5./6. Fetalmonat im Knochenmark statt.
Das Knochenmark besteht aus den hamatopoetischen Zellen und dem Stroma (Fettzellen,
Endothelzellen, Osteoblasten, Osteoklasten). Die Fibroblasten bilden die Matrix, die
himatopoetische Wachstumsfaktoren (Interleukine (IL); Kolonie-stimulierende Faktoren
fiir Granulozyten (G-CSF) und Makrophagen (M-CSF) sowie fiir beide Zellarten (GM-
CSF)) bindet und sie in biologisch aktiver Form den hdmatopoetischen Zellen prisentiert.
Diese Faktoren werden iiberwiegend von T-Lymphozyten, Monozyten, Endothelzellen und
Fibroblasten gebildet. Das in der Niere gebildete Erythropoetin (EPO) gehort ebenfalls zu
den Faktoren, die die Blutbildung stimulieren.

Aus einer pluripotenten Stammzelle entwickeln sich die Blutzellen in den einzelnen

Zellreihen. Man unterscheidet die myeloische von der lymphatischen Reihe, die jeweils die



verschiedenen Untergruppen, colony forming units (CFU), bilden. Aus diesen beiden
Reihen entwickeln sich in der Granulozytopoese, Thrombozytopoese, Monozytopoese und
Lymphopoese die einzelnen Blutzellen (1).

Abbildung 1 zeigt ein Schema der normalen Blutbildung.
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Abbildung 1: Schema zur normalen Blutbildung (aus 1, S. 507) (IL, Interleukin; TNF, Tumornekrosefaktor;
INF, Interferon; CFU-FEM, colony-forming unit granulocyte-erythroid-makrophage-megakaryocyte; BFU-E,
burst forming unit erythroid; CFU-GM, colony-forming unit granulocyte-monocyte; EPO, Erythropoetin; M-
CSF, Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor; G-CSF, Granulozyten-stimulierender Faktor; CFU,
colony forming unit; NK-Zelle, natiirliche Killerzelle)



1.1.4. Pathogenese:

Eine sich im Knochenmark befindliche hamatopoetische Stammzelle veriandert sich derart,
dass sie autonom proliferiert und Blasten in die Blutbahn ausschwemmt. Die
Transformation der gesunden Zelle in eine maligne entartete Zelle kann auf
unterschiedlichen Reifungsniveaus stattfinden. Bei Kindern und jiingeren Erwachsenen
scheint dieser Vorgang im Stadium einer linienspezifischen Zelle zu passieren. Bei élteren
Patienten oder insbesondere bei sekundiren Leukdmien findet diese Entartung friiher, also
auf der Ebene der pluripotenten Stammzelle, statt (19).

Bei der Entwicklung der AML spielen so genannte Fusionsproteine eine Rolle. Durch
Chromosomenaberrationen konnen diese Proteine entstehen. Bei der AML sind mehrere
Translokationen bekannt, die an der Pathogenese in der Weise beteiligt sind, dass sie die
Differenzierung der Zellen storen (14).

Das AMLI/ETO-Fusionprotein (Akutes myeloisches Leukdmie Gen 1/englisch fiir eight-
twenty-one in Anlehnung an die Chromosomen 8 und 21) ist assoziiert mit der
Translokation der Chromosomen 8 und 21 (t(8;21)). Die Translokation der Chromosomen
15 und 17 (t(15;17)) fiihrt zur Bildung des PML-RARa-Proteins (promyelocytic-leukemia-
retenoic-receptor o). Bei der Inversion 16 (inv(16)) entsteht das CBFB/MYH11-Protein
(core-binding factor B/myosin heavy chain 11). Die Translokation t(11;17) geht mit der
Bildung des PLZF-RARa-Proteins (promyelocytic leukemia-zinc-finger-protein) einher.
Des Weiteren ist bei Translokationen im Bereich 11q23 (q, langer Chromosomenarm) eine
Veridnderung des MLL-Gens zu beobachten (14, 20).

Diese jeweiligen Fusionsproteine finden sich bei den einzelnen Subklassen der AML, die

nun weiter beschrieben werden.

1.1.5. Klassifikation:

Es existieren zur Zeit zwei verschiedene Klassifikationssysteme der akuten myeloischen

Leukimie.



Die Klassifikation der French-American-British-Group (FAB-Klassifikation) aus dem Jahre
1976 (Revision 1985) unterteilt 8 verschiedene Untergruppen. Zur Diagnose ist ein
Blastenanteil im Knochenmark von 30% (Prozent) nachzuweisen. Nur ausnahmsweise darf
der Anteil der Blasten an allen kernhaltigen Zellen im Knochenmark weniger als 30%
betragen. 3% der Blasten miissen Myeloperoxidase-positiv sein (12). Dies ist ein Enzym,
welches physiologisch in Granulozyten vorkommt und bei der Abwehr von Bakterien
benutzt wird (1). HLA (human leukocyte antigen) sowie CD (clusters of differentiation)
beschreiben Oberfldchenproteine der Zellen, die zur Differenzierung genutzt werden. Es
werden also die zytochemischen und zytologischen Unterschiede als Grundlage genutzt.
Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, welcher FAB-Subtyp mit welchen zytogenetischen und
molekularen Aberrationen assoziiert ist. Die letzte Spalte gibt die Haufigkeit dafiir an. Das
AMLI1/ETO-Protein bzw. die t(8;21) findet sich bei der M1 und M2. Die t(15;17) mit dem
PML-RARGa-Protein sind typisch fiir die M3. Bei der inv(16), die mit der M4eo einhergeht,
kommt es zur Bildung des CBF/MYH11-Proteins.

Bei Aberrationen im Bereich 11g23 bei der MS5a und M5b ist eine Verdnderung des MLL-
Gens (myeloid/lymphoid leukemia- oder mixed-lineage leukemia-Gen) zu beobachten.

Man erkennt in der ersten Spalte auerdem, dass die M1, M2 und M4 hiufiger vorkommen

als die M5, M6 und M7.



Tabelle 1: Klassifikation der AML nach FAB (1976; Revision 1985) (1, 12) (POX, Myeloperoxidase; NEZ,
nichterythrozytiare Zellen; CD, clusters of differentiation; HLA, human leukocyte antigen; MLL,
myeloid/lymphoid leukemia- oder mixed-lineage leukemia-Gen; PML-RARa, promyelocytic-leukemia-
retenoic-receptor a; AMLI/ETO, Akutes myeloisches Leukdmie Gen 1/englisch fiir eight-twenty-one in
Anlehnung an die Chromosomen 8 und 21; CBFp, core-binding factor 3; MYH11, myosin heavy chain 11;
inv(16), Inversion 16; t(15;17), Translokation der Chromosomen 15 und 17; t(8;21), Translokation der
Chromosomen 8 und 21)

FAB-Subtyp und
Haufigkeit in %

FAB-Kriterien

Assoziation mit

Granulozytopoese | Monozy- | Erythropoese | Immunologische Mark¢iZytoge- | Molekularge- | Hiufigkeit
topoese netik netik
MO/minimale Differen- <10% <20% <50% Myeloisch positiv
zierung POX <3% Lymphatisch negativ
5-10%
M1/ <10% <20% <50% t(8;21) | AMLI/ETO 1,7%
Myeloblastenleukdmie POX >3%
ohne Ausreifung
10-20%
M2/Myeloblastenleu- >10% <20% <50% t(8;21) | AMLI/ETO 12,5%
kidmie mit Ausreifung
30-45%
M3/Promyelozytenleu-| Hypergranulir <20% <50% HLA-DR negativ. | t(15;17) | PML/RARa 98%
kémie Auer-Stibchen
5-10%
M4/mye- >20% >20% <50%
lomonozy-
tire Leukdmie
20%
M4eo >20% >20% <50% Inv(16)/ | CBFB/MYHI11 100%
mit Eosinophilen abnorme t(16;16)
Eosinophile
MS5a/Monoblasten- <20% >80% <50% 11q23- |MLL-Aberration| 31%
leukdmie unreif Aber-
5% ration
MS5b/Monozyten- <20% >80% <50% 11g23- |MLL-Aberration| 17%
leukdmie reif Aber-
5% ration
M6/Erythroleukdmie | >30% der NEZ Variabel >50%
5% sind Blasten
M?7/Megakaryoblasten- |>30% Megakaryo-| Variabel <50% CD41 positiv/CD61
leukdmie blasten positiv
5%




Abbildﬁﬁg 2: FAB-Tyb M1 (aus 1, S. 531). In den Blasten erkennt man einzelne Peroxidase-positive Granula
(Doppelpfeil) und Auer-Stiabchen (Pfeil). Farbung: Myeloperoxidase, 1000-fache Vergroferung
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Abbildung 3: FAB-Typ M3 (aus 1. S. 531). Im hyperzelluliren Knochenmark sind dicht gepackt die

granulierten Promyelozyten zu erkennen mit den Auer-Stiabchen. Farbung: Giemsa, 400-fache Vergroferung

Die Abbildungen 2 und 3 zeigen als Beispiele die FAB-Typen M1 und M3 in der
Myeloperoxidase-Firbung und der Giemsa-Féarbung. Die fiir die AML typischen Auer-



Stabchen sind gut zu erkennen. Hierbei handelt es sich um Myeloperoxidase-haltige,
azurophile kristalline Lysosomenbestandteile im Zytoplasma (1).

Die Klassifikation der WHO (World Health Organisation) kombiniert die Methoden der
Zytomorphologie, Zytochemie und Immunphinotypisierung mit der Zyto- und

Molekulargenetik sowie weiteren klinischen Faktoren. Daraus ergeben sich fiinf Gruppen.

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der AML (12) (MLL, myeloid/lymphoid leukemia- oder mixed-lineage

leukemia-Gen; PML-RARa, promyelocytic-leukemia-retenoic-receptor o; AMLI/ETO, Akutes myeloisches

Leukdmie Gen 1/englisch fiir eight-twenty-one in Anlehnung an die Chromosomen 8 und 21; CBFp, core-

binding factor B; MYHI11, myosin heavy chain 11; inv(16), Inversion 16; t(15;17), Translokation der

Chromosomen 15 und 17; t(8;21), Translokation der Chromosomen 8 und 21)

Hauptgruppe Jeweilige Untergruppen

1. AML mit rekurrenten zytogenetischen Aberrationen J AML mit t(8;21)(q22:;q22), AML1/ETO

J Akute Promyelozytenleukédmie (AML mit t(15;17)(q22;q11-12
und Varianten, PML/RARa)

. AML mit abnormen Knochenmarkeosinophilen (inv(16)

(p13g22) oder t(16;16)(p13;q11), CBFB/MYHI1)

AML mit 11923 (MLL)-Aberrationen

AML mit vorangegangenem myelodysplastischem Syndrom

AML ohne vorangegangenes myelodysplastisches Syndrom

Alkylanzienassoziiert

Epidophyllotoxinassoziiert (einige mogen lymphoid sein)

Andere Typen

Minimal differenzierte AML

AML ohne Reifung

AML mit Reifung

Akute myelomonozytire Leukdmie

Akute erythrozytire Leukdmie

Akute megakaryozytire Leukdmie

Akute basophile Leukédmie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Undifferenzierte akute Leukdmie

bilineare akute Leukémie

biphénotypische akute Leukdmie

2. AML mit Multiliniendysplasie

3. AML und myelodysplastisches Syndrom, therapieassoziiert

4. AML ohne weitere Spezifizierung

5. Leukémie ohne eindeutige Differenzierung




1.1.6. Klinik und Diagnostik:

1.1.6.1. Symptome

AML-Erkrankte stellen sich hiufig mit unspezifischen Symptomen vor, die entweder
langsam oder rasch beginnen konnen. Sie sind die Folgen der Andmie, der Leukozytose,
der Leukopenie, einer Fehlfunktion der weillen Blutkérperchen sowie einer Thrombopenie.
Bei einem grofen Anteil der Patienten bestehen diese Symptome seit mehr als drei
Monaten.

Schwiche und Miidigkeit sind bei Diagnosestellung am hiufigsten zu nennen. Man findet
sie bei der Hilfte der Patienten. Gehiuft ist auch eine Gewichtsabnahme bemerkbar. In bis
zu 10% der Fille ist Fieber nachweisbar mit und ohne Bezug zu einer Infektion.
Blutgerinnungsstorungen zeigen sich in 5% der Fille. Gelegentlich klagen die Patienten
tiber Knochenschmerzen, Lymphadenopathie, Husten und Kopfschmerzen.

Selten sind es solide Tumoren, die der Patient bemerkt. Diese konnen sich in der Brust, im
Uterus, im Ovar, in der Dura mater, im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge, im
Mediastinum, in der Prostata, im Knochen oder in anderen Organen befinden. Solche
Tumoren bezeichnet man dann als granulozytire Sarkome. Bei einer t(8;21) ist dieses
Symptom héufiger.

Im Rahmen der korperlichen Untersuchung lassen sich Fieber, eine Splenomegalie,
Hepatomegalie oder Lymphadenopathie feststellen. Hinweise auf Infektionen und
Héamorrhagien sind ebenfalls zu erheben. Die promyelozytire Leukidmie ist hdufiger mit
gastrointestinale Blutungen sowie intrapulmonalen oder intrakraniellen Hidmorrhagien
assoziiert. Bei der monozytiren AML, bei hohen Leukozytenzahlen oder bei
Thrombozytopenie sind Blutungen aufgrund einer Koagulopathie nachzuweisen. Bei 15%
der Patienten finden sich retinale Hdmorrhagien. Die M4 und die M5 zeigen héufiger
Infiltrationen der Gingiva, der Haut, des Weichgewebes oder der Hirnhdute mit

leukdmischen Blasten (14).
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1.1.6.2. Diagnostik

In den Laboruntersuchungen findet sich meist eine normochrome und normozytire
Anidmie. Im Mittel findet sich ein Wert der Leukozyten von 15000 Leukozyten/ul (ul,
Mikroliter). Werte unter 5000 Leukozyten/ul lassen sich bei 25-40% nachweisen, Werte
tiber 100000/ul bei 20%. Bei weniger als 5% lassen sich keine leukdmischen Zellen im Blut
nachweisen. In 75% der Fille findet man weniger als 100000 Thrombozyten/ul, bei 25%
weniger als 25000 Thrombozyten/ul (14).

Zusitzlich zur Bestimmung der Subtyps der AML durch eine Knochenmarkpunktion ist der
allgemeine korperliche Status zu erheben, der die Untersuchung der Organsysteme umfasst
(14). Des Weiteren ist die Erhebung von prognostischen Faktoren wie z.B. die Zytogenetik
notig (18). Zum Nachweis des Organbefalls stehen die Sonographie, die CT-/ MRT-
Untersuchung sowie die Liquorpunktion zur Verfiigung. Eine Untersuchung des Patienten
auf Infektionen ist obligat. Im Labor wird die Aktivitdt der Laktatdehydrogenase (LDH)

gemessen, die einen Marker fiir den Zellzerfall im Korper darstellt.

1.1.6.4. Prognosefaktoren

Das Erreichen einer kompletten Remission (CR) nach Chemotherapie ist von verschiedenen
Faktoren abhingig und ist ein Mal} fiir ein gutes Ansprechen auf die Therapie. Nach
Untersuchung des Blutes und des Knochenmarks ist der Status der kompletten Remission
wie folgt definiert: Im Blut befinden sich mehr als 1000 neutrophile Granulozyten/ul und
die Thrombozytenzahl betrigt mehr als 100000 Thombozyten/ul. Es liegt keine
transfusionsbediirftige Andamie vor. Periphere Blasten im Blut sind nicht nachweisbar. Es
sind weniger als 5% Blasten im Knochenmark zu finden und keine Auer-Stibchen
(myeloperoxidase-haltige Granula) nachzuweisen. Herde auBerhalb des Knochenmarks
fehlen. Der Status der kompletten Remission ist der wichtigste prognostische Faktor (1, 10,

14).
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An Tag 16 der Chemotherapie wird im Allgemeinen eine erneute Knochenmarkpunktion
durchgefiihrt. Liegt der Blastenanteil dabei unter 5%, so ist dies als ein gutes Ansprechen
auf die Chemotherapeutika zu werten (12).

Weiterhin sind genetische Veridnderungen wichtige Prognosefaktoren. Patienten, bei denen
sich eine t(8;21), eine inv(16) oder eine t(15;17) nachweisen lassen, haben eine gute
Prognose. Eine mittlere Prognose haben solche Patienten mit einem normalen Karyotyp.
Ein komplexer Karyotyp (3 oder mehr Aberrationen in Abwesenheit einer t(8;21),
inv(16)/t(16;16), t(15;17)) geht mit einer schlechten Prognose einher (10).

Molekulare Marker wie z.B. die interne Tandemduplikation (ITD) von FLT3 (Fms-like-
tyrosine kinase 3) sprechen ebenfalls fiir eine schlechte Prognose (14).

Eine niedrige Leukozytenzahl sowie eine niedrige LDH-Aktivitit sprechen fiir eine
giinstige Prognose (4).

Mit hoherem Lebensalter (>60 Jahre) bei Erstdiagnose nimmt die Wahrscheinlichkeit ab,
eine komplette Remission zu erreichen. Dies ist zum einen in der unterschiedlichen
Biologie der Erkrankung bei diesen Patienten zu begriinden. Das MDRI1-Protein
(Multidrug-Resistance-Pumpe 1) ist hédufiger exprimiert. Dieses Protein befordert
Medikamente aus dem Zytosol iiber die Plasmamembran in das Interstitium. Dadurch
bedingt konnen die Chemotherapeutika nicht so gut wirken. Die Toleranz fiir eine radikale
Therapie ist zusitzlich durch chronische oder interkurrierende Erkrankungen limitiert (19).

Fiir diese Patientengruppe ist noch keine Risikoeinteilung entwickelt worden (10).

1.1.6.5. Therapie:

Man unterscheidet in der Behandlung der AML die supportive von der antileukdmischen
Therapie.

Die supportive Therapie versucht, die Komplikationen der Erkrankung selbst sowie die der
im nédchsten Absatz ndher erlduterten Chemotherapie zu behandeln. Die supportive
Therapie umfasst unter anderem die Behandlung von opportunistischen Infektionen durch

Bakterien, Viren und Pilze. Bei Blutungskomplikationen werden Erythrozyten,

12



Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren substituiert (4). Der Einsatz von G-CSF oder GM-
CSF zur Verkiirzung der Zeit der Leukopenie hat nicht immer zu einer Verminderung der
Infektionsrate gefiihrt. In vielen Studien konnte kein Effekt auf die Rate der kompletten
Remission, des krankheitsfreien Uberlebens oder des Gesamtiiberlebens festgestellt werden
(14).

Die antileukdmische Behandlung. bzw. Chemotherapie hat zum Ziel, die Krankheitsfreiheit
zu erreichen und moglichst lange zu erhalten. Man unterscheidet drei Phasen der
Behandlung.

Zunichst wird eine Induktionschemotherapie durchgefiihrt. Hierbei kommt es neben der
Knochenmarkaplasie auch zur Zerstorung der leukdmischen Blasten. Es werden
verschiedene Substanzen eingesetzt in unterschiedlichen Reihenfolgen. Die Dosis pro Tag
(d) wird auf Quadratmeter der Korperoberfliche (m*’KOF) bezogen berechnet. Es gibt das
TAD-Schema, bestehend aus den Substanzen 6-Thioguanin, Cytosin-Arabinosid und
Daunorubicin fiir neun Tage. Auch die Therapie aus Hochdosis Cytosin-Arabinosid und
Mitoxantron iiber 5 Tage ist iiblich (HAM-Schema). Bis 2004 wurden Patienten in Miinster
vorwiegend nach diesen Schemata behandelt. Dabei sollte bei Patienten unter 60 Jahren
nach Moglichkeit eine Doppelinduktionstherapie nach dem TAD-HAM-Schema oder dem
HAM-HAM-Schema durchgefiihrt werden. Bei Patienten iiber 60 Jahren wurden das
HAM- oder TAD-Schema eher allein angewendet (4).

Beim 7+3-Schema handelt es sich um die Kombination von Daunorubicin mit Cytosin-
Arabinosid tiber 7 Tage. Dies ist zur Zeit die Standardtherapie des Kompetenznetzes akute
und chronische Leukiimie. Sie ist fiir Patienten im Alter von 18-60 Jahren definiert. Altere
Patienten sollten nach genauer internistischer Untersuchung nach Moglichkeit ebenfalls mit
einer intensiven Therapie behandelt werde, da die Uberlebenszeit dadurch deutlich langer
ist als mit einer palliativen Behandlung (10).

Bei der M3 fiihrt die zusitzliche Anwendung der all-trans-Retinolsdure (ATRA) zur

Ausdifferenzierung der Blasten und erbringt so eine Remissionsrate von iiber 90%.
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Ldasst sich durch die Induktionstherapie eine CR erreichen, folgt die
Konsolidierungstherapie. Diese besteht z.B. im Standardarm des Kompetenznetzes akute
und chronische Leukidmien aus drei Zyklen hochdosiertem Cytosin-Arabinosid im Abstand
von mindestens vier Wochen (10).

In der daran anschlieBenden Erhaltungstherapie werden die Therapiekurse im Abstand von
vier bis sechs Wochen mit geringerer Intensitit durchgefiihrt (4).

Eine zusitzliche Behandlungsmoglichkeit bietet die allogene oder autologe
Knochenmarktransplantation. Die allogene Transplantation wird vorwiegend bei Patienten
unter 55 Jahre in CR und vorhandenem Geschwisterspender angewendet. Sie ist der
alleinigen Chemotherapie iiberlegen. Zur vorherigen Myeloablation wird eine
Hochdosischemotherapie mit oder ohne Ganzkorperbestrahlung notwendig. Die autologe
Transplantation zeigte bei Patienten in erster Remission keine Uberlegenheit (4).

Zur Evaluation des Therapieergebnisses werden folgenden Begriffe benutzt. Wie oben
schon erwihnt, hat die Chemotherapie zum Ziel, eine komplette Remission (CR) zu
erreichen. Unter kompletter Remission mit inkompletter hdmatologischer Regeneration
(CRi) versteht man, dass die Anforderung an eine CR weitgehend erfiillt sind. Die Zahl der
neutrophilen Granulozyten liegt aber unter 1000/ul bzw. die Zahl der Thrombozyten unter
100000/ul. Bei der partiellen Remission (PR) kommt es zur Regeneration der Hamatopoese
(>1000 neutrophile Granulozyten/ul, Thrombozyten >100000/ul). Es erfolgt eine
Reduktion der Blasten im Knochenmark auf Werte zwischen 25-50% des Ausgangswertes
oder bei initialen Werten zwischen 20 und 49% auf mindestens 50%. Eine extramedullire
Manifestation bildet sich ebenfalls zuriick. Refraktire AML (RD, refractory disease)
bedeutet, dass sich keine CR, CRi oder PR erzielen lieBen. Man spricht von einem Friihtod
bzw. early death (ed), wenn der Patient wihrend oder spitestens 7 Tage nach Abschluss der
Chemotherapie verstorben ist. Ein hypoplastischer Todesfall liegt vor, wenn der Todesfall
spater als 7 Tage nach Abschluss der Chemotherapie ohne Regeneration der Hamatopoese

auftritt. Ein Rezidiv ist durch ein Wiederauftreten der AML nach CR definiert. Es lassen
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sich Blasten im peripheren Blut oder mehr als 5% Blasten im Knochenmark nachweisen.
Des Weiteren kann es zum Auftreten einer extramedulldren Manifestation kommen.

Die Therapie des Rezidivs erfordert meist eine allogene Knochenmarktransplantation. Der
Erfolg einer erneuten Induktionstherapie kann abhédngig von Risikofaktoren abgeschitzt

werden, so dass man daran die Notwendigkeit einer Transplantation anpasst (10).
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1.2. Das humane aminoterminal-enhancer-of-split-Protein

1.2.1. Ontologie

Das Groucho-Protein in der Fliege, Drosophila, ist der Begriinder einer konservierten
Familie von Korepressoren in der Transkription (2). Korepressoren sind Proteine, die die
Transkription verschiedener Gene der Desoxyribonukleinsdure (DNS) abschwéchen oder
unterdriicken. Dabei binden sie aber nicht selbst an der DNS, sondern bendtigen hierzu
andere Transkriptionsfaktoren oder Mechanismen (9). Mitglieder der Groucho-Familie
werden in vielen Organismen gefunden; so auch z.B. im Fadenwurm (Caenorhabditis
elegans) sowie in Wirbeltieren (2).

In der Maus und im Menschen werden vier lange homologe Proteine und ein homologes
kurzes Protein kodiert. In der Maus sind dies die groucho-dhnlichen Proteine Grg-1, Grg-2,
Grg-3, Grg-4 (Grg, Groucho-Protein) bzw. beim Menschen TLE-1, TLE-2, TLE-3, TLE-4
(TLE, transducin-like-enhancer-of-split) fiir die langen Homologen sowie Grg-5 bzw.

hAES (humanes amino-terminal-enhancer-of-split Protein) fiir das kurze Homologe (2).

1.2.2. Aufbau

Die Grg-/TLE-Proteine sind dem Groucho-Protein von Drosophila in den funktionellen
Dominen #dhnlich. Man unterscheidet fiinf Dominen (2). Carboxyterminal befindet sich
eine konservierte WD-Domiine fiir die Protein-Protein-Interaktion. Dieser Abschnitt besteht
aus mehreren WD-Wiederholungen (W steht fiir Trypthophan, D fiir Aspartat) (6).
Aminoterminal befindet sich die so genannte Q-Domine, bestehend aus vermutlich zwei
alpha-helikalen Abschnitten. Die Q-Domaine ist fiir die Homo- oder Heterotetramerisation
der Groucho-/TLE-Proteine untereinander notig. Dies ist Voraussetzung fiir die Repression.
AuBerdem ist es an dieser Stelle moglich, dass die kurzen Proteine in Interaktion mit den
langen treten und sie so in einem Komplex inaktivieren oder abschwichen (6).

Zwischen der WD- und der Q-Domine gibt es weniger konservierte Regionen. Neben der

Q-Region befindet sich die GP-Region, die fiir die Assoziation mit Transkriptionsfaktoren
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von Bedeutung ist (2). Darauf folgt die CcN-Region, der eine Aufgabe fiir die
Kernlokalisation der sich im Zellkern befindlichen Groucho-/TLE-Proteine zugeschrieben
wird. Die folgende SP-Region ist auch an der Repression beteiligt (6).

Die langen Proteine (TLE-1 bis TLE-4 bzw. Grg-1 bis Grg-4) bestehen aus allen oben
genannten Regionen. Das hAES-Protein hingegen sowie das Grg-5-Protein bestehen nur
aus den oben erwihnten aminoterminalen Q- und GP-Doménen. Ihnen fehlen grofle Teile
der variablen Region sowie die WD-Domine. Inwieweit sich die kurzen Proteine im Kern
und im Zytoplasma befinden, bleibt strittig, da ihnen die CcN-Region mit der

Kernlokalisationssequenz fehlt (6).

GP OO o

Abbildung 4: Schema des Aufbaus von TLE 1-4

O G

Abbildung 5: Schema des Aufbaus von hAES

Die Abbildungen 4 und 5 zeigen den Aufbau der Proteine von carboxy- nach
aminoterminal. Anhand der Farbdarstellung ist gut erkennbar, welche Dominen die kurzen

und langen Mitglieder der Familie gemeinsam haben.

1.2.3. Wirkmechanismus

Es gibt zwei Wege, auf denen die Grg-Proteine die Transkription reprimieren konnen.

Zum einen kann eine Histondeacetylase (HDAC) gebunden werden. Durch dieses Enzym
wird die Chromatinstruktur verdichtet und eine Transkription kann nicht mehr stattfinden
(2). Die Groucho-/TLE-Proteine konnen zum anderen direkt mit Transkriptionsfaktoren in
Verbindung treten und deren Aktivitdt beeinflussen (6). Zu diesen Transkriptionsfaktoren

gehoren zum Beispiel die basischen Helix-Loop-Helix-Proteine verschiedener Organismen.
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Diese binden teils iiber ihr C-terminales WRPW-Motiv die Grg-/TLE-Proteine an der SP-
Domine und unterdriicken so die Transkription im Notch-Signalweg (7; 2). Dieser wird fiir
die Zell-Zell-Kommunikation bendtigt bei der Zelldifferenzierung wihrend des
embryonalen und adulten Lebens (6).

In Abbildung 6 A-C wird gezeigt, wie Grg-5 die Aktivitit der anderen Grg-Proteine im so
genannten Wingless-/Wnt-Signalweg unterdriicken kann. Diese
Signaltransduktionskaskade wird in der Embryogenese, bei der Krebsentstehung, aber auch
bei den normalen physiologischen Prozessen im erwachsenen Organismus gebraucht.
Hierbei spielen die Transkriptionsfaktoren der Tcf- und LEF-Familie eine Rolle (Tcf, T-
cell-factor, LEF, lymphocyte-enhancer-binding-factor) (15). Durch Anlagerung von Grg-5
an die langen Proteine Grg-1-4 kann sich die Histondeacetylase (HDAC) nicht mehr so gut
an die langen Grg-Proteine anlagern. Dadurch werden weniger Acetylreste von den
Histonen entfernt und es kann mehr Transkription stattfinden. Der Grad der Derepression
durch Grg-5 ist von der Anzahl an gebundenem Grg-5 an die langen Grg-Proteine und von
der Aktivitidt im Wnt-Signalweg abhéngig (2, 15). Wenn B-Catenin an Tcf (Abbildung 4 D)
bindet kommt es zur Transkription (2). B-Catenin ist das letzte Protein im Wnt-Signalweg.

Diese Kaskade wird in Abschnitt 1.2.4. erldutert (15).
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Abbildung 6: Schema zum Mechanismus der TLE-Transkriptionshemmung sowie zur hemmenden Wirkung
von hAES auf TLE 1-4 (A-C); Transkription durch Bindung von B-Catenin an Tcf (D) ( nach 2)
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1.2.4. Zusammenhang von hAES und AML
Wie oben erwihnt spielt der Wnt-Signalweg eine Rolle bei der Pathogenese der AML. In

himatopoetischen Stammzellen und hé@matopoetischen Vorlduferzellen sorgt der Wnt-
Signalweg fiir die Selbsterneuerung und Proliferation der Zellen. Eine Inhibition dieses
Signalwegs fiihrt zu einem verminderten Wachstum dieser Zellen. Die Differenzierung von
himatopoetischen Vorldauferzellen in Mausen wird durch die Wnt-Proteine geblockt.
Insgesamt gibt es drei verschiedene intrazellulire Wege der Signaltransduktion fiir Wnt.
Dies sind der kanonische Weg, der Weg mit Ca*-Ionen und der planar-cell-polarity-
Signalweg.

Die Selbsterneuerung geschieht iiber den kanonischen Signalweg. Dieser wird nun im
Folgenden genauer erlédutert.

Das Schliisselprotein in dieser Signaltransduktionskaskade ist das oben schon einmal
erwihnte [B-Catenin. Es handelt sich hierbei um ein Protein, welches durch einen
Multienzymkomplex (multiprotein destruction complex, MDC) bestehend aus den
Proteinen Axin, APC (adenomatous polyposis coli), GSK3p (glykogen-synthase kinase 3[3)
und CK1 (casein-kinase 1) stindig zersetzt wird Dadurch besitzt es eine geringe
Halbwertszeit.

In Abwesenheit eines Wnt-Signals wird das B-Catenin, nachdem es durch Axin und APC
gebunden wurde, phosphoryliert mittels GSK3p. Das fiihrt zur Erkennung durch das -
TRCP (B-transducin-repeat-containing-protein), zur Bindung an Ubiquitin und zur
anschlieBenden Destruktion im Proteasom. Aus diesem Grunde bleiben die Mitglieder der
Tcf-/LEF-Proteinfamilie im Nukleus inaktiviert, weil sie weiterhin durch die Grg-Proteine
gehemmt werden.

Kommt es zur Bindung eines Wnt-Liganden an den Frizzeled- und LRP5/6-Rezeptor
(LDL-receptor related protein) an der Plasmamembran, wird der Multienzymkomplex auf
einem noch unverstandenem Wege destabilisiert und B-Catenin kann nicht phosphoryliert
werden. Der intrazytoplasmatische Spiegel an unphosphoryliertem p-Catenin steigt an und
B-Catenin transloziert in den Zellkern, wo es die Grg-Repressoren verdriangt und so als Co-

Aktivator fiir Tcf-/LEF-Gene wirkt. Die Aktivitit fiir die Transkription von B-Catenin

20



hingt auBerdem noch von zwei weiteren Kernproteinen ab. Dies sind PYGO und Bcl9,
welche als Protoonkogene gelten. Die Aktivitdt dieses Signalwegs wird auf mehreren

Ebenen reguliert (12). Abbildung 7 zeigt den Wnt-Signalweg.
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Abbildung 7: Der Wnt-Signalweg (12) (CK1, Casein Kinase 1; grg, Groucho-Proteine; GSK3p, glykogen-
synthase kinase 3f3; LRP5/6, LDL-receptor related protein; LEF, lymphocyte-enhancer-binding factor; MDC,
multiprotein destruction complex; PYGO, pygopus, Tcf, T-cell factor)

Ein dysregulierter Wnt-Signalweg wird in Verbindung mit Karzinogenese gebracht, da
mehrere Transkriptionsziele von Wnt bekannte Onkogene (z.B. cyclin D1, c-myc) fiir
epitheliale Tumoren sind (15).

Durch Fusionproteine in der AML wie AML1-ETO, PML-RARa und PLZF-RARa werden
Gene aktiviert, die im Zusammenhang mit dem Wnt-Signalweg stehen (12).

Abbildung 8 zeigt den Wnt-Signalweg in der AML. Bei verminderter Aktivitdt von Wif 1
(Wnt inhibitory factor 1) durch Promotormethylierung kommt es zu vermehrter Aktivitét
im Wnt-Signalweg. Des Weiteren kann die interne Tandemduplikation der Fms-like

tyrosine kinase 3 (FIt3-ITD) die Anzahl an Frizzled4-Rezeptoren an der Plasmamembran
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sowie den intrazytoplasmatischen Spiegel an Plakoglobin erhdhen. Plakoglobin ist ein
Konservatorium fiir die Tcf-/LEF-Transkriptionsfaktoren und erhoht so die
Transkriptionsrate an Genen wie cyclin D1 und c-myc, welche als Onkogenen gelten. Die
in der AML bekannten Fusionsproteine AMLI-ETO, PML-RARo und PLZF-RARa
erhohen ebenfalls den Spiegel an Plakoglobin. SchlieBlich ist in der AML gezeigt worden,
dass zwei Isoformen des Onkogens SALL (SALL 4A/4B) vermehrt vorliegen. SALL

4A/4B binden an B-Catenin fithren so zu einer erhohten Wnt-Aktivitit. Ebenso wird
SALLA direkt durch Tcf/LEF im Wnt-Signalweg aktiviert (15).
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Abbildung 8: Wnt-Signalweg in der AML (12) (CK1, Casein Kinase 1; grg, Groucho-Proteine; GSK3,
glykogen-synthase kinase 3f; LRP5/6, LDL-receptor related protein; LEF, lymphocyte-enhancer-binding
factor; MDC, multiprotein destruction complex; PYGO, pygopus, Tcf, T-cell factor; Wif-1, Wnt inhibitory
factor 1; FIt3-ITD, interne Tandemduplikation der Fms-like tyrosine kinase 3)

Aus den obigen Ausfithrungen erkennt man, dass es in der Entstehung von malignen
Erkrankungen zu einer unkontrollierten Zellproliferation und einem unkontrolliertem
Zellzyklus kommt. Daran sind oft mehrere Signalwege beteiligt. Einer von ihnen ist der

Wnt-Signalweg, der in Zusammenhang mit hidmatologischen Tumoren gesehen wird. Es ist
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aus den Abbildungen 5 und 6 ersichtlich, dass hier Beziehungen zu den Proteinen TLE-1-4
sowie zu hAES bestehen. Weitergehende Untersuchungen zu den Griinden der Entstehung

einer AML bei verdndertem Wnt-Signalweg sind Gegenstand der derzeitigen Forschungen.
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2. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit sich die Expression des humanen
amino-enhancer-of-split-Proteins auf die klinischen Parameter wie z.B. das Uberleben
auswirkt. Die Parameter wurden in einer Tabelle zusammengefasst.

Mittels Immunhistochemie wurde die Proteinexpression von hAES auf einem Tissue-
Microarray gemessen. Ein Vergleich mit gesunden Knochenmarkproben wurde
durchgefiihrt, um einen moglichen Unterschied zu analysieren.

Die klinischen Parameter wurden in Beziehung zur Expression gesetzt, um die Bedeutung

von hAES abzuschitzen.
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3. Material und Methoden

3.1. Aufbau der Tabelle

Um die klinische Bedeutung des hAES-Proteins zu erforschen, ist die Sammlung der
medizinischen Befunde der einzelnen Patienten zwingend erforderlich. Hierzu wurde eine
Tabelle mit den wichtigsten relevanten Daten erstellt. Die Parameter werden nun im

Folgenden dargestellt.

3.1.1. Alter
Es wurde das Alter der Patienten bei Erstdiagnose aufgenommen. Eine Unterteilung in die

Gruppen mit Patienten iiber und unter 60 Jahren wurde vorgenommen..

3.1.2. Geschlecht:

Mainnliche und weibliche Patienten wurden unterschiedlich kodiert.

3.1.3. Diagnose
Unter diesem Punkt wurde die Einteilung der FAB-Klassifikation von MO bis M7

iibernommen.

3.1.4. Primiir/sekundir
Diese Einteilung beriicksichtigt die Entstehung der AML. Sekundir bedeutet hier, dass die
AML auf dem Boden eines myelodysplastischen Syndroms oder durch die Chemo- oder

Strahlentherapie einer anderen bosartigen Erkrankung entstanden ist.

3.1.5. Zytogenetik

Die Karyotypanalyse ist eine wichtige Untersuchung, um den Patienten in eine

Prognoseklasse einordnen zu konnen (10, 14). Es wurden die Gruppen ,,normaler
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Karyotyp®, ,,chromosomale Aberrationen® und ,komplexer Karyotyp* unterschieden.
AuBerdem gibt es noch die Untergruppen mit ,,inv(16)*, ,,t(15;17)* und ,,t(8;21)%, die die
chromosomalen Aberrationen darstellen, bei denen es zur Bildung von Fusionsproteinen

kommit.

3.1.6. Leukozyten

Die Einteilung wurde anhand der Normalwerte im peripheren Blut laut dem Labor der
Universitédtsklinik Miinster vorgenommen. Der Normwert liegt bei 4000-10000
Leukozyten/ul. Zahlen unter 4000 Leukozyten/ul werden als Leukopenie, Werte iiber
10000 Leukozyten/ul als Leukozytose bezeichnet.

Die Befunde stammen vom Tag der Erstdiagnose.

3.1.7. Thrombozyten

Die Schweregradeinteilung der Thrombozytopenie stiitzt sich auf die Veroffentlichung des
Netzwerks fiir angeborene Storungen der Blutbildung (22.08.2007). Eine milde
Thrombozytopenie liegt bei Werten von 50000-100000 Thrombozyten/ul, eine
mittelschwere bei 20000-50000 Thrombozyten/ul und eine schwere bei Werten unter
20000 Thrombozyten/ul vor. Der Normwert von 150000-350000 Thrombozyten/ul stammt
aus dem Labor der Universititsklinik Miinster.

Die Befunde stammen vom Tag der Erstdiagnose.

3.1.8. Himoglobinwert (Hb)

Der Normwert fiir Himoglobin von 14-16 g/dl fiir Méanner bzw. 12-16 g/dl bei Frauen
orientiert sich ebenfalls an den Werten der Universitdtsklinik Miinster. Die Einteilung
erfolgt in Hb> 8 g/dl unter Hb< 8g/dl. Diese Einteilung wurde in Anlehnung an die Arbeit
von Chen et al. (2005) vorgenommen, in der verschiedene prognostische Faktoren bei der
AML untersucht wurden.

Die Befunde stammen vom Tag der Erstdiagnose.
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3.1.9. Laktatdehydrogenase

Die Aktivitdat der Laktatdehydrogenase (LDH) gibt Aufschluss iiber einen Zellzerfall im
Korper. Der Normwert von 240 U/l (Unit/Liter) stammt aus dem Labor des
Universitédtsklinikums Miinster. Die Unterteilung erfolgt in die Gruppen ,,Normwert®,
,,240-480 U/ml* und >480 U/ml. 480 U/ml entspricht somit dem doppeltem Normwert.

Die Befunde stammen vom Tag der Erstdiagnose.

3.1.10. Blasten im peripheren Blut

Diese Werte werden in Zehnerschritten dargestellt. Laut Renz-Polster et al.(2004) finden
sich im peripheren Blut normalerweise keine Blasten.

Die Befunde stammen vom Tag der Erstdiagnose.

3.1.11. Blasten im Knochenmark

Zur Diagnose einer akuten myeloischen Leukidmie muss der Blastenanteil aller kernhaltigen
Zellen im Knochenmark iiber 30% liegen. Nur in Ausnahmefillen darf dieser Wert

unterschritten werden (10). Die Unterteilung erfolgt in Zehnerschritten von 0-100%.

3.1.12. Therapie

Um eine Systematik in die verschiedenen Therapieregime zu erhalten, wurde eine
Unterteilung in die Gruppen ,.keine Therapie®, ,TAD/HAM®, ,HAM®, , TAD*, ,,ATRA*
sowie ,,sonstige Therapie, unbekannt* vorgenommen. TAD, HAM und ATRA bezeichnen
die verschiedenen Chemotherapieschemata, wie sie in dem Abschnitt zur Therapie der
AML oben zu finden sind. Diese Schemata wurden am héaufigsten gefunden. Unter
»sonstige Therapien, unbekannt sind z.B. das 7+3-Schema und die Therapie mit
Gemtuzumab-Ozogamicin enthalten. Bei diesen Behandlungsformen war insgesamt eine zu

geringe Fallzahl zu finden, sodass eine jeweils einzelne Darstellung nicht reprisentativ ist.
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3.1.13. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie

An diesem Tag wird im Allgemeinen eine erneute Knochenmarkpunktion durchgefiihrt, um

das Ansprechen auf die Chemotherapie anhand der Blastenanzahl zu bewerten.

3.1.14. Remission

Der Status der kompletten Remission (CR) ist folgendermaBen definiert: Im Blut befinden
sich mehr als 1000 neutrophile Granulozyten/ul und die Thrombozytenzahl betrigt mehr
als 100000/ Thombozyten/ul. Es liegt keine transfusionsbediirftige Animie vor. Periphere
Blasten im Blut sind nicht nachweisbar. Es sind weniger als 5% Blasten im Knochenmark
zu finden und keine Auer-Stidbchen (myeloperoxidase--haltige Granula) nachzuweisen.
Herde auBlerhalb des Knochenmarks fehlen (1, 10, 14).

Die Einteilung unterscheidet die Gruppen ,komplette Remission®, ,refraktire AML®,
»early death® sowie ,,unbekannt®. Im Abschnitt 1.1.6.5 sind die jeweiligen Definitionen zu

finden.

3.1.15. Rezidiv

Kommt es nach dem Erreichen einer kompletten Remission zu einem Wiederauftreten der
Erkrankung, so spricht man von einem Rezidiv. Es wurden die Gruppen ,,Rezidiv ja*,
»Rezidiv nein®, ,early death, keine Therapie, keine komplette Remission, Hypoplasie*
sowie ,unbekannt gebildet. Hypoplasie ist die unvollstindige Regeneration des
Knochenmarks nach Chemotherapie, gleichbedeutend mit oben genannter CRi. Eine
weitere Aufteilung unterscheidet die zwei Gruppen ,,Remission* und ,,Rezidiv/refraktar®.
In der letzten Gruppe werden nur die Patienten beriicksichtigt, die in Remission geblieben

sind, ein Rezidiv erhalten haben oder deren AML refraktir verlaufen ist.

3.1.16. Tod
Es wurde untersucht, ob der Patient zum Abschluss des Beobachtungszeitraums verstorben

war oder nicht.
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3.1.17. Uberlebenszeit

Es wurde die Uberlebenszeit in Monaten vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum
Todeszeitpunkt bzw. zum Datum des letzten Kontakts mit dem Patienten berechnet. Der

Beobachtungszeitraum endet im Friihjahr 2007.

3.1.18. Herkunft der Daten

Die erforderlichen Informationen fiir das Erstellen der Tabelle stammen aus schon
vorhandenen anderen Tabellen im Institut fiir Himatologie und Onkologie des
Universititsklinikums Miinster, aus den Patientenakten des Universititsklinikums Miinster
oder aus dessen internem Krankehausinfomationsystems Orbis. Die Todesdaten wurden
weiterhin bei den Standesdmtern schriftlich erfragt. Grundlage zur Erfassung der Daten
bilden das Gesundheitsdatenschutzgesetz NRW (§6, Abs. 2) vom 22. Februar 1994 sowie
das Meldegesetz NRW (§31) vom 16. September 1997.
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3.2. Tissue-Microarray

Ein Tissue-Microarray erlaubt die Untersuchung von Gewebeproben unterschiedlicher
Herkunft oder von unterschiedlichen Patienten auf einem histologischen Schnitt. Dabei

wird Wert auf die DNS-, RNS oder Proteinexpression gelegt (3).

3.2.1. Anwendungsbereiche

Zur Untersuchung von prognostischen Markern und Geweben wird ein Tissue-Microarray
ebenso bendtigt wie zur Analyse der Progression eines Tumors von einer Vorstufe zur
endgiiltigen Form (z.B. Carcinoma-in-situ-Tumor zu T4-Tumor in der TNM-
Klassifikation) oder zur Untersuchung von Signalwegen und Immunprofilen (8).

Die Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass man aus den vorhandenen Gewebeproben
mehr Schnitte anfertigen kann als bei iiblichen histologischen Methoden, denn es wird
weniger Gewebe pro Schnitt bendtigt. Dennoch konnte gezeigt werden, dass es bei
Analysen zur Bestimmung von Prognosefaktoren bei Brustkrebs keine Nachteile in der
Entdeckung gab (22). Weiterhin ist festzuhalten, dass es zu einer besseren
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kommt, denn es werden alle Proben zur gleichen Zeit
angefiarbt. So wird die Invariabilitidt zwischen den Proben reduziert, die bei den iiblichen

Methoden auftritt. Dadurch wird auerdem der Verbrauch an Reagenzien gemindert (8).

3.2.2. Herstellung eines Tissue-Microarrays

Zuallererst werden die zu untersuchenden Fille bzw. deren fixierte und in Paraffin
gebettete Proben gesammelt. Mittels einer Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Fiarbung) eines
histologischen Schnitts markiert man die fiir eine Stanze aus dem Paraffinblock interessante
Region. Die Stanze erfolgt im Anschluss daran. Sie hat einen Durchmesser von 0,6 mm und
eine Hohe von 3-5 mm. Die Stanze aus diesem als Donorblock bezeichneten Paraffinblock
wird nun auf einen Empfangerparaffinblock gegeben. Im Abstand von 1,0 mm vom Kern

bzw. 0,2-0,4 mm vom Rand der jeweiligen Stanze werden nun nacheinander die Proben auf
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den Empfingerblock aufgetragen. Maximal 800 Stanzen finde auf einem solchen Block
Platz (8). Um die Proben nicht zu verwechseln, werden sie anhand einer Systematik
aufgetragen. Es eignet sich dafiir z.B. die Unterteilung in 4 Sektoren A, B, C, D mit einem
eigenen X-Y-Koordinatensystem. So bekommt eine Probe ein dreistellige Zahlen- und
Buchstabenkombination zugeordnet wie z.B. Bk1 (3).

In der Abbildung 9 wird ein Aufbauschema des in dieser Arbeit verwendeten Tissue-Arrays

gezeigt.
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des verwendeten Tissue-Microarrays fiir die AML-Proben

Man erkennt, dass sich der Tissue-Microarray in die vier Sektoren A, B, C und D gliedert.
Eine Kombination aus den Buchstaben a-l in der Horizontalen und aus den Zahlen 1-8 in
der Vertikalen bilden ein Koordinatensystem. Die Pluszeichen dienen als Orientierungshilfe
auf dem Objekttriger; die roten Punkte skizzieren die einzelnen Proben. Es wurden immer
zwei Stanzen aus den Proben eines Patienten verwendet, die untereinander angeordnet sind.
So gehoren z.B. die Proben Bc3 und Bc4 zu einem Patienten.

Es werden nun Schnitte von dem Empfingerblock gefertigt. Dazu wird ein Klebeband den
Block gelegt. AnschlieBend erfolgt das Abschneiden mittels eines Mikrotoms. Es entsteht
ein Schnitt von 3-5 um Dicke, der an dem Klebeband haftet. Darauthin wird der Schnitt an
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dem Klebeband auf ein positiv geladenes Glasscheibchen gelegt, das mit einem Adhisiv
iiberzogen ist, welches seine Funktion unter ultraviolettem Licht aufnimmt. Nach
Einschalten von ultravioletten Lichts verbindet sich so der Schnitt mit dem Glasscheibchen.
Das anféanglich angebrachte Klebeband wird mit einem Losungsmittel entfernt (8).

Um das Ergebnis des ersten Schnitts zu beobachten oder die Morphologie bei spiteren
Schnitten zu beobachten, ist der erste und z.B. jeder zehnte weitere Schnitt eine HE-
Farbung. Auf diese Weise kann auch die Erschopfung des Empfiangerblocks erkannt

werden. Man kann 100-150 Schnitte von einem Block erstellen (8).

3.2.3. Firbung

Mittels der Immunhistochemie werden die in dieser Arbeit untersuchten Proteine TLE 1-4
und hAES angefirbt.

Zunichst werden die mit dem Mikrotom angefertigten 3-5 um dicken Paraffinschnitte iiber
Nacht bei 56 °C getrocknet. Nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur beginnt man mit der
Entparaffinisierung mit Xylol iiber 2 mal 10 min (Minute). Durch eine absteigende
Ethanolreihe von 99%, 96%, 80%, 70% und schlieBlich durch destilliertes Wasser (je 2
min) werden das Xylol und das jeweilig hoher konzentrierte Ethanol wieder entfernt.

Zur Antigendemaskierung werden die Schnitte zur Firbung von TLE 1-4 und fiir hAES bei
pH=6,0 fiir 30 min bei knapp unter 100 °C in einem Steamer behandelt. Anschlieend wird
fiir 10 min im Wasserbad gekiihlt.

Mittels der indirekten Methode der Immunhistochemie wird die Farbung vorgenommen.
Bei dieser Vorgehensweise werden zwei Antikorper verwendet. Der Primirantikorper
bindet an das interessierende Antigen. Der Sekundirantikorper erkennt den
Primérantikorper und ist zusitzlich mit einer Farbreaktion gekoppelt. In diesem Fall handelt
es sich um einen biotinylierten Briickenantikbrper mit einem Enzymkonjugat aus
Streptavidin und Alkalischer Phosphatase (LSAB-/AP-Methode) (17). Abbildung 10 zeigt

das Schema dieser indirekten Methode.
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Briickenantikorper,
biotinyliert

Streptavidin-
\ ‘x. Enzymkonjugat

Priméarantikorper Stepi i
/ \ Enzymkonjugat

Antigen

Abbildung10: Schema zur indirekte Methode der Immunhistochemie (17)

Als Primérantikorper wurden fiir TLE 1-4 Antikorper der Firma Biomol verwendet.
(Biomol GmbH, WaidmannstraB3e 35, 22769 Hamburg, Katalognummern; TLE-1: G8985;
TLE-2: G8985-05; TLE-3: G8985-10; TLE-4: G8985-15). Als Primérantikorper fiir hAES
wurde der Antikorper der Firma Imgenex verwendet (Imgenex, 11175 Flintkote Ave., Suite
E, San Diego, CA 92121; Katalognummer: IMG-5408). Die Antikorper entstammen der
Spezies ,,Kaninchen.

Nun werden die Schnitte im Dako Autostainer vollautomatisch gefiarbt (DAKO Cytomation
Denmark, Produktionsvej 42, DK-2600 Glostrup; Katalognummer: S-3800). Der
Primérantikorper wird bei TLE 1-4 1:200 und bei hAES 1:250 mittels Dako REAL®
Antibody Diluent (Katalognummer: S-2022) verdiinnt. Es folgt die Inkubation mit dem
Schnitt fiir 25 min. AnschlieBend werden die Sekundirantikorper fiir 20 min hinzugegeben,
die an die Antikorper der Spezies ,Kaninchen“ binden (Dako REAL™ Biotinylated
Secondary Antibodies). Dann folgt die Inkubation mit dem Enzymkonjugat (Dako REAL™
Streptavidin Alkaline Phosphatase) fiir 20 min. Zuletzt werden fiir 20 min ein
Substratpuffer, die Farbstoffe und Levamisole (zur Blockierung der endogenen Alkalischen
Phosphatase) hinzugegeben (Dako REAL™ Substrate Buffer, Dako REAL™ Chromogen
Red 1, Dako REAL™ Chromogen Red 2, Dako REAL™ Chromogen Red 3, Dako REAL™
Levamisole). Dadurch fiarben sich die Proteine TLE 1-4 und hAES rot an. Die verwendeten

Materialien sind von der Firma Dako und haben die Katalognummer K-5005.
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Im vorletzten Schritt erfolgt eine Entwésserung mit einer aufsteigenden Ethanolreihe von
70%, 80%, 96% und 99% (je 2 min) sowie mit Xylol (2 mal 10 min).

Zuletzt folgt nun eine Kontrastfarbung mit Hidmatoxylin nach Meier fiir 30 Sekunden,
damit sich die Zellen besser voneinander abgrenzen lassen.

Bei der Fiarbung der Schnitte dienen als Positivkontrolle bei TLE 1-4 eine HL60-Zelllinie
und bei hAES ein 32D-Zelllinie.

Zusitzlich zu den angefertigten Schnitten mit den Patientenproben wurden Tissue-
Microarrays mit gesunden Knochenmarkproben (NBM, normal bone marrow) erstellt.
Diese dienen als Vergleich zur Expression von hAES bei myeloischen Blasten und bei

gesunden Zellen.

3.2.4. Auswertungskriterien

In der vorliegenden Arbeit werden nur die Ergebnisse der Mikroskopie der hAES-
Proteinexpression in AML-Proben und in normalem Knochenmark gezeigt. Die Einteilung
der Expression des Proteins orientiert sich an den iiblichen Kriterien fiir die Auswertung
einer Immunhistochemie. Es werden die vier Expressionstirken ,,0= keine Expression®,
1= geringe Expression®, ,2= mittlere Expression“ und ,3= hohe Expression*
unterschieden. Daraus ergaben sich die drei Gruppen <=1, 1-2 und >=2-3. Daraufhin
wurden die Gruppen <=1 und 1-2 in ,Jow* und die Gruppe >=2-3 als ,,high* bezeichnet.
,Low bezeichnet eine niedrige hAES-Expression und ,high* demzufolge eine hohe
Expression dieses Proteins.

Die Analyse =zeigt die verschiedenen Prozentzahlen, den Mittelwert und die
Standardabweichung. Zeilenprozent (Zeilen%) bedeutet die Verteilung in ,,Jow* und high*
bei dem jeweiligen Einzelwert wie z.B. M2. Spaltenprozent (Spalten%) bedeutet die
Expression von hAES in allen unterschiedlichen Untergruppen wie z.B. M0 bis M7. Da der
zweite Wert aber abhingig ist von der Anzahl der einzelnen Untergruppe, ist dieser nicht
ohne weiteres als beweisend fiir die unterschiedliche Verteilung zu nehmen. Deshalb ist der

Blick in die jeweilige Untergruppe mit der Angabe Zeilen% wichtig.
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Zur Analyse der Uberlebenszeiten wurde die Methode ,Kaplan-Meier-Plot* verwendet. Als
Uberlebenszeit wurde das Uberleben in Monaten gewihlt. Zur Bestimmung der Signifikanz
wurde der Log-Rank-Test verwendet. Ein p-Wert unter 0,05 bedeutet ein signifikantes
Ergebnis.

3.3. Computersoftware

Um die Expression des hAES-Proteins der Patientenproben mir den klinischen Daten
zusammenzufithren wurde das Statistikprogramm SPSS 15.0 fiir windows® verwendet
(SPSS Inc., Headquarters, 233 S. Wacker Drive, 11" floor, Chicago, Illinois 60606;
Seriennummer 9892120).
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4. Ergebnisse

Zuerst werden die auf dem Schnitt auswertbaren Patienten in einer Gesamtzusammenschau
dargestellt und im zweiten Teil der Auswertung wird auf die Unterschiede in der
Expression des hAES-Proteins in den einzelnen untersuchten Bereichen eingegangen. Der
dritte Teil zeigt die Uberlebensraten bei einigen der untersuchten Parametern.

Von den 172 Probepaaren, die fiir die Erstellung des Tissue-Arrays ausgewéhlt wurden und
sich auf dem Schnitt befinden, miissen fiir die Auswertung aus verschiedenen Griinden
noch einige ausgeschlossen werden. Abbildung 11 enthilt die Ausschlussgriinde. Aus den
doppelten Proben wurde aus der Gesamtzahl ein Mittelwert fiir die hAES-Expression
gebildet. 8 Proben waren nicht auswertbar und 3 Proben waren nicht zu stanzen. Bei 10
Patienten wurde eine andere Diagnose als AML gestellt; in 6 Fillen lagen doppelte Proben
vor. Den grofften Anteil mit einer Anzahl von 27 machen Fille aus, bei denen sich die

Daten des Patienten nicht ermitteln lieBen.

Ausschlussgrund
B doppette Probe
& falsche Diagnose
[ keine Daten
. nicht zu stanzen
O Probe nicht auswerthar

Abbildung 11: Griinde fiir den Ausschluss von der Auswertung
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Insgesamt bleiben somit 128 Patientenproben iibrig, da es bei einigen Proben mehrere

Griinde fiir den Ausschluss von der Auswertung gab.

4.1. Darstellung der einzelnen Parameter

4.1.1. Alter und Geschlecht

Der Parameter ,,Alter* gliedert sich in die Gruppen jiinger und élter als sechzig Jahre. Es
wird das Alter bei Erstdiagnose gezeigt.

Insgesamt gibt es 55 Patienten, die jiinger als sechzig Jahre sind, und 70, die ilter als
sechzig Jahre sind. In 3 Fillen konnte das Alter nicht ermittelt werden. Der Mittelwert des
Alters liegt bei 57,79 Jahren mit einer Spannweite von 18 bis 85 Jahren. Die
Standardabweichung betrigt 15,308. Es werden somit Patienten aus den Jahrgingen von
1916 bis 1986 (1 fehlende Angabe) untersucht. Das Datum der Erstdiagnose reicht vom
Jahre 1994 bis zum Jahre 2006 (1 fehlende Angabe).

Auf dem Schnitt sind 69 Proben von Patienten und 56 von Patientinnen aufgetragen.
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sechzig Jahre

M unter_50_Jahre
B ueber_&0_Jahre

Anzahl

mannlich weeiblich

Geschlecht

Abbildung 12: Verteilung der Altersgruppen und des Geschlechts

4.1.2. Diagnose

Die Subtypen der AML werden anhand der FAB-Klassifikation vorgenommen. Ebenso

wird gezeigt, ob die AML primér oder sekundir entstanden ist.

Tabelle 3: Anzahl der FAB-Subklassen und der primér und sekundir entstandenen Leukidmien

Charakteristikum Anzahl Prozent
FAB-Klassifikation

> MO 1 0,8
> Ml 18 14,1
> M2 28 21,9
» M3 2 1,6
» M4/M4eo 28 21,8
» M5 42 32,8
» M6 8 6,3
> M7 1 0,8
Primire bzw. sekundire

Leukiimie

» Primir 91 71,1
» Sekundir 33 25,8
> fehlend 4 3,1
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Am héufigsten kommt die M5 vor, dann die M2 sowie die M4/M4eo, danach die M1 und
die M6. Selten sind die MO und die M7, die jeweils nur bei einem Patienten als Diagnose
gestellt wurden.

Ca. drei Viertel der Patienten haben eine primdre AML und ein Viertel ein sekundir
entstandene AML. Dies unterscheidet sich nicht in den einzelnen Subgruppen. In 4 Fillen

fehlen die Angaben zur Entstehung.

4.1.3. Zytogenetik

Die einzelnen Befunde der Zytogenetik (normal, komplex, inv(16), t(15;17), t(8;21))
werden dargestellt. Des Weiteren wird eine Unterschied gemacht, ob Aberrationen

vorliegen oder nicht.

Tabelle 4: Verteilung des Parameters ,,Zytogenetik*

Charakteristikum Anzahl Prozent
nein/ja nein/ja

Zytogenetik

» normaler Karyotyp 50/53 39,1/41,4

» chromosomale 53/50 41,4/39,1
Aberrationen 90/13 70,3/10,2

» komplexer Karyotyp 100/3 78,1/2,32

» inv(16) 10172 78,9/1,6

> t(15;17) 10172 78,9/1,6

> 1(8;21) 25 19,5

» fehlend

Je ungefihr zur Hélfte liegt ein normaler Karyotyp oder ein verdnderter Karyotyp vor. Der
komplexe Karyotyp wurde in 10,2% der Patienten diagnostiziert. Man findet eine inv(16)
bei drei Patienten sowie eine t(15;17) bzw. eine t(8;21) bei zwei Patienten. 25 Angaben

fehlen.
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4.1.4. Blutbildbefunde

Die nachfolgenden Tabellen 5 bis 7 lassen die Blutbildbefunde am Tag der Erstdiagnose

erkennen.

4.1.4.1. Leukozyten

Die Mehrheit der Patienten weist erhohte Werte an weillen Blutkorperchen im peripheren
Blut auf (52,3%). Bei 14,8% der untersuchten Patienten findet sich eine Leukopenie (<4000
Leukozyten/ul). Normale Werte (4000-10000 Leukozyten/ul) lassen sich in 11,7%
nachweisen. In 21,1% konnte der Leukozytenwert nicht ermittelt werden..

Die Werte reichen von 1100 bis 300000 Leukozyten/ul mit einem Mittelwert von 56171,4
Leukozyten/ul. Die Standardabweichung betrigt 65292,5. Es fehlen 25 Werte.

Tabelle 5: Verteilung der Leukozytenzahlen

Charakteristikum Anzahl Prozent
Leukozyten/ul

Normwert: 4000-10000

Leukozyten/ul

» unter 4000 19 14,8

» 4000-10000 15 11,7

» >10000 67 52,3

» fehlend 25 21,1

4.1.4.2. Thrombozyten

21,1% der Patienten weisen keine erniedrigten Thrombozytenwerte (>100000
Thrombozyten/ul) auf. Bei ca. der Hilfte liegt eine Thrombozytopenie unterschiedlichen
Schweregrades vor.

Die Werte reichen von 3000 bis 656000 Thrombozyten/ul mit einem Mittelwert von
79622,5 Thrombozyten/ul und einer Standardabweichung von 85449,1. 30 Angaben

konnten nicht ermittelt werden.
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Tabelle 6: Verteilung derThrombozytenzahlen

Charakteristikum Anzahl Prozent
Thrombozyten/pl

Normwert: 150000-350000

Thrombozyten/pl

» > 100000 27 21,1

» 50000-100000 28 21,9

» 20000-50000 30 23,4

» < 20000 13 10,2

> fehlend 30 23,4

4.1.4.3. Hamoglobinwert

Bei mehr als der Hilfte der Patienten liegt ein Himoglobinwert von unter 8 g/dl vor. Eine
Anidmie (Hb < 12 g/dl) liegt insgesamt bei 93,9% vor.

Die Werte reichen von 4,8 bis 15,6g/dl mit einem Mittelwert von 9,0g/dl. Die
Standardabweichung betrégt 1,9. 29 Werte fehlen.

Tabelle 7: Verteilung des Himoglobinwerts

Charakteristikum Anzahl Prozent
H:iimoglobin in g/dl

Normwert: 12-16 g/dl

» liber 8 25 19,5

> unter 8 74 57,8

> fehlend 29 22,7

4.1.5. Laktatdehydrogenase

Die Aktivitit des Enzyms Laktatdehydrogenase wird in U/l dargestellt. Es wird geschaut,

ob die Aktivitdt im Normbereich oder dariiber liegt.
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Tabelle 8: Aktivititsunterschiede der Laktatdehydrogenase

Charakteristikum Anzahl Prozent
Laktatdehydrogenase

Normwert: 240 U/l

» Normwert 17 1,3

» 240-480 34 26,6
> >480 52 40,6
> fehlend 25 19,5

Erhohte Werte fiir das Enzym Laktatdehydrogenase fallen bei 68,8% der Patienten auf.
Werte unter der Norm sind bei 11,7 % zu finden.

Die Werte reichen bis 6470 U/ml mit einem Mittelwert von 738,5 U/ml. Die
Standardabweichung betrigt 839,3. 25 Daten konnten nicht erhoben werden.

4.1.6. Blasten im peripheren Blut

Im peripheren Blut wird die Anzahl der myeloischen Blasten angegeben.

Bei nahezu allen Patienten lassen sich leukdmische Blasten im Differentialblutbild
nachweisen.
Die Werte reichen von O bis 99% mit einem Mittelwert von 54,6 %. Die

Standardabweichung betriagt 32,4. In 48 Fillen konnte die Blastenanzahl nicht ermittelt

werden.
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Tabelle 9: Anzahl der Blasten im peripheren Blut

Charakteristikum Anzahl Prozent
Blasten im peripheren Blut

Normwert: 0%

» 0-9% 11 8,6
» 10-19% 4 3,1
» 20-29% 7 5.5
» 30-39% 8 6,3
» 40-49% 2 1,6
» 50-59% 7 5,5
» 60-69% 6 4,7
» 70-79% 10 7,8
» 80-89% 13 10,2
» 90-100% 12 9.4
» fehlend 48 37,5

4.1.7. Blasten im Knochenmark

Die Diagnose einer AML wird anhand der Blastenanzahl im Knochenmark gestellt. Die

Darstellung erfolgt in Zehnerschritten von 0% bis 100%.

Tabelle 10: Anzahl der Blasten im Knochenmark

Charakteristikum Anzahl Prozent
Blasten im Knochenmark

> 0-9% 1 0,8
> 10-19% 2 1,6
» 20-29% 6 4,7
» 30-39% 4 3,1
> 40-49% 1 0.8
» 50-59% 5 3,9
» 60-69% 8 6,3
> 70-79% 15 11,7
» 80-89% 26 20,3
> 90-100% 32 25,0
» fehlend 28 21,9

Zur Diagnose einer akuten myeloischen Leukdmie muss der Blastenanteil in der Regel im

Knochenmark bei iiber 30% der kernhaltigen Zellen im Knochenmark liegen (12). Dies ist
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bei 75,8% der Fall. Uber 50% der Knochenmarkproben weisen einen Blastenanteil von
tiber 70% auf.

Bei einem Patienten liegt der Anteil bei 0-9% und bei zwei Patienten bei 10-19%.

Die Werte reichen von 5 bis 100% mit einem Mittelwert von 72,3%. Die
Standardabweichung betrigt 23,1. 28 Angaben fehlen.

4.1.8. Therapie und Therapieergebnisse

Die verschiedenen Hiufigkeiten der durchgefiihrten Therapien wird gezeigt. Die Gruppen
beinhalten dabei auch solche Patienten, die keine Therapie erhalten oder eine seltene

Therapie bekommen haben.

Tabelle 11: Verteilung der verschiedenen Therapieschemata

Charakteristikum Anzahl Prozent
Therapie

» keine Therapie 10 7,8

» TAD/HAM 37 28,9
» HAM 44 34,4
» TAD 22 17,2
» ATRA 2 1,6

» sonstige Therapie 13 10,2

Man erkennt, dass 92,2% der Patienten eine Therapie erhalten haben. 7,8% bekamen keine
Therapie auf Grund von Multimorbiditit des Patienten oder Ablehnung durch den
Patienten. Am héufigsten wurde das HAM-Schema angewendet.

Das TAD/HAM- bzw. HAM-Schema fand sich in 62,2% bzw. 57,1% bei Patienten unter 60
Jahren. Die Therapie nach dem TAD-Schema fand in 81,8% Anwendung bei Patienten iiber
60 Jahren.

4.1.8.1. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie

Die Unterteilung wird vorgenommen in die Gruppen, die mehr oder weniger als 5% Blasten

am Tag 16 aufweisen.
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Nahezu in der Hilfte der Fille zeigte die Knochenmarkpunktion an Tag 16 der
Chemotherapie eine Reduktion des Blastenanteils auf unter 5%. 41,4% der Patienten haben
mehr als 5% Blasten. 68,2% der Patienten unter 60 Jahren hatten weniger als 5% Blasten.
Bei den idlteren Patienten war die Verteilung 49,1% (<5% Blasten) und 50,9% (>5%
Blasten).

Abbildung 13 zeigt, in welchem Malle die Therapien eine Reduktion der Blastenanzahl

erreichen konnten.

25 Blasten an Tag 16 der
Chemotherapie

W =5%

M =5%

20

TADMHAM HAM TAD ATRA sonstige
Therapien

Therapiecodierung

Abbildung 13: Darstellung der Reduktion an Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie durch
die verschiedenen Therapien

Man erkennt, dass es durch das HAM- und TAD-Schema (61,5% bzw. 75,0%) relativ
gesehen hiufiger zu einer Reduktion der Blasten unter 5% gekommen ist als beim
TAD/HAM-Schema (47,1%). Das letztere Schema hat demnach mehr Fille, die mehr als
5% Blasten vorweisen. Bei der Therapie mit ATRA wurde bei allen Patienten eine
Reduktion unter 5% erreicht. In der Gruppe ,,sonstige Therapie* ist kein Unterschied

festzustellen. Es fehlen die Daten zu 19 Fillen.
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4.1.8.2. Remission

Die Remission, die refraktire AML und Patienten, die an einem frithen Tod verstorben

sind, lassen sich anhand von Tabelle 12 unterscheiden.

Tabelle 12: Aufteilung der Fille in Bezug zur Remission

Charakteristikum Anzahl Prozent
Remission

» CR 81 63,3

» refraktire AML 15 11,7

» carly death 21 16,4

» keine Therapie 3 6,3

> fehlend 3 2.3

Bei 81 Patienten konnte durch die Chemotherapie eine komplette Remission erreicht
werden. Insgesamt konnte dieser Status bei 45 Patienten nicht erreicht werden. Entweder
war die Erkrankung refraktir, der Patient ist sehr frith verstorben oder der Patient erhielt
keine Therapie.

76, 4% und 55,2% der Patienten unter bzw. tiber 60 Jahren konnten den Status der
kompletten Remission erreichen. 80% der Fille mit refraktirer AML finden sich bei der
Gruppe iiber 60 Jahren.

Bei dem TAD/HAM-Schema sowie dem HAM-Schema wurde in 73,0% bzw. in 79,5%
eine CR erreicht. Bei dem TAD-Schema sind dies 59,1%. Im Falle der Therapie mit ATRA
trat in 100% eine CR auf. Sind andere Therapien angewendet worden, so betridgt der Anteil

an Patienten in CR 33,3%.
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4.1.8.3. Rezidiv

In Tabelle 13 ist gezeigt, wie viele Patienten ein Rezidiv bekommen haben.

Tabelle 13: Darstellung der Untergruppen des Parameters Rezidiv

Charakteristikum Anzahl Prozent
Rezidiv

> nein 36 28,1
> ja 43 33,6
» carly death, keine 42 32,8

Therapie, keine

Remission, Hypoplasie
> unbekannt 3 2,3
> fehlend 4 3,1

Im weiteren Verlauf der Erkrankung ist es bei einem Drittel der Patienten zu einem Rezidiv
gekommen. Ein Drittel befindet sich in kompletter Remission. Bei einem weiteren Drittel
kann man nicht von einem Rezidiv sprechen. In diesen Fillen ist der Patient entweder frith
verstorben, hat keine Therapie erhalten oder hat keine Remission erreicht.

Die Aufteilung in Rezidiv ,,Ja* und ,,Nein* erlaubt eine iibersichtlichere Darstellung. Diese

wird in Bezug zur angewendeten Therapie in Abbildung 14 gezeigt.

25 Rezidiv_dichotom

W komplette Remission
B Rezdivirefraktar

TADHAN HAM TAD ATRA sonstige
Therapien
Therapiecodierung

Abbildung 14: Auftreten eines Rezidivs in Abhédngigkeit von der angewendeten Therapie
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Bei der Therapie mit HAM iiberwiegt die Anzahl der Patienten in CR diejenige mit einem
Rezidiv oder einer refraktiren AML (58,3% zu 41,7%). Bei allen anderen Therapien ist
dies umgekehrt. Es liegen hier mehr Félle mit Rezidiv vor. Bei der Therapie mit ATRA
bleibt zu beriicksichtigen, dass eine Angabe zum Rezidiv hier fehlt und so nur zu einem
Fall eine Angabe gemacht wird.

59,3% der Rezidive traten bei Patienten iiber 60 Jahren auf. 68,1% dieser Patienten und

52.,4% der Patienten unter 60 Jahren erlitten ein Rezidiv.

4.1.8.4. Tod

Tabelle 14 gibt die Anzahl der noch lebenden Patienten und der verstorbenen Patienten an.

Tabelle 14: Anteil der lebenden und verstorbenen Patienten

Charakteristikum Anzahl Prozent
Tod

> lebend 46 35,9
> verstorben 79 61,7
> fehlend 3 2.3

Nach Ende der follow-up-Zeit leben noch 35,9% der Patienten. 20 Patienten fallen unter die
Kategorie des frithen Todes (early death).

Die follow-up-Zeit reicht von 8 Tagen bis 7,78 Jahren mit einem Mittelwert von 634,54
Tagen. Die Standardabweichung betrigt 694,514.

48




4.2. hAES-Expression bei AML und normalem Knochenmark

Im folgenden Abschnitt wird die Expression des humanen amino-enhancer-of-split-Proteins
(hAES) zum einen isoliert und ab 4.3. in Verbindung zu den einzelnen Daten der Tabelle,

wie sie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurden, dargestellt.

4.2.1. hAES-Expression aller Proben

Zunichst erfolgt eine Ubersichtstabelle, die die Expression des hAES-Proteins bei den
gesamten Proben der AML-Patienten sowie bei den Proben aus gesundem Knochenmark
zeigt. Diese Tabelle zeigt die Expressionsstirke der auf dem Tissue-Microarray
befindlichen Proben als Mittelwerte der Doppelproben. Die Unterscheidung in der
Auszidhlung beinhaltet die Bereiche 0 (keine Expression), 1 (wenig Expression), 2 (mittlere
Expression) und 3 (hohe Expression). Diese 4 Gruppen werden nun zusammengefasst in
die Bereiche <=1, 1-2, >=2-3. Der zweite Teil der Tabelle nimmt eine grobere Einteilung
vor, indem die Gruppen <=1 und 1-2 zu einer Gruppe mit der Expressionsstirke ,,Jlow

zusammengelegt werden. Die Gruppe ,,high* besteht demnach aus den Stirken >2-3.

Tabelle 15: hAES-Expression bei AML-Proben und normalem Knochenmark (NBM, normal bone marrow)

Expressionsstiarke/Anzahl (AML) Prozent (AML) |Anzahl (NBM) |Prozent (NBM)
hAES

» <=1 29 22,7 30 75

> 12 59 46,1 8 20

» >=2-3 36 28,1 2 5

» fehlend 4 3,1 0 0

> low 88 68,8 38 95

> high 36 28,1 2 5

fehlend 4 3,1 0 0

Insgesamt sind 4 Probepaare bei den AML-Patienten nicht auswertbar, d.h. dass auf dem
Schnitt keine hamatopoetischen Zellen erkennbar waren. Dies ergibt die Anzahl der

fehlenden Werte.
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Man erkennt, dass sich 22,7% der Proben der Gruppe mit der niedrigen Expression, 46,1%
der mittleren Expression sowie 28,1% der hohen Expression zuordnen lassen.

Die Aufteilung in ,,Jlow* und ,high* ergibt 68,8% bzw. 28,1%.

Bei den Zellen des normalen Knochenmarks zeigt sich, dass zu 95% eine niedrige

Expression vorliegt und in 5% eine hohe.

Fasst man nun alle Proben zusammen, so errechnet sich eine Gesamtzahl von 168 Proben.
Die Abbildung 15 zeigt ein Kreisdiagramm. Hier wird noch einmal deutlich, dass es bei den
AML-Proben hiufiger zu einer ,high“-Expression des hAES-Proteins kommt. Die vier

fehlenden Werte bleiben in dieser Graphik unberiicksichtigt.

AML und NBM

W 10w (aML)
[ low (NBM)
[ high (AML)
M high (NEM)

Abbildung 15: Kreisdiagramm zur hAES-Expression bei AML und NBM

In Abbildung 16 ist ein Bild des Tissue-Microarray der AML-Proben gezeigt. Die Proben

sind entsprechend der rechten Abbildung aufgetragen. Man erkennt die unterschiedlich
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starke Rotfarbung der Knochenmarkproben. Ein starkes Rotsignal zeigt eine hohe hAES-

Expression an.

Zum Vergleich zeigt Abbildung

17 den

Tissue-Microarray  der

Knochenmarkproben. Hier féllt der geringere Anteil an stark rot gefdarbten Proben auf.
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Abbildung 16: Tissue-Microarray der AML-Proben und Schema der Probenauftragung
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Abbildung 17: Tissue-Microarray des normalen Knochenmarks
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4.3. hAES-Expression in Bezug zu den einzelnen Parametern bei Patienten mit AML

Im Folgenden wurde die Expression des hAES-Proteins in den einzelnen Untergruppen der

Patiententabelle analysiert. Hier beschrinkt sich die Darstellung auf die Gruppen ,,Jow* und

Jhigh.

4.3.1. Alter und Geschlecht

Bei Patienten, die jiinger als sechzig Jahre alt sind, ist zu 63,6% eine niedrige Expression zu

finden. Bei Patienten iiber sechzig Jahre ist das bei 77,3% der Fall. Relativ gesehen sind

also bei jiingeren Patienten mehr Patienten, die eine hohe Expression aufweisen. Absolut

gesehen zeigt sich, dass 57,1% der Proben mit einer hohen Expression zur Gruppe der unter

60-Jdhrigen gehort. Dies verdeutlicht Abbildung 18.

G0

urter_60_Jahre ueher_&0_Jahre
sechzig Jahre

Abbildung 18: hAES-Expression bei Patienten unter und iiber 60 Jahren

AES low und high

Biow
& high

Bei Proben von Patientinnen findet sich in 65,5% eine niedrige und in 34,5% eine hohe

Expression. Bei Ménnern ist die Verteilung 75,4% und 24,6%. Bei beiden Geschlechtern
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tiberwiegen demnach Proben mit niedriger Expression. In 52,8% der Fille mit hoher

Expression stammen diese von Patientinnen.

4.3.2 Diagnose

Die Expression von hAES in den FAB-Subtypen zeigt Tabelle 16. Es ist auch die
Verteilung der Proteinexpression bei den primir und sekundér entstandenen Leukdmien zu

finden.

Tabelle 16: hAES-Expression in den FAB-Subklassen und den primir/sekundir entstandenen Leukidmien
Charakteristikum  low high

Zeilen%; Spalten% Zeilen%; Spalten%

FAB-Klassifikation

> MO 100; 1,1 0; 0

> Ml 94,4; 19,3 5,6; 2,8
> M2 80,8; 23,9 19,2; 13,9
» M3 100; 2,3 0;0

» M4/M4eo 66,7; 14,8 33,3; 41,7
» M5 70,7; 33,0 29,3; 33,3
» M6 57,1; 4,5 42.9; 8,3
> M7 100; 1,1 0;0
Primiire bzw.

sekundiire

Leukiimie

» primir 76.4; 80,0 23.,6; 60,0
» sekundir 54,8; 20,0 45,2; 40,0

Bei der M1, M2, M4, M5 und M6 liegen vorwiegend niedrige Expressionen des Proteins
vor. Die M1 und M2 zeigen mehr Anteil in der niedrigen Expression als die M4 und MS5.
Fir die MO, M3 und M7 ist die Auswertung auf Grund der niedrigen Fallzahl nicht
aussagekriftig.

Bei der primdren AML-Erkrankung finden sich dreimal mehr Fille mit niedriger als mit
hoher Expression. Bei den sekundidren Formen ladsst sich nur ein geringer Unterschied

zwischen ,,Jow* und ,,high* feststellen.
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4.3.3. Zytogenetik

Aus der Analyse der hAES-Expression bei den untersuchten zytogenetischen Befunden
geht hervor, dass in mehr als zwei Drittel der Fille die niedrige Expression vorherrscht.
Eine Aussage bei der inv(16), der t(15;17) und der t(8;21) ist schwierig, weil nur drei bzw.

je zwei Proben vorlagen mit den entsprechenden Befunden.

4.3.4. Leukozyten, Thrombozyten, Himoglobinwert

Bei der Analyse der Blutbilder in Bezug zu der Leukozyten- und Thrombozytenzahl sowie

zum Himoglobinwert ist eine sehr heterogene Verteilung in den Untergruppen zu finden.

4.3.5. Laktatdehydrogenase
Die hAES-Expression in Bezug zur LDH-Aktivitidt liegt bei 75,0% (Normwert), 73,5%
(240-480 U/ml) und 70,0% (>480 U/1) fiir die niedrige Expression.

4.3.6. Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark

Die Untersuchung der Expression bei den verschiedenen Blastenanzahlen im peripheren
Blut und im Knochenmark lisst eine Tendenz dahingehend erkennen, dass es mit hoherer

Anzahl an Blasten zu einer niedrigeren Expression des hAES-Proteins kommit.
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4.3.7. Therapie und Therapieergebnisse

304 AES low und high

M ow
[ high

20+

Anzahl

leine TADMHAM HAM TAD ATRA sonstige
Therapis Therapizn

Therapie
Abbildung 19: Patientenanteile mit hoher und niedriger Expression in den Therapiegruppen

Abbildung 19 veranschaulicht die Verteilung der Proteinexpression in den
unterschiedlichen Gruppen der Therapien. Ein kausaler Zusammenhang zwischen diesen
beiden Parametern existiert nicht. Die Graphik soll demnach veranschaulichen, in welcher
Therapieform der Anteil der Patienten mit einer hohen oder niedrigen hAES-Expression

jeweils war. Das Uberleben nach Therapie wird in Abschnitt 4.4.1.4. gezeigt.
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4.3.7.1. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie

Unterschiede in den Gruppen, die mehr oder weniger als fiinf Prozent Blasten im

Knochenmark aufweisen an Tag 16 der Chemotherapie, zeigt Abbildung 20.

40 AES low und high

Hiow
[ high

Anzahl

=5%, =5%
Blasten an Tag 16 der Chemotherapie

Abbildung 20: Blasten an Tag 16 der Chemotherapie und hAES-Expression

Man erkennt, dass in beiden Gruppen die niedrige Expression vorherrscht. Es sind 63,% bei
Blasten unter 5% und 73,2% bei Blasten iiber 5% an Tag 16 der Chemotherapie. 64,5%

aller Félle mit hoher Expression fallen unter die Kategorie mit weniger als 5% Blasten.
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4.3.7.2. Remission

Nachfolgend ist die Anzahl der ,low* und ,high“-Expression bei den Patienten beim

Parameter ,,Remission‘ gezeigt.

Tabelle 17: hAES-Expression bei Remission

Charakteristikum low high
Zeilen%; Spalten% Zeilen%; Spalten%
Remission
» CR 64,1; 58,8 35,9; 80,0
> refraktire AML 81,3; 15,3 18,8; 8,6
» carly death 81,8; 21,2 18,2; 11,4
» keine Therapie 100; 4,7 0;0

In den jeweiligen Subgruppen ist drei- bis viermal hédufiger eine niedrigere Expression
nachzuweisen. Im Vergleich der Gruppen untereinander fillt auf, dass Patienten, die sich in
Remission befinden, den groften Anteil mit einer hohen Expression aufweisen. Bei
Patienten, die keine Therapie erhalten haben, ist ausschlieBlich eine niedrige Expression zu

finden.

4.3.7.3. Rezidiv

In der Aufteilung des Parameters Rezidiv in ,,Remission‘ und ,,Rezidiv/refraktir*wird nach

der hAES-Expression geschaut.

Tabelle 18: hAES-Expression bei Rezidiv
Charakteristikum low high
Zeilen%; Spalten% Zeilen%; Spalten%

Rezidiv

» Remission

» Rezidiv/refraktire 60,6; 34,5 39.4; 41,9
AML 67,9; 65,5 32,1; 58,1

57




Beide Untergruppen zeigen ein Uberwiegen der niedrigeren Expression in #hnlicher Hohe.

Insgesamt sind mehr Fille der hohen Expression bei Patienten mit Rezidiv oder refraktirer
AML zu finden.

4.3.7.4. Tod

Bei den lebenden Patienten ist in 58,1% die niedrige Expression und in 41,9% die hohe
Expression zu finden. Bei verstorbenen Patienten ist in 76,9% der Proben die hohe
Expression nachzuweisen, in 23,1% die niedrige.

In zwei Drittel der Proben von Patienten, die verstorben sind, findet man also die niedrige

Expression, wohingegen der Anteil von ,Jow* und ,high“ bei lebenden Patienten eher

ausgeglichen ist.

Balkendiagramm

50 AES low und high

Miow
B high

Anzahl

alive dead

dead

Abbildung 21: Anteil lebender und verstorbener Patienten in Bezug zur Expression von hAES
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4.4. Uberlebensanalysen

4.4.1. signifikante Ergebnisse

Die einzelnen gesammelten Parameter werden im Folgenden in ihrer Bedeutung auf die
Uberlebenszeit der Patienten gezeigt. Die Darstellung in Abschnitt 4.4.1.1. beschrinkt sich
auf die Parameter, bei denen im Log-Rank-Test (Mantel-Cox) ein signifikantes Ergebnis
errechnet wird (p < 0,05). In Abschnitt 4.4.1.2. werden kurz die p-Werte der Parameter
dargestellt, bei denen dieser iiber 0,05 lag.

4.4.1.1. Alter
Patienten, die dlter als sechzig Jahre sind, iiberleben kiirzer als jiingere Patienten (p= 0,01).
Von den Patienten unter sechzig Jahren leben nach Abschluss der Beobachtung 47,2%, von

den ilteren Patienten 29,0%.

4.4.1.2. Geschlecht

Patientinnen zeigen ein lingeres Uberleben als Patienten (p= 0,002).

51,8% der Frauen bzw. 25,0% der Ménner leben nach Ende der Beobachtungszeit.

4.4.1.3. Diagnose
Einen p-Wert von 0.006 ergibt die Analyse der Uberlebenszeit bei den FAB-Typen.

Tabelle 19 zeigt den Anteil der Uberlebenden in den unterschiedlichen FAB-Gruppen.
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Tabelle 19: Anteil der Uberlebenden in der Klassifikation nach FAB

FAB-Typ Anteil der Uberlebenden (%)

MO 100

M1 16,7

M2 44,0

M3 100

M4/M4eo 35,7

MS5 36,6

M6 50

M7 0

Bei der MO, M3, M6 und M7 ist zu beriicksichtigen, dass diese Diagnosen bei wenigen
Patienten gestellt wurden. So ist eine Aussage beziiglich des Uberlebens schwierig.
Festzuhalten ist, dass die M2, M4/M4eo sowie die M5  dhnliche
Uberlebenswahrscheinlichkeiten um die 40% zeigen. Das Uberleben bei der M1 liegt bei
16,7%.

4.4.1.4. Therapie

Die Analyse der verschiedenen Therapien ergibt einen p-Wert von p< 0,001. Je nach
erhaltener Therapie kommt es zu einer unterschiedlichen Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Dies ist in Tabelle 20 gezeigt.

Tabelle 20: Anteil der Uberlebenden in den unterschiedlichen Therapiegruppen

Therapie Anteil der Uberlebenden (%)
ATRA 100
HAM 51,2
TAD/HAM 36,1
TAD 27,3
sonstige Therapie 154
keine Therapie 12,5

Beim HAM-Schema war der Anteil der Uberlebenden 51,2% und damit grofer als bei den
anderen Therapieformen. Bei TAD/HAM iiberlebten etwas mehr und bei TAD etwas
weniger als ein Drittel der Patienten. Den geringsten Anteil findet man bei Patienten, die
mit anderen Therapien behandelt wurden oder keine Therapie erhielten.

Bei ATRA sind zu wenig Fille vorhanden, so dass die Aussage nicht reprisentativ ist.
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4.4.1.5. Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie

Bei einer Blastenreduktion im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie unter 5% ist das
Uberleben signifikant besser als bei einer geringeren Reduktion der Blastenzahl (p= 0,017).
52,6% der Patienten mit weniger als 5% Blasten iiberlebten im Vergleich zu 29,3% der

Patienten mit mehr als 5% Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie.

4.4.1.6. Remission

Patienten in Remission zeigen eine bessere Uberlebensrate als solche, die diesen Status
nach Chemotherapie nicht erreichen konnten (p< 0,001). 55,7% mit CR {iberlebten. Bei
einer refraktiren AML lag dieser Anteil bei 6,3%

4.4.1.7. Rezidiv

Patienten mit einem Rezidiv bzw. einer refraktiren Leukimie iiberleben schlechter als
solche, die in der Remission bleiben (p< 0,001). Die Anteile der Uberlebenden betragen
83,3% bzw. 24,1%.

4.4.1.8. hAES-Expression ,JJow*‘ und ,,high*
Ein p-Wert von 0,028 ergibt die Analyse der hAES-Expression in ,,Jow* und ,,high*“. Bei

einer hohen hAES-Expression ist die Uberlebensrate signifikant besser. 29,8% der
Patienten mit der niedrigen Expression und 50,0% der Patienten mit hoher Expression
tiberleben. Dies wird in Abbildung 22 veranschaulicht. Zensierte Daten bezeichnen solche

Ereignisse, die zum Abschluss des Beobachtungszeitraums noch nicht eingetreten sind.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 22: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier; dargestellt ist das kumulative Uberleben (kum.
Uberleben) in Abhingigkeit von der hAES-Expression

4.4.2. nicht signifikante Ergebnisse

Die Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier bei den in Tabelle 21 genannten Parametern

kein signifikantes Ergebnis. Diese Analysen wurden durchgefiihrt, werden aber in der

Diskussion in Kapitel 5 nicht weiter behandelt.

Tabelle 21: Parameter ohne signifikanten p-Wert in der Kaplan-Meier-Analyse

Parameter p-Wert
Primir/sekundir 0,184
Zytogenetik 0,915
Leukozyten 0,835
Thrombozyten 0,184
Hémoglobinwert 0,723
ILaktatdehydrogenase 0,498
Blasten im peripheren Blut 0,455
Blasten im Knochenmark bei Erstdiagnose 0,676
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5. Diskussion

In der Auswertung wurden zunéchst die Parameter der erstellten Tabelle in einer gesamten
Ubersicht dargestellt. Im zweiten Abschnitt erfolgte eine Verkniipfung mit der Auswertung
des Tissue-Arrays und der Expression in der immunhistochemischen Darstellung des
humanen amino-enhancer-of-split Proteins. Des Weiteren wurden Uberlebensanalysen nach
der Methode von Kaplan-Meier durchgefiihrt.

Um die klinische Bedeutung des humanen amino-enhancer-of-split-Proteins zu bewerten,
ist im néchsten Schritt eine Zusammenschau der hAES-Expression in Verbindung zu den
untersuchten Parametern und der Uberlebensanalyse nétig.

Zuallererst ist festzustellen, dass es in Patienten mit einer AML zu einer hoheren
Expression des hAES-Proteins kommt, als es bei normalen Knochenmarkproben zu
beobachten ist. Dies ist anhand der Tabelle 15 moglich. Nur 5% der Proben des gesunden
Knochenmarks zeigen eine hohe hAES-Expression im Vergleich zu den AML-Proben, bei
denen man dies in 28,1% findet.

Aus den Abbildungen 16 und 17, die die Tissue-Array der AML- bzw. NBM-Proben
zeigen, ist ersichtlich, dass sich die AML-Proben wesentlich stiarker mit einem Antikorper
gegen hAES in der Immunhistochemie anfiarben lassen als die gesunden
Knochenmarkproben. Man erkennt dies an der stirkeren Rotfarbung auf dem Tissue-Array
der AML-Fille.

Es wurde weiterhin gezeigt, dass es bei einer hohen Expression des hAES-Proteins im
Zellkern zu einem besseren Uberleben der Patienten kommit.

Diese Feststellung wirft nun die Frage nach den méglichen Ursachen auf.

Wie in der Einleitung beschrieben, kommt den TLE-Proteinen sowie dem hAES-Protein
eine Bedeutung in der Regulation der Transkription zu. Die langen Proteine TLE-1 bis
TLE-4 wirken als Inhibitoren der Transkription, indem sie eine Funktion als Korepressor
tibernehmen. Sie binden iiber spezifische Proteine an die DNS und erniedrigen die Rate der
Transkription (9). Dem hAES-Protein wird eine hemmende Funktion in Bezug auf die

anderen Proteine der TLE-Familie zugeschrieben. Es fordert somit die Rate der
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Transkription (2). Die genannten Proteine wirken im Wingless-Signalweg mit. Diesem
Signalweg kommt eine Bedeutung in der normalen Himatopoese und der Pathogenese der
AML zu (15).

Eine abschlieBende Erklirung fiir eine bessere Uberlebensrate bei Patienten mit einer hohen
hAES-Expression lédsst sich aus diesen molekularen Wirkmechanismen nicht vollstidndig
und umfassend erlautern. Welche Gene genau von hAES gesteuert werden und was diese
dann fiir die Tumorentstehung bedeuten, bleibt Gegenstand weiterer Grundlagenforschung.

Weitere Vermutungen ergeben sich anhand der Auswertung, wenn man analysiert, bei
welchen Parametern eher eine hohere Expression zu finden ist und welche Parameter mit
einem signifikant besseren Uberleben einhergehen.

Als erstes ist festzuhalten, dass sich eine hohere Expression von hAES bei Patienten findet,
die jiinger als sechzig Jahre sind. Patienten unter sechzig Jahre haben eine giinstigeres
Uberleben. Dies wurde auch als Prognosefaktor gewertet (21).

Eine vorwiegend hohere Expression findet sich bei weiblichen Patienten. Obwohl die
Gesamtanzahl von Patientinnen geringer ist als die von Patienten, stammen 52,8% der
Proben mit hoher Expression von Patientinnen. Diese haben in der Kaplan-Meier-Analyse
eine bessere Uberlebensprognose. Hier ist festzuhalten, dass es relativ betrachtet etwas
mehr Patientinnen gibt, die jiinger als sechzig Jahre sind. Dies konnte ein Grund fiir deren
bessere Prognose sein.

Patienten unter Therapie haben eine bessere Prognose und ein besseres Uberleben als
Patienten ohne Therapie. Das beste Uberleben zeigte sich bei Anwendung des HAM-
Schemas (50% Anteil der Uberlebenden). In 67,5% fand sich hier eine low-Expression.
Diese Therapieform wurde vorwiegend bei den jiingeren Patienten angewendet. In den
Gruppen nach dem TAD/HAM- und TAD-Schema iiberlebten 36,1% bzw. 27,3%. Die low-
Expression lag hier bei 56,8% bzw. 77,3%. 62,2% der Therapien nach TAD/HAM wurden
bei den unter 60-Jahrigen durchgefiihrt. Das TAD-Schema fand in 81,8% Anwendung bei
Patienten iiber 60 Jahren. Aus der Korrelation von Alter und Therapie ist erkennbar,

weshalb es zu den unterschiedlichen Uberlebenskurven kommt. Durch das bessere
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Ansprechen der Therapie in der jiingeren Gruppe, welches sich auch im Erreichen einer
kompletten Remission und im Nichtauftreten eines Rezidivs zeigte, kann die giinstigere
Prognose fiir diese Patienten erkldrt werden. Den geringsten relativen Anteil an low-
Expression haben das TAD/HAM- und das HAM-Schema, welche vorwiegend bei den
jiingeren Patienten angewendet wurden und mit einer besseren Uberlebensprognose
einhergingen.

Beim Parameter ,Blasten im Knochenmark an Tag 16 der Chemotherapie® ist bei
denjenigen eine hohere Expression zu erkennen, die weniger als fiinf Prozent Blasten bei
dieser Untersuchung haben. Dies ist ebenfalls mit einer guten Prognose assoziiert und die
Uberlebenswahrscheinlichkeit liegt hoher (9). Dieser Zustand wurde eher bei den jiingeren
Patienten erreicht.

Patienten in Remission haben eine bessere Uberlebensprognose als solche, die diesen Status
nicht erreichen konnten oder ein Rezidiv erlitten. Auch bei der hAES-Expression liegen bei
Patienten in Remission eher hthere Werte vor.

Aufgrund dieser Feststellungen kann man nun einige Griinde fiir ein besseres Uberleben
von Patienten mit einer ,high“-Expression erkennen. Es zeigt sich, dass die hohe
Expression in Korrelation zu den giinstigen Prognosefaktoren steht. Sie kommt vorwiegend
bei jiingeren Patienten vor, die in allen Bereichen besser auf die Therapie ansprechen.
Inwieweit ein kausaler Zusammenhang besteht zwischen der molekularen Wirkung von
hAES, dem Alter sowie dem Ansprechen auf die Therapie, kann in dieser Arbeit nicht
bewiesen werden. Ob eine unterschiedliche Biologie und Pathogenese der AML-
Erkrankung in den beiden Altersgruppen vorliegt und welche Rolle dabei hAES spielt,
bleibt ebenfalls offen.

65



6. Zusammenfassung

Das humane amino-enhancer-of-split-Protein (hAES) spielt eine Rolle in der
Ausdifferenzierung verschiedenster Zellreihen in der Embryogenese sowie im erwachsenen
Organismus. Es gehort zu einer Familie von Korepressoren, die an der Regulierung des
Zellzyklus beteiligt sind. Hierzu gehoren ebenso die Proteine TLE 1-4 (transducin-like-
enhancer-of-split). Dem hAES-Protein wird eine hemmende Wirkung auf die TLE-Proteine
zugeschrieben. Dadurch kommt es im Wingless/Wnt-Signalweg zu einer erhohten
Expression von Proteinen der Zellzyklusregulierung. Es wurde nachgewiesen, dass die
Fusionsproteine der AML wie AMLI-ETO, PML-RARa und PLZF-RARa zu einer
Verstiarkung im Wnt-Signalweg fiihren.

Ziel dieser Arbeit war es, die klinische Bedeutung der Expression von hAES
herauszustellen. Hierzu wurden relevante klinische Parameter wie die Blastenanzahl im
Knochenmark bei Erstdiagnose, die Therapie usw. einbezogen. Weiterhin wurde
untersucht, ob im Krankheitsverlauf eine Remission bestand, ein Rezidiv eingetreten ist
oder ob der Patient verstorben ist.

Die Expression des hAES-Proteins wurde an Knochenmarkproben auf einem Tissue-
Microarray analysiert. Die Proben wurden auf dem Schnitt mittels Immunhistochemie
angefiarbt und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. Proben von gesundem Knochenmark
dienten als Vergleich.

Bei AML-Patienten kommt es zu einer hoheren Expression von hAES als bei Gesunden.
Des Weiteren war festzustellen, dass Patienten mit einer hoheren Expression in der
Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ein signifikant besseres Uberleben zeigen. Eine
weitere Relation zwischen hoher hAES-Expression und einem besseren Uberleben fand
sich bei Patienten unter sechzig Jahren und bei Patientinnen. Dies war auch der Fall bei
Patienten, die an Tag 16 der Chemotherapie weniger als fiinf Prozent Blasten im
Knochenmark aufwiesen, und bei Patienten in Remission. Patienten, die aus verschiedenen

Griinden keine Therapie erhalten haben, zeigten eine niedrigere Expression von hAES.
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Es ist also festzustellen, dass die unterschiedliche hAES-Expression bei AML-Patienten

einen prognostischen Wert fiir den Krankheitsverlauf hat.
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10. Abkiirzungsverzeichnis

%
+

7+3(-Schema)

AMLI/ETO

APC
ATRA
ATRA(-Schema)
BFU-E
bzw.
B-TRCP
°C

CBFp
CD

CFU
CFU-FEM

CFU-GM
CK1

Prozent

Pluszeichen

Chemotherapie mit Cytosin-Arabinosid und Daunorubicin
kleiner gleich

gleich

kleiner als

grofer als

groBler gleich

akute lymphatische Leukdmie

akute myeloische Leukimie

Akutes myeloisches Leuk@dmie Gen 1/englisch eight-twenty-one
in Anlehnung an die Chromosomen 8 und 21
adenomatous polyposis coli

all-trans-Retinolsédure

Chemotherapie mit u.a. dem Einsatz von all-trans-Retinolsidure
burst forming unit erythroid

beziehungsweise

B-transducin-repeat-containing-protein

Grad Celsius

core-binding factor 3

clusters of differentiation

colony forming unit)

colony-forming unit granulocyte-erythroid-makrophage-
megakaryocyte

colony-forming unit granulocyte-monocyte

casein-kinase 1
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CLL
CML
CR
CRi

d.h.
dl
DNS
ed
EPO
et al.
FAB
Flt3

G-CSF

Grg

h

hAES
HAM(-Schema)

Hb

HD

HDAC
HE-Firbung
HLA

IL

INF

chronische lymphatische Leukimie
chronische myeloische Leukédmie
komplette Remission

komplette Remission mit inkompletter himatopoetischer
Regeneration

Tag

das heif3it

Deziliter

Desoxyribonukleinsdure

Friihtod (early death)

Erythropoetin

et alteri

French-American-British-Group
Fms-like tyrosine kinase 3

Gramm

Granulozyten-stimulierender Faktor
Groucho-Proteine

Stunde

humanes amino-enhancer-of-split-Protein
Chemotherapie mit hochdosiertem Cytosin-Arabinosid und
Mitoxantron

Hamoglobinwert

hypoplastischer Todesfall
Histondeacetylase
Hématoxylin-Eosin-Firbung

human leukocyte antigen

Interleukin

Interferon
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inv(16) Inversion 16

ITD interne Tandemduplikation
KOF Korperoberfliche

kum. Uberleben kumulatives Uberleben

| Liter

LEF lymphocyte enhancing factor

LRP-Rezeptor LDL- receptor related protein
LSAB-/AP-Methode Methode, die ein Enzymkonjugat aus Streptavidin und Alkalischer
Phosphatase nutzt

MO-M7 Untergruppen der FAB-Klassifikation fiir die AML
M-CSF Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

MDC multiprotein destruction complex

MDR1 Multidrug-Resistance-Pumpe 1

MDS myelodysplastisches Syndrom

mg Milligramm

Ml Mikroliter

min Minute

MLL myeloid/lymphoid leukemia- oder mixed-lineage leukemia-Gen
MYHI1 myosin heavy chain 11

m? Quadratmeter

m2KOF Quadratmeter der Korperoberfldache

NEZ nichterythrozytire Zellen

NK-Zelle natiirliche Killerzelle

NBM normal bone marrow

pH pH-Wert

PLZF-RARa promyelocytic leukemia-zinc-finger-protein
PML-RAR« promyelocytic-leukemia-retenoic-receptor o

POX Myeloperoxidase
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PR

PYGO

q

RD

Spalten%
t(11;17)
t(15;17)

t(8;21)
TAD(-Schema)

TAD/HAM
Tef

TLE-

TNF

U

u.a.

WHO
Wif-1
Wnt-Signalweg
z.B.
Zeilen%

partielle Remission

pygopus

langer Chromosomenarm

refraktire AML, refractory disease
Spaltenprozent

Translokation der Chromosomen 11 und 17
Translokation der Chromosomen 15 und 17
Translokation der Chromosomen 8 und 21
Chemotherapie mit 6-Thioguanin, Cytosin-Arabinosid,
Daunorubicin

Kombination des TAD- und HAM-Schemas
T-cell factor
transducin-like-enhancer-of-split
Tumornekrosefaktor

Unit

unter anderem

World Health Organisation

Wingless inhibitory factor 1
Wingless-Signalweg
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Zeilenprozent
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