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1. EINLEITUNG

1.1. Epidemiologie, klinisches Erscheinungsbild und Diagnose der Akuten

Myeloischen Leukämie (AML)

Die akute myeloische Leukämie ist eine Erkrankung der Myelopoese, die durch einen

Anstieg der myeloiden Vorläuferzellen im Knochenmark sowie eine Blockade in ihrer

Ausreifung charakterisiert ist. Dies führt letztendlich zu einer Insuffizienz der Hämatopoese

mit Thrombozytopenie, Granulozytopenie und / oder Anämie. Die Inzidenz dieser Erkrankung

beträgt etwa 2,4 – 4 Erkrankte auf 100.000 (Bishop, 1997, Löwenberg et al., 1999) und ist

damit beispielsweise im Vergleich zum Lungenkarzinom (29 auf 100.000) oder dem

Prostatakarzinom (42 auf 100.000) eher niedrig, erreicht jedoch bei Erwachsenen über 65

Jahre eine Häufigkeit von 12,6 auf 100.000 (Löwenberg et al., 1999). In diesem Alter, also

zwischen 65 – 70 Jahren, liegt auch das mediane Erkrankungsalter der Patienten

(Hiddemann et al., 1999).

Das klinische Erscheinungsbild und die Symptome dieser Krankheit sind unspezifisch und

vielfältig. Sie lassen sich jedoch hauptsächlich auf die Infiltration und die damit verbundene

Insuffizienz des Knochenmarkes zurückführen. Typischerweise präsentieren sich die

Patienten mit Müdigkeit, Blutungsneigung oder Fieber und Infektionen, bedingt durch

Anämie, Thrombozytopenie und / oder Granulozytopenie. Ebenfalls lassen sich durch die

Anämie Dyspnoe und Blässe erklären. Andere Symptome ergeben sich durch die

leukämische Infiltration spezifischer Organe, so zum Beispiel die Hepato- und

Splenomegalie, Lymphadenopathie oder Gingivahyperplasie. Als Besonderheit lässt sich hier

auch die Infiltration der Haut, die sogenannte Leukämia cutis, einordnen. Eine

Hyperleukozytose mit mehr als 100.000 Leukozyten pro µl kann zur Leukostase mit okulärer

oder cerebrovaskulärer Symptomatik führen.

Die Diagnose einer AML wird zytomorphologisch durch eine Knochenmarksaspiration,

vorzugsweise aus dem Beckenkamm, gestellt. Für die Diagnose einer AML ist dabei ein

Anteil von mehr als 30 % blastärer Zellen im Knochenmark zu fordern (Löwenberg et al.,

1999). Wichtig ist hierbei die Abgrenzung von akuten Leukämien vom lymphatischen Typ

einerseits sowie von myelodysplastischen Syndromen andererseits, besonders von Formen

mit Blastenexzess, eventuell bereits solchen in Transformation (MDS-RAEB-t nach der FAB-

Klassifikation). Diese Abgrenzung ist jedoch nicht immer einfach zu bewerkstelligen, was in

der neuen WHO-Klassifikation des MDS berücksichtigt wird. Die Diagnose wird dann anhand

der Morphologie und zytochemischer Befunde (Peroxidase- und Esterase-Reaktionen)

spezifiziert. Mittels dieser Befunde erfolgt die Einteilung in die sogenannte French-American-

British-Klassifikation (FAB) der AML. Diese unterscheidet 8 Typen. Es handelt sich dabei im

einzelnen um folgende Subtypen: AML M0 (Myeloblastenleukämie ohne Ausreifung), AML
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M1 (Myeloblastenleukämie mit geringer Ausreifung), AML M2 (Myeloblastenleukämie mit

Ausreifung), AML M3 (Promyelozytenleukämie), AML M4 (Myelomonozytäre Leukämie),

AML M5 (Monozytenleukämie), AML M6 (Erythroleukämie) sowie die AML M7

(Megakaryoblastenleukämie). Zusätzlich lassen sich einzelne dieser Subtypen in weitere

Untergruppen unterteilen. So existiert von der AML M3 eine hypogranuläre Variante, die als

M3v bezeichnet wird, von der AML M4 eine Variante, die durch das Vorliegen von >3 %

abnormen Eosinophilen gekennzeichnet ist und als M4eo bezeichnet wird. Weiterhin lässt

sich die AML M5 unterscheiden in zwei Subtypen, die AML M5a (Monoblastenleukämie) und

die AML M5b (ausreifende Monozytenleukämie). Die Einteilung der AML anhand dieser

Klassifikation hinsichtlich ihrer morphologischen Eigenschaften ermöglicht einerseits das

Abschätzen gewisser spezifischer Risiken, die mit bestimmten Subgruppen verbunden sind.

Von besonderer Bedeutung in diesem Zusammenhang ist sicherlich die

Promyelozytenleukämie, da mit diesem Typ häufig eine Koagulopathie assoziiert ist, welche

trotz einer adäquaten Therapie für eine Frühmortalität von 10 – 15 % verantwortlich ist.

Andererseits erlaubt diese Klassifikation in gewissen Grenzen eine mögliche Aussage über

die Prognose der Patienten. Dies ist jedoch nur bei manchen Subtypen (siehe unter 1.4)

möglich.

Die Diagnose ist jedoch nicht in jedem Fall ausschließlich durch die oben genannten

Methoden sicher zu stellen, weshalb sich in letzter Zeit zwei weitere Verfahren zur

Diagnostik in Ergänzung zur Morphologie bewährt haben. Es handelt sich dabei zum einen

um die Immunphänotypisierung, die anhand der Expression von Oberflächenmarkern die

Zuordnung der Blasten zur myeloischen oder lymphatischen Zellreihe ermöglicht. Es sind

dies beispielsweise die Oberflächenantigene CD13, CD33 oder CDw65, deren Expression

typisch für myeloische Blasten ist. Das zweite, heutzutage unentbehrlich gewordene

diagnostische Mittel ist die Karyotypisierung der AML-Blasten. Chromosomale

Veränderungen lassen sich bei circa 60 % aller AML-Fälle nachweisen (Keating et al., 1988,

Mrozek et al., 1997, Bloomfield et al., 1998) und haben sowohl bedeutsame Hinweise auf die

Pathogenese als auch zutreffende prognostische Aussagen ermöglicht. Mit Hilfe der

Kombination dieser drei Verfahren (Zytomorphologie, Immunphänotypisierung und

Zytogenetik) lässt sich die Diagnose einer AML heutzutage zuverlässig stellen.

1.2. Molekulare Pathogenese

Die Bedeutung spezifischer zytogenetischer Veränderungen liegt nicht nur in ihrer

prognostischen Bedeutung, sondern auch in ihrer Indikatorfunktion zur Analyse der

molekularen Pathogenese. Seit der Entdeckung der pathogenetischen Bedeutung des PML /

RARα Fusionstranskriptes der Translokation (15;17) und der Behandlungsmöglichkeit dieser

Entität mittels All-Trans-Retinol-Säure (Grimwade und Solomon, 1997, He et al., 1998,



1. EINLEITUNG

3

Grignani et al., 1998, Lin et al., 1998), wurden die Bemühungen verstärkt, die Rolle weiterer

solcher Fusionsproteine in der Pathogenese der AML zu entschlüsseln. Die Translokation

(15;17) findet sich bei dem FAB Subtyp M3, der Promyelozytenleukämie. Das PML / RARα

Fusionsprotein verhindert die myeloische Ausdifferenzierung zu Granulozyten und somit ihre

natürliche Entwicklung, die letzen Endes in der Apoptose münden sollte, durch einen

dominant negativen Effekt auf das wildtype RARα Protein. Als Folge kommt es zur

Akkumulation unzureichend ausgereifter promyelozytärer Vorläuferzellen. All-Trans-Retinol-

Säure, die mit diesem Fusionsprotein interagiert und die Blockade beheben kann, stellt die

natürliche Ausreifung der Granulozyten wieder her (Warrell et al., 1993).

Mittlerweile konnten weitere Fusionstranskripte und –proteine nachgewiesen werden, welche

entweder DNA-bindende Transkriptionsfaktoren selbst betrafen, oder aber Proteine, die für

die intrazelluläre Steuerung der Transkription verantwortlich sind (Look, 1997). Es sind dies

das AML1 / ETO (oder CBFβ) Fusionsprotein bei der t(8;21), das CBFβ / MYH11

Fusionsprotein bei der inv(16) sowie Veränderungen der Bande q23 des Chromosoms 11.

AML1 / ETO lässt sich bei ca. 40 % aller AML M2 nachweisen. CBFβ / MYH11 lässt sich bei

der AML M4eo nachweisen und scheint dafür spezifisch zu sein (Löwenberg et al., 1999).

Die detaillierten Funktionen, die diese Fusionsproteine für einen Ausreifungsblock und damit

einen blastären Phänotyp bei diesen AML-Subentitäten ausüben, sind derzeit Gegenstand

zahlreicher Untersuchungen.

1.3. Therapiestrategien bei Erstdiagnose

Die Behandlung einer AML erfolgt in der Regel ohne Verzug, da die Prognose ohne Therapie

infaust ist. Jedoch kann die Behandlung dieser Erkrankung in keiner Weise als standardisiert

gelten und sollte nach Möglichkeit in hämatologischen Zentren oder im Rahmen von Studien

erfolgen. Dennoch gibt es gewisse Gemeinsamkeiten, die allen Therapieprotokollen

zugrunde liegen: Die Ziele, die von allen Therapiestrategien verfolgt werden, sind einerseits

das Erreichen einer Remission, die zytomorphologisch definiert ist als weniger als 5 %

Blasten im Knochenmark sowie die Erholung des peripheren Blutbildes beinhaltet, und

andererseits das Verhindern eines Rezidives. Der erste Schritt, die Remissionseinleitung,

erfolgt mittels der sogenannten Induktionstherapie, die je nach verwendetem Protokoll mit

unterschiedlichen Medikamenten und Dosierungen durchgeführt wird. Der zweite Schritt, die

Remissionserhaltung, wird durch die Konsolidierungstherapie, für die ebenfalls

unterschiedliche Modalitäten bestehen, erreicht. Als drittes Element in der AML-Behandlung

erfolgt während der Therapie der Einsatz supportiver Maßnahmen. Diese umfassen die

Prophylaxe von Infektionen sowie deren frühzeitige Therapie und die Therapie von

Thrombozytopenien und Anämien.
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Induktionstherapie: Seit seiner Einführung im Jahr 1968 (Ellison et al., 1968) hat sich

Cytarabin in der Behandlung der AML als unverzichtbares Medikament erwiesen. Es folgten

die klinische Anwendung weiterer Chemotherapeutika, wobei der zusätzliche Einsatz von

Daunorubicin sich als beste Ergänzung erwies (Omura et al., 1982, Preisler et al., 1987).

Dieses sogenannte 3+7 Protokoll mit einer 3-tägigen Gabe eines Anthrazyklins, meistens

Daunorubicin in einer Dosis von 40 – 60 mg/m2, und einer 7-tägigen Gabe von Cytarabin in

einer Dosis von 100 – 200 mg/m2 gilt heutzutage als Standardtherapie. Dieses Protokoll ist in

der Lage, in großen randomisierten Multizenterstudien komplette Remissionen (CR) in etwa

64 % der Patienten herbeizuführen (Omura et al., 1982, Preisler et al., 1987, Bishop et al.,

1990, Mayer et al., 1994, Kern et al., 1998). Die mediane Dauer der Remission beträgt unter

dieser Therapie etwa 8 bis 12 Monate, das mediane Überleben etwa 9 bis 16 Monate

(Bishop, 1997). Mittlerweile sind intensive Bemühungen unternommen worden, diese

Langzeitergebnisse zu verbessern. Diese umfassten einerseits den Einsatz neuerer

Medikamente, beispielsweise Amsacrin, Mitoxantron, Idarubicin und Etoposid (Smith et al.,

1976, Legha et al., 1980, Estey et al., 1983, Carella et al., 1985) und andererseits eine

Dosisintensivierung des Cytarabin (Hiddemann et al., 1993, Bishop et al., 1996). Insgesamt

lassen sich mit diesen Strategien Remissionsraten von 60 – 80 % und eine 5-Jahres-

Überlebensrate von 30 – 35 % erreichen (Mayer et al., 1994, Appelbaum und Kopecky,

1997, Hann et al., 1997, Stevens et al., 1998).

Postinduktionstherapie: Die Behandlung einer AML ohne eine Postremissionstherapie zur

Rezidivverhinderung gilt als inadäquat. Für jüngere Patienten stehen heutzutage drei

Konsolidierungsverfahren zur Verfügung: die allogene Knochenmarkstransplantation von

einem HLA-passenden verwandten oder unverwandtem Spender, die autologe

Knochenmarks- oder Stammzelltransplantation oder die Chemotherapie als

Konsolidierungstherapie im ursprünglichen Sinne.

Die allogene Knochenmarkstransplantation hat seit ihrer Einführung vor 25 Jahren eine

Heilungsrate von 50 – 60 % erreicht (Thomas et al., 1979, Appelbaum et al., 1984, Cassileth

et al., 1998) und ist somit derzeit die Therapieform mit der stärksten antileukämischen

Wirkung. Diese guten Langzeitergebnisse werden jedoch durch die Toxizität der

myeloablativen Radiochemotherapie und durch die Mortalität bedingt durch

Immunsuppression mit opportunistischen Infektionen (z.B. Epstein-Barr-Virus oder

Cytomegalie-Virus) sowie durch die graft-versus-host-Erkrankung relativiert. Die Obergrenze

für eine allogene Knochenmarkstransplantation beträgt deshalb zurzeit ca. 55 Jahre. In den

letzten Jahren konnten einige Studien zeigen, dass trotz der geringeren Rezidivrate bei

transplantierten Patienten das Gesamtüberleben im Vergleich zu den Nicht-transplantierten

nicht länger war (Cassileth et al., 1998, Keating et al., 1998), wobei diese Aussage sich nur

auf jüngere Patienten bezieht. Des weiteren ist die Stellung der Transplantation in den
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Niedrig-Risiko-Gruppen in der ersten Remission nicht endgültig geklärt, da auch bei diesen

Patienten das Rezidivrisiko mit 30 – 40 % niedriger liegt als im Durchschnitt der AML-

Patienten (Grimwade et al., 1998).

In Fällen, bei denen kein geeigneter Knochenmarksspender zur Verfügung steht, existiert in

der autologen Knochenmarks- oder Stammzelltransplantation nach myeloablativer

Chemotherapie eine weitere Strategie zur Rezidivverhinderung. Verschiedene Studien

konnten zeigen, dass in dieser Weise behandelte Patienten ein reduziertes Rezidivrisiko

besaßen, jedoch auf Kosten einer 3 – 15 % höheren Mortalität als in der

Chemotherapiegruppe (Burnett et al., 1998, Harousseau et al., 1997, Zittoun et al., 1995).

Die wichtigste und am häufigsten durchgeführte Postinduktiontherapie ist nach wie vor die

Chemotherapie als Konsolidierungstherapie im eigentlichen Sinne. Hier hat sich die Gabe

von Hoch-Dosis-Cytarabin (in Einzeldosen von 3 g/m2 Körperoberfläche) als ein

wesentliches Element der Therapie herausgestellt (Mayer et al., 1994, Kern et al., 1998),

jedoch sind nach wie vor Fragen nach der Anzahl der zu verabreichenden Dosen pro Zyklus

oder nach der Gesamtzahl der Zyklen offen und bedürfen weiterer Untersuchungen.

Supportive Maßnahmen: Supportive Maßnahmen haben in der Behandlung der AML einen

hohen Stellenwert und dienen im wesentlichen der Verhinderung von Komplikationen, die

durch den Mangel einer oder aller drei Zellreihen hervorgerufen werden. Eine erhöhte

Infektneigung durch eine Leukopenie wird einerseits prophylaktisch durch die Isolation des

Patienten zum Schutz vor äußeren Keimen sowie durch prophylaktische Antibiose im Sinn

einer Dekontamination angegangen. Bei Fieber erfolgt der frühzeitige Einsatz einer breiten

Antibiose, evtl. kombiniert mit Antimykotika und Virusstatika. Bei Blutungsneigung oder

Anämie erfolgt die Transfusion von Thrombozyten- oder Erythrozytenkonzentraten. Der

klinische Einsatz von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren, vorwiegend rekombinantem

GM-CSF und G-CSF, in der Behandlung der AML erfolgt aus zwei Gründen: Zum einen

können diese Faktoren die durch die zytostatische Therapie induzierte Leukopenie verkürzen

und zum anderen besteht die theoretische Möglichkeit, stoffwechselinaktive und somit für die

Therapie schwer zu erreichende leukämische Blasten in den Zellzyklus zu rekrutieren und

damit durch eine erhöhte Chemosensitivität das Therapieergebnis zu optimieren.

Aus den bisher durchgeführten Studien ließ sich in Bezug auf die Verkürzung der

Neutropenie in der Tat eine schnellere Erholung der neutrophilen Granulozyten durch die

Gabe von G-CSF und GM-CSF zeigen. Diese verkürzte Neutropenie ging klinisch sowohl mit

einer geringeren Inzidenz als auch mit einer geringeren Schwere von Infektionen einher. Die

Wahrscheinlichkeit, eine CR zu erreichen, schien tendenziell in den Gruppen besser, die

Wachstumsfaktoren erhielten. Dennoch konnte keine dieser Studien einen positiven Effekt

der Wachstumsfaktoren bezüglich des Langzeitüberlebens dieser Patienten zeigen (Büchner

et al., 1990, Ohno et al., 1990, Stone et al., 1995, Zittoun et al., 1996).
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Aufgrund von in vitro Daten, die zeigten, dass die Zytotoxizität von Cytarabin gegenüber

klonogenen AML-Blasten durch Koinkubation mit IL-3 oder GM-CSF gesteigert werden

konnte (Lista et al., 1988, Hiddemann et al., 1992), und dieser Effekt nicht nur durch eine

erhöhte Anzahl von in S-Phase befindlichen Blasten sondern auch durch eine gesteigerte

Aufnahme und Bildung von AraCTP in einzelnen Blasten erreicht wurde (Bhalla et al., 1991,

Hiddemann et al., 1992, Braess et al, 2000), bestand die Hoffnung, sich diesen Effekt auch

in vivo nutzbar zu machen. Obwohl es bei Patienten, die zusätzlich G-CSF erhielten, eine

Tendenz zu einer höheren CR-Rate gab, hat sich dieser Effekt nicht in ein signifikant

längeres Überleben umgesetzt. Letzen Endes besteht auch Unklarheit darüber, ob als

einzige Ursache für dieses Ergebnis wirklich die durch G-CSF erhöhte Toxizität von

Cytarabin in Frage kommt (Ohno, 1998). So muss die Frage, ob den in-vitro Daten auch

tatsächliche klinische Bedeutung zukommt, als ungeklärt gelten und ist derzeit noch immer

Gegenstand der Forschung.

Unter Berücksichtigung aller heutzutage verwendeten Induktions- und

Konsolidierungsprotokolle ergibt sich für die neu diagnostizierte AML die Möglichkeit, in

60 – 80 % eine CR zu induzieren. Die 5-Jahres-Überlebensrate beträgt über 40 % (Mayer et

al., 1994, Appelbaum und Kopecky, 1997, Hann et al., 1997, Stevens et al., 1998), das

mediane Überleben aller Patienten mit de-novo-AML etwa 9 – 15 Monate (Preisler et al.,

1987, Bishop et al., 1990, Wiernik et al., 1992). Jedoch ist die AML keinesfalls als homogene

Gruppe anzusehen. Sie lässt sich im Gegenteil in bestimmte Untergruppen aufteilen, die

hinsichtlich ihrer Prognose stark variieren.

1.4. Prognosefaktoren bei Erstdiagnose

Das Vorliegen bestimmter prognostischer Faktoren bei der AML hat bezüglich der

Therapieentscheidung einen großen Einfluss. Ein wesentlicher Faktor hinsichtlich der

Prognose ist das biologische Alter des Patienten. Der negative Einfluss des Alters auf die

Prognose nimmt kontinuierlich von der Kindheit bis zum hohen Alter von 80 Jahren oder

darüber zu. So liegt das Ansprechen auf eine Induktionstherapie bei jungen Patienten, de-

finiert als jünger als 60 Jahre, bei ca. 75 % mit einem 5-Jahres-Überleben von ca. 35 – 40 %

(Wiernik et al., 1992, Mayer et al., 1994, Zittoun et al., 1995, Burnett et al., 1998, Cassileth et

al., 1998), bei Patienten über 60 Jahren hingegen nur noch bei 45 – 55 % Ansprechen auf

Induktionstherapie mit einem 5-Jahres-Überleben von 10 % (Löwenberg et al., 1998,

Hiddemann et al., 1999). Gründe für diese schlechteren Ergebnisse liegen einerseits

sicherlich im häufig reduzierten Allgemeinzustand der Patienten, andererseits jedoch auch

im vermehrten Auftreten ungünstiger Karyotypen und sekundärer Leukämien, beispielsweise

aufgrund von vorangegangenen myelodysplastischen Syndromen.



1. EINLEITUNG

7

Als ein weiterer, entscheidender prognostischer Faktor hat sich in letzter Zeit der Nachweis

von bestimmten zytogenetischen Anomalien oder auch molekulargenetischer Aberrationen

erwiesen (siehe Abb. 1). Etwa 60 % aller AML-Patienten zeigen numerische oder strukturelle

zytogenetische Abnormalitäten, von denen viele unter den derzeitigen Bedingungen der

zytostatischen Therapie eine prognostische Bedeutung für den Krankheitsverlaufes besitzen

(Keating et al., 1988, Mrozek et al., 1997, Bloomfield et al., 1998). So sind die Translokation

(8;21) und die Inversion 16 unter einer Therapie mit Cytarabin und einem Anthrazyklin sowie

die Translokation (15;17) unter einer zusätzlichen Behandlung mit ATRA mit einer generell

günstigen Prognose behaftet. Zusätzlich kommen sie auch häufiger bei jüngeren Patienten

vor. Im Gegenzug lassen sich jedoch auch ungünstige zytogenetische Befunde finden, die

mit einer schlechteren Prognose korreliert sind. Hierzu zählen Abnormalitäten von 11q23

(MLL-Gen), Aberrationen der Chromosomen 5 und 7 (Monosomien, Deletionen) und die

Gruppe der komplex aberranten Karyotypen, welche definiert sind durch die Präsenz von

drei oder mehr numerischen oder strukturellen zytogenetischen Abnormalitäten. Als

intermediär werden Gruppen mit normalem Karyotyp sowie mit allen Veränderungen, die von

der vorherigen Einteilung nicht erfasst werden, bezeichnet. Die Prognose dieser beiden

Gruppen liegt zwischen den günstigen und den ungünstigen.

Abb. 1: Kaplan-Meier-Kurve des Überlebens bei AML, aufgeteilt nach Karytotypen (mit

freundlicher Genehmigung von C. Schoch, Med. Klinik III., Klinikum Großhadern)
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Eine weitere große Gruppe mit einer schlechten Prognose sind die Patienten mit sekundären

Leukämien sowie im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (i. e. Rezidiv) selbst (Löwenberg et

al., 1999). Eine sekundäre AML ist definiert durch das Vorbestehen einer hämatologischen

Erkrankung wie beispielsweise eines MDS oder kongenitaler Neutropenien, oder alternativ

durch den Nachweis einer früheren Exposition mit mutagenen Substanzen oder einer

Bestrahlung (i. A. im Anschluss an die Therapie eines Malignoms).

1.5. Therapiestrategien und Prognose im Rezidiv

Obwohl die Behandlung der AML in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte gemacht hat,

bleibt der Hauptgrund für das Therapieversagen letztlich das Rezidiv, welches in ca. 50 %

aller Fälle auftritt, die primär eine komplette Remission erreicht haben (Webb, 1999).

Abzugrenzen ist das Rezidiv von der Gruppe der primär therapierefraktären Erkrankungen.

Ein Rezidiv ist definiert als das Wiederauftreten leukämischer Blasten (>5 % Blasten im

Knochenmark) nach primär erreichter CR, bei therapierefraktären Leukämien wird eine CR

vor einem erneuten Blastenanstieg nicht erreicht. Eine erfolgreiche Reinduktion im Rezidiv

ist bei 40 – 60 % dieser Patienten mit Chemotherapie oder Knochenmarkstransplantation

immer noch möglich (Brown et al., 1996). Chemotherapieprotokolle, die solche Ergebnisse

erzielen, sind meist sehr intensiv und beinhalten ähnlich der Standardinduktion Cytarabin, in

Standarddosierung oder Hochdosis, und ein Anthrazyklin, aber auch Asparaginase, Etoposid

oder Purinanaloga wie Fludarabin (Capizzi et al., 1984, Estey et al., 1994, Kornblau et al.,

1996, Kern et al., 1997). Dennoch beträgt die 2-Jahres-Überlebensrate bei diesen Patienten

in den meisten großen Studien weniger als 20 % (Vignetti et al., 1996, Steuber et al., 1996,

Thalhammer et al., 1996, Stahnke et al., 1998, Vey et al., 1999, Webb et al., 1999). Selbst

für die Patienten, die eine CR erreichen, beträgt das mediane Überleben lediglich etwa 7

Monate (Thalhammer et al., 1996, Stoiser et al., 2000). Die Situation nach

Knochenmarkstransplantation stellt sich nicht besser dar: Die 100-Tage-Sterblichkeit beträgt

etwa 50 % nach einer zweiten Knochenmarkstransplantation, die Rezidivrate nach einer

zweiten Transplantation ist sehr hoch, und das krankheitsfreie Überleben ist mit 10 – 40 %

sehr niedrig (Webb, 1999). Dieses schlechte Ergebnis hat nach Faktoren suchen lassen, die

eine individuellere Vorhersage erlauben und somit eine Entscheidungshilfe für die

Therapieoptionen im Einzelfall geben.

Zusätzlich zu den bereits unter 1.4. genannten Prognosefaktoren bei neu diagnostizierter

AML haben sich zur Vorhersage des Therapieerfolges im Rezidiv eine Reihe weiterer

Parameter etabliert. Zum einen handelt es sich hierbei um die Geschwindigkeit der

Zytoreduktion des Knochenmarks nach erfolgter Induktion. Die MRC AML 10 Studie ergab

Gesamtüberlebensraten von 53 %, 44 % und 22 % für Patienten mit <5 %, 5 – 20 % sowie

>20 % Blasten im Knochenmark nach dem ersten Zyklus Chemotherapie (Wheatley et al.,
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1999). Als weiterer wichtiger Punkt hat sich die Dauer der ersten Remission erwiesen. Lag

diese lediglich bei sechs Monaten bis zu einem Jahr, so betrug die Wahrscheinlichkeit, eine

CR zu erreichen nur bei 10 – 30 %. Bei Remissionsdauer über einem Jahr betrug die CR-

Rate 40 – 70 % (Thalhammer et al., 1996, Stahnke et al., 1998, Webb et al., 1999, Estey et

al., 2000, Kern et al., 2000). Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass 60 % aller

Patienten ihr Rezidiv im ersten Jahr nach erreichter CR erleiden. Ein zusätzliches Hilfsmittel,

das eine Aussage bezüglich des Therapieerfolges zulässt, ist das Erkennen einer Minimalen

Resterkrankung (Minimal Residual Disease, MRD), definiert als das Vorhandensein

leukämischer Blasten bei zytomorphologisch und klinisch erreichter CR (<5 % Blasten im

Knochenmark und unauffälliges peripheres Blutbild). Es gibt zwei Wege, kleinste

leukämischer Restpopulationen zu erfassen. Zum einen lassen sich mittels Polymerase-

Kettenreaktion die unter 1.2. geschilderten Fusionstranskripte nachweisen. Zum anderen

lassen sich leukämische Klone durch die aberrante Expression von Oberflächenmolekülen

erkennen (Leukemic Aberrant Immunophenotype, LAIP). Beispielsweise fand sich bei

Patienten, die >5 x 10-3 solcher residueller Blasten im Knochenmark nach Induktion

aufwiesen, ein Rezidivrisiko von 67 % im Gegensatz zu einem Rezidivrisiko von 20 % bei

Patienten, die unter diesem Wert lagen (San Miguel et al., 1997). Die Wertigkeit dieser

Untersuchungen wird in aktuellen Studien noch untersucht.

1.6. Das Rezidiv als Phänomen klonaler Selektion

Ausgehend von den klinischen Beobachtungen, die ein schlechteres Ansprechen der

rezidivierten Leukämie im Vergleich zum Zeitpunkt der initialen Diagnose zeigen, muss man

zu dem Schluss kommen, dass es sich bei einem Rezidiv nicht einfach um das

Wiederauftreten der selben leukämischen Population handelt, die bei der primären Diagnose

vorhanden war. Vielmehr weist der Rezidivklon einen veränderten, therapieresistenteren

Phänotyp auf. Zwei Wege sind denkbar, auf denen es zu einer Änderung des funktionellen

Phänotyps gekommen sein kann. Zum einen besteht die Möglichkeit, dass der initiale

Zellklon durch zusätzliche Mutationen verändert wurde. Als Mutagene könnten hierbei die in

der Induktion verwendeten Zytostatika mitverantwortlich sein (Nakano et al., 1999, Naoe et

al., 2000). Zum anderen muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei der initialen

Leukämie nicht um eine homogene Population vollkommen gleicher Zellen handelt. Vielmehr

liegt bei jedem Patienten eine große intraleukämische Heterogenität vor (Kaufmann et al.,

1994, Knaust et al., 2000, Naoe et al., 2000). Bei soliden Tumoren gehen manche Autoren

bei einem vorliegenden malignen Klon von bis zu hundert verschiedenen, in

unterschiedlichem Maße therapieresistenten Klonen aus (Dexter und Leith, 1986). Während

der Induktionstherapie wird nun ein starker Selektionsdruck durch die Therapie ausgeübt,

welche therapiesensible Zellen abtötet, wohingegen der primären Angriff durch resistente
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Zellen überlebt wird und diese sich im Anschluss weiter vermehren, was schließlich zum

klinisch manifesten Rezidiv führen kann. Diese Zellen wären also einem Selektionsprozess

unterworfen worden, der es ihnen ermöglicht, die Reinduktion, die in den meisten Fällen mit

denselben Substanzen durchgeführt wird wie die Induktion, zu überleben.

Es sind verschiedene zelluläre Eigenschaften denkbar, die für die Resistenz leukämischer

Blasten gegenüber Zytostatika verantwortlich sein können.

Veränderte Pharmakokinetik / intrazelluläre Metabolisierungswege: Als Beispiel sei hier

Cytarabin als das häufigste in der Therapie der AML verwendete Medikament genannt,

welches einer ausgeprägten Metabolisierung seitens der Zelle unterworfen ist. Diese beginnt

beim ATP-abhängigen Transport in die Zelle sowie der dortigen Aktivierung in seinen aktiven

Metaboliten Ara-CTP und die sich daran anschließende Desaktivierung. An diesen Schritten

sind eine Vielzahl von Enzymen beteiligt, die somit Einfluss auf den intrazellulären Gehalt

von Ara-CTP und damit seine zytotoxische Wirkung haben. Ein wichtiges Enzym innerhalb

dieser Kaskade ist die Deoxycytidin-Kinase (dCK), das die Phosphorylierung von Cytarabin

bewerkstelligt. Erniedrigte Mengen dieses Enzymes führen zu einer geringeren Bildung von

Cytarabin und somit zu geringerer Wirkung (Kakihara et al., 1998, van den Heuvel-Eibrink et

al., 2001).

Apoptoseinsuffizienz: Dieser Resistenzmechanismus ist auf zwei Wegen zu erreichen. A) Da

zellulär vermittelte Apoptose zum Teil über das CD95 / FAS Ligand System verläuft, kann die

Zelle beispielsweise durch Herunterregulierung ihrer Oberflächenexpression von CD95 dem

Signal zur Apoptoseinduktion entgehen. B) Durch Veränderungen innerhalb des

Apoptoseapparates kann es der Zelle unmöglich werden, selbst bei ausreichend starker

zellulärer Schädigung Apoptose auszuführen. Für diesen Mechanismus gibt es zahlreiche

Beispiele. So führt eine Überexpression des antiapoptotischen Proteins bcl2 zur

Verhinderung von Apoptose (Karakas et al., 1998). Im Falle des proapoptotischen Proteins

p53 führen dagegen Mutationen oder posttranslationale Veränderungen zu einem

Funktionsverlust des Proteins, welcher ebenfalls eine Insuffizienz der apoptotischen

Maschinerie (Vogelstein et al., 2000) induziert.

Zell-Zyklus-abhängige Faktoren: Ein Großteil der in der Therapie der AML eingesetzten

Medikamente entfaltet seine höchste Effektivität in einer bestimmten Zellzyklusphase, der S-

Phase. In dieser Phase werden die für die Zellteilung notwendigen Replikationsschritte der

DNS vorgenommen. Cytarabin wird als Antimetabolit des Cytidin in die DNS eingebaut und

führt dort zu Strangbrüchen. Diese sogenannte Primärläsion ist das wesentliche Signal zur

Initiierung der Apoptose (Spriggs et al., 1987). Cytarabin hemmt ebenfalls für die DNS-

Replikation wichtige Enzyme, beispielsweise die Polymerase α (Chuang und Chuang, 1976).

Cytarabin ist jedoch nicht das einzige in der Therapie der AML verwendete Zytostatikum, das

überwiegend in der S-Phase aktiv ist. Der Topoisomerase β-Inhibitor VP16 (oder Etoposid)



1. EINLEITUNG

11

gehört beispielsweise ebenfalls dazu (Markovits et al., 1987, Chow und Ross, 1987).

Leukämische Blasten, die eine hohe Proliferation besitzen, werden von diesen Zytostatika

bevorzugt angegriffen, während Klone mit langsamerer Proliferation weniger von diesen

Medikamenten inkorporieren. Sie wären somit in der Lage, die Induktionstherapie

unbeschadet zu überstehen. Nicht zuletzt aus diesem Grund hat die Proliferationsaktivität als

mögliche Ursache für eine differentielle Therapiesensitivität zahlreiche Untersuchungen auf

sich gezogen.

1.7. Proliferation

1.7.1. Proliferation und die Wachstumsfaktoren IL3, G-CSF und GM-CSF

Die Proliferation physiologischer Progenitorzellen der hämatopoetischen Reihe wie auch die

Proliferation leukämischer Zellen, unabhängig davon, ob es sich um leukämische

„Stammzellen“ oder weiter ausgereifte leukämische Blasten ohne

Selbsterneuerungskapazität handelt, ist ohne hämatopoetische Wachstumsfaktoren nicht

möglich. Die rekombinant hergestellten Wachstumsfaktoren IL-3, GM-CSF und G-CSF

zeigten im experimentellen Einsatz eine Aktivierung der DNS-Synthese in über 80 % der

untersuchten AML-Proben (Miyauchi et al., 1987, Delwel et al., 1988, Pebusque et al., 1988),

und zählen damit zu den potentesten Stimulatoren der Proliferation leukämischer Blasten.

Ihre physiologischen Funktionen im Einzelnen sind folgende:

Interleukin 3: IL-3 wird hauptsächlich von aktivierten T-Zellen produziert und ist ein

pleiotroper Faktor, der die Proliferation und Differenzierung pluripotenter hämatopoetischer

Stammzellen, aber auch solcher hämatopoetischer Blasten, die bereits auf myeloische oder

lymphoide Entwicklung festgelegt sind, stimulieren.

GM-CSF: GM-CSF ist ein pleiotropes Zytokin, welches die Proliferation, Heranreifung und

Funktion hämatopoetischer Zellen stimuliert. Es wird von einer Vielzahl von Zellen gebildet,

inklusive T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, Mastzellen und Endothelzellen. Die Zellen, auf

die es seinen größten Effekt ausübt, sind neutrophile und eosinophile Granulozyten und

Monozyten / Makrophagen, obwohl auch die Erythropoese und unreife Progenitoren der

granulozytäre Zelllinie durch dieses Zytokin beeinflusst werden (Gasson, 1991). Im

Unterschied zu IL-3 wirkt es nicht mehr auf pluripotente Stammzellen.

G-CSF: G-CSF, ein pleiotropes Zytokin, ist am besten durch seine Wirkung auf die

neutrophile Reihe der Granulozyten charakterisiert. Seine Wirkung besteht in der

Differenzierung und Aktivierung dieser Zellreihe, es wurden jedoch auch Effekte auf andere

Zelllinien (z. B. Megakaryozyten) beschrieben (Gabrilove, 1989). Primitive Stammzellen der

Hämatopoese werden jedoch nicht mehr erfasst.

Bisherige Studien konnten zeigen, dass AML-Blasten regelmäßig Rezeptoren für diese

Wachstumsfaktoren exprimieren, wenn auch in geringer Anzahl (ca. 50 – 250 Rezeptoren
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pro Zelle) (Löwenberg und Touw, 1993). Im großen Unterschied zur physiologischen

Hämatopoese besitzen diese Faktoren in der AML jedoch lediglich noch die Fähigkeit zur

Stimulation (Salem et al., 1989), das Signal zur Ausreifung der Zellen scheint hingegen

verlorengegangen zu sein oder anderweitig blockiert zu werden. Ein weiterer wichtiger

Punkt, der die Abhängigkeit leukämischer Zellen von Wachstumsfaktoren belegt, ist die

Tatsache, dass hämatopoetische Zellen an die Anwesenheit geeigneter Wachstumsfaktoren

gebunden sind. Werden diese entzogen, sterben Zellen via Apoptose (oder programmiertem

Zelltod) (Williams et al., 1990). Beide Befunde belegen, dass Blasten, sowohl was ihr

Wachstum als auch die Verhinderung ihres programmierten Todes angeht, auf die

Bereitstellung der für sie nötigen Wachstumsfaktoren angewiesen sind. Neben parakrinen

Stimulationswegen besteht bei hämatopoetischen Blasten die Möglichkeit der autokrinen

Bereitstellung benötigter Wachstumsfaktoren. Tatsächlich scheinen autokrine Mechanismen

ebenfalls in der AML eine Rolle zu spielen, da der Nachweis erbracht wurde, dass AML-

Blasten zur Produktion von GM-CSF fähig sind und auch auf dieses von ihnen selbst

gebildete GM-CSF mit Proliferation reagierten (Young und Griffin, 1986). Mittlerweile konnte

gezeigt werden, dass auch andere Wachstumsfaktoren (G-CSF, IL-3, Monozyten-CSF) von

AML-Blasten gebildet werden können (Murohashi et al., 1989, Braess et al., 2001) und zur

Stimulation der proliferativen Aktivität beitragen können.

1.7.2. Korrelation von Proliferation und Prognose

Zahlreiche Versuche sind unternommen worden, mittels der Analyse der

Proliferationsaktivität Aussagen bezüglich der Pathogenese, aber auch der Prognose der

AML zu machen. Ein Problem in der Beurteilung dieser Untersuchungen besteht jedoch

darin, dass diese Arbeiten große Unterschiede hinsichtlich der verwandten Methodik

aufweisen, und auch die Definition der proliferativen Aktivität blastärer Zellen keineswegs

einheitlich ist. Die Aussagen dieser Arbeiten sind zum Teil auch aus diesen Gründen nicht

einheitlich und gelegentlich sogar widersprüchlich.

Unterschiedliche Methoden sind herangezogen worden, um Aussagen über die

Proliferationsaktvität zu machen. Eine der am häufigsten verwendeten Ansätze ist der

klonogene Assay, eine Methode, bei der leukämische Blasten auf einer Petrischale

ausgestrichen und über einen längeren Zeitraum inkubiert werden. Im Anschluss wird die

Anzahl der sich aus diesen Blasten gebildeten Kolonien ermittelt (Karp et al., 1987, Karp et

al., 1989, Nara et al., 1992, Brons et al., 1993, Hunter et al., 1993, Nara et al., 1994, Almeida

et al., 1995, del Canizo et al., 1998). Bei vielen dieser Experimente wurde die

Stimulierbarkeit der Blasten durch hämatopoetische Wachstumsfaktoren mitgemessen oder

das autonome Wachstum der Blasten ermittelt.
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Andere Arbeitsgruppen versuchten, sich über die Bestimmung des Zellzyklus der

proliferativen Aktivität von neoplastischen Zellen zu nähern. Dies geschah einerseits mittels

der Bestimmung des intrazellulären Protein- oder DNS-Gehalts über FACS oder andererseits

über Messungen, die den Prozentsatz der Zellen in der S-Phase im Bezug zur

Gesamtpopulation bestimmten (Ffrench et al., 1985, Ffrench et al., 1986, Vidriales et al.,

1995).

Ein dritter Ansatz verfolgte eine Strategie, die Proliferationsaktivität mittels des Einbaus

markierter DNS-Substrate in die Zelle zu untersuchen, unter der Annahme, dass Zellen mit

einer hohen Aktivität mehr markierte Substrate einbauten als solche mit einer langsameren

Proliferation. Die Markierung erfolgte entweder nicht-radioaktiv mit Farbstoffen und

anschließender FACS-Messung in vivo (Riccardi et al., 1986, Giordano et al., 1993) oder

aber mit radioaktiver Markierung in vitro (Riccardi et al., 1986, Löwenberg et al., 1993,

Braess et al., 2001). Bei einigen dieser Arbeiten wurde ebenfalls die stimulatorische

Kapazität von Wachstumsfaktoren mitgemessen.

Viele dieser Untersuchungen versuchten, die in vitro Daten mit dem klinischen Verlauf zu

korrelieren, um so Aussagen bezüglich der prognostischen Wertigkeit dieser Verfahren zu

erlangen, dennoch waren die publizierten Ergebnisse keineswegs eindeutig. So erwies sich

in einigen Arbeiten eine hohe Proliferation als negativer Prognosefaktor, mit geringeren

Remissionen und kürzerem Überleben (Ffrench et al., 1986, Vidriales et al., 1995, Almeida et

al., 1995, del Canizo et al., 1998), während dieses Ergebnis von anderen Autoren nicht

bestätigt werden konnte (Riccardi et al., 1986, Giordano et al., 1993, Braess et al., 2001).

Übereinstimmung besteht jedoch hinsichtlich der Tatsache, dass leukämischen Blasten, die

die Fähigkeit zum autonomen Wachstum, also Wachstum in Kultur ohne extern zugeführte

Wachstumsfaktoren, besitzen, eine schlechte prognostische Bedeutung zukommt (Hunter et

al., 1993). Eine stärkere Proliferation des leukämischen „Bulk“ in Kurzzeitkulturen hingegen

scheint stark mit der initialen Blastenreduktion und somit mit der Wahrscheinlichkeit, eine CR

zu erreichen, korreliert zu sein.

1.7.3. Korrelation von Proliferation und AraC-Inkorporation

Wie bereits erwähnt, besteht zwischen der Wirksamkeit gewisser Zytostatika und dem

Zellzyklus ein enger Zusammenhang. Für Cytarabin als Analogon des Cytidin sind einige

Untersuchungen unternommen worden, die diesen Zusammenhang auch anhand von

experimentellen Daten belegen. Abbildung 2 zeigt, dass die Inkorporation von AraCTP als

Antimetabolit in die DNS streng mit der Proliferationsaktivität korreliert (Braess et al., 2000,

Braess et al., 2001).

Dies ist insofern bedeutsam, als die durch dieses Medikament induzierte Zytotoxizität in

erheblichem Maße durch das Ausmaß seiner Inkorporation in die DNS bestimmt wird (Kufe
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et al., 1980, Riva und Rustum, 1985). Ebenfalls zeigte sich, dass die Proliferation mit den

bereits erwähnten, nach Karyotypen eingeteilten, prognostischen Subgruppen korreliert war,

wobei die günstigen Karyotypen in vitro eine höhere Proliferation zeigten (Braess et al.,

2001), und somit auch sensitiver auf AraC reagieren sollten, wie auch am Beispiel der

Inversion (16) gezeigt werden konnte (Tosi et al., 1998). Andere Arbeitsgruppen fanden im

Rezidiv eine verringertes Vermögen zum klonogenen Wachstum als Hinweis auf eine

geringere Proliferationsaktivität bei gleichzeitig erhöhter Cytarabin-Resistenz bei einigen

untersuchten Patienten (Nara et al., 1992). Somit scheint diesem ex vivo Parameter klinische

Bedeutung zuzukommen.

Abb. 2: Korrelation von Proliferationsaktivität und AraCTP-Inkorporation (Braess et al., 2001)

1.8. Fragestellung

1. Die Proliferation leukämischer Blasten ist ein wichtiges biologisches Kriterium, dass

einerseits Aussagen bezüglich des Therapieansprechens des Patienten zulässt und

andererseits Einfluss auf die Aufnahme, Metabolisierung und damit die Wirksamkeit von S-

Phase-spezifischen Zytostatika nimmt. Die Proliferation ist zu einem wesentlichen Teil von

hämatopoetischen Wachstumsfaktoren abhängig. Diese sind außerdem in der Lage, die

Inkorporation des Zytostatikums Cytarabin sowie dessen Metabolisierung zu seinem aktiven
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Metaboliten AraCTP und dessen Einbau in die DNS zu verstärken. Diesem Vorgang wird für

die zytotoxische Rolle der Substanz eine wesentliche Rolle zugeschrieben. Diese für de-

novo-AML nachgewiesenen Effekte sind für Rezidive der AML weitgehend ungeklärt.

Interessant erscheint in diesem Zusammenhang besonders die Frage, ob im Rezidiv einer

AML eine geringere Proliferation vorliegt, da dieses Merkmal den Blasten einen

Selektionsvorteil verschaffen könnte und somit ein evolutionärer Prozeß im Verlauf der AML

eine Rolle spielt. In der hier vorliegenden Arbeit sollen daher mögliche Unterschiede in der

Proliferationsaktivität und dem AraC-Einbau sowie dem Einfluss von hämatopoetischen

Wachstumsfaktoren auf diese beiden biologischen Eigenschaften zwischen Patienten bei

Erstdiagnose und im Rezidiv einer AML untersucht werden. Dafür wurden folgende

Untersuchungen durchgeführt:

a) Mit Hilfe des Einbaus von radioaktiv markiertem Thymidin in die DNA sollte die endogene

Proliferationsaktivität von leukämischen Blasten bei Primärdiagnose und im Rezidiv

sowie deren Stimulierbarkeit durch Zytokine erhoben werden.

b) Die AraC-Inkorporation in die DNA leukämischer Blasten bei Primärdiagnose und im

Rezidiv wurde ebenfalls mit und ohne Zytokinen untersucht.

2. Ein weiteres Anliegen dieser Arbeit war, die Produktion der hämatopoetischen

Wachstumsfaktoren IL-3, GM-CSF und G-CSF durch leukämische Blasten zu messen. Dies

sollte die Frage beantworten, ob sich das autokrine Zytokinprofil bei Blasten im Rezidiv von

der bei Erstdiagnose unterscheidet und somit für die Pathogenese des Rezidives der AML

eine Rolle spielen könnte.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Zytogenetik

Chromosomenanalysen wurden an Metaphasen von Kurzzeitkulturen (24 h, 48 h) von

Knochenmarks- und / oder peripheren Blutzellen bei Erstdiagnose oder im Rezidiv

durchgeführt. Es wurde eine modifizierte Chromosomenfärbetechnik verwendet (GAG =

Giemsa bands by acetic saline-Giemsa) und die Chromosomen entsprechend des ISCN

(Internationales System für Humane Cytogenetische Nomenklatur) klassifiziert. Die Analysen

wurden, wenn nötig, durch zusätzliche FISH-Analysen ergänzt. Die zytogenetische Analyse

wurde vom Labor für Leukämiediagnostik, Medizinische Klinik III, Klinikum Grosshadern, im

Rahmen der initialen oder Rezidivdiagnostik durchgeführt.

2.2. 3H Thymidin-Inkorporation und 3H AraC-Inkorporation

2.2.1. Materialien

Zur Vermeidung bakterieller Kontamination wurden sämtliche Arbeitsschritte unter einer

Laminar Air Flow (Fröbel Labor Technik, Lindau, Deutschland) unter sterilen Bedingungen

durchgeführt. Zur Inkubation der Zellkulturen wurde Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

(IMDM) von Life Science Technologies Ltd. (Paisley, Schottland) unter Zusatz von 10 ml

Penicillin/Streptomycin 10000 U/10000 µg/ml und 50 ml fetales Kälberserum (FCS), beides

von Biochrom KG (Berlin, Deutschland), verwendet. Inkubiert wurde unter standardisierten

Bedingungen, d.h. 37°C, 5,0 % CO2 und 97 % Luftfeuchtigkeit, in 270 ml Inkubationsflaschen

mit CO2-Filter-Schraubkappen oder in 12-Well-Platten in einem Brutschrank der Firma

Cytoperm Heraeus. Zur Zentrifugation standen je nach Bedarf eine Zentrifuge der Firma

Jouan GmbH (Unterhaching, Deutschland) sowie das Modell Biofuge 15 der Firma Hereaus

zur Verfügung. Für unterschiedliche Arbeitsschritte wurden 10 ml, 50 ml und Eppendorf-

Reaktionsgefässe verwendet. Zellzählung nach erfolgter Trypanblaufärbung (Sigma, Saint

Luis, USA) wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Marienfeld, Deutschland)

durchgeführt. Die radioaktive Markierung erfolgte je nach Assay mit 1:10 verdünntem,

Tritium-markiertem Thymidin beziehungsweise mit 1:10 verdünntem, Tritium-markiertem

Cytarabin, beides bezogen von der Firma Amersham Buchler GmbH, mit einer radioaktiven

Aktivtät von 37 MBq pro ml in unverdünntem Zustand. Die Lyse der Zellen erfolgte mittels 0,5

molarem Natriumphosphat-Puffer, 96 %em Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) und

bidestilliertem Wasser aus eigener Produktion mittels Filteranlage (Millipore) über einem

DE81 Anionen-Austausch-Filter der Firma Whatman (Maidstone, England). Die Auswertung

der Filter erfolgte in 20 ml Zählfläschchen (Zinsser Analytic, Frankfurt, Deutschland) mit

Szinitillationsflüssigkeit („Cytoscint“, ICN, Costa Mesa, USA) in einem Szintillationszähler von

Packard (Dreiech, Deutschland).
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2.2.2. Probengewinnung und Aufarbeitung

Zur Gewinnung mononukleärer Zellen wurde den Patienten entweder peripheres Blut mittels

Venenpunktion oder Knochenmarksblut mittels Punktion des Beckenkammes entnommen.

Dieser Vorgang erfolgte im Rahmen routinemäßiger hämatologischer Untersuchungen.

Diese Proben wurden dann dem Zytogenetischen Labor der III. Medizinischen Klinik des

Klinikums Grosshadern zur zytogenetischen Analyse übersandt. Überschüssiges Material

wurde zur experimentellen Forschung nach Anreicherung mononuklerärer Zellen mittels

FICOLL (siehe unter 2.3.2.) weiterverarbeitet. Zwischen Probeneingang im Zytogenetischen

Labor und experimenteller Weiterverarbeitung lagen nicht mehr als 24 Stunden, welche die

Proben unter oben genannten Bedingungen im Brutschrank inkubiert wurden.

2.2.3. Durchführung

Nach 24-stündiger Inkubation wurde die Zellsuspension dekantiert, bei 1500 U/min für 10

Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml IMDM

aufgenommen und 20 µl dieser Lösung zu einer Endverdünnung von 1:100 in IMDM gelöst.

20 µl dieser Lösung wurden mit 20 µl Trypanblau versetzt. Lebendige Zellen exkludieren

diesen Farbstoff, während tote Zellen sich intensiv blau anfärben. Mit diesem Gemisch

wurde die Neubauer-Zählkammer gefüllt und der Anteil überlebender Zellen ermittelt. Die

Probe wurde dann auf eine Konzentration von 107 lebenden Zellen pro ml verdünnt. 1 ml

dieser Lösung wurde daraufhin mit 20 ml IMDM über 48 Stunden unter vorgenannten

Bedingungen inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen erneut gezählt (siehe oben) und in eine

Konzentration von 106 lebenden Zellen pro ml gebracht. In einer 12-Well-Platte wurden

daraufhin 4 � 105 Zellen mit 1,6 ml IMDM versetzt. Zu dieser Lösung wurden nun je nach

Assay 10 µl 3H-Thymidin oder 10 µl 3H-Cytarabin zugegeben. Die anschließende Inkubation

unter standardisierten Bedingungen erfolgte über 4 Stunden. Im Anschluss wurden die

Zellen unter vorschriftsmäßigen Bedingungen auf einen DE81 Anionen-Austausch-Filter

aufgegeben und vermittels 2maligen Spülens mit 5 ml Natriumphopsphat-Puffers und 5 ml

bidestilliertem Wasser sowie 1maligen Spülens mit Ethanol lysiert. Der Leerwert wurde durch

Aufbringen von Medium mit 10 µl 3H-Thymidin, beziehungsweise 10 µl 3H-Cytarabin, und

anschließender Spülung, der Maximalwert nach Aufbringen derselben Menge auf einen Filter

ohne Spülung ermittelt. Nach Trocknung der Filter in Zählfläschchen erfolgte die Analyse

nach Zugabe von 8 ml Szintillationsflüssigkeit in einem β-Counter. Alle Versuche wurden

dreifach durchgeführt und der Mittelwert errechnet. Anhand der Rohdaten ließ sich dann die

aufgenommene Menge Thymidin beziehungsweise Cytarabin mittels folgender Formeln

errechnen: vom Mittelwert der Probe und des Maximalwertes wurde der Mittelwert des

Leerwertes subtrahiert. Zur Bestimmung der Inkorporation wurde der Mittelwert des
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Maximalwertes mit 4 multipliziert, und im Fall von 3H-Thymidin die Zahl 400 durch das

Ergebnis geteilt, im Fall von 3H-Cytarabin die Zahl 357. Der so errechnete Faktor wurde mit

dem jeweiligen Probenwert multipliziert und anschließend das Ergebnis durch 4 geteilt, so

dass man als Endergebnis die von 105 Zellen in die DNA inkorporierte Menge des Agens in

pmol/ml erhielt.

2.3. Stimulationsversuche mit G-CSF und GM-CSF

2.3.1. Materialien

Für diese Assays wurden die gleichen Materialien verwendet wie für die

Inkorporationsversuche. Die Stimulationsexperimente wurde mit G-CSF (Neupogen® 30 FS

AMGEN, Breda, Niederlande) in einer Konzentration von 10 µg/ml respektive mit GM-CSF

(Sigma, Saint Louis, USA) in einer Konzentration von 100 µg/ml durchgeführt.

2.3.2. Probengewinnung und -aufarbeitung

Die Probengewinnung und –aufarbeitung erfolgte analog der unter 2.1.2. angegebenen

Arbeitsschritte.

2.3.3. Durchführung

Die anfängliche Inkubation und Zellzählung erfolgte analog den unter 2.1.3. angegeben

Arbeitsmethoden. 107 lebende Zellen wurden mit 20 ml IMDM und 100 µl G-CSF

beziehungsweise GM-CSF unter den obengenannten Bedingungen für 48 Stunden im

Brutschrank inkubiert. Die weiterführenden Experimente erfolgten analog den

Inkubationsversuchen.

2.4. Zellseparation

2.4.1. T-Zell-Depletion

2.4.1.1. Materialien

Inkubation und Zentrifugation erfolgten mit den selben Materialien wie unter 2.1. und 2.2..

Die T-Zell-Depletion wurde mittels magnetischer Zellauftrennung durchgeführt. Dazu wurde

ein MACS®-Gerät mit passender positiver Selektionssäule Typ LS+ der Firma Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland) mit entsprechenden Anti-CD3 Antikörpern derselben

Firma verwendet. PBS Puffer mit EDTA und BSA wurde von der Apotheke des Klinikums

Innenstadt, München, zur Verfügung gestellt.
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2.4.1.2. Durchführung

107 Zellen wurden bei 1500 U/Min für 10 Minuten zentrifugiert und das überstehende

Medium komplett abgehoben. Das Pellet wurde in 80 µl Puffer aufgenommen, mit 20 µl

magnetischen Anti-CD3 Antikörpern versetzt und für 15 Minuten im Kühlschrank bei 6°C

inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 900 µl Puffer gestoppt. Die

Probe wurde erneut zentrifugiert (1500 U/Min für 10 Minuten) und der Überstand komplett

abgehoben und verworfen. Das Pellet wurde dann in 500 µl Puffer aufgenommen. Eine

MACS-Säule wurde in den MACS-Magneten platziert und mit 1 ml Puffer gespült,

anschließend die Probe aufgegeben, mit 1 ml Puffer gespült und das Eluat aufgefangen.

Nach erneutem Zentrifugieren unter oben genannten Bedingungen wurde der Überstand

erneut abgehoben und das Pellet mit 10 ml IMDM ohne FCS zu einer Endkonzentration von

106 pro ml Zellen gelöst.

2.4.2. CD34-Selektion

2.4.2.1. Materialien

Zur Anreicherung mononukleärer Zellen wurde PSA-Puffer sowie FICOLL-Separationslösung

(Biochrom Kg, Berlin, Deutschland) verwendet. Die Auftrennung der Zellpopulation von

Proben von gesunden Probanden erfolgte entsprechend der Exprimierung des CD34-

Antigens. Analog zur T-Zell-Depletion wurde die ebenfalls die MACS®-Technologie

verwendet. Zur Markierung diente das CD34-Selektionskit der Firma Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland).

2.4.2.2. Durchführung

2.4.2.2.1. Anreicherung mononukleärer Zellen

Zur Anreicherung mononukleärer Zellen wurde peripheres Blut oder Knochenmarksaspirat

von gesunden Spendern im Verhältnis 1:1 mit PBS-Puffer verdünnt. Dieselbe Menge

FICOLL-Lösung wurde in ein Reagenzgefäß gegeben und die Probe langsam

daraufgeschichtet, um etwaige Vermischungen zwischen Probe und Lösung zu vermeiden.

Im Anschluss wurde für 20 Minuten bei 1500 U/Min zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde

ohne Bremse durch Auslaufen beendet. Der buffy-coat, also die Schicht, welche sich

zwischen FICOLL-Lösung und aufgeschichtetem Serum gebildet hatte, entsprach dem in

dieser Probe enthaltenem Anteil an mononukleären Zellen. Dieser Buffy-coat wurde

sorgfältig abgehoben und stand nach zweimaligem Waschen mit Puffer für weitere Analysen

zur Verfügung.
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2.4.2.2.2. CD34-Selektion

Nach Zellzählung entsprechend der angegebenen Methode erfolgte nach Abzentrifugation

des Mediums die Zugabe von 300 µl Puffer pro 108 Zellen (gilt für alle folgenden

Mengenangaben in diesem Abschnitt). Anschließend wurden zuerst 100 µl des Reagenz A1

(FcR Blockade), dann nach sorgfältigem Mischen das Reagenz A2 (monoklonale Hapten-

konjugierte CD34 Antikörper) zugegeben. Danach wurde für 15 Minuten im Kühlschrank bei

6°C inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion durch Zugabe des 10 bis 20fachem

Volumens gestoppt, erneut abzentrifugiert (1500 U/Min für 10 Minuten) und der Überstand

komplett abgehoben. Das Pellet wurde nun in 400 µl Puffer gelöst, 100 µl Reagenz B (anti-

Hapten-Antikörper mit magnetischen Beads) zugegeben, gut gemischt und erneut für 15

Minuten bei 6°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte wie oben geschildert das Stoppen der

Reaktion mittels Puffer, Zentrifugation und Abheben des Überstandes. Das Pellet wurde nun

in 500 µl Puffer aufgenommen und auf die im Magneten steckende, mit 1 ml Puffer gespülte

Säule gegeben. Anschließend wurde die Säule mit 3 mal 3 ml Puffer gewaschen. Das Eluat

wurde verworfen, da es die CD34 negative Fraktion enthielt. Die Säule wurde nun aus dem

Magneten genommen, auf ein passendes Gefäß plaziert und mit 5 ml Puffer gespült. Das

Eluat wurde aufgefangen, abzentrifugiert, gezählt und die Bestimmung der

Proliferationsaktivität vermittels 3H-Thymidin-Einbau ermittelt, wie oben geschildert.

2.5. Zytokinmessungen

2.5.1. Material

Zur Messung der von AML-Blasten produzierten stimulatorischen Zytokine IL3, G-CSF und

GM-CSF wurden die wie unter 2.3.1. T-Zell-depletierten Proben verwendet. Zum Einfrieren

wurde eine auf –80°C eingestellte Tiefkühltruhe benützt (Colora Messtechnik GmbH, Lörch,

Deutschland). Weiterhin wurden ELISAs der Firma R&D Systems (Wiesbaden,

Deutschland), ein 12 Kanal-Handwaschgerät, zwei 3 Liter fassende Vakuumflaschen (Dunn

Labortechnik, Asbach, Deutschland) und eine Vakuumpumpe von Leybold Hereaus

verwendet. Die photometrische Auswertung erfolgte mittels eines PC-gesteuertem

Mikroplatten-Lesegerät und dazugehöriger Software von der Firma Molecular Devices

(Sunnyvale, USA).

2.5.2. Durchführung

Nach erfolgter T-Zell-Depletion wurden die Blasten gezählt und auf eine Konzentration von

106 Zellen/ml mit FCS-freiem Medium gebracht. 3 ml dieser Lösung wurden nun

standardisierten Bedingungen 24 Stunden lang in einer 12-Well-Platte inkubiert und im

Anschluss zentrifugiert. Der Überstand wurde abgehoben und bei –80°C bis zur Auswertung

eingefroren.
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2.5.3. IL3-ELISA

2.5.3.1. Eichung und Nachweisgrenze

Nach Anleitung wurde für jede Messung eine Standardverdünnungskurve hergestellt, die als

Eichgerade für die Auswertung diente. Die untere Nachweisgrenze lag bei 31,2 pg/ml, die

obere bei 2000 pg/ml. Als Leerwert diente IMDM ohne FCS.

2.5.3.2. Durchführung

Die Proben wurden aufgetaut und die Standardkurve hergestellt. 200 µl Standard

beziehungsweise Probe wurden aufpipettiert. Alle Versuche erfolgten in dreifacher

Ausfertigung. Die Platte wurde mit einem Klebestreifen verschlossen und für zwei Stunden

bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde viermal mit Puffer gewaschen und

IL3-Konjugat zugegeben, danach erneut für zwei Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde

wieder viermal gewaschen und die Färbelösung zugegeben, 20 Minuten inkubiert und die

Stop-Lösung hinzugefügt. Die photometrische Auswertung erfolgte innerhalb der nächsten

20 Minuten bei einer Absorption von 430 nm und einer optischen Korrektur von 570 nm.

Anhand der Eichgerade wurde die Konzentration von IL3 in den Proben bestimmt.

2.5.4. G-CSF ELISA

2.5.4.1. Eichung und Nachweisgrenze

Nach Anleitung wurde für jede Messung eine Standardverdünnungskurve hergestellt, die als

Eichgerade für die Auswertung diente. Die untere Nachweisgrenze lag bei 39,1 pg/ml, die

obere bei 2500 pg/ml. Als Leerwert diente IMDM ohne FCS.

2.5.4.2. Durchführung

Die Proben wurden aufgetaut und die Standardkurve hergestellt. 100 µl Standard

beziehungsweise Probe wurden aufpipettiert. Alle Versuche erfolgten in dreifacher

Ausfertigung. Die Platte wurde mit einem Klebestreifen verschlossen und für zwei Stunden

bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde dreimal mit Puffer gewaschen und G-

CSF-Konjugat zugegeben, danach erneut für eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurde

wieder dreimal gewaschen und die Färbelösung zugegeben, 20 Minuten inkubiert und die

Stop-Lösung hinzugefügt. Die photometrische Auswertung erfolgte innerhalb der nächsten

20 Minuten bei einer Absorption von 430 nm und einer optischen Korrektur von 570 nm.

Anhand der Eichgerade wurde die Konzentration von G-CSF in den Proben bestimmt.
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2.5.5. GM-CSF ELISA

2.5.5.1. Eichung und Nachweisgrenze

Nach Anleitung wurde für jede Messung eine Standardverdünnungskurve hergestellt, die als

Eichgerade für die Auswertung diente. Die untere Nachweisgrenze lag bei 7,8 pg/ml, die

obere bei 500 pg/ml. Als Leerwert diente IMDM ohne FCS.

2.5.5.2. Durchführung

Die Proben wurden aufgetaut und die Standardkurve hergestellt. 100 µl Standard

beziehungsweise Probe wurden aufpipettiert. Alle Versuche erfolgten in dreifacher

Ausfertigung. Die Platte wurde mit einem Klebestreifen verschlossen und für zwei Stunden

bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde viermal mit Puffer gewaschen und GM-

CSF-Konjugat zugegeben, danach erneut für eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurde

wieder viermal gewaschen und die Färbelösung zugegeben, 20 Minuten inkubiert und die

Stop-Lösung hinzugefügt. Die photometrische Auswertung erfolgte innerhalb der nächsten

20 Minuten bei einer Absorption von 430 nm und einer optischen Korrektur von 570 nm.

Anhand der Eichgerade wurde die Konzentration von GM-CSF in den Proben bestimmt.

2.6. Statistik

Die Datenerfassung wurde mit dem Programm EXCEL von Microsoft durchgeführt, als

Statistikprogramm diente das Programm PC STATISTIK (Lizenzagentur Lambda, Graz und

TopSoft, Hannover, Deutschland). Details zu den verwendeten Tests befinden sich im

jeweiligen Abschnitt im Ergebnisteil.
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3. PATIENTEN

Proben wurden im Rahmen der Diagnostik bei Verdacht auf Erstdiagnose einer AML oder

eines Rezidives durch periphere Venenpunktion oder Beckenkammpunktion und -aspiration

erhoben. Die Diagnose AML wurde anhand der Morphologie, Zytochemie und

Immunphänotypisierung gestellt, die Diagnose eines Rezidives durch das Erscheinen

leukämischer Blasten im peripheren Blut und / oder eine steigende Infiltration (>5 %) von

Myeloblasten im Knochenmark. Sämtliche Proben wurden dem Zytogenetischen Labor des

Klinikum Grosshadern zur karyotypischen Untersuchung zugeschickt und von diesem für

weitere experimentelle Arbeiten zur Verfügung gestellt. Für den Einschluss in die Studie

wurde eine Knochenmarksinfiltration von über 70 % oder ein Anteil an Blasten im peripheren

Blutbild von über 70 % gefordert. Zum Zeitpunkt der Experimente war lediglich das

Krankheitsstadium bekannt. Von allen Patienten wurde der karyotypische Befund erhoben

und hinsichtlich seiner Verteilung innerhalb beider Gruppen untersucht. Die Auswahl der

Patienten erfolgte konsekutiv.

Die Vorgehensweise dieser Studie befand sich in Übereinstimmung mit der Deklaration von

Helsinki (Anonymous, 1997) und wurde durch das örtliche Ethik-Komitee abgestimmt.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Patienten

Im Zeitraum von Oktober 1998 bis Juni 2000 wurden insgesamt 58 Patienten mit AML in

diese Studie aufgenommen. Das mediane Alter dieser Gruppe betrug 59 Jahre, mit einem

Minimum von 16 und einem Maximum von 82 Jahren. Von diesen 58 Patienten wurden 43

Proben bei Primärdiagnose und 15 Proben im Rezidiv erworben. Diese Proben waren nicht

gepaart, d. h. es wurde von keinem Patienten eine Probe sowohl bei Erstdiagnose als auch

im Rezidiv untersucht. Das mediane Alter der Primärdiagnosengruppe war 61 Jahre mit

einem Minimum von 17 Jahren und einem Maximum von 82 Jahren, das der Rezidivgruppe

betrug 55 Jahre bei einem Minimum von 16 und einem Maximum von 78 Jahren. Die

Geschlechtsverteilung war in beiden Gruppen equivalent (56% Männer in der

Primärdiagnosengruppe und 40% Männer in der Rezidivgruppe). Bei 11,6 % der

Initialdiagnosen handelte es sich um sekundäre AMLs. Bei der Rezidivgruppe betrug dieser

Anteil nur 6,7 %. In der Rezidivgruppe befanden sich 80 % im ersten Rezidiv, 20 % im

zweiten Rezidiv. In 47 Fällen wurde der FAB Subtyp bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 1

zusammengefasst.

FAB Subtyp Primärdiagnose Rezidiv
M1 n = 8 n = 2
M2 n = 12 n = 2
M3 n = 3 n = 1
M4 n = 10 n = 1
M5 n = 4 n = 1
M6 n = 0 n = 0
M7 n = 0 n = 0

nicht vorhanden n = 6 n = 8

Tabelle 1: FAB-Verteilung in beiden Gruppen

4.2. Vergleich der Karyotypenverteilung

Der Karyotyp wurde vom Labor für Leukämiediagnostik der III. Medizinischen Klinik des

Klinikum Großhadern bestimmt und für diese Arbeit zur weiteren Auswertung zur Verfügung

gestellt. Die Karyotypen wurden hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung in 4 Gruppen

unterteilt: ein normaler Karyotyp mit einem Chromosomensatz von 46 ohne Veränderungen,

eine günstige Gruppe, die einen numerisch normalen Chromosomensatz sowie die

balancierten Translokationen (15;17), (8;21) oder Inversionen am Chromsomen 16 sowie

andere Veränderungen dieser Genregion beinhalteten. Die dritte Gruppe umfasste die
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prognostisch ungünstigen Karyotypen, die durch Verlust des Chromosoms 7 oder seines

kurzen Armes sowie Verlust des Chromosoms 5 oder seines kurzen Armes charakterisiert

sind, weiterhin zählen dazu Veränderungen des 11;q23 Genlokus. Dieser Einheit sind

außerdem die komplex aberranten Karyotypen zuzuordnen, die durch drei oder mehr

chromosomale Abberationen charakterisiert sind. Die letzte Gruppe, die sogenannten

anderen Karyotypen, umfasst sämtliche Karyotypen, die durch oben genannte Einteilung

nicht erfasst werden. Ihre prognostische Bedeutung ist ähnlich der Gruppe mit normalem

Karyotyp intermediär.

Primärdiagnose Rezidiv

Abb. 3: Karyotypenverteilung in beiden Gruppen

Hinsichtlich der Verteilung der Karyotypen zeigte sich folgendes Bild (Abb. 3): ein normaler

Karyotyp lag bei 69,8 % der Patienten bei Primärdiagnose vor und bei 53,3 % der Patienten

im Rezidiv. Ein günstiger Karyotyp fand sich bei 11,6 % der Primärdiagnosen und bei 6,7 %

der Rezidive, ein ungünstiger bei 11,6 % bei initialer Diagnose und bei 20 % in der

rezidivierten Gruppe. Ein anderer Karyotyp fand sich bei 7 % der Proben in Primärdiagnose

und bei 20 % der Proben im Rezidiv. Diese Unterschiede in der Verteilung innerhalb beider

Gruppen war nicht signifikant: im Fisher-Test ergaben sich für die normale Gruppe ein p=0,2,

für die günstige Gruppe ein p=0,51, für die ungünstige ein p=0,34 und für die anderen

Karyotypen ein p=0,17.
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4.3. Selektion

4.3.1. T-Zell-Depletion

Die für die weiteren Untersuchungen nötigen Aufreinigungsschritte per MACS wurden per

FACS-Analyse vorher validiert. Hierzu wurden FACS-Analysen einer unbearbeiteten sowie

einer mittels der unter Punkt 2.4.1. bearbeiteten Probe miteinander verglichen. Die Analysen

wurden vom Institut für Klinische Chemie des Klinikums Grosshadern durchgeführt. Es

ergaben sich folgende Werte:

Ohne T-Zell-Depletion:

Zellzahl: 2000 / µl, großteils Blasten (teilweise mit Granula), vereinzelt Monozyten und

Lymphozyten

CD45 (+) (Blasten) 95,2%

CD14++ und CD45+ (Monozyten) 0,3%

CD45++ und CD14- (Lymphozyten) 0,5%

Debris (CD45-) Erythrozyten 4%

CD5+ (T-Zellen) 0,4%

CD16/56+ und TCR- nicht nachweisbar

CD33+ und CD14- (Blasten) 93,4%

CD33+ und CD14+ (Monozyten) 0,3%

Nach T-Zell-Depletion:

Zellzahl: 1600 / µl, nur Blasten (teilweise Granula), vereinzelt Normoblasten

CD45 (+) (Blasten) 95,6%

CD14++ und CD45+ (Monozyten) 0,2%

CD45++ und CD14- (Lymphozyten) nicht nachweisbar

Debris (CD45-) Erythrozyten 4,4%

CD5+ (T-Zellen) nicht nachweisbar

CD16/56+ und TCR- nicht nachweisbar

CD33+ und CD14- (Blasten) 94,3%

CD33+ und CD14+ (Monozyten) 0,3%
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4.3.2. CD34-Selektion

Analog der oben angegeben Untersuchung wurde eine FACS-Analyse einer CD34+

selektionierten Probe vom Institut für Klinische Chemie des Klinikum Großhadern

durchgeführt:

CD14- und CD45 (+) nicht nachweisbar

CD14- und CD45+ (Monozyten) < 0,5%

CD14- und CD45+ (Lymphozyten) 1,5%

CD45 (+) und CD34+ 98%

4.4. Zellüberleben nach Inkubation

Nach 48-stündiger Inkubation wurde die Zellzahlen erneut erhoben, um einerseits die

richtigen Konzentrationen für die weiterführenden Versuche herstellen und andererseits

eventuelle Unterschiede im Überleben der AML-Blasten in Kultur entdecken zu können. Es

zeigte sich ein endogenes medianes Überleben der AML-Blasten bei Primärdiagnose von

51 % beziehungsweise von 44 % bei Blasten im Rezidiv (p=0,18, nicht signifikant). Das

Überleben nach Stimulation mit G-CSF erreichte einen medianen Wert von 63 %

beziehungsweise von 55 % in der Rezidivgruppe, nach Stimulation mit GM-CSF betrug das

mediane Überleben initial diagnostizierter Blasten 50 %, das der Blasten im Rezidiv 47 %.

Die statistischen Auswertungen ergaben ein p=0,48 für die Versuche mit G-CSF sowie ein

p=0,84 für die Versuche mit GM-CSF. Beide Werte lagen damit über dem Signifikanzniveau.

4.5. Vergleich der endogenen Proliferationsaktivität von Blasten bei

Primärdiagnose, im Rezidiv und von CD34+ Stammzellen

43 Proben von AML Blasten bei Primärdiagnose wurden mittels 3H Thymidin Einbaus auf

ihre proliferative Aktivität untersucht und mit 15 Patientenproben, die während eines

Rezidives ihrer Krankheit erhoben wurden, verglichen. Es zeigte sich ein signifikanter

Unterschied (p=0,04 im zweiseitigen Wilcoxon-Test) hinsichtlich ihrer endogenen

Proliferationsaktivität: Leukämische Blasten bei initialer Diagnose zeigten eine deutlich

stärkere Proliferation (Mittelwert 0,67 pmol/ml, Median 0,41) im Vergleich mit den

rezidivierten Blasten (Mittelwert 0,30, Median 0,21).

Diese Ergebnisse wurden mit der Proliferationsaktivität von CD34 positiven Stammzellen von

7 gesunden Spendern verglichen. Die Proliferationsaktivität gesunder Stammzellen sollte

dabei als Referenz dienen. Dabei zeigte sich folgendes Bild: Stammzellen besaßen eine

mediane Proliferationsaktivität von 1,04 pmol/ml (Mittelwert: 0,97 pmol/ml), und somit keine

statistisch stärkere Proliferation als Blasten bei Primärdiagnose (p>0,05, paarweiser

Vergleich). Die Proliferationsaktivität der Stammzellen war jedoch signifikant höher (Abb. 4)

als die der Blasten im Rezidiv (p<0,01, paarweiser Vergleich).
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Abb. 4: Vergleich von AML-Blasten bei Primärdiagnose, im Rezidiv und von CD34 positiven

Stammzellen

4.6. Vergleich der stimulatorischen Effekte der Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-

CSF auf die Proliferationsaktivität von Blasten bei Primärdiagnose und im

Rezidiv

Nach 48-stündiger Inkubation mit den Wachstumsfaktoren G-CSF und GM-CSF wurde die

Proliferationsaktivität beider Gruppen zur Untersuchung ihrer möglichen Stimulierbarkeit

untersucht. Dabei ergab sich folgendes Bild: AML-Blasten bei Primärdiagnose reagierten auf

die Koinkubation mit einem signifikanten Anstieg bezüglich ihrer proliferativen Aktivität

sowohl durch G-CSF (Anstieg 3,84fach [Median], p < 0,01) als auch durch GM-CSF (Anstieg

1,19 [Median], p < 0,01). Im Gegensatz dazu erfolgte in der Rezidivgruppe lediglich ein

Anstieg der Proliferation durch G-CSF (Zunahme 1,84 [Median], p < 0,01). Durch

Koinkubation mit GM-CSF war kein signifikanter Anstieg der Proliferation zu beobachten

(Anstieg 1,04 [Median], p > 0,05, nicht signifikant).

Weiterhin wurden diese unterschiedlichen Antworten auf exogen zugeführte

Wachstumsfaktoren in beiden Gruppen miteinander verglichen. Während Blasten bei

Primärdiagnose einen medianen Anstieg ihrer Proliferation von 3,84 (Mittelwert: 6,62fach)

nach Stimulation mit G-CSF zeigten, lag der mediane Anstieg in der Rezidivgruppe mit 1,84

(Mittelwert: 3,41) wesentlich niedriger (Abb. 5). Dieser Unterschied war mit einem p=0,03 im
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zweiseitigen Wilcoxon-Test statistisch signifikant. Ein ähnliches Bild zeigte sich im Vergleich

der Stimulierbarkeit durch GM-CSF (Abb.6): bei einem medianen Anstieg der Proliferation

von 1,19 (Mittelwert: 1,54) in der Primärdiagnosengruppe zeigte sich in der Rezidivgruppe

lediglich ein medianer Anstieg der Proliferation von 1,04 (Mittelwert 1,75). Diese

Unterschiede waren ebenfalls signifikant (p<0,05).

Abb. 5: Vergleich der Stimulation mit G-CSF

Abb. 6: Vergleich der Stimulation mit GM-CSF
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4.7. Vergleich der Zytokinproduktion beider Gruppen

Eine AML-Probe wurde als Nicht-Produzierer definiert, wenn die Produktion des

entsprechenden Zytokines (G-CSF, GM-CSF oder IL3) dieser Probe unter der

Nachweisgrenze des entsprechenden ELISA-Tests lag. Im Vergleich der Zytokinproduktion

beider Gruppen zeigte sich ein deutliches Muster. In der Gruppe der primär diagnostizierten

AML-Blasten produzierten 53,5 % IL3 und 60,5 % produzierten GM-CSF. Ein equivalentes

Bild zeigte sich in Rezidivgruppe, in der 73,3 % aller Blasten IL3 produzierten und 66,7 %

GM-CSF. Hierbei ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Ein Unterschied

hingegen ergab sich im Vergleich der Produktion von G-CSF: die Blasten, die bei Primär-

diagnose untersucht worden waren, hatten einen signifikant (p=0,004) höheren Anteil an

produzierenden Blasten (90,7 %) als die im Rezidiv untersuchten Blasten (53,3 %)(Abb. 7).

Abb. 7: Prozentuale Verteilung zytokinproduzierender Blasten

Die Zytokin-produzierenden Proben beider Gruppen (IL3: n=23/43 versus 11/15, GM-CSF:

n=26/43 versus 10/15 und G-CSF: n=39/43 versus 8/15) wurden bezüglich ihrer

quantitativen Menge an produzierten Zytokinen weiter untersucht (Abb. 8). Es fand sich kein

signifikanter Unterschied in der Produktion von IL3 (Mittelwert 183,24 pg/ml, Median 86,03

versus Mittelwert 142,53, Median 156,99, p=0,78) und GM-CSF (Mittelwert 118,71, Median

45,41 versus Mittelwert 94,98, Median 25,05, p=0,26). Bei dem Vergleich der Produktion
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diagnostizierte Blasten produzierten eine mediane Menge von 261,30 (Mittelwert 266,02),

Rezidivblasten jedoch nur eine mediane Menge von 113,57 (Mittelwert 166,05).

Abb. 8: Quantitative Zytokinproduktion der zytokinproduzierenden Fraktionen
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Analog zur Proliferationsaktivität wurden in beiden Gruppen die Inkorporation von 3H AraC in
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werden (Abb. 11). Hier lag die Stimulierbarkeit der Blasten der Primärdiagnose mit einem

Median von 1,25fach (Mittelwert 1,71fach) nicht signifikant (p=0,18) über dem Wert, der bei

der Rezidivgruppe zu erreichen war (Median 0,9fach, Mittelwert 1,61fach).

Abb. 9: Endogene AraC-Inkorporation von AML Blasten bei Primärdiagnose und im Rezidiv

Abb. 10: Stimulation der AraC-Inkorporation durch G-CSF
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Abb. 11: Stimulation der AraC-Inkorporation durch GM-CSF
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5. DISKUSSION

Obwohl es sich bei einem Rezidiv einer AML per definitionem um das Wiederauftreten der

ursprünglichen Erkrankung nach bereits erfolgter klinischer Remission handelt, zeigen die

leukämischen Blasten, die im Rezidiv auftreten, einen funktionell anderen Phänotyp als die

bei Erstdiagnose. Dies zeigt sich einerseits daran, dass trotz morphologischer Gleichheit der

Blasten das Therapieansprechen im Rezidiv wesentlich schlechter ist, und andererseits

weisen eine Vielzahl experimenteller Befunde darauf hin, dass leukämische Zellen im

Rezidiv einer AML einen anderen Phänotyp exprimieren als solche bei initialer Erkrankung.

Die klinisch wichtigste Eigenschaft ist das unterschiedliche Therapieansprechen einer AML

im Rezidiv. Von einigen Autoren wird daher das Rezidiv per se schon als Indikator für eine

schlechtere Prognose bezeichnet (Löwenberg, 2001). Die klinischen Daten für die

Wahrscheinlichkeit des Erreichens einer CR und das mediane Überleben im Rezidiv sind in

diesem Zusammenhang im Vergleich zur initialen Erkrankung eindeutig: Erfolgreiche

Reinduktion einer CR ist in etwa 40 – 60 % aller rezidivierten AMLs mittels

Polychemotherapie oder KMT möglich, im Gegensatz dazu beträgt die CR-Rate bei de-novo-

AMLs zwischen 60 – 80 % (Brown et al., 1996, Webb, 1999). Selbst wenn im Rezidiv eine

CR erreicht wird, ist die mediane Dauer mit etwa 7 Monaten erheblich kürzer als bei

Erstdiagnose (Thalhammer et al., 1996, Stoiser et al., 2000). Dieses schlechte

Therapieansprechen führt zu einem niedrigen medianen 2-Jahres-Überleben von 20 %. Für

Patienten, die nach erfolgter Knochenmarkstransplantation ein Rezidiv erleiden, ist die

Situation sogar noch schlechter.

Ausgehend von diesen klinischen Beobachtungen wurden zahlreiche Untersuchungen

vorgenommen, um dieses schlechtere Therapieergebnis im Rezidiv einer AML zu erklären.

Theoretisch sind zahlreiche Mechanismen von Therapieresistenz denkbar, und ebenso

vielfältig waren und sind die Untersuchungen und Experimente, die durchgeführt worden

sind.

Medikamenten-spezifische Resistenz: Einer der ersten Ansätze dieser Art war, die ex vivo

Sensitivität leukämischer Blasten gegenüber AraC zu untersuchen. Während zahlreiche

Versuche dieser Art an Proben vorgenommen wurden, die bei Primärdiagnose erhoben

wurden, sind die Untersuchungen an rezidivierten Blasten erheblich seltener. Hier ergab sich

ein übereinstimmendes Bild, das die klinischen Beobachtungen bestätigte: die Blasten, die

im Rezidiv untersucht wurden, zeigten höhere LC50 Werte (Konzentrationen von AraC, die für

das Abtöten von 50% der Blastenpopulation nötig sind) im Rezidiv als bei Primärdiagnose (te

Boekhorst et al., 1994). Zu einem ähnlichen Ergebnis kam eine andere Arbeitsgruppe, die

einen höheren D10 Wert (die Konzentration von AraC, die zu einer Reduktion auf 10 % der

ursprünglichen Blastenmenge nötig ist) für AML Blasten im Rezidiv verglichen mit Blasten
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bei Primärdiagnose nachwiesen (Nara et al., 1992). Die Gründe für dieses schlechtere

Ansprechen auf AraC wurden in den intrazellulären Metabolisierungswegen dieses

Medikamentes gesucht. AraC unterliegt einer intrazellulären Phosphorylierung zu seinem

Triphosphat, AraCTP, dem eigentlichen aktiven Metaboliten, welcher dann in die DNS

eingebaut wird und über Strangbrüche letztendlich zur Apoptose führt. Ein wichtiger Schritt in

dieser Kaskade ist die Phosphorylierung von AraC durch die Deoxycytidin-Kinase (cDK). Es

wurde untersucht, ob sich bei rezidivierten AML-Blasten ein erhöhter Anteil von Mutationen

dieses Enzyms mit Verlust der Funktion und somit einer geringeren intrazellulären Menge an

AraCTP finden ließe. Dieser These ließ sich experimentell nicht bestätigen (van den Heuvel-

Eibrink et al., 2001). Andere, noch andauernde Studien beschäftigen sich daher mit anderen

Splice-Varianten der cDK oder Hypermethylierungen der CGCG Box in der Promoter-Region

des entsprechenden Genes (Veuger et al., 2000, van den Heuvel-Eibrink et al., 2001) mit

entsprechendem Funktionsverlust oder geringerer Exprimierung. Für andere, ebenfalls in der

Therapie der AML verwendeten Medikamente, an erster Stelle die Anthrazykline, wurden

ebenfalls Untersuchungen vorgenommen, um die Resistenz rezidivierter Blasten gegenüber

diesen Substanzen zu erklären. An erster Stelle der Resistenzmechanismen gegen diese

Gruppe von Zytostatika steht die Expression des Multiple Drug Resistance 1 Gen (MDR1)

und seines Proteins, dem p-Glycoprotein. Hierbei handelt es sich um ein ATP-abhängiges,

transmembranöses Transporterprotein, das aktiv Anthrazykline, aber auch Vincaalkaloide

oder Taxane, aus der Zelle befördert, und so die intrazelluläre Zytostatikakonzentration unter

die Wirksamkeitsgrenze bringt (Knaust et al., 2000). Dennoch ist die klinische Bedeutung

dieses in vitro gut charakterisierten Resistenzmechanismus keineswegs eindeutig. Während

einige Studien eine Expression dieses Genes als eigenständigen prognostischen Faktor

werteten (Sato et al., 1990, Marie et al., 1991, Campos et al., 1992), fanden andere Gruppen

weder einen Zusammenhang zwischen Therapieansprechen noch zwischen erhöhter

Expression im Rezidiv (Ito et al., 1989, Kato et al., 1991). Ein anderer, vielversprechender

Ansatz ist die Untersuchung der Expression des Multidrug Resistance-associated Protein

(MRP). Bei diesem Protein handelt es sich ebenfalls um ein ATP-abhängiges

Transportermolekül, das in vitro zu einem MDR-Phänotyp beitragen kann. Hier ergab eine

Studie, dass zum Zeitpunkt des Rezidives einer AML im Vergleich zur Primärdiagnose die

Expression von MRP in mehr als 80 % der Patienten angestiegen war (Schneider et al.,

1995). Interessanterweise konnte eine andere Studie zeigen, dass in follow-up

Untersuchungen die Entwicklung eines primär MRP negativen Phänotyps bei

Primärdiagnose hin zu einem MRP positiven Phänotyp im Rezidiv möglich war (Karaszi et

al., 2001).

Inhibition des programmierten Zelltodes: Dennoch sind auch andere Mechanismen denkbar,

die nicht zytostatika-spezifische Resistenz vermitteln, aber trotzdem die Induktion und
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Ausführung des Zelltodes nach Chemotherapie beeinflussen. Es ist davon auszugehen, dass

ein Großteil der Zytotoxizität chemotherapeutischer Substanzen über die Apoptose vermittelt

wird. Veränderungen in dieser komplizierten Maschinerie könnten daher potentiell zu

Störungen dieser Abläufe führen. Da diese Kaskade hochkomplex und an einigen Punkten

redundant ist, wurden bislang nur entscheidende Knotenpunkte untersucht, deren Störungen

nicht zu einer Kompensation durch parallele Schritte führen. Ein solcher kritischer Punkt ist

das Protein bcl2, dessen Funktion in einer Verhinderung der Apoptoseinduktion liegt. Eine

Überexpression dieses Proteins führt so zu einer Resistenz gegenüber Zytostatika.

Tatsächlich wurde in einer Studie die Beobachtung gemacht, dass Blasten im Rezidiv einer

AML eine höhere Expression von bcl2 mRNS aufwiesen als Blasten bei Primärdiagnose

(Karakas et al., 1998). Ein weiterer, nicht redundanter Schritt in der Apoptoseinduktion ist

das Protein p53. Auch wenn Mutationen mit Verlust der Funktion dieses Proteins und damit

inhibierter Apoptose bei der AML mit 10 % eher selten sind, so sind doch die Fälle, bei

denen ein solcher Defekt vorliegt, mit einer signifikant schlechteren Prognose behaftet

(Christiansen et al., 2001). Dennoch fand sich bei diesem Protein kein signifikanter

Zusammenhang mit der Entwicklung eines Rezidives (Nakano et al., 1999). Proteine der

STAT-Famile (Signal transducers and activators of transcriptions) spielen ebenfalls eine

Rolle bezüglich der Apoptose. C-terminal-verkürzte Formen dieser Proteine (sogenannte

STATβ-Formen) interagieren mit nichtmutierten α-Formen und inhibieren ihre Wirkung. In

einer Studie konnte gezeigt werden, dass im Rezidiv einer AML die Exprimierung dieser

STATβ-Formen deutlich erhöht ist (Xia et al., 2001).

Immunologische Toleranz: Bei Patienten im Rezidiv nach allogener

Knochenmarkstransplantation ist davon auszugehen, dass die AML-Blasten, welche die

intensive, myeloablative Konditionierungstherapie, bestehend aus Polychemotherapie und

Radiatio, überlebt haben, einen besonders zytostatika-resistenten Phänotyp aufweisen

müssen. Zum anderen aber zeigt sich bei diesen rezidivierten Blasten ein verringertes

Potential zur Stimulation antileukämischer Effektorzellen des Spenders und damit eine

erhöhte Wahrscheinlichkeit, zytotoxischen Zellen zu entkommen. Es gibt Hinweise, dass

diese Entwicklung einer immunlogischen Toleranz auf zwei verschiedenen Wegen erreicht

wird: Leukämische Blasten verlieren einerseits die Fähigkeit, zytotoxische Zellen zu

stimulieren. Dies geschieht durch eine veränderte Expression der für die Identifikation einer

Zelle als fremd wichtigen MHC Klasse I und Klasse II Moleküle, sowie der für die Erkennung

weiterhin wichtigen kostimulatorischen Moleküle, in besonderem Maß des Proteins B7.1. Ein

weiterer Mechanismus besteht darin, dass trotz hinreichender Erkennung des Blasten als

fremd die von der zytotoxischen Zelle eingeleiteten Abwehrmechanismen nicht mehr

ausreichen, den Blasten zu töten (Dermime et al., 1997). Als wahrscheinliche Gründe

kommen Defekte analog der Apoptosedefizienz in Frage sowie Defekte in der Exprimierung
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von Rezeptoren (FAS), die bei Bindung an ihren Liganden in der Zelle den programmierten

Zelltod induzieren.

Zell-Zyklus-abhängige Mechanismen: Da ein Teil der in der Therapie der AML benutzten

Chemotherapeutika, insbesondere die Antimetabolite, seine überwiegende Wirkung in der S-

Phase entfaltet, sind Zellzyklus und Proliferation leukämischer Blasten ebenfalls von

Interesse. Der häufig verwendete klonogene Assay ist jedoch wenig hilfreich zur Beurteilung

von Proliferation und Zellzyklus. Interessanter in diesem Kontext sind daher Arbeiten, die die

Proliferation mittels DNS-Syntheseleistung einer Zelle oder Anzahl der S-Phasen der

Gesamtpopulation der AML-Blasten erfassen. Während negative Korrelationen zwischen der

Anzahl der S-Phasen und Überleben einerseits nachgewiesen wurden (Vidriales et al.,

1995), zeigten andere Arbeiten eine positive Korrelation zwischen hoher Syntheseleistung

und höherer Wahrscheinlichkeit des Erreichens einer CR (Riccardi et al., 1986, Giordano et

al., 1993). Eine Arbeit (Braess et al., 2001) zeigt, dass günstige Karyotypen eine hohe

Proliferation verglichen mit prognostisch ungünstigen Karytotypen haben und mit der

Erkenntnis, dass hohe Proliferation mit einer hohen AraC-Inkorporation in die DNS korreliert

ist, eine mögliche Erklärung für den initial klinisch besseren Verlauf dieser Entitäten liefert.

Für die Inversion (16) wurde diese Erkenntnis mit experimentellen Daten bestätigt, die

zeigten, dass Blasten mit einem solchen Karyotyp eine erhöhte Sensitivität gegenüber

Cytarabin in vitro besaßen (Tosi et al., 1998). Im Gegensatz zu diesen Karyotypen

inkorporierten prognostisch ungünstige Karyotypen wesentlich weniger AraC, was auch mit

der klinischen Beobachtung einer geringeren Effektivität der zytostatischen Therapie bei

dieser Gruppe korreliert. Als eine Erklärungsmöglichkeit für eine erhöhte Resistenz

gegenüber AraC im Rezidiv kommt somit eine verminderte Proliferationsaktivität in Frage. In

der Tat fanden sich bei der Untersuchung der proliferativen Aktivität im Rahmen dieser Abeit

im Rezidiv eine deutlich verminderte Proliferationsaktivität verglichen mit der bei

Primärdiagnose. Da unterschiedliche Karyotypen sich signifikant in ihrer EPA unterscheiden,

könnte eine ungleiche Verteilung in beiden Gruppen möglicherweise schon Unterschiede in

der EPA erklären. Daher ist die Tatsache wichtig, dass die Verteilung der Karyotypen in

beiden Gruppen nicht statistisch signifikant unterschiedlich war. Diese Verteilung steht im

Gegensatz zur klinischen Erfahrung, die ein höheres Auftreten ungünstiger Karyotypen im

Rezidiv erwarten lässt. Dieser Unterschied zwischen erwartetem Ergebnis und tatsächlichem

Prozentsatz ist am ehesten durch einen „Sampling bias“ bedingt. Dieser lässt sich

möglicherweise dadurch erklären, dass bei Patienten, bei denen bereits initial ein

ungünstiger Karyotyp bestand, eine neuerliche zytogenetische Untersuchung im Rezidiv für

die behandelnden Ärzte nicht indiziert schien, da es unwahrscheinlich war, durch eine

weitere Analyse einen relevanten Informationsgewinn zu erzielen. Ein Vergleich der beiden

Kollektive hinsichtlich der Proliferationsaktivität ist somit gegeben, so dass als die
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wahrscheinlichste Grundlage für die unterschiedliche EPA das Krankheitstadium

(Primärdiagnose/Rezidiv) angenommen werden muß. Auch wenn die AraC-Inkorporation bei

den rezidivierten Blasten nicht signifikant niedriger war, so neigten diese doch zu einer

tendenziell geringeren Aufnahme, was ihre erhöhte Resistenz gegenüber AraC zumindest

zum Teil erklären könnte.

Die experimentellen Daten zur Zytostatikaresistenz im Rezidiv bestätigen somit die klinische

Beobachtung und erklären so zumindest zum Teil die höhere Resistenz dieser malignen

Klone gegenüber der Reinduktion. Die Frage hingegen, die bisher nicht eindeutig

beantwortet wurde, ist, auf welchem Weg diese Blasten die Fähigkeit zur

Chemotherapieresistenz erworben haben. Es existieren verschiedene Möglichkeiten für

diesen evolutionären Prozess.

Erstens ist denkbar, dass sich durch die äußeren Einflüsse, in diesem Falle die

Induktionstherapie, direkt die Eigenschaften einzelner Zellen ändern. Dieser Mechanismus

ist in vitro am Beispiel des MDR gezeigt worden. Setzt man eine Zellkultur langsam

ansteigenden Konzentrationen von Zytostatika, beispielsweise Daunorubicin aus, so steigern

die Zellen über mehrere Generationen hinweg die Expression von des p-Glykoproteins

(Schneider et al., 1995, Knaust et al., 2000). Inwieweit dieser Verhalten jedoch überhaupt in

vivo eine Rolle spielt oder ob es auch bei anderen Resistenzmechanismen vorkommt, ist

noch nicht geklärt worden.

Zweitens gilt als gesichert, dass Chemotherapie einen mutagenen Effekt hat, der die bereits

ohnehin bestehende chromosomale Instabilität der leukämischen Zellen weiter verstärkt. Die

Induktionstherapie selbst wäre in diesem Falle ein Grund für den veränderten Karytoypen im

Rezidiv (Naoe et al., 2000).

Drittens besteht Übereinstimmung bezüglich der Tatsache, dass es sich bei der AML, die

sich bei Primärdiagnose präsentiert, um keine einheitliche, homogene Population handelt

(Kaufmann et al., 1994, Knaust et al., 2000). Auch wenn über die Anzahl der

Subpopulationen in der AML keine genauen Angaben gemacht werden können, so werden

doch bei soliden Tumoren in einem vorliegenden Malignom bis zu hundert verschiedener,

therapieresistenter Klone angenommen. Im Rahmen der Induktionstherapie werden daher

die für die Chemotherapie potentiell relativ empfänglicheren Blasten abgetötet, wohingegen

solche Subpopulationen mit einem resistenteren Phänotyp diesen Selektionsprozeß

überleben und nach einem variablen Zeitraum das Rezidiv verursachen können. Die

Blastenpopulation hätte somit einen evolutionären Prozess durchlaufen, der es für sie

wahrscheinlicher macht, auch eine Reinduktionstherapie zu überleben, was die bereits

geschilderten klinischen Konsequenzen (erhöhte Rate therapieresistenter Erkrankungen im

Rezidiv) erklären würde. Abbildung 12 gibt einen Überblick über die möglichen Relationen

zwischen AML Klonen bei Erstdiagnose und im Rezidiv sowie über die zugrunde liegenden
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Selektionsprozeße. Als letzter Punkt in der Abbildung aufgeführt ist die Entstehung einer

sekundären AML nach der Behandlung einer de-novo AML. Dies ist zwar kein Rezidiv im

eigentlichen Sinne, die Unterscheidung ist klinisch jedoch nicht immer sicher möglich.

Abb. 12: Mögliche Mechanismen der Rezidiventstehung

Initiale Veränderung Diagnosestellung Rezidiv Genetische Veränderung

Keine zusätzlichen ge-
netischen Veränderungen
„klassisches“ Rezidiv

Zusätzliche Aberrationen im
Hauptklon
klonale Evolution

Keine zusätzlichen ge-
netischen Veränderungen
klonale Regression 1

Auftreten unentdeckter Verän-
derungen, Verschwinden vor-
herrschender Veränderungen
klonale Regression 2

Entwicklung eines un-
verwandten Klones
sekundäre Leukämie
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Ob und welche dieser Ursachen überhaupt allein verantwortlich für die Rezidiventstehung ist,

kann mit letzter Sicherheit nicht geklärt werden. Dennoch muss man davon ausgehen, dass

einer oder mehrere dieser Mechanismen ihren Teil zur Entstehung des Rezidivs in der AML

beitragen. So kann man sich also die Entstehung eines Rezidives folgendermaßen

vorstellen: Unter der Zytoreduktion des leukämischen „Bulks“ überlebt ein Subklon die

Induktionstherapie mit Hilfe eines oder mehrerer der oben genannten

Resistenzmechanismen, die er a) durch den mutagenen Einfluss der Therapie oder aber b)

schon prätherapeutisch, also a priori besessen hat und bleibt, obwohl klinisch in den

allermeisten Fällen unerkannt, weiterhin im Knochenmark des Patienten vorhanden. In

diesem Zustand, als Minimal Residual Disease bezeichnet, ist bis auf wenige Ausnahmen,

nämlich solche, bei denen sich mittels PCR ein spezifisches Transkript, beispielsweise das

AML1 / ETO Fusionstranskript, oder aber ein pathologisches Expressionsmuster von

Oberflächenmarkern nachweisen lässt, der Nachweis der Blastenpersistenz unmöglich. Der

Patient verbleibt klinisch über einen variablen Zeitraum im Stadium der CR. So lässt sich bei

manchen Patienten, obwohl sie sich in Langzeitremission befinden, die Persistenz der

Translokation (8;21) oder aber die Inversion (16) nachweisen (Webb, 1999).

Interessanterweise scheint diese Population, trotz der initial höheren Proliferationsrate, den

diese Karyotypen aufweisen, in dieser Situation eine langsame Wachstumskinetik zu zeigen.

Dieses könnte, aus bereits genannten Gründen, eine der Ursachen für ihr Überleben sein. In

dieser Population leukämischer Blasten können sich nun erneut Subklone entwickeln,

einerseits bedingt durch die schon primär bestehende chromosomale Instabilität und

andererseits durch exogene Faktoren mit weiterem mutagenem Potential, beispielsweise

durch die Konsolidierungstherapie. Sollte einer dieser Klone wieder die Fähigkeit zu

stärkerer Proliferation gewinnen, wird er sich, bedingt durch den Selektionsvorteil, den

dieses Merkmal ihm in dieser Situation verschafft, weiter vermehren, was dann letztendlich

zum klinisch manifesten Rezidiv führt.

Das Ausmaß der Proliferation ist auch bei der AML nach wie vor einerseits von der

individuellen Empfindlichkeit der Blasten gegenüber hämatopoetischen Wachstumsfaktoren

und andererseits von der Bereitstellung dieser Faktoren abhängig. Dies ist in früheren

Arbeiten gezeigt worden (Salem et al., 1989, Williams et al., 1990, Löwenberg und Touw,

1993), und konnte auch in dieser Arbeit für AML-Blasten bei Primärdiagnose bestätigt

werden. Eine gesteigerte Proliferation kann der Grund für ein Rezidiv werden, aber sie ist

auch deshalb von Bedeutung, weil ein autonomes Wachstum in vitro mit einer schlechteren

Prognose einhergeht. Als Grund für autonome Proliferation wird meist die autokrine

Stimulation der Blasten angesehen, also die suffiziente Produktion benötigter

Wachstumsfaktoren durch die Blastenpopulation selbst (Reilly et al., 1989, Löwenberg und

Touw, 1993). Es ist jedoch noch ein anderer Mechanismus denkbar, auf dem die
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Unabhängigkeit von Blasten gegenüber exogen zugeführten hämatopoetischen

Wachstumsfaktoren erreicht werden kann. Prinzipiell wird die Wirkung eines

Wachstumsfaktors über die Bindung an seinen spezifischen Rezeptor vermittelt, welcher

nach Aktivierung intrazelluläre Signalkaskaden initiiert. Eine durch genetische Aberrationen

bedingte konstitutionelle, also dauerhafte, Aktivierung eines solchen Rezeptors oder aber

eines Schlüsselenzyms in der nachfolgenden, intrazellulären Signaltransduktion macht die

Zelle jedoch unabhängig von der externen Aktivierung durch Rezeptorliganden wie

Wachstumsfaktoren. Solche Mechanismen sind auch bei der AML beschrieben worden,

beispielsweise die flt3-Rezeptormutationen, ein Rezeptor für ein Wachstumshormon auf

Stammzellebene. Interne Tandemduplikationen in diesem Rezeptor werden bei ca. 20 %

aller AML-Patienten gefunden und führen zu einer konstitutionellen Aktivierung des

Rezeptors sowie der nachfolgenden Signalkaskade (STAT und MAP-Kinasen), welche unter

anderen die Proliferation kontrollieren. Mit dieser Rezeptormutante transfizierte Zelllinien

zeigen eine ungehemmte Proliferation (Tse et al., 2000, Hayakawa et al., 2000) in vitro.

Diese Experimente belegen, dass solche Vorgänge in der Pathogenese der AML existieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Analyse der Produktion und des stimulatorischen

Potentials von Wachstumsfaktoren von leukämischen Blasten bei Primärdiagnose und im

Rezidiv einer AML durchgeführt. Dabei fand man bei gleichgebliebener Produktion von IL-3

und GM-CSF eine signifikant geringere Produktion von G-CSF im Rezidiv. Dieser

Unterschied erstreckte sich sowohl auf die Prozentzahl der Blasten, die G-CSF in

nachweisbaren Mengen herstellen, als auch auf die quantitative Menge an sezerniertem G-

CSF der produzierenden Fraktion. Dies ist möglicherweise dadurch zu erklären, dass G-CSF

von Blasten im Rezidiv nur mehr in geringerem Ausmaß benötigt wird als von Blasten bei

Primärdiagnose. Dieser Verdacht wird dadurch erhärtet, dass auch die Stimulierbarkeit durch

G-CSF im Rezidiv zwar nach wie vor vorhanden war, jedoch signifikant abgenommen hatte.

In der Literatur findet sich kein erhöhter Anteil an konstitutionell aktivierten Proteinen, die an

G-CSF-gekoppelten Signaltransduktionswegen beteiligt sind (dies sind insbesondere die

JAK-STAT-Proteine) im Rezidiv. Bemerkenswert ist jedoch die Entdeckung, dass zwar nicht

die konstitutionell aktivierten STAT-Proteine im Rezidiv erhöht sind, wohl aber C-terminal

verkürzte Formen (sogenannte STATβ-Formen) dieses Proteins (Xia et al., 2001). Zielgene

von STAT sind nicht nur in die Regulierung der Apoptose, sondern auch der Differenzierung

und in erster Linie in der Proliferation involviert. Die β-Formen haben sich unter

experimentellen Bedingungen in gesunden hämatopoetischen Progenitoren als Inhibitoren

der Wildtyp-Formen erwiesen, so dass eine ähnliche Funktion auch bei der AML vermutet

wird. Dies könnte als Erklärung der geringeren Stimulierbarkeit der Rezidiv-Blasten durch G-

CSF dienen.
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Obwohl die Produktion von GM-CSF im Rezidiv ebenso wie die Produktion von IL-3

gegenüber der Primärdiagnose nicht signifikant verändert war, hat die Stimulierbarkeit durch

GM-CSF im Rezidiv doch ebenfalls signifikant abgenommen. Betrachtet man nochmals die

physiologischen Zielzellen der drei Wachstumsfaktoren, so stellt man fest, dass die

Ausdifferenzierung der Zielzellen, von IL-3 über GM-CSF und schließlich G-CSF von zuerst

pluripotenten Stammzellen bis hin zu Granulozyten immer weiter zunimmt. Es drängt sich so

der Verdacht auf, dass Blasten im Rezidiv einen primitiveren, funktionell näher an der

Progenitorzelle gelegenen Phänotyp aufweisen. Tatsächlich war in einer Studie der Anteil

der Blasten mit Selbsterneuerungskapazität, ein Merkmal, welches nur leukämische

„Stammzellen“ aufweisen, erhöht (Nara et al., 1992).

Die Fähigkeit der Wachstumsfaktoren, die Proliferation von AML-Blasten zu stimulieren, ist

jedoch auch von großem klinischen Interesse, da Wachstumsfaktoren in der Behandlung der

AML, in erster Linie zur Verkürzung der Neutropeniedauer nach Chemotherapie, eingesetzt

werden. Ihre Applikation war jedoch aufgrund ihrer proliferationsfördernden Eigenschaften in

vitro keineswegs unumstritten, da man befürchtete, durch Gabe von G-CSF oder GM-CSF

ein rascheres Wachstum der Blasten, Hyperproliferation oder sogar Verkürzungen der

Remissionszeiten zu induzieren (Löwenberg und Touw, 1993, Ohno, 1993). Für G-CSF ist

man mittlerweile übereinstimmend der Meinung, dass die Applikation sicher ist und nicht zu

den vorgenannten Komplikationen führt (Ohno, 1998). Ähnliches lässt sich auch von GM-

CSF sagen, zumindest wenn es in Hefen rekombinant hergestellt wird. Jedoch zeigte eine

Studie, die den Einsatz von rekombinant aus E. coli gewonnenem GM-CSF während der

Induktionstherapie untersuchte (Zittoun et al., 1996), für diesen Wachstumsfaktor ein etwas

anderes Ergebnis. Diese Studie legte den Verdacht nahe, das aus E. coli hergestelltes GM-

CSF, appliziert im Anschluss an die Chemotherapiezyklen in den hypoplastischen Phasen

des Knochenmarks, eventuell doch die schnellere Erholung der AML-Blasen stimulieren

könnte, da sich bei der Gruppe, die GM-CSF erhalten hatten, signifikant inferiore CR-Raten

bei einem erhöhten Anteil persistierender Leukämien zeigten (Tab. 2)

Studie Wachstums-
faktor

Patienten CR Raten vs. Kontrolle Überlebensvorteil

Ohno et al., 1990 G-CSF 98 50 vs. 36 Nicht signifikant

Rowe et al., 1995 GM-CSF 193 60 vs. 44 Signifikant

Stone et al., 1995 GM-CSF 388 51 vs. 54 Nicht signifikant

Dombret et al., 1995 G-CSF 172 70 vs. 47, p < 0,01 Nicht signifikant

Zittoun et al., 1996 GM-CSF 53 48 vs. 79, p < 0,01 Nicht signifikant

Tabelle 2: Klinische Studien mit Wachstumsfaktoren nach Induktionstherapie
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Der klinische Einsatz der hämatopoetischen Wachstumsfaktoren erfolgt aber auch aus

einem anderen Grund: in vitro konnte gezeigt werden, dass die AraC-Inkorporation durch die

Gabe von G-CSF und GM-CSF gesteigert werden konnte. Hier scheinen vor allen Dingen

zwei Mechanismen verantwortlich zu sein. Zum einen erhöhen G-CSF und GM-CSF die

Proliferationsrate sich bereits aktiv teilender leukämischer Blasten (Jahns-Streubel et al.,

1997), zum anderen vermögen sie primär ruhende Zellen in die S-Phase zu überführen und

somit die Toxizität des S-Phase spezifischen Zytostatikums AraC zu erhöhen (Bettelheim et

al., 1991, Hiddemann et al., 1992). Diese experimentellen Befunde dienen als Rationale für

den klinischen Einsatz dieser Wachstumsfaktoren zur Sensibilisierung leukämischer Blasten

gegenüber Zytostatika, ein Vorgang, der als Priming bezeichnet wird (Büchner et al., 1997).

Ein dritter Mechanismus besteht darin, die intrazelluläre AraCTP-Konzentration mittels

Aktivierung der dCK durch Wachstumsfaktoren zu erhöhen. Dieses Verfahren wird als

Modulation bezeichnet (Braess et al., 2000). Bisher konnte in keiner klinischen Studie ein

signifikant positiver Effekt des Primings durch die Applikation von Wachstumsfaktoren vor

und während der Induktion bezüglich des Langzeitüberlebens aufgezeigt werden (Hansen et

al., 1995, Zittoun et al., 1996), wie in Tabelle 3 gezeigt wird.

Studie Wachstums-
faktor

Patienten CR Raten vs. Kontrolle Überlebensvorteil

Ohno et al., 1994 G-CSF 58 50 vs. 37 Nicht signifikant

Heil et al., 1995 GM-CSF 79 81 vs. 79 Nicht signifikant

Zittoun et al., 1996 GM-CSF 304 56 vs. 57 Nicht signifikant

Tabelle 3: Klinische Studien mit Wachstumsfaktoren als Priming

Auch in dieser Arbeit konnte in Übereinstimmung mit diesen früheren Arbeiten gezeigt

werden, dass sich bei Primärdiagnose der Effekt der AraC-Inkorporation durch den die

Koinkubation mit G-CSF und GM-CSF in vitro signifikant steigern ließ. Ein anderes Bild

zeigte sich jedoch bei den Blasten im Rezidiv. Hier konnte die Inkorporation von AraC in die

DNS durch die Wachstumsfaktoren nicht wesentlich modifiziert werden, und dieser

Unterschied wurde im Vergleich mit den Blasten bei Primärdiagnose noch deutlicher. Dieser

Vergleich ergab einen signifikant schlechteren Primingeffekt im Rezidiv für G-CSF. Im Bezug

auf die Klinik lässt dies, unter entsprechendem Vorbehalt, folgendes erwarten: Da selbst für

einen ausgeprägten in vitro Effekt wie die Stimulation des AraC-Einbaus in die DNS und die

damit verbundene gesteigerte Zytotoxizität durch G-CSF bei de-novo AML-Blasten sich in

vivo kein wesentlicher positiver Effekt feststellen ließ, ist im Falle des auch in vitro ohnehin

schon abgeschwächten Effekt der Stimulation der AraC-Inkorporation in die DNS im Rezidiv
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wahrscheinlich auch kein Erfolg durch die Strategie des Primings zu erwarten. Diese

Aussagen müssen jedoch im Rahmen prospektiver klinischer Studien beantwortet werden.

Aus klinischer Sicht erscheinen diese Befunde von Interesse, geben sie doch eine mögliche

Erklärung für die geringere Wirksamkeit S-Phasen-spezifischer Zytostatika in der

Behandlung der rezidivierten AML. Auch wenn die AraC-Inkorporation im Rezidiv nicht

signifikant erniedrigt war, so war die Tendenz dahin doch zu erkennen, und ist durch die

starke Korrelation zwischen Proliferation und AraC-Einbaus in die DNS hinreichend erklärt.

Dass der Einbau dieses Zytostatikums in die DNS und Zelltod ebenfalls eng korrelieren, gibt

eine rationale Erklärung für seine geringere Effizienz im Rezidiv. Hinzu kommt, dass über

AraC hinaus fast alle anderen ebenfalls in der Induktionstherapie der AML verwendeten

Zytostatika ihre größte Wirksamkeit in der S-Phase entfalten. Hierzu gehören besonders die

Inhibitoren der Topoisomerase II, also beispielsweise die Anthrazykline oder

Epipodophyllotoxine. Da also diese Medikamente ebenfalls proliferationsabhängig sind, ist

ihre geringere Effizienz auch durch die verringerte Proliferation der rezidivierten AML-Blasten

zu erklären.

Als Alternative zu Zell-Zyklus-abhängigen Zytostatika bieten sich andere, in der Klinik bereits

etablierte Chemotherapeutika an. Es handelt sich dabei in erster Linie um Alkylanzien wie

Cyclophosphamid oder platinhaltige Präparate (Cisplatin, Carboplatin). Experimentelle

Ansätze wie der AntiCD33 monoklonale Antikörper als Transporter für das Zytostatikum

Calicheamicin (Gemtuzumab Ozogamicin) (Larson, 2001) scheinen ebenfalls aufgrund ihrer

Unabhängigkeit vom Zellzyklus vielversprechend. Da ihr Wirkmechanismus nicht in gleicher

Weise S-Phase gebunden ist, sollte ihre Wirksamkeit gegenüber AML-Blasten, besonders im

Rezidiv, im Rahmen experimenteller Arbeiten überprüft werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl sich die Behandlungserfolge der AML in letzten Jahrzehnten mit Remissionsraten

von 60 – 80 % und einem 5-Jahresüberleben von >35 % deutlich verbessert haben, beträgt

das mediane Überleben aller de-novo AMLs noch immer lediglich 9 – 15 Monate. Der

Hauptgrund für das Therapieversagen ist noch immer das Rezidiv, welches etwa in 50 %

aller Patienten auftritt, die initial eine CR erreicht haben. Im Rezidiv sind die

Remissionsdaten mit 40 – 60 % ebenso wie das 2-Jahresüberleben mit 20 % deutlich

geringer. Die Gründe für dieses schlechtere Therapieansprechen sind nach wie vor nicht

vollständig geklärt.

Da die in der Induktionstherapie verwendeten Zytostatika - in erster Linie Cytarabin und ein

Anthrazyklin - ihre größte Wirksamkeit in der S-Phase des Zellzyklus entfalten, besteht ein

enger Zusammenhang zwischen Proliferation und Effektivität dieser Zytostatika. Neuere

Arbeiten zeigten, dass prognostisch günstige zytogenetische Subgruppen der AML eine

höhere Proliferation besaßen als ungünstige Gruppen und dass mit dieser erhöhten

Proliferation auch ein verbessertes initiales Therapieansprechen verbunden war. Gleichzeitig

war bei diesen Patienten auch die Inkorporation von AraC in die DNS erhöht. Da dieser

Parameter in enger Weise mit dem Zelltod korreliert, gibt diese Entdeckung eine mögliche

Ursache für die bessere therapeutische Effektivität der S-Phase-spezifischen Zytostatika in

diesen Gruppen.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit untersucht, ob AML-Blasten im

Rezidiv eine verminderte Proliferationsaktivität aufwiesen und somit einen Selektionsvorteil

gegenüber rasch proliferierenden Blasten in der Induktionstherapie besaßen. Ebenfalls

wurde die Inkorporation radioaktiven Cytarabins in die DNS bestimmt. Weiterhin wurden zur

besseren biologischen Charakterisierung die Stimulierbarkeit der Proliferationsaktivtät und

der AraC-Inkorporation mit G-CSF und GM-CSF sowie die Produktion der hämatopoetischen

Wachstumsfaktoren IL-3, G-CSF und GM-CSF der Blasten bei Primärdiagnose und im

Rezidiv bestimmt.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit Knochenmarksaspirat und peripheres Blut von 58

Patienten untersucht, wobei sich 43 Patienten im Initialstadium ihrer Erkrankung und 15

Patienten im Rezidiv befanden. Die Blasten, die bei Primärdiagnose untersucht wurden,

zeigten eine signifikant höhere endogene mediane Proliferationsaktivität (EPA) von 0,41

pmol/105 Zellen als Blasten im Rezidiv mit einer EPA von 0,21 pmol/105 Zellen. Die

Stimulierbarkeit der PA betrug bei Primärdiagnose mit G-CSF das 3,84fache und im Rezidiv

das 1,84fache, und für GM-CSF das 1,19fache sowie das 1,04fache. Beide Unterschiede

waren statistisch signifikant. Die AraC-Inkorporation war im Rezidiv tendenziell niedriger,

erreichte aber keine statistische Signifikanz. Sie war jedoch bei Blasten der Primärdiagnose
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signifikant besser steigerbar als im Rezidiv. Bezüglich der Zytokinproduktion zeigte sich eine

signifikant geringere Produktion von G-CSF der Blasten im Rezidiv.

Diese Daten decken ein unterschiedliches biologisches Verhalten von AML-Blasten im

Rezidiv auf. Eine Erklärung für diesen Unterschied besteht in der möglichen Selektion

resistenter Blasten während der Induktionstherapie, welche diese überleben und nach einem

variablen Zeitraum das Rezidiv verursachen. Die geringere Proliferation bietet auch eine

mögliche Erklärung für das schlechtere Therapieansprechen im fortgeschrittenen

Krankheitsstadium mit S-Phase-spezifischen Zytostatika.

Da sich die Inkorporation von AraC auch durch Wachstumsfaktoren nicht signifikant steigern

ließ, sollten weiter experimentelle Studien klären, ob weniger zellzyklusabhängige

Zytostatika eine größere Effektivität im Rezidiv besitzen.
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7.1. ALLGEMEINE PATIENTENDATEN
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F. K. 1 12.10.24 74 1 24.11.98 M2 1 1 46,XY
M. M. 1 05.05.24 74 2 10.12.98 M2 1 1 46,XX,t(8;21)(q22;q22)[16];46,XX[4]
S. B. 1 04.08.75 23 2 15.12.98 M1 1 1 46,XX
W. S. 2 02.06.63 35 1 01.01.99 M4 1 1 46,XY
A. O. 1 30.05.56 42 2 06.01.99 M2 1 1 46,XX
C. W. 1 29.09.55 43 2 05.01.99 M4 1 1 46,XX
J. P. 1 04.01.34 65 1 06.01.99 M4 1 1 46,XY
G. S. 2 14.12.29 69 1 15.01.99 M4 1 1 46,XY
R. B. 1 17.11.24 74 2 19.01.99 2 1 46,XX,del(7)(q11q33)[19], 46XX[1]
E. H. 1 29.01.21 77 2 25.01.99 M3 1 1 46,XX
M. H. 1 03.05.59 39 2 02.02.99 M4eo 1 1 46,XX,inv(16)(p13q22)[20]
M. R. 2 28.12.24 74 2 06.02.99 M1 1 1 46,XX
J. H. 1 14.01.40 59 1 09.02.99 M1 1 1 46,XY
K. M. 1 02.05.39 59 1 09.02.99 M4 1 1 46,XY
S. M. 2 01.12.43 55 2 11.02.99 M3 1 1 46,XX
M. B. 1 26.07.60 38 1 12.02.99 M2 1 1 46,XY
A. W. 2 17.12.49 49 2 18.02.99 M5b 1 1 47,XX,t(11;17)(q23;q25),+20[28]

51XX,+5+6,t(11;17)(q23;q25),+19,+20,+21[4]; 4,XX [3]
K. G. 1 06.06.28 70 1 26.02.99 M1 1 1 46,XY
G. S. 2 11.06.32 66 1 26.02.99 M1 1 1 46,XY
F. N. 2 25.08.29 69 1 11.03.99 M5 2 1 46,XY,del(11)(q23q2)[14];46,XY[11]
O. J. 2 17.09.20 78 1 13.03.99 1 1 46,XY,inv(3)(q21q26),del(7)(q22)[26]
H. T. 1 07.05.55 43 1 18.03.99 1 1 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[20]
R. M. 2 07.08.32 66 1 19.03.99 M3v 1 1 46,XY,t(15;17)(q22;q21)[20]
H. W. 1 26.04.35 63 1 24.03.99 M1 1 1 46,XY
W. L. 1 28.03.62 37 1 16.04.99 M2 1 1 46,XY
H. H. 2 20.09.34 64 1 09.06.99 M2 1 1 46,XY
H. K. 1 18.12.22 76 1 22.06.99 M5b 1 1 46,XY
C. S. 1 15.04.39 60 2 22.06.99 M4 1 1 46,XX
S. W. 1 26.01.40 59 2 12.07.99 2 1 46,XX
A. B. 1 21.02.82 17 1 13.07.99 M4 1 1 47,XY,+13,der(16)ins(16;X)(p13;??)[6]; 48, idem, +13[1]

50, idem,+7,+13,+19[2]; 51, idem, +7,+13,+19,+mar [2], 46,XY[9]
J. R. 2 12.05.22 77 2 13.07.99 M4 1 1 46,XX [25]
E. E. 1 09.01.17 82 2 28.07.99 M2 1 1 49,XX,+X,der(4)t(4;18)(q24;q?),+der(4)t(4;18)(q24;q?),del(5)(q13q31),

-7,+8,+10, der(12)t(4;12)(q24;p13),der(16)t(11;16)(?;q21),
der(18)del(18)(p11)del(18)(q11)[15]

W. M. 1 08.07.33 66 1 03.08.99 M4 1 1 46,XY
J. S. 1 17.02.55 44 2 04.08.99 M2 1 1 46,XX
A. B. 1 20.01.38 61 1 04.08.99 M1 1 1 46,XY
G. B. 2 04.11.53 45 2 18.08.99 M1 1 1 45,XX,t(3;3)(q21;q26),t(5;17)(q31;q25),-7[10]

45, idem, del(11)(q23)[6]; 45,idem, del(1)(p34.1)[5]; 46,XX[1]
R. K. 1 21.06.31 68 2 24.08.99 M5b 1 1 46,XX
H. G. 1 30.11.36 62 1 25.08.99 M2 1 1 46,XY
E. L. 1 16.01.67 32 2 03.08.99 2 1 46,XX
W. H. 1 10.07.21 78 1 10.09.99 1 1 46,XY
G. W. 1 17.11.38 60 1 10.09.99 M2 1 1 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[1]; 46,XY,t(8;21)(q22;q22),del(9)(q22)[12]

45X,-Y,t(8;21)(q22;22),del(9)(q22)[4]
B. O. 1 07.04.55 44 1 15.09.99 M2 2 1 46,XY,t(3;12)(q26;p13) [25]; 46, XY
A. S. 1 18.04.56 43 2 01.10.99 M2 1 1 46,XX [25]
K. Z. 1 06.03.41 58 2 04.06.99 M5b 1 2 46;XX
G. E. 1 25.09.20 78 1 15.06.99 M3 1 2 47,XY,+8,t(15;17)(q22;q21)[15]
H. Q. 1 29.02.56 43 1 21.08.99 1 2 46,XY
W. G. 2 26.01.25 74 2 17.08.99 1 2 46,XX
K. G. 2 24.04.43 56 1 20.08.99 M2 1 2 46,XY
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K. L. 2 06.06.70 29 2 12.11.99 2 2 45,XX,t(1;5)(q32;p14),-7 [7]; 46, XX [6]
M. R. 2 27.02.65 34 1 10.12.99 1 2 48,XY,der(1)t(1;6)(p36.1;p23)t(1;12)(q42;q13),t(2;21)(q27;q21),der(6)

t(1;6)(p36.1;p23),t(10;11)(p13;q13),der(12)t(1;12)(q42;q13),+der(17)[20]
J. P. 2 28.04.63 36 2 27.04.00 M1 1 2 46,XX[17],46,XY [3]
T. S. 2 18.08.83 16 2 04.05.00 1 2 46,XX,t(6;7)(q37;q22)[16];46,XY[6]
H. H. 2 20.03.50 50 1 15.06.00 M2 1 2 46,XY [25]
A. K. 2 07.09.54 55 2 15.06.00 1 2 46,XX[6];46,[14]
G. A. 2 12.12.43 56 2 22.06.00 1 2 47,XX,t(5;12)(q31;p13),del(6)(q23),+i(8)(q10)[17];46,XX[3]
L. R. 1 11.03.33 67 2 05.07.00 M1 1 2 46, XX, t(4;12)(q11;p13)[7]; 46, XX [3]
E. L. 2 28.08.31 69 1 15.06.00 1 2 46, XY [21]

M. W. 2 30.05.62 38 2 22.09.00 M4 1 2 46, XX,t(1;14)(q42;q32)[12]46, XY [21] 46,XX [8]

7.2. PROLIFERATIONSDATEN VON CD34POSITIVEN STAMMZELLEN GESUNDER

SPENDER

N
am

e,
V

or
na

m
e

M
at

er
ia

lK
M

/P
B

P
ro

lif
er

at
io

n
in

pm
ol

/m
l

gesunder Spender 1 1 1,46

gesunder Spender 2 1 1,42

gesunder Spender 3 2 0,21

gesunder Spender 4 1 0,69

gesunder Spender 5 1 1,04

gesunder Spender 6 1 1,62

gesunder Spender 7 2 0,36
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7.3. PROLIFERATIONSDATEN, CYTARABININKORPORATION UND STIMULIERBAR-

KEIT VON BLASTEN BEI PRIMÄRDIAGNOSE UND IM REZIDIV
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F. K. 1 12.10.24 74 1 24.11.98 1 1 0,46 0,78 1,69 0,64 1,39 0,12 0,35 2,83 0,23 1,85
M. M. 1 05.05.24 74 2 10.12.98 1 1 2,47 3,5 1,42 3,21 1,30 0,13 0,12 0,92 0,12 0,92
S. B. 1 04.08.75 23 2 15.12.98 1 1 3,57 2,96 0,83 3,79 1,06 0,034 0,02 0,62 0,04 1,15
W. S. 2 02.06.63 35 1 01.01.99 1 1 1,85 3,13 1,69 7,11 3,84 0,06 0,07 1,17 0,10 1,69
A. O. 1 30.05.56 42 2 06.01.99 1 1 0,62 0,67 1,08 3,62 5,84 0,024 0,03 1,25 0,08 3,37
C. W. 1 29.09.55 43 2 05.01.99 1 1 0,23 0,3 1,30 1,48 6,43 0,006 0,03 4,19 0,02 3,32
J. P. 1 04.01.34 65 1 06.01.99 1 1 0,15 2,44 16,27 0,12 0,80 0,055 0,06 1,13 0,01 0,22
G. S. 2 14.12.29 69 1 15.01.99 1 1 1,12 1,28 1,14 2,96 2,64 0,025 0,02 0,68 0,03 1,35
R. B. 1 17.11.24 74 2 19.01.99 2 1 0,63 0,94 1,49 3,78 6,00 0,018 0,05 3,00 0,06 3,11
E. H. 1 29.01.21 77 2 25.01.99 1 1 0,05 0,07 1,52 0,82 17,83 0,003 0,003 1,03 0,03 9,67
M. H. 1 03.05.59 39 2 02.02.99 1 1 0,56 0,78 1,39 3,71 6,63 0,018 0,05 2,61 0,098 5,44
M. R. 2 28.12.24 74 2 06.02.99 1 1 1,52 2,1 1,38 3,42 2,25 0,049 0,09 1,82 0,09 1,86
J. H. 1 14.01.40 59 1 09.02.99 1 1 0,43 0,47 1,09 3,94 9,16 0,012 0,02 1,42 0,10 8,33
K. M. 1 02.05.39 59 1 09.02.99 1 1 0,77 0,77 1,00 1,79 2,32 0,033 0,03 0,91 0,49 1,48
S. M. 2 01.12.43 55 2 11.02.99 1 1 0,1 0,1 1,04 0,46 4,79 0,001 0,004 2,77 0,014 10,77
M. B. 1 26.07.60 38 1 12.02.99 1 1 0,57 0,65 1,14 0,94 1,65 0,019 0,04 1,84 0,03 1,53
A. W. 2 17.12.49 49 2 18.02.99 1 1 1,67 2,11 1,26 3,02 1,81 0,007 0,02 3,43 0,02 2,24
K. G. 1 06.06.28 70 1 26.02.99 1 1 0,1 0,09 0,89 1,21 12,74 0,023 0,02 0,83 0,03 1,48
G. S. 2 11.06.32 66 1 26.02.99 1 1 0,07 0,07 1,07 1,49 21,59 0,003 0,003 0,93 0,02 6,90
F. N. 2 25.08.29 69 1 11.03.99 2 1 0,08 0,09 1,06 1,45 17,47 0,008 0,006 0,70 0,03 3,54
O. J. 2 17.09.20 78 1 13.03.99 1 1 0,94 1,14 1,21 0,97 1,03 0,037 0,04 1,03 0,02 0,57
H. T. 1 07.05.55 43 1 18.03.99 1 1 0,41 0,4 0,98 0,82 2,00 0,013 0,03 2,15 0,03 1,92
R. M. 2 07.08.32 66 1 19.03.99 1 1 0,07 0,07 1,09 1,80 26,87 0,002 0,01 4,59 0,04 20,59
H. W. 1 26.04.35 63 1 24.03.99 1 1 0,32 0,38 1,19 2,26 7,06 0,012 0,03 2,75 0,04 3,08
W. L. 1 28.03.62 37 1 16.04.99 1 1 0,22 0,38 1,73 2,03 9,23 0,021 0,001 0,03 0,04 2,05
H. H. 2 20.09.34 64 1 09.06.99 1 1 2,16 2,27 1,05 2,92 1,35 0,025 0,04 1,57 0,03 1,12
H. K. 1 18.12.22 76 1 22.06.99 1 1 0,71 0,96 1,36 3,25 4,59 0,025 0,02 0,65 0,03 1,31
C. S. 1 15.04.39 60 2 22.06.99 1 1 0,69 0,57 0,84 1,99 2,90 0,024 0,106 4,46 0,12 5,07
S. W. 1 26.01.40 59 2 12.07.99 2 1 0,98 1,16 1,18 2,35 2,40 0,021 0,016 0,77 0,015 0,72
A. B. 1 21.02.82 17 1 13.07.99 1 1 1,29 1,43 1,11 3,30 2,57 0,042 0,037 0,88 0,046 1,08
J. R. 2 12.05.22 77 2 13.07.99 1 1 0,13 0,18 1,39 2,23 17,58 0,008 0,015 1,96 0,04 5,22
E. E. 1 09.01.17 82 2 28.07.99 1 1 1,22 1,78 1,46 3,48 2,85 0,034 0,04 1,16 0,072 2,13
W. M. 1 08.07.33 66 1 03.08.99 1 1 0,08 0,07 0,83 1,27 15,9 0,008 0,016 2,13 0,015 2,04
J. S. 1 17.02.55 44 2 04.08.99 1 1 0,13 0,13 1,06 0,78 6,1 0,005 0,001 0,26 0,045 9,00
A. B. 1 20.01.38 61 1 04.08.99 1 1 1,12 1,36 1,22 1,42 1,26 0,02 0,016 0,80 0,02 1,05
G. B. 2 04.11.53 45 2 18.08.99 1 1 0,06 0,08 1,32 0,22 3,78 0,001 0,002 2,33 0,003 3,26
R. K. 1 21.06.31 68 2 24.08.99 1 1 0,11 0,17 1,51 0,87 7,87 0,004 0,005 1,27 0,006 1,68
H. G. 1 30.11.36 62 1 25.08.99 1 1 0,31 0,37 1,20 0,42 1,37 0,006 0,01 1,55 0,005 0,85
E. L. 1 16.01.67 32 2 03.08.99 2 1 0,05 0,04 0,83 0,06 1,15 0,001 0,001 0,88 0,001 1,73
W. H. 1 10.07.21 78 1 10.09.99 1 1 0,32 0,43 1,35 2,72 8,53 0,008 0,004 0,48 0,018 2,20
G. W. 1 17.11.38 60 1 10.09.99 1 1 0,05 0,04 0,76 0,94 17,44 0,003 0,01 3,92 0,02 7,69
B. O. 1 07.04.55 44 1 15.09.99 2 1 0,15 0,1 0,71 0,45 3,03 0,005 0,004 0,08 0,007 1,58
A. S. 1 18.04.56 43 2 01.10.99 1 1 0,36 0,45 1,24 3,64 10,1 0,01 0,029 3,02 0,041 4,27
K. Z. 1 06.03.41 58 2 04.06.99 1 2 0,57 0,49 0,87 2,55 4,50 0,026 0,024 0,91 0,063 2,44
G. E. 1 25.09.20 78 1 15.06.99 1 2 0,29 0,32 1,12 0,32 1,11 0,022 0,015 0,67 0,02 0,89
H. Q. 1 29.02.56 43 1 21.08.99 1 2 0,56 0,65 1,15 1,65 2,92 0,022 0,012 0,57 0,034 1,59
W. G. 2 26.01.25 74 2 17.08.99 1 2 0,03 0,04 1,06 0,06 1,84 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00
K. G. 2 24.04.43 56 1 20.08.99 1 2 0,73 0,64 0,87 0,66 0,89 0,023 0,013 0,56 0,013 0,59
K. L. 2 06.06.70 29 2 12.11.99 2 2 0,04 0,30 7,29 0,03 0,79 0,004 0,018 4,31 0,001 0,29
M. R. 2 27.02.65 34 1 10.12.99 1 2 0,00 0,00 6,40 0,00 1,07 0,002 0,002 0,77 0,002 0,82
J. P. 2 28.04.63 36 2 27.04.00 1 2 0,74 0,86 1,16 1,30 1,76 0,016 0,093 5,87 0,089 5,62
T. S. 2 18.08.83 16 2 04.05.00 1 2 0,01 0,02 1,11 0,27 18,09 0,004 0,003 0,63 0,006 1,49
H. H. 2 20.03.50 50 1 15.06.00 1 2 0,32 0,34 1,04 0,4 1,23 0,013 0,008 0,62 0,023 1,72
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A. K. 2 07.09.54 55 2 15.06.00 1 2 0,06 0,04 0,7 0,18 2,97 0,001 0,001 1,32 0,003 3,69
G. A. 2 12.12.43 56 2 22.06.00 1 2 0,80 0,75 0,93 0,83 1,04 0,017 0,013 0,79 0,012 0,73
L. R. 1 11.03.33 67 2 05.07.00 1 2 0,00 0,00 0,74 0,01 3,21 0,003 0,003 1,29 0,003 1,04
E. L. 2 28.08.31 69 1 15.06.00 1 2 0,10 0,08 0,82 0,24 2,45 0,006 0,006 0,90 0,008 1,30

M. W. 2 30.05.62 38 2 22.09.00 1 2 0,21 0,20 0,97 1,50 7,21 0,015 0,058 3,97 0,024 1,61

7.4. ZYTOKINPRODUKTION VON PRIMÄRDIAGNOSEN UND REZIDIVEN

N
am

e,
V

or
na

m
e

M
at

er
ia

lK
M

/P
B

G
eb

ur
ts

da
tu

m

A
lte

r
be

i
D

ia
gn

os
es

te
llu

ng

G
es

ch
le

ch
tm

/w

D
ia

gn
os

ed
at

um

pr
im

/s
ek

Le
uk

äm
ie

de
no

vo
/R

ez
id

iv

IL
3

P
ro

du
kt

io
n

in
pg

/m
l

G
-C

S
F

P
ro

du
kt

io
n

in
pg

/m
l

G
M

-C
S

F
P

ro
du

kt
io

n
in

pg
/m

l

F. K. 1 12.10.24 74 1 24.11.98 1 1 15,00 298,60 4,00
M. M. 1 05.05.24 74 2 10.12.98 1 1 297,80 78,70 4,00
S. B. 1 04.08.75 23 2 15.12.98 1 1 15,00 364,20 4,00
W. S. 2 02.06.63 35 1 01.01.99 1 1 373,10 502,20 4,00
A. O. 1 30.05.56 42 2 06.01.99 1 1 675,40 503,90 4,00
C. W. 1 29.09.55 43 2 05.01.99 1 1 329,80 316,40 15,90
J. P. 1 04.01.34 65 1 06.01.99 1 1 83,50 319,70 30,00
G. S. 2 14.12.29 69 1 15.01.99 1 1 64,10 94,80 18,30
R. B. 1 17.11.24 74 2 19.01.99 2 1 15,00 431,30 16,50
E. H. 1 29.01.21 77 2 25.01.99 1 1 15,00 191,00 4,00
M. H. 1 03.05.59 39 2 02.02.99 1 1 123,60 426,30 765,30
M. R. 2 28.12.24 74 2 06.02.99 1 1 17,00 261,30 15,50
J. H. 1 14.01.40 59 1 09.02.99 1 1 15,00 247,60 24,90
K. M. 1 02.05.39 59 1 09.02.99 1 1 15,30 399,30 86,00
S. M. 2 01.12.43 55 2 11.02.99 1 1 36,10 89,50 183,40
M. B. 1 26.07.60 38 1 12.02.99 1 1 15,00 129,50 134,80
A. W. 2 17.12.49 49 2 18.02.99 1 1 119,50 297,00 44,60
K. G. 1 06.06.28 70 1 26.02.99 1 1 188,30 177,00 4,00
G. S. 2 11.06.32 66 1 26.02.99 1 1 978,40 20,00 4,00
F. N. 2 25.08.29 69 1 11.03.99 2 1 43,42 20,00 4,00
O. J. 2 17.09.20 78 1 13.03.99 1 1 69,38 183,13 765,40
H. T. 1 07.05.55 43 1 18.03.99 1 1 22,64 228,47 4,00
R. M. 2 07.08.32 66 1 19.03.99 1 1 15,00 163,77 56,50
H. W. 1 26.04.35 63 1 24.03.99 1 1 15,00 270,29 141,29
W. L. 1 28.03.62 37 1 16.04.99 1 1 15,00 99,89 25,04
H. H. 2 20.09.34 64 1 09.06.99 1 1 15,00 205,49 67,38
H. K. 1 18.12.22 76 1 22.06.99 1 1 132,73 51,34 235,94
C. S. 1 15.04.39 60 2 22.06.99 1 1 289,09 149,17 12,61
S. W. 1 26.01.40 59 2 12.07.99 2 1 123,41 106,52 4,00
A. B. 1 21.02.82 17 1 13.07.99 1 1 15,00 113,05 4,00
J. R. 2 12.05.22 77 2 13.07.99 1 1 15,00 439,72 4,00
E. E. 1 09.01.17 82 2 28.07.99 1 1 53,6 574,54 4,00
W. M. 1 08.07.33 66 1 03.08.99 1 1 15,00 581,14 4,00
J. S. 1 17.02.55 44 2 04.08.99 1 1 15,00 210,90 4,00
A. B. 1 20.01.38 61 1 04.08.99 1 1 15,00 230,04 12,24
G. B. 2 04.11.53 45 2 18.08.99 1 1 15,00 361,47 4,00
R. K. 1 21.06.31 68 2 24.08.99 1 1 33,73 269,93 37,14
H. G. 1 30.11.36 62 1 25.08.99 1 1 48,68 165,18 22,49
E. L. 1 16.01.67 32 2 03.08.99 2 1 15,00 20,00 46,21
W. H. 1 10.07.21 78 1 10.09.99 1 1 86,03 285,51 179,34
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G. W. 1 17.11.38 60 1 10.09.99 1 1 25,14 281,50 6,68
B. O. 1 07.04.55 44 1 15.09.99 2 1 15,00 275,26 50,79
A. S. 1 18.04.56 43 2 01.10.99 1 1 15,00 20,00 92,21
K. Z. 1 06.03.41 58 2 04.06.99 1 2 15,00 100,39 101,94
G. E. 1 25.09.20 78 1 15.06.99 1 2 15,00 126,74 79,16
H. Q. 1 29.02.56 43 1 21.08.99 1 2 158,83 20,00 566,56
W. G. 2 26.01.25 74 2 17.08.99 1 2 15,00 495,07 14,49
K. G. 2 24.04.43 56 1 20.08.99 1 2 15,00 158,51 10,76
K. L. 2 06.06.70 29 2 12.11.99 2 2 48,54 59,74 4,00
M. R. 2 27.02.65 34 1 10.12.99 1 2 57,15 20,00 4,00
J. P. 2 28.04.63 36 2 27.04.00 1 2 203,05 20,00 12,74
T. S. 2 18.08.83 16 2 04.05.00 1 2 156,99 20,00 10,12
H. H. 2 20.03.50 50 1 15.06.00 1 2 358,89 20,00 112,10
A. K. 2 07.09.54 55 2 15.06.00 1 2 176,66 20,00 6,31
G. A. 2 12.12.43 56 2 22.06.00 1 2 362,76 20,00 35,60
L. R. 1 11.03.33 67 2 05.07.00 1 2 15,00 79,16 4,00
E. L. 2 28.08.31 69 1 15.06.00 1 2 15,00 98,04 4,00

M. W. 2 30.05.62 38 2 22.09.00 1 2 15,00 210,77 4,00
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