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1 Einleitung

1 Einleitung

Die chronische lymphatische Leukadmie ist ein leukamisch verlaufendes
lymphozytisches Non-Hodgkin-Lymphom von niedrigem Malignitatsgrad. Die
kleinen reif aussehenden Lymphozyten gehéren in 90 % der Falle zur B-Zell-
Reihe. Seltenere Formen umfassen die Prolymphozytenleukamie, die Haarzell-
Leukédmie und die von der T-Zellreihe abgeleitete T-CLL und das Sezary-
Syndrom [150].

Die Atiologie der CLL ist unklar, wobei es immer mehr Hinweise fir den Einfluss
vererbter Faktoren gibt. lhre jahrliche Inzidenz betragt 3 Erkrankungen pro
100000 Einwohnern, womit die CLL die haufigste Leukamie der westlichen
Hemisphare darstellt. Die CLL gilt als Leukamie des hdheren Lebensalters, da
das Durchschnittsalter bei Diagnose 60 Jahre und mehr betragt. Manner
erkranken haufiger als Frauen (1,7:1). Das klinische Bild ist gepragt durch die
Akkumulation immuninkompetenter B-Lymphozyten im peripheren Blut, im
Knochenmark, im lymphatischen Gewebe und in Leber und Milz, sowie durch
die zunehmende Insuffizienz der normalen Hamatopoese bei fortschreitender
Erkrankung.

Die Erkrankung verlauft sehr unterschiedlich; sehr langsam verlaufende Formen
mit guter Prognose und annahernd normaler Lebenserwartung bis hin zu rasch
progredienten Verlaufsformen mit schlechter Prognose sind zu beobachten
[132]. So dass sich die Uberlebenszeit nach Diagnosestellung von ein paar
Monaten bis zu Uber 20 Jahren erstrecken kann.

Die bisherige Einteilung anhand klinischer und laborchemischer Parameter
nach Binet und Rai wurde in den letzten Jahren durch zusatzliche Parameter
(Knochenmarkshistologie, Lymphozytenverdoppelungszeit, bestimmte zyto-
genetische Aberrationen und Serumparameter) erganzt, wodurch die
individuelle Prognose bezuglich Krankheitsprogression beziehungsweise
Therapienotwendigkeit, insbesondere in frihen Stadien der Erkrankung, besser

vorhergesagt und eingeschatzt werden kann.
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1.1 Grundziige der chronischen lymphatischen Leukamie

1.1.1 Inzidenz und Epidemiologie

Die chronische lymphatische Leukamie vom B-Zelltyp ist mit einer Inzidenz von
ca. 3 Fallen pro 100000 Einwohnern pro Jahr das haufigste Non-Hodgkin-
Lymphom in der westlichen Welt. Sie stellt mit einem Anteil von 30% die
haufigste Leukamieform des Erwachsenenalters in den USA und in Europa dar
[44].

Die Erkrankungshaufigkeit steigt mit hdherem Alter rasch an. Das mediane Alter
bei Erstdiagnose liegt Uber 60 Jahren [59]. Eine Erkrankungsmanifestation vor
dem 40. Lebensjahr ist selten, auch wenn in den letzten Jahren der Anteil an
jungeren Patienten mit CLL gestiegen ist [48]. Dies wird am wahr-scheinlichsten
auf haufigere routinemaRige Blutbilduntersuchungen bei jlingeren Patienten
zuruckgefuhrt. Manner erkranken haufiger als Frauen (Verhaltnis 1,2-2 : 1) [65].
Die Inzidenz weist geographische Unterschiede auf und zeigt eine
Erkrankungshaufigkeit in China und Japan von nur 10 % der westlichen

Inzidenzrate [138].

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie der CLL ist unklar. Bisher konnte noch kein Virus oder Onkogen
nachgewiesen werden, das fur die Entstehung der chronischen lymphatischen
Leukamie verantwortlich gemacht werden konnte [104]. Laut einigen Studien
wurde bei in der Landwirtschaft tatigen Personen, bei Arbeitern in der
gummiverarbeitenden Industrie sowie bei Personen mit hoher Exposition
gegenuber Benzenen und Pestiziden eine erhdhte Inzidenz beobachtet; es
konnte jedoch kein kausaler Zusammenhang gefunden werden [126].
lonisierende Strahlen scheinen keine Rolle bei der Entstehung der CLL zu
spielen [12]. Die niedrige Inzidenz in Asien und bei Nachkommen von
japanischen US-Emigranten weist auf genetische Faktoren hin [59]. Das

Erkrankungsrisiko ist innerhalb einer Familie um das 2-7- fache erhéht, wenn
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ein Verwandter ersten Grades an einer CLL erkrankt ist [30]. Die DNA Analyse
bei an CLL erkrankten Zwillingen ergab, dass die B-CLL-Zellen genetisch
verschieden waren, d.h. die Erkrankung von beiden Zwillingen jeweils erworben
war [14].

1.1.3 Pathogenese

Bei den CLL-Lymphozyten handelt es sich um eine monoklonale Expansion
funktionell minderwertiger Zellen, die in 95 % der Falle der B-Zellreihe
angehoren [49]. Die Zellen sind charakterisiert durch eine verlangerte
Uberlebenszeit und eine niedrige Proliferationsrate [138]. Die meisten CLL-
Zellen kénnen der Gp- oder der Gq- Phase zugeordnet werden [17]. lhrem
Reifungsgrad entsprechend werden sie zwischen den Pra-B-Zellen und den
reifen B-Zellen angesiedelt. Im peripheren Blutausstrich sehen die CLL-Zellen
wie reife Lymphozyten aus [126], aufgrund ihrer verlangerten Uberlebenszeit
kommt es zu einer Akkumulation im Knochenmark, im peripheren Blut und in
lymphatischen Organen (Lymphknoten, Milz). Diese Akkumulation flhrt
einerseits zur OrganvergroRerung (Lymphknotenschwellung, Splenomegalie),
andererseits zur Verdrangung der normalen Hamatopoese, so dass es im
Verlauf der Erkrankung zu Anamie, Thrombozytopenie und Neutropenie als
Ausdruck der Knochenmarksinsuffizienz kommt [44]. Ein weiteres Merkmal der
CLL-Lymphozyten ist ihre erheblich eingeschrankte Immunglobulinproduktion,
weswegen tddlich verlaufende Infektionen aufgrund des Antikdrpermangel-
syndroms und der Neutropenie keine Seltenheit sind [65]. Hierbei konnte eine
Korrelation zwischen der Auspragung der Hypogammaglobulinamie und dem

Krankheitsstadium festgestellt werden [138].

1.1.4 Zytogenetik

Mit neu entwickelten Untersuchungsmethoden wie der Fluoreszenz in Situ
Hybridisation konnten in den letzten Jahren vermehrt numerische und
strukturelle chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden, so dass bei
Patienten mit CLL in bis zu 80 % der Falle zytogenetische Aberrationen

gefunden wurden [41]. Mit konventionellen zytogenetischen Nachweis-

3



1 Einleitung

methoden wie der klassischen morphologischen Chromosomenanalyse (G-
Banding) wurden hingegen nur in etwa 50 % chromosomale Aberrationen
gefunden [70]. Es wurde jedoch bisher kein zytogenetischer Befund identifiziert,
der fur die CLL spezifisch ist [132].

Patienten mit einem normalen Karyotyp haben eine bessere Uberlebens-
wahrscheinlichkeit (15 Jahre) als CLL-Patienten mit einer klonalen
Chromosomenaberrration (7,7 Jahre) [70].

Frahere Studien ergaben, dass die Trisomie 12 (19 % der untersuchten Falle)
die haufigste chromosomale Aberration darstellt, gefolgt von strukturellen
Aberrationen am Chromosom 13 (10%) und Chromosom 14 (8%) [46,148].
Neuere Studien, wie zum Beispiel die Heidelberger ,Interphase cytogenetic®
Studie, zeigen, dass strukturelle Anomalien im Bereich des Chromosoms 13 mit
53 % die haufigsten chromosomalen Aberrationen waren. Bei etwa 19 % wurde
eine Deletion am Chromosom 11q 22.3-923.1 nachgewiesen, bei nur 15 % eine
Trisomie 12, bei 9 % eine Deletion an 6q 21 und in 8 % der Falle eine Deletion
des p53-Genes (del( 17p13)) [41]. Dohner et al. fihren die unterschiedlichen
Haufigkeiten in den einzelnen Studien nicht auf eine unterschiedliche
Patientenauswahl zurtick, sondern sehen die Ursache wesentlich im Methoden-
Ansatz (,metaphase versus interphase cytogenetic analysis®). Sie sind der
Meinung, dass mit der zytogenetischen Interphasenanalyse die wahre Inzidenz
von chromosomalen Aberrationen erkannt wird. Der Mechanismus, durch den

die maligne Transformation herbeigefuhrt wird, ist noch unentdeckt [88].

1.1.5 Immunologie

Im Unterschied zu normalen peripheren Lymphozyten exprimieren B-CLL-
Zellen nur sehr geringe Mengen an Oberflachenmembranimmunglobulinen
(Smlg), meistens IgM mit oder ohne IgD, und wegen ihrer Monoklonalitat nur
einen Leichtkettentyp, entweder Kappa oder Lamda. Da die B-CLL einen
charakteristischen Immunphanotyp hat, kann sie von anderen hamatologischen
Erkrankungen unterschieden werden. Folgende Pan-B-Antigene und
Aktivierungsantigene kdénnen nachgewiesen werden: HLA-Klasse-ll-Antigene,
CD19,CD20,CD21,CD24und CD5,CD 23,CD 25,CD71,B5undB 7.
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Das CD 5 Antigen bzw. die CD 5-positiven B-Zellen sind charakteristisch fir B-
CLL-Zellen. Ursprunglich wurde das CD 5-Antigen als Pan-T-Zellmarker
eingestuft, es kommt jedoch physiologischerweise auch bei fetalen B-Zellen
und bei Erwachsenen-Lymphozyten aus der Milz und aus der Mantelzone des
Lymphknotens vor [16,44,104,126]. Ein weitere Eigenschaft der CD 5-positiven
CLL-Zelle ist ihre Fahigkeit, Zytokine (TNF-o, IL-1, TGF-B und IL-6) zu

produzieren und zu sezernieren [142].

1.1.6 Diagnose

Folgende minimale Diagnosekriterien sollen nach Empfehlungen der ,National
Cancer Institute-Sponsored Working Group® (NCI/ WG) [19] und der ,German

CLL Cooperative Group®“ vorliegen, um die Diagnose einer CLL zu sichern.

- Lymphozytose im peripheren Blut mit > 5000 Zellen/ pl

- Nachweis des charakteristischen Immunphanotyps einer B-CLL-Zelle:

e schwache Auspragung membranstandiger Immunglobuline (meist
IgM mit oder ohne IgD)

e Leichtkettenrestriktion (A oder k), vorzugsweise mittels Doppel-
markierung von CD 19/ Kappa oder CD 19/ Lambda

e Koexpression typischer B-Zellmarker (CD 19, CD 20 und CD 23)
und des T-Zellmarkers (CD 5)

e fehlende Expression des Oberflachenantigens FMC7

- Im Blutausstrich sollte das Bild von kleinen, morphologisch reif wirkenden

Lymphozyten bestimmt sein.

Damit kann die Diagnose an Hand des Blutbildes, des Differentialblutbildes und
der durchflusszytometrischen  Immunphanotypisierung der peripheren
Lymphozyten gestellt werden.

Neben der minimalen Diagnosesicherung werden noch weitere Unter-

suchungen zur genaueren Einschatzung der Prognose und des Krankheits-
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stadiums sowie der Erfassung von Begleiterkrankungen und Komplikationen

empfohlen:

a.) Anamnese und korperliche Untersuchung mit  Erhebung des
Lymphknotenstatus

b.) Knochenmarkbiopsie
Die histologische Knochenmarkuntersuchung mit Gewinnung der
Knochenmarkzytologie und -histologie wird fur die Diagnosesicherung der
CLL im allgemeinen nicht mehr gefordert. Sie liefert aber wertvolle
Anhaltspunkte beziglich des zu erwartenden Krankheitsverlaufes und des
Therapieeffektes. Eine rein nodulare/ nicht diffuse Infiltration des
Knochenmarkes durch die CLL ist mit einer gunstigeren Prognose
verbunden als ein diffuses/ nicht nodulares Infiltrationsmuster.

c.) Roéntgen-Thorax in zwei Ebenen und Sonographie des Abdomens

d.) Laborparameterbestimmung: Kreatinin, Harnsdure, Transaminasen,
Bilirubin, Albumin, Gesamteiweil3, Serum-Thymidinkinase, B2-Mikroglobulin
und LDH

e.) quantitative Bestimmung der Immunglobuline und Serum-Elektrophorese

f.) Immunelektrophorese, Coombs-Test

g.) zytogenetische Untersuchung der Tumorzellen

h.) histologische Untersuchung eines befallenen Lymphknotens

1.1.7 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung nach Binet bzw. Rai ermdglicht es, den sehr heterogenen
Krankheitsverlauf der chronischen lymphatischen Leukamie in prognostische
Subgruppen zu gliedern. Die Subgruppen mit unterschiedlicher Prognose
werden anhand folgender Kriterien eingeteilt: Hamoglobinwert, Thrombozyten-
wert, Lymphknotenstatus, Hepato-und Splenomegalie. Die ubersichtlichere
Einteilung nach Binet unterscheidet drei Gruppen und ist in Europa am
gebrauchlichsten [10]. Die Klassifikation nach Rai [127], die vorwiegend in

Nordamerika verwendet wird, war urspringlich in funf verschiedene
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Prognosegruppen gegliedert und wurde spater von Rai modifiziert. Sie besteht
nun aus drei Gruppen mit unterschiedlicher Prognose.

Die mittlere Lebenserwartung von Patienten im Binet-Stadium A betragt Gber 10
Jahre, im Binet-Stadium B ca. 5-7 Jahre und im Binet-Stadium C ungefahr 2

Jahre.

Einen besonderen Stellenwert hat die sogenannte ,Smoldering-CLL", eine
Sonderform des Stadiums A nach Binet. Sie stellt eine prognostisch besonders
gunstige Verlaufsform dar, mit nahezu gleicher Lebenserwartung wie die
altersadaptierter Kontrollgruppen.

Die sogenannte ,Smoldering-CLL* kann mittels folgender Kriterien (von
Montserrat et al. aus dem Jahre 1988 und von der French Cooperative Group

on Chronic Lymphocytic Leukaemia aus dem Jahre 1990) abgegrenzt werden:

Montserrat et al. [107]:
e Binet Stadium A
¢ nicht-diffuse Knochenmarkinfiltration
e Hb>13g/dl
e periphere Blutlymphozyten < 30000/ pl

e Lymphozytenverdopplungszeit > 12 Monate

French Cooperative Group on Chronic Lymphocytic Leukaemia [50]:
e Hb>12g/dl
e periphere Blutlymphozyten < 30000/ pl
e lymphatische Zellen im Knochenmark < 80%
e beteiligte Lymphknoten < 2
Etwa ein Drittel der Patienten in Stadium A nach Binet kdnnen der ,Smoldering

CLL" zugeordnet werden.

1.1.8 Klinische Symptome und Krankheitsverlauf

Entsprechend dem sehr unterschiedlichen Krankheitsverlauf findet man bei den

klinischen Symptomen ein weit gefachertes Spektrum. 40-60 % der CLL-
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Patienten sind initial asymptomatisch. Als einzige Auffalligkeit wurde wahrend
einer Routineblutuntersuchung eine Lymphozytose festgestellt. Andere
Patienten suchen einen Arzt wegen einer schmerzlosen Lymphknoten-
schwellung oder wegen eines ungeklarten Gewichtsverlustes, unklarem Fieber
oder Nachtschweil3 auf. Die klinischen Symptome weisen eine Stadien-
abhangigkeit auf. Da mit fortschreitender Erkrankung die Tumorzellmasse
steigt, wird die normale Hamatopoese immer mehr verdrangt. Dadurch kommt
es zur hamatopoetischen und immunologischen Insuffizienz, die sich klinisch in
der Neigung zu bakteriellen und/ oder viralen Infektionen, sowie in
Autoimmunphanomenen wie der AIHA manifestiert. Infektionen, Blutungen und
Tumorkachexie stellen die haufigste Todesursache bei CLL-Patienten dar [126].
Die Transformation der CLL in eine aggressivere Form ereignet sich selten,
dann meistens in ein Richter-Syndrom oder eine Prolymphozyten-leukamie, zu
einem noch geringeren Anteil in eine akute lymphoblastische Leukamie oder ein
multiples Myelom [46]. Travis et al. zeigten in einer Studie mit 9456 Patienten,
dass CLL-Patienten im Vergleich zur Normalbevolkerung ein 28% hoheres
Risiko haben, an einer Zweitneoplasie zu erkranken. Am haufigsten wurden
maligne Melanome, Bronchialkarzinome und cerebrale Tumore gefunden [151].
Im Rahmen der B-CLL werden haufig Autoimmunphanomene beobachtet. Sie
werden auf eine gestorte T-Zell-Regulation zurtckgefuhrt, sowie auf die, die
Hamolyse auslésenden, polyklonalen IgG-Autoantikdrper, die von normalen B-
Zellen mit gestorter Funktion produziert werden. Man beobachtet
autoimmunhamolytische Anamien in 20% der Falle, Immunthrombozytopenien
in 2% der Falle und seltener die Pure-red cell-Aplasie oder Granulozytopenien
[80].

1.2 Therapie

1.2.1 Therapieindikationen

Da sich die Therapiemdglichkeiten in den letzten Jahren vervielfaltigt haben,

konnen momentan keine verbindlichen Therapieempfehlungen gegeben
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werden. Deshalb sollte jede Therapieentscheidung maoglichst im Rahmen von
klinischen Studien getroffen werden, damit die effektivste Therapie der CLL in
absehbarer Zeit evaluiert werden kann. Man hofft den bisher palliativen
Charakter der CLL-Therapie, die eine Verbesserung der Lebensqualitat und
eine Verlangerung des Lebens als oberstes Ziel hatte, in Richtung Heilung
durch neue Therapieansatze (Hochdosischemotherapie mit Stammzell- oder
Knochenmarktransplantation) zu verandern.

Nach der Diagnosestellung steht der behandelnde Arzt vor mehreren
Entscheidungen. Er muss nicht nur entscheiden, ob eine Indikation zur
Behandlung besteht, sondern auch, zu welchem Zeitpunkt gegebenenfalls
therapiert werden muss und welche Therapiemaoglichkeit individuell die beste
ist.

Zur Auswahl stehen im Moment drei wesentliche Mdglichkeiten: watch and wait
(d.h. keine medikamentdse Therapie, sondern reine Beobachtung),
konventionelle Chemotherapie oder Hochdosischemotherapie mit Stammzell-
oder Knochenmarkstransplantation in kurativer Absicht.

Eine Indikation zur Einleitung einer Therapie besteht bei einer aktiven
Erkrankung, wenn meist mehrere oder auch nur einer der folgenden

Krankheitsparameter zu finden sind [104]:

e krankheitsspezifische = Symptome (z.B. Fieber unklarer Ursache,
unbegrundeter Gewichtsverlust, Nachtschweil3, starker Leistungsabfall)

e umfangreiche oder progrediente Lymphadenopathie oder Splenomegalie
(eventuell mit lokalen Kompressionssyndromen, Schmerzen oder
Hypersplenismus)

e zunehmende Knochenmarkinsuffizienz und dadurch Zunahme der Anamie
oder der Thrombozytopenie

e Autoimmunhamolytische Anamie oder Immunthrombozytopenie (ohne
Ansprechen auf Cortikosteroide)

e Hyperleukozytose mit Gefahr eines Hyperviskositatssyndroms

e kurze Lymphozytenverdoppelungszeit
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Des weiteren spielen bei der Therapieentscheidung Kriterien wie Alter und
Begleiterkrankungen, Krankheitsstadium oder Krankheitsaktivitat (ungunstige
Prognosefaktoren, Progression) eine Rolle.

AuBerhalb von klinischen Studien gelten folgende Empfehlungen zur Therapie
der CLL:

Patienten im Stadium A nach Binet brauchen in der Regel keine Therapie,
sondern sollten in regelmalligen Abstanden beobachtet werden. Ebenso
Patienten im Stadium B nach Binet ohne Krankheitssymptome. Eine Therapie
sollte bei Patienten im Stadium C nach Binet und Patienten im Stadium B,
sofern sie behandlungsbedirftige Symptome oder eine rasche Progression

aufweisen, eingeleitet werden [44].

Chemotherapie

Chlorambucil:

Chlorambucil ist eine alkylierende Substanz, die oral verabreicht und in der
Regel gut vertragen wird. Sie galt bisher fur CLL-Patienten in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien als primare Standardtherapie [157]. Die gangige Kombination
von Chlorambucil mit Prednison zeigte gegenuber der Monotherapie keinen
Vorteil, einzige Ausnahme: beim Auftreten autoimmunhamolytische
Komplikationen [23]. Unter Chlorambucil werden bei nicht vorbehandelten
Patienten Remissionsraten zwischen 30% und 70% beobachtet. Die
Remissionen sind in der Mehrzahl der Falle per definitionem partiell (komplette
Remissionen ~3%) und meistens von kurzer Dauer [141] (Definition der

kompletten bzw. partiellen Remission siehe Anhang).

Fludarabin:

Fludarabin gehort in die Gruppe der Purinanaloga und ist deren bekanntester
Vertreter. Zwar konnen noch keine sicheren Aussagen bezuglich des Gesamt-
uberlebens unter Fludarabin-Therapie gemacht werden, als Monotherapie
erzielt Fludarabin jedoch im Vergleich zur Einzeltherapie mit Alkylanzien ofters
komplette Remissionen, die noch dazu von langerer Dauer sind [123,125]. Bei
nicht vorbehandelten Patienten wurden unter Fludarabin Ansprechraten von

etwa 80 % beobachtet, wobei die kompletten Remissionen cirka ein Drittel
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ausmachten [76,78]. Die gravierendste Nebenwirkung von Fludarabin ist die
Knochenmarktoxizitdt mit Neutropenie und Lympho-zytopenien, welche
besonders die CD4 positiven T-Helferzellen betreffen, und das dadurch er-
hohte Risiko von Infektionen. Extrem selten trat ein Tumor-Lyse-Syndrom unter
der Therapie mit Fludarabin auf [20]. Eine weitere, allerdings seltene Neben-

wirkung scheint die therapie-assoziierte Autoimmunzytopenie zu sein [67].

Strahlentherapie

Die Bestrahlung wird zur palliativen Therapie bei sehr grofder und/ oder
symptomatischer Lymphadenopathie oder bei Splenomegalie eingesetzt. Als
experimentellen Ansatz versteht man den Einsatz der Ganzkorperbestrahlung,
die im Rahmen von klinischen Studien als myeloablative Radiochemotherapie
mit Stammzelltransplantation durchgefihrt wird. Hierbei gilt ein kurativer

Therapieansatz, der aber noch in weiteren Studien geklart werden muss.

Splenektomie

Bei massiver Splenomegalie mit assoziierter Thrombozytopenie und Neutro-
penie und bei autoimmmunhamolytischer Anamie oder Thrombozytopenie nach
Versagen medikamentdser Therapien ist als einzige chirurgische MalRnahme
die Splenektomie indiziert. Eine 3-Jahresuberlebensrate von 31% bei den
splenektomierten Patienten gegenuber einer 3-Jahresuberlebensrate von 12%
bei einem Fallkontroll-Kollektiv weist auf eine langere Uberlebenstendenz bei

den operierten Patienten hin [145].

Supportive MaBnahmen

Infektprophylaxe

Eine der Hauptkomplikationen der CLL sind Infektionen. Fur das Infektions-
risiko spielt der Grad der Hypogammaglobulinamie neben T-Zelldefekten eine
entscheidende Rolle [93]. Man beobachtet ein unterschiedliches Erreger-
spektrum, wenn mit Alkylanzien oder mit Purinanaloga therapiert wird [3,109]. In

einer placebokontrollierten  Studie  konnte bei  CLL-Patienten  mit
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Hypogammaglobulinamie gezeigt werden, dass durch die Gabe von
Immunglobulinen zwar nicht das Gesamtuberleben, wohl aber die Haufigkeit

von bakteriellen Infekten positiv beeinflusst wurde [25].

Erythropoetin

Ob tumorbedingte Anamien in Zukunft mit Erythropoetin behandelt werden
sollen, muss in weiteren Kklinischen Studien Uberprift werden. Neuere
Ergebnisse zeigen, dass Erythropoetin den Hamatokrit erhoht und die Patienten

dadurch eine bessere Lebensqualitat haben [124].

Neue Therapieansatze

Hochdosistherapie mit Stammzellentransplantation

Mit der myoablativen Hochdosis-(Chemo)-Therapie und anschlielRender
autologer oder allogener Stammzellentransplantation ist eventuell ein kurativer
Behandlungsansatz gefunden worden. Da es sich um ein Therapieverfahren
handelt, welches teilweise noch experimentellen Charakter hat, sollte es aus-

schlief3lich im Rahmen von klinischen Studien angewandt werden [43,92,155].

Monoklonale Antikorper

Eine weitere Moglichkeit zur remissionserhaltenden Therapie der CLL scheint
der Antikdrper Rituximab zu sein, der gegen einen typischen B-Zellmarker (CD
20) gerichtet ist. Seither wird er in der Therapie bei rezidivierenden niedrig-
malignen Non-Hodgkin-Lymphomen mit guten Ansprechraten eingesetzt. Er
zeigt aber auch Wirksamkeit als Monotherapie bei der CLL. Aufgrund seiner
Nebenwirkungen, die von unspezifischen Reaktionen (Schuttelfrost, Fieber,
Ubelkeit und Erbrechen) bis hin zu lebensbedrohlichen Zustanden reichen,
sollte die Anwendung von Rituximab nur im Rahmen von klinischen Studien
erfolgen, um eine mdglichst genaue Uberwachung und Dokumentation der
Patienten zu haben bzw. um an mdglichst viele Informationen bezlglich
Vertraglichkeit und optimaler Verabreichung zu kommen [66,158].

Ein weiterer Antikorper, der erste Therapieerfolge bei der CLL zeigte [116] und
derzeit ebenfalls in klinischen Studien gepruft wird (im CLL4B-Protokoll der
DCLLSG), ist der Antikérper CAMPATH-1H. Er ist gegen Antigen CD 52
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gerichtet, das von fast allen CLL-Zellen sowie von normalen B-und T-Zellen
exprimiert wird. Da bei der Behandlung somit B-und T-Zellen zerstért werden,
hat der Patient hauptsachlich mit folgenden Nebenwirkungen zu kampfen:
starke Lymphopenie mit erhohtem Infektionsrisiko, Neutropenie und

Thrombozytopenie [149].

1.3 Prognosefaktoren

Krankheitsverlauf und Prognose konnen durch die Einteilung nach Binet [10]
und Rai [127], vor allem bei jingeren Patienten in frihen Krankheitsstadien
(Binet-Stadium A, Rai-Stadium 0-Il) nur grob abgeschatzt werden. Deshalb
wurde nach zusatzlichen prognostischen Faktoren gesucht, die unabhangig

vom Krankheitsstadium den Krankheitsverlauf vorher sagen kénnen.

1.3.1 Lymphozytenverdoppelungszeit

Unter der Lymphozytenverdoppelungszeit versteht man die Zeitdauer, in der
sich die absolute Lymphozytenzahl im Blut verdoppelt. In einigen Studien wurde
gezeigt, dass Patienten mit einer Lymphozytenverdoppelungszeit von weniger
als 12 Monaten einen aggressiveren Krankheitsverlauf und eine schlechtere
Uberlebenschance hatten, als Patienten mit einer langeren LVZ
[94,98,101,105]. Obwohl die LVZ nicht gleich zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung vorliegt, stellt sie einen einfach zu bestimmenden und

verlasslichen Parameter dar, der innerhalb kurzer Zeit ermittelt werden kann.

1.3.2 Knochenmarkuntersuchung

Bei der Knochenmarksuntersuchung konnen vier verschiedene Infiltrations-
muster unterschieden werden: nodular, interstitiell, gemischt (nodular und
interstitiell) und diffus [64]. Diese vier verschiedenen Infiltrationsmuster wurden
bezlglich ihrer Prognosepradiktion in zwei gro3e Gruppen unterteilt: diffuses
und nicht-diffuses Infiltrationsmuster [86,89,102,131]. Rozman und Montserrat

[132] zeigten, dass Patienten, die ein diffuses Infiltrationsmuster aufzeigten,
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eine mittlere Uberlebenszeit von 4 Jahren hatten, wohingegen Patienten mit
einem nicht-diffusen Infiltrationsmuster eine mittlere Uberlebenszeit von 14
Jahren aufwiesen. Das Infiltrationsmuster bei der Knochenmarkbiopsie
korreliert gewohnlich mit dem Krankheitsstadium. Das heif3t ein diffuses
Infiltrationsmuster wird meistens bei fortgeschrittener Krankheit gefunden,
wohingegen eine nicht-diffuse Infiltration des Knochenmarkes in frihen
Krankheitsstadien die Regel ist [62]. In diesem Zusammenhang sollte man
berucksichtigen, dass Patienten, die in frihen Krankheitsstadien ein diffuses
Infiltrationsmuster besitzen, schneller progredient werden [118]. Vergleicht man
die prognostische Aussagekraft des Infiltrationsmusters der Knochenmark-
biopsie mit dem Ausmaly der lymphozytaren Infiltration eines Knochen-
markaspirates, so weisen beide Verfahren prognostische Pradiktionen auf. Die
Knochenmarkhistologie scheint jedoch der verlasslichere Parameter zu sein
[106].

Die Knochenmarkuntersuchung spielt nicht nur bei der Risikoabschatzung bei
Diagnosestellung eine Rolle, sondern auch bei der Beurteilung des
Ansprechens auf eine Chemotherapie. Sie wurde deshalb als ein Kriterium in
die Richtlinien fur eine komplette Remission der NCI-Sponsored Working Group

aufgenommen [19].

1.3.3 Hamatologische Parameter

Wahrend des naturlichen Verlaufs der CLL kommt es zu einem Rickgang der
korpuskularen, nicht lymphoiden Blutbestandteile. Dies fuhrt zur Anamie und
zur Thrombozytopenie, deren prognostische Bedeutung in den gangigen
Stadieneinteilungen nach Binet oder Rai eingeschlossen sind.

Die Lymphozytenzahl im peripheren Blut spiegelt die Tumormasse wieder und
ist dadurch ein guter Indikator, um den Krankheitsverlauf abzuschatzen. Sehr
frth schon wurde eine groRe Lymphozytenanzahl mit einer schlechten
Prognose assoziiert [31,51,63]. Besonders in sehr frihen Krankheitsstadien
konnen Patienten anhand der Lymphozytenzahl in zwei Subgruppen, solche mit
guter Prognose (Lymphozyten < 40000-50000/ul) und welche mit schlechter
Prognose (Lymphozyten > 40000-50000/ul) unterteilt werden [4,133].
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Da die Morphologie der Lymphozyten bei der CLL sehr vielfaltig ist, wurde
versucht, einzelne morphologische Subgruppen mit unterschiedlicher Prognose
zu bilden [53,113]. Da es Untersucher- und Methoden- bedingte Unstimmig-
keiten zwischen den einzelnen Studien gab, einigte man sich darauf, dass eine
zunehmende Zahl groRer, unreif erscheinender Lymphozyten (Prolymphozyten)
mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und einer geringeren
Lebenserwartung assoziiert ist [103].

Ein weiterer unabhangiger Parameter fur eine schlechte Prognose stellt der
Anstieg der relativen (>5-15%) bzw. der absoluten (5-15x10%1) Pro-
lymphozyten dar [91,153].

1.3.4 Klinische Parameter

Eine sorgfaltig erhobene Anamnese sowie eine ausflihrliche korperliche
Untersuchung geben wichtige Informationen Uber den Krankheitszustand und
weisen den Weg zu einer individuellen Therapieentscheidung. In allen gangigen
Klassifikationsschemata sind deshalb klinische Parameter wie Anzahl der
Lymphknotenvergrof3erungen, Hepatomegalie und Splenomegalie vertreten. Es
wurde nachgewiesen, dass Manner ein hoheres Risiko fur einen aggressiveren
Krankheitsverlauf haben als Frauen. Es konnten bisher jedoch daflr keine
Grinde gefunden werden [18,87,101]. In einigen Studien konnte gezeigt
werden, dass ein hoheres Lebensalter mit einer schlechten Prognose assoziiert
ist [18,85,87]. Die French Cooperative Group on CLL mal} den Faktoren Alter
und Geschlecht keine prognostische Aussagekraft zu, da diese ihrer Meinung
nach keinen CLL-spezifischen Einfluss auf das Gesamtuberleben hatten [50].
Mauro et al. zeigten, dass jlingere CLL-Patienten keinen allgemeinen
Uberlebensvorteil gegenliber A&lteren Patienten aufweisen, sondern eine
ahnliche Uberlebenswahrscheinlichkeit haben. Die Diagnose CLL stellt fiir
jungere Patienten sogar einen belastenderen Faktor fir ihre Lebenserwartung
dar. Denn Todesursachen, die direkt auf eine Progression der CLL
zuruckzufuhren sind, tauchen signifikant 6fters in der Gruppe der jungeren CLL-
Patienten auf. Uberprift man die relative Uberlebens-wahrscheinlichkeit
zwischen den beiden Gruppen, wirkt sich die Krankheit bei den jungeren

Patienten starker auf das Uberleben aus, als dies bei den &lteren Patienten der
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Fall ist [90]. Jedoch kdnnen die etablierten Prognosefaktoren ohne Beachtung
des Parameters Alter angewendet werden, was in einigen Studien belegt wurde
[36,95,117]. Ein weiterer Parameter, der Einfluss auf die Prognose nimmt,
scheint der korperliche Allgemeinzustand zu sein [50,85]. Das initiale
Ansprechen auf die Chemotherapie scheint ein positives Zeichen flur die
Uberlebenswahrscheinlichkeit darzustellen wie Catovsky et al. in ihrer Studie

zeigten [18].

1.3.5 Zytogenetik

Juliusson et al. zeigten, dass CLL-Patienten mit einem normalen Karyotyp eine
bessere Uberlebenswahrscheinlichkeit (Median 15 Jahre) haben als CLL-
Patienten mit einer klonalen Chromosomenaberrration (Median 7,7 Jahre) [70].
Oscier et al. hingegen konnten nur bezuglich des therapiefreien Intervalls einen
Unterschied zwischen Patienten mit chromosomalen Aberrationen versus
normalem Karyotyp aufweisen. Ein abnormer Karyotyp beeinflusste das
Gesamtlberleben in ihrer Studie nicht [114].

Mit der klassischen morphologischen Chromosomenanalyse wurde die Trisomie
12 als die haufigste Abnormalitat identifiziert [68]. lhre prognostische
Aussagekraft wurde jedoch unterschiedlich bewertet [11,70,115,121].
Strukturelle Veranderungen des Chromosoms 13 kdnnen als prognostisch
gunstig gewertet werden. Patienten mit diesem zytogenetischen Befund zeigten
fur gewohnlich einen stabilen Krankheitsverlauf und ein annahernd gleiches
GesamtlUberleben wie Patienten mit einem normalen Karyotyp [69,70]. Mit einer
schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit verknlipft scheinen folgende
chromosomale Veranderungen zu sein: Deletionen am langen Arm des
Chromosoms 11 und Abnormalitaten des Chromosoms 17.

Neilson et al. zeigten, dass eine chromosomale Veranderungen am
Chromosom 11 mit einem raschen Krankheitsfortschritt und einem kirzeren
Gesamtuberleben vergesellschaftet ist [111]. Auch Dohner et al. bestatigten in
ihrer Studie mit 214 CLL-Patienten, dass eine Deletion am langen Arm des
Chromosoms 11 einen unabhangiger Prognosefaktor darstellt, der mit einem
schellen Fortschreiten der Krankheit und einem kirzeren Gesamtiberleben

assoziiert ist. Charakteristisch fur Patienten mit 11q Deletion scheint zu sein,
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dass sie junger sind als andere CLL-Patienten, sich meist in einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium mit ausgepragter Lymphadenopathie
befinden und ein kirzeres therapiefreies Intervall aufweisen (9 Monate versus
43 Monate; p<0.001). Der prognostische Effekt dieser chromosomalen
Aberration scheint jedoch sehr stark vom Alter abzuhangen und zeigte
signifikante Unterschiede beziiglich des medianen Uberlebens nur in der
Altersgruppe der unter 55 Jahrigen [42]. In der Interphasen-Zytogenetik (FISH)
wurde bei jungen CLL-Patienten eine 11922.3-g23.1 Deletion als ein
aussagekraftiger und wichtiger Parameter fiir das Uberleben angesehen [41].
Abnormalitdten des Chromosoms 17 sind verbunden mit einem kirzeren
Gesamtuberleben, wie in einer Studie mit 480 unbehandelten Patienten von
Geisler et al. analysiert wurde [52]. In einer weiteren Studie konnte bestatigt
werden, dass eine Deletion von 17q einen signifikanten unabhangigen
Prognosefaktor darstellt [40].

Unter den CLL-Patienten kommt es zu einer Expression des p53 Gens in 15%
der Falle. Dies gilt als Marker fur eine schlecht Prognose und ein
ungenugendes Ansprechen auf Therapie [26]. Dohner et al. zeigten in einer
Studie, in der sie die Haufigkeit und die prognostische Relevanz einer Deletion
des p53 Gens untersuchten, dass das Vorhandensein der Deletion einen
starken Einfluss auf den klinischen Verlauf der Krankheit hat. Patienten mit
einer p53 Deletion hatten ein signifikant kiirzeres Uberleben und zeigten ein
schlechteres Ansprechen auf die Therapie mit Purinanaloga. Eine Deletion des
p53 Gens war (in ihrer multivariaten Analyse) der starkste unabhangige
prognostische Faktor fur das Gesamtuberleben, gefolgt von etablierten

Faktoren wie Alter, Rai-Klassifikation und Hamoglobinlevel [39].

1.3.6 Serumparameter

Auf der Suche nach weiteren Moéglichkeiten, die individuelle Prognose der CLL
zusatzlich zu den beiden etablierten Stagingsystemen abzuschatzen, wurden
einige Serumparameter hinsichtlich ihres prognostischen Wertes untersucht
und bei manchen eine prognostische Aussagekraft nachgewiesen.

In einigen Studien wurde gezeigt, dass eine erhdéhte Serumthymidinkinase ein

hohes Risiko fur eine Progression darstellt [54,57,58]. Ein weiterer
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Serumparameter, dessen Wertigkeit fir die Prognose bzw. das Uberleben
nachgewiesen wurde, ist das Serum-f,-Mikroglobulin [77]. Des weiteren wurde
gezeigt, dass eine positive Korrelation zwischen dem Serum-p2-Mikroglobulin
und beiden Stagingsystemen besteht [37].

In einer Studie unserer Arbeitsgruppe von 1996 wurden das Serum-f-
Mikroglobulin und die Serumthymidinkinase als unabhangige prognostische
Faktoren in bezug auf das progressionsfreie Uberleben identifiziert [60].

Sarfati et al. berichteten 1988, dass das CLL-Serum bis zu 500 mal mehr
sCD23 enthalt als Kontrollseren [139]. Reinisch et al. wiesen darauf hin, dass
ein erhohter sCD 23-Level nicht nur charakteristisch fur die B-CLL ist, sondern
vermutlich auch einen Parameter fur die Krankheitsaktivitat darstellt [129].
Seitdem ist die prognostische Aussagekraft von sCD 23 in einigen
multizentrischen Studien bestatigt worden [83,140].

Ebenfalls wurde ein erhdhter Wert fur sIL-2R im Serum von CLL-Patienten
nachgewiesen, dessen genaue Informationskraft fur das Krankheitsbild CLL
noch erdrtert werden muss [32,144].

Weitere Serumparameter, die wenigstens in einer Studie ihre unabhangige
prognostische Aussagekraft gezeigt haben, sind: LDH, alkalische Phosphatase
Harnsaure und IgA [85,134].

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Studie

In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, in wie weit die
Serumfaktoren sIL-2R, sCD 23, s-TK, s-Bo-Mikroglobulin und s-LDH zur
Prognosebestimmung bei Patienten mit CLL zusatzlich zum Stadium nach Binet
beitragen konnen. Des weiteren sollte die Korrelation der funf Serumparameter
untereinander gepruft werden. An Hand einzelner ausgewahlter Patienten wird

das Verhalten der Marker im Verlauf dargestellt.
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2 Material und Methode

2.1 Studiendesign

In unsere prospektive Studie wurden insgesamt 79 Patienten (29 weibliche, 50
mannliche, Altersmittelwert +/- SD 61,9 +/-10,76 Jahre) mit chronischer
lymphatischer Leukamie vom B-Zelltyp aufgenommen und ihr Krankheitsverlauf
in bezug auf das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben
dokumentiert. Die mediane Beobachtungszeit lag bei 22,4 Monaten (mit einem
Mittelwert von 25,6 Monaten und einer Standardabweichung von +/- 16
Monaten). Alle Patienten wurden in der Medizinischen Klinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat, Klinikum Innenstadt, Abteilung fur Hamatologie,

Miinchen behandelt.

2.2 Studienpopulation

2.2.1 Einschlusskriterien der Patienten

Die Studiengruppe setzte sich aus Patienten zusammen, die alle in der

Medizinischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat, Klinikum Innenstadt,

Abt. fur Hamatologie, Munchen behandelt wurden und folgende Kriterien

erfullten:

¢ histologisch, zytologisch oder immunphanotypisch gesicherte chronische
lymphatische Leukamie vom B-Zelltyp (eine gesicherte T-CLL ist ein
Ausschlusskriterium)

o falls eine Vortherapie (Chemotherapie, Radiatio oder Stammzell-
transplantation) durchgefuhrt wurde, musste diese mindestens 2 Monate vor
Studieneintritt abgeschlossen sein (Patienten, die mit Interferon behandelt

wurden, gelten als nicht vorbehandelt).
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2.2.2 Patientendaten

Altersverteilung

Das Studienkollektiv hatte einen Median von 61,0 Jahren mit einer Spannbreite

von minimal 38 Jahren und maximal 87 Jahren.

Geschlechtsverteilung

In der Studiengruppe befanden sich 29 Frauen und 50 Manner.

Stadieneinteilung bei Studieneintritt

Binet-Klassifikation

Von den insgesamt 79 Patienten befanden sich 58 Patienten im Stadium A
nach Binet (73,4%), 15 Patienten im Stadium B nach Binet (19 %) und 6
Patienten im Stadium C nach Binet (7,6 %).

Rai-Klassifikation

24 Patienten wurden dem Stadium O nach Rai (30,4%) zugeordnet, 17
Patienten dem Stadium | nach Rai (21,5 %), 29 Patienten dem Stadium Il nach
Rai (36,7 %), 4 Patienten dem Stadium Il nach Rai (5,1 %), 5 Patienten dem
Stadium IV nach Rai (6,3 %).
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Modifizierte Rai-Klassifikation

Entsprechend der modifizierten Rai-Klassifikation wurden 24 Patienten (30,4%)
dem Stadium ,Niedriges Risiko® zu geteilt, 46 Patienten (58,2%) dem Stadium

.Intermediares Risiko“ und 9 Patienten (11,4%) dem Stadium ,Hochrisiko®.

Vortherapie

Falls eine Vortherapie (Chemotherapie, Radiatio oder Stammzelltrans-
plantation) durchgefihrt wurde, musste diese mindestens 2 Monate vor
Studieneintritt abgeschlossen sein (Patienten, die mit Interferon behandelt

wurden, gelten als nicht vorbehandelt).

Allgemeinbefinden

Um den Allgemeinzustand der Studienteilnehmer einzuteilen, wurde die WHO

Skala fur den Allgemeinzustand angewandt.

0= keine Symptome

I= hat Symptome, kann aber vollstandig ambulant behandelt werden
[I= bendtigt Pflegehilfe, bettlagerig weniger als 50 % der Zeit

[lI= bettlagerig mehr als 50 % der Zeit

[V= vollstandig bettlagerig

2.3 Laborchemische Bestimmung der Parameter

2.3.1 Probengewinnung

Die Probengewinnung in der gesamten Studienpopulation erfolgte im Rahmen
der allgemeinen Laboruntersuchung wahrend der jeweiligen routinemafigen

klinischen Kontrollen beim Besuch unserer hamatologischen Ambulanz
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2.3.2 Probenlagerung

Die Weiterverarbeitung samtlicher Proben erfolgte sofort nach ihrer Abnahme.
Die Serumrdéhrchen zur Bestimmung von sIL-2R und sCD 23 wurden
zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und in Reagenzglaser gegeben. Die
Proben wurden anschliefend bei -80°C eingefroren und dort bis zur

Vermessung gelagert.

2.3.3 Soluble Interleukin-2-Rezeptor (sIL-2R)

Zur Messung der Proben verwendeten wir einen handelsublichen Testkit (EIA

slL-2R) der Firma Immunotech/ Marseille/ Frankreich.

Testprinzip

Der verwendete Assay ist ein Sandwich-Enzymimmunoassay zur quantitativen
Bestimmung von l16slichen Interleukin-2-Rezeptoren in humanem Plasma,
Serum und Kulturiberstand. Die im Kit enthaltene Mikrotiterplatte ist mit
monoklonalen Antikorpern gegen humanes sIL-2R beschichtet. Patienten-
proben, Kontrollen und Standards werden zusammen mit im Uberschuss
befindlichen slL-2R-Konjugat (alkalische Phosphatase-gekoppelte anti-sIL-2R-
Antikoérper) in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Wahrend der
ersten Inkubation erkennen diese spezifischen Antikdrper unterschiedliche
Epitope der in den Proben vorliegenden sIL-2R-Molekllen und bilden einen
sogenannten Sandwich-Komplex aus, der aus den beiden Antikdrpern und dem
eingeschlossenen slL-2R besteht. Ungebundene Reaktionspartner werden in
einem anschlieBenden Waschschritt entfernt. Zugegebenes Substrat, pNPP,
wird anschlieBend vom gebundenen Enzym zu einem farbigen Endprodukt
umgesetzt. Hierbei ist die Farbintensitdt zur Menge des sIL-2R in den
Standards bzw. Proben proportional. Die Reaktion wird durch Zugabe der
Stoplosung beendet. Anschlielend wird die Absorption des farbigen
Endprodukts bei 405 nm gemessen. Anhand der erstellten Standardkurve kann

die sll-2R-Konzentration der Patientenprobe ermittelt werden.
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Methode

Vor Testbeginn werden alle Testkomponenten und eingefrorenen Proben auf
Zimmertemperatur (24 +/-2 °C) gebracht und sorgfaltig durchmischt. Die
Erstellung der Standardreihe erfolgte gemaly den Herstellerangaben. Sie setzte
sich somit aus den hergestellten Verdunnungen und dem sogenannten
Masterstandard als hochstem Standard (G 400 pM) und dem Standard-
/Proben- Verdlinnungspuffer als 0-Standard (A 0 pM) zusammen. Im nachsten
Schritt werden 50 pl der Standards, Kontrollen und Patientenproben in die ent-
sprechenden Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Fir jeden Standard,
Kontrolle und Probe werden Doppelmessungen angelegt. Zur Vermeidung von
Kontamination erfolgt dies unter Verwendung von Einweg-Pipettierspitzen.
Nach Zugabe von 100 ul sIL-2R-Konjugat (alkalische Phosphatase-gekoppelte
anti-sIL-2R-Antikorper) wird die gesamte Platte mit einer Klebefolie ver-
schlossen und bei Raumtemperatur (24 +/-2°C) 120 Minuten auf einem Mikro-
titerplattenschuttler bei 350 rpm inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird
die Platte dekantiert und dreimal automatisch mit Waschlésung gewaschen.
Durch Zugabe von 200 ul Substrat erfolgt der Start der Enzymreaktion nun wird
die Platte erneut mit einer Klebefolie und zusatzlich mit einer lichtundurch-
lassigen Folie verschlossen und bei Raumtemperatur (24 +/- 2°C) 30 Minuten
auf einem Mikrotiterplattenschattler bei 350 rpm inkubiert. Durch Ansauern mit
50 pl Stoplésung (1IN NaOH Loésung) je Vertiefung wird diese Reaktion
gestoppt. Bei konstanter Reaktionszeit ist die Farbintensitat (gemessen in
optischer Dichte OD) der Menge des sIL-2R in den Standards und Proben
proportional. Die optische Dichte wird in einem Plattenphotometer bei einer
Absorptions-wellenlange von 405 nm innerhalb von 15 Minuten nach Zugabe
der Stoplosung gemessen. Um die Auswertung der Ergebnisse durchzufuhren,
wird aus den Absorptionswerten der Standards eine Eichkurve erstellt. Diese
wird bendtigt, um die slL-2R-Konzentrationen in den Patientenproben zu
ermitteln. Dazu werden die Mittelwerte der Doppelbestimmung gegen die
bekannten Konzentrationen der Standards aufgetragen. Die Erstellung der
Standardkurve erfolgt durch die Auftragung der Werte der optischen Dichte auf
der vertikalen (Y-) Achse gegen die entsprechenden slL-2R-Konzentrationen
auf der horizontalen (X-) Achse. Aus den Schnittpunkten der Absorptionswerte

der unbekannten Patientenproben mit der Standardkurve koénnen auf der
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Abszisse die entsprechenden slL-2R-Konzentrationen abgelesen werden. Die

Ergebnisse werden in pMol/l angegeben.

Normwerte: 70 pM +/-45 (Aus: Testanleitung EIA sIL-2R, Firma Immunotech/

Marseille/ Frankreich)

2.3.4 Soluble CD 23

Zur Bestimmung der Serumkonzentration von sCD 23 verwendeten wir einen
handelsublichen Testkit (sCD 23 ELISA) der Firma Bender MedSystems/

Boehringer Ingelheim/ Heidelberg.

Reagenzien

e sCD 23-Mikrotiterplatte beschichtet mit monoklonalen Antikrpern gegen
humanes sCD 23

e Enzym-markierte monoklonale Antikorper gegen sCD 23 (HRP-Konjugat)

e sCD 23 Standard, lyophilisiert

e Waschpuffer, 20-fach konzentriert

e Probenverdinnungspuffer

e TMB-Substratlésung enthalt Tetramethylbenzidin mit Wasserstoffperoxid

e Stoplésung (0,18 M Schwefelsaure)

Testprinzip

Es handelt sich um einen Enzymimmunoassay zur quantitativen Messung von
humanem sCD 23 in Kulturiberstanden, Serum, Plasma oder anderen

Korperflussigkeiten.
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Methodik

Vor Beginn der Messung werden alle Komponenten und Proben auf
Raumtemperatur (24 +/- 2°C) gebracht und sorgfaltig durchmischt. Im nachsten
Schritt werden nun 25ul der Standards und der zu messenden Proben in die
entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Fur jeden Standard
als auch Probe werden Doppelmessungen angelegt. Zur Vermeidung von
Kontamination erfolgt dies, wie auch die anderen Pipettiervorgange mit Einweg-
Pipettierspitzen. Nach Zugabe von 50 pl HRP-Konjugat (enzym-markierte
monoklonale Antikorper gegen sCD 23) wird die gesamte Platte mit einer
Klebefolie verschlossen und bei Raumtemperatur (24 +/- 2°C) 150 Minuten auf
einem Mikrotiterplattenschuittler bei 100 rpm inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubation wird die Platte dekantiert und dreimal mit jeweils 300 ul
Waschlosung gewaschen. Im Anschluss wird nun in jede Vertiefung 100 pl
vorbereitete TMB Substratidsung gegeben und somit die Enzymreaktion
gestartet. Die Platte wird erneut mit einer Klebefolie verschlossen und 20
Minuten bei Raumtemperatur (24 +/-2°C) auf einem Mikrotiterplattenschuttler
bei 100 rpm inkubiert. Durch Zugabe von jeweils 100 ul Stoplésung (0,18 M
Schwefelsaure) pro Vertiefung wird die farbliche Umwandlung durch Ansauern
gestoppt. Die optische Dichte wird in einem Plattenphotometer bei einem
Absorptionsmaximum von 450 nm sofort nach Zugabe der Stoplosung
gemessen. Aus den Absorptionswerten der Standards wird eine Eichkurve
erstellt. Dazu werden die Mittelwerte der durchgefuhrten Doppelbestimmungen
gegen die bekannten Konzentrationen der Standards aufgetragen. Die
Erstellung der Standardkurve erfolgte durch die Auftragung der Werte der
optischen Dichte auf der vertikalen (Y-) Achse gegen die entsprechenden sCD
23 Konzentrationen auf der horizontalen (X-) Achse. Aus den Schnittpunkten
der Absorptionswerte der unbekannten Patientenseren und der Kontrollen mit
der Standardkurve konnen auf der Abszisse die entsprechenden sCD 23
Konzentrationen abgelesen werden. Die Ergebnisse werden in Units pro

Milliliter (U/ml) angegeben.

Normwerte: Eine vom Hersteller durchgefihrte Normalwertstudie mit 45

gesunden Blutspendern (Manner und Frauen) ergab einen Mittelwert von 37
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U/ml mit einer Spannbreite von 2-91 U/ml. (Aus: Testanleitung sCD 23 ELISA,
Bender MedSystems, Boehringer Ingelheim, Heidelberg)

2.4 Erfassung klinischer und klinisch-technischer Daten

Um die Daten der Studienteilnehmer zu erfassen und zu dokumentieren wurden
drei Dokumentationsbdégen entworfen, die im Folgenden noch genauer
beschrieben werden.

Mittels des ersten Dokumentationsbogens, der sogenannten ,Ersterhebung®,
wurden alle Daten bei Studieneintritt dokumentiert. Dieser Bogen wurde fur alle
Patienten ausgefillt.

Die Dokumentation endete hier, wenn der Patient nicht progredient war und
noch lebte.

Lag eine Progression entsprechend den Kriterien der ,Deutschen CLL

Studiengruppe” vor, wurde der Dokumentationsbogen ,Progression” ausgefillt.
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Eine Progression liegt vor, wenn mindestens eines der folgenden Kriterien
erfullt ist:

1. Zunahme des Durchmessers zweier vergroRerter Lymphknoten um
>100% an zwei aufeinanderfolgenden Untersuchungen im Abstand von
mindestens zwei Wochen. Einer der Lymphknoten sollte dabei einen

Durchmesser von mindestens 2 cm aufweisen.

2. Auftreten neuer pathologischer Lymphknotenvergré3erungen
(mindestens 2 cm im Durchmesser) an zwei aufeinanderfolgenden

Untersuchungen im Abstand von mindestens zwei Wochen.

3. Grolkenzunahme von Leber und/ oder Milz von > 50%, bezogen auf cm

unterhalb des jeweiligen Rippenbogens.

4. Auftreten einer eindeutigen, vorher nicht nachweisbaren Hepato- oder

Splenomegalie (Befund sonographisch gesichert)

5. Dauerhafter Anstieg der absoluten Lymphozytenzahlen um mehr als

100%, wobei mindestens 40.000/ul Lymphozyten erreicht sein mussen.

6. Transformation in ein hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom (Richter-
Syndrom) oder in eine Prolymphozytenleukamie (> 55% Prolympho-
zyten)

7. Ubergang von Binet-Stadium A nach B oder C oder von Stadium B
nach C

Lebt der Patient, endet die Dokumentation hier.

Ist der Patient im Laufe unserer Studie verstorben, wurden die Daten auf einem

weiteren Dokumentationsbogen festgehalten.
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Dokumentationsverlauf:

P Patient lebt

keine Progression

/v > Patient verstorben

Zeitpunkt 0

\ __y Patient lebt

Progression
> Patient verstorben

2.4.1 Erhebung der Basisdaten

Mittels des Erhebungsbogens ,Ersterhebung“ wurden die Basisdaten der
Patienten zum Zeitpunkt O dokumentiert. Der Zeitpunkt O ist als Zeitpunkt des
Eintritts in die Studie definiert. Unter Basisdaten fallen Geschlecht,
Geburtsdatum, Alter, Datum der Ersteinweisung in die Klinik und Datum der
Erstdiagnose.

FUr die anderen zu erfassenden Parameter wurden diejenigen Bestimmungen
dokumentiert, die zeitlich am nachsten zum Zeitpunkt 0 lagen (+/- 3 Monate).
Eine Ausnahme machten hierbei die Ergebnisse von Knochenmark-
untersuchungen und Immunphanotypisierung. Sie konnten auch als Basisdaten
gewertet werden, wenn sie nicht bei Studieneintritt, sondern zu einem anderen
Zeitpunkt, gewonnen wurden. Allerdings musste das Untersuchungsdatum

gesondert dokumentiert werden.
Stadieneinteilung

Die Patienten wurden entsprechend der Binet- und der modifizierten Rai-

Klassifikation eingeteilt:
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Binet-Klassifikation

Stadium Definition
A Hb > 10,0 g/dI

Thrombozyten > 100000x10% |

< 3 vergroRerte Lymphknotenregionen
B Hb > 10,0 g/dI

Thrombozyten > 100000x10% |

> 3 vergrofRerte Lymphknotenregionen
C Hb < 10,0 g/dl oder

Thrombozyten < 100000x10% |
unabhangig von der Zahl der befallenen Lymphknotenregionen

Cervicale, axillare und inguinale Lymphknotenvergrofderungen unilateral oder

bilateral sowie

Lymphknotenregion.

Leber- und MilzvergrélRerungen gelten als je

eine

Modifizierte Rai-Klassifikation

Risiko Stadium | Definition

Niedrig 0 Lymphozytose > 15.000/pl
Knochenmarksinfiltration > 40%

Intermediar |1 Lymphozytose und Lymphadenopathie

| Lymphozytose und  Hepato- und/ oder

Splenomegalie
(mit oder ohne Lymphadenopathie)

Hoch ]| Lymphozytose und Anamie (Hb <11g/dl)

mit oder ohne Lymphadenopathie und/ oder
Organomegalie

Lymphozytose und Thrombozytopenie
(<100.000/ pl) mit oder ohne Anamie,
Lymphadenopathie, Organomegalie
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Allgemeinzustand

Um den Allgemeinzustand zu kategorisieren, wurde die WHO Scala fur den

Allgemeinzustand verwendet.

0 = keine Symptome

| = hat Symptome, kann aber vollstandig ambulant behandelt werden
Il = bendtigt Pflegehilfe, bettlagerig weniger als 50 % der Zeit

[l = bettlagerig mehr als 50 % der Zeit

IV = vollstandig bettlagerig

B-Symptomatik

Man sprach von positiver B-Symptomatik, wenn eines oder mehrere der

folgenden Merkmale zutrafen.

e Gewichtsverlust von mehr als 10% in 6 Monaten, der diatetisch nicht
erklarbar war
e Fieber von mehr als 38,5 °C ohne allgemeine Infektzeichen

e Nachtschweil}

Lymphknoten- und OrganvergrofRerungen

Es wurde festgehalten, ob bei der klinischen Untersuchung vergroBerte
Lymphknoten bzw. Organvergrof3erungen gefunden wurden. Des weiteren
wurden Untersuchungsbefunde wie z.B. Sonographie, Réntgen oder CT

dokumentiert.
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2.4.2 Diagnosesicherung

Es wurde dokumentiert mit welchem der folgenden Verfahren die Diagnose

gesichert wurde:

o Knochenmark-Biopsie
e Milz-Biopsie

e Laparotomie

e Laparoskopie

e Hautbefall (Biopsie)

e Immunphanotypisierung

Laborparameter

Blutbild:
Hamoglobin (g/dl), Erythrozyten (10%ul), Retikulozyten (%/o0), Leukozyten
(10%/ul), Thrombozyten (10°/pl)

Differenzialblutbild:
Lymphozyten %, Neutrophile %, Monozyten %, atypische Zellen % und

Prolymphozyten %. Die absolute Lymphozytenzahl in 10°/ul wurde errechnet.

Serumparameter:
BKS, Serum-Thymidinkinase (U/l), R,-Mikroglobulin (mg/l), s-LDH (U/l) und
Kreatinin (mg/dl)

Knochenmarkuntersuchung

Knochenmarkuntersuchungen sind fir die Diagnosesicherung nicht mehr
obligat, liefern jedoch wertvolle Informationen Uber z. B. das Ausmal} der

Knochenmarkbeteiligung.

Die Ergebnisse der Knochenmarkaspiration wurden unterteilt in:
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normales Knochenmark

e Lymphom, wenn mehr als 30 % der kernhaltigen Zellen im Knochenmark-
ausstrich Lymphozyten waren
e Lymphomverdacht bei 10-30 % Lymphozyten im Aspirat

e andere abnorme Zellen in der KM-Aspiration

Der quantitative Zytologie-Befund wurde in % Lymphomzellen angegeben.

Bei der histologischen Untersuchung des Knochenmarkes wurde das
Infiltrationsmuster der Leukamiezellen unterschieden in:

e normal

e nodular

e nicht nodular

Immunphanotypisierung

Bei der Immunphanotypisierung wurden die mononuklearen Zellen in Prozent

angegeben, die fur den jeweils untersuchten Marker positiv waren.

Lymphozytenverdopplungszeit

Die Lymphozytenverdopplungszeit wurde mit Hilfe aller Leukozyten- bzw.
absoluten Lymphozytenwerte, die wahrend der ersten 18 Monate nach dem

Zeitpunkt O erhoben wurden, ermittelt.

Grund- bzw. Begleiterkrankungen

Das Vorliegen anderer maligner oder benigner Erkrankungen wurde
festgehalten; ebenso, ob eine Therapie mit a-Interferon stattgefunden hat.

Falls eine Therapie durchgefihrt wurde zwischen Ersterhebung und
Progression bzw. im Beobachtungszeitraum, wo keine Progression vorlag,

wurden Art, Dauer und Ansprechen der Therapie dokumentiert.

32



2 Material und Methode

Dokumentationsbogen ,.Ersterhebung*

Patientennummer
Geschlecht
Geburtsdatum
Datum der Ersteinweisung
Datum des Zeitpunktes O
Vortherapie
Datum der Erstdiagnose
Binet-Klassifikation
Rai-Klassifikation
Allgemeinzustand
B- Symptomatik
Gewichtsverlust (> 10% in 6 Monaten)
Fieber (> 38,5 °C ohne Infektzeichen)
Nachtschweil}
B- Symptomatik positiv
Lymphknotenvergrof3erung (klinisch)
Waldeyer'scher Rachenring
pra-, retroaurikular, occipital
zervikal
supraklavikular
infraklaikular
axillar
inguinal
abdominal

Organvergrof3erungen
Milz
Leber

mannlich / weiblich

ja/nein

Stadium A/B/C
Stadium O /1 /11 /1/1IV
WHOO/I/U/1/IV

ja/ nein
ja/ nein
ja/nein
ja/ nein

ja/ nein
ja/ nein
ja/ nein
ja/nein
ja/ nein
ja/ nein
ja/ nein
ja/nein

CT / Sono / Tastbefund
CT / Sono / Tastbefund
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Diagnosesicherung durch

Knochenmarksbiopsie
Milz-Biopsie
Laparotomie
Laparoskopie
Hautbefall (Biopsie)
Immunphanotypisierung
Andere

ja / nein / nicht gemacht
ja/ nein / nicht gemacht
ja/ nein / nicht gemacht
ja/ nein / nicht gemacht
ja / nein / nicht gemacht
ja/ nein / nicht gemacht
welches Verfahren

Labor
Blutbild:
Hamoglobin (g/dl)
Erythrozyten (10%/ pl)
Retikulozyten (%/g0)
Leukozyten (10%/ ul)
Thrombozyten (10 ul)

Differenzialblutbild:
Lymphozyten %
Neutrophile %
Monozyten %
atypische Zellen %
Prolymphozyten %

absolute Lymphozytenzahl (10%/ul)

Serumparameter
BKS 1.Std. / 2.Std.
Serum-Thymidinkinase (U/I)
Ro-Mikroglobulin (mg/l)
LDH(U/ 1)

Kreatinin (mg/dl)

Knochenmark Untersuchungsdatum
Knochenmarkaspiration normal/
Lymphom (>30%
Lymphozyten) /

Lymphomverdacht (10-30%
Lymphozyten) / andere abnorme
Zellen / nicht durchgefthrt

quantitativer Zytologiebefund
(Lymphomzellen %)

normal / nodular / nicht
Nodular / nicht durchgeflihrt

Knochenmarkhistologie

Immunphanotypisierung  Untersuchungsdatum
% mononukleare Zellen positiv fur:
(alle angegebenen Marker notieren)
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Lymphozytenverdoppelungszeit

Datum |Leukozyten 10°/ul |Lymphozyten %

abs. Lymphozytenzahl
10%/ul

Lymphozytenverdoppelungszeit

Vorliegen anderer Tumorerkrankungen
wenn ja, welche

<12 Monate/ >12 Monate

ja/ nein

Vorliegen anderer Erkrankungen
wenn ja, welche

ja/nein

Therapie mit a4.Interferon

Anhang zur Ersterhebung
( bei sofortiger Therapie)
Datum der Ersttherapie
Art der Ersttherapie

Therapiedosis
Therapiedauer
Response

ja/ nein

von bis
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2.4.3 Erhebung der Progressionsdaten

Der Aufbau des Dokumentationsbogens ,Progression entspricht weitest-
gehend dem der ,Ersterhebung®. Ergebnisse von Untersuchungen wie
Knochenmarkbiopsie und Immunphanotypisierung wurden noch verwendet,
wenn sie nicht spater als 4 Wochen nach Feststellung der Progression
bestimmt worden waren und zwischenzeitlich keine Therapie stattgefunden
hatte. Dieser Toleranzbereich gilt nicht fir ,Blutwerte®. Zusatzlich zu den
Parametern, die schon bei der Ersterhebung dokumentiert wurden, werden jetzt

auch Daten zur ,Response” auf die erste Therapie (falls erfolgt) erhoben.

2.4.4 Erhebung der Daten bei Tod des Patienten

Ist der Patient im Beobachtungszeitraum unserer Studie verstorben, wurden der
Todeszeitpunkt, die Todesursache (CLL-abhangig/CLL-unabhangig/ unbekannt)

und gegebenenfalls das Obduktionsergebnis dokumentiert.

2.4.5 Statistik

Die Aufbereitung der Daten und die statistischen Berechnungen wurden mit
Hilfe des statistischen Programmpaketes SPSS, 9,5 fur Windows durchgefuhrt.
Die Lymphozytenverdoppelungszeit wurde an Hand einer linearen
Regressionskurve berechnet.

Um die jeweilige Korrelation der Parameter in bezug auf das Binet-Stadium zu
ermitteln, wurde zum einen der Kruskal-Wallis-Test angewandt, zum anderen
wurde bivariat an Hand des Mann-Whitney U-Tests getestet.

Die Korrelation der Parameter untereinander wurde mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Spearman veranschaulicht, welcher ein Malf3 fur
die Starke eines monotonen Zusammenhanges ist.

Mit Hilfe der CART-Analyse wurden bei kontinuierlichen Parametern jeweils

optimale Grenzwerte bestimmt. Die so ermittelten Grenzwerte teilen die
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Patienten hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens jeweils in zwei
signifikant unterschiedliche Gruppen [13].

An Hand der Kaplan-Meier-Analyse wurde nun fir jede dieser Gruppen die
Wahrscheinlichkeit des progressionsfreien Uberlebens ermittelt [73]. Die
Unterschiede in der progressionsfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit der
einzelnen Gruppen wurden dann jeweils mit Hilfe des Logrank-Testes auf ihre
Signifikanz hin Uberpruft.

Die multivariate Analyse der Variablen, die sich in der univariaten Analyse als
signifikant darstellten, wurde entsprechend dem Cox-Regressionsmodell
durchgefuhrt [28]. Dieses Regressionsmodell erlaubt es, sogenannte
unvollstandige Uberlebensdaten zu verwenden. Unter unvollstindigen
Uberlebensdaten versteht man solche, bei denen die Patienten bei Abschluss

der Studie noch leben und nicht progredient geworden sind.
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3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

3.1.1 Verteilung nach Alter, Geschlecht, Vortherapie und Binet-Stadium

Folgende Verteilung der Basisdaten konnte zum Zeitpunkt des Studieneintritts
erhoben werden. Der Altersmedian lag bei 61 Jahren, der Altersmittelwert +
Standardabweichung bei 61,9 + 10,76 Jahren. 50 Patienten waren Manner und
29 Patienten waren Frauen. Dies entspricht einem Verhaltnis von 1,7: 1.Nur
17,7% der Patienten (14 Patienten) waren zum Zeitpunkt der Aufnahme in die
Studie bereits vortherapiert. Die Vortherapie bestand bei allen 14 Patienten in
einer oder mehrerer Chemotherapien, wobei ein Patient sowohl eine
Chemotherapie als auch eine therapeutische Bestrahlung erhielt. Die Mehrzahl
der Patienten befand sich zum Zeitpunkt 0 in einem frihen Krankheitsstadium,
Stadium A nach Binet (58 Patienten entsprechend 73,4%). Die Verteilung in
den Ubrigen Stadien war: 15 Patienten (19%) im Stadium B nach Binet und 6
Patienten (7,6%) im Stadium C nach Binet. Bei 34% aller Studienpatienten (27
Patienten) fiel der Zeitpunkt der Diagnose mit dem Zeitpunkt des
Studieneintritts zusammen. Bei der Mehrzahl der Patienten (66%) war die
Diagnose jedoch schon vor Aufnahme in die Studie gestellt worden. Im Mittel
waren 2,76 Jahre (Mittelwert + Standardabweichung: 33,09 Monate + 47,245
Monate) zwischen Diagnosestellung und Studieneintritt verstrichen. Der langste

Zeitraum zwischen Diagnosestellung und Zeitpunkt O betrug 18 Jahre.
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3.1.2 Beobachtungszeitraum und Krankheitsverlauf

Die mediane Beobachtungszeit betrug 22,4 Monate mit einer maximalen
Beobachtungszeit von 57,1 Wochen (4 Jahre 9 Monate) und einer minimalen
Beobachtungszeit von 0,2 Monaten.

Das progressionsfreie Uberleben wurde bei allen 79 Patienten bestimmt.
Wahrend der gesamten Studiendauer wurden 42 Patienten (53,2%)
progredient, 37 Patienten (46,8%) wurden nicht progredient. Die mediane
progressionsfreie Zeit betrug 14,1 Monate mit einem Mittelwert (+
Standardabweichung) von 25,4 Monaten (+ 3 Monate). Die langste
progressionsfreie Zeit betrug 57,1 Monate (4 Jahre 9 Monate), wobei es sich
um einen Patienten handelt, der am Ende der Beobachtungszeit weiterhin
progressionsfrei war. Die kurzeste Zeit bis zum Eintritt einer Progression betrug
1,3 Monate (5 Wochen 4 Tage). Von 58 Patienten im Stadium A nach Binet
wurden 26 Patienten (44,8%) progredient, 32 Patienten (55,2%) bekamen keine
Progression. Im Stadium B nach Binet wurden 11 (73,3%) der insgesamt 15
Patienten progredient, 4 Patienten (26,7%) blieben progressionsfrei. Im
Stadium C nach Binet erlitten 5 (83,3%) der 6 Patienten eine Progression und
ein Patient (16,4%) erlitt keine Progression. Es verstarben wahrend der
gesamten Beobachtungszeit 5 Patienten (6,3% aller Studienpatienten). Bei 3
der Patienten wurde die Todesursache in Zusammenhang mit ihrer
Lymphomkrankheit gebracht, bei den anderen beiden ist die Todesursache

fraglich CLL-abhangig.

3.1.3 Beschreibung der untersuchten Parameter und die Beziehung zur

Stadieneinteilung nach Binet

siL-2R:

Zum Zeitpunkt des Studieneintrittes (Zeitpunkt 0) lag der Mittelwert +
Standardabweichung fur sIL-2R von allen Studienpatienten bei 154,1 + 178,2
pMol/l bei einem Median von 98,5 pMol/l, einem Maximum von 1267,2 pMol/l
und einem Minimum von 33,3 pMol/l. Nach Binet-Stadien aufgeteilt, findet sich

im Stadium A nach Binet ein Mittelwert von 125,8 pMol/l und ein Median von
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79,7 pMol/l, im Stadium B ein Mittelwert von 208,5 pMol/l und ein Median von
187,1 pMol/l und im Stadium C ein Mittelwert von 290,9 pMol/l und ein Median
von 200 pMol/l. Der Parameter wurde in seiner Beziehung zu den Binet-Stadien
untersucht. Einmal mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Testes, hierbei unterschieden
sich die Binet-Stadien signifikant (p=0,001) voneinander. Ein anderes Mal
wurde bivariat auf Unterschiede in den Binetgruppen an Hand des Mann-
Whitney U-Tests getestet. Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen Binet-Stadium A und B (p=0,003) und zwischen Stadium A und C
(p=0,011). Stadium B und C unterschieden sich nicht signifikant (p=0,677)
voneinander, siehe Abb. 1.
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Abb. 1: Boxplotdarstellung: Stadienabhangige Verteilung
des sIL-2R
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sCD 23:

Der Mittelwert (+ Standardabweichung) fur sCD 23 lag bei 2120,5 U/ml (+
2351,4 U/ml) bei einem Median von 1244 U/ml, einem Maximum von 10680
U/ml und einem Minimum von 28 U/ml. Der Mittelwert im Stadium A nach Binet
betrug 1368,1 U/ml bei einem Median von 920 U/ml, im Stadium B 4240,7 U/mi
bei einem Median von 3560 U/ml und im Stadium C 4093,3 U/ml bei einem
Median von 2600 U/ml. SCD23 wurde in seiner Beziehung zu den Binet-Stadien
untersucht. Einmal mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Testes, hierbei unterschieden
sich die Binet-Stadien signifikant (p=0,00002) voneinander. Ein weiteres Mal
wurde bivariat auf Unterschiede in den Binetgruppen an Hand des Mann-
Whitney U-Tests getestet. Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen Binet-Stadium A und B (p=0,000009) und zwischen Stadium A und C
(p=0,027). Stadium B und C unterschieden sich nicht signifikant (p=0,677)

voneinander, siehe Abb. 2.
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Abb. 2: Boxplotdarstellung: Stadienabhangige Verteilung
des sCD 23
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s-TK:

Der Mittelwert der Serum-Thymidinkinase (s-TK) lag bei 9,36 U/l mit einer
Standardabweichung von 10,15 U/I, einem Median von 6,4 U/l, einem Maximum
von 71,1 U/l und einem Minimum von 2,1 U/I, wobei der Mittelwert im Stadium A
bei 8,44 U/l lag, im Stadium B bei 13,53 U/l und in Stadium C bei 7,87 U/l lag.
Der Median lag im Stadium A bei 5,6 U/, im Stadium B bei 11,5 U/l und im
Stadium C bei 6,5 U/l. Die Serum-Thymidinkinase wurde in Beziehung zu den
Binet-Stadien getestet. Es zeigte sich, dass sich die Binet-Stadien anhand des
Kruskal-Wallis-Testes signifikant unterschieden (p= 0,023). Des weiteren wurde
mit Hilfe des Mann-Whitney U-Testes bivariat auf Unterschiede zwischen den
Binet-Stadien getestet. Hierbei ergaben sich nur zwischen den Stadien A und B
signifikante Unterschiede (p=0,007). Stadium A versus C (p=0,478) und
Stadium B versus C (p=0,235) unterschieden sich nicht signifikant, siche Abb.

3.
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0
N= 5-8 1.5 (;
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Binet-Stadium
Abb. 3: Boxplotdarstellung: Stadienabhangige Verteilung
der s-TK
S-B2-m:

42



3 Ergebnisse

Der Mittelwert des B2-Mikroglobulin (s-Bo-m) lag bei 2,44 mg/l mit einer
Standardabweichung von 0,94 mg/l, einem Median von 2,4 mg/l, einem
Maximum von 6,6 mg/l und einem Minimum von 0 mg/l, wobei der Mittelwert im
Stadium A bei 2,23 mg/l, im Stadium B bei 2,69 mg/l und in Stadium C bei 3,88
mg/l lag. Der Median lag im Stadium A bei 2,3 mg/l, im Stadium B bei 2,8 mg/l
und im Stadium C bei 3,5 mg/l. Der Parameter wurde in seiner Beziehung zu
den Binet-Stadien untersucht. Einmal mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Testes,
hierbei unterschieden sich die Binet-Stadien signifikant (p=0,004) voneinander.
Ein anderes Mal wurde bivariat auf Unterschiede in den Binetgruppen an Hand
des Mann-Whitney U-Tests getestet. Hierbei =zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen Binet-Stadium A und B (p=0,019)und zwischen Stadium
A und C (p=0,008). Stadium B und C unterschieden sich nicht signifikant
(p=0,112) voneinander, sieche Abb. 4.

beta-2-Mikroglobulin in mg/I
N

0 o
N w w
N= 57 15 6
Binet A Binet B Binet C

Binet-Stadium

Abb. 4: Boxplotdarstellung: Stadienabhangige Verteilung
des B2-Mikroglobulins
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s-LDH:

Der Mittelwert + Standardabweichung fur die Lactatdehydrogenase (LDH) lag
bei 166,16 + 39 U/l bei einem Median von 161,5 U/l, einem Maximum von 317
U/l und einem Minimum von 56 U/Il. Der Mittelwert im Stadium A nach Binet
betrug 164,5 U/l und der Median 158 U/l, im Stadium B 169,5 U/l und der
Median 172 U/l und im Stadium C 173 U/l und der Median159 U/I, sieche Abb. 5.
Die Lactatdehydrogenase zeigte anhand des Kruskal-Wallis-Testes keine
signifikanten Unterschiede (p=0,8339) bezlglich der Binet-Stadien und wurde
deshalb nicht in die weitere Auswertung einbezogen.
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Abb. 5: Boxplotdarstellung: Stadienabhangige Verteilung
der s-LDH
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In Tabelle 1 wird die Verteilung der Parameter zum Zeitpunkt 0 gezeigt, bei

allen Patienten und in einer Aufteilung nach den Binet-Stadien.

Parameter alle Binet A [BinetB |BinetC
Patienten
siL-2R Mittelwert |154,1 125,8 208,5 290,9
(pMol/l) + SA +178,2 +166,8 |+153,5 |+266,9
Median 98,5 79,7 187,1 200
Maximum | 1267,2 1267,2 669,6 808,4
Minimum |33,3 33,3 54,7 68,7
n= 79 58 15 6
sCD 23 (U/ml) | Mittelwert |2120,5 1368,1 4240,7 4093,3
+ SA +2351,4 +1487,8 |+£2797,5 |+ 3793,5
Median 1244 920 3560 2600
Minimum | 10680 8900 10680 10380
Maximum |28 28 936 520
n= 79 58 15 6
s-TK (U/l) Mittelwert 9,36 8,44 13,53 7,87
+ SA +10,15 +10,12 |£11,18 |[+4,97
Median 6,4 5,6 11,5 6,5
Minimum |71,1 711 48,1 17,6
Maximum |2,1 2,1 2,7 3,5
n= 79 58 15 6
s-B-m (mg/l) | Mittelwert (2,44 2,23 2,69 3,88
+ SA +0.94 + 0,77 + 0,56 +1,72
Median 2,4 2,3 2,8 3,5
Minimum |6,6 4.1 3,5 6,6
Maximum |0 0 1,9 2,1
n= 78 57 15 6
s-LDH (U/l) Mittelwert |166,2 164,5 169,5 173
+ SA + 39 + 38,9 + 36,3 + 50,7
Median 161,5 158 172 159
Minimum |[317 317 239 262
Maximum |56 56 98 129
n= 70 51 13 6

Tab. 1: Verteilung der Serumparameter zum Zeitpunkt 0

3.1.4 Korrelation der Parameter (slL-2R, sCD 23, s-TK, s-2-m, s-LDH)

untereinander

Die Korrelation der Parameter untereinander wurde mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Spearman veranschaulicht, welcher ein Mal} fur

die Starke eines monotonen Zusammenhanges darstellt.
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Das untersuchte slL-2R korreliert signifikant mit sCD 23 (rs= 0,715, p<0,001,
n=79), s-TK (rs=0,518, p<0,001, n=79), s-fo-m (rs=0,652, p<0,001, n=78) und
weniger ausgepragt mit der s-LDH (rs=0,271, p=0,023, n=70).

SCD 23 korreliert signifikant mit s-TK (rs= 0,571, p<0,001, n=79), s-f>-m
(rs=0,545, p<0,001, n=78) und weniger signifikant mit der s-LDH (rs=0,254,
p=0,034, n=70).

Die s-TK korreliert signifikant mit dem s-B2-m (rs=0,417, p<0,001, n=78) und
weniger ausgepragt mit der s-LDH (rs=0,364, p=0,002, n=70).

Das s-B2-m korreliert nicht mit s-LDH (rs=0,086, p=0,479, n=70), siche Abb. 6-
15.
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Abb. 6: Korrelation des sIL-2R mit dem sCD 23 (rs= 0,715,
p<0,001, n=79)
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Abb.13: Korrelation der s-TK mit dem s-B>-m (rs=0,417,

p<0,001, n=78)
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3.2 Verlaufe einiger ausgewahlter Patienten

Die Parameter — sIL-2R, sCD 23, s-TK, s-2-m und s-LDH — wurden bei einigen
Patienten Uber mehrere Monate hin beobachtet. Hierbei zeigten sich
Anderungen in der Konzentration der Serumparameter, die mit den
Krankheitsverlaufen korreliert werden konnten.

Abb. 16 zeigt den Krankheits- bzw. Serumparameterverlauf eines nicht vor-
therapierten Patienten (Patient 1), der bei Diagnosestellung (Sep. 93) im
Stadium B nach Binet war. Nach knapp anderthalb Jahren stellte man eine
Progression fest, die sich auch in den untersuchten Parametern als Anstieg
derselben (um den Progressionszeitpunkt) darstellte.

Bei dem nachsten Patienten (Patient 2), dessen Serumparameter in Abb. 17
dargestellt sind, verhalten sich die Parameter nicht eindeutig. Der Patient
befand sich zum Zeitpunkt der Diagnose (Mai 93) im Stadium A nach Binet und
wurde schon nach einem halben Jahr progredient Es lag allerdings im weiteren
Beobachtungszeitraum keine Indikation fur eine Therapie vor und die Krankheit
schien auch nicht weiter fortzuschreiten. Diese Tatsache spiegelt sich im
flachen Kurvenverlauf wieder.

Bei Patient 3 (Abb. 18) zeigen alle Parameter, bis auf das sCD 23, einen
deutlichen Anstieg vor dem Progressionsdatum und einen Abfall nach
Einleitung einer Therapie nach den Knospe-Schema.

In Abb. 19 wird der Parameterverlauf eines Patienten (Patient 4) im Stadium B
nach Binet dargestellt, der im Verlauf progredient wurde und unter der Therapie
nach dem Knospe-Schema eine partielle Remission erreichte. Zu einem
spateren Zeitpunkt wurde eine Therapie mit Idarubicin eingeleitet, hierbei wurde
eine weitere Progression beobachtet, so dass die Therapie nach zwei Zyklen
auf Fludarabin umgestellt wurde. Unter der Therapie mit Fludarabin wurde sehr
schnell eine partielle Remission erreicht. Hier sieht man das rasche Ansprechen
der Therapie mit Fludarabin durch den deutlichen Abfall aller untersuchten
Parameter.

Beim nachsten Patienten (Patient 5 in Abb. 20) wurde die Diagnose CLL schon
uber 10 Jahre vor Beginn unserer Beobachtung gestellt. Er befandet sich 11/93
im Stadium C nach Binet und wurde ab Juni 94 mit insgesamt 12 Zyklen nach

dem Knospe-Schema therapiert. Unter dieser Therapie zeigten unsere

52



3 Ergebnisse

Parameter, bis auf das sCD 23, eine abfallende Tendenz. Bei Fortschreiten der
Erkrankung wurde 3/95 eine Therapie mit Fludarabin (6 Zyklen) eingeleitet
unter der die Parameter (Ausnahme: s-,-m) fielen. Im Marz 1997 wurde der
Patient wieder progredient, was auch der Anstieg der Parameter ver-
anschaulicht.

Abb. 21 zeigt den Parameterverlauf eines mehrfach therapierten Patienten
(Patient 6). Hierbei kann nur zum Zeitpunkt der Progression ein einheitlicher
Kurvenverlauf (Anstieg) aller Parameter beobachtet werden.

Bei Patient 7 (Abb. 22) wurde im Beobachtungszeitraum eine Stammzell-
transplantation durchgeflhrt. Zum Zeitpunkt der Ganzkorperbestrahlung und
der Hochdosischemotherapie befanden sich alle untersuchten Parameter an

einem Tiefpunkt.
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Abb. 16: Patient 1
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Abb. 17: Patient 2
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Abb. 18: Patient 3
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Abb. 19: Patient 4
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Abb. 20: Patient 5
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Abb. 21: Patient 6
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Abb. 22: Patient 7
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3.3 Ergebnisse der CART-Analyse

Fir die untersuchten kontinuierlichen Variablen, die sich anhand des Kruskal-
Wallis-Testes als signifikant in Bezug zur Binet-Stadienaufteilung zeigten (slL-

2R, sCD 23, s-TK, s-B2-m), wurden mit Hilfe der CART-Analyse jeweils optimale
Grenzwerte bestimmt. Die ermittelten Grenzwerte teilen die Patienten
hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens jeweils in zwei signifikant

unterschiedliche Gruppen, siehe Tab. 2.

Parameter Cut-off-Punkt | Einheit
siL-2R 173,0 pMol/I
sCD 23 2616 U/ml
s-TK 10,5 U/l
S-B2-m 2,7 mg/|

Tab. 2: Ubersicht (iber die Parameter und die Hohe der Cut-off-Punkte

3.4 Univariate Analyse

Mit Hilfe der univariaten Analyse nach Kaplan-Meier wurden die Parameter -
Binet-Stadium, sIL-2R, sCD 23, s-TK, s-B2-m - auf ihren mdglichen pradiktiven
Wert beziiglich des progressionsfreien Uberlebens der Studienteilnehmer
untersucht. Hierbei wurden jeweils zwei bzw. drei verschiedene Gruppen
gebildet, welche bei den kontinuierlichen Variabeln an Hand der durch die
CART-Analyse gefundenen Grenzwerte formiert wurden. An Hand der Kaplan-
Meier-Analyse wurde nun fur jede dieser Gruppen die Wahrscheinlichkeit des
ermittelt. Die Unterschiede in der

progressionsfreien  Uberlebens

progressionsfreien Uberlebenswahrscheinlichkeit der einzelnen Gruppen
wurden dann jeweils mit Hilfe des Logrank-Testes auf ihre Signifikanz hin
Uberpruft.

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) wurden flur die Variablen Binet-Stadium,

slL-2R, sCD 23, s-TK und s-f>-m nachgewiesen. Die Ergebnisse der Kaplan-
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Meier-Analyse (Signifikanzniveau, Grenzwerte, Gruppenaufteilung und

Fallzahlen) - bezogen auf das progressionsfreie Uberleben - sind in Tab. 3

aufgefuhrt.
Parameter |Kaplan-Meier |Grenzwert |Gruppe 1 |Gruppe 2 |Anzahl n
Logrank
Binet- 0,0021 A 58 79
Stadium B 15
C 6
siL-2R 0,0000 173,0 pMol/l |57 (<) 22 (>) 79
SCD 23 0,0020 2616 U/ml 57 (<) 22 (>) 79
S-TK 0,0007 10,5 U/l 60 (<) 19 (>) 79
s-f2-m 0,0001 2,7 mg/l 56 (<) 22 (>) 78

Tab. 3: Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analyse
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FUr die Binet-Stadien ergab sich erwartungsgemal ein signifikant (p=0,0021)
unterschiedliches progressionsfreies Uberleben. Patienten im Stadium B nach
Binet wurden deutlich schneller progredient als Patienten im Stadium A nach
Binet. So lag im Stadium A nach Binet die mediane progressionsfreie
Uberlebenszeit bei 22,3 Monaten bei einer Fallzahl von 58 Studienpatienten. Im
Stadium B nach Binet lag hingegen die mediane PFU bei 8,06 Monaten bei
einer Patientenzahl von 15. Im Stadium C nach Binet lag das mediane PFU bei
3,95 Monaten (Fallzahl 6), sieche Abb. 23.

Binet- Stadium

c .
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8 ; inet C (n=6)
] HoH
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w b

%)

o Binet A (n=58)
o)

o

a 0,0 + Binet A-censored
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Abb.23: Kaplan-Meier-Kurve  fur  progressionsfreies Uberleben der
Studienpatienten (n=79) mit Aufteilung anhand der Variablen Binet-Stadium: Binet-
Stadium A (n= 56; med. PFU: 22,3 Monate); Binet-Stadium B (n=15; med. PFU:
8,06 Monate); Binet-Stadium C (n=6; med. PFU: 3,95 Monate); Kaplan-Meier:
Logrank p=0,0021.

Wurden die Binet-Stadien jedoch einzeln mit einander bezuglich des
progressionsfreien Uberlebens verglichen, ergaben sich nur bei Stadium A
versus Stadium B (Logrank p= 0,0110) und Stadium A versus Stadium C
(Logrank p= 0,0051) signifikante Unterschiede. Stadium B versus Stadium C
zeigte im Logrank-Test keine statistische Signifikanz (p= 0,2299).
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Die Prognose fiir das PFU der Gruppe (n=57) mit einem sIL-2R-Wert < 173,0
pMol/l war signifikant (p= 0,0000) besser als bei der Gruppe (n=22) mit einem
sIL-2R-Wert > 173,0 pMol/l. Bei der ersten Gruppe (slL-2R-Wert < 173,0 pMol/l)
lag die mediane progressionsfreie Uberlebenszeit bei 22,3 Monaten; bei der
zweiten Gruppe (sIL-2R-Wert > 173,0 pMol/l) lag das mediane PFU bei 6,55
Monaten, siehe Abb.24.
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Abb.24: Kaplan- Meier- Kurve flr progressionsfreies Uberleben der Studienpatienten
(n=79) mit Aufteilung anhand der Variablen sIL-2R: Gruppe 1: sIL-2R <173,0 pMol/l
(n=57; med. PFU: 22,3 Monate); Gruppe 2: sIL-2R >173,9°0 pMol/l (n=22; med. PFU:
6,55 Monate); Kaplan- Meier: Logrank p= 0,0000.
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Das mediane progressionsfreie Uberleben der Gruppe von Patienten (n= 57)
mit einem sCD 23- Wert von weniger als 2616 U/ml lag bei 22,3 Monaten und
war signifikant (p=0,0020) langer als das progressionsfreie Uberleben der
Gruppe (n=22) mit einem sCD 23-Wert von mehr bzw. gleich 2616 U/ml. Das
mediane progressionsfreie Uberleben von letzterer Gruppe lag bei 7,37
Monaten, siehe Abb. 25.

sCD 23

sCD 23 U/ml

0 >=2616
+ >=2616-censored

<2616

progressionsfreies Uberleben

+ <2616 censored
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Abb.25: Kaplan-Meier-Kurve fiir  progressionsfreies Uberleben  der
Studienpatienten (n=79) mit Aufteilung anhand der Variablen sCD 23: Gruppe
1: sCD 23 < 2616 U/ml (n=57; med. PFU: 22,3 Monate); Gruppe 2: sCD 23
>2616 U/ml (n=22; med. PFU: 7,37 Monate); Kaplan-Meier: Logrank p= 0,0020.
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Bei dem Parameter s-TK lag das mediane progressionsfreie Uberleben in der
Gruppe (n= 60) mit einem s-TK-Wert von < 10,5 U/l bei 16,41 Monaten und war
signifikant (p= 0,0007) langer als in der Gruppe (n= 19) mit einem s-TK-Wert

von > 10,5 U/l, deren mediane progressionsfreie Uberlebenszeit bei 8,06

Monaten lag, siehe Abb. 26.
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Abb.26: Kaplan-Meier-Kurve fiir progressionsfreies Uberleben der
Studienpatienten (n=79) mit Aufteilung anhand der Variablen s-TK: Gruppe 1:
s-TK < 10,5 U/l (n=60; med. PFU: 16,41 Monate); Gruppe 2: s-TK >10,5 U/l
(n=19; med. PFU: 8,06 Monate); Kaplan-Meier: Logrank p= 0,0007.



3 Ergebnisse

Die Gruppe (n= 56) mit einem s-po-m-Wert von < 2,7 mg/l zeigte ein medianes
progressionsfreies Uberleben von 22,3 Monaten. Die Gruppe (n=22) mit einem
s-Bo-m-Wert von > 2,7 mg/l erreichte ein medianes progressionsfreies
Uberleben von 7,17 Monaten. Der Unterschied in bezug auf das
progressionsfreie Uberleben war im Logrank-Test mit p= 0,0001 signifikant,
siehe Abb. 27.
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Abb.27: Kaplan-Meier-Kurve fiir progressionsfreies Uberleben der
Studienpatienten (n=78) mit Aufteilung anhand der Variablen s-f,-m: Gruppe
1: s-B-m < 2,7 mg/l (n=56; med. PFU: 22,3 Monate); Gruppe 2: s-B-m >2,7
mg/l (n=22; med. PFU: 7,17 Monate); Kaplan-Meier: Logrank p= 0,0001.
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3.5 Multivariate Analyse

In der multivariaten Analyse entsprechend dem Cox-Regressionsmodell wurden
die Variablen (Binet, sIL-2R, sCD 23, s-TK und s-B,-m), die sich in der
univariaten Analyse als signifikant darstellten, auf ihre unabhangige
prognostische Wertigkeit bezlglich des progressionsfreien Uberlebens
Uberprift.

In der multivariaten Cox-Analyse flhrte jedoch keine Kombination der Variablen
(Binet, sIL-2R, sCD 23, s-TK und s-B-m) zu einer unabhangigen
prognostischen Wertigkeit beziiglich des PFU.

In der Cox-Analyse zeigte sich, dass von den vier schon in der univariaten
Analyse nach Kaplan-Meier signifikanten Variablen der Parameter slL-2R am
signifikantesten zu sein scheint. Die grof3te Aussagekraft in der Cox-Analyse
(p= 8x 10°) scheint sIL-2R zu besitzen, wenn man folgende drei Gruppen
(anhand der CART-Analyse ermittelten Grenzwerten) bildet: Gruppe 1: sIL-2R
<68,4 pMol/l, Gruppe 2: slL-2R >68,4 pMol/l und <173,0 pMol/l und Gruppe 3:
sIL-2R >173,0 pMol/l. Vergleicht man nun die Gruppe 1 (sIL-2R <68,4 pMoll/l)
mit der Gruppe 2 (slL-2R >68,4 pMol/l und <173,0 pMol/l), betragt die
Signifikanz beziglich des PFU p=0,006. Wenn man die Gruppe 3 (sIL-2R
>173,0 pMol/l) mit der Gruppe 1 (sIL-2R <68,4 pMol/l) vergleicht, betragt die
Signifikanz beziiglich des PFU p=2x 10°°.

Als Annaherung an das relative Risiko, progredient zu werden, wurden die
Hazard-Ratio und deren Konfidenzintervall bestimmt. Ein Patient mit einem sIL-
2R-Wert >68,4 pMol/l und <173,0 pMol/l hat ein 3,746-fach erhohtes relatives
Risiko, progredient zu werden, als ein Patient mit einem sIL-2R-Wert < 68,4
pMol/l bei einem Konfidenzintervall von 1,465 bis 9,575-fach. Das relative
Risiko progredient zu werden, lag bei einem Patienten mit einem slL-2R-Wert
von >173,0 pMol/l um 8,128-fach hoher als bei einem Patienten mit einem slL-
2R-Wert < 68,4 pMol/l (95%-Konfidenzintervall: 3,112-21,226), siehe Tab. 4 und
Abb. 28.
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Parameter p Hazard-Ratio |95%-
Konfidenzintervall

sIL-2R 8x 10™

(<68,4 versus >68,4 und

<173,0l versus >173,0 pMol/l

slL-2R 0,006 |3,746 1,465-9,575

(<68,4 versus >68,4 und

<173,0 pMol/l)

slL-2R 2x 10° [8,128 3,112-21,226

(<68,4 versus >173,0 pMol/l)

Tab. 4: Hazard-Ratio und zugehdriges Konfidenzintervall fir slL-2R-

Wertegruppen
slL-2R
1,0
+—
‘81 +H
++ o+
sIL-2R (pMol/l)
C
S 6 i}
@ , b >=173.0
@ -
O >=173.0-censored
D
B A 0 >=68.4 und <173.0
o
& + >=68.4 und <173.0
c
o 24 -censored
w b
2]
o <68.4
S
a 0,0 _ _ _ _ _ _ _ + <68.4-censored
0 6 24 30 36 42 48 54 60
Monate
Abb.28: Kaplan-Meier-Kurve fiir  progressionsfreies Uberleben  der

Studienpatienten (n=79) mit Aufteilung anhand der Variablen sIL-2R: Gruppe 1:
sIL-2R <68,4 pMol/l (n=27; med. PFU: 33,5 Monate); Gruppe 2: sIL-2R >68,4
pMol/l und <173,0 pMol/l (n=30; med. PFU: 22,66 Monate); Gruppe 3: sIL-2R
>173,0 pMol/l (n=22 ;med. PFU: 8,68 Monate) Kaplan-Meier: Logrank

p=0,0000.
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4 Diskussion

Die chronische Iymphatische Leukamie ist eine Krankheit mit sehr
unterschiedlichem  klinischen Verlauf und variabler Prognose. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten reicht von einigen Monaten bis hin
zu einer altersentsprechenden Lebenserwartung. Es ist deshalb wichtig, die
Patienten mit einem progredienten Krankheitsverlauf von den Patienten mit
einem lange Zeit stabilen Verlauf zu unterscheiden, um ihnen eine moglichst
effiziente und zeitlich optimale Therapie zukommen zu lassen.

Aus diesem Grund wurden verschiedene Stadieneinteilungen entwickelt und
verschiedene Variablen hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft
uberpruft. Die Stadieneinteilungen nach Binet und Rai sind sowohl im klinischen
Alltag - bei Diagnosestellung und Therapieplanung - als auch in klinischen
Studien allgemein gebrauchlich. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von
verschiedenen Prognoseparametern (wie z. B. s-TK, sCD 23, R,-m u.a.)
untersucht, um erganzend zu den gangigen Stadieneinteilungen und zur
histopathologischen Charakterisierung eine verbesserte Einschatzung des
Malignitatsgrades und des Krankheitsverlaufes zu erreichen. Bei den
Parametern handelt es sich um keine tumorspezifischen Marker, sondern um
biochemische Substanzen, die in jedem Organismus nachweisbar sind. Es
werden noch weitere Faktoren bendtigt, um vor allem in der Niedrigrisikogruppe
vorhersagen zu konnen, welche Patienten von einer frlhen und intensiven

Chemotherapie profitieren kdnnen.

4.1 Kritische Bewertung der eigenen Ergebnisse hinsichtlich
Methodik und Aussagekraft

Bei der Bewertung unserer Studie muss berlcksichtigt werden, dass es sich um
ein recht kleines Patientenkollektiv (79 Patienten) handelt und die Ergebnisse
bezuglich der prognostischen Aussagekraft der untersuchten Parameter somit
als Trend verstanden werden mussen. Ein weiterer Kritikpunkt, der sich

vermutlich aus der kleinen Studienteilnehmerzahl ergibt, ist der Umstand, dass
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unsere Patienten vor allem in den fortgeschritteneren Binet-Stadien eher
unterreprasentiert sind (6 Patienten (7,6%) im Stadium C nach Binet). Dies wird
deutlich, wenn man unsere Zahlen mit der Verteilung der Patienten bei Binet
zum Zeitpunkt der Diagnosestallung vergleicht; ungefahr 60% der
Neuerkrankten befinden sich im Stadium A, 30% im Stadium B und 10% im
Stadium C nach Binet [10]. Auch ist im Zusammenhang mit der
Stadieneinteilung zu fragen, ob der individuelle Krankheitsverlauf in friihen
Krankheitsstadien  vergleichsweise luckenhafter ~dokumentiert ist, da
Kontrolluntersuchungen dort in groReren Abstanden durchgefuhrt werden als in
fortgeschrittenen Stadien.

Die Studie war urspringlich so angelegt, dass auch eine prognostische
Bewertung der Parameter bezlglich des Gesamtuberlebens gemacht werden
sollte. Bei Abschluss der Studie war jedoch nur bei 5 Patienten von insgesamt
79 Patienten das ,Zielereignis® Tod eingetreten, so dass hier keine sinnvolle
statistische Auswertung der Daten mdglich war. Sicherlich ware es interessant
gewesen, die prognostische Aussagekraft fir das PFU mit der Aussagekraft fiir
das Gesamtuberleben zu korrelieren.

Unsere Studie schliel3t auch Patienten mit vorausgegangener Chemotherapie
ein. Dies kann insofern problematisch sein, da sowohl die von uns untersuchten
Parameter als auch die Einstufung der Patienten in Prognosegruppen durch
eine Chemotherapie beeinflusst werden kdnnen; d.h. Patienten gelangen durch
den Effekt einer Chemotherapie in eine prognostisch gunstigere Gruppe als sie
in Wirklichkeit angehoéren. Es wurde versucht, diesen Storfaktor maoglichst
gering zu halten, indem nur Patienten in die Studie aufgenommen wurden,
deren Chemotherapie mindestens 2 Monate vor Studieneintritt abgeschlossen
war. Da in einer frheren Studie unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, dass
eine a-Interferontherapie keinen Einfluss auf das PFU und das GU hat [84],
wurden die 6 Patienten, die vor Studieneintritt im Rahmen einer randomisierten
Therapiestudie eine a-Interferontherapie erhalten hatten nicht gesondert
aufgefuhrt oder in der Bewertung gesondert berlcksichtigt. Bevor diese
Patienten jedoch in unsere Studie aufgenommen wurden, haben wir Gberpruft,
ob ein Therapieeffekt im Krankheitsverlauf zu beobachtet war. Bei keinem der

Patienten war dies der Fall.
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Ein weiterer Punkt ist die Frage, inwieweit der Abstand zwischen dem Zeitpunkt
der Diagnose und dem Zeitpunkt des Studieneintritts eine Einflussgréfie bzw.
inwieweit der Diagnosezeitpunkt als solcher einen sehr variablen Faktor
darstellt, denn der Zeitpunkt der Diagnose findet an sehr unterschiedlichen
Stadien des Krankheitsverlaufes statt. Bei manchen Patienten wird die
Diagnose CLL ohne Vorliegen von Krankheitssymptome im Rahmen einer
Routine-Blutbilduntersuchung gestellt, andere Patienten suchen aufgrund von
krankheitsspezifischen Symptomen oder Komplikationen ihren Arzt auf und die
CLL wird somit erst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert.
Molica et al. zeigten in einer Studie, in der sie die klinische Signifikanz des
Diagnosezeitpunktes anhand der Auswirkung der diagnostischen Latenz auf
das Gesamtuberleben untersuchten, dass die diagnostische Latenz auch in der
multivariaten Analyse keine prognostisch signifikante Aussagekraft zu haben
scheint [98]. Wir haben unsere Studiendaten ebenfalls auf diese Fragestellung
hin untersucht. Die Lange des Abstandes zwischen dem Zeitpunkt der
Diagnosestellung und dem Eintritt in die Studie hatte bei unseren
Studienpatienten keine signifikante Auswirkung auf das PFU. Im Hinblick auf die
Reproduzierbarkeit ist jedoch anzumerken, dass es besser gewesen ware, den
Zeitpunkt der Diagnosestellung als Eintritt in die Studie festzulegen.

Zudem kann kritisch bemerkt werden, dass konventionelle und etablierte
Prognosefaktoren nicht ausreichend berucksichtigt wurden. Primar aber ging es
uns darum, die Konkurrenz der finf Parameter untereinander und in Bezug zum
Binet-Stadium darzustellen, um dann in einer gréleren Studie die
aussagekraftigsten Parameter mit den konventionellen und etablierten
Prognosefaktoren zu vergleichen.

Auch wenn die Ergebnisse unserer Studie hinsichtlich ihrer Aussagekraft eher
als Trend gewertet werden mussen, kdnnen sie dennoch als Grundlage fir

spatere Studien dienen.
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4.2 Diskussion im Kontext der Literatur

4.2.1 Soluble Interleukin-2-Rezeptor (slL-2R)

In unserer Studie erwies sich der slL-2R als aussagekraftigster Parameter der
untersuchten Faktoren. Hierbei handelt es sich um eine im Plasma
vorkommende |0sliche Form des IL-2 Rezeptors, der durch eine Protease vom
IL-2 Rezeptors abgetrennt wird [137]. Die Entwicklung eines ELISA’s, der mit
zwei monoklonalen Antikorpern arbeitet, die unterschiedliche Epitope des
menschlichen IL-2-Rezeptors erkennen, machte es maoglich, den slL-2R zu
identifizieren und quantitativ zu bestimmen [136,152]. Eine mdgliche Quelle fur
die erhohten slL-2R-Werte scheinen aktivierte T-Zellen zu sein, womit der
Serumspiegel des slL-2R ein Indikator fur die Lymphozytenaktivitat ware [137].
Eine weitere wahrscheinliche Quelle fur die erhdhten sIL-2R-Werte
insbesondere bei der CLL scheinen neoplastischen B-Zellen zu sein [75]. Da
ein erhohter sIL-2R-Wert bei verschiedenen Krankheiten nachgewiesen werden
konnte, scheint dieser kein krankheitsspezifischer Parameter zu sein. Einige
Studien zeigten, dass Patienten mit malignen Iymphoproliferativen
Erkrankungen erhohte slL-2R-Werte aufweisen [2,6,122,144]. Auch wenn die
genaue Funktion des slL2-Rezeptors noch nicht vollstandig geklart ist und
ebenso inwieweit dieser regulierend auf das Immunsystem einwirkt [154],
erscheint seine Fahigkeit, IL-2 zu binden, zwingend zur Dysfunktion von IL-2-
abhangigen Zellfunktionen zu fihren [135].

In unserer Studie zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdhte sIL-2R-
Werte (Mittelwert Kontrollgruppe: 34,4 pMol/l; Mittelwert CLL-Patienten: 154,1
pMol/l). Dies stimmt mit Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen Uberein
[7,15,75,83,108,110,112,144]. Vergleicht man die sIL-2R-Spiegel mit den
klinisch-prognostischen Stadien nach Binet, zeigte sich, dass der slL-2R-
Spiegel mit fortschreitender Erkrankung ansteigt, d.h. der slL-2R-Spiegel
scheint mit der Krankheitsausbreitung zu korrelieren. Diesen Zusammenhang
zeigten auch andere Arbeitsgruppen, teilweise jedoch basierend auf der
Stadieneinteilung nach Rai [6,75,110,119]. Im Gegensatz dazu konnten

Semenzato et al. keinen direkten Zusammenhang zwischen dem sIL-2R-

73



4 Diskussion

Spiegel und den verschiedenen Krankheitsstadien (nach Rai) nachweisen. Sie
geben als Erklarung an, dass die vermutete unvollstandige Verflgbarkeit des
IL-2 mdglicherweise eine groRe Anzahl an immunologischen Funktionen
beeintrachtigt [144]. Ebenso fanden Beguin et al. keinen Anstieg des sIL-2R im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium, sondern die hochsten Werte im Stadium 2
nach Rai. Dies kann man eventuell auf die geringe Patientenzahl zurtickfihren
[7].

Des weiteren untersuchten wir die Korrelation zwischen slL-2R und den
folgenden Parametern: sCD 23, s-TK, 3,m, LDH. Dabei korrelierte der slL-2R
am besten mit dem sCD 23, gefolgt von [3;m und s-TK und weniger ausgepragt
mit der LDH. Auch Beguin et al. konnten eine Korrelation zwischen slL-2R und
sCD 23 aufzeigen [7], ebenso Aguilar-Santelises et al. zwischen sIL-2R und
Ro,m [1]. Ebenfalls eine Korrelation zwischen erhdhten slL-2R-Werten und einer
TK > 5 U/l wurde von Knauf et al. nachgewiesen [83].

Mit Hilfe der CART-Analyse wurde ein Cut-off-Punkt (Grenzwert) fur den sIL-2R
von 173 pMol/l gefunden, der die Studienpatienten beziiglich des PFU in zwei
Kategorien teilt. Ein slL-2R-Wert > 173pMol/l erwies sich in der univariaten
Analyse nach Kaplan-Meier als signifikanter negativer Prognosefaktor bezlglich
des PFU. In der multivariaten Cox-Analyse schien dieser Parameter am
aussagekraftigsten beziglich des PFU im Vergleich zu den anderen
untersuchten Parametern zu sein, wobei allerdings drei Wertegruppen gebildet
wurden (sIL-2R < 68,4 pMol/l; sIL-2R >68,4 pMol/l und <173 pMol/l; sIL-2R >
173 pMol/l). Unsere Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Untersuchungen von
Knauf et al., die in einer Studie zeigten, dass hohe sCD 23-Werte, jedoch nicht
hohe sIL-2R-Werte zum  Diagnosezeitpunkt mit einem  raschen
Krankheitsfortschritt assoziiert sind. An Hand ihrer Cox-Regressionsanalyse
zeigten sich hohe sCD 23-Werte und eine kurze LVZ als starkste Risikofaktoren
in den ersten Krankheitsjahren [83]. Der Unterschied der Wertigkeit des slL-2R
lasst sich eventuell auf die unterschiedlichen Patientenkollektive (Knauf et al.:
105 neu diagnostizierte und unbehandelte Patienten im Stadium A nach Binet;
in unserer Studie: Patienten in allen Krankheitsstadien, die zum Teil auch

vorbehandelt waren) zurlckfihren.
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4.2.2 Soluble CD 23 (sCD 23)

Ein weiterer Faktor, der in den letzten Jahren als unabhangiger
Prognoseparameter entdeckt wurde, ist das sCD 23 (auch IgE bindender Faktor
genannt). Es entsteht, indem das membrangebundene CD 23-Antigen durch
selbstkatalysierende Vorgange in I6sliche Fragmente gespalten wird [34]. Bei
dem CD 23-Antigen, das dem low-affinity-Rezeptor flr IgE entspricht, handelt
es sich um ein 45-kD Glykoprotein, welches hauptsachlich auf der
Zelloberflache von IgM und IgD positiven B-Zellen vorkommt [79]. Es konnte
auch auf Monozyten, T-Zellen, Thrombozyten, Eosinophilen, Langerhanszellen
und follikular dentritischen Zellen nachgewiesen werden [33]. Sowohl CD 23 als
auch sCD 23 scheinen das B-Zellwachstum zu férdern [35]. Sarfati et al.
berichteten 1988, dass sie im Serum von B-CLL-Patienten bis zu 500-fach
hohere sCD 23-Werte nachweisen konnten als im Serum von gesunden
Probanden oder Patienten mit anderen lymphoproliferativen Erkrankungen
[139]. Seitdem wurde die prognostische Bedeutung des sCD 23 in einigen
multizentrischen Studien weiter erforscht und bestatigt [83,97,129,140].

Unsere Analysen ergaben erhdhte sCD 23-Werte bei Patienten mit B-CLL
(Mittelwert + Standardabweichung 2120 + 2351 U/ml, Median 1244 U/ml) im
Vergleich zu gesunden Probanden. Diese Aussage deckt sich mit frihren
Studien [5,7,83,97,129,143]. Untersucht man die Entwicklung des sCD 23
bezuglich der Krankheitsstadien (nach Binet), so zeigten sich in unserer
Untersuchung die hochsten Werte im Stadium B nach Binet, sowohl Mittelwert
als auch Median. Untersucht man die einzeln Binet-Stadien mit Hilfe des Mann-
Whitney-U-Testes bivariat gegeneinander, zeigten sich statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Binetstadium A und B bzw. zwischen A und C, nicht
jedoch zwischen B und C. Die Ergebnisse anderer Studien sind hierzu
uneinheitlich. Reinisch et al. zeigten in ihren Untersuchungen ebenso wie
andere Autoren, dass statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Stadien (Binet-/Rai-Stadium) bezuglich der sCD 23-Werte bestehen;
bzw. mit dem Fortschreiten der Krankheit anstiegen [97,129], [7,7,139,143].
Christiansen et al. konnten keinen Unterschied zwischen den sCD 23-Werten
der Patienten im Stadium A und B nach Binet feststellen; die Stadien A und B

zusammengefasst wiesen dort jedoch einen Unterschied zum Stadium C auf.
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Dies liel® sich auch in den Rai-Stadien nachweisen: so unterschied sich die
Lhiedrig Risikogruppe“ kombiniert mit der intermediaren Risikogruppe*
signifikant von der “Hochrisikogruppe*® [22].

Die Korrelation zwischen sCD 23 und slL-2R war mit rs= 0,715 und p<0,001 am
grofdten, gefolgt von sCD 23 zu s-TK (rs= 0,571, p< 0,001) und sCD 23 zu 3;m
(rs= 0,545, p< 0,001). Eine weniger ausgepragte Korrelation ergab sich zu s-
LDH, die statistisch mit p= 0,034 aber auch signifikant war. Christiansen et al.
konnten keine signifikante Korrelation zwischen sCD 23 und der LDH
nachweisen, wohl aber zwischen sCD 23 und R,m [22]. Letztere Korrelation
fanden auch Molica et al. [96]. Eine positive Korrelation zwischen der s-TK und
sCD 23 wurde auch von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen [22,83,129].
Keine signifikante Korrelation zwischen sCD 23 und Rom bestand bei
Schwarzmeier et al. [143]. So dass sich bei Zusammenschau der
verschiedenen Studien sagen lasst, dass in mehreren Studien eine Korrelation
zwischen sCD 23 und s-TK gefunden wurde. Eine Korrelation zwischen sCD 23
und Rom wurde zusatzlich zu unserem Ergebnis von zwei weiteren Studien
nachgewiesen, wobei Schwarzmeier et al. keine solche Korrelation nachweisen
konnten. Die bei uns nur gering ausgepragte Korrelation des sCD 23 zur LDH
wurde von Christiansen et al. iberhaupt nicht festgestellt.

Als geeigneten Grenzwert fur das sCD 23, der die CLL-Patienten in zwei
Gruppen teilt, die sich hinsichtlich ihrer Prognose signifikant unterscheiden,
ermittelten wir in der CART-Analyse den Wert 2616 U/ml. Dieser stimmt
weitgehend mit den Ergebnissen anderer Studien Uuberein. So liegt der
Grenzwert bei Molica et al. einmal bei 2700 U/ml [97], in einer anderen Studie
derselben Arbeitsgruppe bei 2300 U/ml [96]. Sarfati et al. legten ihren
Berechnungen als Grenzwert den Median (574 U/ml) zu Grunde [140], der sehr
viel niedriger liegt als unser Grenzwert und die Grenzwerte von Molica et al. Auf
die Ergebnisse in der univariaten Analyse nach Kaplan-Meier schien dieser
Unterschied keine Auswirkung zu haben. Ob dies ein Grund dafur ist, dass die
Ergebnisse der multivariaten Analyse differieren, sollte in einer weiteren Studie
geklart werden.

Die univariate Analyse nach Kaplan-Meier zeigte ein signifikant besseres
progressionsfreies Uberleben fiir Patienten mit sCD 23-Werten < 2616 U/ml

(logrank p= 0,002). In der multivariaten Cox-Analyse zeigte das sCD 23 jedoch
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keine unabhangige signifikante prognostische Aussagekraft innerhalb der
untersuchten Parameter (sIL-2R, s-TK, 3;m, LDH, Binet-Stadium).

Unsere Ergebnisse stimmen in Teilen mit denen von Sarfati et al. Uberein,
wobei in deren Studie nur Patienten im Stadium A nach Binet berlcksichtigt
wurden. Sie zeigten, dass das sCD 23 univariat bezlglich des
progressionsfreien Uberlebens signifikant ist. Sie konnten jedoch auch in der
multivariaten Cox-Analyse (sCD 23, Rai, Lymphknotenbefall) eine signifikante
prognostische Aussagekraft nachweisen [140]. Die Ergebnisse (multivariate
Analyse von sCD 23, sCD25, KM, LVZ, s-TK) von Knauf et al., die ebenfalls
nicht vorbehandelte Stadium A-Patienten untersuchten, decken sich mit den
Ergebnissen von Sarfati et al. [83]. Nun bleibt in einer neuen Studie zu klaren,
ob die Unterschiede in der Patientenauswahl oder die Auswahl der
Untersuchungsparameter bzw. die unterschiedlichen Grenzwerte zu diesen
Ergebnisunterschieden geflihrt haben.

Univariat zeigte sich bezuglich des Gesamtuberlebens bei mehreren Autoren
eine signifikante Korrelation fir das sCD 23 [22,96,97,140]. Multivariat konnte
sowohl nachgewiesen werden, dass sCD 23 unabhangige prognostische
Informationen zusatzlich zum Binet-Stadium und zur LVZ liefert [22], als auch,
dass der sCD 23-Spiegel und die Stadieneinteilung nach Binet unabhangige
prognostische Faktoren bezlglich des Gesamtuberlebens darstellen [140].
Somit liefert, nach Meinung von Sarfati, die sCD23-Bestimmung zusatzliche
Informationen Uber die Prognose erganzend zum klinischen Einteilungssystem
und dies nicht nur zum Diagnosezeitpunkt, sondern auch wahrend des
Krankheitsverlaufes [140]. Allerdings wurden in diese multivariate Analyse (Rai,
Binet, LK, Milz, Leber, Hb, Thrombozyten, sCD 23) keine weiteren etablierten
Prognoseparameter, wie z. B. Knochenmark oder LVZ, integriert. Molica et al.
veroffentlichten hierzu kontrare Untersuchungsergebnisse. Sie konnten fur das
sCD 23 in der multivariaten Uberlebensanalyse (sCD 23, R,m, KM, LVZ, Binet)
keine signifikante Aussagekraft feststellen, nur in der Kombination sCD 23/ 3;m.
Ihrer Meinung nach sollte man die beiden Serumparameter sCD 23 und 3;m,
die zusatzliche unabhangige Informationen liefern, in die Stadieneinteilung nach
Binet in der Weise integrieren, dass man eine klinisch-biologische
Stadieneinteilung schafft [96]. Einen weiteren interessanten Gesichtspunkt zu

sCD 23 erorterten Schwarzmeier et al. in einem kirzlich erschienenen Artikel.
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Sie untersuchten die prognostische Aussagekraft des sCD 23 dadurch, dass
dieses nicht nur zum Diagnosezeitpunkt bestimmt, sondern auch die
sogenannte sCD 23-Verdoppelungszeit (d.h. die Zeitspanne, in der sich die (bei
Diagnose) vorgefundenen sCD 23-Werte verdoppelt haben) ermittelt wurde. Sie
kamen zu dem Schluss, dass die Aussagekraft der sCD 23-Verdoppelungszeit
den Krankheitsverlauf besser wiederspiegelt als die alleinige sCD 23-

Bestimmung [143].

4.2.3 Serumthymidinkinase (s-TK)

Ein weiterer etablierter Faktor flr die Prognoseabschatzung ist die s-TK. Die
Thymidinkinase, ein intrazellulares Enzym, ist am Wiederverwertungsweg
(salvage pathway) bei der DNA-Synthese beteiligt. In eukaryonten Zellen
werden drei Isoenzyme der TK unterschieden, die aufgrund biochemischer und/
oder elektrophoretischer Eigenschaften identifiziert werden [81]. Eine hohe
Konzentration an zytoplasmatischer TK (ebenfalls bekannt als TK1 oder fetale
TK) wird vor allem in Zellen, die sich in der G1/ S Phase des Zellzyklus
befinden, gefunden. Ruhende Zellen weisen nur eine sehr geringe
Enzymaktivitat auf [8]. In Gegensatz dazu zeigt die TK2 eine relative konstante
Aktivitat Uber alle Zellzyklusphasen hinweg. Mindestens 95% der im Serum
messbaren TK-Aktivitat verhalt sich wie die TK1 [56,81]. Ein weiteres Isoenzym,
TK-B oder TK3, ist wahrscheinlich auch in den Mitrochondrien zu finden. Seine
biologische Aussagekraft ist noch nicht geklart und es besitzt nur eine sehr
geringe Aktivitat [82]. Die s-TK Aktivitat scheint ein guter Indikator flr die Anzahl
der sich teilenden Tumorzellen bei CLL-Patienten zu sein, da die s-TK
Konzentration mit der Proliferationsaktivitat der CLL-Zellen korreliert [71]. Seit
der Einfuhrung einer zuverlassigen wund einfach zu handhabenden
Nachweismethode wurde die s-TK bei einer Vielzahl von Erkrankungen
untersucht [55]. Es wurden erhdhte s-TK Spiegel bei Patienten mit Hodgkin-
Lymphomen, NHL, multiplem Myelom, akuter lymphatischer und myeloischer
Leukamie, Brustkrebs, Prostatakrebs und nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom
gefunden [61].

In unserem Patientenkollektiv konnten wir zwar einen erhéhten Mittelwert (>
5U/) far die s-TK (9,38 + 10,15 U/l) nachweisen. Der s-TK Spiegel war aber
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nicht mit dem Krankheitsstadium assoziiert, sondern im Stadium B nach Binet
am hochsten. Andere Autoren konnten jedoch einen signifikanten
Zusammenhang mit dem Anstieg des TK-Spiegels und den Binet bzw. Rai-
Stadien nachweisen [38,57,72]. Unser Ergebnis lasst sich am plausibelsten
dadurch erklaren, dass sich in der Stadium C-Gruppe nach Binet nur 6
Patienten (7,6 %) befanden. Der s-TK Spiegel korrelierte in unseren
Untersuchungen (slL-2R, sCD 23, 3;m, LDH) mit allen vier Parametern, wobei
die Korrelation zwischen s-TK und LDH am geringsten ausfiel. Di Raimondo et
al. fanden ebenfalls eine Korrelation zwischen dem s-TK Spiegel und den
Parametern 3;m und LDH [38]. Auch in einer friheren Untersuchung unserer
Arbeitsgruppe fand sich eine signifikante Korrelation zwischen der s-TK und der
LDH [57]. Ebenfalls eine signifikante Korrelation zwischen der s-TK und den
Parametern sCD 23, 3;m, LDH wurde in zwei verschiedenen Arbeiten von
Christiansen et al. nachgewiesen [21,22]. Um die prognostische Aussagekraft
der s-TK statistisch auszuwerten, benutzten wir einen Grenzwert von 10,5 U/,
der an Hand der CART-Analyse ermittelt wurde. Ein annahernd identischer
Grenzwert (10 U/l) wurde in anderen Studien, die die prognostische Wertigkeit
der s-TK bei NHL bzw. bei der CLL untersucht haben, verwendet [38,54,128].
Kallander et al. setzten den Grenzwert mit 8,4 Units pro yl Serum allerdings
niedriger an, um zwischen einem progressiven und einem unauffalligen
Krankheitsverlauf zu unterscheiden. Sie =zeigten, dass die s-TK einen
geeigneten Marker fur die Prognose, den Krankheitsverlauf und den
Therapieeffekt darstellt [72]. Ebenfalls niedrigere Grenzwerte (5 U/l und 7,1 U/l)
wurden in friheren Studien unserer Studiengruppe ermittelt. Dort wurden fur die
s-TK sowohl univariat, als auch multivariat signifikante Ergebnisse bezuglich
des PFU nachgewiesen. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass der
s-TK Spiegel die individuelle Prognose besser einzuschatzen erlaubt [58,60].
Die Patienten in wunserer Studie zeigten ein signifikant besseres
progressionsfreies Uberleben, wenn ihre s-TK Werte kleiner als 10,5 U/l waren.
In der multivariaten Analyse konnte die s-TK jedoch nicht als unabhangiger
prognostischer Faktor identifiziert werden. Hierin stimmen unsere Ergebnisse
mit denen von Di Raimondo et al. Uberein [38], die in ihrer Studie nachgewiesen
haben, dass der s-TK Spiegel wertvolle prognostische Informationen

(Ansprechen auf Therapie, GU) bei der Behandlung von CLL-Patienten liefert.
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Univariat zeigte sich bezuglich des Gesamtiberlebens bei mehreren
Untersuchungen eine signifikante Korrelation fur die s-TK [21,22,96,140].
Multivariat konnte nachgewiesen werden, dass die s-TK unabhangige
prognostische Informationen zusatzlich zum Binet-Stadium und zur LVZ liefert
[22].

4.2.4 Beta,-Mikroglobulin (82m)

Das beta,-Mikroglobulin ist ein niedermolekulares Protein; es wurde als erstes
im Urin von Patienten mit Nierenerkrankungen nachgewiesen [9], spater dann
in allen Koérperflissigkeiten. Es handelt sich um ein membranstandiges Protein,
welches auf fast allen kernhaltigen Zellen vorkommt und als ein Teil des HLA-I-
Komplexes identifiziert wurde [29]. Im Serum findet man zwei Formen: eine
freie und eine membrangebundene Form [120]. Einen erhdhten beta,-
Mikroglobulin-Spiegel im Serum findet man sowohl bei malignen Erkrankungen
und im Rahmen von Entzundungen [74,146] als auch bei Nierenerkrankungen,
bei denen die glomerulare Filtrationsrate erniedrigt ist [156]. Auch bei
verschiedenen hamatologischen Erkrankungen scheint der beta,-Mikroglobulin-
Spiegel den Krankheitsverlauf wiederzuspiegeln. Bisher konnte jedoch nicht
eindeutig geklart werden, welche Ursachen zu einem Anstieg des betay-
Mikroglobulins bei malignen Krankheiten fuhren. Es existieren verschiedene
Theorien; wobei eine davon ausgeht, dass es sich um eine Umgebungsreaktion

der peripheren Zellen auf den Tumor handelt [147].

Die B,m-Konzentration im Serum unserer CLL-Patienten betrug im Durchschnitt
2,44 + 0,94 mg/l. Dies liegt tGber den in der Literatur angegebenen Werten, die
bei gesunden Probanden gefunden wurden [1,24,45]. Das BR,m stieg mit
zunehmender Erkrankung (hoéheres Binet-Stadium) an. Statistisch zeigten sich
signifikante Unterschiede in der bivariaten Analyse nach Mann-Whitney-U
zwischen Stadium A und B und zwischen A und C, nicht jedoch zwischen B und
C. Der Kruskal-Wallis-Test war signifikant. Christiansen et al. konnten keine
signifikanten Unterschiede des R;m sowohl zu den Binet-Stadien als auch zu
den Rai-Stadien finden [21,22]. Die Auswertung der Korrelation des R;m mit

den Parametern sIL-2R, sCD 23, s-TK und LDH ergab folgende Ergebnisse.

80



4 Diskussion

Eine signifikante Korrelation besteht zu sIL-2R (rs = 0,652), sCD 23 (rs= 0,545)
und s-TK (rs= 0,417). Das [;m korreliert nicht mit der LDH. Zu ahnlich
signifikanten Korrelationen kamen Christiansen et al.. Sie wiesen Korrelationen
zwischen 3;m und s CD 23, sowie zwischen 3;m und s-TK nach und konnten
keine Korrelation zwischen 3;m und der LDH feststellen [21,22]. Ebenfalls eine
signifikante Korrelation zwischen dem R,m und der s-TK wurden von Di
Raimondo et al. nachgewiesen [38]. In der CART-Analyse ermittelten wir fur
das Bom als geeigneten Grenzwert 2,7 mg/l. Dazu gibt es unterschiedliche
Grenzwerte in der Literatur (2,05 mg/l [58], 2,73 mg/l [100], 3,05 mg/l [99], 3,5
mg/l [60], 3 mg/l [96]), womit sich unser Grenzwert im Mittelfeld befindet. Die
univariate Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ergab anhand dieses
Grenzwertes signifikante Unterschiede bezlglich des progressionsfreien
Uberlebens. In der multivariaten Cox-Analyse zeigte das R,m jedoch keine
unabhangige signifikante  prognostische Aussagekraft innerhalb der
untersuchten Parameter (sIL-2R, sCD 23, s-TK, LDH, Binet-Stadium). Mit
diesem Ergebnis stimmen wir sowohl mit einer friheren Studie unserer
Arbeitsgruppe [58] als auch mit zwei Arbeiten von Molica et al. uberein [99,100].
Eine weitere Studie unserer Arbeitsgruppe konnte dem R,m nicht nur univariat
eine prognostische Aussagekraft beziiglich des PFU nachweisen, sondern es
auch multivariat als den besten Prognoseparameter beziiglich des PFU
identifizieren, gefolgt von Karnofsky Index, Thrombozyten und s-TK [60]. Die
prognostische Wertigkeit des R,m bezuglich des Gesamtuiberlebens wurde
von Christiansen et al. untersucht; es erwies sich in der univariaten Analyse als
signifikant, nicht jedoch multivariat (zusatzlich zum Binet-Stadium und zur LVZ)
[21,22]. Damit Ubereinstimmende Ergebnisse lieferten Molica et al.; erst die
Kombination von 3;m und sCD 23 liefert multivariat signifikante Ergebnisse [96].
Fayad et al. hingegen konnten das R,m nicht nur univariat als signifikant,
sondern auch in ihrer multivariaten Analyse als den wichtigsten Prognosefaktor
identifizieren [47]. Fasst man die Ergebnisse der genannten Studien zusammen
- mit der Annahme, dass die Zeit des progressionsfreien Uberlebens einen
grolRen Einfluss auf das Gesamtliberleben hat — so kann man dem R,m eine
relevante prognostische Aussagekraft zusprechen, die in kontrollierten Studien

weiter verifiziert werden sollte.
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4.2.5 Serum-Lactatdehydrogenase (s-LDH)

Ein weiterer weniger spezifischer Parameter ist die Serum-Lactat-
dehydrogenase (5 verschiedene Isoenzyme). Diese ist am Glukosestoffwechsel
beteiligt und kann in allen Zellarten nachgewiesen werden. Findet ein erhohter
Glukosemetabolismus statt, wie dies bei einer erhdhten Zellzahl und
Zellaktivitat der Fall ist, kann ein entsprechend erhéhter LDH-Spiegel im Serum
nachgewiesen werden. Bei einigen Lymphomen konnten sehr hohe LDH-Werte
gemessen bzw. ein Zusammenhang zwischen dem Gesamtuberleben und der
Hohe der LDH gefunden werden [27,85,130].

Die Lactatdehydrogenase wurde deshalb auch in unserem Kollektiv bestimmt.
Hierbei konnten jedoch bereits beziiglich des Binet-Stadiums keine signifikanten
Unterschiede der LDH nachgewiesen werden. Weshalb diese auch nicht in die
weitere Auswertung einbezogen wurde. Die fehlende Signifikanz ist wohl am
wahrscheinlichsten auf die geringe Patientenanzahl im Stadium C nach Binet
zuruckzufihren. Andere Studien belegen durchaus in der univariaten Analyse,
dass die LDH eine statistisch signifikante Beziehung zum progressionsfreien
Uberleben besitzt. In diesen Studien lieferte die LDH jedoch keine zusétzliche
prognostische Information in der multivariaten Analyse [58,60,99,100].
Christiansen et al. zeigten, dass die LDH zwar eine signifikante Korrelation
bezlglich des Uberlebens in der univariaten Analyse hat, jedoch keine
zusatzlichen prognostischen Informationen zum Binet-Stadium und zur LVZ
liefert [22]. Allerdings zeigte die LDH in einer anderen Studie derselben
Arbeitsgruppe weder univariat noch multivariat eine signifikante Korrelation
bezlglich des Uberlebens [21]. In einer Studie von Lee et al. konnte der LDH in
der univariaten Analyse eine Bedeutung beziglich des Uberlebens
nachgewiesen werden. In der multivariaten Regressionsanalyse zeigte die LDH
in Kombination mit der Harnsaure, der alkalischen Phosphatase, aulerlicher
Lymphadenopathie und dem Alter die starkste Aussagekraft zum
Gesamtliberleben [85]. Insgesamt scheint die Aussagekraft der LDH
widerspruchlicher zu sein als allgemein angenommen, da nur eine der oben
aufgefUhrten Studien eine unabhangige prognostische Aussagekraft dieses

Enzyms nachweisen konnte.
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5 Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Studie wurde bei 79 Patienten mit CLL die
prognostische Aussagekraft von funf Serumparametern (sIL-2R, sCD 23, s-TK,
s-Rom, s-LDH) hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens untersucht.

Die statistische Auswertung ergab, dass die Parameter - sIL-2R, sCD 23, s-TK
und s-B,m - mit der Stadieneinteilung nach Binet gut korrelieren. Fir die s-LDH
wurde keine Korrelation zu den Binet-Stadien gefunden, so dass diese in der
Auswertung nicht weiter berlcksichtigt wurde. Die verbleibenden
Serumparameter zeigten auch eine statistisch signifikante Korrelation
untereinander.

In der univariaten Analyse zeigten sIL-2R, sCD 23, s-TK, s-B;m sowie die
Stadieneinteilung nach Binet eine signifikante prognostische Aussagekraft
bezlglich des progressionsfreien Uberlebens. Anhand der multivariaten
Analyse, die alle Parameter gemeinsam und gegeneinander analysiert, wurde
bei keinem dieser Parameter eine signifikante unabhangige prognostische
Wertigkeit beziiglich des progressionsfreien Uberlebens gefunden. Es ergab
sich aber, dass der Parameter sIL-2R, aufgeteilt in drei Gruppen, am
aussagekraftigsten erscheint.

Den Serumparametern - slL-2R, sCD 23, s-TK und s-om - kann, trotz der
negativ ausgefallenen multivariaten Analyse, eine prognostische Aussagekraft
zugesprochen werden. Um die Bedeutung der Parameter weiter zu bestatigen,
sind Untersuchungen mit groferer Fallzahl und langerer Beobachtungszeit
notwendig. Auch die Einbeziehung weiterer Parameter wie z.B. Knochen-
markhistologie, Lymphozytenverdoppelungszeit oder Zytologie ware dabei
wulnschenswert. Das somit gewonnene Wissen wurde es eventuell erlauben,
die klassischen Stadieneinteilungen durch aussagekraftige Prognoseparameter
zu erganzen, um den individuellen Krankheitsverlauf genauer vorherzusagen

und gegebenenfalls therapeutische Strategien danach auszurichten.
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Definition einer kompletten und einer partiellen Remission gemaly der
Richtlinien der NCI Working Group [19]:

Komplette Remission:

e Korperlicher Untersuchungsbefund: normal
¢ keine krankheitsspezifischen Symptome

e Blutlymphozyten < 4x 107/

« Neutrophile >1,5x10%I

e Thrombozyten >100x10%/

e Hamoglobin >11 g/dI

e < 30% Lymphozyten im Knochenmark
Partielle Remission:

e Abnahme der LymphknotenvergroRerung, der Spleno- oder Hepatomegalie

um mindestens 50 %
und zusatzlich eines der folgenden Kriterien erfullt ist

 Neutrophile >1,5x10%
e Thrombozyten >100x10%/

e Hamoglobin >11 g/dl oder Anstieg eines erniedrigten Hamoglobins um

mindestens 50 %
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Abkiirzungen

(s-)Bom (Serum-)B3,-Mikroglobulin

BKS Blutkérperchensenkung(sgeschwindigkeit)
CLL Chronische Lymphatische Leukamie

GU Gesamtiiberleben

(s-)IL-2R (soluble) Interleukin-2-Rezeptor

KM Knochenmark

(s-)LDH (Serum-) Lactatdehydrogenase

LvZ Lymphozytenverdoppelungszeit

NCI/ WG National Cancer Institute-Sponsored Working Group
oD optische Dichte

PFU progressionsfreies Uberleben

sCD 23 soluble CD 23

(s-)TK (Serum-)Thymidinkinase
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