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1 Einleitung

Bei malignen Erkrankungen ist eine differenzierte Erst-Diagnose-Stellung von wesentlicher
Bedeutung, um ein prizises Bild der Erkrankungsentitét und des genauen Subtyps zu erhalten.
Dieser ist in vielen Fillen von wesentlicher Bedeutung fiir die Abschétzung der Prognose und

die Stratifizierung der Patienten fiir zur Verfiigung stehende Therapieoptionen.

Bei den systemischen Krebserkrankungen wird vor Therapiebeginn meist die Prognose
hinsichtlich des Uberlebens des Patienten abgeschitzt und abhingig davon das
Therapieverfahren eingeleitet. Es sind viele Prognosefaktoren beschrieben, wie zum Beispiel
die Histologie, die Zytogenetik, das Alter, das Stadium, der Performancestatus sowie

verschiedene Labor- und Tumormarker.

Zur Kontrolle der Therapieeffizienz erfolgen bereits pritherapeutisch, wihrend des
Therapieverlaufs und am Ende der Therapie Staging-Untersuchungen. Dazu sind je nach
Tumorerkrankung aufwendige Bildgebung und invasive Untersuchungen, wie zum Beispiel
Knochenmarkbiopsien bei Leukdmien notwendig. Diese Staging-Untersuchungen erfolgen

meist im Abstand von mehreren Wochen.

Nicht immer korreliert die initial gestellte Prognose mit dem tatsdchlichen
Therapieansprechen. Deshalb ist eine moglichst friihe und sichere FEinschidtzung der
Therapiewirkung erstrebenswert, um bei mangelnder Effizienz rechtzeitig die Therapie
umstellen zu konnen. AuBlerdem konnen dadurch Nebenwirkungen reduziert und eine
Ubertherapie verhindert werden, was das Risiko eines Zweitmalignoms durch Chemotherapie
herabsetzt. Eine Maoglichkeit das Therapieansprechen frithzeitig zu beurteilen, ist die

engmaschige Kontrolle von Tumormarkern wéhrend Therapie.

Ein wesentlicher Mechanismus von zytostatischen Therapien ist die Induktion des Tumorzell-
Tods. Ein Zelltodprodukt sind die Nukleosomen, die ins Blut freigesetzt werden und dort

mittels immunologischer Methoden gemessen werden konnen.

Bei Patienten mit soliden Tumoren zeigte sich, dass die Nukleosomen im Serum fiir die
frithzeitige Beurteilung des Therapieansprechens hilfreich sein kénnen (Holdenrieder 2004a,
Kremer 2005). Da systemische Tumorerkrankungen eine andere Pathophysiologie aufweisen,
stellt sich nun die Frage, ob auch bei Lymphomen und der akuten myeloischen Leukémie
(AML), der am héaufigsten im Erwachsenenalter vorkommenden Leukimie, eine frithzeitige

Beurteilung des Therapieansprechens in dhnlicher Weise moglich ist.



Die vorliegende Studie untersuchte folgende Fragestellungen:

1.

Wie ist der Verlauf der Nukleosomenwerte und weiterer Marker (Leukozyten,
Thrombozyten, Hé&moglobin, Thymidinkinase, Laktatdehydrogenase, beta2-
Mikroglobulin, CA125, CYFRA 21-1) bei Lymphom-Patienten wihrend der
Chemotherapie und bei AML-Patienten wihrend der Induktionstherapie?

Ist eine friithzeitige Beurteilung des Therapieansprechens durch die Nukleosomen und

die obengenannten weiteren Marker bei Lymphomen und AML moglich?

Gibt es eine Korrelation der Leukozyten und Blasten mit den Nukleosomen und kann

dadurch erklirt werden, dass die Nukleosomen aus diesen Zellen freigesetzt werden?



2  Hintergrund
2.1 Krankheitsbilder

2.1.1 Lymphome
Die Lymphome werden in zwei groBe Gruppen eingeteilt: Morbus Hodgkin und Non-
Hodgkin-Lymphome (NHL).

2.1.1.1 Morbus Hodgkin
Morbus Hodgkin wird definiert als eine maligne lymphatische Systemerkrankung, die durch
wenige Tumorzellen (,,Hodgkin“-Zellen und ,,Sternberg-Reed“-Riesenzellen) sowie

Granulationsgewebe gekennzeichnet ist.

Epidemiologie

Nach Angaben des Krebsregisters im Saarland betrug die Inzidenz von 1998 — 2000 bei
Minnern 2,6 und bei Frauen 1,4/100.000 Einwohner/Jahr. Das National Cancer Institute
beschriecb eine Gesamt-Inzidenzrate einschlieSlich aller Rassen von 2,8/100.000
Einwohner/Jahr. Die Mortalitdit wurde angegeben mit 0,6 bei Ménnern und 0,4/100.000
Einwohner/Jahr bei Frauen. Es werden zwei Héufigkeitsgipfel unterschieden: 20.-30.
Lebensjahr und > 60. Lebensjahr. Das 5-Jahres-Uberleben hingt vom Stadium ab. Im
Stadium I und II erreichen > 90% und im Stadium IIT und IV 70-90% der Patienten eine
komplette Remission. (Ries 2004)

Atiologie

Beziiglich der Atiologie gibt es verschiedene Theorien. Zum einen besteht ein
Zusammenhang zwischen Morbus Hodgkin und Infektionskrankheiten, wie HIV, EBV und
weiteren Herpesviren-Erkrankungen, zum anderen werden aufgrund der Beschreibung
familidrer Haufung genetische Faktoren diskutiert. Dabei spielen HLA-Genotypen eine
wichtige Rolle beim Auftreten des Morbus Hodgkin. (Cartwright 2004)

Klassifikation
Histologisch werden die Hodgkin-Lymphome nach Lukes und Butler (Rye 1965) in vier
Subtypen eingeteilt. [Tabelle 1]



Tabelle 1: Klassifikation der Hodgkin-Lymphome nach Lukes und Butler

Subtyp Haufigkeit
Lymphozytenreiche Form 5%
Nodulére Sklerose 50-60%
Gemischtzellige Form 30-40%
Lymphozytenarme Form <5%
Nicht klassifizierbar bis zu 10%

Die klinische Stadieneinteilung erfolgt nach der Ann Arbor-Klassifikation von 1971. [Tabelle
2]

Tabelle 2: Ann Arbor Klassifikation der Hodgkin-Lymphome

Stadium | Definition

I Nodaler Befall einer einzelnen Lymphknotenregion (I N) oder Vorliegen eines
einzelnen, lokalisierten nodalen Herdes (I E)

II Nodaler Befall (II N) und/oder lokalisierte extranodale Herde (II E) in zwei
oder mehreren Regionen auf einer Seite des Zwerchfells

11 Nodaler Befall (III N) und/oder lokalisierte extranodale Herde (III E) auf
beiden Seiten des Zwerchfells

11 | Infradiaphragmaler Befall nur oberhalb des Truncus coeliacus
(Milzhilus, zoliakale und/oder portale Lymphknoten)

112 | Infradiaphragmaler Befall auch unterhalb des Truncus coeliacus
(paraaortal, iliakale, mesenteriale und/oder inguinale Lymphknoten)

v Disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe mit oder
ohne Lymphknotenbefall

A/B Allgemeinsymptome
A Keine Allgemeinsymptome
B Allgemeinsymptome: Fieber > 38°C, Nachtschweil3, Gewichtsverlust > 10%

des Ausgangsgewichts innerhalb von 6 Monaten




Diagnostik
Zur Diagnostik zdhlen neben der klinischen Untersuchung, der Laboruntersuchung inklusive

Differentialblutbild, Routinelabor und Virusserologie, dem Rontgenthorax und der Sonografie
von Abdomen und Hals eine histologische Diagnosesicherung. Diese erfolgt durch eine
Lymphknotenhistologie, Knochenmarkhistologie und evtl. Leberbiopsie. Weitere Bildgebung
(CT Abdomen/Thorax/Hals, Skelettszintigrafie und evtl. PET-Untersuchung) erfolgt zur

genauen Stadieneinteilung und zur spéteren Verlaufskontrolle.

Therapie
Das Therapieziel bei Morbus Hodgkin ist kurativ. Das Erkrankungsstadium und das

Vorliegen von Risikofaktoren, wie B-Symptomatik, groer mediastinaler oder extranodaler
Befall, bestimmen das Therapieschema. Im Friihstadium ohne Risikofaktoren fiihrt bei bis zu
90% der Patienten eine alleinige Radiotherapie zum Erfolg. Ab dem Stadium IB/IIA wird
abhingig vom Therapieprotokoll eine Chemotherapie oder eine Kombination aus
Chemotherapie und Strahlentherapie durchgefiihrt. Diese Behandlungsstrategie wird auch
angewandt bei Patienten im Friihstadium mit Risikofaktoren oder bei Rezidiven. Verwendet
werden Chemotherapieprotokolle, die aus einer Kombination von vier bis acht verschiedenen
Substanzen bestehen. Aktuelle Chemotherapieschemata sind: ABVD, BEACOPPbasis und
BEACOPPeskaliert (siche Anhang). Bei Patienten ohne Ansprechen auf die Chemotherapie
oder bei Rezidivpatienten wird hédufig eine Hochdosischemotherapie mit dem Dexa-BEAM-
Schema mit anschlieBender Stammzellapherese durchgefiihrt. Das DHAP-Protokoll wird bei
Spatrezidiven angewandt (siche Anhang). In Deutschland ist eine Therapie der Hodgkin-
Patienten im Rahmen von Studienprotokollen der Deutschen Hodgkin-Studiengruppe, DHSG,

erwiinscht, um verbesserte Therapiekonzepte zu erarbeiten. (Brandt 2001a)

2.1.1.2 Non-Hodgkin-Lymphome
Non-Hodgkin-Lymphome sind Neoplasien des lymphatischen Gewebes, ausgehend vom B-
Zell-System (B-NHL) oder T-Zell-System (T-NHL). Sie werden unterschieden in aggressive
und indolente Lymphome.

Epidemiologie

Im Jahr kommt es laut dem Saarldndischen Krebsregister in Deutschland bei Méannern zu 18
und bei Frauen zu ungefdhr 12 Neuerkrankungen/100.000 Einwohner. Diese Inzidenzen sind
bezogen auf die Jahre 1998-2000. Seit 1975 sind nach Angaben des National Cancer Institute
die Inzidenzraten in den USA von 11,1 Fille/100.000 Einwohner/Jahr auf 19,3 Falle/100.000
Einwohner/Jahr gestiegen. Im Vergleich zu den Hodgkin-Lymphomen gibt es bei den NHL
beziiglich der Altersstruktur keine Erkrankungsgipfel, sondern eine stark ansteigende Inzidenz
ab einem Alter von 55 Jahren. (Ries 2004)

10



Atiologie

Bei der Pathogenese spielen verschiedene dtiologische Faktoren eine Rolle. Es besteht ein
Zusammenhang des  Non-Hodgkin-Lymphoms mit viralen und  bakteriellen
Infektionserkrankungen, z.B. EBV und Helicobacter pylori. Patienten mit angeborener oder
erworbener Immundefizienz, z.B. AIDS, haben ein erhohtes Risiko an NHL zu erkranken.
Dies allein erklért jedoch noch nicht die gestiegene Anzahl an Neuerkrankungen. Deshalb
werden zahlreiche Umweltfaktoren als zusétzliche Einflussgrofen diskutiert: Ionisierende

Strahlung, Pestizide, Chemikalien, Haarfarbemittel und Rauchen. (Weisenburger 1994)

Klassifikation

Hinsichtlich der Klassifikation der Lymphome hat es iiber Jahrzehnte verschiedene und nicht
vergleichbare FEinteilungen gegeben. Im deutschsprachigen Europa wurde die Kiel-
Klassifikation angewandt. Im Jahre 1994 erstellten die Internationale Lymphomstudiengruppe
(ILSG) eine neue Klassifikation, die Revised-European-American-Lymphoma-(REAL)-
Klassifikation. Die aktuelle Version der REAL-Klassifikation wurde von der WHO
aktualisiert und als WHO-Klassifikation bezeichnet [Tabelle 3]. Zur genauen Einteilung
werden morphologische, klinische, immunphénotypische und molekulargenetische Merkmale

herangezogen. (Stein 2000, Uppenkamp 2002)
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Tabelle 3: Neue WHO-Klassifikation der Non-Hodgkin-Lymphome 2001
B-Zell-Lymphome

B-Zell-Vorlaufer-Neoplasien
B-Zell-Vorldufer lymphoblastisches Lymphom

Reife (periphere) B-Zell-Neoplasien
B-Zell chronische lymphatische Leukédmie
Kleinzelliges lymphozytisches Lymphom
Lymphoplasmazytoides Lymphom
Mantelzell-Lymphom
Follikuldres Lymphom (Grad1-3)
Follikelzentrums-Lymphom, diffus, kleinzellig
Extranodale Marginalzonenlymphome des MALT
Nodales Marginalzonen B-Zell Lymphom
Marginalzonen-Lymphom der Milz
Haarzell-Leukédmie
Plasmozytom / Plasmazell-Myelom
Diffuses grofizelliges B-Zell Lymphom
Priméres mediastinales grofzelliges B-Zell-Lymphom

Burkitt Lymphom; Hochmalignes B-Zell Lymphom, Burkitt-dhnlich

T-Zell-Lymphome

T-Zell-Vorldufer-Neoplasien
T-Zell-Vorlaufer lymphoblastisches Lymphom

Reife (periphere) T-Zell-Neoplasien
T-Zell chronische lymphatische Leukémie, prolymphozytire Leukédmie
Leukémie groBer granuldrer Lymphozyten-T-Zellen
Aggressive NK-Zell Leukédmie
Mycosis fungoides/ Sézary Syndrom
Peripheres T-Zell Lymphom, nicht spezifiziert (gemischt, mittelgroB3- und grof3zellig)
Angioimmunoblastisches Lymphom
Angiozentrisches Lymphom
Adultes T-Zell Lymphom/Leukédmie
Intestinales T-Zell Lymphom

Anaplastisches grof3zelliges Lymphom, T- und Null-Zell Typen
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Neben der morphologischen Einteilung ist vor allem auch die klinische Einteilung der
Patienten wichtig, um sich fiir das am besten geeignete Therapieschema zu entscheiden.
[Tabelle 4]

Tabelle 4: Vorgeschlagenes Schema fiir die klinische Eingruppierung der malignen
Lymphome nach der R.E.A.L.-Klassifikation

B-Zell-Ursprung T-Zell-Ursprung

I. Indolente Lymphome (low risk)

Chronische lymphozytische Leukémie/ Leukdmie grofler granuldrer Lymphozyten, vom T-
lymphozytisches Lymphom und NK- Zell Typ

Lymphoplasmozytisches Lymphom/ Mycosis fungoides/Sézary Syndrom ,,Smoldering*
Immunozytom/M. Waldenstrom und chronische adulte T-Zell Leukédmie/Lymphom
Haarzell-Leukidmie (HTLV+)

Splenisches Marginalzonenlymphom
Marginalzonenlymphom

- Extranodales (MALT-B-Zell Lymphom)

- Nodal (monozytoid)
Follikelzentrums-Lymphom/follikulér, Gradl
Follikelzentrums-Lymphom/follikuldr, Gradll

I1. Aggressive Lymphome (intermediate risk)

Prolymphozytenleukdmie Plasmozytom/Multiples Prolymphozytenleukdmie

Myelom Peripheres T-Zell Lymphom, nicht spezifiziert
Mantelzell-Lymphom Angioimmunoblastisches Lymphom
Follikelzentrums-Lymphom/follikular, GradIIl Angiozentrisches Lymphom

Diffuses grofizelliges B-Zell Lymphom Intestinales T-Zell Lymphom

Priméres mediastinales (thymisches) grof3zelliges Anaplastisches grofizelliges Lymphom (T- und Null
B-Lymphom Zell Typ)

Hochmalignes B-Zell Lymphom, Burkitt-dhnlich

I1I. Sehr aggressive Lymphome (high risk)

Vorldufer B-lymphoblastisches Lymphom/Leukédmie | Vorldufer T-lymphoblastisches Lymphom/Leukémie
Burkitt-Lymphom/akute B-Zell Leukdmie Adultes T-Zell Lymphom/Leukédmie

Plasmazell-Leukdmie

IV. Morbus Hodgkin

(Hiddemann 1996)
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Die Stadieneinteilung erfolgt nach der Ann Arbor-Klassifikation. Diese bezieht sich zum
einen auf die Lokalisation der befallenen Lymphknoten und/oder Organe und zum anderen
auf die klinische Symptomatik. [Tabelle 5]

Tabelle S: Stadieneinteilung der Non-Hodgkin-Lymphome nach der Ann Arbor-
Klassifikation (1971)

Stadium | Definition

I Nodaler Befall einer einzelnen Lymphknotenregion (I ) oder Vorliegen eines
einzelnen, lokalisierten extranodalen Herdes (I E)

II Nodaler Befall (II) und/oder lokalisierte extranodale Herde (II E) in > zwei
Regionen auf einer Seite des Zwerchfells

I11 | Befall von 2 benachbarten Lymphknotenregionen (I11) oder einer
Lymphknotenregion mit lokalisiertem Ubergang auf benachbartes Organ
(IT1E) oder Befall zweier benachbarter extralymphatischer Organe (II1E)

[12 | Befall von 2 nicht benachbarten oder >2 benachbarten
Lymphknotenregionen (I12) oder Befall eines extralymphatischen Organs
mit Lymphknotenbeteiligung iiber die regiondren Lymphknoten hinaus
(I12E) oder Befall zweier nicht benachbarter extralymphatischer Organe
(II2E)

111 Nodaler Befall (IIT) und/oder lokalisierte extranodale Herde (IIIE) auf beiden
Seiten des Zwerchfells, ggf. mit Milzbefall (IIIS oder IIISE)

IV Diffuser oder disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymphatischer
Organe mit oder ohne Lymphknotenbefall

A/B Allgemeinsymptome

A Keine Allgemeinsymptome

B Allgemeinsymptome (Fieber > 38°C, Nachtschweil3, Gewichtsverlust > 10% des
Ausgangswertes innerhalb von 6 Monaten)

Diagnostik

Eine ausfiihrliche Diagnostik ist notwendig, um eine exakte Diagnose nach den
Klassifikationen zu treffen und die Patienten dem richtigen Stadium zu zuweisen.
Voraussetzung fiir die weiterfiihrenden Untersuchungen ist die Anamnese einschlieBlich B-
Symptomatik, die klinische Untersuchung mit Lymphknotenstatus, Palpation der Milz und
eine  Laboruntersuchung inklusive  Blutbild, Differentialblutbild, LDH, BSG,
Eiweifelektrophorese und Immunologie. Durch die immunzytologische Untersuchung, bei
der Zelloberflichenantigene und intrazytoplasmatische Antigene mit spezifischen Antikérpern

markiert werden, konnen die Zellen des himatopoetischen Systems unterschiedlichen
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Zelllinien (B- oder T-Zell-lymphatisch, myeloisch) und Differenzierungsstadien (unreif- oder
reifzellig) zugeordnet werden. Zur Sicherung der Diagnose ist eine histologische
Untersuchung des Lymphknotens, Knochenmarks oder des befallenen Organs notwendig. Die
Ausbreitung der Lymphomerkrankungen wird mit Hilfe der Bildgebung, d.h. Rontgen,
Sonografie, CT  Hals/Thorax/Abdomen und weiterer Bildgebung  festgestellt.
(Weissinger1997)

Therapie

Nach abgeschlossener Diagnostik werden die Non-Hodgkin-Lymphome in die Gruppen
indolente oder aggressive Lymphome eingeteilt. Dies ist Entscheidungskriterium fiir die

folgende Therapie.

Die Intention der Behandlung bei indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen héngt von der
Stadieneinteilung ab. Sie ist in den Stadien I und II kurativ, wobei eine alleinige
Radiotherapie durchgefiihrt wird (Weissinger 1997, Brandt 2001b, ESMO 2003). Der
tiberwiegende Teil der Patienten mit indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen befindet sich zum
Zeitpunkt der Diagnose im Stadium III und IV. Diese Stadien konnen zur Zeit lediglich
palliativ behandelt werden. Standard bei neu diagnostiziertem indolenten NHL ist die ,,wait
and watch“~-Methode, da eine Radio-oder Chemotherapie bei asymptomatischen Patienten
keinen Uberlebensvorteil mit sich bringt (Fisher 2003) und 15-20% der Patienten eine
spontane Remission aufweisen (ESMO 2003). Eine Therapie ist indiziert bei Auftreten von B-
Symptomatik, bei hdmatopoetischer Insuffizienz, sehr groen Lymphomen oder rascher
Progredienz der Erkrankung (Weissinger 1997). Geeignete Chemotherapeutika sind
Alkylanzien, wie Chlorambucil oder Cyclophosphamid. Diese konnen als Monotherapie oder
in Kombination mit anderen Substanzen gegeben werden. Eine weitere Moglichkeit der
Monotherapie ist der Einsatz von Purinanaloga, besonders von Fludarabin. Die nichste Stufe
ist die Anwendung aggressiverer Kombinationsschemata, CHOP und FCM (sieche Anhang),
die vor allem bei Rezidiven zum Einsatz kommen (Fisher 2003, Hennessy 2004). Seit
wenigen Jahren wird mit monoklonalen Antikdrpern, anti-CD20, Rituximab therapiert.
Rituximab ist allein eine hochwirksame Substanz und wurde im Zusammenhang mit CHOP
und FCM getestet (Hiddemann 2003). Dabei zeigten sich in den mit Rituximab kombinierten
Schemata hohere Raten an kompletter Remission (Dreyling 2003, Zinzani 2004). Neue
Ansitze sind eine Kombination aus Chemotherapie und Radioimmunotherapie, wie zum

Beispiel mit anti-CD20 Radioimmunokonjugaten (Hagemeister 2005).

Die Behandlungsintention bei aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen ist kurativ. Die

lokalisierten Stadien I und II werden aus einer Kombination von Radio- und Chemotherapie
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behandelt (Kimby 2001). Die Standardtherapie in den letzten 25 Jahren in den disseminierten
Stadien III und IV war das CHOP-Schema. Allerdings nur ein Drittel dieser Patienten konnte
mit dieser Therapie geheilt werden und besonders bei alten Menschen kam es hiufig zu
Unvertriglichkeiten (Coiffier 2003). Da die Kombination aus Rituximab und CHOP bereits
bei indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen Erfolge gezeigt hat, wurden auch bei aggressiven
Lymphomen Studien beziiglich dieser Therapieoption durchgefiihrt. Vor allem bei &lteren
Patienten kam es zu einer klinischen Verbesserung (Coiffier 2003, Schmits 2001). Weitere
neue Studien behandeln die Erweiterung des CHOP-Schemas mit Etoposid (CHOEP) und

eine Hochdosischemotherapie mit Stammzell-Transplantation (Schmits 2001).

Wiéhrend und nach Therapie sind Staging-Untersuchungen obligat und die
Nachsorgeuntersuchungen finden nach definierten Zeitintervallen statt, wie bereits beim
Morbus Hodgkin beschrieben.

Prognose und Risikoabschitzung

Aggressive NHL sprechen in der Regel besser auf eine Chemotherapie an als indolente
Lymphome. Aber auch innerhalb dieser Gruppen gibt es Patienten mit unterschiedlicher
Prognose, deshalb wurden fiir die aggressiven NHL ein ,,internationaler prognostischer Index*
entwickelt, der vor allem auf klinischen Charakteristika basiert. Nach folgenden Faktoren
werden die Patienten einer Risikokategorie zugeordnet: Alter, Serum LDH, Performance-
Status nach WHO, Stadium nach Ann-Arbour und extranodale Beteiligung. (Shipp 1993,
Weissinger 1997, Bairey 2006) [Tabelle 6]

Tabelle 6: Internationaler prognostischer Index fiir aggressive Non-Hodgkin-

Lymphome
Risikofaktor Nein Ja
Alter < 60 Jahre > 60 Jahre
Serum LDH Normal Erhoht
Performance-Status 0 oder 1 2,3 oder 4
Stadium nach Ann-Arbour I oder I III oder IV
Extranodale Beteiligung < 1 Manifestation > 1 Manifestation
Risikokategorie Anzahl der Risikofaktoren
Niedriges Risiko 0-1
Niedriges-Intermediéres Risiko 2
Intermedidres-Hohes Risiko 3
Hohes Risiko 4-5
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Einige Tumormarker, wie das B-2-Mikroglobulin, gelten als Prognosefaktoren bei Lymphom-
Erkrankungen. Erhohte Werte von B-2-Mikroglobulin gehen einher mit einem niedrigeren
Therapieansprechen bzw. niedrigerem Gesamtiiberleben (Litam 1991, Johnson 1993).
AuBerdem sind erhdhte Werte messbar bei Patienten im Stadium III oder IV nach Ann Arbour
oder bei hepatischer Lymphominfiltration (Johnson 1993). Ein weiterer Tumormarker ist die
Thymidinkinase, die ebenfalls prognostisch relevant ist und im Therapieverlauf bei Remission
abfallende Werte aufweist, wihrend sie bei Entwicklung eines Rezidivs ansteigen (Hallek
1988 und 1992, Poley 1997). Ein dritter Marker ist CA125, das hdufig in fortgeschrittenen
Stadien und vor allem bei abdominellem und mediastinalem Lymphombefall erhoht ist.
Patienten mit kompletter Remission weisen am Ende der Therapie CA125-Werte im
Referenzbereich auf, im Gegensatz zu den Patienten ohne komplette Remission, die teilweise

sogar einen Anstieg von CA125 aufweisen (Lazzarino 1998, Dilek 2005).

2.1.2  Akute myeloische Leukdmie

Die akute myeloische Leukidmie ist eine systemisch maligne Erkrankung des Blutes. Durch
Transformation einer frilhen myeloischen Vorlduferzelle im Knochenmark kommt es zu
keiner weiteren Differenzierung dieser Zellen. Diese undifferenzierten Zellen proliferieren
ungehemmt, was zur Anhdufung dieses Klons fiihrt. Die Folge ist eine Streuung unreifer
pathologischer Zellen ins Blut und die Verdringung normaler Blutzellen der weilen und
anderer Blutreihen im Knochenmark. Die unterschiedlichen Typen der AML werden

eingeteilt nach der Differenzierungsstufe myeloischer Progenitorzellen. (Stone 2004)

Epidemiologie
Die Inzidenz der AML betrug in den Jahren 1998-2002 3,8 Félle/100.000 Einwohner/Jahr und
war stark altersabhidngig. Patienten unter 65 Jahren zeigten eine Inzidenzrate von 1,8
Félle/100.000 Einwohner/Jahr im Gegensatz zu den Patienten iiber 65 Jahren mit 17,9
Féllen/100.000 Einwohner/Jahr. Die Inzidenzrate hat sich in den letzten 30 Jahren kaum
verindert. Auch die 5-Jahres-Uberlebensrate war deutlich altersabhiingig. Sie betrug bei allen
Patienten 19,5% in den Jahren 1995-2000, 32,7% bei den unter 65 Jahrigen und 3,8% bei den
tiber 65 Jahre alten Patienten. Diese statistischen Zahlenangaben stammen aus dem National
Cancer Institute (Ries 2004).
Atiologie
Ein Risikofaktor fiir die akute myeloische Leukdmie (AML) ist die Knochenmarkschadigung
durch Noxen, z.B. ionisierende Strahlung, alkylierende Substanzen, Benzol und
Zigarettenrauch. Desweiteren sind gewisse hdmatologische Erkrankung prédisponierend fiir
die AML, wie die myelodysplastischen und myeloproliferativen Syndrome, die aplastische
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Andmie und das multiple Myelom. Auch genetische Faktoren spielen eine Rolle. Bei

Trisomie 21 und Fanconi-Anidmie besteht ein erhohtes Risiko an AML zu erkranken.

Klassifikation

Die Einteilung der akuten myeloischen Leukidmie erfolgt nach der franzosisch-amerikanisch-
britischen (FAB-)Klassifikation nach der Morphologie in die Gruppen M,— M;. [Tabelle 7]

Tabelle 7: FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukimien

FAB-Typ
MO Minimale Markdifferenzierung, undifferenzierte Blasten ohne Granula nur
durch Zytochemie unterscheidbar
MIl Deutliche Markdifferenzierung, vereinzelte diskrete Granulation im Plasma
M2 Mit morphologischer Ausreifung, > 10% der Blasten tragen feinste Granula
M3 Akute Promyelozytenleukémie
M4 Akute myelomonozytire Leukémie
M5 a) akute Monoblastenleukdmie
b) akute Monozytenleukdmie
M6 Akute Erythroleukédmie
M7 Akute Megakaryoblastenleukdamie

Neben der Morphologie geben auch die Chromosomenanalysen wichtige Informationen iiber
die Prognose und die Therapiemdglichkeiten. Bei der aktuellen WHO-Klassifikation werden

somit genetische, morphologische und anamnestische Befunde beriicksichtigt. [Tabelle 8]

Tabelle 8: WHO-Klassifikation der AML

AML mit spezifischen zytogenetischen Translokationen
o Mitt(8;21) (q22;q22), AML1/ETO

e Akute Promyelozytenleukdmie (AML M3 mit t(15;17) (q22;q11-12) und Varianten,
PML/RAR-alpha

e Mit abnormen KM-Eosinophilen und (inv16) (p13;q22) oder t(16;16) (p13:;922);
CBFG/MYH 11

e Mit 11923 (MLL)-Anomalien

AML mit multilinedrer Dysplasie (2-3 Linien betroffen)
e Mit vorausgegangener Myelodysplasie/Myeloproliferativem Syndrom

e Ohne vorausgegangenes Myelodysplastisches Syndrom

Therapieinduzierte AML und MDS
e Nach Alkylanzien
e Nach Epipodophyllotoxin

e Andere Ausloser
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AML ohne andere Einordnungsmoglichkeit
e AML minimal differenziert
e AML ohne Ausreifung
e AML mit Ausreifung
e Akute myelomonozytire Leukémie
e Akute monozytdre Leukémie
e Akute Erythroleukdmie
e Akute Megakaryoblastenleukdmie
e Akute Basophilenleukédmie
e Akute Panmyelose mit Myelofibrose
e Myelosarkom/Chlorom
e Akute biphdnotypische Leukémie

Diagnostik

Die erste diagnostische Mallnahme bei Verdacht auf eine akute Leukémie ist die Analyse des
Blutbildes. Das Hdamoglobin ist aufgrund der Verdrangung der normalen Hamatopoese im
Knochenmark erniedrigt bei erniedrigter Retikulozytenzahl. Die Zahl der Leukozyten ist
meistens erhoht durch das Auftreten atypischer Rundzellen, kann aber auch normal oder
erniedrigt sein. Die Thrombozyten sind erniedrigt. Bei auffdlligem Blutbild kann mit Hilfe
eines Blutaustriches die Morphologie leukdmischer Zellen bestimmt werden und mit
anschlieBender zytochemischer Untersuchung die Feindifferenzierung vorgenommen werden.
Dazu wird die Peroxidase-Reaktion als Charakteristikum der myeloischen Reihe angewendet
und die Esterase-Reaktion, die bei der Monozytenreihe bei M4-Leukdmien positiv ist. Zur
weiteren Charakterisierung der Leukdmiezellen wird die Immunphénotypisierung
herangezogen, = wobei  Oberflichenmarker = mittels =~ Durchflusszytometrie ~ oder

Immunfluoreszenz bestimmt werden.

Ein weiterer diagnostischer Schritt ist die Knochenmarkbiopsie. Im Ausstrich eines
Knochenmarkbrockels wird die Zelldichte beurteilt, die vor allem bei stark regenerativen
Prozessen, wie Leukdmien, erhoht ist. Bei der Knochenmarkzytologie wird zum einen das
Verhiltnis der roten zur weilen Zellreihe bestimmt und zum anderen die Verteilung und
Zellqualitit innerhalb der Erythropoese und Granulopoese. Eine Linksverschiebung der
Granulopoese kann bei beginnenden Leukdmien auftreten. Eine weitere Beurteilung des
Knochenmarks kann wie im Blut durch Zytochemie erfolgen. Besonders wichtig fiir die
Einteilung und Prognose der AML ist die zytogenetische Untersuchung mit der Suche nach

Chromosomenaberrationen.
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Klinik

Die entarteten und ungehemmt proliferierenden weilen Vorlduferzellen infiltrieren das
Knochenmark und verdrangen die Zellen der normalen Himatopoese. Daraus resultieren die
klinischen Symptome der Leukdmie mit Miidigkeit und Schwéche durch die Anémie,
Schleimhautblutungen und Blutergiisse durch die Thrombozytopenie und opportunistische
und andere Infektionen durch den Mangel an funktionstiichtigen Granulozyten.
Knochenschmerzen konnen durch die Knochenmarkinfiltration hervorgerufen werden. Auch

extramedulldrer Befall ist moglich durch leukdmische Infiltrate der Haut oder im ZNS.

Therapie

Die Therapie ist zweigegliedert und besteht aus einer Induktions- und einer
Postremissionstherapie. Ziel der Induktion ist das Erreichen einer kompletten Remission
durch die Zerstdrung aller hdmatopoetischer Zellen im Knochenmark mit anschlieBender
Repopulation normaler Zellen, wobei der Blastenanteil < 5% betrdgt. Als Standard-Induktion
seit liber 20 Jahren wird ein Anthrazyklin fiir drei Tage und Cytarabin fiir sieben Tage
verabreicht. Die German AML Cooperative Group verwendet in ihren Studien das TAD- und
HAM-Schema. TAD ist eine Kombination aus Cytarabin, Daunorubicin und dem Metabolit 6-
Thioguanin iliber neun Tage. HAM setzt sich zusammen aus Cytarabin und Mitoxantron und
wird in fiinf Tagen appliziert (siche Anhang). Meistens werden zwei Zyklen dieser Schemata
in verschiedener Kombination verabreicht. Erweitert man diese Therapien durch die
zusitzliche Gabe von G-CSF oder GM-CSF fiihrt dies zu einer verstirkten Cytarabin-

Zelltoxizitit gegeniiber leukdmischen Blasten.

Die Postremissionstherapie bei den Patienten, die eine komplette Remission erreichten, dient
zur Aufrechterhaltung der Remission und zur Elimination versteckter residualer
Leukidmiezellen. Es gibt verschiedene risikoabhingige Postremissionsmodelle. Die hdchste
Therapieeffizienz weist die allogene Stammzelltransplantation auf, die allerdings mit einer
hohen Mortalititsrate vergesellschaftet ist. Sie ist somit flir die Patientengruppe mit guten
Heilungschancen nicht sinnvoll. Eine weitere Moglichkeit besteht in der autologen
Stammzelltransplantation nach Hoch-Dosis-Chemotherapie allerdings mit einer hohen Gefahr
des Wiederauftretens der Erkrankung. Desweiteren gibt es mehrere Chemotherapiemodelle
mit Konsolidierungs- und folgender Erhaltungstherapie. Dabei kann es sich um eine niedrig
dosierte Erhaltungstherapie handeln, die iiber einen Zeitraum von 1-2 Jahren gegeben wird,
oder eine intensivierte Therapie iiber eine kiirzere Zeitspanne von 4-6 Monaten. (Biichner
1999, 2003; Ferrara 2004, Lowenberg 2003, Stone 2004)

65-80% der AML-Patienten unter 60 Jahren weisen nach Induktionstherapie eine komplette
Remission auf. Deutlich niedrigere Ansprechraten zwischen 38-62% zeigen sich bei &lteren

Patienten. Griinde dafiir sind, dass das Vorkommen ungiinstiger Chromosomenabnormalititen
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im Alter zunimmt, eine AML héufiger aus einem myelodysplastischen Syndrom entsteht und

intensive Chemotherapien vom Korper weniger gut toleriert werden (Stone 2004).

Prognose und Risikoabschitzung

Alle neu diagnostizierten AML-Patienten erhalten eine Induktionstherapie. Bereits vor
Therapie  werden  Prognosefaktoren  beziiglich des  Therapieansprechens  und
Gesamtiiberlebens ermittelt. Der wichtigste Prognosefaktor ist die Zytogenetik, nach der drei
Prognosegruppen je nach Karyotyp erstellt werden (Grimwade 1998, 2001):
e Qiinstige Risikogruppe
o t(15;17)(q22;q921)
o t(8;21)(q22;922)
o inv(16)(p13;q22)
e Mittlere Risikogruppe
o Normaler Karyotyp
o Nichtkomplexe Abnormalitdten
e Ungiinstige Risikogruppe
o Komplexer Karyotyp: =~ Monosomie von Chromosom 5 oder 7
Deletion auf langen Arm von Chromosom 5

3g-Abnormalitit

Die Risikoabschitzung erfolgt neben der Zytogenetik durch zahlreiche weitere
Prognosefaktoren. Dazu zdhlt vor allem das Alter. Die Altersgrenze in Studien wird meist bei
60 Jahren festgelegt. Patienten unter 60 Jahren weisen deutlich hohere Ansprechraten auf als
diejenigen tiber 60 Jahren (Nannya 2002, Winton 2003, Smith 2004). Andere anamnestische
Prognosefaktoren sind das Vorliegen eines vorangegangenen Myelodysplastischen Syndroms
oder eine frithere Chemotherapie (Winton 2003). Ebenso haben Patienten mit
praetherapeutisch hohen Leukozytenwerten, hohem Blastenanteil im Knochenmark, hoher
Konzentration der Laktatdehydrogenase und der Thymidinkinase eine schlechtere Prognose
(Jahns-Streubel 1997, Nannya 2003, Chang 2004). Nach dem ersten Induktionszyklus spricht
ein schneller Blastenriickgang fiir ein gutes Ansprechen (Kern 2003). Alle diese Parameter
sind nicht nur wichtig fiir das Voraussagen einer kompletten Remission (complete remission
= CR), sondern auch fiir die weitere Risikoabschétzung hinsichtlich des Gesamtiiberlebens
(overall survival = OS). [Tabelle 9]

Da ungefihr 50% der AML-Patienten keinen pathologischen zytogenetischen Befund
aufweisen, werden bei Patienten mit normalem Karyotyp molekulargenetische
Untersuchungen durchgefiihrt, um auch in dieser Patientengruppe prognostische Aussagen

treffen zu konnen. Verschiedene Biomarker sind in der Literatur beschrieben. Am
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bekanntesten sind Punktmutationen oder ,,internal tandem duplications* des FLT3-Gens (fms-
like tyrosin kinase 3). Die Folge ist eine Produktion von Proteinen, die die Leukemogenese
ankurbeln (Bienz 2005, Marcucci 2005). Bei Vorliegen dieser Genverdnderung zeigen die
Patienten eine schlechte Prognose (Gilliland 2002). Weitere Molekularmaker sind Mutationen
des CEBPA-Gens (CCAAT/enhancer binding protein-alpha), in dessen Zusammenhang die
Prognose giinstig ist, Uberexpression des BAALC-Gens (brain and acute leukemia,
cytoplasmic) (Bienz 2005, Marcucci 2005), Duplikatur des MLL-Gens (mixed lineage
leukemic) (Poppe 2004) und eine hohe Expression des EVI1-Gens (Barjesteh van Waalwijk
2003).

In zahlreichen Studien werden weitere Parameter als mogliche Prognosemarker beschrieben,
die in der gegenwirtigen Praxis allerdings keine Rolle spielen. Hinsichtlich des
Immunphénotyp ist prognostisch glinstig der positive Nachweis von CD15, CD33, CD38 und
CD64, sowie der fehlende Nachweis von CD9, CD11b, CD13, CD34 und CD41 (Repp 2003,
Chang 2004). AuBerdem wurden Angiogenesefaktoren, wie Angiogenin und VEGF (vascular
endothelial growth factor) bei AML-Patienten untersucht mit dem Ergebnis, dass diese
Marker im Gegensatz zu Gesunden erhdht sind, aber keine signifikante Korrelation zwischen
Angiogenin und kompletter Remission besteht (Verstovsek 2001, Brunner 2002). Der Marker
Tryptase im Serum zeigt bei AML-Patienten mit erhohten priatherapeutischen Werten im
Therapieverlauf einen Abfall bei kompletter Remission und gleichbleibende Werte bei
persistierender Erkrankung (Sperr 2001). Die Untersuchung von Survivin, einem
Apoptoseinhibitor, im Knochenmark und in peripheren Blutzellen, ergab ebenfalls keine
signifikante Unterscheidung beziiglich des Therapieansprechens und des Gesamtiiberlebens
(Adida 2000). In einer weiteren Studie wurde das nm23-H1-Protein, ein Differenzierungs-
inhibitorischer Faktor einer undifferenzierten Leukdmie-Zelllinie, im Plasma von AML-
Patienten bestimmt. Die Patienten wiesen im Vergleich zu Gesunden erhéhte Werte auf und
zusdtzlich ergab sich ein kiirzeres Gesamtiiberleben bei hohen nm23-H1-Werten (Niitsu
2000).

Die Risikoabschétzung ist wichtig flir die Postremissionstherapie, die risikoadaptiert erfolgt.
Es besteht die Wahl zwischen verschiedenen Chemotherapien oder der Durchfiihrung einer

autologen oder allogenen Stammzelltransplantation.
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Tabelle 9: Prognosefaktoren bei AML-Patienten

Prognosefaktoren Prognose fiir
Prae Induktion Zytogenetik CR, OS
Alter CR, OS
Immunphéinotypisierung CR, OS
Thymidinkinase CR
Leukozyten CR, OS
LDH CR, OS
Blastenanteil im Knochenmark OS
Post Induktion Blastenanteil im Knochenmark (blast|OS, RFS (relapse free
clearance) survival, EFS (event free
survival)

2.2 Wirkmechanismen der Chemotherapeutika

Die Standardoptionen der Krebstherapie sind Operation, Strahlentherapie oder
Chemotherapie, eventuell Hormon- oder Antikorpertherapien, oder eine Kombination aus
diesen Methoden. Die Art der Behandlung hingt von vielen Faktoren ab, wie zum Beispiel

der Art des Tumors, der Histologie, vom Stadium und Performance Status des Patienten.

Die Chemotherapie erfolgt mittels synthetisch hergestellter Wirkstoffe, die Zellen von
Neoplasien mdéglichst ohne Schadigung der umgebenden Gewebe im Wachstum hemmen
oder abtoten.

Die Intention einer Chemotherapie maligner Erkrankungen ist kurativ oder palliativ. Kurativ
heilt, dass das Ziel der Therapie eine komplette Remission ist. Wenn eine Heilung
unwahrscheinlich ist, wird eine palliative Chemotherapie durchgefiihrt, die meist besser
vertraglich ist und weniger Nebenwirkungen aufweist. Im Vordergrund steht eine

Verbesserung der Lebensqualitit und eventuell eine Verlingerung der Uberlebenszeit.

Eine Chemotherapie erfolgt entweder primir, adjuvant oder als Rezidivtherapie. Ist die
Chemotherapie die erste Behandlung eines neudiagnostizierten malignen Tumors, so spricht
man von einer primdren Therapie. Wird die Chemotherapie einer anderen
Behandlungsmethode, meist einer Operation, angeschlossen, um den Resttumor zu reduzieren
oder um Mikrometastasen zu vernichten, handelt es sich um eine adjuvante Therapie. Eine
neoadjuvante Chemotherapie wird vor einer Operation durchgefiihrt mit dem Ziel den Tumor
auf eine resektable Grofle zu schrumpfen. Tritt bei einem Patienten ein Lokalrezidiv oder

Metastasen auf, wird meist eine Rezidivtherapie durchgefiihrt.
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Der Zellzyklus — Angriffsort der Chemotherapeutika

Chemotherapeutika haben verschiedene Angriffspunkte und Wirkmechanismen, die zum
Zelltod fithren. Es gibt viele chemotherapeutische Substanzen, die zellzyklusspezifisch sind
und in den verschiedenen Phasen der sich teilenden Zellen angreifen und letztlich zur
Apoptose fithren kénnen (Barry 1990, Halicka 1997, Hannun 1997, Debatin 2003). [Tabelle
10]

Die Teilung der Zellen erfolgt nach einer streng geordneten und kontrollierten Reihenfolge,
dem Zellzyklus. Der Zellzyklus besteht aus zwei Teilen. Die Teilung der Zelle in zwei
identische Tochterzellen findet in der Mitosephase statt, in der Interphase wird dann die
nidchste Mitose vorbereitet. Die Interphase beginnt mit der G1-Phase, in der durch die
Einwirkung von Wachstumsfaktoren auf die Zelle und den anschlieBenden Ablauf einer
Signaltransduktionskaskade Proteine fiir die DNS-Replikation synthetisiert werden. Bei
fehlenden Wachstumsfaktoren und fehlenden Substraten tritt die Zelle in die GO-Phase ein,
das heif3t die Zelle befindet sich in einer Ruhephase und kann erst durch Wachstumsfaktoren

zur Zellteilung stimuliert werden (Ford1999).

Auf die G1-Phase folgt die S-Phase mit Replikation der DNS. Fiir die DNS-Synthese werden
zahlreiche Enzyme benotigt, die zugleich Angriffsorte vieler Chemotherapeutika bei der
Antitumortherapie sind. Zur Entwindung der Doppelhelixstruktur der DNS wird die
Topoisomerase bendtigt. Die Helicase trennt die DNS in zwei Einzelstrange. Fiir die DNS-
Replikation sind DNS-Bausteine (Ribophosphate, Basen) und mehrere Enzyme notwendig:

Polymerase I und III, Primasen, Ligasen und Telomerasen.

Ist die S-Phase abgeschlossen, wird die DNS-Replikation in der G2-Phase iiberpriift und die

Zelle bereitet sich auf die Mitosephase vor.
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Tabelle 10: Angriffspunkte der Zytostatika in den Phasen des Zellzyklus

Phase

Zytostatika

G1-Phase

Asparaginase

G1-/S-Phase

Platinderivate
Gemcitabin
Mitomycin C

S-Phase

Cytarabin
6-Thioguanin
Methotrexat
5-Fluorouracil
Hydroxyharnstoffe

S-/G2-Phase

Anthrazykline
Mitoxantron
Etoposid
Alkylantien

G2-/M-Phase

Bleomycin
Irinotecan
Taxane
Vinca-Alkaloide

Nicht zellzyklusspezifisch
Berger 2002

Stressinduzierter Weg

Nitrosoharnstoffe

Die gebrauchlichen Zytostatika wirken an verschiedenen Angriffspunkten in den Zellen. Viele
filhren zu einer direkten Schidigung der DNA. Weitere Ziele sind RNA, Mikrotubuli und
Proteine (Barry 1990, Hannun 1997). [Tabelle 11]

Tabelle 11: Wirkungsort der Zytostatika

Angriffspunkte

Zytostatika

DNA

Adriamycin
5-Fluorouracil
Bleomycin
Methotrexat
Etoposid
Cytarabin
MitomycinC

RNA

Hydroxyharnstoftfe
6-Mercaptopurin

Mikrotubuli

Taxol
Vincristin

Proteine

L-Asparaginase

Hannun 1997
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Nach Zellschiddigung kann Apoptose iiber den stressinduzierten Weg ausgeldst werden. Dabei
kommt es zur Aktivierung des Tumorsuppressor-Proteins p53, das entweder eine Reparatur
der DNA ermoglicht, zum Wachstumsstillstand fiihrt oder Apoptose auslost (Ehlert 2001,
Herr 2001). Uber die weitere Aktivierung von Proteinen aus der Bcl-2-Familie, die die
Mitochondrienmembran durchldssig machen, kommt es zu einer Freisetzung von Cytochrom
C aus den Mitochondrien. Nach mehreren Zwischenschritten wird dadurch die Caspase 9
aktiviert, die letztendlich die Effektorcaspase 3 aktiviert (Ehlert 2001).

Todesrezeptor-abhingiger Weg

Ein weiterer Weg, der zur Apoptose fiihrt, wird durch die Aktivierung von Todesrezeptoren
reguliert. Zytostatika filhren zu einer erhdhten Expression von Todesrezeptoren und ihrer
Liganden (Herr 2001, Petak 2001). Die Todesrezeptoren wie Fas-R (CD95) und TRAIL-R
(TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor) binden ihre Liganden FasL und TRAIL und
aktivieren tliber die Bildung eines ,,death receptor-induced signalling complex* (DISC) direkt
die Caspasen. Uber die Aktivierung der Caspase 8 und nachfolgend der Caspase 3 kommt es
zur Induktion der Apoptose (Debatin 1999, Ehlert 2001, Herr 2001, Petak 2001, Schultz 2003,
Fadeel 2005).

Mechanismus von Rituximab

Rituximab ist ein monoklonaler Antikorper, der an CD20-Molekiile auf B-Zell-Oberflachen
bindet (Johnson 2001). Nach Bindung von Rituximab kommt es zum Zelltod der B-Zellen.
Dieser Antikdrper wird deshalb in der Therapie von B-Zell-Lymphomen verwendet. Zum
Zelltod kommt es durch eine Kombination von verschiedenen Wirkmechanismen. Rituximab
wirkt einerseits immunvermittelt durch Komplement-abhingige Zytotoxizitdt oder durch
Antikorper-abhédngige zelluldre Zytoxizitdt. Andererseits zeigt Rituximab einen direkten
Effekt durch Wachstumshemmung der Zellen oder durch Induktion der Apoptose (Maloney
2002, Johnson 2003). Nach Bindung der Antikérper mit CD20 wird eine intrazelluldre
Signalkasakade aktiviert, die letztlich zur Aktivierung von Caspasen fiihrt und Apoptose zur
Folge hat (Shan 2000). Desweiteren macht Rituximab die Zellen sensitiver fiir
Chemotherapeutika (Johnson 2003) und wird deshalb hdufig als Vorphase oder in

Kombination mit anderen Zytostatika verabreicht.

Glucocorticoide und Apoptose

Glucocorticoide wirken immunsuppressiv, antiinflammatorisch und zytotoxisch. Sie werden
in der Anti-Tumor-Therapie, besonders bei Lymphomen und Leukdmien, eingesetzt wegen
ihrer Féhigkeit, Apoptose in himatologischen Zellen zu induzieren. Es gibt zwei Hypothesen
iiber die Auslésung von Apoptose durch Glucocorticoide: Zum einen iiber die Aktivierung
von todinduzierenden Genen und zum anderen iiber die Unterdriickung der Aktivitidt von

Transkriptionsfaktoren. (Greenstein 2002).
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2.3  Apoptose und Nukleosomen

Die Apoptose lauft in drei groBBen Schritten ab. Zuerst kommt es zur Apoptosestimulierung in
der Zelle tiber verschiedene Wege, wie bereits oben beschrieben. Die zweite Phase, die
Exekution der Zelle, fiihrt zu strukturellen Verinderungen und zuletzt werden die Uberreste
der Zelle durch Phagozytose eliminiert (Webb 1997).

Die verschiedenen Signaltransduktionswege der Apoptose miinden letztendlich in die
Aktivierung der Caspase 3. Dies hat eine Spaltung von Todessubstraten zur Folge, die zum
morphologischen und biochemischen Bild der Apoptose flihren. Morphologische
Verdnderungen sind die Schrumpfung der Zelle und die Kondensation des Chromatins. Im
weiteren Verlauf fiihren Zellmembraninstabilitdt zu Ausstiilpungen der Zelle (Zeiose) und
anschlieBend zur Abschniirung membranumschlossener Sédckchen (Blebbing), die als
»apoptotic bodies” bezeichnet werden (Kerr 1994, Saikumar 1999, Krammer 2000).
AuBerdem kommt es nach Aktivierung der Caspase 3 zu Strangbriichen der chromosomalen
DNA in Fragmente von 180 Basenpaaren und Vielfachen, was auf eine Spaltung in
nukleosomale Fragmente schlieBen 146t. Diese Teilung erfolgt durch aktivierte
Endonukleasen, wie ,,caspase-activated deoxyribonuclease (CAD)®, an den Linker-Regionen
der DNA (Arends 1990, Wyllie 1992, Kerr 1994, Enari 1998, Saikumar 1999, Fadeel 2005).
Die dadurch entstandenen mono- und oligonukleosomalen Fragmente werden in die
sogenannten ,,apoptotic bodies verpackt. Diese werden von Makrophagen und Nachbarzellen
phagozytiert. (Webb1997, Lichtenstein 2001, Hengartner 2001)

Die Nukleosomen sind aufgebaut aus einem Histon-Oktamer umwickelt von DNA und bilden
somit eine sich stindig wiederholende Struktur des Chromatins. Der Histon-Komplex besteht
aus jeweils zwei der vier Histone, H2A, H2B, H3 und H4, und ist umgeben von 147
Basenpaaren DNA. Diese Einheit wird als ,,core-particle” bezeichnet. Bindeglied zwischen
den ,,core“-Partikeln ist die ,,linker“~-DNA, bestehend aus 20 bis 80 Basenpaaren, an der die
Endonukleasen angreifen und das Chromatin in nukleosomale Fragmente teilen. (Kornberg
1974, 1999, Luger 2003, 2006) [Abb. 1]
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Abbildung 1: Spaltung des Chromatins an der Linker-DNA durch Endonukleasen in
Mono- und Oligonukleosomen.

In mehreren Studien wurden Nukleosomen im Plasma oder Serum bei verschiedenen
Erkrankungen bestimmt. Im Gegensatz zu gesunden Personen wurde bei Patienten mit
malignen Tumorerkrankungen und Patienten mit benignen Krankheiten hohere Nukleosomen-
Konzentrationen festgestellt (Leon 1977, Shapiro 1983, Kuroi 2001, Holdenrieder 1999,
2001a, 2001b). Bei Patienten widhrend Chemo- oder Radiotherapie sah man ein typisches
Verlaufsmuster (Holdenrieder 2001c, Kremer 2005). Bereits 24-72 Stunden nach Beginn
einer Chemotherapie stiegen die Nukleosomenwerte rapide an mit anschlieBendem Abfall auf
das Niveau der Ausgangswerte am Ende der ersten Therapiewoche (Holdenrieder 2001a,
Kuroi 2001). Es zeigte sich bei Lungenkarzinom-Patienten mit Remission nur ein geringer
Anstieg der Nukleosomen mit einem anschlieBenden rapiden Abfall der Werte wéhrend des
ersten Chemotherapiezyklus. Patienten mit Progression hatten jedoch einen stiarkeren Anstieg
und weniger deutlich abfallende Werte wihrend der folgenden Tage. Die Flache unter der
Kurve von Tag 1 bis Tag 8 unterschied signifikant beziiglich des Therapieansprechens. Es
zeigte sich somit, dass bereits friihzeitige Verdnderungen der Nukleosomenwerte wiahrend des

ersten Zyklus das spétere Therapieansprechen anzeigen konnen (Holdenrieder 2004).

Bei systemischen Tumorerkrankungen, wie den Lymphomen und Leukémien, zirkulieren die
Tumorzellen im Blutkreislauf oder befinden sich im Knochenmark und sind somit den
Chemotherapeutika direkt zuginglich. Die Freisetzung der Nukleosomen ist deshalb
moglicherweise erleichert und héngt nicht von der Blutversorgung des Tumors ab. Diese
Studie untersuchte den Verlauf der Nukleosomen, weiterer Marker aus der klinischen
Routine, wie Leukozyten, Thrombozyten, Hadmoglobin und Laktatdehydrogenase, und
verschiedener Tumormarker, wie Thymidinkinase, $2-Mikroglobulin, CA125 und CYFRA
21-1, bei Patienten mit Lymphomerkrankungen und akuter myeloischer Leukédmie wéhrend
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der Chemotherapie. Eine Frage war, ob die Nukleosomen auch bei Patienten mit systemischen
Krebserkrankungen, die mit Standardchemotherapien behandelt werden, das Therapie-
ansprechen friithzeitig beurteilen konnen. Weiteres Ziel dieser Untersuchungen war es, den
Verlauf der Nukleosomen bei systemischen Krebserkrankungen mit dem der Patienten mit

soliden Tumoren zu vergleichen und die Unterschiede zu erkléren.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Studie umfasst 75 Patienten mit systemisch malignen Erkrankungen, davon sind 50
Lymphom-Patienten und 25 Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML). Alle diese
Patienten erhielten eine Chemotherapie und wurden in die Studie aufgenommen, wenn sie
sich nicht schon in einer laufenden Behandlung befanden. Weitere Ausschlusskriterien waren
die Unzumutbarkeit zusdtzlicher Blutabnahmen aufgrund schlechten Allgemeinzustandes und

die Nicht-Einwilligung der betreffenden Person in die Studie.

3.2 Patienten

3.2.1 Lymphome

Die 50 Lymphom-Patienten wurden zundchst in die zwei groen Gruppen der Hodgkin
Lymphome (N=11) und Non-Hodgkin-Lymphome (N=39) unterteilt. Die Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL) wurden weiterhin nach R.E.A.L. klinisch eingruppiert in 7 indolente und
28 aggressive NHL. Vier Patienten konnten keiner dieser Untergruppen eindeutig zugeordnet

werden.

Die Einteilung in Stadien erfolgte nach der Ann-Arbor-Klassifikation, die es sowohl fiir die
Hodgkin-Lymphome wie auch fiir die NHL gibt. Dabei wurde zum einen die Ausbreitung des
Lymphoms (Stadium I-IV) und zum anderen die klinischen Symptome (Stadium A/B)
beriicksichtigt. Der liberwiegende Teil der Patienten befand sich zum Diagnosezeitpunkt in
den fortgeschrittenen Stadien IIT und I'V.

Die Patienten mit Morbus Hodgkin (MH) waren im Median 35 Jahre alt und somit jiinger als
die NHL-Patienten mit einem Median von 56 Jahren. Die Geschlechterverteilung war bei MH
4 Frauen zu 7 Ménner und bei NHL 15 Frauen zu 24 Ménner. [Tabelle 12]
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Tabelle 12: Einteilung der Lymphom-Patienten

Geschlecht |Stadium
Anzahl |Alter(J) |[M (W |T |IT |IIT|IV|? |A |B |?
n= Median [n= |n= |[n=|n=|n=|n=|n=|n=|n=|n=
Lymphome, insgesamt 50 52 31 19 |38 (10]17]12|18|13]19
Morbus Hodgkin 11 35 7 4 IL{5|3]1|1]6]3]|2
Nodulér sklerosierend 3 30 2 1 2 L1111
Mischzellig 6 37 3 3 11131 3121
Lymphozytenarm 1 31 1 1 1
Lymphozytenreich 1 54 1 1 1
Aggressive NHL 28 52 18 101233 (1199|514
B-NHL, grof3zellig 17 49 12 5 11327 |4]|5]4]|8
Immunoblastisches 2 49 1 1 2 2
Mantelzelllymphom 2 63 2 2 1)1
Follikuldares NHL (G3) 3 54 1 2 1 2 3
Plasmozytom 2 61 2 1 111 1
T-NHL, hochmaligne o) 51 2 2 2
Indolente NHL 7 68 4 3 2141112132
Marginalzonenlymph. 1 69 1 1 1
MALT-Lymphom 1 59 1 1 1
Follikuldres NHL (G1,2) 2 53 0 2 111 111
CLL 3 62 2 |1 201 (1)1 |1
Unbekannte NHL 4 55 2 2 212 212

3.2.2 Akute myeloische Leukdmie

An der Studie nahmen 25 Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie teil. Bei 23 Patienten
handelte es sich um eine neudiagnostizierte Leukdmie, die zuerst mit einer Induktionstherapie
behandelt wurde mit dem Ziel einer kompletten Remission. Die restlichen zwei Patienten
erlitten ein Rezidiv und erhielten spezielle  Rezidiv-Chemotherapien. Die
Geschlechterverteilung belief sich auf 48% Frauen und 52% Maénner und die Altersverteilung
lag zwischen 22 und 76 Jahren mit einem Median von 62 Jahren. [Tabelle 13a und b]
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Tabelle 13a: Charakteristika der AML-Patienten

Median Bandbreite
Alter (Jahre) 62 22-176
Anzahl Prozent
Geschlecht
Frauen 12 (48,0)
Minner 13 (52,0)
Histologie
MO 1 (4,0)
M1 7 (28,0)
M2 8 (32,0)
M3 1 (4,0)
M4 5 (20,0)
M6 3 (12,0)
Zytogenetik
Normal 13 (12,0)
Trisomie 8 1 4,0)
Trisomie 11 1 4,0)
Trisomie 21, Isochrom X 1 (4,0)
Mosaik 46XX,45X0 1 (4,0)
Inversion 16 2 (4,0)
Inversion 3 1 (4,0)
Inversion 3, Monosomie 7 1 4,0)
Perizentrische Inversion 4 1 (4,0)
Translokation (2;5) 1 (4,0)
Translokation (8;21) 1 (4,0)
Translokation (15;17) 1 (4,0)
Immunphénotyp
MPO, CD13, CD33 15 (60,0)
MPO, CD13, CD33, CD 14 1 (4,0)
MPO, CD13, CD33, CD3, CD7, Cd2, TdT 1 (4,0)
CD33,CD117, cyCD3, (CD19) 1 (4,0
Unbekannt 7 (28,0)
Therapieschema
TAD 9 (36,0)
HAM 5 (20,0)
TAD/HAM 7 (28,0)
HAM/HAM 2 (8,0)
Rezidivtherapie 2 (8,0)
Therapieansprechen
Komplette Remission 18 (72,0)
Nicht komplette Remission 7 (28,0)
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Tabelle 13b: Charakteristika der AML-Patienten

Patient | Alter (Jahre) | FAB-Klassifi- Zyto- Immunphénotyp Therapieschema
kation genetik
1 27 MO Normal CD33, CD117, cyCD3, (CD19) TAD/HAM
2 48 M1 Normal MPO, CD13, CD33 HAM
3 62 M1 Normal MPO, CD13, CD33 TAD
4 48 Ml Tris21, IsochromX MPO, CD13, CD33, ¢cCD3, HAM
CD7, CD2, TdT
5 54 M1 Inv 3, Monosomie7 MPO, CD13, CD33 TAD/HAM
6 68 M2 Normal Rezidivtherapie
7 66 M2 Normal MPO, CD13, CD33 HAM/HAM
8 54 M2 Normal HAM/HAM
9 71 M2 Normal MPO, CD13, CD33 TAD
10 42 M2 Inv 3 MPO, CD13, CD33 Rezidivtherapie
11 61 M2 t(8;21), -Y MPO, CD13, CD33 HAM
12 69 M3v t(15;17) TAD
13 64 M4 Normal MPO, CD13, CD33 TAD
14 65 M4 Normal MPO, CD13, CD33 TAD
15 57 M4 Mosaik 44XX/45X0 MPO, CD13, CD33, CD14 TAD/HAM
16 68 M6 Normal MPO, CD13, CD33 TAD/HAM
17 44 M6 Normal HAM
18 65 M6 Tris 8 HAM
19 63 M1 Normal TAD/HAM
20 69 Ml Pericentri Inv 4 MPO, CD13, CD33 TAD
21 44 M2 Normal MPO, CD13, CD33 TAD/HAM
22 64 M1 Trisomie 11 MPO, CD13, CD33 TAD/HAM
23 73 M2 t(2;5) MPO, CD13, CD33 TAD
24 76 M4Eo Inv 16 TAD
25 22 M4Eo Inv 16 MPO, CD13, CD33 TAD
33 Studienablauf

Patienten mit maligner Lymphomerkrankung oder Leukémie, bei denen eine Chemotherapie
geplant war, wurden iiber die Studie ,,Therapeutisches Monitoring anhand von Apoptose-
Produkten im Serum bei Patienten mit malignen Tumoren wihrend Chemotherapie®
aufgeklirt, sowie iiber den Ablauf der Studie und die Handhabung der Daten. Diese Studie
wurde von der Ethikkomission genehmigt. Die Patienten unterschrieben vor Teilnahme an der
Studie eine Einverstindniserkldrung. Nachdem die Patienten ihr Einverstindnis gegeben

hatten, wurde mit dem Sammeln der Blutproben begonnen.

Bei den Patienten wurden wihrend Chemotherapie téglich routinemiflig Laborkontrollen
bestimmt einschlieBlich Hamoglobin, Leukozyten, Thrombozyten und Laktatdehydrogenase.
Wir bestimmten zusétzlich die Nukleosomen im Serum (nach Stabilisation mit EDTA)
préatherapeutisch, moglichst am selben Tag vor der ersten Applikation der Chemotherapie
oder am Vortag. Anschlieend wurde wéhrend der ersten Woche tdglich am Morgen vor Gabe
der Chemotherapie zur Bestimmung der Nukleosomen zusétzlich ein Rohrchen Serum mit
abgenommen und mit EDTA stabilisiert. Stellte sich der Patient zu den weiteren Zyklen vor,
wurde erneut vor jedem weiteren Zyklus eine Abnahme vorgenommen. Neben den
Nukleosomen wurden weitere Tumormarker im Serum, vor allem vor den weiteren Zyklen

bestimmt [Tabelle 14]. Die Dauer und Intervalle der Zyklen richteten sich nach den
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Therapieschemata. Das Therapieschema bei den einzelnen Patienten wéhrend des Sammelns
der Blutproben blieb konstant. Falls ein Wechsel des Therapieschemas erfolgte, wurde das

Sammeln der Proben beendet.

Im Labor wurden die Blutproben zur Bestimmung der Nukleosomen bei 3000g zehn Minuten
lang zentrifugiert und das Serum dekantiert. 1 ml der Serumprobe wurde mit 100ul 100mM
EDTA versehen zur Stabilisierung der Nukleosomen. Die Zugabe von EDTA hemmt Ca*'-
und Mg?"-abhingige Endonukleasen, und somit die invitro-Degradation von Nukleosomen im
Serum. Die Proben wurden dann bei Temperaturen von —80 °C gelagert. (Holdenrieder
2001b)

Neben dem Sammeln und der Verarbeitung der Blutproben wurden die klinischen Daten der
Patienten erfasst. Zur Dokumentation gehdrten die Diagnose, der Erkrankungsbeginn,
eventuell das Rezidivdatum, das Vorhandensein von Metastasen, gegebenenfalls das
Todesdatum, Zeitpunkt und Art der Chemotherapie, Datum und Ergebnis der
laborchemischen und bildgebenden Staginguntersuchungen und Nebenwirkungen der

Chemotherapie.

Nach Beendigung des Sammelns der Proben und Erhebung der klinischen Daten wurden die

Nukleosomenwerte mittels ELISA-Test gemessen.

Tabelle 14: Abnahmeschema der Marker

Lymphome AML
Téglich wihrend der| Vor den einzelnen | Téglich wahrend
ersten Woche Zyklen der ersten Woche
Nukleosomen X X X
Leukozyten X X X
Thrombozyten X X X
Héamoglobin X X X
LDH X X X
Beta-2-Mikroglobulin X
Thymidinkinase X X
CYFRA 21-1 X
CA 125 X
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34 Therapie

3.4.1 Lymphome

Die Therapie der Lymphom-Patienten erfolgte meist im Rahmen von Studien. Hierbei wurde
den Patienten ein bestimmtes Therapieschema nach vorgegebenen Studienkriterien
zugewiesen. Die Art der Therapie richtete sich zunédchst danach, ob es ein Patient mit Primér-
oder Rezidivdiagnose war. Auch der Performancestatus und das Stadium wurden bei der
Auswahl der Therapie beachtet. [Tabellen 15-17]

Tabelle 15: Therapieschemata bei Morbus Hodgkin

Anzahl der Patienten

ABVD 4
BEACOPP 5
DHAP 2

Ausfiihrliche Therapieprotokolle siche Anhang

In manchen Therapieprotokollen war eine Vorphase entweder mit Rituximab, Vincristin,
Prednisolon, Vincristin + Prednisolon oder einer Kombination aus diesen vorgesehen.
Rituximab wurde in der Vorphase einen Tag vor Beginn der eigentlichen Chemotherapie
verabreicht oder wiahrend der Chemotherapie gegeben. Die Gabe von Vincristin erfolgte in
der Regel acht Tage vor Therapiebeginn, Prednisolon wurde téglich eine Woche zuvor
gegeben und Vincristin + Prednisolon war die kombinierte Gabe von einmal Vincristin acht

Tage vor Therapiebeginn und der anschlieBenden tdglichen Applikation von Prednisolon.
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Tabelle 16: Therapieschemata mit Vorphase bei aggressiven NHL

Therapieprotokoll Anzahl der Patienten | Anzahl der Patienten mit Vorphase
CHOP 4 2
R-CHOP 2 2
CHOEP 7 4
R-CHOEP 3 2
DHA 1

DHAP 2

R-DHAP 2 1
Fludarabin 1

R-FCM 1

HyperCDT 1

Campath-FCD 2

Ausfiihrliche Therapieprotokolle siehe Anhang

Tabelle 17: Therapieschemata und Vorphase bei indolenten NHL

Therapieprotokoll Anzahl der Patienten | Anzahl der Patienten mit Vorphase
CHOP 4

R-CHOP 3 3

Fludarabin 1

R-DEXA-BEAM 1 1

Ausfiihrliche Therapieprotokolle siehe Anhang

3.4.2 Akute myeloische Leukdmie

Die Induktionstherapie bei neu diagnostizierter AML bestand aus einem oder zwei Zyklen
nach dem TAD und/oder HAM-Protokoll. In den meisten Fallen wurde als erster Zyklus das
TAD-Schema verabreicht, das sich aus Cytarabin, Daunorubicin und 6-Thioguanin

zusammensetzt.

HAM-Schema beinhaltet

Cytarabin und Mitoxantron.

Die

Rezidivpatienten bekamen entweder Cytarabin kombiniert mit Daunorubicin oder das FS-
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HAI-Schema. (Ausfiihrliche Therapieschemata siche Anhang)

3.5 Staging und Beurteilung

3.5.1 Lymphome

Das Therapieansprechen wurde nach den Kriterien aus dem internationalen Workshop fiir
Non-Hodgkin-Lymphome nach den Richtlinien der Arbeitsgruppe um Bruce D. Cheson
eingeteilt (Cheson 1999). Das Staging erfolgte anhand von Computertomografie und

Knochenmarksbiopsie innerhalb von zwei Monaten nach Therapie.

Eine komplette Remission (CR) wurde erreicht, wenn der Patient keine klinischen Symptome
aufwies und die radiologische Bildgebung Normalbefunde zeigte. Das heiflt, dass
Lymphknoten, deren groBter Durchmesser vor Therapie groBer als 1,5 cm ist, sich auf eine
GroBe kleiner 1,5 cm zuriickbilden und prétherapeutische Lymphknoten zwischen 1,1 und 1,5
cm nach Therapie weniger als 1 cm messen oder sich um 75% beziiglich des Produkts der
beiden groBten Durchmesser zuriickbilden. Die Milz muss eine normale Grof3e aufweisen und

es darf kein weiterer Organbefall oder eine Knochenmarkinfiltration bekannt sein.

Patienten, die einen Lymphknotenriickgang grofler als 75% des Produkts der beiden groften
Durchmesser haben, aber trotzdem noch einen Durchmesser des Lymphknotens von grofer
als 1,5 cm aufweisen, zdhlen zu den unbestitigten kompletten Remissionen
(CRu/unconfirmed). Sonst treffen dieselben Kriterien wie bei der kompletten Remission zu.

In dieser Studie wurde zwischen diesen beiden Gruppen nicht unterschieden.

Eine Teilremission (PR, Partial Remission) ist definiert durch einen Riickgang von mehr als
50% bezogen auf die sechs groBten Lymphknoten bzw. Lymphknotenpakete. Eine
VergroBerung weiterer Lymphknoten, der Milz oder der Leber darf nicht vorliegen. Bekannte

splenische und hepatische Lasionen miissen sich ebenfalls um 50% zurtickbilden.

Progression (PD, Progressive Disease) wird definiert, wenn es zu einer
LymphknotenvergroBBerung von mehr als 50% kommt oder neue Lésionen auftreten. Eine
Anderung der LymphknotengroBe um weniger als 50%, sowohl zunehmend als auch
abnehmend, wird definiert als ,,Stable Disease* (SD).

In der Auswertung dieser Studie mit der Fragestellung nach der frithzeitigen Beurteilung des
Therapieansprechens durch Nukleosomen wurde zwischen zwei Patientengruppen
unterschieden. In der einen Gruppe waren alle Patienten mit kompletter Remission und in der
anderen Gruppe alle Patienten mit nicht ausreichendem Therapieansprechen. Dazu gehorten

die Patienten mit partieller Remission, ,,Stable Disease* und ,,Progressive Disease®.

Die Gruppe der Chronisch Lymphatischen Leukdmien gehdrt zu den indolenten Lymphomen

und die Therapieantwort wird eingeteilt nach Kriterien der Arbeitsgruppe des National Cancer
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Instituts (Cheson 1996). Dabei wird neben dem Lymphknotenstatus auch das Blutbild
beurteilt. [Tabelle 18]

Tabelle 18: Staging bei CLL

Komplette Remission

e Unauffilliger korperlicher Untersuchungsbefund

e Patient symptomlos

e Blutbild:
e Lymphozyten < 4 x 10°/1
e Neutrophile > 1,5 x 10° /1
e Thrombozyten > 100 x 10°/1
e Hdimoglobin-Wert > 11g/dl

Teilremission

e Lymphknotenriickgang um 50% und/oder

e Riickgang des Leber- und Milzbefalls um 50%

e Blutbild
e Neutrophile > 1,5 x 10”/1
e Thrombozyten > 100 x 10°/1
e Hdmoglobin > 11 g/dl oder Besserung des Hdmoglobins um 50%.

Progression

e VergroBerung der Lymphknoten

e Zunahme des Leber- und/oder Milzbefalls

e Zunahme der zirkulierenden Lymphozyten um mindestens 50%

e Neue Lisionen

3.5.2 Akute myeloische Leukédmie

Nach dem zweiten Zyklus wurde das Staging mit Knochenmarksuntersuchung vorgenommen,
das uns als Endpunkt beziiglich des Ansprechens der Therapie diente. Bei den Patienten die
nur einen Zyklus der Induktion verabreicht bekamen, wurde das Ergebnis von Tag 16
herangezogen, welches in diesen Féllen stets eine komplette Remission aufwies. In unserer
Studie wurden die AML-Patienten in zwei Gruppen eingeteilt: Patienten mit kompletter

Remission und die restlichen Patienten ohne komplette Remission.
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Als Kriterien fiir das Therapieansprechen wurden die Angaben der ,,German AML
Cooperative Group™ verwendet [Tabelle 19]. Dafiir notwendig waren zum einen die

Knochenmarkuntersuchung und zum anderen Untersuchungen im peripheren Blut.

Tabelle 19: Staging bei AML

Komplette Remission Keine komplette Remission

Knochenmarkbiopsie | Zellularitdt 2+ (mindestens 20%) > Fiinf % Blasten im Knochenmark
mit < 5% Blasten und kein
Vorhandensein von Auer-
Stabchen

Peripheres Blut Keine Blasten Blasten im peripheren Blut
Granulozyten > 1,5 G/1

Thrombozyten > 100 G/1

Sonstige Kriterien Kein Vorhandensein von Langanhaltende Hypoplasie des
extramedullaren  leukdmischen Knochenmarks
Infiltraten

Tod in weniger als sieben Tagen
nach dem ersten Induktionszyklus
(early death)

Tod wihrend der therapie-
induzierten schweren Knochen-
markhypoplasie in der Phase der

Hypoplasie (hypoplastic death)

3.6 Methoden

Nukleosomen / ELISA

Die Quantifizierung der Nukleosomen im Serum erfolgte mit dem Cell Death Detection
ELISA™ Test der Firma Roche Diagnostics, Penzberg. Die Methode basiert auf einem
quantitativen Sandwich-Enzymimmunoassay- Prinzip, indem monoklonale Maus-Antikorper
an DNA und Histone binden und somit die Nukleosomen spezifisch binden. Die Serumproben
wurden mit einer Mischung aus biotinyliertem Anti-Histon-Antikorper, Peroxidase-markierte
Anti-DNA-Antikorper und einem Inkubationspuffer in einer Streptavidin beschichteten
Mikrotiterplatte fiir insgesamt zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Riittler (500rpm)
inkubiert. Dabei kam es zu einer Bindung des Immunkomplexes an die Mikrotiterplatte durch
eine Streptavidin-Biotin Interaktion. Nach der Inkubation wurden nicht gebundene Antikorper
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ausgewaschen. Die gebundenen Peroxidase-markierten Komplexe wurden anschlieend mit
ABTS-Substrat (2,2"-Azino-di(3-Ethylbenzthiazolin-6-Sulfonat)) fiir 30 Minuten wieder auf
dem Riittler inkubiert. In dieser Zeit kam es zu einer Farbentwicklung, die proportional zur
Anzahl der Nukleosomen war. Der photometrische Nachweis auf einem Tecan-Sunrise
(Mikrotiterplatten-Reader) erfolgte bei 405 nm im Vergleich zu einer Blanko-Substratlésung
mit einer Referenz-Wellenldinge von 492 nm. Zundchst wurden mittels
Standardmaterialverdiinnungen drei Messungen nach 7,5 Minuten (1:24), 15 Minuten (1:48)
und 30 Minuten (1:96) durchgefiihrt. Urspriinglich wurden als 30-Minuten-Wert 1000 AU
(15-Minuten-Wert 2000 AU, 7,5 Minuten 4000AU) definiert. 30 Minuten erwies sich als
ausreichende Inkubation beziiglich Farbentwicklung und einem Fehler von <5% durch die
Pipettierzeit. Zusétzliche Messungen erfolgten bei sehr hohen Werten zur Vermeidung von
Wiederholungen der verdiinnten Proben, bei denen mit einer Interassay-Variabilitit zu
rechnen wire, so dass der zu erwartende Fehler durch das gewéhlte Vorgehen geringer war.
Zu spiterem Zeitpunkt wurde in allen Verdiinnungen der Standardreihe die DNA-
Konzentration mittels rtPCR gemessen, um die Nukleosomenkonzentration in absoluter
Konzentration (ng/ml DNA) angeben zu konnen. Der Umrechnungsfaktor betrug 0,572.
Somit entsprachen 1000 AU 572 ng/ml. Die Nachweisgrenze lag entsprechend der
funktionellen Sensitivitit (niedrigster zu messender Wert mit einem Imprézisions-
Variationskoeffizienten <20%) bei 16 AU = 9,2 ng/ml Die Intraassay-Imprézision betrug 3,0
— 4,1% und die Interassay-Imprizision 8,6 — 13,5%, und erfiillte somit die zu erwartenden

Normen eines manuellen Verfahrens (<10%/<15%)
CYFRA 21-1, CA125/ ELECSYS 2010

Die Marker CYFRA 21-1 und CA 125 wurden am Elecsys 2010-Analyzer der Firma Roche
gemessen. Das Messprinzip ist eine Bindung des Antigens mittels zweier spezifischer
Antikorper und die Quantifikation mittels des Elektro-Chemolumineszenz-Immunoassay-
Prinzips (ECLIA).

CYFRA 21-1 ist ein Fragment des Cytokeratins 19. Es gibt 20 verschiedene Cytokeratin-
Polypeptide, die  Strukturproteine sind und Untereinheiten der epithelialen
Intermedidrfilamente darstellen. Mit Hilfe zweier spezifischer monoklonaler Antikorper, dem
biotinylierten anti-Cytokeratin 19,1 Antikérper und dem anti-Cytokeratin 19 Antikorper
markiert mit Ruthenium-Komplex, kann CYFRA 21-1 analysiert werden.

CA 125 ist eine antigene Determinante und befindet sich auf einem hochmolekularen
Glykoprotein, das aus Serum gewonnen wird. Die Serumprobe wird inkubiert mit einem
biotinylierten monoklonalen CA 125 spezifischen Antikdrper und einem mit Ruthenium-
Komplex markierten monoklonalen CA 125 spezifischen Antikorper, die zusammen einen

Sandwich-Komplex bilden. Somit kann das CA 125 quantitativ am Elecsys bestimmt werden.
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32-Mikroglobulin / IMx

32-Mikroglobulin, ein Protein, das auf der Oberfldache der meisten zellkernhaltigen Zellen und
in besonders hohen Konzentrationen auf der Oberfliche der Lymphozyten nachgewiesen
werden kann, wird am IMx (Abbott) nach der MEIA-Methode gemessen. Im Serum kénnen
erhohte Konzentrationen bestimmt werden bei Niereninsuffizienz mit verminderter
Ausscheidungsgeschwindigkeit oder bei vermehrter Synthese, wozu Erkrankungen des

lymphatischen Systems zéhlen.
Thymidinkinase / RIA

Der Tumormarker Thymidinkinase kann mittels RIA im Serum quantifiziert werden. Unter
Verwendung radioaktiv spezifisch (125J-) markierter Antikorper, die eine Bindung mit der zu
bestimmenden Substanz eingehen, kann nach Isolierung dieser Verbindung die
Strahlungsaktivitdt bestimmt werden und die Antigenkonzentration nach Vergleich mit

Standards bekannter Aktivitit ermittelt werden.

Die Thymidinkinase ist ein Zellenzym, das fiir den Einbau des Nukleosids Thymidin in die
DNA verantwortlich ist, und stellt somit ein Mal} fiir die Teilungsaktivitit von Zellen dar.
Besonders geeignet ist der Nachweis der Thymidinkinase bei Krebserkrankungen, des
blutbildenden und lymphatischen Systems mit hohen Zellteilungsraten. In dieser Studie wurde

der Thymidine Kinase REA-Test von Immunotech (Beckman Coulter Company) verwendet.

Die weiteren Parameter aus den Routineblutabnahmen wurden an folgenden Gerdten
bestimmt:

e Leukozyten, Thrombozyten, Himoglobin —Beckman-Coulter
e Laktatdehydrogenase — Olympus AU 2700

Die Knochenmarkuntersuchung, die an Tag 16 zur Prognosebestimmung und am Ende der
Induktionstherapie zur Beurteilung des Therapieansprechens durchgefiihrt wurde, gab
Aufschluss iiber

e den Blastenanteil im Knochenmark,
e den Immunphinotyp und

e die Zytogenetik.
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4 Statistik

Alle Auswertungen wurden getrennt fiir die Gruppen der Lymphom-Patienten, die
Untergruppe der aggressiven Non-Hodgkin-Lymphome sowie die Gruppe der AML-Patienten
durchgefiihrt. In Tabelle 14 (s.0.) ist zu sehen, welche Parameter zu welchen Zeitpunkten in
den Gruppen gemessen wurden. Im einzelnen wurden bei den Lymphom-Patienten folgende

Variablen herangezogen:

e Die Werte vor den weiteren Zyklen (Z1-Z4), wobei Z1 dem pratherapeutischen Wert an
Tag 1 entspricht.

e Der priatherapeutische Wert (Tag 1.)

e Die Werte jeweils an den Tagen 2 bis 5 und ein Wert von den Tagen 6 bis 8.

Bei den AML-Patienten wurde neben den Werten wihrend der ersten Therapiewoche

folgende zusétzliche Variablen herangezogen:
e Die Flache unter der Kurve von Tag 2-4 (AUC 2-4) mit allen Werten von Tag 2-4.

e Der Abfall von Tag 2 zum prétherapeutischen Wert von Tag 1, angegeben in Prozent.

Zunichst wurden die Einzelwerte vor den einzelnen Zyklen und wihrend der ersten Woche in
DotPlot-Grafiken dargestellt, um den Verlauf der Werte wéihrend der Therapie zu zeigen. Die
Patienten wurden nach Therapieansprechen in die zwei Gruppen mit kompletter Remission
und ohne Remission eingeteilt und der Verlauf der Einzelwerte in DotPlot-Grafiken sowie
Mediane und Wertebereich in Tabellen zum Vergleich nebeneinander dargestellt.
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen wurden fiir die Werte vor den Therapiezyklen
mittels Wilcoxon-Test auf Signifikanz gepriift. Fiir die Werte widhrend des ersten
Therapiezyklus wurde zundchst mittels einer Gesamtvarianzanalyse gepriift, ob eine
Abhéngigkeit der gemessenen Parameter vom Therapieansprechen und von den einzelnen
Tagen wihrend der Chemotherapie und zusétzlich, inwiefern eine Interaktion zwischen der
Therapieantwort und den Markerverdnderungen an den ersten 8 Tagen wihrend Therapie
besteht. Nur, wenn das Ergebnis der Gesamtvarianzanalyse hinsichtlich der Beurteilung des
Therapieansprechens signifikant war, wurde in einem weiteren Schritt mittels Wilcoxon-Test
getestet, inwieweit an den einzelnen Tagen wihrend Chemotherapie signifikante Unterschiede
zwischen den Patienten mit kompletter Remission und Patienten ohne komplette Remission

bestehen.
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AuBlerdem wurde bei den AML-Patienten getestet, ob eine Korrelation zwischen den
Nukleosomenkonzentrationen und den Leukozytenwerten an den Tagen 1 und 2 besteht sowie
beziiglich der prozentualen Differenz von Tag 2 zu Tag 1. Weitere Korrelationsberechnungen
wurden durchgefiihrt zwischen den prétherapeutischen Nukleosomenwerten und der Fliche
unter der Kurve von Tag 2-4 mit den Blastenwerten priatherapeutisch, an Tag 16 und dem
prozentualen Blastenriickgang. Hierfliir wurde der Spearman Rang—Korrelationskoeffizient
berechnet.

Bei allen eingesetzten Methoden wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant bewertet.
Bei allen Kalkulationen wurde die Software von SAS angewendet (version 8.2, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA).
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5  Ergebnisse

5.1  Wertigkeit von Serummarkern bei Lymphomen

An der Studie nahmen 50 Lymphom-Patienten teil. Davon erreichten nach oben genannten
Kriterien 25 Patienten eine komplette Remission. 28 der 50 Patienten hatten ein aggressives
Non-Hodgkin-Lymphom, sieben ein indolentes NHL und elf einen Morbus Hodgkin. Vier

Lymphom-Patienten konnten keiner dieser Gruppen eindeutig zugeteilt werden.

5.1.1 Nukleosomen

Die Nukleosomen wurden bei allen Lymphom-Patienten vor den einzelnen Zyklen und meist
tdglich wdhrend des ersten Chemotherapiezyklus bestimmt. Der Wert von Zyklus 1
bezichungsweise Tag 1 war stets pritherapeutisch. Die Nukleosomenverteilung wurde
zusitzlich vor den ersten vier Zyklen untersucht. Ebenso wurden die drei oben genannten
Diagnosen-Gruppen hinsichtlich der Nukleosomen-Verteilung vor den einzelnen Zyklen und

wihrend der ersten Therapiewoche miteinander verglichen.

Unter Chemotherapie, die Apoptose auslost, ist zu erwarten, dass bei erfolgreicher Therapie
nach Absterben der Tumorzellen, die Nukleosomenwerte im Verlauf abfallen. Diese
Hypothese bestdtigte sich in einem kontinuierlichen Abfall der Nukleosomen vor den

weiteren Zyklen [Abb. 2]. Diese Tendenz war in allen Untergruppen zu sehen. [Abb. 3]

Abbildung 2: Verteilung der Nukleosomen bei allen Lymphom-Patienten

vor den Zyklen
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Abbildung 3: Verteilung der Nukleosomen bei Patienten mit aggressivem und
indolentem NHL und MH vor den Zyklen
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Diese abfallende Tendenz war ebenfalls bereits wédhrend des ersten Zyklus zu sehen.
Auffallend war, dass an Tag 2 eine Tendenz zu mehr niedrigeren Werten bestand. Allgemein
sanken die Werte bis zum Ende der Woche kontinuierlich ab [Abb. 4]. Beim Vergleich der
Untergruppen wiesen die indolenten NHL im Durchschnitt etwas niedrigere Werte auf als die
aggressiven NHL und die Patienten mit Morbus Hodgkin. Der Verlauf in den einzelnen
Untergruppen war wiederum dhnlich. [Abb. 5]

Abbildung 4: Verteilung der Nukleosomen bei allen Lymphom-Patienten (n=50)
wihrend des 1. Zyklus
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Abbildung 5: Verteilung der Nukleosomen bei Patienten mit aggressiven und
indolenten Lymphomen und Morbus Hodgkin wéhrend des 1. Zyklus
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Bei den Lymphomen gab es zwdlf Patienten, die vor jedem Chemotherapiezyklus eine
Vorphase mit dem Antikorper Rituximab bekamen. Bei acht von diesen zwolf Patienten
wurde ein pritherapeutischer Wert vor dieser Vorphase (= Tag 0) gemessen, mit der Frage, ob
bereits dieser Antikorper Auswirkung auf die Nukleosomen hat. An Tag 1, einen Tag nach
Applikation von Rituximab und kurz vor Gabe der Zytostatika, lagen die Nukleosomen bis
auf eine Ausnahme hoher als an Tag 0. Es zeigte sich somit eine Anderung in der

Nukleosomenverteilung durch Rituximab.

Die Fragestellung der Studie ist, ob die Nukleosomen friihzeitig in der Lage sind, das
Therapieansprechen anzuzeigen. Zu erwarten ware bei erfolgreichem Therapieansprechen mit
Absterben der Tumorzellen initial ein Anstieg der Nukleosomen und anschlieBend ein
deutlicher Abfall. Dagegen wire bei fehlendem Therapieansprechen mit einer geringeren

Zelltodrate und somit mit niedrigeren Nukleosomenwerten zu rechnen.

Es zeigte sich, dass die Nukleosomen sowohl in der Gruppe mit kompletter Remission als
auch in der Gruppe ohne Remission vor den einzelnen Zyklen deutlich abfielen [Abb. 7].
Signifikante Unterschied ergaben sich nicht. [Tabelle 20]
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Abbildung 7: Verteilung der Nukleosomen im Serum zwischen allen Lymphom-Patienten
mit A) kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Tabelle 20: Korrelation der Nukleosomen beziiglich des Therapieansprechens bei allen
Lymphom-Patienten vor den Zyklen

Nukleosomen (ng/ml) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 20 185 9-1120 24 182 9-671 1,000
2. Zyklus 17 87 9-1096 9 68 41 - 559 0,706
3. Zyklus 15 57 9-1189 9 39 9-475 0,835
4. Zyklus 11 46 13-111 5 78 38-131 0,089

Die Verteilung der pritherapeutischen Nukleosomenwerte zeigte keinen Unterschied
hinsichtlich des Therapieerfolgs bei allen Lymphom-Patienten. Wihrend bei den Patienten
mit kompletter Remission die Nukleosomenwerte an Tag 2 nahezu konstant blieben, zeigten
die Patienten ohne Remission an Tag 2 voriibergehend eine Tendenz zu niedrigeren Werten.

An den weiteren Tagen war kein eindeutiger Unterschied sichtbar. [Abb. 8]
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Abbildung 8: Verteilung der Nukleosomen im Serum zwischen allen Lymphom-Patienten
mit A) kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus
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In der Gesamtvarianzanalyse ergab sich keine Abhingigkeit der Nukleosomen vom

Therapieansprechen und von der Zeit wihrend der ersten Therapiewoche. [Tabelle 21]

Tabelle 21: Korrelation der Nukleosomen beziiglich des Therapieansprechens bei allen
Lymphom-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Nukleosomen (ng/ml) P-Wert
Abhiingigkeit der Nukleosomen vom Therapieansprechen 0,181
Abhéngigkeit der Nukleosomen von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,499
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,267
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Vorphase Tag 0 2 135 90 -179 6 99 66 -141
Tag 1 20 185 9-1120 24 182 9-671
Tag 2 18 201 31-1123 22 105 9-2047
Tag 3 20 149 12 - 585 22 163 9-542
Tag 4 12 131 55 - 1446 16 191 18 - 1443
Tag 5 9 230 33 - 461 11 174 25-344
Tag 6/7/8 14 167 29 - 557 14 206 13- 1831
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5.1.2 Leukozyten

Die Leukozyten konnen bei Lymphomen in zwei Richtungen pathologisch verdndert sein.
Durch Infiltration des Lymphoms in das Knochenmark werden die gesunden blutbildenden
Zellen verdrangt und die Patienten leiden unter anderem an den Folgen der Leukopenie. In der
Untergruppe der Chronisch Lymphatischen Leukdmie (CLL) dagegen iiberwiegt die
Proliferation von B-Lymphozyten, so dass im Differentialblutbild eine Leukozytose mit
hohem Lymphozytenanteil gemessen wird. Bei den untersuchten Patienten waren die
Leukozyten pritherapeutisch meistens im Referenzbereich bis 11 G/I. Einige Patienten

allerdings wiesen eine Leukozytose auf.

Nach Beginn der Chemotherapie ist mit einem Abfall der Leukozyten aufgrund der
myelotoxischen Wirkung der Zytostatika zu rechnen. Wihrend des Therapieverlaufs vor den
einzelnen Zyklen war aufgefallen, dass die Leukozytenwerte, wie zu erwarten, abfielen. Die
Anzahl derer mit starker Leukozytose nahm mit steigender Anzahl der Chemotherapiezyklen
ab. Wihrend anfianglich kaum ein Patient Werte unter 4 G/l hatte, sanken diese nun
gelegentlich in diesen leukopenischen Bereich ab. [Abb. 9]

Wihrend der ersten Therapiewoche zeigte sich zwei Tage nach Therapiestart an Tag 3 ein
Abfall der Leukozytenwerte. Davor beobachtete man bei vielen Patienten einen Anstieg. Am
Ende der Woche lagen nur noch bei wenigen Patienten Leukozytenwerte, die aus
Routineblutabnahmen herangezogen wurden, vor. Bis auf eine Ausnahme waren konstant

niedrigere Werte als zu Beginn zu erkennen. [Abb. 9]

Abbildung 9: Verteilung der Leukozyten bei allen Lymphomen-Patienten vor den
Zyklen und wihrend des 1. Zyklus
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Bei der Unterscheidung nach dem Therapieansprechen, zeigte sich vor den weiteren Zyklen

kein eindeutiger Unterschied zwischen den Patienten mit kompletter Remission und ohne

Remission. Thnen war gemeinsam, dass vor den spiteren Zyklen die Leukozytenwerte

niedriger waren. [Abb. 10, Tabelle 22]

Abbildung 10: Verteilung der Leukozyten zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen

A) Komplette Remission n=25

B) Keine Remission n=25
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Tabelle 22: Korrelation der Leukozyten beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

Leukozyten (G/1) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 12 10,2 4,6 — 66,8 15 6,7 3,2—-89,0 0,261
2. Zyklus 16 5,8 2,1 -43,5 8 6,6 3,9-24.8 0,462
3. Zyklus 15 4,5 2,4-453 9 4,7 1,3-7,6 0,976
4. Zyklus 9 4,5 2,6 -39,1 5 6,1 3,7-12,9 0,463

Die Patienten mit kompletter Remission zeigten einen Abfall der Leukozyten wéhrend der

ersten Therapiewoche. Bei keinem dieser Patienten konnte am Ende der Woche eine starke

Leukozytose nachgewiesen werden. Die Patienten ohne Remission wiesen hingegen mehr

Ausnahmen bei auch abnehmender Tendenz auf. [Abb. 11]
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Abbildung 11: Verteilung der Leukozyten zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wiihrend des 1. Zyklus
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In der statistischen Auswertung waren die Leukozyten nicht vom Therapieansprechen
abhingig. Aber es zeigte sich eine signifikante Beziehung zum zeitlichen Verlauf wéhrend
des ersten Chemotherapiezyklus mit einem kontinuierlichen Abfall der Medianwerte. Zum
Ende der Woche zeigten beide Gruppen niedrigere Werte. [Tabelle 23]

Tabelle 23: Korrelation der Leukozyten beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Leukozyten (G/1) P-Wert
Abhiingigkeit der Leukozyten vom Therapieansprechen 0,794
Abhiingigkeit der Leukozyten von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,003
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,846
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 12 10,2 4,6 — 66,8 15 6,7 3,2—89,0
Tag 2 14 9,5 5,3-46,0 13 10,1 2,8 - 64,5
Tag 3 16 8,2 4,7-38,0 13 8,3 2,4-459
Tag 4 9 7,2 3,6 —24,4 11 7,7 3,1-61,5
Tag 5 5 7,3 4,6 —8,4 8 5,4 1,6 — 10,2
Tag 6/7/8 8 5,2 2,0-9,9 11 5,7 0,8 — 63,7
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5.1.3 Thrombozyten

Die Bildung der Thrombozyten wird ebenfalls gechemmt, wenn eine Knochenmarksinfiltration
vorliegt. Auch kann durch die Chemotherapie eine Thrombozytopenie induziert werden.
Pritherapeutisch hatten in vorliegender Studie nur wenige Patienten Thrombozyten unterhalb
des Referenzbereichs von 150 - 450 G/1. Bei der Beobachtung vor den Zyklen fiel auf, dass ab
dem dritten Zyklus bei nur noch wenigen Patienten Thrombozytenwerte auferhalb des
Referenzbereichs zu sehen waren. Selbiges galt fiir den Verlauf wihrend des ersten Zyklus.
[Abb. 12]

Abbildung 12: Verteilung der Thrombozyten bei allen Lymphomen-Patienten vor den Zyklen
und wihrend des 1. Zyklus
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Hinsichtlich der Thrombozytenverteilung der beiden Gruppen zeigte sich beziiglich des
Therapieansprechens kein eindeutiger Unterschied [Abb. 14]. Vor den einzelnen Zyklen
hatten die Patienten ohne Remission tendenziell hohere Werte. [Abb. 13, Tabelle 24]

52



Abbildung 13: Verteilung der Thrombozyten zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)

kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen

A) Komplette Remission n=25

B) Keine Remission n=25
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Tab. 24: Korrelation der Thrombozyten beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

Thrombozyten (G/1) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median | Bandbreite
1. Zyklus 12 240 40 -1022 15 238 31-495 0,807
2. Zyklus 16 264 110 - 540 8 396 161 - 664 0,168
3. Zyklus 15 271 112 -484 9 302 71 - 466 0,905
4. Zyklus 9 221 107 - 372 5 374 203 - 491 0,046

Abbildung 14: Verteilung der Thrombozyten zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus

A) Komplette Remission n=25

B) Keine Remission n=25
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Wie die Leukozyten zeigten auch die Thrombozyten eine signifikante Abhangigkeit von der
Zeit. Eine Signifikanz beziiglich des Therapieansprechens gab es nicht. [Tabelle 25]

Tabelle 25: Korrelation der Thrombozyten beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Thrombozyten (G/1) P-Wert
Abhiingigkeit der Thrombozyten vom Therapieansprechen 0,360
Abhiingigkeit der Thrombozyten von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,040
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,665
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median | Bandbreite
Tag 1 12 240 40 - 1022 15 238 31-495
Tag 2 14 247 62 - 1027 13 220 30 - 408
Tag 3 16 230 63 - 945 13 270 32 - 346
Tag 4 9 221 77 - 429 11 204 94 -390
Tag 5 5 232 133 - 349 8 196 30 - 281
Tag 6/7/8 8 219 111 -330 11 156 62 - 363

5.1.4 Himoglobin

Durch die Knochenmarksdepression wéihrend der Chemotherapie zeigten sich gegen Ende der
Woche eher niedrigere Hb-Werte. Die Bandbreite reichte préitherapeutisch von extrem
niedrigen Werten bis zu 15 g/dl. Die Maximalwerte nahmen im Verlauf der Therapie sowohl
wihrend den Zyklen als auch wéhrend der ersten Therapiewoche leicht ab. [Abb. 15]

Abbildung 15: Verteilung des Hiimoglobins bei allen Lymphomen-Patienten vor den Zyklen
und wihrend des 1. Zyklus
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Der Vergleich der beiden Patientengruppen wihrend den Zyklen ergab kaum Unterschiede.
Bei den Patienten ohne Remission lagen geringfiigig mehr Werte unterhalb von 9 g/dl. [Abb.
16, Tabelle 26]

Abbildung 16: Verteilung des Himoglobins zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Tabelle 26: Korrelation des Himoglobins beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten vor den Zyklen

Héamoglobin (g/dl) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 8 12,0 9,2-14,1 9 10,2 6,1 — 14,7 0,136
2. Zyklus 6 12,0 9,1 -13,9 6 10,7 8,3-14,6 0,188
3. Zyklus 8 11,3 8,3 14,2 5 10,6 7,8 13,0 0,144
4. Zyklus 4 11,3 8,8—-13,9 3 12,5 8,6 —12,7 0,947

Bei den Patienten mit kompletter Remission bewegten sich die Himoglobin-Werte in einem
konstant engen Bereich zwischen circa 9 und 14 g/dl. In der Gruppe der Patienten ohne
Remission waren viele Werte unterhalb von 9 g/dl zu sehen, vor allem an den ersten drei

Tagen. AuBlerdem nahmen im Verlauf die Maximalwerte deutlich ab. [Abb. 17]
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Abbildung 17: Vergleich des Himoglobins zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus

A) Komplette Remission n=25

B) Keine Remission n=25
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Die  Gesamtvarianzanalyse

zeigte, dass die

Hamoglobin-Werte

beziiglich  des

Therapieansprechens signifikant unterscheiden, aber keine signifikante zeitliche Abhédngigkeit

besteht. Die Mediane der Patienten mit kompletter Remission lagen sowohl wihrend der ersten

Therapiewoche als auch vor den Zyklen oberhalb derer Patienten ohne Remission. In der

univariaten Analyse war dieser Unterschied an Tag 2 und 3 signifikant. [Tabelle 27]

Tabelle 27: Korrelation des Hamoglobins beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

H:imoglobin (g/dl) P-Wert
Abhingigkeit des Hiimoglobins vom Therapieansprechen 0,015
Abhingigkeit des Hiimoglobins von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,116
Interaktion zwischen Therapieansprechen und der Zeit 0,638
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 8 12,0 9,2-14,1 9 10,2 6,1 — 14,7 0,136
Tag 2 7 11,2 9,3-134 9 9,8 55-142 0,012
Tag 3 9 114 9,0 —13,8 9 9,9 6,9 — 13,6 0,033
Tag 4 3 114 9,4-14,2 8 10,7 8,6 -12,6 0,171
Tag 5 5 12,2 10,2-12,8 5 10,8 9,2-12,7 0,240
Tag 6/7/8 5 11,8 9,6 —13,2 7 9,9 82-12,6 0,136
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5.1.5 LDH

Vor Therapiebeginn hatten mehr als 2/3 der Patienten LDH-Werte {iber der 95%-Perzentile
von 240 U/l in einem Bereich von bis zu ungefdhr 650 U/l. Zwei Patienten hatten extrem hohe
Werte von iiber 2000 U/l. Im Gegensatz zu den prétherapeutischen Werten war die LDH vor
den weiteren Zyklen meist niedriger, vor allem zu Beginn des zweiten Zyklus. Trotz allem
hatten einige Patienten Wertlagen oberhalb des Referenzbereichs. Wiahrend der ersten Woche
waren an Tag 2 bereits vermehrt niedrigere LDH-Werte bestimmt worden. Gegen Ende der
Woche war die LDH bei den noch gemessenen Patienten weitgehend im Referenzbereich. Bei
den beiden Patienten mit sehr hoher LDH wurden an den Tagen 7 und 8, sowie vor den
Zyklen 3 und 4, keine Werte mehr gemessen. [Abb. 18]

Abbildung 18: Verteilung der LDH bei allen Lymphom-Patienten vor den Zyklen
und wihrend des 1. Zyklus
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Der Kurs vor den Zyklen wies keine deutlichen Unterschiede beziiglich des
Therapieansprechens auf. [Abb. 19, Tabelle 28]
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Abbildung 19: Verteilung der LDH zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Tabelle 28: Korrelation der LDH beziiglich des Therapieansprechens bei allen
Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

LDH (U P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 8 282 187 - 529 16 333 149 - 2665 0,561
2. Zyklus 16 226 175 - 543 8 219 153 - 1620 0,603
3. Zyklus 2 249 145 - 396 9 218 166 - 371 0,972
4. Zyklus 9 215 149 - 382 5 252 157 - 428 0,894

Beide Patienten mit einer priatherapeutischen Laktatdehydrogenase von groBer als 2000 U/l
befanden sich in der Gruppe der Patienten ohne komplette Remission. Insgesamt wurden in
dieser Gruppe hohere Werte bestimmt. Der Wochenverlauf zeigte bei kompletter Remission
einen Abfall der LDH ab Tag 3 und anschlie8end konstant niedrige Normalwerte bis hin zum
Ende der ersten Therapiewoche. Ein derartiger Abfall konnte bei den Patienten ohne
Remission nicht beobachtet werden. Die LDH blieb bei vielen Patienten im pathologischen
Bereich. Nur an Tag 7 und 8 gab es keine erhohte Werte, was eventuell an der kleineren
Patientenzahl an diesen Tagen lag. [Abb. 20]
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Abbildung 20: Verteilung der LDH zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus
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Im Gesamtvarianztest fiel auf, dass die LDH signifikant beziiglich des Therapieansprechens
unterscheidet. Von der Zeit war die LDH nicht abhéngig und Interaktionen zwischen dem
Therapieansprechen und der Zeit wurden nicht beobachtet. Wie bereits oben beschrieben ist in
der folgenden Tabelle die unterschiedliche Bandbreite der beiden Gruppen zu sehen mit
teilweise extrem hohen Werten von bis zu 3313 U/l bei den Lymphom-Patienten ohne
komplette Remission. Pratherapeutisch waren die Mediane beider Gruppen im pathologischen
Bereich, was sich im Laufe der Chemotherapie dnderte. Bei kompletter Remission fielen die
Medianwerte schnell in einen Bereich um 200 U/l ab und blieben innerhalb der Woche
konstant. Auch bei den Patienten ohne Remission kam es zu einem anfanglichen Abfall des
Medians bis zur Wochenmitte mit einem anschlieBenden Anstieg. Die univariate Analyse
ergab somit an Tag 4 einen signifikanten Unterschied mit p = 0,023. [Tabelle 29]

Tabelle 29: Korrelation der LDH beziiglich des Therapieansprechens bei allen
Lymphom-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

LDH (UN) P-Wert
Abhingigkeit der LDH vom Therapieansprechen 0,022
Abhéingigkeit der LDH von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,481
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,129
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 8 282 187 - 529 16 333 149 - 2665 0,561
Tag 2 12 224 168 - 555 14 247 137 - 3313 0,471
Tag 3 11 209 170 - 367 14 275 150 - 1755 0,139
Tag 4 8 187 119 -279 11 289 138 - 3313 0,023
Tag 5 5 222 158 - 248 7 291 183 - 3036 0,194
Tag 6/7/8 7 207 118 - 249 11 300 143 - 2487 0,085
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5.1.6 Weitere Parameter

Neben den téglich durchgefiihrten Bestimmungen der oben genannten Marker wurden weitere

Routineparamter vor den einzelnen Therapiezyklen gemessen.

Beta-2-Mikroglobulin

Im Serum betrédgt die 95ste Perzentile von B2-Mikroglobulin gesunder Personen 1,9 mg/l. 32-
Mikroglobulin wurde vor Therapie bestimmt sowie vor den drei folgenden Zyklen.
Pratherapeutisch lagen die Werte bis auf zwei Ausnahmen in einem Bereich bis zu 4 mg/l.
Vor dem zweiten Zyklus sanken die Werte auf ein Niveau von unter 3 mg/l. Der
Abwirtstrend setzte sich fort und vor dem vierten Zyklus gab es nur wenige Patienten, die

Werte iiber 2 mg/l aufwiesen und somit nicht im Referenzbereich gesunder Personen lagen.
[Abb. 21]

Abbildung 21: Verteilung von 32 Mikroglobulin bei allen Lymphom-Patienten vor

den Zyklen
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Beim Vergleich nach dem Therapieansprechen war eindeutig zu sehen, dass bei kompletter
Remission die Werte tendenziell niedriger waren, auch die beiden Ausnahmen mit stark
erhohten Werten waren in der Gruppe der Therapieversager. Vor Therapiebeginn gab es
keinen Patienten mit vollstdndiger Remission, der 32-Mikroglobulin von > 2,5 mg/l aufwies.
Gegen Ende der Therapie war kein Unterschied mehr zwischen den Gruppen festzustellen.
[Abb. 22]
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Abbildung 22: Verteilung von 32-Mikroglobulin zwischen allen Lymphom-Patienten mit
A) kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Bei den statistischen Berechnungen war der pritherapeutische Median bei kompletter
Remission lediglich um 0,4 mg/l niedriger als bei den Patienten ohne Remission. Die
Bandbreite war bei kompletter Remission jedoch erheblich kleiner mit kaum pathologischen
Werten. Priatherapeutisch ergab sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,106). Wéhrend den
folgenden Zyklen glichen sich die B2-Mikroglobulin-Werte einander an. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. [Tabelle 30]

Tabelle 30: Korrelation des 32-Mikroglobulins beziiglich des Therapieansprechens bei

allen Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

Beta2M (mg/l) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite

1. Zyklus 19 1,4 1,1 -2,6 20 1,8 0,8-9,7 0,106
2. Zyklus 14 2,0 1,2-2,8 9 1,5 1,0 8,8 0,825
3. Zyklus 11 1,8 1,2-3,7 8 1,5 0,9-3,2 0,483
4. Zyklus 10 1,5 1,1 -2,1 5 1,6 1,1 -1,8 0,854
Thymidinkinase

Bei der Messung mit einem Radioimmunoassay (RIA) von Immunotech betrdgt die 95ste
Perzentile gesunder Personen 9 U/I. Zu Therapiebeginn wiesen die Patienten meist erhdhte
Werte bis 100 U/l auf. Die Werte nahmen zunichst bei der Messung vor dem zweiten Zyklus
zu. Erst ab dem dritten Zyklus war die Thymidinkinase bis auf zwei Ausnahmen wieder im

gleichen Bereich wie pritherapeutisch. Vor dem vierten Zyklus lagen die Werte hiufig
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unterhalb von 50 U/l [Abb. 23]. Weiterhin wurde abermals nach dem Therapieansprechen

unterschieden.

Abbildung 23: Verteilung der Thymidinkinase bei allen Lymphom-Patienten vor den

Zyklen
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Beziiglich des Therapieansprechens war kein eindeutiger Unterschied in der Verteilung der
Thymidinkinase wihrend Chemotherapie zu sehen. [Abb. 24, Tabelle 31]

Abbildung 24: Verteilung der Thymidinkinase zwischen allen Lymphom-Patienten mit
A) kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Tabelle 31: Korrelation der Thymidinkinase beziiglich des Therapieansprechens bei

allen Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

Thymidinkinase (U/l) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite

1. Zyklus 14 14,4 4,4-83,5 16 34,8 4,3 -98,3 0,088
2. Zyklus 11 56,2 15,8 - 196 8 48,5 21,9-180 1,000
3. Zyklus 10 28,6 3,9-193 8 52,1 28,7 - 235 0,155
4. Zyklus 9 20,6 9,1 -166 4 52,0 38,3 - 80,9 0,143
CA 125

Ungefdhr die Hilfte aller Lymphom-Patienten hatte pratherapeutisch Werte unterhalb der

95sten-Perzentile gesunder Frauen von 35 U/ml. In der anderen Hélfte gab es mehr Patienten
mit CA 125-Werten bis zu 100 U/ml und noch einige wenige mit bis zu 400 U/ml. Im Verlauf
zeigte sich eine abfallende Tendenz. [Abb. 25]

Abbildung 25: Verteilung von CA 125 bei allen Lymphom-Patienten vor den Zyklen
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Vor Applikation der Chemotherapie differierten die Gruppen mit kompletter Remission und

ohne Remission in der Werteverteilung von CA125 gering. Wie zu erwarten, zeigten die

Patienten mit kompletter Remission eher niedrigere Werte. Vor den weiteren Zyklen gab es
kaum Unterschiede. [Abb. 26]
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Abbildung 26: Verteilung von CA 125 zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Wie die Beobachtungen oben bereits ergaben, unterschieden sich die Mediane lediglich

pratherapeutisch. Eine Signifikanz zeigte sich weder vor Therapie noch im Verlauf. [Tabelle

32]

Tabelle 32: Korrelation des CA 125 beziiglich des Therapieansprechens bei allen

Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

CA 125 (U/ml) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite

1. Zyklus 15 13,4 7,4 -233 20 35,8 8,6 - 836 0,110
2. Zyklus 13 20,5 10,3-117 8 20,7 8,0 - 697 0,971
3. Zyklus 10 14,6 1,3-47,6 8 14,1 8,7 40,1 0,965
4. Zyklus 8 18,7 9,7-634 5 18,4 13,0—19,6 0,826
CYFRA 21-1

Die 95ste Perzentile gesunder Personen liegt bei 2,3 ng/ml. Die meisten Patienten hatten zu

Anfang Werte bis zu 2 ng/ml, das Maximum war bei knapp iiber 4 ng/ml. Vor dem zweiten

Zyklus verteilten sich die Werte bis ungefdhr 2,5 ng/ml. Unter Therapie war kein eindeutiger

Trend des Werteverlaufs zu sehen, auch vor den Zyklen drei und vier lagen die Werte im

selben Bereich [Abb 27].
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Abbildung 27: Verteilung von CYFRA 21-1 bei allen Lymphom-Patienten vor den

Zyklen
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Beziiglich des Therapieansprechens unterschieden sich die Werteverteilungen kaum.

Abbildung 28: Verteilung von CYFRA 21-1 zwischen allen Lymphom-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Die univariaten Analysen vor den Zyklen ergaben kein signifikantes Ergebnis. Es zeigten sich

keine eindeutigen Unterschiede [Tabelle 33].
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Tabelle 33: Korrelation des CYFRA 21-1 beziiglich des Therapieansprechens bei allen
Lymphom-Patienten vor den Zyklen.

CYFRA 21-1(ng/ml) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite

1. Zyklus 14 1,2 0,5-2,1 20 14 0,3-3,6 0,408
2. Zyklus 13 0,9 0,6 —2,1 8 0,8 0,5-24 0,535
3. Zyklus 10 0,9 0,3-3,6 8 1,0 0,5-3,0 0,721
4. Zyklus 8 1,1 0,4-19 5 1,2 0,7-24 0,769
Zusammenfassung

Bei allen Lymphomen zeigten die Nukleosomen keinen Effekt beziiglich des
Therapieansprechens und der Zeit. Eine zeitliche Abhéngigkeit wiesen die Leukozyten und
Thrombozyten auf. Das Hamoglobin und die LDH unterschieden signifikant hinsichtlich des
Therapieansprechens [Tabelle 34]. Die weiteren Tumormarker B2-Mikroglobulin,
Thymidinkinase, CA125 und CYFRA 21-1 unterschieden vor den einzelnen Zyklen nicht

signifikant beziiglich des Therapieansprechens.

Tabelle 34: Unterscheidung nach Therapieansprechen und Zeit

Effekt der Effekt der Zeit Interaktion zwischen
Therapieantwort wiithrend Therapie Therapieansprechen
und Zeit
Nukleosomen n.s. n.s. n.s.
Leukozyten n.s. p = 0,003 n.s.
Thrombozyten n.s. p =0,040 n.s.
Hiamoglobin p =0,015 n.s. n.s.
LDH p = 0,022 n.s. n.s.
n.s. = nicht signifikant
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5.2 Wertigkeit von Serummarkern bei aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen

Aufgrund der groBBen Variabilitit der Lymphome wurde zusitzlich die grofte Untergruppe mit
28 Patienten mit aggressivem Non-Hodgkin-Lymphom beziiglich des Therapieansprechens
getrennt betrachtet. Analysen wurden mit denselben Parametern wie bei allen Lymphomen
durchgefiihrt: Wahrend der ersten Woche und vor den weiteren Zyklen mit Nukleosomen,
Leukozyten, Thrombozyten und Laktatdehydrogenase, und mit (2-Mikroglobulin,
Thymidinkinase, CA 125 und CYFRA 21-1 nur vor den weiteren Zyklen.

5.2.1 Nukleosomen

Die Verteilung der Nukleosomen vor den einzelnen Zyklen sank bei den Patienten mit
aggressivem NHL im Verlauf kontinuierlich ab. Bei allen Lymphomen war dieser Trend nicht
so ausgepridgt vorhanden. Wiahrend der ersten Therapiewoche zeigten sich wie bei allen
Lymphom-Patienten an Tag 2 gehduft niedrige Nukleosomenwerte, sowie kontinuierlich
abnehmende Werte im Wochenverlauf. Im Vergleich zu allen Lymphomen fiel auf, dass vor

allem an den ersten vier Tagen weniger extrem hohe Ausnahmewerte zu beobachten waren.
[Abb. 21]

Abbildung 29: Verteilung der Nukleosomen im Serum bei allen Patienten mit
aggressivem NHL vor den Zyklen und wihrend des 1. Zyklus
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Auch bei den aggressiven Lymphomen sanken die Nukleosomenwerte unabhidngig vom
Therapieansprechen iiber die Zyklen hinweg [Abb. 30]. Insgesamt wiesen die Patienten mit

aggressiven NHL niedrigere Werte auf als alle Lymphom-Patienten. [Tabelle 35]

Abbildung 30: Verteilung der Nukleosomen im Serum zwischen den aggressiven NHL-
Patienten mit A) kompletter Remission und B) keiner Remission vor den Zyklen
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Tabelle 35: Korrelation der Nukleosomen beziiglich des Therapieansprechens bei den

aggressiven NHL-Patienten vor den Zyklen.

Nukleosomen (ng/ml) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 9 165 9-544 15 173 9-671 0,493
2. Zyklus 7 87 71 - 1096 6 57 41 -167 0,038
3. Zyklus 8 51 18- 1189 5 14 9—268 0,124
4. Zyklus 4 51 35-77 3 58 38-196 0,596

Im Vergleich zu den Patienten mit kompletter Remission fiel die Nukleosomenverteilung bei
den Patienten ohne Remission im Verlauf der ersten Woche kontinuierlich ab. Bei der
einzelnen Betrachtung des zweiten Tages fielen bei den Patienten mit kompletter Remission
eher steigende Werte auf im Gegensatz zur anderen Gruppe mit liberwiegend sinkenden
Werten. Insgesamt war der Verlauf in beiden Gruppen &hnlich dem aller Lymphom-Patienten.
[Abb. 31]
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Abbildung 31: Verteilung der Nukleosomen im Serum zwischen den aggressiven NHL-
Patienten mit A) kompletter Remission und B) keiner Remission wiihrend des 1. Zyklus
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Die aggressiven Lymphome wiesen wie alle Lymphom-Patienten in der
Gesamtvarianzanalyse kein signifikantes Ergebnis beziiglich des Therapieansprechens oder
der Zeit auf. Die univariaten Analysen ergaben zwei signifikante p-Werte. Wie bei allen
Lymphomen, aber hier bei den aggressiven Lymphomen deutlicher, bestand bereits 24
Stunden nach Therapiebeginn ein signifikanter Unterschied mit p = 0,004 beziiglich des
Therapieansprechens. Der Medianwert an Tag 2 bei kompletter Remission stieg um mehr als
das Doppelte auf 371ng/ml an, wihrend er bei den Patienten ohne Therapieansprechen auf
104 ng/ml bei dhnlichem Ausgangswert beider Gruppen abfiel. [Tabelle 36]
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Tabelle 36: Korrelation der Nukleosomen beziiglich des Therapieansprechens bei den
aggressiven NHL-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Nukleosomen (ng/ml) P-Wert
Abhiingigkeit der Nukleosomen vom Therapieansprechen 0,280
Abhingigkeit der Nukleosomen von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,861
Interaktion zwischen Therapieansprechen und der Zeit 0,063

Komplette Remission Keine komplette Remission

N Median Bandbreite N Median Bandbreite

Vorphase Tag 0 0 4 106 98 — 141
Tag 1 9 165 9 — 544 15 173 9-671 0,493
Tag 2 9 371 47 —929 15 104 9354 0,004
Tag 3 10 161 18 — 558 12 175 9-542 0,912
Tag 4 5 142 87 — 242 7 191 18 - 1443 0,562
Tag 5 6 240 93 — 461 6 187 49 — 602 0,520
Tag 6/7/8 8 167 29 — 557 8 180 13 - 285 1,000
Maximum 2-8 7 461 121 - 601 6 286 65 — 542 0,520
Flache Tage 1-8 5 990 518 -1728 5 1301 603 - 1631 1,000
Flache 1-8/Tage 5 165 103 - 302 5 186 86 - 326 1,000

5.2.2 Weitere Parameter

Die Leukozytenwerte nahmen sowohl vor den einzelnen Zyklen als auch wéhrend der ersten
Therapiewoche ab. Auch in der Untergruppe der aggressiven Lymphome gab es wie bei allen

Lymphom-Patienten eine signifikante zeitliche Abhédngigkeit der Leukozyten. [Tabelle 37]

Beziiglich der Thrombozyten zeigte die Gesamtvarianzanalyse bei den aggressiven
Lymphomen keine zeitliche Abhdngigkeit mehr. Signifikante Unterschiede hinsichtlich des

Therapieansprechens bestanden zu keiner Zeit. [Tabelle 37]

Vor den Zyklen zeigten die Patienten mit aggressivem NHL weitgehend konstante
Héamoglobin-Werte. Die Patienten ohne komplette Remission tendierten vor den einzelnen
Zyklen deutlich zu niedrigeren Werten. Im Gegensatz zu allen Lymphom-Patienten war ein
deutlicherer zeitlicher Verlauf wéhrend des ersten Zyklus zu sehen. Die Maximalwerte sanken
bis zur Wochenmitte und nahmen anschlieBend wieder zu. Die Gesamtvarianzanalyse ergab
sowohl eine Abhingigkeit des Hamoglobins vom Therapieansprechen als auch von der Zeit

wéhrend der ersten Therapiewoche.[Tabelle 37]

Die LDH zeigte eine abfallende Tendenz iiber die Zyklen hinweg. Unterschiede zu dem
Verlauf bei allen Lymphom-Patienten waren nicht festzustellen. Im Allgemeinen nahm, wie
bei fast allen anderen Parametern auch zu sehen, die LDH-Werte wihrend des ersten Zyklus
ab. Auch bei der LDH war zu beobachten, dass die Werte bei den Patienten mit aggressiven

NHL insgesamt etwas niedriger lagen als bei allen Lymphom-Patienten. [Tabelle 37]

70




Die Verteilung des Tumormarkers 32-Mikroglobulin nahm vor den einzelnen Zyklen ab. Der

Verlauf unterschied sich somit nicht von dem der aller Lymphom-Patienten. [Tabelle 37]

Die Verteilung der Thymidinkinase stieg zum zweiten Zyklus deutlich an und fielen bis zum
vierten Zyklus wieder auf das Ausgangsniveau ab. Dieser Verlauf zeigte sich bei allen
Lymphom-Patienten dhnlich. [Tabelle 37]

CA 125 nahm wéhrend des Therapieverlaufs deutlich ab. Die extrem hohen CA 125-Werte
bei allen Lymphom-Patienten waren nicht in der Gruppe der aggressiven Lymphome.
Insgesamt wiesen die Patienten mit kompletter Remission etwas niedrigere CA125-Werte auf
als die Patienten ohne Remission. Dies kam bei den aggressiven NHL deutlicher zum
Ausdruck. Signifikante Unterschiede beziiglich des Therapieansprechens bestanden nicht.
[Tabelle 37]

In beiden Gruppen war der Abfall von CYFRA 21-1 im Therapieverlauf zu sehen. Eindeutige
Unterschiede beziiglich des Therapieansprechens ergaben sich nicht. [Tabellen 37a und 37b]

Tabelle 37a: Korrelation der weiteren Marker beziiglich des Therapieansprechens bei
den aggressiven NHL-Patienten vor den Zyklen

Leukozyten (G/1) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 8 10,2 4,6 — 18,3 9 6,7 3,2-14,6 0,177
2. Zyklus 6 4,2 2,4-43,5 6 6,6 39-17,5 0,335
3. Zyklus 8 4,4 2,4-453 5 4,5 1,3-6,7 0,884
4. Zyklus 4 6,1 2,6 —39,1 3 6,1 4,5-129 0,860
Thrombozyten (G/1)
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 8 268 40 — 523 9 238 31495 0,500
2. Zyklus 6 284 182 — 528 6 315 161 — 664 0,689
3. Zyklus 8 293 211 -484 5 225 182 - 466 0,421
4. Zyklus 4 274 107 - 372 3 418 203 - 491 0,377
Himoglobin (g/dl)
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 8 12,4 10,5-14,1 9 11,5 84147 0,229
2. Zyklus 6 12,3 11,0-13,7 6 10,6 83127 0,093
3. Zyklus 8 11,3 8,3-14,0 5 9,2 84—-124 0,271
4. Zyklus 4 11,2 8,8—-12,9 3 9,3 8,6 —12,6 0,596
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LDH (U/)

Komplette Remission

Keine komplette Remission

N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 7 239 187516 10 305 171 —2032 0,306
2. Zyklus 6 228 187 - 543 6 196 153 - 275 0,230
3. Zyklus 7 247 178 - 396 5 218 166 —363 0,626
4. Zyklus 4 258 149 - 382 3 246 193 - 428 0,860
B2M (mg/l)
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 9 1,4 1,1 -2,6 12 2,1 1,0 -9,7 0,051
2. Zyklus 5 2,0 1,3-2,8 6 2,0 1,0-8,8 0,927
3. Zyklus 5 2,1 1,2-3,7 4 1,5 0,9-2,7 0,539
4. Zyklus 3 1,6 1,3-2,0 3 1,8 1,1 -2,2 1,000
TK (U/D)
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 6 31,5 10,5 83,5 8 35,8 4,3-98,3 0,747
2. Zyklus 4 106 66,8 - 196 6 51,5 34,3-180 0,241
3. Zyklus 4 63,1 28,7—-111 4 63,2 28,7 - 235 1,000
4. Zyklus 2 14,9 9,1 —20,6 2 60,1 39,3 -80,9 0,245
CA125 (U/ml)
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 6 28,6 7,4—233 12 37,0 13,0 — 308 0,673
2. Zyklus 5 18,4 10,4 - 59,1 5 21,2 11,9-40,0 0,676
3. Zyklus 4 13,2 1,3-15,9 4 21,2 8,7-40,1 0,471
4. Zyklus 3 18,8 10,2 - 63,4 3 19,6 18,4 —23,3 1,000
CYFRA 21-1 (ng/ml)
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
1. Zyklus 5 1,4 1,0-2,1 12 1,4 0,7-3,2 1,000
2. Zyklus 5 0,8 0,7-1,8 5 0,7 0,5-24 0,392
3. Zyklus 4 1,8 0,8-3,6 4 0,8 0,5-3,0 0,312
4. Zyklus 3 0,8 0,6 -1,3 3 1,2 0,7—-1,5 0,663
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Tabelle 37b: Korrelation der weiteren Marker beziiglich des Therapieansprechens bei
den aggressiven NHL-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Leukozyten (G/1) P-Wert
Abhiingigkeit der Leukozyten vom Therapieansprechen 0,695
Abhiingigkeit der Leukozyten von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,004
Interaktion zwischen Therapieansprechen und der Zeit 0,792
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 8 10,2 4,6 —18,3 9 6,7 3,2-14,6
Tag 2 7 8,1 5,3-16,7 9 9,3 2,8 —49,6
Tag 3 9 7,3 4,7-15,7 9 7,4 2,4-9,8
Tag 4 3 6,3 3,6 -8,7 8 7,3 3,1-61,5
Tag 5 4 6,9 4,6 -8,2 5 3,5 1,6 —8,7
Tag 6/7/8 5 5,5 33-76 7 5,7 0,8 — 63,7
Thrombozyten (G/1)
Abhingigkeit der Thrombozyten vom Therapieansprechen 0,569
Abhiingigkeit der Thrombozyten von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,179
Interaktion zwischen Therapieansprechen und der Zeit 0,665
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 8 268 40 — 523 9 238 31-495
Tag 2 7 193 62 —434 9 246 30 —-408
Tag 3 9 192 63 —395 9 271 32-346
Tag 4 3 363 82 —378 8 221 94 -390
Tag 5 4 205 133 - 349 5 189 30-281
Tag 6/7/8 5 170 111 -278 7 156 62 —290
Himoglobin (g/dl)
Abhingigkeit des Hiimoglobins vom Therapieansprechen 0,031
Abhingigkeit des Hiimoglobins von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,023
Interaktion zwischen Therapieansprechen und der Zeit 0,247
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 8 124 10,5-14,1 9 11,5 8,4-14,7 0,229
Tag 2 7 12,6 10,7-13.4 9 9,8 7,7-142 0,020
Tag 3 9 12,2 10,2-134 9 10,3 6,9-13,6 0,133
Tag 4 3 114 9,6 —11,8 8 10,8 9,2-12,6 0,682
Tag 5 5 12,1 10,2-12.,8 5 10,6 9,8-12,7 0,539
Tag 6/7/8 5 12,6 9,9-132 7 9,9 82-11,8 0,049
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LDH (U/)

Abhingigkeit der LDH vom Therapieansprechen 0,068
Abhiingigkeit der LDH von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,368
Interaktion zwischen Therapieansprechen und der Zeit 0,151
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 7 239 187-516 10 305 171 —2032
Tag 2 6 215 168 — 449 10 247 170 — 1784
Tag 3 7 295 170 — 367 10 266 193 - 1755
Tag 4 2 153 141 — 164 9 289 186 — 675
Tag 5 4 208 158 — 248 5 291 198 — 1726
Tag 6/7/8 5 229 118 — 249 7 209 143 — 558
Zusammenfassung

Wie bei allen Lymphomen ergab die Gesamtvarianzanalyse der Nukleosomen keinen

signifikanten Unterschied hinsichtlich des Therapieansprechens. Lediglich das Hdmoglobin

unterschied zwischen den Ansprechgruppen signifikant, und zeigte eine signifikante zeitliche

Veranderung, wie auch die Leukozyten. [Tabelle 38]

Tabelle 38: Unterscheidung nach Therapieansprechen und Zeit

Effekt der Effekt der Zeit Interaktion zwischen
Therapieantwort wiihrend Therapie Therapieansprechen
und Zeit

Nukleosomen n.s n.s n.s
Leukozyten n.s. p = 0,004 n.s
Thrombozyten n.s. n.s n.s
Himoglobin p = 0,031 p=0,023 n.s
LDH n.s. n.s n.s

n.s. = nicht signifikant
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5.3 Wertigkeit von Serummarkern bei akuter myeloischer Leukimie

An der Studie nahmen insgesamt 25 Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie teil. Die
AML-Patienten wurden nach dem Therapieansprechen in zwei Gruppen aufgeteilt, in die mit
kompletter Remission und die Patienten ohne komplette Remission. 18 von den insgesamt 25
Patienten wiesen nach Induktionstherapie eine komplette Remission auf. Bei diesen Patienten
lag der Blastenanteil im Knochenmark nach Therapie bei < 5%, ebenso waren im peripheren
Blut keine Blasten mehr nachweisbar. Die restlichen sieben Patienten erreichten keine
komplette Remission und vier Patienten davon verstarben wihrend der Phase der

therapieinduzierten schweren Knochenmarkshypoplasie. [Tabelle 39]

Tabelle 39: Staging bei AML-Patienten anhand des Prozentanteils der Knochenmark-

Blasten im Verlauf.

Patient KM-Blasten - Pritherapeutisch KM-Blasten an Tag 16 Staging
1 68% 0% CR
2 90% 0% CR
3 87% 0% CR
4 75% 0% CR
5 79% 60% CR
6 7% 0% CR
7 22% 12% CR
8 75% CR
9 39% 0% CR
10 11% 0% CR
11 48% 4% CR
12 80% 10% CR
13 80% 8% CR
14 74% 0% CR
15 75% 0% CR
16 22% 19% CR
17 60% 14% CR
18 70% 0% CR
19 74% 2% PD
20 84% PD
21 25% 2% PD
22 93% 15% PD (+)
23 46% 0% PD (+)
24 30% 6% PD (+)
25 74% 0% PD (+)

5.3.1 Nukleosomen

Zytostatika fiihren zu apoptotischem Zelltod und somit zur Freisetzung von Nukleosomen in
die Zirkulation. Bei erfolgreicher Therapie ist somit mit einem Anstieg der Nukleosomen im
Serum wéhrend der Chemotherapie zu rechnen, sowie einem Abfall der Konzentrationen nach

Elimination der Tumorzellen.

Die Betrachtung der Nukleosomenwerte wihrend der ersten Chemotherapiewoche bei allen

AML-Patienten zeigte ab Tag 2 eine abnehmende Tendenz bis zum Ende der ersten Woche.
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Abbildung 32: Verteilung der Nukleosomen im Serum bei allen Patienten mit AML
withrend des 1. Zyklus
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Die folgende Abbildung 33 zeigt zwei charakteristische Nukleosomenverldufe bei einem
AML-Patienten mit kompletter Remission und einem Patienten ohne Remission. Bei dem
Patienten mit kompletter Remission stieg die Nukleosomenkonzentration im Serum an Tag 2,
das heif3t innerhalb der ersten 24 Stunden nach Induktionstherapiebeginn, zunéchst an und fiel
im Anschluss daran bis zum Ende der Woche unterhalb des Ausgangwertes. Der Patient ohne
Remission wies schon vor Therapiebeginn einen niedrigeren Ausgangswert auf und zeigte im

Verlauf der Woche keine wesentliche Anderung mit einer leicht abfallenden Tendenz.

Abbildung 33: Zwei charakteristische Verlidufe der Nukleosomen wihrend des 1. Zyklus
der Induktionstherapie
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In der Gesamtanalyse lieBen sich im Vergleich der Patienten mit unterschiedlichem
Therapieansprechen folgende Differenzen feststellen. Patienten mit kompletter Remission
wiesen bis zu Tag 7 deutlich hohere Nukleosomenwerte auf. Besonders markant war dieser
Unterschied an Tag 2. Bei Patienten mit kompletter Remission zeigte sich an Tag 2 bei 50%
der Patienten (9 von 18) ein friihzeitiger Anstieg, wahrend bei den Patienten ohne Remission
die Werte sofort abfielen (6 von 7). Beiden Gruppen gemeinsam waren die niedrigen Werte
am Ende der ersten Chemotherapiewoche. Aufgrund der hohen Ausgangswerte bei kompletter
Remission, war bei diese Patienten wihrend des Wochenverlaufs ein deutlich groerer Abfall
der Medianwerte zu sehen als bei Patienten ohne Remission. [Abb. 34] (Siehe Einzelverldufe

im Anhang)

Abbildung 34: Verteilung der Nukleosomen zwischen den AML-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus
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Auch bei der Varianzanalyse aller Patienten mit kompletter Remission und ohne Remission
bestitigten sich die oben beschriebenen Trends. Es zeigte sich eine signifikante Abhidngigkeit
zwischen den Nukleosomen und dem Therapieansprechen (p=0,017). Bereits préatherapeutisch
unterschieden sich die AML-Patienten beziiglich des Therapieansprechens signifikant
voneinander mit einem wesentlich hoheren Medianwert von 65,2 ng/ml bei kompletter
Remission im Gegensatz zu den Patienten ohne Remission mit einem Medianwert von 30,3
ng/ml. Im weiteren Verlauf waren die Medianwerte bei kompletter Remission stets hoher. Der
deutlichste Unterschied war sofort nach Therapiebeginn an Tag 2 mit einem p-Wert von 0,012
zu sehen. Die univariate Analyse zeigte signifikante Unterschiede von Tag 1 bis Tag 4.
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Ebenfalls zeigte sich wihrend der Induktionstherapie eine signifikante Abhdngigkeit der
Nukleosomen von der Zeit (p=0,023). Da es das Ziel ist, das Therapieansprechen moglichst
frithzeitig zu beurteilen, wurde dies deutlicher quantifiziert, wenn die Differenz von Tag 2 zu
Tag 1 in Prozent berechnet wurde. Die Patienten mit kompletter Remission zeigten beziiglich
des Medians von 2,5% einen leichten Anstieg, wihrend bei den Patienten ohne Remission die
Nukleosomenkonzentrationen eher abfielen (Median -16,5%). Eine Unterscheidung beziiglich
des Abfalls war nicht signifikant (p=0,259). Da am Ende der ersten Woche alle Patienten
niedrige Nukleosomenwerte aufwiesen, war eine Korrelation mit dem Therapieansprechen
nicht mehr moglich. [Tabelle 40]

Tabelle 40: Korrelation der Nukleosomen beziiglich des Therapieansprechens bei den
AML-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Nukleosomen (ng/ml) P-Wert
Abhingigkeit der Nukleosomen vom Therapieansprechen 0,017
Abhiingigkeit der Nukleosomen von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,023
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,495
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 15 65,2 22,3 -267,1 7 30,3 16 - 90,9 0,029
Tag 2 18 86,4 21,7-807,7 6 25,7 17,7-128 0,012
Tag 3 18 63,5 11,4 -657,8 6 21,1 12 -50,3 0,049
Tag 4 16 44,6 9,7-613,8 5 14,9 12-36 0,023
Tag 5 16 36,0 12,6 —154,4 6 31,4 12 - 86,3 0,484
Tag 6/7/8 18 24,0 9,2-2031,2 6 16,6 9,1 - 383 0,277
Flache Tage 2-4 16 154,9 16,9 - 1339 4 38,9 30,3-132 0,042
Tag 2 —Tag 1 (%) 15 2,5 -76,5-304 6 -16,5 - 35,3 -40,9 0,259

Um die deutlichen Unterschiede der ersten Tage in ein integratives Mal} zu fassen, wurde die
Flache unter der Kurve an den Tagen 2-4 (area under the curve, AUC 2-4) ohne den
priatherapeutischen Wert von Tag 1 berechnet, um den unmittelbaren Therapieeffekt

darzustellen.

Die folgende Abbildung 35 verdeutlicht anhand der Flache unter der Kurve von Tag 2 bis 4
den Unterschied zwischen den beiden Ansprechgruppen. Die obere Kurve stellt die
Medianwerte der Patienten mit kompletter Remission, die untere Kurve die Mediane der
Patienten ohne Remission dar. Die Fliche bei Patienten mit kompletter Remission (AUC CR)
war signifikant grofler als bei Patienten ohne komplette Remission (AUC no CR) mit einem
p-Wert von 0,042. In der DotPlot-Darstellung der einzelnen AUC-Werten ist ersichtlich, dass
bei einer Spezifitit von 100% fiir das Nicht-Erreichen einer Remission (bei einem Cutoff von

150 ng/ml) noch eine Sensitivitit von 56% fiir das Ansprechen der Therapie zu finden war.
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Abbildung 35: Fliche unter der Kurve (AUC) der Nukleosomen wihrend den Tagen 2-4
des 1. Zyklus der Induktionstherapie
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5.3.2 Leukozyten

Aufgrund der myelotoxischen Wirkung der Zytostatika ist wiederum mit Leukopenie, Andmie
und Thrombozytopenie als Folge zu rechnen. Bei der Leukozytenbestimmung der AML-
Patienten wéhrend des ersten Chemotherapiezyklus fiel auf, dass die Leukozytenwerte
innerhalb weniger Tage deutlich absanken. Am Ende der ersten Woche befanden sich fast alle
Patienten in der Phase der Neutropenie, auch diejenigen, die pratherapeutisch eine
Leukozytose aufwiesen. [Abb. 36]
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Abbildung 36: Verteilung der Leukozyten bei allen AML-Patienten wihrend des 1.
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Patienten mit vollstdndiger Remission hatten tendenziell hohere Leukozytenkonzentrationen
im Vergleich zu den iibrigen Patienten, vor allem wihrend des Therapieverlaufs. Die
Verteilung der Leukozyten war den Nukleosomen dhnlich. AuBerdem wurde festgestellt, dass
die Patienten mit kompletter Remission spiter in die Phase der Neutropenie fielen. Die
Leukozyten blieben bis Tag 4 anndhernd konstant und fielen dann rapide ab. Wihrend die
Patienten ohne Remission bereits an Tag 2 niedrigere Leukozytenwerte aufwiesen als vor
Therapiebeginn. [Abb. 37]

Abbildung 37: Verteilung der Leukozyten zwischen den AML-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus
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In der Gesamtvarianzanalyse zeigte sich, dass die Leukozyten sich nicht signifikant in Bezug
auf das Therapieansprechen unterschieden (p = 0,193), jedoch bestand eine hochsignifikante
Abhingigkeit zwischen den Leukozyten und den einzelnen Tagen mit einem p-Wert von <
0,001. Eine Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit bei den Leukozytenwerten an

den einzelnen Tagen zeigte sich nicht (p = 0,914). [Tabelle 41]

Die Medianwerte der Leukozyten hinsichtlich der beiden Patientengruppen belegten die oben
gemachten Beobachtungen. Beide Gruppen starteten mit einem Leukozyten-Medianwert von
3,4 G/1. Wihrend die Medianwerte an Tag 2 bei kompletter Remission zuerst leicht stiegen
und ab Tag 4 bis zum Ende der Woche stark abfielen, sanken bei den Patienten ohne
Remission die Medianwerte kontinuierlich auf den gemeinsamen Medianendwert von 0,9 G/1
Leukozyten am Wochenende. Obwohl sich fiir die absoluten Werte keine Signifikanz zeigte,
war der Abfall/Anstieg der Leukozyten von Tag 1 zu Tag 2 anndhernd signifikant (p = 0,059).
Die Patienten ohne Remission zeigten einen wesentlich stirkeren Abfall der Leukozyten von
Tag 1 zu Tag 2 mit einem Median von —35,4% als die Patienten mit kompletter Remission mit
einem Median von lediglich —1,4%. [Tabelle 41]

Tabelle 41: Korrelation der Leukozyten beziiglich des Therapieansprechens bei den
AML-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Leukozyten (G/1) P-Wert
Abhingigkeit der Leukozyten vom Therapieansprechen 0,193
Abhiingigkeit der Leukozyten von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) <0,0001
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,914
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 14 3.4 1,2-52,5 7 34 0,7-37,4
Tag 2 16 3,7 0,5-43,1 6 2,2 0,6 —30,3
Tag 3 16 3,8 0,5-23,0 5 1,6 0,9-17,0
Tag 4 13 2,1 0,6 —22,3 3 1,7 09-54
Tag 5 11 1,7 0,7-34 3 0,8 0,7-1,5
Tag 6/7/8 13 0,9 0,5-21,6 3 0,9 0,5-1,1
Flache Tage 2-4 11 8,7 1,3-48,1 2 19,3 3,7-349
Tag2 -Tag 1 (%) 13 -1,4 - 60,9 -79,5 6 -35,4 -53,9--14,3
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5.3.3 Thrombozyten

Durch die Verdringung der normalen Hamatopoese im Knochenmark zeigte sich bereits vor
Therapie bei den meisten Patienten Thrombozytenwerte unterhalb des Referenzbereichs von
150 — 450 G/1.

Wihrend der Chemotherapie ist mit einem weiteren Abfall der Thrombozyten und der damit
verbundenen Komplikationen, wie erhdhte Blutungsneigung, zu rechnen. Diese Vermutung
bestitigte sich in der Auswertung. Die ersten drei Tage nach Therapiebeginn hielten sich die
Thrombozyten noch anndhernd konstant und fielen ab Tag 5 bis auf wenige Ausnahmen
deutlich ab. [Abb. 38]

Abbildung 38: Verteilung der Thrombozyten bei allen AML-Patienten wiihrend des
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Bei der getrennten Betrachtung nach dem Therapieansprechen sah man bei den Patienten mit
kompletter Remission einen konstanten Abfall der Thrombozytenwerte von Therapiebeginn
bis hin zum Ende des ersten Therapiezyklus. Im Gegensatz dazu gab es in der Gruppe der

Patienten ohne Remission keine einheitliche Tendenz. [Abb. 39]
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Abbildung 39: Verteilung der Thrombozyten zwischen den AML-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus
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In der Gesamtvarianzanalyse ergab sich keine Abhéngigkeit der Thrombozyten vom
Therapieansprechen, aber von den einzelnen Tagen. Eine Interaktion zwischen Ansprechen

und den einzelnen Tagen bestand nicht. [Tabelle 42]

Somit zeigten sich bei den univariaten Analysen der Thrombozyten keine signifikanten
Unterschiede beziiglich des Therapieansprechens. Es fiel auf, dass die Patienten ohne
vollstindige Remission stets etwas hohere Medianwerte aufwiesen. Im Verlauf sanken in

beiden Gruppen die Medianwerte bis zum Ende der ersten Therapiewoche ab. [Tabelle 42]

Tabelle 42: Korrelation der Thrombozyten beziiglich des Therapieansprechens bei den
AML-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Thrombozyten (G/1) P-Wert
Abhingigkeit der Thrombozyten vom Therapieansprechen 0,496
Abhingigkeit der Thrombozyten von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,001
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,986
Komplette Remission Keine kompletteRemission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 14 51 16 — 162 7 76 9-222
Tag 2 16 57 9-132 6 67 15-182
Tag 3 17 47 9-101 5 76 14 -167
Tag 4 16 38 8 —203 5 56 14-117
Tag 5 15 28 9-60 6 57 8177
Tag 6/7/8 18 25 7-154 7 36 14 -125
Flache Tage 2-4 14 95 20-212 3 137 88 -290
Tag 2-Tag 1 (%) 13 -17,5 -43,8 - 122 6 -22,1 -28,6 - -0,8
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5.3.4 Hamoglobin

Durch die Verdrangung der roten Blutreihe im Knochenmark zeigte sich schon vor Therapie
bei allen Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie eine Andmie mit Himoglobinwerten von
unter 12 g/dl. Die meisten Patienten hatten sogar einen Hamoglobinwert im Bereich von 810
g/dl. Im Therapieverlauf fiel das Himoglobin, wie erwartet durch die myelotoxische Wirkung
der Chemotherapeutika, weiter ab, so dass am Ende der ersten Woche bei fast allen Patienten
Werte von unter 10 g/dl gemessen wurden. [Abb. 40]

Abbildung 40: Verteilung des Himoglobin bei allen AML-Patienten wihrend des 1.
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Im Wertevergleich sah man in Bezug auf das Therapieansprechen keine wesentlichen
Unterschiede. In beiden Gruppen sanken die bereits anfanglich niedrigen Hdmoglobinwerte
weiterhin im Verlauf ab. [Abb. 41]
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Abbildung 41: Verteilung des Himoglobins zwischen den AML-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wiihrend des 1. Zyklus
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Ein Effekt des Therapieansprechens oder der Zeit auf den Hamoglobinwert gab es nicht. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Patientengruppen konnte weder an den einzelnen
Tagen noch beziiglich der Flache unter der Kurve festgestellt werden. [Tabelle 43]

Tabelle 43: Korrelation des Himoglobins beziiglich des Therapieansprechens bei den
AML-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Héamoglobin (g/dl) p-Wert
Abhingigkeit des Hiimoglobins vom Therapieansprechen 0,356
Abhiingigkeit des Hiimoglobins von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,337
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,234
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 14 8,6 6,3-113 7 9,5 7,6 —10,6
Tag 2 16 8,4 7,1-10,9 6 8,5 7,4-10,5
Tag 3 17 9,6 6,6 —10,8 5 7,8 7,2-9,9
Tag 4 16 9,2 7,2-10,4 5 7,1 6,9-10,1
Tag 5 15 8,7 7,1-10,3 6 8,4 6,1 -9,6
Tag 6/7/8 18 8,8 5,7-9,8 7 8,6 7,5-93
Flache Tage 2-4 14 18,9 14,3 — 20,7 3 14,8 14,5-15,9
Tag 2-Tag 1 (%) 13 -4,8 -15,3-30,7 6 -11,1 -18,7--0,9

85



5.3.5LDH

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der
Zellen einnimmt. Hohe Konzentrationen an LDH kommen vor allem in den Zellen der Leber,
des Herzens und der Skelettmuskulatur sowie in den roten Blutkorperchen vor. Bei
Schiadigung der Zellen oder deren Absterben kommt es zur Freisetzung von LDH ins Blut.
Aufgrund des hoheren Zellumsatzes bei malignen Erkrankungen werden erhohte LDH-Werte
bei Krebspatienten bestimmt.

Die 95%-Perzentile der LDH bei gesunden Personen liegt bei 250 U/l. In den Untersuchungen
wurde bei einem iiberwiegenden Teil der AML-Patienten hoéhere Werte gemessen. Im
weiteren Verlauf wurde nur bei einigen Ausnahmen ein Anstieg zwischen den Tagen 3 und 6
festgestellt, sonst gab es kaum Verdnderungen der Wertlagen. Die LDH bewegte sich
tiberwiegend in einem Bereich von 200 — 500 U/l [Abb. 42]. Aufgrund der Zerstérung der
Zellen durch die Chemotherapie hitte im Verlauf ein deutlicherer Anstieg erwartet werden
konnen.

Abbildung 42: Verteilung der LDH bei allen AML-Patienten wihrend des 1. Zyklus
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Die Verldufe der LDH waren héufig nicht vollstindig, da diese Werte aus den
Routineblutabnahmen stammten. Dennoch bestand ein Unterschied zwischen Patienten mit
kompletter Remission und den Patienten ohne Remission in den hohen Wertlagen. Die
Patienten ohne Remission zeigten keine Werte von grofler als 440 U/l, wdhrend bei

kompletter Remission LDH-Konzentrationen von bis zu 1600 U/l gemessen wurden.
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Abbildung 43: Verteilung der LDH zwischen den AML- Patienten mit A) kompletter
Remission und B) keiner Remission wihrend des 1. Zyklus
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In der Gesamtvarianzanalyse zeigte sich kein signifikanter Unterschied beziiglich des
Therapieansprechens (p=0,251). Auch eine Abhdngigkeit der LDH von den einzelnen Tagen
im Verlauf konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,161). Ebenso bestand kein
Zusammenhang zwischen dem Therapieansprechen und der Zeit wéhrend Therapie (p=0,359).
Bei der Berechnung der univariaten Analysen gab es keine signifikanten Unterschiede
beziiglich des Therapieansprechens. An Tag 4 zeigte sich bei den Patienten mit kompletter
Remission der hochste Medianwert von 533 U/l im Verlauf. Die Patienten ohne Remission

hingegen hatten keinen Anstieg der Medianwerte zu verzeichnen. [Tabelle 44]

Tabelle 44: Korrelation der LDH beziiglich des Therapieansprechens bei den AML-
Patienten wahrend des 1. Zyklus.

Laktatdehydrogenase (U/l) P-Wert
Abhiingigkeit der LDH vom Therapieansprechen 0,251
Abhiingigkeit der LDH von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,161
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,359
Komplette Remission Keine komplette Remission
N Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 10 346 120 — 672 5 326 202 — 427
Tag 2 10 373 177 - 1603 4 237 147 - 391
Tag 3 11 361 204 — 876 3 278 183 — 282
Tag 4 9 533 153 — 1068 3 285 217330
Tag 5 9 380 182 — 1405 3 318 218 —440
Tag 6/7/8 12 304 174 — 1087 4 261 232 -336
Flache Tage 2-4 6 1159 415 - 1966 1 566
Tag 2 —Tag 1 (%) 7 1,3 -23,3-47,5 2 -8,9 -9,4 - -8,4
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5.3.6 Thymidinkinase

Die Thymidinkinase ist ein Tumormarker fiir maligne hdmatologische Erkrankungen. Dieser
Marker gibt die Teilungsaktivitit von Zellen an, da die Thymidinkinase ein Zellenzym ist, das
am Aufbau der DNA beteiligt ist. Aufgrund der hohen Zellteilungsrate bei
Krebserkrankungen des blutbildenden Systems ist die Thymidinkinase ein geeigneter Marker.

Wihrend des ersten Chemotherapiezyklus kam es bis zur Mitte der Woche an den Tagen 3
und 4 zu einem Anstieg der Thymidinkinase, die im weiteren Verlauf bis zum Ende der
Woche wiederum deutlich abnahm und zu diesem Zeitpunkt nur gering iiber dem

Ausgangsniveau lag. [Abb. 44]

Abbildung 44: Verteilung der Thymidinkinase bei allen AML-Patienten wihrend des
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Bis auf einzelne Ausnahmen =zeigten die Patienten ohne Remission niedrigere
Thymidinkinasewerte, sowohl prétherapeutisch als auch wiéhrend der Therapiewoche. Der
tiberwiegende Teil der Thymidinkinasewerte bei den Patienten ohne Remission blieb in einem
konstanten Bereich. [Abb. 45]
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Abbildung 45: Verteilung der Thymidinkinase zwischen den AML-Patienten mit A)
kompletter Remission und B) keiner Remission wiihrend des 1. Zyklus
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Die Gesamtvarianzanalyse ergab, dass die Thymidinkinase nicht abhidngig vom
Therapieansprechen war (p = 0,750), aber deutlich abhidngig vom zeitlichen Verlauf wéahrend
Chemotherapie (p = 0,001). Zwischen dem Therapieansprechen und den einzelnen Tagen
bestand keine Verbindung (p = 0,360). In den detailierten Analysen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Trotz allem war bei Patienten mit kompletter Remission ein
hoherer Anstieg des maximalen Medianwertes von 302 U/l an Tag 4 zu beobachten im
Gegensatz zu den Patienten ohne Remission mit dem hochsten Medianwert von 194 U/l
[Tabelle 45]

Tabelle 45: Korrelation der Thymidinkinase beziiglich des Therapieansprechens bei den

AML-Patienten wihrend des 1. Zyklus.

Thymidinkinase P-Wert
Abhingigkeit der Thymidinkinase vom Therapieanpsrechen 0,750
Abhingigkeit der Thymidinkinase von der Zeit nach Therapiebeginn (Tage) 0,001
Interaktion zwischen Therapieansprechen und Zeit 0,360
Komplette Remission Keine komplette Remission
N | Median Bandbreite N Median Bandbreite
Tag 1 15 51 6 —603 7 41 11 -1095
Tag 2 17 89 1-727 6 54 22 -127
Tag 3 18 183 5-1789 6 121 48 — 988
Tag 4 15 302 25— 1158 5 86 58 — 1772
Tag 5 14 195 22 -1161 6 194 57 758
Tag 6/7/8 18 176 29 — 1040 7 146 36-414
Flache Tage 2-4 14 370 20 -1348 4 192 99 - 963
Tag 2 —Tag 1 (%) 14 21,9 -89,8 - 626 6 50,2 -63,4-110
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5.3.7 Blasten

Die Blasten im Knochenmark betragen bei gesunden Personen < 5%. Der pritherapeutische
Blastenanteil ist ein Prognosefaktor fiir das spitere Outcome bei AML-Patienten. Je hoher der
Prozentsatz umso schlechter ist die Prognose. Die Patienten in dieser Untersuchung haben alle
an Chemotherapiestudien teilgenommen. Bei ihnen wurde ungefihr ein bis zwei Wochen, das
heillt um Tag 16, nach Therapiebeginn, eine weitere Knochenmarkbiopsie vorgenommen. Der
Riickgang der Blasten von pritherapeutisch bis zu Tag 16 ist ein weiterer Prognosefaktor. In
diesem Fall gilt, je groBer der Abfall, umso besser die Prognose. Bei Patienten, die nur einen
Induktionszyklus erhielten und danach bereits eine komplette Remission aufwiesen, wurde
der Wert von Tag 16 als Staging verwendet. Sonst erfolgte das Staging nach dem zweiten
Induktionszyklus.

In der folgenden Abbildung ergab sich eine préatherapeutische Verteilung zwischen 7% und
93%. An Tag 16 zeigte sich bis auf wenige Ausnahmen kaum eine Blastenanteil von iiber
20%. Bei vielen der Patienten konnten keine Blasten im Knochenmark mehr nachgewiesen
werden. [Abb. 46]

Abbildung 46: Verteilung der Blasten bei allen AML-Patienten wihrend der

Chemotherapie
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Beim Vergleich der beiden Ansprechgruppen wurde kein Unterschied festgestellt, obwohl

man erwarten wiirde, dass die Patienten ohne Remission nicht so deutlich abfallen. [Abb. 47]
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Abbildung 47: Verteilung der Blasten zwischen den AML-Patienten mit A) kompletter

Remission und B) keiner Remission
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Hinsichtlich des Therapieansprechens konnten die Blasten weder pratherapeutisch, an Tag 16

noch der prozentuale Blastenriickgang von Tag 1 zu Tag 16 signifikant unterscheiden.
[Tabelle 46]

Tabelle 46: Blasten und Therapieansprechen

Blastenanteil im Knochenmark (%) P-Wert
Komplette Remission Keine komplette Remission
n | Median | Bandbreite | n | Median | Bandbreite
Tag 1 18 72 7-90 7 74 25-93 0.880
Tag 16 17 0 0-60 6 4 0-72 0.385
Tag 16 —Tag 1 % 17 100 14 -100 6 88 3-100 0.385

Immunphéanotyp

Wie die préitherapeutischen Blasten und der Blastenriickgang ist auch der Immunphénotyp bei

akuten myeloischen Leukdmien prognostisch von Bedeutung. Die folgende Tabelle fiihrt die

vorliegenden Immunphénotypen auf. Am hiufigsten war die Konstellation MPO, CD13 und

CD33 zu finden, die zugleich beim groBten Anteil der Patienten ohne Remission vorkam.
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Tabelle 47: Immunphénotyp

Immunphéinotyp Patienten- | Kompletter Remission | Keine kompl. Remission
Anzahl
MPO, CD13, CD33 15 10 5
MPO, CD13, CD33,CD14 1 1
MPO, CD13, CD33, cCD3, 1 1
CD7,CD2, TdT
CD33, CDI117, cyCDs3, 1 1
teilw. CD19
unbekannt 7 5 2

Zytogenetik

Vor allem in der neuen WHO-Klassifikation der AML spielt die Zytogenetik eine

entscheidende Rolle. Dabei werden akute myeloische Leukdmien unterschieden nach AML

mit spezifischen chromosomalen Translokationen, AML mit multilinearer Dysplasie,
therapiebedingte AML und nicht weiter klassifizierte AML. Auch hier gilt, dass die Prognose

abhingig von der Zytogenetik ist.

Folgende Tabelle 48 gibt die Zytogenetik der untersuchten Patienten wieder. Wéahrend mehr

als 60% der Patienten mit kompletter Remission einen normalen Karyotyp aufweisen, sind

dies bei den Patienten ohne Remission lediglich 2 von 7 Patienten.

Tabelle 48: Zytogenetik

Zytogenetik Anzahl Komplette Remission | Keine kompl. Remission
Normal 13 11 2
Trisomie 8 1 1
Trisomie 11 1 1
Trisomie 21, IsochromX 1 1
Inv 3 1 1
Inv 3, Monosomie 7 1 1
Perizentrische Inv 4 1 1
Inv 16 2 2
T (2;5) 1 1
T (8;21),-Y 1 1
T (15;17) 1 1
Mosaik 46XX/45X0 1 1
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Wegen der groflen Heterogenitit bei der Zytogenetik und dem Immunphénotyp wurde keine

Korrelation in Bezug auf das Therapieansprechen durchgefiihrt.

Korrelation der Nukleosomen mit Leukozyten und Blasten

Bei weiteren Untersuchungen zur Erkennung eines frithzeitigen Therapieansprechens mittels
Marker wurden die Nukleosomen mit den Leukozyten an Tag 1, Tag 2 und hinsichtlich des
Abfalls von Tag 1 zu Tag 2 korreliert. Es wurde eine positive Korrelation gefunden fiir die
Nukleosomen an Tag 2 mit den Leukozyten an Tag 1 (p = 0,026) und an Tag 2 (p = 0,009)
sowie mit der Differenz von Tag 2 zu Tagl (p = 0,010). AuBerdem korrelierten am
deutlichsten die Differenz der Nukleosomen von Tag 2 zu Tag 1 mit der Differenz der
Leukozyten (p = 0,001). Diese Korrelation traf hauptsidchlich fiir die Untergruppe der
kompletten Remission zu, aber nicht fiir die Gruppe der Patienten ohne Remision. [Tabelle
49]

Tabelle 49: Korrelation der Nukleosomen mit den Leukozyten

Alle Komplette Remission Keine Remission

Leukl Leuk2 |Leuk2-1| Leukl Leuk2 |Leuk2-1| Leukl Leuk2 |Leuk2-1

Nukl1 0,080 | 0,156 | 0,571 0,303 0,522 | 0,621 0,148 0,208 0,872

Nuk2 0,026 | 0,009 | 0,010 | 0,007 | 0,001 0,049 0,704 0,704 0,544

Nuk2-1 | 0,307 0,250 | 0,001 0,175 0,138 0,007 0,704 0,704 0,704
Leuk = Leukozyten, Nuk = Nukleosomen, 1 = Tag 1, 2 = Tag 2, 2-1= Differenz von Tag 2 zu Tag 1

Pritherapeutisch korrelierten die Nukleosomenwerte nicht mit den Blasten im Knochenmark
(r = 0.08; p = 0.722). Allerdings zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen den
pratherapeutischen Nukleosomen und dem Blastenanteil im Knochenmark an Tag 16 (r = -
0.55; p=10.012), sowie eine proportionale Korrelation mit dem Blastenriickgang von Tag 1 zu
Tag 16 (r = 0.58; p = 0.007). Ebenso korrelierte die Fliche unter der Kurve von Tag 2-4 der
Nukleosomen mit dem Blastenriickgang von Tag 1 zu Tag 16(r = 0.49; p = 0.041). Es zeigte

sich somit eine Korrelation der Nukleosomenfreisetzung mit der Reduktion der Blastenzahl.
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Zusammenfassung

Bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie nahmen die Nukleosomenwerte im Verlauf
der Induktionstherapie deutlich ab, bei einigen Patienten nach einem inititalen Anstieg. Die
Gesamtvarianzanalyse zeigte, dass die Nukleosomen bei den Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie signifikant beziiglich des Therapieansprechens unterscheiden konnten. Die
weiteren  untersuchten = Marker, wie Leukozyten, Thrombozyten, Hidmoglobin,
Laktatdehydrogenase und Thymidinkinase, waren hierzu nicht in der Lage. Ebenso bestand
eine zeitliche Abhédngigkeit der Nukleosomen wéhrend der ersten Therapiewoche; wie auch
bei den Leukozyten, den Thrombozyten und der Thymidinkinase. Die Patienten mit
kompletter Remission wiesen an den ersten vier Tagen wéhrend der Induktionstherapie
signifikant hohere Werte auf als die Patienten ohne Remission. Diese Werte wurden
zusammengefasst in der Fliche unter der Kurve von Tag 2-4 ohne den prétherapeutischen
Wert, um den direkten Effekt der Induktionstherapie auf die Nukleosomen darzustellen. Auch
anhand dieser Flache unter der Kurve konnten die Patienten nach dem Therapieansprechen
signifikant unterschieden werden. Bei einem Cutoff von 150 ng/ml zeigte sich eine Spezifitit
von 100% fiir das Nicht-Erreichen der kompletten Remission bei einer Sensitivitit von 56%
fiir das Erreichen der kompletten Remission. Die positive Korrelation der Nukleosomen mit
den Leukozyten und der Blastenreduktion im Knochenmark ergaben einen Hinweis auf den
Ursprung der Nukleosomen.

Tabelle 50: Unterscheidung nach Therapieansprechen und Zeit

Effekt der Effekt der Zeit Interaktion zwischen
Therapieantwort wihrend Therapie Therapieansprechen
und Zeit
Nukleosomen p=0,017 p =0,023 n.s.
Leukozyten n.s. p = 0,001 n.s.
Thrombozyten n.s. p =0,001 n.s.
Hamoglobin n.s. n.s. n.s.
LDH n.s. n.s. n.s.
Thymidinkinase n.s. p =0,001 n.s.
n.s. = nicht signifikant
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6. Diskussion

6.1 Aussagekraft der Marker bei Lymphomen

Das Krankheitsbild der Lymphome ist sehr variabel. Die Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphome werden in viele Untergruppen unterteilt, wie sie der neuen WHO-Klassifikation
zu entnehmen sind. Die Histologie ist ein entscheidender Prognosefaktor hinsichtlich des
Therapieansprechens. Aber innerhalb dieser Gruppen und auch in Abhéngigkeit der Stadien
gibt es groBe Varianzen in Bezug auf das Therapieansprechen. Neben der Histologie gibt es
einige weitere wichtige Prognosefaktoren, die teilweise in Prognosemodelle zusammengefasst

werden.

Prognosefaktoren bei Lymphomerkrankungen

Bei den Non-Hodgkin-Lymphomen hat sich der Internationale Prognose Index (IPI)
durchgesetzt. Dieser umfasst fiinf voneinander unabhéngige Prognosefaktoren. Dazu zdhlen
die Laktatdehydrogenase (LDH), das Alter, das Stadium nach Ann Arbor, der
Performancestatus nach WHO und die Anzahl extranodaler Manifestationen. Anhand dieser
Faktoren wird ein Index erstellt, aus dem sich vier genau definierte Risikogruppen ergeben,
die sich beziiglich des Uberlebens signifikant unterscheiden. Dieser Index gilt iiberwiegend
fiir Patienten mit aggressiven NHL (Shipp 1993). Ein weiteres Modell schliefft in diesen
Internationalen Prognoseindex zusétzlich das 2-Mikroglobulin mit ein, und erreicht somit

eine noch bessere Sensitivitét bei gleicher Spezifitit (Conconi 2000).

Fir die Patienten mit indolenten Lymphomen gibt es auch prognostische Parameter,
allerdings keine Modelle. Hierzu gehdren die Laktatdehydrogenase und die Thymidinkinase,
die eine Aussage beziiglich der Proliferationsaktivitit treffen. Ebenso konnen
Prognosefaktoren im Serum herangezogen werden, die allgemein bei Lymphomen eine Rolle
spielen, wie das B2-Mikroglobulin, das die Tumorlast angibt, und das CA125, das vor allem
bei progredienten Erkrankungen erhoht ist. (Martinsson 1988, Morra 1999).

Wie fiir die Patienten mit aggressiven Lymphomen, so wurde auch fiir die Patienten mit
Hodgkin-Lymphomen ein sogenannter International Prognostic Score (IPS) entwickelt, der
das progressionsfreie Intervall voraussagt. Dieser beinhaltet sieben voneinander unabhéngige
Prognosefaktoren: Serum-Albumin < 4g/dl, Himoglobin < 10,5 g/dl, Geschlecht ménnlich,
Alter > 45 Jahre, Stadium 4, Leukozytose > 15 G/L, Lymphozytopenie < 0,6 G/L sind
ungiinstig. Der Score ergibt sich aus der Anzahl der vorliegenden Prognosefaktoren. Je hoher

der Score umso kiirzer ist das progressionsfreie Intervall (Hasenclever 1998). In einer
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weiteren Studie wurde empfohlen diesen Score um die Marker Interleukin 10 und CD30 zu
erweitern (Axdorph 2000).

Nukleosomen zur Beurteilung des Therapieansprechens

Die aufgefiihrten Prognosefaktoren werden in der Regel priatherapeutisch herangezogen und
geben keinerlei Auskunft iiber das Therapieansprechen bei den einzelnen Patienten. In der
vorliegenden Studie untersuchten wir die Nukleosomen als Marker fiir den Zelltod sowohl
préatherapeutisch als auch wihrend des Chemotherapieverlaufs. Besonders engmaschig mit
tdglichen Serumproben bestimmten wir die Nukleosomen in der ersten Therapiewoche. Im
weiteren Therapieverlauf wurde vor jedem weiteren Chemotherapiezyklus eine Blutprobe

entnommen.

In unserer Studie wurde in einem ersten Teil untersucht, inwieweit eine frithzeitige
Beurteilung des Therapieansprechens durch die Nukleosomen bei Patienten mit Lymphomen
wéhrend Chemotherapie moglich ist. Im zweiten Teil galt diese Fragestellung den akuten
myeloischen Leukdmien. Nukleosomen entstehen bei Apoptose, indem Chromatin
charakteristischerweise in mono- und olignukleosomale Fragmente gespalten wird. Durch
Auflésung der Zellmembran werden diese DNA-Fragmente in die Blutbahn freigesetzt und
konnen im Serum mittels ELISA gemessen werden (Holdenrieder 2004b). Zytostatika fiihren
tiber den stressinduzierten oder Todesrezeptor-abhingigen Weg zur Apoptose (Debatin 1999,
Ehlert 2001, Herr 2001, Petak 2001), so dass wéhrend einer Chemotherapie Verdnderungen

der Nukleosomenkonzentration zu erwarten sind.

Bereits in zahlreichen fritheren Studien wurde beschrieben, dass bei Patienten mit malignen
Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen einschlielich Lymphome und
Leukémien hohere Spiegel zellfreier DNA im Plasma und Serum gemessen wurden (Leon
1977, Shapiro 1983, Fournie 1995, Holdenrieder 1999, 2001a, Kuroi 2001, Sozzi 2001, 2003,
Wu 2002, Herrera 2005). Bei verschiedenen Karzinomen ergab sich in einer Studie mit 173
Krebspatienten ein Mittelwert von 180 ng/ml. Aullerdem zeigten metastasierte Patienten im
Mittel hohere Werte als Patienten ohne Metastasen (Leon 1977). Ein deutlich hoherer
Mittelwert von 318 ng/ml lieB sich bei 84 Patienten mit Lungenkrebs ermitteln (Sozzi 2001).
Im Vergleich zu den Tumorpatienten wiesen die gesunden Kontrollpersonen in den Studien
von Leon und Sozzi erheblich niedrigere Mittelwerte von zellfreier DNA auf. Beide Studien
kamen zu dhnlichen Ergebnissen mit Mittelwerten von 13 ng/ml und 18 ng/ml bei Gesunden.
In einer weiteren Studie fielen die Werte von gesunden Medizinstudenten etwas hoher aus mit
einem Mittelwert von 57 ng/ml (Wu 2002). Auch im Vergleich der Patienten mit malignen
Erkrankungen zu denen mit benignen Erkrankungen hatten Krebspatienten hohere
Konzentrationen an frei zirkulierender DNA (Holdenrieder 2001a, Herrera 2005). In der
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vorliegenden Studie lag der préitherapeutische Nukleosomen-Mittelwert bei allen Lymphom-
Patienten bei 191 ng/ml und bei den AML-Patienten bei 74 ng/ml.

Der Hauptteil frei zirkulierender DNA liegt im Serum oder Plasma in Form von Nukleosomen
vor bestehend aus ungefdhr 200 Basenpaaren DNA, die an einen Histonkomplex gebunden
sind (Rumore 1992, Kornberg 1999, Jahr 2001, Chan 2003). Physiologisch waren im Plasma
eher Mono- oder Oligonukleosomen zu messen als sogenannte nackte DNA (Rumore 1992).
Mittels Gelelektrophorese war die GroBenbestimmung von Plasma-DNA mdglich mit dem
Ergebnis, dass DNA-Fragmente gemessen wurden, die eine Grofle von ca. 180 Basenpaaren
aufwiesen oder das Vielfache davon. Das Vorkommen von Nukleosomen war charakteristisch
fiir einen Zelltod durch Apoptose. Denn bei diesem Vorgang bildeten sich durch die Spaltung
des Chromatins durch Endonukleasen charakteristischerweise nukleosomale DNA-Fragmente
(Jahr 2001). Ein Grund fiir das Vorkommen von Protein gebundener DNA scheint ein
besserer Schutz vor rascher Verdauung der DNA durch Endonukleasen im Serum und Plasma
zu sein (Ng 2002). Methoden zur Messung von zellfreier DNA und nukleosomaler DNA
zeigten eine gute Korrelation sowohl beziiglich Einzelwerten als auch in
Reihenuntersuchungen (Holdenrieder 2005).

Nukleosomale Fragmente bei soliden Tumoren

Bei Patienten mit soliden Tumoren zeigte sich in Verlaufsuntersuchungen von zirkulierender
DNA wihrend einer Antitumortherapie, dass bei Patienten mit Ansprechen auf die Therapie
der Level zellfreier DNA sank, wohingegen die Werte bei Patienten mit Progression oder
unverdandertem Krankheitsbild oder Rezidiv nach Therapie stiegen oder konstant blieben
(Leon 1977, Anker 1999, Kuroi 2001, Johnson 2002). Die Messung von zirkulierender DNA
vor und nach Radiotherapie bei Patienten mit verschiedenen Karzinomen ergab haufig
abfallende Werte. Dieser Abfall korrelierte mit der Abnahme der Tumormasse und der
klinischen Besserung. Ebenfalls war bei Patienten mit Nasopharyngealem Karzinom nach
Radiotherapie EBV-DNA nicht mehr zu messen, wenn die Patienten im Verlauf kein Rezidiv
entwickelten (Johnson 2002). Eine weitere Tumortherapie ist die Operation. Es wurde Tumor-
DNA vor und nach der Operation von Kolon- und Mammakarzinomen gemessen mit dem
Ergebnis, dass postoperativ diese deutlich abnahm oder nicht mehr nachgewiesen werden
konnte (Anker 1999, Kuroi 2001).

In einigen Studien wurde nun der Verlauf von Nukleosomen wéhrend Chemo- und
Radiotherapie bei Patienten mit soliden Tumoren verfolgt (Holdenrieder 2001a, 2001b,
2001c, 2004, Kuroi 2001, Kremer 2005). Dabei wurde unter Chemotherapie folgende typische
Kinetik ermittelt. Nach Beginn der Applikation von Zytostatika war ein schneller Anstieg mit
einem Gipfel nach 24 — 72 Stunden zu sehen (Kuroi 2001, Holdenrieder 2001a). Im
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Anschluss fielen die Werte ab. Wihrend des zweiten Zyklus war charakteristischerweise ein
niedrigerer Gipfel zu beobachten (Holdenrieder 2001a, 2001c). Es stellte sich die Frage,
inwieweit der Verlauf der Nukleosomen wihrend Antitumortherapie bei Patienten mit soliden
Tumoren frithzeitig das Therapieansprechen beurteilen kann. Das Ergebnis zeigte, dass
Nukleosomenwerte, die vor den einzelnen Zyklen bestimmt wurden, mit dem
Therapieansprechen korrelierten. Wenn es im Verlauf zu einem Abfall von mehr als 50 %
kam, sprach dies hdufig fiir ein Therapieansprechen, wihrend ein Anstieg von mehr als 50 %
hinweisend auf eine Progression war (Holdenrieder 2001a, 2001c). In einer Studie mit 212
Lungenkarzinom-Patienten konnte dies weiterhin belegt werden. Die Differenz
préatherapeutischer Werte zu Werten vor dem 2. oder 3. Zyklus unterschied signifikant
hinsichtlich des Therapieansprechens. So wiesen Patienten mit Remission einen grofleren
Abfall im Therapieverlauf auf. Ebenso konnte bereits wiahrend der ersten acht Tage der
Chemotherapie ein signifikanter Unterschied beziiglich des Therapieansprechens festgestellt
werden anhand der Fldche unter der Kurve von Tag 1 bis Tag 8. Patienten mit Remission
verzeichneten nach einem anfanglichen leichten Anstieg einen deutlichen Abfall bis Tag 8,
wihrend die Patienten mit Progredienz einen grof3eren Anstieg hatten und der Abfall weniger
deutlich ausfiel (Holdenrieder 2004a).

Unter Radiotherapie bei soliden Tumoren zeigte sich ebenfalls ein typisches Verlaufsmuster.
Hierbei kam es initial zu einem Abfall bereits 3 — 6 Stunden nach Bestrahlung. Daran schloss
sich ein steiler Anstieg an, dem wiederum ein konstanter Abfall folgte (Holdenrieder 2001a,
Kremer 2005). Bei Pankreaskarzinomen war es schon innerhalb der ersten Tage mdglich
hinsichtlich des Therapieansprechens zu unterscheiden. Wie bei Chemotherapie von soliden
Tumoren hatten die Pankreaskarzinom-Patienten mit Remission eine kleinere Flache unter

Kurve, in diesem Fall von Tag 1 bis Tag 3, als bei Progression (Kremer 2005).

Nukleosomale Fragmente bei systemischen Krebserkrankungen

Bereits frilher wurde in Studien im Serum oder Plasma zellfreie DNA bei Lymphom-
Patienten untersucht. Hierbei wurde vor allem Ausschau gehalten nach tumorspezifischer
DNA. Es stellte sich heraus, dass es bei EBV-assoziierten malignen Erkrankungen mdglich
ist, EBV-DNA mittels PCR im Serum und Plasma zu messen. Zuerst wurde dieser
Sachverhalt bei Nasopharyngealen Karzinomen (NPC) untersucht. Das Ergebnis ergab einen
Nachweis von EBV-DNA bei bis zu 96% der NPC-Patienten (Mutirangura 1998, Lo 1999a).
Neben den Nasopharyngealen Karzinomen sind auch verschiedene Lymphomerkrankungen
EBV-assoziiert. Auch bei diesen Patienten gelang mittels PCR der Nachweis von EBV-DNA
im Plasma in mehr als 90%, wihrend bei gesunden Kontrollpersonen keine EBV-DNA
nachgewiesen werden konnte (Lei 2000, Lei 2002, Au 2004).
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In fortgeschrittenen Stadien wurden hohere Konzentrationen an EBV-DNA gemessen, was
somit die Tumorlast widerspiegelt (Lo 1999a, Au 2004). Aufgrund dieser Tatsache wurde die
EBV-DNA im Therapieverlauf bestimmt zur Kontrolle des Therapieansprechens. Bei
Erreichen einer kompletten Remission konnten im Blut meist nur noch eine geringe
Konzentrationen oder keine EBV-DNA mehr nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
zeigten die Patienten mit Krankheitspersistenz iiberwiegend gleichbleibend hohe oder
ansteigende Werte (Lo 1999a, Lei 2000, Lei 2002, Au 2004). Auch bei Kontrolle nach
erfolgreich abgeschlossener Therapie hatten die Patienten, die ein Rezidiv entwickelten,
ansteigende Werte, wihrend bei Rezidivfreiheit keine EBV-DNA nachgewiesen werden
konnte (Lo 1999b).

Bei soliden Tumoren wurden zahlreiche Studien iiber zellfreie und nukleosomale DNA
durchgefiihrt mit der Frage nach der diagnostischen Wertigkeit, ihrer prognostischen
Aussagekraft und zur friithzeitigen Beurteilung des Therapieansprechens. Auch bei
Lymphomen ist beschrieben, dass mittels Gelelektrophorese fragmentierte nukleosomale
DNA im Plasma analysiert werden kann. In der Studie von Deligezer wurde bei Lymphom-
Patienten dabei ein Median von 256 ng/ml nukleosomaler DNA gemessen, wihrend bei
gesunden Kontrollpersonen keine DNA nachgewiesen werden konnte (Deligezer 2003,
Deligezer 2006). In unserer Studie lag der Median der Nukleosomen vor Therapiebeginn,

gemessen mittels ELISA, mit 191 ng/ml in einem vergleichbaren Bereich.

Bei allen Lymphom-Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden, zeigte sich nach
Chemotherapiebeginn  im  Verlauf der ersten @ Woche ein  Abfall der
Nukleosomenkonzentrationen. Ein wesentlicher Mechanismus der Zytostatika ist die
Induktion der Apoptose der sich teilenden Tumorzellen. Somit sieht man vor allem zu Beginn
der Therapie anhand der hoheren Nukleosomenwerte eine erhohte Zelltodrate, die gegen Ende
der Woche abnimmt. Auch der Vergleich zwischen den Untergruppen der Lymphome ergab,
dass Patienten mit indolenten Lymphomen im Schnitt niedrigere Werte aufwiesen. Aggressive
Lymphome proliferieren in der Regel schneller, sind rasch progredient und zeigen dadurch

einen hoheren Zellumsatz, was die hoheren Nukleosomenwerte in dieser Untergruppe erklért.

Trennt man die Patienten nach dem Therapieansprechen in die beiden Gruppen mit
kompletter Remission und keiner Remission, ergab sich zunéchst pratherapeutisch beziiglich
der Nukleosomen kein Unterschied. Auffallend war der Tag 2, das heiflt 24 Stunden nach der
ersten Zytostatikaapplikation. Sowohl bei allen Lymphom-Patienten als auch in der
Untergruppe der aggressiven NHL zeigte sich an Tag 2 bei den Patienten ohne Remission ein
tendenzieller Abfall des Medians, wihrend bei den Patienten mit kompletter Remission dieser
sich  kaum verdnderte. Beziiglich des Therapieansprechens unterschieden sich die
Nukleosomen nur an Tag 2 signifikant. Im weiteren Verlauf der Woche zeigten beide

Ansprechgruppen dhnliche Verldaufe. Somit zeigte sich allerdings insgesamt kein Unterschied.
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Auch in einer Studie iiber EBV-DNA wiéhrend Radiatio bei NPC-Patienten zeigte sich bei
tdglichen Messungen nach Therapiebeginn ein initialer Anstieg der EBV-DNA durch
Freisetzung bei therapieinduziertem Zelltod. Im Anschluss kam es zu einem Abfall der Werte
unter das Ausgangsniveau (Lo 2000). Andererseits kann bei Patienten, die nicht auf
Zytostatika ansprechen, eine Resistenz gegen diese Substanzen vorliegen. Dabei wird unter
anderem die Apoptose blockiert, so dass es zu keiner gesteigerten Freisetzung von
Nukleosomen in die Blutbahn kommt. Eine hédufige Ursache fiir Zytostatika-Resistenz ist eine
Uberexpression des Proteins BCL-2 in Tumorzellen (Gascoyne 1997, Wilson 1997, O'Neill
2004). Ebenso gehen p53-Gen-Abnormalititen mit einer vermehrten Chemoresistenz einher
(O'Neill 1997, Chow 2006).

Vor den weiteren Zyklen sank das Niveau der Nukleosomenverteilung von Zyklus zu Zyklus
weiter ab. Beim Vergleich aller Lymphom-Patienten hinsichtlich des Therapieansprechens
lagen die Nukleosomen bei kompletter Remission bis auf eine Ausnahme in den Zyklen 3 und
4 in einem niedrigeren Bereich. Auch bei den aggressiven Lmyphomen traf diese Tendenz zu.
Ein signifikanter Unterschied ergab sich jedoch nicht. Patienten mit kompletter Remission
zeigten einen vollstindigen Riickgang der Lymphome und wiesen somit im spéten
Therapieverlauf keine spontane erhohte Zelltodrate mehr auf. Auch bei den Patienten ohne
Remission kam es oft zu einem Riickgang der Lymphommassen, was in einem
Zusammenhang mit den geringeren Nukleosomenwerten vor den weiteren Zyklen stehen
konnte, die im Schnitt dennoch iiber den Werten der Patienten mit kompletter Remission

lagen.

Die EBV-DNA bei NPC und EBV-assoziierten Lymphomen zeigte meist ein typisches
Verhalten wihrend des Therapieverlaufes. In diesen Studien wurden allerdings keine
tdglichen Messungen nach Therapiebeginn durchgefiihrt, sondern lediglich davor und héufig
erst im Abstand von einigen Wochen. In diesem langfristigen Verlauf zeigten sich im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen oft ein deutlicher Unterschied hinsichtlich des
Therapieansprechens mit einem Abfall der EBV-DNA bei Therapieansprechen und einem
Anstieg bei Progression. (Lei 2000, Lei 2002, Lo 1999).

Zusammenfassend ergab sich in der Gesamtvarianzanalyse der Nukleosomen kein
signifikanter Unterschied beziiglich des Therapieansprechens. Es zeigte sich auch keine
unterschiedliche Tendenz beziiglich des Therapieansprechens, auch wenn isoliert an Tag 2 ein

signifikanter Unterschied bestand.
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Weitere Parameter bei Lymphom-Patienten

Neben den Nukleosomen wurden ebenfalls tdglich wéhrend des ersten Zyklus und vor den
folgenden Zyklen die Leukozyten, die Thrombozyten, das Hamoglobin und die
Laktatdehydrogenase bestimmt. Auch weitere Tumormarker, die bei Lymphomen angewandt
werden und teilweise prognostisch sind, wurden vor den einzelnen Zyklen gemessen. Dazu
zahlen das B2-Mikroglobulin, die Thymidinkinase, CA 125 und CYFRA, als weiterer
Zelltodmarker.

Sehr haufige Komplikationen aufgrund der Myelosuppression der Zytostatika ist die
Neutropenie, die Thrombozytopenie und die Anidmie, die im Verlauf der Chemotherapie
auftreten. Durch die Neutropenie steigt das Risiko, an einer Infektion zu erkranken und/oder
daran zu versterben. Die Neutropenie ist assoziiert mit einer erhohten Mortalitit. (Balducci
2003, Crawford 2004). Wie erwartet nahmen die Leukozyten in unserer Studien wéhrend der
ersten Therapiewoche ab. Vor den weiteren Zyklen sanken die Werte in beiden
Patientengruppen. Diese Beobachtung galt sowohl fiir alle Lymphom-Patienten, als auch fiir
diejenigen mit aggressiven NHL. Die Thrombozytenverteilung bei allen Lymphom-Patienten
und in der Untergruppe der aggressiven Lymphome nahm wihrend des ersten Zyklus
ebenfalls ab. Sowohl bei den Leukozyten und Thrombozyten ergab sich kein signifikanter
Unterschied beziiglich des Therapieansprechens. Im Gegensatz dazu unterschieden die
Héamoglobinwerte signifikant an den Tagen 2 und 3 bei stets niedriger Tendenz bei den

Patienten ohne komplette Remission.

Die Laktatdehydrogenase ist in den internationalen Prognoseindex bei aggressiven NHL
integriert. Werte oberhalb des Normbereichs gelten als prognostisch ungiinstig. In einigen
weiteren Studien wird iiber die LDH als Prognosefaktor bei Lymphomerkrankungen berichtet.
Dabei ist die LDH in der Lage sowohl das Therapieansprechen als auch das Gesamtiiberleben
vorauszusagen (Aviles 1992, Garcia 1993, Suki 1995, Bouafia 2004).

Die Gesamtvarianzanalyse in unserer Studie ergab eine signifikante Abhingigkeit der LDH
vom Therapieansprechen. Wéhrend der ersten Therapiewoche nahmen die LDH-Werte bei
kompletter Remission kontinuierlich ab und zeigten Maximalwerte von bis zu 550 U/l. Bei
den Patienten ohne Remission zeigten sich LDH-Werte von weit iiber 2000 U/l. Die
aggressiven Lymphome wiesen dhnliche Verldufe auf, aber ohne ein signifikantes Ergebnis in
der Gesamtvarianzanalyse beziiglich des Therapieansprechens.Ein in der Klinik eingesetzter
Tumormarker bei Lymphom-Patienten ist das B2-Mikroglobulin. Dieser Marker liegt bei
Lymphomen in hoheren Konzentrationen vor als bei Gesunden (Musolino 1990, Pavlidis
1993). AuBerdem dient das 32-Mikroglobulin als Prognosefaktor fiir das Therapieansprechen
und das Gesamtiiberleben. Erhohte Werte gehen mit einer schlechteren Prognose einher
(Johnson 1993, Pavlidis 1993, Suki 1995, Vassilakopoulos 2002). Es gab bereits die
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Uberlegung, B2-Mikroglobulin in den Internationalen Prognoseindex aufzunehmen (Conconi
2000).

Im Verlauf vor den einzelnen Zyklen nahmen die maximalen Werte von 32-Mikroglobulin in
unserer Studie bis hin zum vierten Zyklus deutlich ab. Bei der Betrachtung nach dem
Therapieansprechen zeigte sich bei Patienten mit kompletter Remission Werte in einem
Bereich unterhalb von 3 mg/l. Im Gegensatz dazu reichte die Bandbreite bei den Patienten
ohne Remission, wie zu erwarten hoher, bis nahezu 10 mg/l. Der Unterschied war bei allen
Lymphomen nicht signifikant, wihrend bei den aggressiven NHL sich ein dhnliches Bild

darstellte mit einem beinahe signifikanten Ergebnis von p=0,051.

Die Thymidinkinase ist ein Tumormarker fiir die Proliferationsaktivitit. Auch sie ist bei
Lymphom-Patienten hoéher als bei Gesunden, vor allem in fortgeschrittenen Stadien
(Gronowitz 1983, Musolino 1990). AuBlerdem zeigen die aggressiveren Tumore ebenfalls ein
hoheres Niveau als die indolenten Lymphomerkrankungen (Doi 1990). Auch diesem Marker
wurde bei Lymphom-Patienten eine prognostische Bedeutung zugeschrieben, mit hohen
Werten bei Nichtansprechen und verkiirztem Uberleben (Rehn 1995, Suki 1995). Ebenso
wurde die Thymidinkinase eingesetzt zum Therapiemonitoring. Dabei sprach ein Anstieg der
Thymidinkinase im Verlauf fiir eine Progression, wéhrend bei Remission die Werte
abnahmen (Gronowitz 1983, Poley 1997). Auch in der Studie von Hallek wird dieses
Verhalten beschrieben, wobei diese Tendenzen erst nach mehreren Monaten abzulesen waren
(Hallek 1988).

In unserer Studie beobachteten wir zuerst einen Anstieg der Thymidinkinasewerte vor dem
zweiten Zyklus, der in der Regel in einem Abstand von 2-4 Wochen auf den ersten Zyklus
folgte. Dieses Verhalten betraf {iberwiegend die Patienten mit kompletter Remission. Vor den
Zyklen 3 und 4 nahmen die Werte wiederum ab und bewegten sich auf demselben Niveau wie
vor Therapie. Bei den Patienten ohne Remission hingegen stiegen die Werte vor den weiteren
Zyklen an bei bereits priatherapeutisch hoherem Medianwert. Ein signifikanter Unterschied

war weder bei allen Lymphom-Patienten noch bei den aggressiven NHL zu beobachten.

Ein weiterer Tumormarker, der bei Lymphom-Patienten erhéhte Werte im Gegensatz zu
gesunden Personen =zeigte, ist das CA125. Ungefdhr 40% der Patienten mit
Lymphomerkrankung weisen Werte iiber der Norm auf, wobei dies vor allem Patienten in
fortgeschrittenen Stadien sind, die meist einen mediastinalen, abdominellen oder extranodalen
Befall aufweisen. Bei Verlaufsbeobachtungen hatten Patienten mit kompletter Remission
einen signifikanten Abfall, widhrend bei Progression oder Rezidiv das CA125 anstieg
(Lazzarino 1998, Bairey 2003). Auch in unserer Studie tendierten die Patienten ohne

Remission zu hoheren CA125-Werten. Der Unterschied beziiglich des Therapieansprechens

102



war nicht signifikant. Wéahrend der weiteren Zyklen zeigten beide Gruppen eine deutliche
Abnahme.

Zuletzt bestimmten wir vor den weiteren Zyklen den Tumormarker CYFRA 21-1 (Zytokeratin
19), der vermehrt bei Zelltod freigesetzt wird. In der Literatur ist dieser Marker tiberwiegend
bei Lungenkarzinomen, aber nicht bei Lymphomen, beschrieben. Die Werte zeigten kaum
Unterschiede weder wihrend des zeitlichen Verlaufs noch hinsichtlich des

Therapieansprechens.

Die Gruppe der Lymphome ist sehr heterogen. Die Patienten werden dabei histologisch in
zahlreiche Untergruppen eingeteilt, die teils verschiedene Therapien erhielten und
unterschiedliche Prognosen aufwiesen. Aullerdem waren im vorliegenden Kollektiv
Lymphom-Patienten unabhéngig vom Stadium eingeschlossen. Fortgeschritte Stadien weisen
eine schlechtere Prognose auf. Ebenso befanden sich in diesem Kollektiv alle Altersklassen.
Fiir weitere Studien wére es sinnvoll, die Nukleosomen getrennt nach Untergruppen und bei

wesentlich groferen Fallzahlen zu untersuchen.

6.2 Aussagekraft der Marker bei akuter myeloischer Leukdmie

Als zweite Gruppe untersuchten wir Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie. Neben den
malignen Lymphomerkrankungen sind die Leukdmien eine weitere Gruppe der systemischen
Krebserkrankungen. Die AML ist die am héufigsten vorkommende Leukdmie im
Erwachsenenalter. Im Gegensatz zu den Lymphomen, die abhéngig von der Klassifizierung,
die jeweils geeignete Chemotherapie erhielten, lag bei den AML-Patienten eine einheitliche
Therapiestrategie =~ vor  mit  inititaler = Induktionstherapie = und  anschlieBender
Postremissionstherapie. Die AML-Patienten erhielten deshalb bis auf die Rezidiv-Patienten

nur zwei verschiedene Therapieschemata als Induktionstherapie.

Die Chemotherapie bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie erfolgt nach kurativem
Ansatz. Ziel der Induktionstherapie ist das Erreichen der kompletten Remission, wobei
sdmtliche Tumorzellen zerstért werden und eine Normalisierung der Himatopoese einsetzt
(Winton 2004). Die anschlieBende Postremissionstherapie soll ein Rezidiv verhindern und das
Gesamtiiberleben steigern. Junge AML-Patienten unter 60 Jahren sprechen meist gut auf die
Induktionstherapie an und erreichen eine Rate von 70-80% mit kompletter Remission. Bei der
Doppel-Induktionstherapie mit TAD/TAD oder TAD/HAM zeigte sich eine komplette
Remission in bis zu 71% (Biichner 1999). Altere Patienten sprechen ungliicklicherweise
weniger gut auf die Induktionstherapie an und zeigen ein Ansprechen von lediglich 38% —
62% nach Induktion. (Smith 2004, Stone 2004, NCCN 2005)
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In den letzten Jahren hat sich hinsichtlich der Einteilung der Patienten mit AML viel
verdndert. Die FAB-Klassifikation wird heute von der neuen WHO-Klassifikation abgeldst.
Bei der FAB-Klassifikation spielen morphologische, zytochemische und immunologische
Befunde eine Rolle. Die WHO-Einteilung legt den Schwerpunkt auf eine zytogenetische
Klassifizierung, einschlieBlich morphologischer und anamnestischer Befunde. Die AML-
Patienten werden nach der Zytogenetik in drei Risikogruppen eingeteilt: giinstig, intermedidr
und ungiinstig. Ziel ist es, die Patienten der geeignetsten Therapie zu zufiihren und fiir die
Patienten der Gruppe mit ungiinstigem Risiko neue Therapien zu entwickeln. (Grimwade
2001, Byrd 2002, Schoch 2002, Winton 2003, Smith 2004). Zum Beispiel erhalten die
Patienten = der  zytogenetischen  Untergruppe  t(15;17)(q22;921) mit  akuter
Promyelozytenleukdmie als Therapie ,,all-trans retionic acid*“ (ATRA) (Tallman 1997, Asou
2001), die nicht zu einem Absterben der Tumorzellen sondern zu einer weiteren Ausreifung
fiihrt.

Prognosefaktoren bei AML

Die Risikoabschdtzung erfolgt neben der Zytogenetik durch zahlreiche weitere
Prognosefaktoren. Dazu zdhlen unter anderem das Alter, verschiedene Laborparameter, der
pratherapeutische Blastenanteil im Knochenmark, molekulargenetische Daten und der
Immunphénotyp. Neben all diesen prétherapeutischen Prognosefaktoren, wobei zur Zeit fast
ausschlieBlich die Zytogenetik relevant ist, zeigte sich, dass ein frithes Therapieansprechen
ebenfalls prognostisch von Bedeutung ist (Smith 2004). In einer Studie wurden hierzu
Knochenmarkuntersuchungen an Tag 16 ab Therapiebeginn, das heifit eine Woche nach Ende
der Induktion, durchgefiihrt. Dabei korrelierten der Blastenanteil im Knochenmark mit dem
Therapieansprechen. Das Erreichen eines frithen Blastenriickgangs sprach fiir eine giinstige

Prognose beziiglich kompletter Remission (Kern 2003).

Nukleosomen bei AML

In der vorliegenden Studie wurden die Nukleosomenkonzentrationen bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie tiglich wéhrend der ersten Woche der Induktionstherapie bestimmt.
Die Nukleosomen-Medianwerte nahmen nach einem anfanglichen leichten Anstieg an Tag 2
bis zum Ende der Woche deutlich ab. Der Median prétherapeutisch betrug 52 ng/ml stieg
innerhalb von 24 Stunden nach Applikation der Chemotherapie auf 71 ng/ml und sank bis Tag
6 auf Werte von 25 ng/ml. Die Gesamtvarianzanalyse zeigte, dass die Nukleosomen eine

Abhingigkeit von der Zeit aufwiesen.
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Dieser  zeitliche Verlauf ist folgendermalen zu erkldren.  Antileukdmische
Chemotherapeutika, wie Cytarabin in Kombination mit Daunorubicin und 6-Thioguanin
(TAD) oder mit Mitoxantron (HAM), verursachen DNA-Schidigungen oder verhindern die
DNA-Synthese, was letztendlich zum Zelltod der Tumorzellen durch Apoptose fiihrt (Miiller
1998). Die Aktivierung von Caspase 3 und Caspase 8 wurde bereits 12-24 Stunden nach
Verabreichung der Zytostatika gemessen (Stahnke 2001, Braess 2004). Ebenso wurde nach
Gabe von Chemotherapeutika ein Anstieg apoptotischer Zellen beobachtet. Mitoxantron zum
Beispiel induziert sehr friih Apoptose und zeigte innerhalb der ersten 24 Stunden eine hohe
Rate an Zelltod der Blasten (Halicka 1997). Eine weitere Studie berichtete, dass Cytarabin
zytotoxisch wirkt und die Blasten im Knochenmark in einem Zeitraum von 24 Stunden nach
Therapiebeginn zu zwei Drittel und nach 96 Stunden komplett reduziert (Braess 2004).
Ebenso wurde nachgewiesen, dass Daunorubicin Apoptose induziert mit dem Nachweis
charakteristischer morphologischer Zellverdnderungen und zur Bildung von nukleosomaler
DNA-Fragmenten in akuten myeloischen Zelllinien fiihrt (Quillet-Mary 1996).

Es zeigte sich nicht nur ein signifikanter zeitlicher Unterschied, sondern auch, dass die
Nukleosomen beziiglich des Therapieansprechens friithzeitig signifikant unterscheiden. Die
Nukleosomenkonzentrationen der Patienten mit kompletter Remission lagen meistens hoher
als bei den Patienten ohne Remission. Signifikant war diese Differenz bereits pratherapeutisch
sowie an den drei darauffolgenden Tagen nach Therapiebeginn. Bei den Patienten mit
kompletter Remission waren die Nukleosomenkonzentration wihrend der Tage 1-4 konstant

hoch im Gegensatz zu dem frithen Abfall der Werte bei den Patienten ohne Remission.

Nun bot es sich an, diese Ergebnisse in einem integrativem Mal3 zusammenzufassen. Hierzu
wurde die Fliche unter der Kurve (AUC) unter der Kurve von Tag 2-4 ohne den
pratherapeutischen Wert von Tag 1 berechnet, um den frithzeitigen direkten Therapieeffekt
aufzuzeigen. Anhand dieser Flache konnte signifikant (p = 0,042) zwischen den Patienten mit
kompletter Remission und den Patienten ohne Remission unterschieden werden.
Dartiberhinaus konnte das Therapieansprechen mittels AUC 2-4 sogar mit einer Spezifitit von
100% und einer Sensitivitit von 56% bei einem Cutoff von 150 ng/ml angezeigt werden.
Somit konnte mehr als die Hélfte der Patienten mit kompletter Remission innerhalb der ersten

Tage mit hoher Sicherheit identifiziert werden.

Vergleich der Ergebnisse der Nukleosomenwerte bei systemischen Krebserkrankungen und

soliden Tumoren

Diese Anderungen der Nukleosomen im Serum bei AML- und Lymphom-Patienten
unterschied sich deutlich von den fritheren Ergebnissen bei Patienten mit soliden Tumoren.

Bei den AML- und Lymphom-Patienten wurden bei kompletter Remission hohere
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Nukleosomen-Werte gemessen, wihrend bei den Patienten mit soliden Tumoren die héheren
Werte bei den Patienten ohne Therapieerfolg lagen. Diese kontroverse Beobachtung kann
moglicherweise durch verschiedene pathophysiologische Hintergriinde der Tumorarten erklart

werden.

Bei Patienten mit soliden Tumoren wurden erhéhte Nukleosomen-Werte hauptsidchlich bei
aggressiven Tumorarten und in bereits fortgeschrittenen Stadien beobachtet. Dies lésst sich
durch die bessere Blutversorgung dieser Tumorgewebe erkldaren. Dadurch kommt es zu einer
besseren Anflutung der Zytostatika im Tumorgewebe. Nach spontaner oder
therapieinduzierter Apopotose werden die Nukleosomen meist kurz nach der Freisetzung in
den Extrazellularraum durch Makrophagen und benachbarte Zellen eliminiert. Sie gelangen
also vermutlich nur in die Blutzirkulation bei stark erhohter Zelltodrate. Deshalb sind die
Werte bei progredienten soliden Tumoren wahrscheinlich héher wegen ihrer hoéheren
Aggressivitit mit einem hoéheren Umsatz maligner Zellen durch vermehrte Proliferation und
Zelltod.

Bei akuter myeloischer Leukdmie befinden sich die malignen Blasten in der Blutzirkulation
und im Knochenmark und sind dort fiir die Zytostatika direkt angreifbar. Dieser Effekt wurde
durch die Methode der Flowimmunozytometrie gezeigt, durch die eine erhdhte Zahl
apoptotischer peripherer Blutlymphomzyten und Blasten in der Zirkulation kurz nach der
Applikation von chemotherapeutischen Substanzen gemessen wurde in Abhidngigkeit von der
Art und der Dosis der Medikamente (Carbonari, 1994; Halicka, 1997). Hohe Raten
apoptotischer Zellen und somit hohe Nukleosomenkonzentrationen korrelieren mit
erfolgreichem Therapieansprechen, wihrend niedrige Werte eher mit einer Resistenz der
Zellen gegen apoptotischen Abbau korrelieren. Aufgrund dessen, dass die Nukleosomen
bereits 12-24 Stunden nach einem apoptotischen Ereignis freigesetzt werden (van
Nijwenheuze, 2003) und schnell unter physiologischen Bedingungen aus der Zirkulation
eliminiert werden, ist der frithe Anstieg mit dem folgenden schnellen Abfall wihrend der
Induktionstherapie zu erkldren (Gauthier, 1996; Atamaniuk, 2004). Dieser Sachverhalt spricht

fur eine effektive Elimination der leukdmischen Zellen.

Weitere Parameter bei AML-Patienten

Um die Information, die wir durch die Nukleosomen erhalten haben, weiter zu konkretisieren,
verglichen wir diese mit den Leukozyten, die bei Patienten mit Leukdmien und Lymphomen
ein wichtiger Verlaufsparameter in der Klinik sind. Je hoher die Leukozytenwerte umso
schlechter ist das Therapieansprechen und umso kiirzer das erkrankungsfreie Intervall
(disease free survival = DFS) und das Gesamtiiberleben (Martin 2000, Nguyen 2002, Revesz
2003, Tavernier 2003, Chang 2004). In unserer Studie gab es lediglich 5 Patienten mit einer
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Leukozytose von > 10 G/L. Davon wiederum waren nur zwei in der Gruppe der Patienten

ohne Remission.

Der Verlauf der Leukozyten unter Chemotherapie ist bei allen Patienten einheitlich. Die
Zytostatika der Induktionstherapie wirken myelotoxisch und fithren zu einer voriibergehenden
Knochenmarksaplasie. Wie zu erwarten fallen die Leukozytenwerte wéhrend dieser ersten
Therapiewoche deutlich ab. Am Ende der Woche befanden sich alle Patienten in der
Neutropenie. Die Verdnderung der Leukozyten {iiber die Zeit wihrend Therapie war
signifikant. Wie bei den Nukleosomen zeigte sich, dass die Leukozyten bei den Patienten mit
kompletter Remission allerdings erst spiter, meist ab Tag 4, abfielen im Gegensatz zu den
Patienten ohne Remission mit einem sofortigen Leukozytenabfall. Ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Therapieansprechens wurde jedoch nicht beobachtet. Nur die

Differenz zwischen Tag 1 und 2 ergab eine grenzwertige Signifikanz von p = 0,059.

Im Gegensatz zu den Leukozyten sind die Thrombozyten und das Hidmoglobin
pritherapeutisch meist unterhalb des Normbereichs aufgrund der Verdrangung der normalen
Héamatopoese im Knochenmark. Der Median der Thrombozyten und des Himoglobins lagen
deutlich unter dem Referenzbereich. In der Literatur ist eine prognostische Bedeutung der
Thrombozyten fiir das Therapieansprechen, das erkrankungsfreie Intervall und das
Gesamtiiberleben beschrieben. Niedrige Thrombozytenzahlen sprechen dabei fiir eine
schlechte Prognose (Colita 2001, Tavernier 2003). Auch Hadmoglobin-Werte von < 9 g/dl

gehen mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben einher (Colita 2001).

Durch die Myelosuppression der Zytostatika ist mit einem weiteren Abfall der Thrombozyten
zu rechnen. In unserer Studie erfolgte dieser kontinuierlich von Tag 1 bis hin zum Ende der
Woche. Dieser zeitliche Verlauf der Thromobozyten ist signifikant. Wéhrend die
Héamoglobinwerte beziiglich des Medians nahezu unverindert blieben. Beim Vergleich nach
dem Therapieansprechen fiel auf, dass die Thrombozyten im Gegensatz zu den anderen
Parametern in der Gruppe der Patienten mit kompletter Remission schneller abfielen. Beim
Hamoglobin hingegen war ein deutlicherer Abfall in der Gruppe der Patienten ohne
Remission zu sehen. Keiner der beiden Parameter konnte signifikant beziiglich des

Therapieansprechens unterscheiden.

Die Laktatdehydrogenase (LDH) weist erh6hte Serumspiegel auf bei Patienten mit erhohtem
Zellumsatz, wie er bei malignen Erkrankungen vorkommt. Da die LDH unter anderem in
Erythrozyten in groferer Konzentration vorliegt, spielt diese bei hidmatologischen
Krebserkrankungen eine Rolle. Bei Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie sind erhohte
Serumkonzentrationen priatherapeutisch meist iiber der 95% Perzentile Gesunder von 250 U/l
zu beobachten (Sadamori 1995, Kern 2003). Unsere Studie bestétigt diese Ergebnisse mit
einem Median prétherapeutisch von 338 U/I.
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Pratherapeutische LDH-Werte eignen sich zusétzlich als Prognosefaktor fiir das
Therapieansprechen und das Gesamtiiberleben. Je hoher die LDH vor Therapie umso geringer
ist das positive Therapieansprechen und umso kiirzer das Uberleben. (Nannya 2002, Kern
2003). In unserer Studie gab es beziiglich des pritherapeutischen Wertes kaum Unterschiede

in den beiden Patientengruppen.

Im engmaschingen Verlauf wéhrend der Induktionstherapie ist folgende Verteilung der LDH
in der Literatur beschrieben. Patienten mit kompletter Remission zeigen 72 Stunden nach
Therapiebeginn einen Anstieg der LDH, wéhrend diejenigen ohne Remission gleichbleibende
bis abfallende Werte aufweisen. Bei Bestimmung der LDH nach einem Monat allerdings
ergibt sich, dass die LDH bei Patienten mit kompletter Remission absinkt wihrend sie bei
Nichtansprechen ansteigt (Pandit 1990, Patel 1994). Auch in unseren Daten sieht man diesen
Anstieg der LDH bei Betrachtung der Medianwerte in der Gruppe mit kompletter Remission
an Tag 4, was 72 Stunden nach Therapiebeginn entspricht. Die Patienten ohne Remission
hingegen zeigen einen geringen Abfall. Eine signifikante Abhéngigkeit der LDH vom
Therapieansprechen besteht trotz der Unterschiede nicht. Ebenso ist keine signifikante

zeitliche Verdanderung der LDH zu sehen.

Beim Vergleich der beiden Ansprechgruppen kann beziiglich der LDH kaum ein Unterschied
festgestellt werden, obwohl man erwarten wiirde, dass die Patienten ohne Remission nicht so
deutlich abfallen. Unter den sieben Patienten ohne Remssion befanden sich vier, die an den
Folgen der Knochenmarkhypoplasie verstarben und somit zunéchst nicht progredient waren.

AuBerdem ist die Patientenzahl mit sieben sehr klein.

Die Thymidinkinase ist ein Marker, der bei akuten Leukdmien meist erhoht ist. In
gegenwirtigen Studien zeigte sich, dass AML-Patienten mit hoher pritherapeutischer
Thymidinkinase-Aktivitit hdufig einen adidquaten Blastenriickgang nach dem ersten
Induktionszyklus aufweisen (Jahns-Streubel 1997). In Ubereinstimmung mit diesen Daten
ergab sich in unserer Studie eine Tendenz zu hoéheren TK-Werten bei Patienten mit
kompletter Remission sowohl pritherapeutisch als auch wihrend des ersten Zyklus.
AulBerdem ist vorbeschrieben eine Korrelation der Thymidinkinase mit den Blasten im Blut,
sowie eine wahrscheinliche Freisetzung der TK aus malignen Blasten bei akuter Leukdmie
(Hagberg 1984, Sadamori 1995). Damit ldsst sich der hohere Anstieg der Thymidinkinase
wihrend der ersten Therapiewoche erkldren, wenn es zu einer Freisetzung der TK aus den

durch die Zytostatika zerstorten Blasten kommt.

Wie oben beschrieben spielt die Zytogenetik beziiglich der Prognose eine wichtige Rolle.
Aufgrund der geringen Patientenzahl und der groBen Heterogenitit der Zytogenetik wurde

keine Korrelation beziiglich des Therapieansprechens berechnet. Es zeigte sich, dass bei den
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ohne Remission 5 von 7 Patienten keinen normalen Karyotyp aufwiesen im Gegensatz zu den

Patienten mit kompletter Remission, bei denen es lediglich 7 von 18 Patienten waren.

Priatherapeutisch haben die Blasten im Knochenmark eine prognostische Aussagekraft. Je
hoher der Blastenanteil ist, umso schlechter ist das Therapieansprechen. Fiir den prozentualen
Riickgang des Blastenanteils im Knochenmark an Tag 16 nach Induktionsbeginn gilt ebenfalls
je hoher der Abfall umso besser die Prognose. In unserer Studie zeigte sich jedoch kein
préatherapeutischer Unterschied hinsichtlich es Therapieansprechens. Auflerdem kam es in

beiden Gruppen zu einem starken Abfall der Blasten.

Korrelation der Nukleosomen mit den Leukozyten und Blasten

Desweiteren fiihrten wir Korrelationen der Nukleosomen mit den Leukozyten und Blasten
durch, um einen eventuellen Zusammenhang zwischen dem Ursprung der Nukleosomen und
den Leukozyten und Blasten herzustellen. Die Korrelationsanalyse zeigte einen besonderen
Zusammenhang zwischen den Leukozyten an Tag 2 mit der Nukleosomenkonzentration im
Serum an Tag 2 (p=0,009), sowie beziiglich der Differenz von Tag 2 zu Tag 1 zwischen
diesen beiden Parametern (p=0,001). Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass die Leukozyten
eine wichtige Quelle oder nicht zuletzt ein Stimulator sind fiir die Freisetzung der
Nukleosomen in die Blutzirkulation oder ihre Elimination aus der Zirkulation verhindern
konnen. Diese Korrelation war besonders relevant fiir die Patienten mit kompletter Remission,
aber nicht fiir die Patienten ohne Remission. Die hoheren Nukleosomenkonzentrationen

scheinen hauptsédchlich das Ergebnis einer effektiven Blastenreduktion zu sein.

Dies bestitigte sich bei den Korrelationsberechnungen zwischen den Nukleosomen und
Blasten. Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen der Fldche unter der Kurve von
Tag 2-4 der Nukleosomen und dem Blastenriickgang von Tag 1 zu Tag 16. Je groBer die
Fliche unter der Kurve umso groBer war der Blastenriickgang. Beziiglich des
Therapieansprechens konnten weder die pratherapeutischen Blastenwerte noch der

Blastenabfall signifikant unterscheiden.

Aufgrund der hohen Aggressivitit und der Nebenwirkungen der Chemotherapie ist es wichtig,
das Therapieansprechen frithzeitig und moglichst durch nicht invasive Methoden
vorauszusagen. Neben den malignen Zellen werden durch die Zytostatika auch andere schnell
proliferierende Zellen geschidigt, was zu den bereits oben genannten Nebenwirkungen der
Myelotoxizitit einschlieBlich Andmie, Leukozytopenie und Thrombozytopenie fiihrt. Ebenso
gehoren hierzu Schleimhautentziindungen und gastrointestinale Symptome. Zusitzlich sind
spezifische Nebenwirkungen einiger Chemotherapeutika bekannt, wie Lungentoxizitit bei

Cytarabin und Kardiotoxizitit bei Daunorubicin und Mitoxantron.
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7. Zusammenfassung

Entgegen unseren Erwartungen wiesen die Nukleosomen-Verldufe bei den Lymphom-
Patienten keine einheitliche Tendenz auf. Die Gesamtvarianzanalyse der Nukleosomen ergab
weder eine zeitliche Abhéngigkeit noch einen signifikanten Unterschied beziiglich des
Therapieansprechens. Die Gruppe der Lymphom-Patienten war hinsichtlich der Histologie,
der Stadien und des Alters sehr heterogen, was auf ein unterschiedliches Verhalten der
Nukleosomfreisetzung unter verschiedenen Therapien schliefen ldsst. Bei den Lymphomen

wire eine getrennte Untersuchung homogener Untergruppen notwendig.

Bei den Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie zeigte sich wihrend des ersten Zyklus der
Induktionstherapie bei fast allen Patienten eine tendenzielle Abnahme der Nukleosomen-
Werte, in  manchen  Féllen nach  einem  inititalen  Anstieg. Hohere
Nukleosomenkonzentrationen korrelierten dabei signifikant mit einem giinstigen
Therapieansprechen. Signifikant war dieser Unterschied prétherapeutisch und an den Tagen

2—4 nach Therapiebeginn.

Die Fliache unter der Kurve von Tag 2-4 der Nukleosomen zeigte als integratives Mal3 den
frilhzeitigen Effekt der Induktionstherapie. Patienten mit kompletter Remission wiesen
groBBere Flichen unter der Kurve auf. Bei einer Spezifitit von 100% fiir das Nicht-Erreichen
einer Remission ergab sich bei einem Cutoff von 150 ng/ml die Sensitivitit von 56% fiir das

Ansprechen auf Therapie.

Es zeigte sich, dass nur die Nukleosomen bei den Patienten mit akuter myeloischer Leukémie
das Therapieansprechen friihzeitig beurteilen konnen. Alle anderen Marker wie die
Leukozyten, die Thrombozyten, das Hémoglobin, die Laktatdehydrogenase und die
Thymidinkinase konnten beziiglich des Therapieansprechens nicht signifikant unterscheiden.
Eine signifikante zeitliche Verdnderungen wéhrend der Induktionstherapie ergab sich neben

den Nukleosomen bei den Leukozyten, Thrombozyten und der Thymidinkinase.

Der Verlauf der Nukleosomen wihrend der Induktionstherapie bei AML-Patienten zeigte
einen dhnlichen Verlauf wie die Leukozyten. Die Nukleosomenwerte an Tag 2 korrelierten
signifikant mit den Leukozyten an Tag 2 sowie mit der Differenz von Tag 2 zu Tag 1. Die
Differenz der Nukleosomen korrelierte ebenfalls mit der Differenz der Leukozyten an den
ersten beiden Tagen. Desweiteren wurden die Nukleosomen mit den Blasten im
Knochenmark korreliert. Die pratherapeutischen Nukleosomen korrelierten invers mit Tag 16
der Blasten, sowie proportional mit dem Blastenriickgang von Tag 1 zu Tag 16. Dasselbe galt
fiir die Fliache unter der Kurve von Tag 2-4. Je grofler der Abfall der Blasten war, umso

grofler war auch die Flache unter der Kurve von Tag 2-4 der Nukleosomen. Vor allem die
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Korrelation mit den Blasten ldsst darauf schlielen, dass die Blasten ein wahrscheinlicher

Ursprung der Nukleosomenfreisetzung sind.

Um diese Ergebnisse vor allem bei den Patienten mit AML zu validieren, sind weitere
prospektive Studien mit groBeren Fallzahlen notwendig. AuBBerdem wire es dann mdglich, die
Nukleosomen mit weiteren Prognosefaktoren zu korrelieren, wie zum Beispiel mit der
Zytogenetik oder dem Immunphéinotyp. Besonders sinnvoll wire dies fiir AML-Patienten, die
keiner Prognosegruppe zugeordnet werden konnen. Ca. 50% der Patienten haben keine
zytogenetischen Auffilligkeiten und weisen einen normalen Karyotyp auf und nicht bei all
diesen Patienten konnen Molekularmarker nachgewiesen werden. Somit wire es gerade in
diesen Patientengruppen notwendig einen Marker zu haben, der das Therapieansprechen

frithzeitig beurteilen kann.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erlauterung

AIDS Autoimmun-Defizienz-Syndrom

AML Akute myeloische Leukimie

ATRA All-trans retionic acid

AU Arbitrary Unit

AUC Area under the curve

Bel B-cell lymphoma gene

32M 32-Mikroglobulin, Beta2-Mikroglobulin
BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CA 125 Cancer Antigen 125

CAD Caspase-activated deoxyribonuclease
CD Cluster of differentiation

CEBPA CCAAT/enhancer binding protein alpha
CLL Chronisch lymphatische Leukéimie

CR Complete remission, komplette Remision
CT Computertomografie

CYFRA 21-1 Cytokeratin 19 Fragmente

DISC Death receptor-induced signalling complex
DHGS Deutsche Hodgkin-Studiengruppe

DNS Desoxyribonukleinsiure

EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat

EFS Event free survival

ELISA Enzym-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
ESMO European Society for Medical Oncology
FAB Franzosisch-amerikanischen-britischen (Klassifikation)
Fas-R Name eines Zelltodrezeptors

FLT3 Fms-like tyrosin kinase 3
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G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
Hb Hiamoglobin

HIV Human immunodeficiency virus

HLA Human leucocyte antigen

HTLV Human T-cell-leucaemia-virus

ILSG Internationale Lymphomstudiengruppe

IP1 Internationale Prognose-Index

IPS International prognostic score

LDH Laktatdehydrogenase

MALT Mucosa associated lymphoid tissue

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MEIA Mirkopartikel-Enzymimmunoassay

MH Morbus Hodgin

MLL Mixed lineage leukemic

MPO Myeloperoxidase

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

NK-Zellen Natiirliche Killer-Zellen

NPC Nasopharyngeales Karzinom

oS Overall survival

PCR Polymerasenkettenreaktion

PD Progessive disease, Progression

PR Partial remission

PET Positronenemissionstomografie

R.E.A.L. Revised-European-American-Lymphoma (Klassifikation)
RFS Relapse free survival

RIA Radioimmunoassay

RNA Ribonukleinsiure

SD Stable disease

TK Thymidinkinase
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TRAIL-R TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
VEGF Vascular endothelial growth factor

WHO Welthandelsorganisation

ZNS Zentrales Nervensystem
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10. Anhang:

Chemotherapieschemata:

ABVD

Doxorubicin 25 mg/m?d Lv. d1+15
Bleomycin 10 mg/m*/d 1.v. d 1+15
Vinblastin 6 mg/m?/d Lv. d1+15
Dacarbazin 375 mg/m*/d Lv. d1+15
BEACOPP-Basis

Bleomycin 10 mg/m?/d 1Lv. dg

Etoposid 100 mg/m?/d Lv. d1-3
Doxorubicin 25 mg/m?/d 1Lv. dl
Cyclophosphamid 650 mg/m?/d Lv. dl
Vincristin 1,4 mg/m¥d 1Lv. d 8, max. 2 mg/d abs.
Procarbazin 100 mg/m?/d p.o. d1-7
Prednisolon 40 mg/m*d p.o. d1-14
BEACOPP-gesteigert

Bleomycin 10 mg/m*d Lv. d8

Etoposid 200 mg/m?*d 1Lv. d1-3
Doxorubicin 35 mg/m*d Lv. dl
Cyclophosphamid 1250 mg/m?/d LV. dl
Vincristin 1,4 mg/m?d Lv. d 8, max. 2 mg/d abs.
Procarbazin 100 mg/m?/d p.o. d1-7
Prednisolon 40 mg/m?/d p.o. d1-14
Dexa-BEAM

Dexamethason 3x 8 mg/d p.o.,iv. d1-10
BCNU 60 mg/d Lv. d2
Etoposid 250 mg/m?*d 1L.v. d 4-7
Cytosin-Arabinosid 100 mg/m?2x/d Lv. d4-7,alle 12 h
Melphalan 20 mg/m?/d Lv. d3

DHAP

Cisplatin 100 mg/m*d 1L.v. dl
Cytosin-Arabinosid 2x2 g/m?d V. d2alle12h
Dexamethason 40 mg absolut Lv. d 1-4, alternativ p.o.
Fludarabin 25 mg/m?/d LV, d1+5
FCM

Fludarabin 25 mg/m*d Lv. di1-3
Cyclophosphamid 300 mg/m?/d Lv. d1-3
Methotrexat 25 mg/m?/d Lv.

R-FCM

Rituximab 10 mg/m?/d LV, do
Fludarabin 25 mg/m?/d Lv. d1-3
Cyclophosphamid 300 mg/m?/d Lv. dl
Methotrexat 1250 mg/m?/d Lv. dl
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CHOP

Cyclophosphamid 750 mg/m?/d Lv. dl

Doxorubicin 50 mg/m*d 1L.v. dl

Vincristin 1,4 mg/m?d Lv. dl1

Prednisolon 100 mg absolut Lv. d3

R-CHOP

Rituximab 375 mg/m?/d Lv. dl
Cyclophosphamid 750 mg/m?/d LV, dl1

Doxorubicin 50 mg/m*d Lv. dl1

Vincristin 1,4 -2 mg/m?d 1Lv. dl

Prednisolon 100 mg absolut p.o. d1-5

CHOEP

Cyclophosphamid 750 mg/m?/d LV. dl1

Doxorubicin 50 mg/m*d Lv. dl

Vincristin 1,4 mg/m*d LV. dl

Etoposid 100 mg/m?/d Lv. d1-3
Prednisolon 100 mg absolut p.o. d1-5
Hyper-CDT

hyperfraktioniertes - - - -
Cyclophosphamid 300 mg/m? Lv. d 1-3 (12 stiindl.)
Dexamethason 20 mg/m?/d p.o. d1-4,9-12, 17-20
Thalidomid 100-400 mg/m? einmalig
Campath-FCD

Alemtuzumab 3/10/30/30 mg Lv. dl-4

Fludarabin 25 mg/m? Lv. d2-4
Cyclophosphamid 600 mg/m? Lv. d3

Doxorubicin 50 mg/m? Lv. d4
R-Dexa-BEAM

Rituximab 375 mg/m?/d Lv. dl
Dexamethason 3x8 mg Lv. d1-10

Carmustin 60 mg/m*d LVv. d2

Melphalan 20 mg/m?/d Lv. d3
Etoposidphophat 75 mg/m*/d 1L.v. d4-7
Cytosin-Arabinosid 100 mg/m? 1.v. d4-7 /12 stiindl.)
TAD

Cytarabin 100 mg/m? 1L.v. d 1-2, d 3-8 (12-stiindl.)
Daunorubicin 60 mg/m*d Lv. d3-5
6-Thioguanin 100 mg/m? 1Lv. d 3-9 (12 stiindl.)
HAM

Cytarabin oder 3 g/m? (<60 J.) Lv. d 1-3 (12-stiindl.)
Cytarabin 1 g/m?(>601J.) LV, d 1-3 (12-stiindl.)
Mitoxantron 10 mg/m*d Lv. d3-4
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Einzelverlaufe der Nukleosomenkonzentrationen der AML-Patienten wéhrend des 1. Zyklus:
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Patient 10 (Minnlich, 42 Jahre)
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300

200

100

Nukleosomen (ng/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8
Tag
Patientin 12 (Weiblich, 69 Jahre)
CR, Therapieschema TAD
300
]
S
< 200
g
£
2
]
= 100 .
]
z / \_‘_‘
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tag
Patient 14 (Ménnlich, 65 Jahre)
CR, Therapieschema TAD
300
g
S
< 200
g
£
2
S
= 100
=
’ '__\/’\\_.
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tag
Patientin 15 (Weiblich, 57 Jahre)
CR, Therapieschema TAD
2000
g
E” 1500
F
£ 1000
2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tag




Patient 16 (Minnlich, 68 Jahre)
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Patient 16 (Minnlich, 68 Jahre)
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Patient 21 (Minnlich, 44 Jahre)
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Patient 22 (Minnlich, 64 Jahre)
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