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Einleitung

1. Einleitung

.WeiRes Blut“ nannte Rudolf Virchow 1845 die Leukiégohne genaueres liber Atiologie
oder Behandlung dieser Erkrankung zu wissen. Inzdeiickliegenden knapp 170 Jahren
hat sich vieles auf diesem Gebiet getan. Viele Enkgisse zur Atiologie sind gewonnen,
Prognosefaktoren gefunden und Therapieschemataewgeprift und verfeinert.
Leukamien sind bosartige Erkrankungen, die ihrespdmg im hamatopoetischen System
haben. Es handelt sich dabei um eine ungebremisteale Vermehrung von unreifen
Vorlauferzellen der Blutbildung. Diese unreifen \&uferzellen - die Leuk&mieblasten -
verdrangen die normale Blutbildung im Knochenmavks flur die typischen Symptome
der Leukdmien verantwortlich ist: Verdrdngung deten Reihe fuhrt zur Anamie,
Verdrangung der weil3en Reihe zur Infektanfalligkand der Thrombozyten zur
Blutungsneigund.

Leukdmien sind eine Gruppe sehr uneinheitlicherrdfrkungen, die nach mehreren
Faktoren eingeteilt werden.

Eingeteilt wird nach der zellularen Herkunft (lyngtisch—myeloisch), nach der
Atiologie (primak—sekundar) nach dem zeitlichen Verlauf (akehronisch) und nach
dem Differenzierungsgrad (reifzelligunreifzellig). Akute Leuk&mien weisen in der
Regel undifferenzierte Zellen auf , chronische ehierenzierte Zellen.

Man unterscheidet daher vier Hauptgruppen der Lraigka
* AML (akute myeloische Leukamie)
* CML (chronische myeloische Leukamie)
* ALL (akute lymphatische bzw. lymphoblastische Lemi&)
* CLL (chronische lymphatische Leukamie), als leulsithe Sonderform eines
Non-Hodgkin-Lymphoms

DarlUberhinaus gibt es klonale Erkrankungen der Hdpogse, die keiner der Leukamien
exakt zuzuordnen sind, aber teilweise ahnliche khatk aufweisen. Die grof3e Gruppe
der myelodysplastischen und myeloproliferativen gme zahlt dazu. Vor allem

zwischen MDS und AML (morphologische Ahnlichkeitrdénochenmarksausstriche und
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oft gleiche Zytogenetik) scheint es ein Kontinuum geben, wobei trotzdem gefordert

wird, die Krankheiten zu trenn&n

1.1 Die akute myeloische Leukadmie (AML)
80% der akuten Leuk&mien im Erwachsenenalter sil.ADie akute myeloische
Leukamie zeigt zwei Altersgipfel: die frihe Kindheind das spate Erwachsenenalter.
Mit 3,7/200000 Neuerkrankungen pro Jahr und eiltersabhangigen Mortalitat von 2,7
bis 18 pro 100000 gewinnt die Erkrankung geradedé@m immer alter werdenden
Gesellschaft immer gréssere Bedeutting.
Die Symptome resultieren wie eingangs erwahnt femaaus der Verdrangung gesunder
Zellreihen im Knochenmark. Es handelt sich um &t @insetzendes Krankheitsbild. Zur
Symtomatik gehoéren
» Allgemeinsymptome: Abgeschlagenheit, Mudigkeit,beie Nachtschweil3
* Anfalligkeit fur bakterielle Infekte infolge Gramypenie: Entzindungen an
Schleimh&uten, Candidosen
* Beschwerden aufgrund von Anamie: Blasse, Dyspnamligkeit
* Blutungen infolge Thrombozytopenie: Petechien, Werbrauchskoagulopathie
auch grof3flachigere Haut- und Schleimhautblutungen

» spezifische Symptome: z.B. hypertrophische GingiyAML FAB M4 und M5)

Die Atiologie der AML ist bis heute nicht vollig krt. Man vermutet ein
multifaktorielles Geschehen. Fiur einzelne FAB-Sabgkn existieren spezifische
zytogenetische Befunde (siehe unten). Diese strelktn Chromosomenaberrationen
(Inversionen, Deletionen, Translokationen) fuhrexlst zu Genprodukten, die eine
Enthemmung der Zellteilung auf einem unreifen Nweaaach sich zieht. Fir einen
Grof3teil der AML (50%) liegt aber ein normaler Katyp vor und die molekularen

Mechanismen sind damit unklar.

Die akute myeloische Leukdmie kann ohne zugruretgehide Ursache, also primér (oder
de novo) auftreten, oder im Gefolge von Umstander( chron. Exposition mit Noxen)

oder Grunderkrankungen (sekundare AML).
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Ursachen fur sekundare AML sind:

* Genetische Faktoren: Trisomie 21 (Down-Syndrominéfelter-Syndrom (XXY)
* andere Grunderkrankungen:
- myelodysplastische Erkrankungen
- aplastische Anamie
- myeloproliferative  Erkrankungen (Blastenschub einehronischen
myeloischen Leukamie, Polyzythamia vera, Chroniscti®pathische
Myelofibrose, essentielle Thrombozythamie)
» Knochenmarksschadigungen durch:
- Chemikalien: Benzol, Lost-Derivate, Zytostatika;

- lonisierende Strahlung

Zentrales Element der Diagnostik ist die mikroskope Untersuchung des
Knochenmarksausstriches nach speziellen Farbungémay-Grinwald-Farbung,
Peroxidase-Farbung, Esterase-Farbung, Eisen-FgrBengdsaure-Schiff-Reaktion). Die
Einteilung der AML erfolgt klassischerweise nachr #\B (French-American-British)
Klassifikation, die seit ihrer Einfihrung 197@mmer wieder modifiziert und ergénzt
wurde. (siehe 2.1.1).
Ein moderner Ansatz zur Einteilung von onkologisth&ankheitsbildern ist die WHO-
Einteilung der AML. Bei dieser Einteilung werden neben rein morphistdten Kriterien
auch genetische Aberrationen miteinbezogen:

1. AML mit definierten zytogenetischen und molekularggschen

Aberrationen
2. AML mit multiline&rer Dysplasie (mit und ohne MDS)
3. therapieassoziierte AML

4. andere AML-Formen

Neuere Versuche der Einteilung lassen Erkenntaissémmunzytologie und Zytogenetik

im Therapieverlauf einflieBen. Ein Beispiel ist #imssifikation der AMLCG.

Der Nachweis bestimmter Oberflaichenmarker unteastite Diagnosesicherung der

Leukdamie. Kombinationen dieser Marker charaktamgie die Leukamiezellen und

11
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erleichtern deren Zuordnung zu bestimmten Zellreiliie gewonnene Charakterisierung
der Leukamieblasten kann auch zur Remissionsbeurteiund zur Detektion von

minimaler Resterkrankung herangezogen werden.

Zellreihe Antigen

Panmyeloisch CD13, CD33, CD65s
granulozytér, monozytar CD15, CD14, CD64
Vorlaufer-Zellen CD34, CD117, CD7

Tabelle 1: typische Oberflachenantigene und ihre Zordnung zu Zellreihen’

Man kennt mittlerweile verschiedene Einflussfakigrdie die Prognose der Erkrankung
mitbestimmen. Das Abschatzen der Prognose isti&iPthnung einer individualisierten

Therapie essentiell.

Schlechte Prognose wird bestimmt durch:

« Hohes Alter und/oder schlechter Allgemeinzustaridiiggnosestellung

- Hohe Leukozytenzahl bei Diagnosestellung

- Vorangegangene hamatologische Erkrankung (z.B. ME&tenschub bei CML)

« Ungunstige Zytogenetik (Trisomie 8, Aberrationem@hromosom 5 oder 7,
1(6;9), t1(9;22), 11g23-Aberrationen, komplexe z@ngtische Aberrationen)

« Sekundare AML

Prognostisch gunstige Faktoren sind:

- Promyelozyten-Leukamie (FAB M3)
- Glnstige Zytogenetik: t(15;17), inv(16), t(8;21)

Grundlegendes Element der Therapie der AML ist emtensive Chemotherapie. Sie
gliedert sich nach AMLCG-92im Wesentlichen in drei Therapieblocke:

1. Induktionstherapie nach HAM/HAM- oder TAD/HAM-Scham

12
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2. Konsolidierungstherapie TAD-Schema
3. Erhaltungstherapie Busulfan, Cyclophosphamid mischhelRender autologer
Stammzelltherapie oder monatliche Therapie mit €igté\rabinosid-
Chemotherapie Uber drei Jahre abwechselnd mit Zick&m Daunorubicin,
Thioguanin oder Cyclophosphamid
(zu den Schemata siehe 2.1.1)

Jingere Patienten mit histokompatiblen Geschwiskémmen auch nach Erreichen der

ersten kompletten Remission einer allogenen Stadithrezgie zugefihrt werden.

Behandlungsablauf

Induktionstherapie Konsolidierungstherapie Erhaltungstherapie
TAD| [HAM| —— TAD _AD-AT-AG-AT
+/- G-CSF Uber 3 Jahre
(HAM ]| (HAM]
4
+-G-CSF 7 v
Stammzellentnahme Stammzellrickgabe

Abbildung 1: Behandlungsablauf nach AMLCG-92 modifiziert

Die akute myeloische Leukamie ist eine heterogetkeaBkung, deren Prognose von den
oben genannten Faktoren abhéngt. Bei jungeren natiekann im Rahmen der
Standardtherapie eine komplette Remission in bis8@% der Falle erreicht werden.
Allerdings haben nur 20-30% Rezidivfreiheit GUbehréa Patienten im Alter von Uber 80
Jahren erreichen nur bis zu 55% eine komplette 8aom mit unerfreulich niedrigen

Raten von Langzeitiberleben. Unglicklicherweise ®as mediane Alter bei

Diagnosestellung ca. 70 Jafire.
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1.2 Die myelodysplastischen Syndrome (MDS)

Bei den myelodysplastischen Syndromen handelt @s ebenfalls um hamatologische
Systemerkrankungen, die mit einem Verlust der Héhig zu Ausreifung und
Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellemezgehen? Es handelt sich um
eine heterogene Gruppe von klonalen Stammzellem@kkngen, die durch eine
ineffektive Hamatopeose gekennzeichnet sind.

Man unterscheidet die primare MDS von sekundarenSMHOrmen, die nach Therapie
oder anderweitiger Exposition mit alkylierenden modmmunsuppressiven Substanzen
auftreten (aucltherapy-related MDS, t-MDS). Das MDS ist eine Erkrankung vorwieden
des alteren Menschen, es kénnen jedoch auch Kbedeoffen seirt?

Die hamatopoetischen Stammzellen behalten bei des die Fahigkeit zur Ausreifung,
die ausreifenden Zellen weisen jedoch morphologisehd funktionelle Defekte auf.
Diese Defekte konnen sich in allen drei hamatopok&n Zellreihen finden. In frihen
Krankheitsstadien findet sich ein Nebeneinandernanmalen und abnormalen Zellen, da
sowohl normale, als auch abnormale Stammzellewr skid und deren Zellnachkommen
ausreifen. Die erniedrigte Zahl von reifen perigmerBlutzellen ist Ausdruck einer
gesteigerten Apoptose der abnormalen Zellreiheres Dindet seinen Ausdruck in
gewohnlich  hyperzellularem  Knochenmark mit  perigher Zytopenie. Mit
fortschreitendem Krankheitsverlauf ist die Fahigkeir Apoptose vermindert, der Anteil
an blastaren Zellen ist erhoht. Bei ca. 30% dereRi&@n mundet die Erkrankung in eine
AML mit schlechter Prognose.

Klinisch fallen die Patienten durch die Auswirkurier Zytopenien der einzelnen
Zellreihen auf:

Die meist zu beobachtende Ané&mie fuhrt zu Abgegdnheit, Mudigkeit und

Leistungseinschrankungen. Die quantitative und itpisle Verminderung der weil3en
Reihe fuhrt zu erhdhter Infektneigung und rezidiemelen Infekten. Die Verminderung
der Thrombozyten fuhrt zu erhdhter Blutungsneigamgy dermalen Hamatomen, leicht
blutenden Schleimh&auten und gastrointestinaleruBlyn.

Der Begriff der myelodysplastischen Syndrome wut@i82 durch die French-American-

British (FAB) Cooperative Group gepragt. Es wurdeBubtypen nach morphologischen

14
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Kriterien unterteilt (siehe Tabelle &).Die Kriterien umfassen den Blastenanteil im
peripheren Blut und im Knochenmark, das Vorkommem \Ringsideroblasten und

Auerstabchen und die Anzahl der Monozyten im peniph Blut.

Subtyp Blastenanteil andere
im im Kriterien

peripheren Blut Knochenmark

Refraktare RA <1% <5%

Anamie

Refraktare RARS <1% <5% > 15%

Anamie mit Ringsideroblasten

Ringsideroblasten

Refraktare RAEB <5% <19%
Anamie mit

Blastenexzell

Refraktare RAEB-T >5% 20-29% Auerstabchen
Anamie mit

Blastenexzel} in

Transformation

Chronische CMML <5% <20% >1000
myelomonozytare Monozyten/pl
Leukamie Blut

Tabelle 2: FAB-Klassifikation der MDS

Die FAB-Klassifikation wurde 1999 von einer Arbeitigpe der WHO Uberarbeitet, um
prognostischen und zytogenetischen ErkenntnissehriReg zu trageh’
Dabei wurden die Patienten mit einem medullarerstBlzanteil von tber 20% den akuten

myeloischen Leukamien zugeordnet. Die CMML wurderdhlls aus der Gruppe der

15
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MDS ausgegliedert. Die RA und RARS der FAB-Klagsifion wurden
zusammengenommen und je nach Vorkommen von Dyspkshen in der
granulozytaren und megakaryozytaren Reihe aufgeteikine rein dyserythropoetische
Anamie (PRA) bzw. eine Anamie mit mulitlineéarer Piasie (RCMD). Beide Formen
kénnen mit oder ohne Ringsideroblasten auftretds. Ztogenetisch definierte MDS-
Untergruppe, die morphologisch sonst nicht eingeetrdverden kann, wurde das 5g-
Syndrom aufgenommen. Es zeigt zwar einerseitsivelgtufig einen Ubergang in die
AML, andererseits kann mit Lenalidomid (ein Thahdd-Derivat) als
immunmodulierenden Arzneistoff eine gute Prognodea&serung erreicht werdéh.

Die Gruppe der RAEB wurde aufgeteilt in eine pragfiszh gunstigere Gruppe RAEB |
mit einem medullaren Blastenanteil von >5% und <1@8d eine ungiinstigere Gruppe

RAEB Il mit einem Blastenanteil von >10% und <20% Knochenmarksaustrich.

Subtyp Blastenanteil Andere Kriterien
im im

peripheren Blut Knochenmark

PRA <1% <5% nur Dyserythropoese

(+/- Ringsideroblasten)

RCMD <1% <5% Multilineare Dysplasie

>

(+/- Ringsideroblasten)

RAEB | <5% 5-10%
RAEB II <5% 11-19%
nicht <1% <5%

klassifizierbar

50- Anomalie

Tabelle 3: WHO-Klassifikation der MDS
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1.3 Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und Verlust der Heterozygotie (loss of

heterozygosity, LOH; allelic imbalance, Al)

Es ist mittlerweile allgemein bekannt, dass die steei menschlichen Krebsarten

genetische Instabilitaten auf verschiedenen Ebanémeisen™:

- Sequenzinstabilitaten (Basenaustausch, -insertjonen-verlust;
Mikrosatelliteninstabilitat)
- Chromosomale Aberrationen und Allelenverlust (loSketerozygosity)

- Genamplifikationen

Unter Mikrosatelliten (synSSR - Simple Sequence Repeats oder aB&8LP - Simple
sequence length polymorphism) versteht man nicligkende DNA-Sequenzen, die im
Genom eines Organismus oft wiederholt werden. 8sdhen aus einer variablen Anzahl
von kurzen Di-, Tri-, oder Tetranukleotidwiederhafjien. Sequenziert man am Locus
eines Mikrosatelliten, so erhéalt man Sequenzen WdCATCATCATCATC...".
Aufgrund ihrer hohen Variabilitdt und Verteilungskie im Genom sind die meisten
Individuen beziglich dieser polymorphen Marker hetggot. Somit kdnnen sie zur
Genanalyse verwendet werden, da die Anzahl der &etlingen sich bei verschiedenen
Individuen unterscheidet. Nach Amplifikation migePCR und Fragmentlangenanalyse
finden sich in gesunder DNA zwei (mutterliches wéterliches) Allele.

Mikrosatelliten sind die haufigste Form repetitivBNA. Am haufigsten sind die

Dinukleotidwiederholungen vom Typ (CA)n. Diese mactetwa 0,5% des Genoms aus.

Normalerweise ist die Replikation ein streng koltieder Prozess. Ein System aus
Proteinen, das mismatch repair system (MMR) entdaoki korrigiert den Einbau von
falschen Basen (mismatch) in neu hergestellten [Bt&ngen. Sind die Gene fir diese
Reparaturproteine (z.B. hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMBBRMS?2) defekt, so kann es
zum Ausfall des Reparatursystems kommen. Ein Symptieses MMR-Defizites ist die
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Es lassen siclanth in der Fragmentlangenanalyse

zusatzlich zu den elterlichen Allelen Banden bzeak nachweiself.

17
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Der MSI-Phanotyp wurde als erstes fur das kolofektéarzinom nachgewiesen. In
ungefahr 15% der sporadischen oder HNPCC (hergditam-polyposis colorectal cancer)
-Tumore ist diese Instabilitdt nachweisbar. Sistl&sch ebenfalls in ca. 15% der Magen-
und Endometriumkarzinome und in geringerer Verbrgt in anderen menschlichen

Tumoren detektiereri!

Loss of heterozygosity (LOH) ist ein in Tumoren figuzu findendes Phanomen. In der
LOH Analyse werden ebenfalls die Mikrosatellitemdrgezogen. LOH bedeutet, dass ein
Allel bei ansonsten intaktem Chromosom fir ein @erloren gegangen ist. Dies ist mit
Mikrosatellitenanalyse fur heterozygote Merkmalgé&ndgut nachweisbar. Unterscheiden
sich zufalligerweise mutterliches und vaterlichdielAin der Lange der Mikrosatelliten

nicht, so ist dieser Genort einer LOH-Analyse nminganglich.

In der Regel ist LOH in der Tumorgenese erst dafevant, wenn Tumorsuppressorgene
(TSG) betroffen sind. Diese sind normalerweise ssixe d.h. ein Allel reicht fur die
Aufrechterhaltung der Funktion aus. Die Inaktiviegu beider Allele (,Two hits
hypothesis“ nach Knuds&) kann zu unphysiologischem, malignem Zellwachstum
fuhren. Die Bedeutung von LOH in der Tumorgenesevbeschiedenen Tumorentitaten

wurde wiederholt gezeidt.

Das Vorkommen und die Bedeutung von LOH und MSIritenauch bei malignen

hamatologischen Erkrankungen nachgewiesen weéfdeR?

1.4 Problemstellung und Ziele der Arbeit

Die Therapieentscheidung bei AML ist mittlerweikshs standardisiert (s.0.). Trotzdem ist
es im Einzelfall immer wieder schwierig zu entsdes, ob man mit der allogenen
Stammzelltherapie die derzeit wirksamste - wenrhawebenwirkungsreichste — ,Waffe*
gegen ein Rezidiv anwenden soll. Gerade in dertgndGruppe der Patienten mit einem
mittleren zytogenetischen Risiko ist diese Entshiweg schwierig. So ist der Kliniker

immer auf der Suche nach neuen, besseren Progktusefa
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Klinisch tatige Mediziner berichten zudem, das$r siomer wieder die zytogentischen
Befunde der Erstdiagnose AML und die des Rezidivesrscheiden kdnnen.
Dies wirft mehrere Fragen auf:
- Existieren in einem Patienten mehrere Stammzel&klahie abwechselnd
eine AML auslosen kénnen?
- Ist das Rezidiv eine therapieassozierte neue AML?
- Besteht ein ,genetischer Flurschaden®, namlich Daspn in
hamatopoetischen Progenitor- und Stromazellenzdie Entstehen einer
neuen AML fuhrt?

Diese Fragen kdnnen mit einer Forschungsarbeiesiticht abschliel3end geklart werden.
Dennoch lag die Uberlegung nahe, nach genetiscleéanderungen in Form von LOH
und MSI auf Stammzellebene zu suchen. Dies salite Zeitpunkt einer morphologisch
und zytogenetisch normalen Hamatopoese nach dektind einer kompletten Remission
(CR) nach AML geschehen. Quelle fiir die DNA sollteD34+ aufgereinigte Zellen aus
Leukaphereseprodukten sein. Besonders interessahien dieser Ansatz, da die meisten
bisherigen genetischen Analysen sich auf die AMasBtn bezogen und nicht die

»=hormale“ Remissionsh&matopoese in den Fokus nahmen

Wenn genetische Instabilitaten in Form von LOH odeéf MSI gefunden werden, sollte
1. ein Vergleich mit einer geeigneten Kontrollgrupmégen, ob diese Veranderungen
durch die intensive Chemotherapie zu erklaren sind,

2. der EinfluR auf das rezidivfreie Uberleben untehrsweerden.
Die PCR-Primer wurden nach Literaturrecherche swapé, dass die untersuchten

Genregionen entweder in myeloischen Erkrankungdsarbeermafien relevant oder fur

die Entstehung von soliden Tumoren von Bedeutumd; si
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Auswahl der Primer/Genorte

D2S123/h-MSH2

Das Genprodukt des humanen MSH2-Gens zahlt zu daeifen, deren Funktion die
Reparatur von fehlerhaft gepaarten Basen bei dedogelung der DNA im Rahmen der
Zellteilung ist. Eine Mutation im MSH2-Gen ist arerdEntstehung des hereditéaren
kolorektalen Karzinoms ohne Polypose (hereditary mmlyposis colorectal cancer,
HNPCC) und anderen gastrointestinalen Malignomerieilit.>® LOH (loss of
heterozygosity) in der MSH2-Genregion wurde auchPlattenepithelkarzinomen von
Kopf und Hals festgestefif.

Auch bei AML-Blasten wurden bereits LOH bei MSH2tigestell£>

APC

Das Tumorsuppressorgen APC ist wichtig fir die dregskontrolle von Zellen. Fallt es
aus, dann teilen sich die betroffenen Zellen uniadirgrt. Die Auswirkungen eines

Ausfalls dieses Gens ist bekannt von der familisadanomatdsen Polyposis coli (FAP)

und dem haufig daraus entstehenden kolorektalerimGm?®

D7S486

Die untersuchte Region 7g31.1 ist eine bekanntllagg&region fur die Entwicklung von
LOH. LOH in diesem Bereich ist assoziiert mit der gghessivitat von
Prostatakarzinoméh Bei myeloischen malignen Erkrankungen reicht $iadigung in
diesem Bereich von Deletionen des ganzen Chromosonés zur LOH in einem
bestimmten Genbereich. 79g31.1 gehdrt zu den Beeidfie des ofteren von LOH

betroffen sind®

D7S525/c-Met
Das Protoonkogen c-met wird auf den langen ArmG@ae®mosom 7 kodiert. Es kodiert

einen Thyrosinkinase-Rezeptor fur einen Wachstukisfader in der Leber gebildet wird.
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LOH in diesem Bereich ist unter anderem bekanntbeEntstehung und Progression von
Mammakarzinom und Magenkarzinofi >
C-Met steht ebenfalls im Verdacht, bei verschiedemealignen hamatologischen

Erkrankungen - auch bei der AML - eine Rolle ztefpi>!

D8S559/ETO

Das ETO-Gen auf dem Chromosom 8 ist bei AML bekarshirch das
Translokationsprodukt AML1-ETO bei der Translokati®(8;21). t(8;21) spielt eine
bedeutende Rolle in der Leukamieentwickldhg.

D11S1356/MLL

Das ,mixed lineage leukemia“-Gen (MLL-Gen) ist ierdLeuk&miediagnostik bekannt
aus zytogenetischen Befunden. Wie kirzlich gezeigirden konnte, sind auch
subchromosomale Veranderungen an diesem Genorighdadwohl bei AML der

Erwachseneti, als auch bei akuten Leukamien der Kirftler

MFD15 (D17S250)/BRCA1

Mutationen im BRCA1-Gen sind seit langem bekannisikBfaktoren fir familiare
Brustkrebserkrankungen, aber auch fir Ovarialkarmig. Neuere Erkenntnisse weisen
darauf hin, dass neben diesen auch Magen-, Bauchsfmitisen- und Prostatakrebs mit

dem familiaren Auftreten von BRCAL vergesellschasisin konnterr.

TP53ALS/p53

p53 ist als Wachter des Genoms bekdhnEs ist ein 53kD Protein, das als
Tumorsuppressorgen wirkt. Bei DNA-Schaden werdeteruMitwirkung von p53 als
Transkriptionsfaktor vermehrt Gene exprimiert, die Apotose, Konrolle des Zellzyklus
und DNA-Reparatur beteiligt sind.

p53 ist in nahezu 50% aller menschlichen TumoreartutAuch bei Leukamien sowohl
der myeloischen, als auch der lymphatischen Réjtiep53-Mutationen beschriebeli.
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Primer Chromosomenregion Involvierte Genregion
D2S123 2pl6 h-MSH2

APC 5021 - 22 APC

D75S486 7931.1 unbekannt

D7S525 70922 - 31.1 c-met

D8S559 8922 ETO

D11S1356 11923 MLL

MFD15 17911.2 - 12 BRCA 1

TP53ALS 17p12 -13.1 pS3

Tabelle 4: verwendete Primer und zugehdrige
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten- und Probenauswahl

2.1.1 AML-Patienten

Fur diese Arbeit wurden 61 Patienten mit de-novolAdder sekundarer AML (AML aus
MDS) ausgewahlt, bei denen eine autologe peripBénestammezelltransplantation (im
Folgenden: auto-PBSZT) im Rahmen einer standartisieStudientherapie durchgefihrt
worden ist, beziehungsweise vorgesehen war. Esarmest keine Selektionskriterien
beziglich Alter, Karyotyp der Blasten bei Diagnodd)H oder anderen bekannten
Prognosefaktoren. Die Auswahl der Patienten oeetatisich an der Verfluigbarkeit von
Reservebeuteln mit Aphereseprodukten und der Higwig der Patienten zur
wissenschatftlichen Nutzung. Ausgeschlossen wurdaier®en mit primarer allogener
Blutstammzelltransplantation.

Alle Patienten wurden gemaR einem Pilotstudienpitoder AMLCG-92 Studie
behandelt, die eine auto-PBSZT als Postremissierggie beinhaltet. Sie erhielten als
Doppelinduktionstherapie das TAD-HAM-Schema: Thiagim, Cytarabin (Ara-C) und
Daunorubicin (TAD) in einem ersten Zyklus, gefolgin Hochdosistherapie mit Ara-C
und Mitoxantron (HAM).

Sechs Tage nach Ende der Induktionszyklen wurde Alissschwemmung von
Blutstammzellen mit einer taglichen subkutanen Kiiggn mit G-CSG (granulocyte-
colony-stimulating factor) ins periphere Blut stilea. Die Konsolidierungstherapie
bestand aus Busulfan und Cyclophosphamid mit aiefdrnder auto-PBSZT

beziehungsweise einer Konsolidierung mit TAD unddzeiterhaltungstherapie.

Therapieplan TAD:

100 mg/mi  Ara-C kontinuierliche intravendse (iv.) InfusionTag 1und 2
100 mg/ i Ara-C iv. Infusion Gber 30 min alle 12 Stunden gTabis 8
60 mg Daunorubicin iv. Infusion Gber 30 min taglic Tag 3 bis 5
100 mg/m  Thioguanin  orale Medikation alle 12 Stunden Bdgs 9
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Therapieplan HAM:
3 g/nf Ara-C iv. Infusion Uiber 3 Std. alle 12 Stunden Tag 1 bis 3
10 mg/nf Mitoxantron iv. Infusion Gber 30 min. taglich da bis 5

Therapieplan auto-PBSZT als Konsolidierung:

4 mg/kg Busulfan orale Medikation taglich Taghi9 -6
60 mg/dg Cyclophosphamid iv. taglich Tag -548is
auto-PBSZT Tag O

Untersucht wurden nicht mehr benttigte Reservebeuties gewonnenen
Aphereseproduktes fur die auto-PBSZT. Die Aphenemkikte wurden gemali
standardisierten Bedingungen im Rahmen der klieiscRoutine gewonnen. Zeitpunkt
der Gewinnung war der Abschluss der Induktionsiieraind Erreichen der ersten
kompletten Remission.

Parallel wurden von 47 der 61 AML-Patienten ge#®rBinochenmarksausstriche auf
Objekttragern untersucht. Nach DNA-Gewinnung wurdahdem selben Primer-Paneel
mittels PCR LOH und MSI gesucht. Der Zeitpunkt damtnahme war wie bei der

Stammzellapherese die erste komplette Remissi@he(sinten)

Zytomorphologie

Die Untersuchung der Zytomorphologie wurde im Rammder Routinediagnostik von
Knochenmarksaspiraten und -stanzen an der Klinmikifimatologie und Onkologie an der
Klinik der Universitat Regensburg durchgefihrt. istardmanig wurde May-Grinwald-
Farbung, Peroxidase-Farbung, Esterase-Farbungn-Eébung und Perjodsaure-Schiff-
Reaktion gemaR standardisierten Bedingufft@ngewandt.

Alle Knochenmarksausstriche wurden gemal der deigrobien Routine untersucht und
eine Zahlung der Blasten mit Bestimmung des prazden Anteils vorgenommen.

Die zytomorphologische Einteilung der Blasten ajfelnach WHO-Kriteriet.

Die Morphologie der Blasten wurden gemald der Frekolerican-British (FAB)

Cooperative Group folgenden Gruppen zugeordnet:
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FAB- AML-Unterform/Subtyp Typische

Klassifikation Zytogenetik

FAB MO Akute myeloische Leukamie
(= Myeloblastenleukamie) mit minimaler
Differenzierung

FAB M1 Akute myeloische Leukamie
(= Myeloblastenleukdmie) ohne Ausreifung

FAB M2 Akute myeloische Leukamie t(8;21)
(= Myeloblastenleukdmie) mit Ausreifung

FAB M3 Akute Promyelozytenleukdmie (APL) mitt(15;17)
starker Granulation

FAB M3v APL-Variante (mikrogranular )(APLv) t(15;)17

FAB M4 Akute myelomonozytare Leukamie

FAB M4Eo Akute myelomonoblastare Leuk&amie miinv (16)
eosinophilen Granulozyten

FAB Mb5a/b Akute monozytare/monoblastédre Leukamie
(=Monoblastenleukamie)

FAB M6a/b Akute Erythro-Leukamie
(=Erythroblastenleukdmie) mit/ohne
myeloiden Anteilen

FAB M7 Akute megakaryozytare Leukamie

(=Megakaryoblastenleukamie

Tabelle 5: FAB-Klassifikation der AML
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Zytogenetik

Die zytogenetischen Untersuchungen wurden im Rahmeerdiagnostischen Routine am
Labor fur spezielle Leukamie-Diagnostik, 11l: Methische Klinik, Klinikum Grof3hadern,
Munchen, durchgefihrt. Dabei handelt es sich umLenkamie-Referenzlabor gemaf
AMLCG-92.

Die zytogenetischen Daten wurden gemafR der inierredéen Nomenklatur fir humane
Zytogenetik Kklassifizieff. Die zytogentischen Befunde wurden in Untergruppein
guter, mittlerer und schlechter Prognose eingékteilt

Risikogruppe Zytogenetik

1 = gunstige Prognose t(8;21)(q22,922)
t (15;17)nb
inv(16)(p13922)

2 = mittleres Risiko Normaler Karyotyp
-Y

3 = ungunstige Prognose -5/del(5q)
-7/del(7q)

11923 (MLL) Rearrangement
inv(3)(g21,926)
t(3;3)(g21,926)

ins(3;3)

17g9-Abnormalitaten

komplex aberranter Karyotyp

(>3 Aberrationen)

Tabelle 6: Zytogenetische Befunde und Risikogruppen
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Immunphanotypisierung und Detektion von minimaler Resterkrankung (minimal
residual disease, MRD)
Zusatzlich zu zytomorphologischen und zytogene&ischUntersuchungen wurden
verschiedene Oberflachenmarker der Leukamiezellem Zeitpunkt der Diagnose
untersucht, um die Tumorzellen ndher zu charaktees. Dies geschah im Rahmen der
diagnostischen Routine bei allen Patienten mitRiegnose AML. Die Charakteristika
der Leukdmieblasten wurden zur Detektion von MRDdan Leukaphereseprodukten
verwendet.
Zur Untersuchung mittels DurchfluRzytometrie - dwgefiihrt vom Institut fur klinische
Chemie und Labormedizin am Klinikum der Universit&egensburg - wurden
fluoreszenzmarkierte Antikdrper in festen Kombioagn verwendet, die sich zur
Detektion von MRD bewéhrt habén

 HLA-DR/CD14/CD45

« (CD8/CD4/CD3

+ CD7/CDla/CD2

« CD10/CD5/CD19

+ (CD65/CD33

»+ (CD34/CD13/CD20

» CD41/glycophorinA

» CD42b/CD15

* kappa/lambda/CD19

« IgM/CD22/CD3

« MPO/IgM

Klinische Definition der kompletten Remission (comgete remission, CR)
Fur alle Patienten wurde eine einheitliche, anam@rDefinition fur eine komplette
Remission angewarfdt Zur Diagnose einer kompletten Remission nach Ajdhorten:

* normale Hamatopoese in allen Zelllinien im Knocharkeausstrich

* weniger als 5% Blasten im Knochenmarksausstrich

* mindestens 1500/ul neutrophile Granulozyten inipberen Blutbild
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mindestens 100 000/ul Thrombozyten im peripherenbit

Die Knochenmarksausstriche wurden wie zum ZeitpdekiErstdiagnose gefarbt (s.o.).

Tabelle 7:Zusammenfassung AML-Patienten

Nr.

w

© 00 N o o b

11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21

AML-Typ

M3
M1
M2

M2
M2
M4
M2
M4
M4
M1
undifferenziert
M4

Daten nicht

verfugbar
MO
M5
M2
M3
M2
M1
MO
M2

Alter bei

Chromosomale

Diagnose Aberrationen

46
54
44

49
44
38
54
60
62
63

41
54

63
58
34
47
37
47
35
59

t(15;17), i(17q) ,+8
+6,+8,+mar E

49  XX,+g,+8,+12/36
XX

Trisomie 8, del(7)q

-7

keine Daten verfligbar
t(8;21)

normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
del(20)q + weitere

komplexer mannl

Karyotyp

normaler Karyotyp
+13

normaler Karyotyp
t(15;17), (q22;921)
1(8;21), del(9)(q21)
t(8;21)

normaler Karyotyp

del(6)(q21)

28

Karyo-
Risk

w

N N P N N NN N DN

LDH-
Werte
u/L

1188
293
k. D.

468

444

564
1664
324

174
"normal”
250

259

271

280
349
497
258
235
950
170
207

Leukozyten/nl

7,5
2,79
k. D.

35
21
50,7
38
19,7

20,7
0,93

53

255
55,3
0,99

63
1,76
0,97
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22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

M6

M1
MO
M5
M5
M2
M2
M5
M2
MO
MO
M4
M5
M4
M4
Mb5a

Daten nicht

verfuigbar
M2

M1

M1

Mb5a

M2

M2

M5a

M4
undifferenziert
M4

M2

M2

36

56
46
31
32
42
59
29
34
57
42
21
48
50
54
55
40

43
32
37
41
31
52
38
59

33
52
16

hyperdiploid, 48- 3
69XY,+ weitere

keine Daten verfuigbar k. D.

der(3), komplex
der(4)t, del(9),s
t(9;11)

-X, t(8;21)

del(5), komplex
+4, der(10)
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
-Y, t(8;21)(q22,922)
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp
normaler Karyotyp

der(10),11923/MLL

N N NN N N P D N NN WO W N DN W w

normaler Karyotyp

del(7)q

t(1;3), komplex
t(6;21)
t(8;16)(p11,p13)
keine Daten verflgbar
normaler Karyotyp
t(9;11), MLL-Re
normaler Karyotyp
21p+/+21
normaler Karyotyp
t(1;7)(p36,p11)
t(8;21)

P N N N DM N DM X MDD DN O ®

29

520

1038
324
559
1499
1032
891
544
1256
533
"normal”
1068
823
431
441
523
118

"normal”
600
173
671
726
k. D.
525
439
k. D.
1884
254
1210

1,86

72
21,76

167
27,1
21

90

17
0,81
43
14,95
53,05
29

k. D.
1,6

12

45
k. D.
1,38
72,5
2,3
139
1,45
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51 Md4eo 58 inv(16) 1 731 27,81
52 M2 63 +6 2 "normal” 2

53 M4 30 normaler Karyotyp 2 580 79
54 M1 43 normaler Karyotyp 2 436 17,6
55 M5 60 MLL-Rearrangement 2 1301 6

56 Mba 50 normaler Karyotyp 2 <700 k. D.
57 M2 38 normaler Karyotyp 2 565 31
58 M5 45 normaler Karyotyp 2 321 32
59 Md4eo 20 inv(16),CBTR-MY/+11 1 329 6,54
60 M1l 49 normaler Karyotyp 2 844 87
61 M1 44 normaler Karyotyp 2 300 1,76

2.1.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe diente eine Gruppe von 28 Pdg&an die ebenfalls nach einer
intensiven tumorreduktiven Chemotherapie (sieheell@t8) bei verschiedenen malignen
Erkrankungen eine Hochdosis-Chemotherapie mit diefgnder auto-PBSZT erhielten.
Selektionskriterien waren in dieser Gruppe die diat Vortherapie und die Verfligbarkeit
von zur Untersuchung freigegebenen Leukapheresekte neben der Einwilligung der

Patienten zur wissenschaftlichen Nutzung.

Nr. Diagnose Chemotherapien vor Stammzellapherese
1 AFP+-Hodenkarzinom 4XPEP, 1XPEI

2 B-NHL 6xRituximab/CHOP, 1xRituximab/VIPE

3 B-NHL 4xCHOP/Mabthera, 1CHOEP

4 B-NHL 5XCHOEP, 1xVIPE/Mabthera

5 B-NHL 5xCHOP, 4xMabthera

6 B-NHL 4xCHOP14/Rituximab, 1XCHOEP/Rituximab

7 B-NHL 7XCHOEP, 2xVIPE, 1xMabthera
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10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

B-NHL
B-NHL, Mantelzell-Lymphom

B-NHL/Seminom

follikulares NHL
Grofl3zell-NHL
IgA-kappa Plasmozytom
M.Hodgkin

M.Hodgkin

M.Hodgkin

M.Hodgkin
Mantelzell-Lymphom
Ewing-Sarkom, metastasiert
Ewing-Sarkom

NHL

NHL

NHL

NHL

NK-Zell-Lymphom
plasmoblast.-NHL

Plasmozytom

6XxCHOP, 1xXVIPE

2xRibomustin/Fludarabin, 6xFludarabin/Endoxan,

1xEndoxan-Etoposid

B-ALL-Studie: 1x BlockA, 2xBlockB, 3xPEB,
4xHD-MTX, 1xHD-AraC

6xXCHOP, 1xVIPE

6XCHOEP, 1xMabthera/VIPE
10xIdarubizin, Dexamethason, 1XIEV
2XCHOP/ABVD, 6x

4xBEACOPP, 1xVIPE

8xCHOP, 6xABVD, 1xCEP, 1xVIPE
4xDoppelzyklus ABVD, 1xVIPE
8XCHOP, 1xVIPE+Rituximab

1xVIDE

4xVIDE

6xXCHOP, 1xVIPE

3XxCHOP, 1xHD-Carboplatin,Etoposid, Treosulfan
6xCHOP21, 1xVIPE/Mabthera
8XCHOP/6xG-CSF, 1xVIPE/Mabthera
4xCHOP, 1xCHOEP

6xCHOP, 1xVIPE

6xVincristin/Adriamycin/Dexa,
6xVinorelbin/ldarubicin/Dexa, 2x  Endoxan,
VP16, 1xEpirubicin/Ifosphamid/VP16

Tabelle 8: Kontrollgruppe; Diagnosen und Therapienvor Stammzellapherese
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2.2 Gewinnung der Leukaphereseprodukte zur autologe

Stammezelltransplantation

Die Gewinnung von mit Blutstammzellen angereichetteukaphereseprodukten aus dem
peripheren Blut gelingt nach Mobilisation der Stareften aus dem Knochenmark tber
Apheresegerate. Diese arbeiten nach dem Prinzipdarentialzentrifugation (Prinzip
siehe 2.3.1).

Die Gewinnung der Leukaphereseprodukte erfolgte Rahmen der klinischen
Routinediagnostik. Die Mobilisation der Blutstamrbe aus dem Knochenmark wurde
mit der Gabe von G-CSF nach der Induktionstherapieder AML-Gruppe, bzw. nach
den  Mobilisationschemotherapien  bei der Kontroligre erreicht.  Die
Leukaphereseprozedur erfolgte gemal des Standavkplie der Klinik fur Hamatologie
und Onkologie der Universitait Regensburg mit demheékpsegerat Cobe Spectra
Apheresis system, Minchen, Deutschland. Wéahrener édipherese wurde ein gesamtes
Blutvolumen von 10-20 Litern bei einem kontinuiehlen Fluss von 50-70 ml/min
prozessiert. Die Apherese wurde gestartet, wennKdiezentration der CD34 positven
Zellen mindestens 3x¥nl im peripheren Blut betrug. Die Apherese wurdglith in ein
bis vier aufeinanderfolgenden Tagen vollzogen. Bsebnittlich waren 2,1 Apheresen pro
Patient und Mobilisationszyklus nétig, um die nétilglenge an CD34+ Stammzellen zu
gewinnen.

Das Aphereseprodukt wurde gemald Standardbedingudgeno.g. Abteilung nach
Reinheitskontrolle und Ausschluf3 von Kontaminatioit leukédmischen Blasten mittels
FACS mit DMSO konserviert und bis zur Re-Transméonh bzw. sonstigen Verwendung
in flissigem Stickstoff tiefgefroren.

2.3 Dichtezentrifugation mittels Ficoll Hypaque

2.3.1 Prinzip

Die Dichtezentrifugation mittels einer Ficoll-Losyneiner definierten Dichte nutzt
Dichteunterschiede verschiedener Zellpopulationgn Bie Zellsuspension wird auf die
Ficoll-Losung geschichtet. Bei ungebremster Zemgiation wandern nun dichtere Zellen
durch die Ficoll-L6ésung. Weniger dichte Zellen (z.Biononukleére Zellen, je nach

eingesetzter Ficoll-Dichte) sammeln sich oberhab Eicoll-Schicht aber unterhalb der
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eingesetzten Pufferlésung (siehe Abbildung). Darffyjpcoat” aus mononukléaren Zellen
kann dann mittels Pipette abgesammelt werden.

[ ] I
in PE=-Putfer PES-PUTfer
suspendiertes — ) .
Fellmaterial Fertrifugsation

EEmmm————— mononukleére Fellen

—— 1 Ficall-Hypaque-Lasung

Ficol-Hypague- ———

Lé=ung, Dichte: rate Blutzelen
1,077 “ ;

Abbildung 2: Prinzip der Ficoll-Dichtezentrifugation

2.3.2 Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalie
» Sterilbank Clean Air, Modell Ca/REVS 4
Clean Air Deutschland GmbH

Hilden, Deutschland

» Zentrifuge Megafuge 1.0, Heraeus Depa Tech,
Heraeus, Hanau, Deutschland

* Mikroskope Leica, Wild MPS 52, Wetzlar, Deutscida

o Zahlkammer Neubauer improved, Tiefe 0,100 mm,

Marienfeld, Deutschland

* Pipettierhilfen Eppendorf Reference, 10/100/1QQ0@Eppendorf
300
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Zentrifugenréhrchen:

Koagelfilter
Pipettenspitzen

ungestopft:
PBS

FCS
DNAse
Biocoll

Trypanblau

2.3.3 Methodik
Auftauen der Beutel im Wasserbad bei 37°C

Uberfiihren des Beutelinhaltes in Falcon Zentatiansréhrchen 50ml

1.
2
3.
4

. Waschen der Zellen: Abkippen des Uberstandes, dtdtpresuspendieren und

Mehrfachpipette, Eppendorf, Hamburg, Deutsuthla
Pipetboy accu, IBS Integra Biosciences, Welliks Schweiz

50 ml Falcon Nr. 2070, Bedbackinson Labware,
USA

70um Falcon, Becton Dickinson Labwadd&A

Sarstedt, Numbrecht
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung, Sigma,
Deisenhofen
Fetal Calf Serum, GIBCO
100 IU/mlRoche
Dichte 1,077, Fa. Biochrom, Berlin, Deutkid
trypan blue solution (0,4%), Sigma Delsden

Zentrifugation 1300U/min fir 7min, ungebremstes lauten der Zentrifuge

auffullen mit 50ml PBS-Puffer, der mit 2% FCS (fetalf serum) versetzt wurde
(PBS/2%FCS), erneute Zentrifugation bei 1300U/niin 7 Minuten, Abkippen
des Uberstandes, Zellpellet resuspendieren

Zugabe von 1 ml DNAse-LAosung und 10ml PBS/2%FCSub@ - Inkubation bei
37°C im Brutschrank fur 10 Minuten

Waschen der Zellen (siehe 3. + 4.)

Zellsuspension filtern: Uberfiihren der Zellsuspemswuf 70um Filter, Fa. Falcon

(siehe oben) in neues 50ml Falcon-Laborrohrchenjledp des gebrauchten
Rohrchens und des Filters im neuen Réhrchen mit B88/2%FCS

8. Waschen der Zellen (siehe 3. + 4.)

9. Ficoll-Dichtezentrifugation
9.1 Resuspendierte Zellen mit 40 ml PBS-Puffer audfiill
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9.2 neues 50ml Rohrchen, Nr. 2070, Fa. Falcon (sidt@m)p mit 10ml Biocoll-
LAsung auffullen
9.3 Zellsuspension auf Biocoll-Lésung schichten
9.3 ungebremste Zentrifugation bei 2000U/min fur 25 ien
9.4 Abpipettieren der mononuklearen Zellschicht uncekfithren in neues 50ml
Rohrchen (siehe oben), Auffillen mit 50 ml PBS{Buf
10.Zweimaliges Waschen der Zellen (siehe 3. und 4i) 1800 U/min fur sieben
Minuten mit PBS-Puffer
11.Waschen der Zellen (siehe 3. und 4.) bei 1200 W/far 7 Minuten mit PBS-
Puffer
12. Auffiillen der resuspendierten Zellen mit 15ml PBSFCS - Aufbewahrung im
Kuhlschrank
13.Farben eines Aliquots (20ul) der Zellsuspension 28l 0,4% Tryptan-Blau-
Losung

14.Z&hlen der nicht gefarbten — lebendigen - Zelleaimer Neugebauer Zahlkammer

2.4 Trennung der CD34 positiven und negativen Zelldktionen mittels
MACS®

Um die gewonnenen mononuklearen Zellen, also Ulegevid Lymphozyten, Monozyten
und Stammzellen in CD34 positive (CD34+) Stammeelied CD34 negative (CD34-)
Lymphozyten/Monozyten aufzutrennen, fand das MACS®tem Anwendung.

2.4.1 Prinzip

MACS® (magnetic activated cell separation) ist esnbnelle und effiziente Methode zur
oberflachenspezifischen Zellseparation und nutaimaasch markierte Antikoérper fur die
Separation add Die aufzureinigende Zellpopulation muR sich dafdmrch ein
spezifisches Antigenepitop auf der Zelloberflacheszaichen (hier CD34-Antigen).

Dieses Antigen wird durch einen magnetisch markreAntikorper besetzt werden und
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somit wird die antigentragende Zelle insgesamt reagiert. Die gewaschene
Zellsuspension wird Uber eine in einem starken M#egid befindliche S&ule aufgetragen.
Nicht markierte Zellen (hier Uberwiegend Lymphomtekénnen aus der Saule
ausgewaschen werden. Nach Entfernen der Saule ems Magnetfeld kénnen die

markierten Zellen (hier CD34 positive Blutstammes)l aus der Saule mit Druck eluiert
werden (siehe Abbildund.

© $

Markierung der

Fellen mit
magnetizchem nickt markierte Zellen markierte Zellen
Artikiarper passieren Saule kinnen entfernt

werden

Abbildung 3: Prinzip der Positivaufreinigung mittel MACS® Seperation Columns

Verwendetes Saulensystem: je nach Zellzahl MACS dd&r LS Separation Columns,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschlandi Besamtzellzahlen bis 2x3@ellen
MS Séaulen und mini-MACS Seperator, bei mehr als02s&doch weniger als 2x10
Zellen LS Séaulen und Midi-MACS Seperator.

2.4.2 Verwendete Gerate, Materialen und Chemikalien
» Sterilbank Clean Air, Modell Ca/REVS 4
Clean Air Deutschland GmbH

Hilden, Deutschland

e Zentrifuge Megafuge 1.0, Heraeus Depa Tech,
Heraeus, Hanau, Deutschland

* Mikroskope Leica, Wild MPS 52, Wetzlar, Deutscida

o Zahlkammer Neubauer improved, Tiefe 0,100 mm,

Marienfeld, Deutschland

36



Material und Methoden

Pipettierhilfen

Sammelréhrchen
Pipettenspitzen
ungestopft:

MACS Seperation
Columns MS oder LS
Pre-Seperation-Filer
Cryo Tube 1,8ml
Fcr-Blocking-Agent
CD34 Micro Beads

PBS

FCS
Trypanblau

2.4.3 Methodik

1.

Eppendorf Reference, 10/100/1QQ@Eppendorf
300

Mehrfachpipette, Eppendorf, Hamburg, Deutsuthla
Pipetboy accu, IBS Integra Biosciences, Wellies Schweiz

5 bzw. 13 ml, Miltenyi Biotec Gmlid¢rgisch
Gladbach, Deutschland;

Sarstedt, NUmbrecht
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Giadh,
Deutschland

30um, Miltenyi Biotec GmbHr@sech Gladbach,
Deutschland

Nunc A/S, Danemark

Miltenyi Biotec GmbH, Bergischaabach,
Deutschland

Klone: QBEND10, Miltenyi Biotec &, Bergisch
Gladbach, Deutschland,

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung, Sigma,
Deisenhofen

Fetal Calf Serum, Gibco

trypan blue solution (0,4%), Sigm,a Beftfen

Aufbewahrte Zellsuspension bei 1300 U/min zengiguen, Uberstand abkippen

und Zellpellet resuspendieren

Zugabe von FcR-Blocking Reagent, 100pl Reagenz fudCG® Zellen;

Inkubationszeit: 1 Minute
Zugabe von CD34 Micro Beads, Klone: QBEND10, Miite Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach, Deutschland, 100ul Reagenz¢iidiZellen
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Inkubation im Kuhlschrank fur 30 Minuten

Waschen der Zellen: Auffillen des Ro6hrchens mitmbOPBS/2%FCS,
Zentrifugation bei 1300 U/min fiir sieben Minuterhkdppen des Uberstandes
Zellen resuspendieren mit PBS/2%FCS-Losung, 5B0iffer pro 1x18 zellen
MACS Seperation Column im entsprechenden Magreitdagen

Vorspulen der MACS Seperation Column mit 500ul (B&ulen) oder 3ml (LS
Saulen) PBS/2%FCS-L6sung

Auftragen der resuspendierten Zellen in 500ul iBoen Gber einen Pre-
Separation Filter 30um, Milenyi Biotec, Bergischa@bach, Deutschland,;
Simultanes Auffangen der nicht-markierten Zellefrischem Probengefal}
Spulen der Saule mit 3x500ul (MS-Saulen) oder 3xBBS/2%FCS-Puffer,
Simultanes Auffangen der nicht-markierten Zellefrischem Sammelréhrchen
Messen der Zellzahl der nicht-markierten Zelletiets Tryptanblaufarbung und
Verwendung einer Neugebauer Zahlkammer

MACS-Saule aus dem Magneten nehmen, 5ml PBS/2%ES8Ag auf die
Saule geben und das in der Saule befindliche Ch3dtiye Zellmaterial mit
Druck wunter Verwendung des beigefigten Stempels am neues
Sammelrdhrchen pressen, Vorgang wiederholen zutiarkg der Zellzahl
Erhaltene Suspension zentrifugieren bei 1300 U/fiin sieben Minuten,
Abkippen des Uberstandes, resuspendieren der Zd&lestimmen der Zellzahl
(siehe 11.)

Entnahme eines Aliquots beider Zellfraktionen Reinheitskontrolle mit FACS
(siehe unten)

Zellen kryokonservieren in 90%FCS/10%DMSO - Lo6subgi -80°C in

geeigneten Schraubrdéhrchen
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2.5 Reinheitskontrolle beider Zellfraktionen mittels Durchflul3zytometrie

Die durchfluRzytometrische Analyse fur die vorliade Arbeit wurde im Institut far
klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Klims der Universitdt Regenburg

durch eingewiesenes Personal durchgefihrt.

2.5.1 Prinzip

Bei der FACS-Messung werden in Losung befindlichelleh durch eine Kapillare
gesaugt. Durch gezielte Bestrahlung mit Laserlidnd Analyse des entstehenden
Streulichtes kbnnen Aussagen uber die Beschaffenpg@er einzelnen Zelle getroffen
werden. Fir die Analyse werden das VorwartsstreulkSC (engl. forward scatter) und
das Seitwartsstreulicht SSC (engl. side scatterpngezogen. Das FSC gibt dabei
Auskunft Gber die Zellgrofie, das SSC uber die GQeaitét, das heildt Uber die Grolde des
Zellkerns und die Dichte der anderen Zellorganellen

Durch vorherige Markierung der Zelloberflache nhiiofeszierenden Antikdrpern kénnen
gleichzeitig durch den Einsatz verschiedenfarbigeser die Auspragung verschiedener

Oberflachenmerkmale der einzelnen Zellpopulatiogemessen werdéh

Das Protokoll zur Zahlung von CD34 pos. Vorlaufderebeinhaltet eine Gegenfarbung
mit monoklonalen Antikdrpern gegen CD45. CD45 istalgemeiner Leukozytenmarker.
Dies erlaubt eine Diskriminierung von CD34 pos. Maferzellen, die nur wenig CD45
exprimieren und nur ein geringes Seitwartsstretiiehweisen (CD34+, CD45 dim, SSC
low). Ebenfalls ermdglicht dieses Protokoll einedgleng der anderen Leukozyten, die
CD45 im hohen Mal3 exprimieren.

Dieser MeRRaufbau fur die Zahlung von CD34 pos.efelturde vom Institut fur Klinische
Medizin und Labormedizin am Klinikum der UniversitRegensburg etabliert und
entspricht den Richtlinien der ISHAGE(International Society for Hematotherapy and
Graft Engineering) und der EWGCCEA(European Working Group on Clinical Cell
Analysis).
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2.5.2 Verwendete Gerate, Materialen und Chemikalien

Coulter® EPICS®
XL-MCL Durchflu3-Zytometer
ADVIA-120®

12x75 mm test tubes, PE

Pipettierhilfen

Pipettenspitzen

ungestopft:

DPBS-Puffer

FCS

R-Phycoerythrin (PE)
konjungierter antiCD34-mAB
(Klone 8G12)
PE-Cy5-konjugierter
anti-CD45 mAB

(Klon: J33)

Flow-Counf™ Fluorospheres
fluoreszierende Mikrospharen
10x NH,CI Lyse-L6sung

Beckman-Coulter

Hamatologie-Mel3system, Bayer

Falcon 352053. Bectoniisok Labware,
USA
Eppendorf Reference, 10/100/1Q00
Eppendorf 300
Mehrfachpipette, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Pipetboy accu, IBS Integra Biosciences, \&elle,

Schweiz

Sarstedt, NUmbrecht

Dulbecco’s modified phosphate neffie
saline w/o C&/Mg™™"; Fa. Biochrom, Berlin,
Deutschland

Fetal Calf Serum, Gibco

Becton Dickinson Labware AUS

in korrekter Verdinnungm Erhalt einer

CD34 mAB Sattigungskonzentration

I/O Test Inc., USA

in korrekter Verdiinnung zum Erleitter

CD45 mAB Sattigungskonzentration

Beckman Coulter, USA

Beckman Coulter, USA
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2.5.3 Methodik

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Messung der Leukozytenzahl (ADVIA-120), Herstelleimer Verdinnung der
Probe mit DPBS/2%FCS auf 2xZllen/ml

Verwenden von zwei PE-Probengefalien je Probe, Dmgssung

100ul der Probe in die Probengefal3e geben

Zugabe von 1Qul CD45-PECy5 mAB und 2Ql CD34-PE mAB zu jedem
Probengefal3, vorsichtiges Mischen.

Abgedunkelte Inkubation auf Eis fir 20 Minuten

Zugabe von 2 ml einer 1x NBI lysing solution (10fach verdinnt mit sterilem
destilliertem Wasser) zu jedem Probengefal3, vaiges$ vortexen.
Abgedunkelte Inkubation bei Raumtemperatur fir lifuden

Kurz vor der Messung Zugabe von 100ul Flow-Countsury in jedes
Probengefal3

Messung mit Coulter® EPICS® XL-MCL Durchflul3-Zytotee. Messung von
mindestens 100000 Zellen in jedem Probengefal3

Einstellung des Gerates und Wahl der Gating-Stiteach Gratamet al.*° und
Keeneyet al. .

Analyse: Bestimmung der gezahlten Events in detesGdir Flow-Count
Mikrospharen, CD45 (- Leukozyten) and CD34events (- CD34 positive
Vorlauferzellen).

Berechnung der absoluten Zellzahlen nach dem fdigeiSchema:

gezahlte Zellen Flow-Count
gezahlte Mikrospharen Konzentration

Zellzahl =

Berechnung der absoluten Zellzahl in der gesamtebeP Bildung eines
Durchschnittswertes aus der Doppelmessung unter chBaay der
Vorverdinnung

Bestimmung der Reinheit (d.h. der Effizienz der @[5lektion):
Gesamt-CD45 positive Zellen: 100%

CD34 cell count: % of total CD45eukocyte count
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War der Anteil der CD34 positiven Zellen <80% (2D/6ei AML-Gruppe; 3/28 bei
Kontrollgruppe) bei der positiv selektionierten Bep bzw. >5% (5/61 bei AML-Gruppe,
0/28 bei Kontrollgruppe) bei der negativ selekteyten Probe, dann wurde noch einmal
eine Positiv- beziehungsweise Negativselektion ligetiihrt (analog 2.4.2). Auf eine
erneute Messung der Reinheit wurde dann verzictiéejann die Gefahr eines gréf3eren
Zell- und damit DNA-Verlustes gegeben war.

Die Reinheit der Probe lasst sich anhand der amggé@ Untersuchung von einem
zweifachen Durchlauf (Anlage 1), die bei der HdlstBrma der MACS®-Saulen
angefertigt wurde, abschatzen.

Die erhaltenen Zellproben wurden als Quelle furn®taell-DNA bei den CD34pos
Zellen bzw. fur konstitutionelle DNA (Uberwiegend/mhphozyten) bei den CD34neg

Zellen verwendet.

2.6 DNA-Gewinnung
2.6.1 Prinzip
Die DNA-Isolierung mittel Saulensystemen wie QIAmNi Kit ® erfolgt in folgenen
Schritten:
1. Zelllyse (Puffer AL/ATL, Proteinase und Ethanol)
2. Absorption von DNA an fur DNA spezifischer Silikadvhbran
3. Auswaschen von Verunreinigungen von der MembrafféPAW1 und AW2)
4. Durch Anderung des Milieus eluieren der DNA von Membran (Puffer AE)

2.6.2 Verwendete Gerate, Materialen und Chemikalien

e Zentrifuge Megafuge 1.0, Heraeus Depa Tech,
Hanau, Deutschland

* \Vortexer Genie 2, Scientific Inc., Bohemia, N.YSA

* Pipettierhilfen Eppendorf Reference, 10/100/1000 pl

e Thermomixer

» Zentrifugenréhrchen 50 ml Falcon Nr. 2070, Bectackinson Labware,
USA

* QIlAamp DNA Micro Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschid
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bestehend aus
- DNA-Praparationssaulen
- Sammelréhrchen 2ml
- Proteinase K (>600 mAU/ml)
- Puffer ATL (Tissue Lysis Buffer)
- Puffer AL (Lysis Buffer)
- Puffer AW1 und AW2 (Wash Buffer)
- Puffer AE (Elution Buffer)

Pipettenspitzen

ungestopft: Sarstedt, Niumbrecht

ReaktionsgefalRe 2ml Eppendorf, Wesseling, Deutsdhla
ReaktionsgefalRe 1,5ml Safe-Lock, Eppendorf, Wasgelbeutschland
Ethanol 96%

2.6.3 Methodik

2.6.3.1 Zellsuspensionen

Arbeitsplan

1.

Auftauen der gefrorenen Proben in 50ml PBS/2%FG8uhg in 50ml Falcon-
Zentrifugenréhrchen bei Raumtemperatur

Zentrifugation bei 1300 U/min fiir 7 Minuten, Abkien des Uberstandes
Waschen der Zellen: resuspendieren des Zellpebeifillen mit 50ml
PBS/2%FCS L6sung, Zentrifugation bei 1300 U/min TuMinuten, abkippen
des Uberstandes

Resuspendieren des Zellpellet, Uberfihren der usgsnsion in  2ml
Reaktionsgefal, splulen des Zentrifugenréhrche®®gn Portionen bis ca. 100-
150ul Gesamtvolumen erreicht sind

Versetzen mit 20ul Proteinase K

Zufiigen von 200ul Puffer AL
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10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.

Vortexen fur 15 Sekunden, anschlieend Inkubatormhermomixer bei 56°C
und 900U/min fir zehn Minuten, kurzes Zentrifugrereim Tropfen von der
Innenseite des Verschlusses zu entfernen.

Zugabe von 200ul Ethanol

Vortexen fur 15 Sekunden, anschlie3end InkubdimrRaumtemperatur fur drei
Minuten, kurzes zentrifugieren, um Tropfen von blerenseite des Verschlusses
zu entfernen

Uberfiihren des Inhaltes des ReaktionsgefaResimeifDNA-Praparationssaule.
Die Praparationssaule vorher auf ein Sammelrohrstesrken

Zentrifugation bei 8000U/min fur 1 Minute

Verwerfen des Sammelrohrchens; die Préparatiorssauf ein neues
Sammelr6hrchen stecken

Zugabe von 500ul Puffer AW1

siehe 11. + 12.

Zugabe von 500ul Puffer AW2

siehe 11. + 12.

Die Praparationssaule auf ein neues Sammelrohstbeken

Zentrifugation bei 11000 U/min far funf Minuten,mu Saulenmembran zu
trocknen

Die Praparationssaule auf ein neues, verschlieBi#&ammelréhrchen stecken
Zugabe von 100ul Puffer AE

Zentrifugation bei 11000U/min fur 5 Minuten, um BiMu eluieren

2.6.3.2 gefarbte Objekttrager

1.

Puffer ATL und Proteinase K im Verhaltnis 10:1 alen (z. B. 4ml ATL + 400
ul Proteinase K reicht fur 20 Objekttrager), voeex

210 ul dieser Mischung auf einen Objekttréager gebe

Kurz anlésen lassen, mit Pipettenspitze abkratZEssigkeit wieder aufsaugen
und in Reaktionsgefald geben

Mit Skalpellklinge Reste der Gewebespuren abkrataed zusammenschieben.

Reste auf Klinge in Reaktionsgefald geben
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5. 20ul Puffer ATL auf die Gewebespuren geben, agsawnd in Reaktionsgefal}
geben

6. ReaktionsgefalRe fur 15 Sekunden vortexen

7. anschlieBend Inkubation im Thermomixer bei 56°C @@dU/min fur zehn
Minuten, kurzes Zentrifugieren, um Tropfen von tlerenseite des Verschlusses
zu entfernen

8. ab Schritte 6. bis 17. gleiche Arbeitsweise wieéllsuspensionen (siehe oben)
Zugabe von 70ul Puffer AE

10. Zentrifugation bei 11000U/min fur 5 Minuten, um BMu eluieren

2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.7.1 Prinzip

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chaintimgcPCR) ist ein hocheffizientes
und hochspezifisches Verfahren um genau definiekteschnitte von DNA zu
amplifizieren und so nachzuweisen, beziehungsweisiteren Analysen zuzufiihrén
Die Eingrenzung der Abschnitte geschieht mittelisnBr. Darunter versteht man DNA-
Abschnitte mit einer Basenabfolge, die komplementirBasenfolge der Anfangs- bzw.
Endstrecken der zu vervielfaltigenden DNA-Absclengind.

Die PCR gliedert sich in verschiedene Einheiteng diurch die Wahl der
Reaktionstemperatur vorgegeben werlen

1. DNA- Denaturierung: Die doppelstrangige Orginal-DNA wird in Einzelstgin
aufgetrennt. Dieser Prozess wird auch als ,meltifegigl.: schmelzen) bezeichnet. Die
entstandenen Einzelstrange dienen im FolgendenMalsix fur die Produktion von
Kopien der Original-DNA. Das Reaktionsgemisch wdazu auf 92°C aufgeheizt.

2. Anheften der Primer: Dieser Teil des PCR-Zyklus wird auch als ,anneglifengl.:
fixieren) bezeichnet. Die Primer binden jeweils figi sie spezifischen Temperaturen an
die vorgesehene Zielregion bedingt durch L&dnge Sequenz der Primer. In der Regel
liegt die annealing-Temperatur zwischen 55 und 65°C

3. Elongation: Eine thermostabile Polymerase, die in der Regsldam thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus stammt (Tag-Polymerasdl) die Strange mit freien

Nukleotiden, die dem Reaktionsansatz beigemisamd snit der Ursprungs-DNA als
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Matrize auf. Je nach verwendeter Polymerase wiedzhi eine Temperatur von 68 bis

72°C eingestellt.

Erst durch die Verwendung einer thermostabilen felase konnte die PCR selbsténdig

in einer Maschine ablaufen, da nicht nach jederaDetrerung und Primer-Anheftung die

Polymerase neu hinzugegeben werden musste.

2.7.2 Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalie

* Pipettierhilfen

* 8er-Strips
Reaktionsgefalie 0,5ml

* Pipettenspitzen, gestopft:

* MgClI

 dNTP

* TAG-Polymerase
* PCR Puffer

e  Primer

« Wasser fur HPLC

Eppendorf Reference, 10/100/1000 u
Eppendorf 300
Biozym, Oldendorf, Deutschland

Biozym, Oldendorf, Behland

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Metabion (Martinsried)
Applied Biosystem ,Darmstadt und
Genset SA, Paris
Neolap, Heidelberg
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Primer

D7S486

D7S525

D8S559

D11S1356

TPS3ALS

D2S123

APC

Mfd15
(D17S250)

Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer
Reverse primer

Forward primer

Reverse primer
Forward primer
Reverse primer
Forward primer

Reverse primer

Forward primer

Reverse primer

Primersepuenz
5"-(6-Fam)-AAAGGCCAATGGTATATCCC-3’
5-GCCCAGGTGATTGATAGTGC-3"
5°-(6-Fam)-GTTAGCCGAGATTGCCC-3

5 -CTTGCTGTTTAAGTACCACAAGTTC-3
5'-(Hex)-AATTGAAGTGAGGTAGGAGGTTG-3’
5-AGCTATTGCTCTTACAGGAGGG-3’
5-(Hex)-GTTGCTCATCTGTTGCTCA-3’
5-ACCTGCCCTGACTTGC-3’
5"-(6-Fam)-TCGAGGAGGTTGCACTAAGCGGA-
3

5"-AACAGCTCCTTTAATGGCAG-3’
5'-(6-Fam)-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3
5-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3’

5 -ACTCACTCTAGTGATAAATCG-3’
5'-(Hex)-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-
3

5'-(Ned)-GGAAGAATCAAATAGACAAT-3’

GCTGGCCATATATATATTTAAACC

Tabelle 9: Sequenzen der eingesetzten Primer
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2.7.3 Methodik
1. Vorbereitung des Arbeitsplatzes (siehe oben)
2. Herstellung des ,Master-Mixes", z. B. fur 10 Reakien (siehe Tabelle 10), alle
Reagenzien auf Eis gelagert
3. Pipettieren von 1,5ul Proben-DNA in 8er-Strips Remisgefalie
4. Zufugen von 28,5ul ,Master-Mix" pro Probe

5. Reaktionsgefal3e in PCR-Cycler geben, Programm &ddaten (siehe unten) und

starten
pl End- | Einheit Stammldsung Einheit
konz
H2O 211,2
DMSO 15,0 5 % 100 %
MgCl, 18,0 15 mM 25 mM
10 x Rx-Puffer 30 1 X 10
dNTPs 6,0 0,2 mM 10 mM
Primerl 3,6 0,3 uM 25 uM
Taqg-Pol 1,2 0,02 U/ul 5 u/ul
total 285,0
add 28,5 | ulLsg. tol,t ul template
DNA

Tabelle 10: Beispiel eines PCR-Reaktionsansatzes flP53ALS - fluoreszenzmarkiert

Besonderheiten der Handhabung

Die PCR ist ein hochsensibles Verfahren zur Vermmepirvon DNA-Abschnitten. Daher
ist sie aber auch sehr anféllig fir Verunreinigdiogch Fremd-DNA. Ein absolut sauberes

Arbeiten ist daher Voraussetzung fir das GelinganAshalytik.
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Wegen der Anfélligkeit des PCR-Verfahrens ist ebesondere Infrastruktur flr den
Ansatz der Reaktionslésung nétig, um Kontaminatiomét Fremd-DNA zu vermeidéh
Separate Arbeitsplatze fur den Ansatz der PCR tmkies Trennung vom ,Post-PCR*-
Bereich ist oberstes Gebot. Der Arbeitsplatz witds&zlich vor Beginn der Arbeit
wischdesinfiziert. Das Tragen von Einmalhandschulembligat. Alle Reagenzien und
das verwendete Wasser mussen DNA-frei sein undjdden Ansatz werden die
Reagenzien neu gedffnet oder aliquotiert.

Zur Kontrolle von mdglichen Verunreinigungen wurdei jedem PCR-Ansatz ein
Reaktionsgefald mit Wasser und Master-Mix (siehen)ninit in das PCR-Gerat gegeben
(Negativkontrolle). Zur Kontrolle der Reaktionsfgkeit des Master-Mixes und des
Gerates wurde eine Probe mit bekannt hochwertigeA @benfalls in das PCR-Gerat

gegeben (Positivkontrolle)

Das PCR-Gerat ist gemall den oben beschriebenereitemhin Temperatur- und

Zeitablaufe programmiert. Es wurden jeweils 30 PGRIen durchlaufen.

Schritt Bezeichnung Temperatur Zeit
1 Initiale Denaturierung 92°C 2min
2 Denaturierung 92°C 1min
3 Primer-Annealing 60°C (je nach 1min
Primer)
4 Elongation 72°C 1min
5 abschlieRende 72°C 8min
Elongation

Tabelle 11: Programmierungsbeispiel fir PCR-Cycler30x Wiederholung der Schritte 2-4
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2.8 Fragmentlangenanalyse / Wertung von LOH, MSI ud GIN
2.8.1 Prinzip
Die Analyse der PCR-Produkte, welche sich wegen  rodiktelliten-Polymorphismen

interindividuell in ihrer Lange unterscheiden, égte durch eine automatische

5000 V

DNA-Fragmente wandem langs desFeldes

Kapillare

Abbildung 4:Fragmentlangenanalyse mit fluoresziereden Primern in einer Gelkapillare; Schema

Fragmentanalyse mittels Kapillar-Elektrophorese3gstem ABI Prism® 3100 Genetic
Analyzer. Die PCR-Produkte werden im System elgittovetisch aufgetrennt. Durch
Fluoreszenzmarkierung der Primer werden die PCRitkte fir das lasergestitzte

Detektionssystem zur Analyse zugénglich.

Simultan wird ein mit rotem Farbstoff markiertertamer DNA-Langenstandard
(Genescan Rox 400 ®) zugefigt, der zur Langenmgssien PCR-Produkte bendtigt

wird.

Diese Werte werden EDV-gestltzt verglichen. Diedbrus-Ausgabe erfolgt in Form von
farbigen Kurven und von Tabellen, die Lange uneénsitat (in Form der Peakhdhe) der

gemessen ,Peaks” angeben.

2.8.2 Verwendete Gerate, Materialen und Chemikalien
* ABI Prism®3100 AVANT
Genetic Analyzer Applied Biosystem, Darmstadtuidchland
* Pipettierhilfen Eppendorf Reference, 10/100/1000 u
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Eppendorf 300
* Pipettenspitzen
ungestopft: Sarstedt, Numbrecht
* 96er Well-Platte Applied Biosystem, Darmstadt, 3ehland
* Hidi Formamid Applied Biosystem, Darmstadt, Deutaok
* Genescan Rox 400 Applied Biosystem, Darmstadt, $aildand

2.8.3 Methodik

1. Die PCR-Produkte werden zu je 1ul auf 6er WellBfatbertragen.
Versetzen der Proben mit 12ul Hidi-Formamid ungu0Genescan Rox 400
Griundliches Vermischen der Losung durch mehrmslggf- und Abpipettieren
automatisiertes Laden der Proben in den ABI Pri8a@ AVANT

a kb 0N

Erstellen einer elektronischen Belegungsliste mswWertungsprogramm des ABI
Prism®3100 AVANT

2.8.4 Berechnung des LOH-Koeffezienten, Wertung vobhOH

Zur Vermeidung von Auswertungsfehlern wurde einehnerische Auswertung der vom
ABI Prism® 3100 Genetic Analyzer gelieferten Dat@rgenommen. Dazu wurden die
Verhéltnisse der Hauptpeaks der beiden Allelen én dntersuchten Probe mit dem
Verhéltnis der Hauptpeaks der konstitutionellen DMérglichen. Der Quotient dieser

beiden Verhaltnisse liefert im Normalfall idealerseeden Wert 1.
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——— - - ——
N2
] N1

i
[E 98 1_Run_3100-Avant_2004-06-08_48_G01_VD-AML-CD34-3-_3 fsa / D8S486,078525  (* iy

I P2
1 Pl
2700 §
{
1350 }
0
1
_ " @M 8B:1_Run_3100-Avant_2004-06-08_48_F01_VD-AML-CD34-3+_2 fsa / D8S486,D78525 ¢ De
Dye/Sample Minutes Size Peak Height Peak Area Data Point
Peak
9B, 35 9.34 135.97 | (V2 4668 49094 3502
98B, 40 9.61 14092 | ) 2908 29823 | 3604
3B, 36 9.40 135.97 4270 44971 3526
B = 9.67 | 140.90 | (1 2573 26069 3628 |

Abbildung 5: Beispiel fir Normalbefund; AlF ca. 1

LOH-Koffizient= Nl/NZ/p]_/pz = 2908/4668/2573/4270:1,03

Formel 1: Normalbefund, siehe Abbildung 3

Sonderfall:

Haben beide Allele dieselbe Anzahl an MikrosatthiRepeats, so kdnnen sie vom
Detektor nicht unterschieden werden. Diese Probarden bezlglich LOH als ,nicht
informativ* gewertet. Die Mikrosatelliten konnersatabil gewertet werde. Beispiel:
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EE 48 1_Run_3100-Avant_2004-06-08_50_H02_VD-AML-CD34-11-_4.fsa / D8S486:D7S525

4980 |

2490 |

EE 38 1_Run_3100-Avant_2004-06-08_50_G02_VD-AML-CD34-11+_3.fsa / D8S486;D75525

Abbildung 6: Beispiel fur Mikrosatellitenstabilitat , beziiglich LOH nicht informatv; ,MSS ni*

Je mehr sich das Verhaltnis der Peaks der untamué&hobe von dem Peakverhaltnis der

konstitutionellen DNA unterscheidet, umso weitetfemt sich der LOH-Koeffizient vom
Wert 1.

200

400

EE zca3/0MNeg 24(500), APC J
50 93 96 99 102 105 108 111 114 117 120 123 126 129 132 135 138

EHE  16:A1/AMLACDS 4 24(5ul), APC /

16, 2 19.66 113.74 498 4448 5361
16, 3 19.80 115.98 932 8670 5349
‘ 726G, 6 19.30 113.67 1551 13357 5262
H 26,8 19.43 115.85 1278 11578 5208

Abbildung 7: Beispiel fur LOH

LOH-Koeffizient= Nl/Nz/pl/pz = 932/498/1278/1551:2,27

Formel 2: LOH, siehe Abbildung 5
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In der Literatur werden LOH-Koeffizienzen >2/<0,5eib besonders reinen
Zellpopulationen als Kriterium fir das Vorliegennes LOH gewerte¥’. Bei mehr
heterogenen Zellpopulationen wurden auch LOH-Kagffizen von >1,42/<0,7 als LOH-
Kriterium verwendet® >*

Da nicht davon auszugehen ist, dass es sich beabgesammelten hamatopoetischen
Stammzellen um einen einzigen Zellklon handelt, snuwson einer polyklonalen
Zellpopulation ausgegangen werden. Daher wurden digse Untersuchung die
»Schwacheren®, aber auch sensibleren LOH-Koeffigarvon >1,42/<0,7 verwendet.

2.8.5 Wertung von Mikrosatelliteninstabilitat, MSI
MSI wurde gewertet, wenn reproduzierbar eine odehnnere zuséatzliche Peaks in der zu

untersuchenden Probe auftauchen, die in der Né&gatirolle nicht zu finden sind.

Beispiel:

00C_|

i

10G : B8-AML/Neg 18 / 3er Pool

60C ]

9G : B6-AML/CD34+18 / 3er Pool

Abbildung 8: MSI, zuséatzlicher Peak (siehe Pfeil)

Die PCR und die Fragmentlangenanalyse wurden fig mimar auffallige Probe ein

zweites Mal durchgefuhrt, um das Risiko von falpokitiven Ergebnissen zu minimieren.
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2.8.6Definition von genetischer Instabilitat ,GIN“

Als genetisch instabil gelten in dieser UntersuchBroben mit
1. zwei oder mehr LOHSs bei den untersuchten Genorten
2. MSIin einem oder mehr der untersuchten Genorten
3. LOH am D8S559-Lokus

2.9 Statistische Analyse der Ergebnisse

2.9.1 Deskriptive Statistik
Die folgenden Charakteristika wurden mit einer gmo®ekannten AML-Patientengruppe
der Veroffentlichung von Haferlach et °4l.verglichen, um die Annahme der

Reprasentativitat zu stutzen.

Alter

Zum Vergleich mit der Kontrollgruppe wurde das Meed Alter in Altersgruppen
eingeteilt. Die Altersgruppen umfassten das Alt&i020, 21 bis 30, 31 bis 40, 41 bis 50,
51 bis 60, 61 bis 70 und Uber 70. Die Zugehdrigkeit untersuchten Patienten wurde
gezahlt und die Haufigkeiten in jeder Gruppe alsefirder gesamten untersuchten Gruppe
dargestellt. Zum Vergleich mit anderen Patientepgem (siehe oben) wurden
Altersgruppen< und > 50 Jahre gebildet. Simultan erfolgte einestiBemung des
arithmetischen Mittels und des Median des Alters@esamtgruppe.

FAB-Klassifikation

Die Zugehorigkeit zu den einzelnen FAB-Subklasatiiinen wurde gezéhlt. Die Anzahl
der jeweiligen Patienten in den einzelnen SubKi&sasionen wurde als Anteil in Prozent
von der Gesamtgruppe dargestellt.

Zytogenetik
Gemald den Kriterien in 2.1.1 wurden die zytogenktia Befunde in drei Gruppen

eingeteilt: 1=gunstiges Risiko, 2=mittleres Risil@xunglnstiges Risiko. Der Anteil der
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Patienten in den jeweiligen Gruppen wurde als AnteProzent von der Gesamtgruppe

dargestellt.

Blastenanteil bei Erstdiagnose

Wie in gréReren Untersuchungen beschriébearde der Blastenanteil zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose in zwei Gruppen eingeteilt: unter MWi#sten im Knochenmark bzw. 75%
und mehr. Der Anteil der Patienten in den jeweilig&ruppen wurde als Anteil in Prozent

von der Gesamtgruppe dargestellt.

Serum-LDH bei Erstdiagnose

Wie in gréReren Untersuchungen beschriébemrde das Serum-LDH zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose in zwei Gruppen eingeteilt: bis zu @bzw. mehr als 700U/I. Der Anteil
der Patienten in den jeweiligen Gruppen wurde alstei\ in Prozent von der

Gesamtgruppe dargestellt.

Darstellung des Therapieerfolges
Die Patienten wurden in erster Linie eingeteilt in
- primar allogen transplantierte Patienten,
- Patienten, bei denen nach zwei Chemotherapiezyldiee 2.1.1) eine
komplette Remission erreicht wurde, und
- Patienten, bei denen dies nicht gelang.
Die erzielten primaren kompletten Remissionen wardann weiter eingeteilt in stabile
Remissionen im Beobachtungszeitraum, in Rezidikinmeu aufgetretene MDS.
Die Gruppen wurden jeweils mit absoluten Werten mmtdprozentualen Anteilen an der

Gesamtgruppe dargestellt.

Vorkommen und Haufigkeit von LOH und MSI

Untersucht wurde die Haufigkeit von LOH und MSI absoluten Werten und in
prozentualen Anteilen bezogen auf die Gesamtheit datersuchten Genloci,
patientenubergreifend auf die einzelnen Genloci patientenbezogen auf alle acht
Genloci. Dartiberhinaus wurde die Haufigkeit von Ghidch der Definition in 2.8.6

untersucht.
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2.9.2 Analytische Statistik

Uberlebenszeitbasierte Berechnungen
Als Uberlebenszeitparameter wurde das vorfallft¢herleben (event free survival, EFS)
verwendet. Fir die Berechnung der vorfallfreien tildeenszeiten wurde als Startpunkt
die erste gesicherte komplette Remission gewammtpknkt war das Auftreten eines
morphologisch gesicherten Rezidivs oder eines gedien MDS nach stattgehabter
kompletter Remission. Bei stabilen Remissionen ear Endpunkt der Beobachtung der
31.12.2004.
Fur alle Patienten, bei denen mit der Standardinodigtherapie keine komplette
Remission zu induzieren war, wurde angelehnt arettsth et af* als vorfallsfreie
Uberlebenszeit ein Monat gewahlt. Dies entspriait feit, die vom EinschluR? in die
Studie bis zur Feststellung der persistierenderkémie berechnet wird
Alle Patienten, die primar allogen transplantiedrelen, wurden fur diese Untersuchungen
ausgeschlossen.
Fur die Analyse des vorfallfreien Uberlebens und H@énflussfaktoren wurden zwei
Testsysteme verwendet:

1. Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan und M&ier

2. Cox-Regressiof mit riickwértsgerichteter Selektion

Die bekannten Einflussfaktoren auf das EFS (Almstpgenetisches Risiko und LDH-
Werte bei Erstdiagnose) wurden einzeln auf eine &flgigkeit vom neuen putativen
Einflussfaktor GIN mittels Exaktem Test nach Fistetersucht.

2.9.2.1. Exakter Test nach Fisher

Zur Untersuchung von Abhéangigkeit oder Unabhé&ngtgiter verschiedenen bekannten
Einflussfaktoren vom neuen putativen RisikofaktoiNGyvurde der exakte zweiseitige
Fishertest mittels Kontingenztabellen durchgeflbirt.ermdglicht die Abschatzung, ob
zwei Variablen voneinander abhéngig sind oder nidig Vermutung der Unabhangigkeit
wird hierbei als Nullhypothese gesetzt. Es wird pHWert berechnet. Bei p-Werten
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kleiner 0,05 wurde die Nullhypothese verworfen,. ddit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% sind die beiden Variablen voneinander abigahg

Der Fisher-Test wurde durchgeftihrt mit den Variak@ambinationen

1. GIN/Alter
2. GIN/LDH-Level
3. GIN/zytogenetisches Risiko

2.9.2.2 Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan und Meier

Die Kaplan-Meier-Analyse erlaubt eine Abschatzueg \@ahrscheinlichkeit mit der ein
Ereignis nach einer bestimmten Zeit eintritt. Sikdt auch eine leichtes Ablesen von
Uberlebenszeiten und -raten aus dem Diagramm. &tiKaplan-Meier-Analyse steht ein
Verfahren zur Verfligung, mit dem Uberlebenszeitgge unabhangig von der
Beobachtungsdauer maéglich sind. Der Beobachtungsiegar in dieser Studie jeweils
die festgestellte CR, der Beobachtungsendpunkt exfdgwein ,Event” oder ein fester
Zeitpunkt  (ndmlich  Beobachtungsende). @ Somit unhaislen sich  die

Beobachtungszeitraume fir jeden Patienten.

Zum Vergleich von zwei bzw. drei Patientengruppende der Log Rank Test oder auch
Mantel Cox Test verwendet. Mit diesem Test ist églinh, den Unterschied zwischen

zwei beobachteten Gruppen auf Signifikanz zu prifen

Der Vergleich bezuglich EFS erstreckte sich aujdalde Patientengruppen:

Altersgruppe<50 Jahre/>50 Jahre

zytogenetisches Risiko ,KaryoGruppe2/3
LDH <700/, / >700Y,
GIN/kein GIN

Patienten mit dem zytogenetischen Risiko 1 und 2rdemu zu einer Gruppe

zusammengefasst, da die Gruppe mit zytogenetisdRisiko 1 mit nur 4 Patienten zu
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klein flr eine gesonderte statistische Analyse \iée. Analyse von Alter, Karyogruppe

und LDH diente dem Nachweis der Reprasentativié@tStichprobe, da sich bei gréfieren

AML-Patientenkollektiver bei diesen Parametern ein signifikanter Untersthigibt.

2.9.2.3 Cox-Regressionsanalyse

Das gleichzeitige Vorhandensein mehrerer Einflusidgn auf ein bestimmtes Ereignis

verlangte die individuelle Gewichtung der Einflus#gen in einem Modell. Dazu bot sich

die multivariate Regressionsanalyse nach &an. Als EinflussgréRen flossen in die

Berechnung des Modells folgende Grol3en als katglgdDaten (nur O oder 1) ein:

Altersgruppe<50 Jahre/>50 Jahre

zytogenetisches Risiko ,KaryoGruppe2/3
LDH <700/, / >700,
GIN/kein GIN

Als Methode wurde das vorwartsgerichtete bedingtsdhlussverfahren gewahlt. Die
Wahrscheinlichkeit fur die Aufnahme in das gefureledodell wurde mit 0,05
gewahlt. Variablen werden dann in das Modell audgemen, wenn sich die Qualitat

des Modells verbessert. Die zeigt sich durch

* sinkenden p-Wert fur das Gesamtmodell
* sinkendes -2LogLikelihood
» steigendes Chi-Quadrat.

Ist in dem gefundenen Modell ,GIN“ mit einem p-Wetd,05 enthalten, kann man
auftretende genetische Instabilitat in den Stamiezeler Remissionshamatopoese als

neuen Risikofaktor werten.
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3. Ergebnisse

3.1 AML-Patienten

3.1.1 Patientencharakteristik

Alter

Die Aufteilung in Altersgruppen unter 20 Jahren,d4 30 Jahre, 31 bis 40 Jahre, 41 bis
50 Jahre, 51 bis 60 Jahre und 61 bis 70 Jahrecétbrdie in der Tabelle wiedergegebene
Verteilung. 40 Patienten (65,6%) waren 50 Jahrejunder, 21 (34,4%) waren Uber 50
Jahre alt.

Das Durchschnittsalter lag bei 44,82 Jahren, dedidebei 45 Jahren. Das Alter bei der
Erstdiagnose bewegte sich zwischen 17 und 63 Jalen Vergleich mit gré3eren
Patientenkollektivelf zeigt eine ahnliche Altersverteilung. Es ist ldidiy ein Fehlen der
Uber 63-jahrigen anzumerken. Dies erklart sich detr fehlenden Empfehlung fur

autologe PBSZT fur Patienten alter als 65 Jahre.

Altersgruppe Anzahl Prozent

0-20 3 4,92

21-30 3 4,92 Alter bei ED

31-40 15 24,59 Durchschnitt 44,82
41-50 19 31,15 Median 45
51-60 16 26,23 Bereich 17-63
61-70 5 8,20

Tabelle 12: Zugehdrigkeit zu Altersgruppen, arithmeisches Mittel, Median und Altersbereich; n=61

Alter bei ED
Median 53
Bereich 16-82

Tabelle 13: Altersmedian und -bereich in der Vergleehsgruppe (Haferlach)
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Zuordnung zu FAB-Subklassifikationen

Dem morphologischen Subtyp M1 konnten 9 (14,8%in &ubtyp M2 17 (27,9%) und
dem Subtyp M3 2 Knochenmarksausstriche bei Erstdsg AML zugeordnet werden.

Der Subtyp M4 war 12 mal (19,7%) vertreten wobei2irFallen (3,3%) eosinophile
Granulozyten festgestellt wurden (M4eo). InsgesafntFéalle des Subtyps M5 wurden
diagnostiziert, wobei bei 4 dieser Patienten Ubegend monozytare Zellen gesehen
wurden (M5a). FAB M6 war in der Gruppe einmal, Miéht und MO finf mal vertreten.
zwei mal lautete die Diagnose MO. In der Gruppedém sich zwei Patienten mit
undifferenzierter, nicht naher klassifizierter Léokie. Bei zwei Patienten war das

Datenmaterial der FAB-Klassifikation nicht eruierba

AML-Subtypen Anzahl % Haferlach®
n=61 %
M1 9 14,8 19,1
M2 17 27,9 32,2
M3 2 3,3 6,7
M4 10 16,4 16,9
M4eo 2 3,3 6,2
M5 7 11,5 6,2
M5a 4 6,6 5,9
M6 1 1,6 3,3
M7 0 0,0 0,3
MO 5 8,2 3,3
undiff. 2 3,3 *
unbekannt 2 3,3 *

Tabelle 14: Verteilung der FAB-Subklassifikationen
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MO unbekannt

0, 3%
M7 8% i

3%

M2
29%

16% 3%

Grafik 1: Verteilung der FAB-Subklassifikationen
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Zytogenetik

Auch das zytogenetische Risiko entsprach mit 64%)8Patienten mit guinstigem, 38
(62,30%) mit mittlerem und 14 (22,95%) mit ungugsth Risiko dem von groRReren
Patientenkollektivetf. Bei drei Patienten lagen die zytogenetischen

Untersuchungsergebnisse nicht vor.

Risikogruppen Anzahl n=61 % Haferlach>
gunstig 1 6 10,34 20,7

mittel 2 38 65,51 61,8
ungunstig 3 14 24,14 17,5
unbekannt 3 * *

Tabelle 15: Verteilung des zytogenetischen Risikos

gunstig (1); 6
unginstig (3); 1

mittel (2); 38

Grafik 2: Verteilung des zytogenetischen RisikoRatientenkollektiv dieser Studie; n=61
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ungunstig (3); 79 gunstig (1); 94

mittel (2); 280

Grafik 3: Verteilung des zytogenetischen Risikoddaferlach-Gruppe

Blastenanteil bei der Erstdiagnose

Entsprechend der WHO-Klassifikat®nlag der Blastenanteil im Kochenmarksausstrich
durchgehend bei Uber 20%. Lediglich bei einem Redielag ein medullarer Blastenanteil
von 10-15% vor. Bei Vorliegen der Translokation,2® wurde nach Kklinischen
Gesichtspunkten trotzdem die Diagnose AML gestdlh. liegt Datenmaterial fur 53
(86,9%) der 61 Patienten bezlglich des medullaretast@nanteils bei der
mikroskopischen Untersuchung zum Zeitpunkt der diaghose vor. Bei 12 (22,6%)
Patienten lag der Blastenanteil unter 75%, beirdstlichen 41 Patienten (77,6%) lag der
Blastenanteil bei oder tber 75%.

Bei Haferlach et al? fanden sich bei 41,8% der Patienten Werte unté$ Bfastenanteil,
bei 58,3% Uber 75%.

Serum-LDH zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

In 58 (95%) der Falle liegen Daten Uuber den SeridhHSpiegel zum
Erstdiagnosezeitpunkt vor. Dabei war bei 42 Pater(72,4%) der LDH-Wert weniger
oder gleich 700 U/I. Bei 16 (27,6%) Patienten Utiegser diesen Referenzwert.

Bei Haferlach et al* fanden sich 72% Patienten mit LDH-Spiegeln un@® ¥/l und
28% uber diesem Grenzwert.
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Therapieerfolg der Induktion bzw. Doppelinduktion

Bei sechs der 61 Patienten fiel die Therapieenidohg zugunsten der primaren

allogenen Transplantation. Der Therapieerfolg wurigebei nicht gesondert verfolgt. Bei
den anderen 55 Patienten konnte nach den erstemapiézeyklen (TAD-HAM

Doppelinduktion) 48 (87,3%) komplette Remissionecongplete remission,

verzeichnet werden. Bei sechs (10,9%) Patientemtkokeine komplette Remission

induziert werden. Ein Patient (1,8%) verstarb watréer ersten Therapiezyklen.
(Grafik 4)

initial CR; n=48

priméar alloge keine CR
Transp_lantatlo therapie-asso  induzierbar; n=6
n=6 Tod; n=1

Grafik 4: Remissionsstatus nach TAD-HAM,;
n=61

Im weiteren zeitlichen Verlauf zeigten sich bei d&h initialen Remissionen nur in 19

Féallen stabile Remissionen, in 25 Fallen ein Rezinid bei 4 Patienten ein MDS.
(Grafik 5)

Auch diese Verteilung ist ahnlich der in groReremppen>* Dort zeigte sich in 69% der

Falle eine induzierbare erste Remission, in 9,2%ed&emission und friher Tod in

21,8% der Falle.
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MDS; n=4 stabile Remission; n=19

RZ; n=25

Grafik 5: zeitliches Verhalten der initialen Remissonen; n=48

3.1.2 Detektion von Minimaler Resterkrankung

Nach der in 2.1.1 beschriebenen Methode konnteeinekn der Leukaphereseprodukten

der AML-Patienten Minimale Resterkrankung (MRD) ingewiesen werden.

3.1.3 Vorkommen und Haufigkeit von LOH, MSI und GIN in CD34 positiver
Fraktion

Patiententibergreifende Analyse aller untersuchten énporte

Es wurden insgesamt 488 PCR-Untersuchungen duiiiigef(61 Patienten, je acht
Primer). In 11 Fallen erbrachten die Untersuchuriggne verwertbaren Ergebnisse. Die
restlichen 477 Untersuchungen zeigten folgendelifrigse: In 413 (86,6%) Fallen zeigte
sich Mikrosatellitenstabilitdit (MSS) und kein LOHeibfir LOH aussagekréftiger

Beschaffenheit der Allele (vgl. 2.8.4 und 2.8.5).33 (6,9%) Fallen zeigte sich MSS,
ohne Uber LOH eine Aussage machen zu kdnnen, dantkesuchten Genorte bzgl. LOH
nicht informativ (ni) waren (vgl. . 2.8.4 und 2.8.5
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Auffallig waren 31 Genorte (6,5%). Von diesen 31InGgen zeigten 18 (3,8%) Genorte
die Kriterien fir LOH, 13 (2,7%) die fir MSI.

unauffallig; 413
(86,6%)

n.u.; 11 (2,3%)

MSI; 13 (2,7% .
MSS, ni; 33 (6,9%)

LOH; 18 (3,8%)

Grafik 6: Ergebnisse der Mikrosatelitenanalyse, bezogen auf alle untersuchten Geno
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Patientenubergreifende Analyse der einzelnen Genaat

Bezogen auf die einzelnen Primer ergab sich eimaivehomogene Verteilung der
Aufalligkeiten. In allen verwendeten Primern konmten Patientenkollektiv genetische
Veranderungen nachgewiesen werden. Am haufigsteoffe®m war der p53-Genort mit
insgesamt 6 Auffalligkeiten (4mal LOH, 2mal MSInavenigsten betroffen waren die
Genorte hMSH2 und BRCAL vertreten durch die PriD285123 und MFD15 mit je zwei
Auffalligkeiten. hMSH2 zeigte zwei LOHs, BRCA1 di®H und ein MSI

(siehe Tabelle 16).

Primer ©

00 o} » N To} ™ O

© N To) — ™M 9\ ml

< To) T < — — O

%) 7)) ) ™ ) ) a [

5 |5 |8 |& |2 |8 | < |=

— (@)

unauffa llig 51 50 49 49 53 52 52 57
ni 4 7 6 4 2 7 2 1
LOH 3 2 3 4 2 0 3 1
MSI 1 1 1 2 1 2 4 1
kein 2 1 2 2 3 0 0 1
Ergebnis

Tabelle 16: Ergebnisse der genetischen Untersuchunigpbergreifend alle Genorte

Patientenbezoge Analyse / GIN

Insgesamt 12 (19,7%) Patientenproben mit aufgeteini CD34+ hamatopoetischen
Stammzellen wiesen in einem oder mehreren Primam Aufalligkeit auf. GIN nach der
Definition in 2.8.6 ([1] zwei LOH, oder mehr; [2] ¥ oder [3] D8S559 betroffen) war bei
10 Patienten (16,4%) zu diagnostizieren.
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kein GIN; n=51

GIN;
n=10

Grafik 7: Patienten mit GIN

3.1.4 LOH, MSI und GIN in Knochenmarksausstrichen véhrend der Remission

In den untersuchten Knochenmarksausstrichen (nwAirdlen keine Auffalligkeiten an
den untersuchten Genorten bezuglich LOH und MSurgg$n, obwohl sieben der 47
untersuchten Proben in der korrespondierenden Gin34 Zellfraktion GIN nach 2.8.6

aufwiesen.
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3.1.5 Analytische Statistik

3.1.5.1 Abhéngigkeit von GIN in CD34pos.-Stammzeltle der  Remisssions-

hamatopoese von Alter, LDH und zytogenetischem Risb

Die Abhangigkeit der bekannten Risikofaktoren AlteDH und erhohtes zytogenetisches
Risiko wurden mittels exakten Tests nach Fisheriteln Grundlage waren alle
verfligbaren Befunde des Patientenkollektives darriérsuchten AML-Patienten.

Der exakte Fisher-Test liefert einen p-Wert. Issgér p-Wert kleiner alg (0,05) gelten
die Variablen als voneinander abhangig. Ist p gréfde o gelten die Variablen als

voneinander unabhangig.

» Test auf Abhangigkeit von Altersgruppen und GIN

Es wurden zwei Altersgruppen gebildebQ Jahre/>50 Jahre). Sechs der unter 50jahrigen
(n=40) und vier der Uber 50jahrigen (n=21) wieselN Gn den Stammzellen der
Remissionshamatopoese auf. Der Fisher-Test lie@nen p-Wert von 0,725. GIN und

Altersgruppe gelten somit als voneinander unablgangi

Exakter Fisher -Test:
GIN
0 1 p-Wert 0,725
Alter (Jahre) | <50 34 6 (Zweiseitig)
>50 17 4 alpha 0,05

Tabelle 17: Kontingenztabelle Altersgruppe/GIN; n=a
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» Test auf Abhangigkeit von niedrigen/hohen LDH-Wert@& und GIN

Es wurden zwei Gruppen nach LDH-Wert bei der Eegjdose AML gebildet
(<700U/I/ >700U/1). LDH-Werte bei ED waren nur bei8Patienten dokumentiert.
Sechs der Patienten mit kleineren LDH-Werten (n=429 vier der Patienten mit
hohen LDH-Werten (n=16) wiesen GIN in den Stamnezxell der

Remissionshdmatopoese auf. Der Fisher-Test liefrten p-Wert von 0,439. GIN

und LDH-Wert gelten somit als voneinander unabhgingi

GIN Exakter Fisher -Test:
0 1 p-Wert 0,439
LDH (U/)) <700 36 6 (Zweiseitig)
>700 12 4 alpha 0,05

Tabelle 18: Kontingenztabelle LDH > od< 700 U/l /GIN (1)-kein GIN (0); n=58

» Test auf Abhangigkeit vom Karyoriskgruppen und GIN

Von n=58 Patienten war das zytogenetische Risikarma. Um dichotome Merkmale zu
erhalten wurden die drei Risikogruppen zu zwei @armpzusammengefasst. Eine Gruppe
beinhaltet die Karyoriskgruppe 1 und 2 (n=44), alielere die Karyoriskgruppe 3 (n=14).
In der niedrigen Karyorisk-Gruppe war GIN sechsmaldetektieren, in der Gruppe mit
hohem zytogenetischem Risiko viermal. Der FishestBeigte einen p-Wert von 0,233.
Somit gelten die Zugehdrigkeit zur Karyorisk-Grupped das Auftreten von GIN als

voneinander unabhangig.

GIN Exakter Fisher -Test:
0 1
- p-Wert 0,233
Karyorisk =2 |38 6 (Zweiseitig)
3 10 4 alpha 0,05

Tabelle 19: Kontingenztabelle Karyoriskgruppen<2 u.3 / GIN (1)-kein GIN (0); n=58
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3.1.5.2 Uberlebenszeitanlayse nach Kaplan und Meier

Das EFS (event-free survival, siehe 2.9.2) der Adtienten in Abhangigkeit von Alter,
LDH, Karyorisk und GIN wurde untersucht. Zur Anay&onnten nur Patientendaten
herangezogen werden, bei denen der jeweilig komeplBXatensatz vorhanden war.
Patienten, die aufgrund von primar allogener Trkamgption oder therapieassoziertem
Tod einer Uberlebenszeitbasierten Untersuchung aiegnglich sind, wurden fir diese
Analyse ausgeschlossen. Die mediane Beobachtuhgsea 19,5 Monate, die
durchschnittliche Beobachtungszeit 36,5 Monatefiiten sich Beobachtungszeiten von
1 Monat bis 139,9 Monaten.

Alter

Es wurden zwei Altersgruppen gebildet5Q Jahre/>50 Jahre). Die unter 50jéhrigen
(n=35) wiesen ein 3,5 fach langeres Uberleben mutli@ Gber 50jahrigen (n=19) (69,5
versus 19,7 Monate)

Beziiglich des medianen Uberlebens iiberschnittén diie Konfidenzintervalle, so dass
kein signifikanter Unterschied abzuleiten ist.

n=61 durchschnittliches EFS medianes EFS
(Monate)* (Monate)

<50 Jahre, n=35 69,5 (KI95: 48,0 - 91,0) 35,2 (KI95: 7,1 - 63,3)
>50 Jahre, n=19 19,7 (KI95: 10,3 - 29,1) 14,4 (KI95: 7,0 - 21,0)

* p<0,05; n=54

Der Log-Rank Test auf Unterschied zwischen den &apleier Uberlebensfunktionen

von beiden untersuchten Gruppen ergab einen digniin p-Wert von 0,022.
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Uberlebensfunktionen
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Grafik 8: Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier; Altergruppen <50 Jahre (n=35)/> 50 Jahre
(n=19), gesamt n=54
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Karyogruppe

Die Gruppe mit dem zytogenetischen Risiko 1 unde&tdnd aus n=38 Patienten, die
Gruppe mit dem Risiko 3 aus n=13 Patienten.

Der Vergleich der Karyogruppen mit dem zytogenétsc Risiko<2 bzw. 3 ergab eine
statistische Signifikanz fur die mediane EFS. Fas thittlere EFS konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied gemessen werden.

n=58 durchschnittliches EFS | medianes EFS
(Monate) (Monate) *

<2, n=38 54,2 (KI95: 36,6 - 72,8)| 19,7 (KI95: 7,1 - 63,3)

3, n=13 22,2 (KI95: 4,3 - 39,7) | 3,4 (KI95: 0,0 - 10,7)

* p<0,05; n=51

Der Unterschied der Kaplan-Meier Uberlebensfunkgionerreichte mit der hier
verwendeten Teststatistik (log rank-Test) das gieide Signifikanzniveau nur knapp
nicht (p=0,053). Mit dem in der Literatur ebenfallgeit verbreiteten generalisierten
Wilcoxon-Test, der eher die frihen Kurvenabschnitewertet, konnte jedoch ein

statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0056)ngesen werden.
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Uberlebensfunktionen
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Grafik 9: Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier; zytogenetisches Risiko 1 und 2 = KaryoGruppe

0 (n=38), zytogenetisches Risiko 3 = Karyogruppe(h=13); geamt n=51
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LDH
Es wurden zwei Gruppen nach LDH-Wert bei der Eagidose AML gebildet<(700U/I/

>700U/1). Die Gruppe der Patienten mit kleineren H-Werten bestand aus n=36
Individuen, hohe LDH-Werte fanden sich bei n=15d&tden.

Beim Vergleich der mittleren und medianen EFS-Zeigrgab sich eine statistische
Signifikanz fiir den Unterschied des medianen Uberis. Bemerkenswert ist, dass in der
untersuchten Gruppe eine LDH tiber 700U/ damitreidberlebensvorteil bietet. Fiir den

Unterschied der mittleren EFS wurde Signifikanzgmaerfehlt.

n=58 durchschnittliches EFS | medianes EFS
(Monate) (Monate)*

<700U/l, n=36 40,4 (K195: 24,1 - 56,6) | 14,4 (KI95: 11,1 - 17,8)

>700U/l, n=15 88,2(Kl195: 56,2 - 120,3) 61,6 (KI95: 39,4 - 83,8)

* p<0,05; n=51

Der Unterschied der Uberlebensfunktionen der Kaplaier Analytik erreichte
statistische Signifikanz mit einem p-Wert von 0,634
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Uberlebensfunktionen
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Grafik 10: Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier; LDH-Gruppen <700U/l (n=36) und >700 U/I
(n=15), gesamt n=51
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GIN

Der neue putative Risikofaktor GIN wurde den glemlirrozeduren unterworfen, wie die
obenstehenden bekannten Risikofaktoren Alter, Bfietisches Risiko und LDH.

Die Patienten ohne GIN in den Stammzellen der R&onshamatopoese (n=44) wiesen
ein 4,2faches durchschnittliches EFS verglichendait GIN positiven Patienten (n=10)
auf.

Bei der Untersuchung des medianen und mittlerendtg&b sich ein statistisch
signifikanter Unterschied bei der durchschnittlichdberlebenszeit. Beim medianen EFS

konnte ein signifikanter Unterschied nicht dargésteerden.

n=61 durchschnittliches EFS | medianes EFS
(Monate)* (Monate)

GIN=0, n=44 61,3 (KI95: 42,8 - 79,8)| 19,7 (KI95: 5,5 - 33,9)

GIN=1, n=10 14,7 (K195: 5,6 - 23,8) | 4,0 (KI95: 0,0 - 18,5)

* p<0,05; n=54

Auch beim statistischen Vergleich der Uberlebenigionen fir GINO/GIN1 konnte ein
statistisch signifikanter Unterschied gezeigt wer(fe=0,0437):
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Uberlebensfunktionen
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Grafik 11: Uberlebensfunktionen nach Kaplan-Meier; GINO n=44/GIN1 n=10, gesamt n=54

3.1.5.3 Cox-Regressionsanalyse
Fur die Cox-Regressionsanalyse sind komplette Batea der Patienten beztiglich der zu

untersuchenden Variablen notwendig. Untersucht amudie dichotomen Gruppen Alter,
KaryoGruppe, LDH und GIN wie oben beschrieben.dpatin mit einer primar allogenen
Transplantation wurden ausgeschlossen. Die Geshhdea untersuchten Patienten fur

diese Analyse reduzierte sich somit auf n=48

Gesamtmodell
Als erste Variable wurde das Alter in Form der Zuiyggkeit zu den festgelegten
Altersgruppen in das Modell aufgenommen. Dabei lergech ein -2Log-Likelihood
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(-2LL) von 219,964, das Chi-Quadrat betrug 5,59%3¢b®er Gesamtsignifikanz von 0,018.
Als nachstes wurde das zytogenetische Risiko wigdeals kategoriale Variable (siehe
2.9.2.3) in das Modell aufgenommen. -2Log-Likelidaank daraufhin auf 215,703, Chi-
Quadrat stieg auf 10,147 bei einer Gesamt-Sigmfikaon 0,006.

Die neu zu prifende Variable GIN wurde mit einerbésserung des-2LL auf 211,599,
des Chi-Quadrat auf 14,833 und der SignifikanzOa@®2 in das Modell aufgenommen.
Die Zugehorigkeit zur LDH-Gruppe wurde aus Sigrafizgriinden nicht in das Modell

mit aufgenommen.

Gesamt (Wert)
Schritt -2 Log-Likelihood Chi-Quadrat df Signifikanz
1° 219,964 5,593 1 0,018
2° 215,703 10,147 2 0,006
3° 211,599 14,833 3 0,002

a. Variable(n) eingegeben in Schritt Nr. 1: Altetggpe
b. Variable(n) eingegeben in Schritt Nr. 2: Karya@ve
c. Variable(n) eingegeben in Schritt Nr. 3: GIN

Tabelle 20: Cox-Regression, Parameter des Gesamtd®ils bei schrittweiser Einschlussmethode,
n=48

Einzelvariablen

Nach dem dritten Schritt des Einschlusses erga fsic die Einzelvariabeln folgende

Charakteristika: Altersgruppe erzielte in Bezug BES ein relatives Risiko (hier Exp(B))

von 2,674, d.h. ein Patient in der héheren Altersge hat nach diesem Modell bei einem
p-Wert von 0,007 mit einem 2,674 fachem Risiko Ewent (siehe 2.9.2) zu erleiden.

Karyogruppe erzielte ein relatives Risiko von 2,688p=0,017.

Auch GIN zieht nach diesem Modell ein 2,397 facResiko nach sich, ein Event zu

erleiden. Das geforderte statistische Niveau warddh fur GIN erfullt (p=0,031)
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B SE Wald df Signifikanz Exp(B)

Schritt 1 Altersgruppe ,826 ,358 5,310 1 ,021 2,283

Schritt 2 Altersgruppe ,966 ,369 6,852 1 ,009 2,627
KaryoGruppe

,893 ,405 4,861 1 ,027 2,442

Schritt 3 Altersgruppe ,983 ,368 7,154 1 ,007 2,674

KaryoGruppe ,987 414 5,694 1 ,017 2,683

GIN 874 ,405 4,659 1 ,031 2,397

Tabelle 21: Cox-Regression, Parameter der Einzelvablen bei schrittweiser Einschlussmethode,
n=48

3.2 Kontrollgruppe
3.2.1 Patientencharakteristik

Alter

Die Aufteilung der Altersgruppen erfolgte wie b&@ndAML-Patienten. Die Verteilung ist
in Tabelle 22 wiedergegeben. Es waren 18 Patienten (64,3%) Bfe Jand jlnger. 10
(35,7%) Patienten waren Uber 50 Jahre alt. Dashnagitische Altersmittel bei
Erstdiagnose lag bei 45,51 Jahren, der Medianbéaliren.

Alter Anzahl Prozent Alter bei ED

bis 20 0 0 Mittel 45,51
21bis30 2 7,14 Median a7
31bis40 7 25,00 Bereich 20-63
41 bis 50 9 32,14

51bis60 8 28,57

tiber 60 1 3,57

Tabelle 22: Zugehdrigkeit zu Altersgruppen, arithmeisches Mittel, Median und Altersbereich

Im Vergleich zur AML-Gruppe in dieser Untersuchumgigt sich sowohl eine sehr
ahnliche Verteilung in den einzelnen Altersgruppails, auch bei Median (AML: 45 J.,
Kontrolle:47J.) und mittlerem Alter (AML: 44,82 Xpntrolle: 45,51J.)
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3.2.2 Vergleich der Chemotherapien der untersucherAML-Patienten und der
Kontrollgruppe.

Alle 61 Patienten der AML-Gruppe erhielten bis &tammzellapherese dosisintensive
Therapie simultan mit Anthrazyklinen (Daunorubidi@i TAD und Mitoxantron bei
HAM) und Nukleosidanaloga (Thioguanin und Cytosafanosid [AraC]).

Die 27 der 28 Patienten der Kontrollgruppe erhirelégne dosisintensive Therapie mit
Anthrazyklinen in Verbindung mit anderen Chemotperdika (Schemata siehe Tabelle
23) Ein Patient erhielt zusatzliche dosisintensiveerapie mit Nukleosidanaloga (1x
AraC), ein Patient nur Nuklosidanaloga (Fludarabin) Verbindung mit anderen

Chemotherapeutika.

Doxorubicin alleine 11
Doxorubicin und Epirubicin 14
Doxorubicin, Epirubicin und Idarubicin 1
Epirubicin alleine 1
Epirubicin und Idarubicin 1
Nukleosidanalogon (AraC) 1
Doxorubicin, Epirubicin und 1
Nukleosidanalogon (Fludarabin)

Tabelle 23: Anthrazykline und Nukleosidanaloga in @r Kontrollgruppe

3.2.3 LOH, MSI und GIN in der CD34 positiven Fraktion der Kontrollgruppe

In den Leukaphereseprodukten der Patienten der réligruppe wurden Kkeine

Auffalligkeiten an den untersuchten Genorten baztidlOH und MSI gefunden.
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4. Diskussion

Die Vorhersehbarkeit des Krankheitsverlaufs ein®tLAist aus Mangel an belastbaren
Prognosefaktoren sehr gering. Noch immer ist didséheidung zur zusatzlichen
allogenen Transplantation zur Konsolidierung mit #&ren Chancen und Risiken
schwierig. Neu definierte Risikofaktoren kdnnen &uohritt zur Erleichterung dieser
Entscheidung sein.

Qualitative und quantitative Veranderungen auf Staellniveau in der
Remissionshamatopoese nach AML sind seit langerarint. Martinez et &P. wiesen
eine verandertes Verhaltnis von CD34pos Ilymphatischund myeloischen
Progenitorzellen bei AML-Patienten in der komplette Remission aus
Knochenmarksproben nach. Es konnte auch ein holasdso fur ein Rezidiv und ein
kurzeres Langzeitiiberleben nachgewiesen werden.

Yao et af' wiesen nach, daR der mutmafRlich normale Stamnuzéllpicht nur
zahlenmaRig verringert ist, sondern auch dal3 dem@tellen in vitro auch ein
vermindertes Vermégen haben Progenitorzellen hemaringen.

Herman et af? wies bei CD34+ Zellen der ersten Remissionshanoas® in vitro
Defekte in der Hamatopoese, eine verringerte Expasfihigkeit und eine erhéhte
Zellmortalitat bei der Zellkultur nach.

Auch Hokland et af® wiesen bei AML-Patienten in Remission Veranderunbei den
Progenitorzellen nach. AML-Patienten zeigten daberminderte Zahlen von CFU-
GEMM (colony forming unit - granulocyte, erythroeytmonocyte, megakaryocyte).
Interessanterweise waren aber die Nachfolgezel&@UFGM (colony forming unit -
granulocyte, monocyte)] zahlenmaf3ig erhoht.

Wie Marcucci et af? zeigen konnte, sind zytogenetische Veranderungem Zeitpunkt
der ersten kompletten Remission bei akuter Leukameie Erwachsenen gefunden in
Knochenmarksproben verlassliche Vorhersageparamdter kurzes rezidivfreies
Uberleben, kurzes Gesamtiiberleben und hoherer iRet@ Es konnte auch gezeigt
werden, dass zytogenetische Veranderungen im Knoadksausstrich der Erstdiagnose
nur zum Teil denen in den Stammzellen der Remiski@matopoese entsprechen.
Wahrend Marcucci et al. sich auf die der zytogecbin Untersuchung zugéanglichen
Aberrationen beschrankte, Herman et al. und Yaoalet sich den biologischen

Eigenschaften der CD34+ Zellen widmete und Hoklahdat. und Martinez et al. die
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Anzahlen und zahlenmafige Verhaltnisse von Progeeiien-Subpopulationen
untersuchten, lag in dieser Studie der Fokus abflsomosomalen Verdnderungen, die
mit Mikrosatellitenuntersuchungen aufzudecken sidekrbei handelt es sich um LOH
und MSI.

Der Nachweis von Veranderungen wie LOH oder MSlzts@ntweder eine weite
interklonale Verbreitung der Veranderung in einellyklonalen Zellpopulation voraus (ca.
50% bei LOH, ca. 30% bei MSI) oder das Vorliegemeei oligoklonalen oder
monoklonalen Zellpopulation.

Trotz dieser Einschrdnkung der Nachweisbarkeit anm ersten Mal das Vorkommen
von LOH und MSI in CD34+ Zellen der Remissionshépatse bei einem Teil der
AML-Patienten (19,7% mit Veranderungen, 16,4% niNJestgestellt werden.

Damit erfasst man mit einem Paneel von nur achinémn rund zwei Mal so viele
Patienten (8,2% vs. 16,4%), als mit der von Macetaeil. vorgeschlagenen Methode.
Wie in 2.5 beschrieben, wurden die zum zweiten 8dgereinigten Zellproben nicht ein
zweites Mal auf Reinheit untersucht. Waren nach zieeiten Aufreinigungsprozedur
wider Erwarten einzelne Proben noch nicht auf @@86 CD34-Zellanteil angehoben, so
ist sogar von einer noch hoheren Pravalenz auseungela LOH-Nachweis dann nicht,
oder nur bedingt moglich ware.

Der gelungene Nachweis wirft die Frage nach denpiurgy dieser Veranderungen auf.
Drei Ursachen liegen nahe:

1. Es handelt sich um residuelle leukamische Zellen

2. Es handelt sich um einen Effekt der intensiveer@otherapie

3. Es handelt sich um einen genetischen ,Flursaifdok Patienten mit AML

ad 1.: Die untersuchten Leukaphereseprodukte wurdedem Einfrieren im Rahmen der
diagnostischen Routine auf residuelle Leukdmiebtasintersucht. Dabei wurden keine
residuellen Leukdmie-Zellen gefunden. Die Obeh&itstruktur der Blasten war aus der
Immunphanotypisierung zum Zeitpunkt der Erstdiagnbskannt und wére somit leicht
detektierbar gewesen. Ob durch MACS in einzelneleraCD34-Uberexprimierende
Leukamiezellen bevorzugt aufgereinigt werden, ndissheuen Studien gepruft werden.
ad 2.: Die simultane Untersuchung einer Kontroliger von 28 Patienten mit
dosisintensiven Chemotherapien erbrachte keinerweais von LOH oder MSI in den

CD34+ Stammzellen der Hamatopoese. Untersucht wdathei von allem der Einfluss
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der Anthrazykline, die bei 27 der 28 Patienten Aneeng fanden. Da die Kombination
Anthrazykline und Nukleosidanaloga nur bei AML Atandardtherapie gehort, war dies
die bestmogliche Adaptation an die untersuchte @up

ad 3.: Die Tatsache der Nachweisbarkeit von LOH M®I, welche eine relativ reine
Zellpopulation voraussetzen, spricht fur Oligoklltd der Stammzellen der
Remissionshdmatopoese bei AML und damit fur einghtnjnormale® Hamatopoese,
selbst wenn morphologisch die Knochenmarksausstrigtormal“ wirken. Auch die
biologischen Funktionseinschrankungen, wie sie M@mman et al. festgestellt wurden,
deuten in Richtung einer nicht ,normalen* Stammeghiopulation bei AML. Die hier
gefundenen  genetischen  Alterationen  weisen also tlideu auf eine
Remissionshamatopoese mit genetischen Defektenviiiglicherweise kénnte man hier
von einer neuen Form von Myelodysplasie sprechea, ndir genetisch, nicht aber
morphologisch abzugrenzen ist.

Interessanterweise waren die 47 verfugbaren Knauhggsausstriche zum Zeitpunkt der
ersten Remission frei von GIN. Darunter befandesh sauch 7 (von 10) der GIN+
Patienten. Die fehlende Nachweisbarkeit von GINden Knochenmarksausstrichen
konnte darauf hindeuten, dass sich die ausgereiflelten aus einer polyklonalen
Subpopulation der CD34+ Zellen rekrutieren, wober desamte Stammzellpool von
wenigen Klonen dominiert wird. Somit hatten GIN+lIge einen Selektionsvorteil, aber

einen Differenzierungsnachteil.

Auswirkung der gefundenen GIN auf das EFS

Um die Kklinische Relevanz von GIN und damit die wixkung auf das EFS zu prifen,
wurden die Patientencharakteristika der untersuclitetientenkohorte mit denen von
groBeren Patientengruppen verglichen. Es stetitedabei eine im Wesentlichen &hnliche
Verteilung von Alter, FAB-Subklassifikation, zytagetischem Risiko, LDH-Spiegel,

Blastenanteil zum Zeitpunkt der Erstdiagnose undphechen auf die Induktionstherapie
heraus.

In einem nachsten Schritt wurde die Unabhangigiteg neuen putativen Risikofaktors
,GIN* von den bekannten Faktoren Alter, LDH und ayenetisches Risiko untersucht.

GIN zeigte sich beim exakten Fisher-Test als unagigévon den genannten Faktoren.
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Weiterhin wurde die Auswirkung der genannten Faktoauf das EFS gepruft, um die
Annahme der Représentativitat der untersuchteemangruppe zu unterstitzen.

Dabei zeigte sich Glltigkeit des Risikofaktors Alten der Kaplan-Meier Analytik
(p=0,022). Bei der Untersuchung des Risikofaktoggogenetisches Risiko wurde
Signifikanz mit dem log rank-Test nur knapp vertep=0,053), jedoch mit Wilcoxon-
Test sicher erreicht (p=0,0056).

Die Auswertung der Daten bezuglich LDH erbrachteimi ersten Anschein verbliffendes
Ergebnis: Ein hoher LDH-Wert scheint in der untetden Patientengruppe ein
protektiver Faktor mit einem langeren EFS zu s@n0(0346). Dies widerspricht den
Erkenntnissen aus groRen AML-Studien. Diese beniesieh aber in der Regel auf
Patientengruppen, die nur de-novo AML einschlossemler vorliegenden Arbeit wurde
aber bewusst unausgesuchtes Patientengut verwetidetauch sekundare AML bei
bevorstehenden MDS beinhaltet. Da diese Patiertten @ne periphere Verminderung
aller Zellreihen bei niedrigen medullaren Blastded@n zeigen, weisen sie auch generell
niedrigere LDH-Werte auf als Patienten mit de-n@ML. Sekundare AML mit relativ
niedrigen LDH-Werten ist aber bekanntermaRen mithleshter Prognose
vergesellschaftet, so dass sich dieses auf deeneBlick widersprichliche Ergebnis
erklaren lasst.

Aus dem bisher gesagten erschliel3t sich, dasledsi den untersuchten Patienten um
eine Gruppe aus unausgelesenen, der ZusammenseataongroReren AML-Gruppen
entsprechenden Patienten handelt.

Kann der neue Prognosefaktor GIN in den Stammzel&rRemissionshamatopoese nun
in der Risikotriage weiterhelfen? Die Kaplan-Me#fgmalytik erbrachte fur GIN positive
Patienten ein signifikant schlechteres EFS (p=0/p4Bas mittlere EFS unterschied sich
auch in einem klinisch relevanten Mal3 (14,7 vs3®4onate).

In einem Vorhersagemodell, welches mittels Cox Bsgon mit schrittweisem
Einschluss ermittelt wurde, war GIN mit einer Haz&atio (HR) von 2,397 ein starker
Risikofaktor fur ein frihes Event (p=0,031) und davergleichbar mit der Zughorigkeit
zur KaryoGruppe mit zytogenetischem Risiko 3 (HR83) und Zugehorigkeit zur
Altersgruppe > 50 Jahre (HR 2,674).

Die Deutlichkeit der Ergebnisse spricht bei deririda betroffenen Gruppe (10/61) und
der relativ kleinen Gesamtgruppe fir RobustheitRiegnosefaktors ,GIN“.
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Diskussion

Einzuraumen ist, dass die Festlegung der KritefienGIN (Zwei LOH, ein MSI oder
LOH bei D8S559) zu einem gewissen Mald willkirliatsobeinen kann. Andererseits
belegen der Einfluss auf das EFS in der Kaplan-Méiralytik und sogar in der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse die Richtigiieiser Kriterien. Ob die gefundenen
Kriterien bei Erweiterung des Primerspektrums undrgvoRerung der untersuchten
Patientenzahl modifiziert werden mussen, bleibtlaven.

Fur die Zukunft wird eine Suche nach weiteren rahdgn Genorten zur Verfeinerung der
Definition von GIN notig sein. Auch sollte die Aaggekraft der gefundenen Definition an

groReren Patientengruppen Uberprift und modifizverden.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist bezlglicter dLangzeitprognose eine
heterogene Erkrankung. Alter, Leukozytenzahl, zgtmgische Befunde, LDH bei
Diagnosestellung und andere klinische, morpholdgsand laborchemische Befunde
dienen als prognostische Marker.
Zentrales Element der Therapie der AML ist eine hdosierte Chemotherapie zur
Induktion einer Remission. Es folgen weitere Chdrampien zur Konsolidierung und
Erhaltung der Remission. Bei prognostisch ungiastiformen der AML kann nach
Erreichen der ersten kompletten Remission einegatle Stammezelltransplantation
angeschlossen werden. Mit dieser Therapie ist datelangzeitiiberleben zu erreichen,
jedoch unter Inkaufnahme von relevanter therapadisster Morbiditat und Mortalitét.
Belastbare Prognosefaktoren sind daher essentgitecheidungshilfen in der AML-
Therapie.
Die bisher bekannten Prognosefaktoren haben vematlen Zeitpunkt der Erstdiagnose
der AML im Blick. In der vorliegenden Arbeit wirded Zeitpunkt der ersten Remission
untersucht. Morphologisch normale Knochenmarksaukst bzw. Vollblut in der ersten
Remission kénnen nach Stand der Forschung keinétztighen Hinweise auf das
rezidivfreie Uberleben geben.
In dieser Arbeit wurde die RemissionshamatopoedeSsammzellebene untersucht.
Untersuchungsmaterial waren hamatopoetische Stallemzais Leukaphereseprodukten
von unausgelesenen AML-Patienten (n=61) in kom@lettRemission. Die
Stammzellgewinnung erfolgte mittels magnetischer8B&Bntikdrpern (MACS-System).
Es wurden PCR-Untersuchungen von Genorten, dienpédiamal3en Instabilitaten bei
hamatologischen Erkrankungen oder soliden Tumounéneasen konnen (h-MSH2, APC,
D75486, c-Met, ETO, MLL, BRCAL, p53) durchgefuhiZiel der Analyse war
Bestimmung von LOH (loss of heterocygocity) und MBikrosatelliteninstabilitat).
Als neuer Prognosefaktor wurde ,GIN“ (genetischtab#l) gefunden. Als Definition von
GIN wurde MSI an mindestens einem Genort, LOH andastens zwei Genorten oder
LOH am AML-typischen ETO-Genort festgelegt.
GIN zum Zeitpunkt der Remission konnte bei 10 étaén (16,4%) in den CD34-
angereicherten Aphareseprodukten gefunden weradekKnbchenmarksausstrichen zum
selben Zeitpunkt war GIN nicht nachweisbar.
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Zusammenfassung

GIN stellte sich als unabhangig von Alter, LDH uagtogenetischem Risiko bei
Erstdiagnose heraus. Die Auswirkung auf das EFSe(e free survival®) wurde
untersucht. Als ,event” wurde ein Rezidiv oder MD8wertet. GIN pos-Patienten haben
in dieser Studie ein signifikant schlechteres EEH7 vs. 61,3 Monate, p=0,04). GIN ist
mit einer Hazard Ratio von 2,39 ein starker Risakbbr.

GIN in den Stammzellen der Remissionshamatopoeséetbsich somit als neuer

Risikofaktor bei der Risikostratifizierung und Thpreentscheidung bei AML an.
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