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Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das IGF-System in Kindesalter bei
malignen Erkrankungen eine bedeutende Rolle spielt. Dabei scheint vor allem dem IGFBP-2
eine Schliisselrolle zu zukommen. Mit der Bestimmung des IGFBP-2-im Serum ist es
moglich bei Kindern mit AML nach KMT eine Aussage beziiglich der Rezidiventstehung zu
geben.
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1. Einleitung

1.1 Maligne Erkrankungen im Kindesalter

Maligne Erkrankungen stellen nach Unfillen die zweithdufigste Todesursache im Kindesalter
dar. Nach verschiedenen epidemiologischen Studien liegt die jdhrliche Inzidenz bei
14/100000 der Kinder unter 15 Jahren, wobei Sduglinge und Kleinkinder am héaufigsten
betroffen sind [89]. Die Atiologie maligner Erkrankungen im Kindesalter ist gegenwirtig
noch weitgehend unklar. Es werden sowohl exogene Einfliisse, wie radioaktive Bestrahlung,
Chemikalien und Viren als auch eine genetische Disposition diskutiert [167, 170]. Noch in
den siebziger Jahren war die Prognose dieser Kinder nahezu infaust. Mit der Einfilhrung von
Zytostatika  mit  unterschiedlichem  Wirkprofil, der Optimierung erfolgreicher
Behandlungskonzepte sowie der Verbesserung der chirurgischen Intervention konnte die 5-
Jahres-Uberlebensrate fiir die Gesamtgruppe aller onkologischen Erkrankungen im
Kindesalter deutlich verbessert werden [149, 166]. Trotz der groBen Fortschritte erleiden noch
immer Kinder mit akuter myeloischer Leukédmie und mit akuter lymphatischer Leukdmie vom
Hochrisiko-Typ leukdmische Rezidive und versterben. Fiir diese Risikopatienten ist eine
Knochenmarktransplantation =~ (KMT)  Grundvoraussetzung, um auch hier ein
Langzeitiiberleben oder Heilung zu erzielen. Um die Prognose fiir diese Kinder auch in
Zukunft weiter zu verbessern, kommt der Erforschung objektiver Fritherkennungs- und

Verlaufsparameter eine entscheidende wissenschaftliche und klinische Bedeutung zu.

1.2. Leukiimien

Die Leukdmie ist die hdufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. Diese
Knochenmarkerkrankung ist durch eine klonale Proliferation und/oder abnorme
Differenzierung von Blutzellen gekennzeichnet [159] Mit dem Wachstum unreifer
hédmatopoetischer Zellen kommt es zu einer Verdringung der normalen Hématopoese im
Knochenmark. Weiterhin konnen auch extramedullire Organe infiltriert werden [75]. Die

akute lymphatische Leukdmie (ALL) bildet mit 80-85% den grofiten Anteil und stellt somit



die hiufigste Form aller Leukdmien im Kindesalter dar. Sie weist eine jéhrliche Inzidenz von
3,9/100 000 der Kinder unter 15 Jahre auf [89]. Insgesamt ist die Prognose dieser Erkrankung
giinstig. Es konnen tiber 70% aller Patienten mit einer konventionellen Chemotherapie geheilt
werden [166]. Ziel der Behandlung ist es, die Patienten in Remission zu bringen - der
Zustand, bei dem weitestgehend alle Leukdmiezellen nachweislich eliminiert sind. Patienten
mit einer Remission iiber 5 Jahren gelten als geheilt. Kommt es jedoch zu einem Rezidiv —
d.h. zum erneuten Auftreten der Leukimiezellen im Knochenmark oder in peripheren
Organen — ist eine KMT erforderlich. Je nach Risikogruppe werden die KMT zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt. Beispielsweise erhalten Hochrisikopatienten die
KMT nach Erreichen der ersten Remission [179].

Die akute myeloische Leukdmie (AML) stellt mit 15-20% die zweithdufigste kindliche
Leukéimieform dar. Sie hat mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 50% eine besonders
schlechte Prognose [42]. AML-Patienten erreichen nur in ca. 75-80% eine komplette
Remission. Die Heilungsrate nach konventioneller Chemotherapie betrdgt ca. 35-50%.
Ursachen fiir die geringeren Heilungsraten sind hiufige Friilhkomplikationen, wie Blutungen
und schlechteres Ansprechen auf die initiale Chemotherapie. Mit einer allogenen KMT von
HLA-identischen Geschwistern konnen die Uberlebensraten verbessert werden. Aus diesem
Grund ist fiir diese Patienten die KMT in erster Remission eine anerkannte Methode [186].
Nur in 2% der Fille kommen chronisch myeloische Leukdmien (CML) vor. Die chronisch

lymphatische Leukdmie (CLL) ist bei Kindern unbekannt.

1.3 Die Knochenmarktransplantation

Die Knochenmarkstransplantation (KMT) ist seit ca. drei Jahrzehnten eine klinisch etablierte
Behandlungsmethode fiir zahlreiche hédmatologische, onkologische und immunologische
Erkrankungen. Mit Hilfe der KMT ist es mdglich kranke, fehlende oder maligne Zellen des
Patienten durch immunkompetente Zellen zu ersetzen. Nicht alle Patienten mit einer malignen
Grunderkrankung im Kindesalter bendtigen, um ein Langzeitiiberleben erreichen zu konnen,
eine KMT. Der iiberwiegende Teil der Leukdmiepatienten (iiber 80% mit ALL, iiber 50% mit
AML) erreicht ein rezidivfreies Langzeitiiberleben mit konventioneller Chemotherapie. Trotz
der groBen Fortschritte bei der Polychemotherapie der akuten Leukidmien erleiden noch

immer viele Kinder mit akuter myeloischer Leukdmie oder mit akuter lymphatischer



Leukédmie vom Hochrisikotyp leukdmische Rezidive und verstreben. Es ist anzunehmen, dass
eine Reihe dieser Patienten langer {iberleben wiirden oder sogar geheilt werden konnten, wenn
es moglich wire, die Chemotherapie hoher zu dosieren. Protrahierte Myelosuppression und
allgemeine Organtoxizitdt setzen dabei jedoch Grenzen. Jedoch ermoglicht eine
Knochenmarktransplantation eine myelosuppressive Hochdosis-Therapie. Dadurch erhalten
auch Risikopatienten die Chance auf ein Langzeitiiberleben.

Das therapeutische Prinzip einer KMT bei akuter und chronischer Leukémie besteht darin, die
maligne Hdmatopoese des Kranken mit einer hochdosierten zytotoxischen Behandlung
auszuschalten und durch das Knochenmarkstransplantat eines geeigneten Spenders zu
ersetzen.

Die im Knochenmarktransplantat enthaltenen, sich selbst replizierenden Stammzellen sind in
der Lage, die jeweiligen Zellen zu regenerieren. Seit einiger Zeit konnen diese
hdmatopoetischen Stammzellen auch aus dem peripheren Blut und aus dem
Nabelschnurrestblut gewonnen werden. Fiir das erfolgreiche Anwachsen der Stammzellen ist
in Vorbereitung auf die KMT eine myeloablative Chemotherapie (Konditionierungs-
Therapie) erforderlich. Diese stellt in der Regel eine Kombination aus fraktionierter
Ganzkorperbestrahlung und Chemotherapie dar.

Man unterscheidet zwischen autologer (Ubertragung des eigenen Knochenmarks) und
allogener (Ubertagung von Knochenmark eines Spenders) KMT.

Patienten, die eine autologe KMT erhalten, wird in Remission Knochenmark entnommen und
aufbewahrt. In Falle eines Rezidivs kann diesen Patienten das eigene Knochenmark nach
Aufbereitung intravends tiibertragen werden. Bei der allogenen Transplantation wird das
Knochenmark einem HLA-kompatiblen Spender entnommen und nach Vorbehandlung
transplantiert. Mit dem Anwachsen der pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks,
beginnen diese neues Blut zu bilden. Im Falle einer ABO-Inkompartibilitét erwirbt der Patient
die Blutgruppe des Spenders. Neue Erkenntnisse zur Diagnostik des HLA-Systems in der
supportiven Therapie nach der KMT und in der Graft-versus-host-Krankheit (GvHD)-
Prophylaxe brachten entscheidende Fortschritte fiir eine erfolgreiche KMT.

1.3.1 Therapie nach KMT

Nach der KMT besteht bis zum Anwachsen des neuen Knochenmarks fiir die Patienten eine

schwere Myelosuppression und eine anhaltende Immunsuppression, welche in jedem Fall eine



intensive supportive Therapie notwendig macht. Eine prophylaktische Gabe von
nichtresorbierbaren Antibiotika, Breitbandantibiotika, Mycostatika (vor allem Fluconazol und
Amphoterizin B) sowie von Aciclovir und Immunglobulinen ist in dieser Zeit notwendig. Des
weiteren kann bis zu Riickkehr der Knochenmarkfunktion eine Substitution von
Thrombozyten und Erythrozyten notwendig werden. Die Proliferation und Differenzierung
von hématopoetischen Progenitorzellen kann durch die Gabe von rekombinanten
koloniestimulierenden Faktoren (G-CSF, GM-CSF) verkiirzt und unterstiitzt werden
[107,108]. Infolge der Chemotherapie kommt es bei diesen Patienten hédufig zu einer
schweren oralen Mukositis und Gastroenteritis, welche eine totale paenterale Erndhrung
notwendig machen. Die GvHD ist eine Komplikation, die nach einer allogenen KMT
auftreten kann und eine spezielle Prophylaxe erforderlich macht [100]. Dabei stellt die GvHD
eine immunologische Reaktion der Spenderlymphozyten gegen das Empfiangergewebe dar.
Die Spenderlymphozyten erkennen Gewebsantigene (Histokompatibilititsantigene) des
Empfangers als fremd und richten sich so gegen den Wirt. Dem Empfanger ist es aufgrund
seiner Vorbehandlung nicht moglich diese Zellen abzustof3en. Es wird zwischen einer akuten
und chronischen Form differenziert. Die manifeste akute GvHD, die innerhalb der ersten 3
Monate auftritt, wird mit hohen Dosen Methylprednisolon oder Antithymozytenglobulin
therapiert. Eine chronische GvHD entwickelt sich 3-12 Monate nach KMT und wird mit
Metlyprednisolon, Azathioprin und Ciclosporin A behandelt. Um das Risiko fiir das Auftreten
einer GVHD zu verringern, ist eine Prophylaxe mit den Immunsuppressiva CiclosporinA und
Methotrexat notwendig [30]. Diese wird sowohl bei HLA-inkompatiblen als auch bei HLA-
kompatiblen KMTs durchgefiihrt.

1.3.2 Die Infektion als Komplikation nach KMT

Infektionen z&hlen mit zu den hiufigsten Komplikationen nach der KMT. Die ausgeprigte
Immunsuppression bewirkt, dass Patienten unmittelbar nach der Transplantation &ulerst
anféllig fiir Infektionen sind. In der frithen aplastischen Phase nach der Transplantation
iiberwiegen Infektionen mit gramnegativen und -positiven Bakterien sowie Pilzen. Nach dem
Anwachsen des Transplantates sind Zytomegalieviren (CMV) und Aspergillen gefiirchtete
Erreger [176]. Weiterhin stellen auch Adenovirusinfektionen ein bedeutsames
Mortalitdtsrisiko fiir die Patienten nach KMT dar [103]. Neben den viralen Infektionen
scheint auch das Auftreten von bakteriellen Infektionen eine wichtige Rolle fiir das

Langzeitergebnis nach KMT zu spielen. So koénnen z.B. durch Staphylokokken und



Streptokokken sowie durch verschiedene Pilzspezies schwere orale Mukositiden verursachen
[90, 106].

Typische Spétinfektionen die Monate und Jahre nach Transplantation auftreten konnen,
werden zum einen durch das Varicella Zoster Virus (VZV) hervorgerufen oder sind

gefahrliche Infektionen mit grampositiven Bakterien wie z.B. die Pneumokokken [183].

1.4 IGFs und IGFBPs gestern und heute

Erstmalig wurde von Salmon und Daughaday 1957 ein Vermittler (,,sulphation factor )
zwischen dem  somatotropen  Hormon  (Somatotropin, STH) und  dessen
wachstumsstimulierender Wirkung in der Peripherie beschrieben [163]. Spater wurde dieser
Wirkungsmechanismus mit Hilfe der Somatomedinhypothese bestitigt und der ,,sulphation
factor als Somatomedin bezeichnet [49, 70, 95].

Eine andere Arbeitsgruppe konnte unabhingig davon eine Serumfraktion nachweisen, deren
insulindhnliche und zellwachstumsstimulierende Wirkung durch Insulinantikérper nicht
inhibierbar war (non-suppressive insulin-like activity, NSILA) [62]. Spitere Studien deuteten
darauf hin, dass die unabhingig voneinander nachgewiesenen Serumfraktionen identisch
waren [77, 152, 187]. Heute werden diese Faktoren entsprechend der international
anerkannten Nomenklatur zusammengefasst und als Insulin-like Growth Faktor-I (IGF-I)
bezeichnet [92, 154]. SchlieBlich entdeckten Dulak et al. ein in Leberzellkulturen
vorkommendes Peptid mit Zellproliferationsaktivitit (,,multiplication-stimulation activity*,
MSA) [53]. Rinderknecht und Hummel gelang es 1978 dieses Peptid mit MSA als Insulin-like
growth faktor-1I (IGF-II) zu identifizieren [153]. Heute werden die beiden Hauptvertreter als
IGF-I und IGF-II bezeichnet [154]. Beide Faktoren gehéren zu einem komplexen
Regulationssystem mit endokriner und parakriner Wirkung auf das Korperwachstum und die
Proliferation von Zellen. Auch autokrine und intrakrine Teilwirkungen wurden beschrieben
[48]. Neben den IGF-Faktoren sind auch spezifische Bindungsproteine (IGFBPs), IGF-
Proteasen und membranassoziierte Rezeptoren in die Regulation des IGF-Systems integriert
[85]. Mehr als 99% der IGFs sind wihrend der Zirkulation an diese spezifische
Bindungsproteine (IGFBPs) gebunden [116, 146]. Bisher wurden sechs verschiedene
Bindungsproteine definiert [10, 171]. Die Struktur dieser Proteine und der komplementéren

cDNA wurde charakterisiert und erste Erkenntnisse zur Regulation der Gentranskription



gewonnen [18]. Ein geringer Anteil liegt jedoch als freies IGF vor. Dieser stellt die biologisch
aktive Form dar [64]. Die IGF-Proteasen fiihren zu einer Erhohung der IGF-Bioverfiigbarkeit
durch die Abspaltung der Bindungsproteine vom IGF [85]. Des weiteren wurden neben den
hochaffinen IGFBP-1 bis -6 die strukturell verwandten ,related proteins* IGFBP-7 bis -10
charakterisiert [83].

Die Wirkung der IGFs wird iiber zwei spezifische Rezeptoren (Typ-I- und Typ-II-Rezeptor)
vermittelt [124, 146, 174]. Der Typ-I-Rezeptor zeigt strukturelle Ahnlichkeit mit dem
Insulinrezeptor von bis zu 85%. Die Aktivierung des Rezeptors iiber die Tyrosinkinase fiihrt
im weiteren Verlauf zur intrazelluldren Phosphorylierung regulativer Proteine [180]. Die
Bindungsaffinitét dieses Rezeptors ist fiir IGF-I am groBten, gefolgt von IGF-II. Zum Insulin
besteht nur eine geringe Affinitét [45].

Der Typ-II-Rezeptor ist identisch mit dem kationenunabhinigen Mannose-6-Phosphat-
Rezeptor [119]. Er zeigt groBere Affinitdt zum IGF-II als zum IGF-I und bindet kein Insulin
[46, 105]. Insgesamt scheint der IGF-I-Rezeptor fiir das Zellwachstum und Proliferation eine
groflere Bedeutung zu haben [129].

Das IGF-System spielt eine entscheidende Rolle bei der zelluldren Proliferation und
Gewebedifferenzierung sowie bei der Apoptose [37, 107, 109]. Das IGF-System hat auch eine
wichtige Bedeutung im Zellzyklus. Einige Zellen bendtigen IGF-I, um von der G1-Phase in
die S-Phase des Zellzyklus zu gelangen [1]. Neben dem Einfluss auf das Korperwachstum
konnte gezeigt werden, dass die IGF-Faktoren auch von verschiedenen Tumorziellinien

sezerniert werden [48, 54, 113, 147, 150, 193].

1.4.1 Die biochemischen Grundlagen von IGF-I und IGF-II

Das IGF-I ist ein aus 70 Aminosiduren bestehendes basisches Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 7,6 kDa. Das Gen fiir IGF-I befindet sich auf Chromosom 12q [13].
Die Struktur des Peptids besitzt eine hohe Sequenzhomologie zu anderen Wachstumsfaktoren
wie z.B. dem nerval growth factor (NGF) sowie zu Substanzen der Insulinfamilie,
insbesondere dem Proinsulin [153]. IGF-I wird zum grofiten Teil von der Leber, aber auch
von Bindegewebe und anderen Organen, wie z.B. der Niere gebildet [47, 178]. Es besteht
eine enge Korrelation zwischen der IGF-I Serumkonzentration und der Leberfunktion [36,

169]. Weiterhin ist die IGF-I-Konzentration im Blut altersabhidngig. Die



Serumkonzentrationen steigen mit zunehmendem Lebensalter bis zur Pubertdt an und fallen
danach allméahlich wieder ab [18].

IGF-II ist ein saures Polypeptid bestehend aus 67 Aminosduren und einem Molekulargewicht
von 7,5 kDa. IGF-II ist auf dem Chromosom 11p kodiert [51]. Die mRNA des IGF-IIs konnte
unter anderem in embryonalem Gewebe und in mesenchymalen Organen nachgewiesen
werden [64,124]. Die Altersabhidngigkeit von IGF-II ist in Vergleich zum IGF-I geringer
ausgeprigt. IGF-II steigt postnatal bis zur Pubertét nur geringfiigig an und verbleibt auch nach
der Pubertdt auf diesem Niveau. Das STH kann als Hauptregulator fiir IGF-I und IGF-II
angesehen werden, wobei IGF-II eine geringere STH-Abhénigkeit aufweist. Es konnte gezeigt
werden, dass ein Wachstumshormonmangel sowie eine chronische Malnutrition eine
Suppression von IGF-I und IGF-II zur Folge haben [101, 102]. Bei iiberschieBenden
Wachstumsreaktionen (Akromegalie) konnte neben der hohen IGF-I-Konzentration auch eine
gering angehobene IGF-II Konzentration im Serum nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
Konstellation kann die Bestimmung dieser Wachstumsparameter ein diagnostisches Mittel
zur Differenzierung von Wachstumsstorungen darstellen [102, 187].

Des weiteren hemmt IGF-I die natiirliche Apoptose und tridgt damit gleichzeitig zur

exzessiven Proliferation und zum Tumorwachstum bei [61, 127, 182].

1.4.2 Die IGFBPs

Bisher wurden sechs verschiedene Bindungsproteine mit einer hohen Affinitét zu den IGFs
definiert. Alle IGFBPs weisen in der cysteinreichen N- und C-terminalen Region eine
dhnliche Struktur auf, wéihrend sich die mittlere Region strukturell deutlich unterscheidet [15].
Die Bindungsproteine sind sowohl als Plasmaproteine als auch in der interzelluldren
Fliissigkeit nachweisbar [40]. Die IGFBPs beeinflussen die Bioverfiigbarkeit von IGF-I und
IGF-II wesentlich. Die IGFs sind im Serum zum iiberwiegenden Teil an diese spezifischen
IGFBPs gebunden. Nur ein geringer Teil liegt als freies IGF vor und stellt die biologisch
aktive Form dar. Die Abspaltung der IGFs von den IGFBPs erfolgt durch spezifische
Proteasen [21, 85]. Héufig liegen IGF-I und IGF-II in einem Tertidrkomplex von 150 kDa
vor. Dieser besteht aus dem IGF, dem IGFBP-3 und einer séurelabilen Untereinheit (acid
labile subunit-ALS) [15]. Es konnte gezeigt werden, dass der Tertidrkomplex eine IGF-
Passage durch die Kapillarmembran verhindert und die IGF-Halbwertzeit verlédngert [15].

Neben dem Tertiirkomplex konnten auch bindre Komplexe, bestehend aus einem IGF und

einem IGFBP (-1, -2 oder -4) nachgewiesen werden. Mit Hilfe diese bindren Komplexe



konnen im Gegensatz zum Tertidrkomplex die IGFs zwischen dem intra- und extravaskuldrem
Raum transportiert werden [143]. Durch diese Mechanismen kann die proliferative Wirkung
der IGFs sowohl verstirkt als auch abgeschwicht werden. Von Blum et al konnte gezeigt
werden, dass die mitogene Wirkung des IGF-I-IGFBP-Komplexes in Fibroblasten deutlich
der des freien IGF-I iiberlegen ist [39].

Weiterhin vermindern die Bindungsproteine mit der Bindung an die IGFs die Affinitdt der
IGFs zum IGF-I-Rezeptor. Durch diese Mechanismen konnen die IGFBPs die biologischen
Effekte der IGFs beeinflussen [143].

Neben den dargestellten IGF-abhingigen Wirkungen ist in jlingster Zeit auch eine IGF-
unabhénige Wirkung der IGFBPs beschrieben wurden [58]. Erstmals wurde von Oh et al. ein
wachstumsinhibitorischer Effekt des IGFBP-3 in Mammakarzinom-Zelllinien aufgezeigt
[130]. Auch in Fibroblasten mit IGF-I-Rezeptordefekt konnte eine wachstumsreduzierende
Wirkung von IGFBP-3 nachgewiesen werden [182]. Eine andere Arbeitgruppe zeigte, dass
Zelllinien eines Prostatakarzinoms durch Zugabe von IGFBP-3 eine erhohte Apoptoserate
aufwiesen [67]. Die Autoren postulieren eine IGF-unabhénige Wirkung von IGFBP-3 {iber
einen spezifischen IGFBP-3-Rezeptor [184]. Dieser IGFBP-3-Rezeptor konnte bisher noch
nicht vollstindig identifiziert werden [100]. Auch das IGFBP-2 wurde in verschiede Studien
mit dem malignen Wachstum in Verbindung gebracht. Das IGFBP-2 ist das zirkulierende
IGF-Bindungsprotein, mit der zweithochsten Konzentration (nach dem IGFBP-3) im
menschlichen Serum [21, 88]. Es wird von verschiedenen Geweben (Leber, Nervengewebe
u.a.) gebildet und scheint eine bedeutende Rolle wéhrend der intrauterinen Entwicklung zu
haben [168]. In der Fetalzeit und wihrend der Geweberegeneration wird das IGFBP-2 von
verschiedenen Geweben exprimiert. Im Gegensatz zum IGFBP-1 gibt es fiir das IGFBP-2
keine ausgepridgte zirkadiane Rhythmik. Bei eingeschriankter Nieren- und Leberfunktion
konnten erhohte IGFBP-2-Spiegel gefunden werden. Neben der entscheidenden Rolle in der
fetalen Entwicklung scheinen auch maligne Zellen vermehrt IGFBP-2 zu exprimieren [55, 80,
185]. Weitere Charakteristika der einzelnen Bindungsproteine sind der Tabelle 1 zu

entnehmen.



Tab1: Charakteristika der IGFBPs (modifiziert nach Kiess et al.) [175]

MG AS Identifikation IGF- Chromosom
Affinitét
(kDa) in

IGFBP-1 | 28-31 259  |Serum, Leber =11 Tp
Plazenta, Ammnion

IGFBP-2 31 289 |Serum, Leber, ZNS, I<II
Urin, Ammnion, 2
Leukdmiezellen,
Maligne Tumoren

IGFBP-3 | 29-53 264  |Serum, Leber, I>1I Tp

IGFBP-4 | 24-28 237 |Serum, Leber, =11 17q
Neuroblastom,
Knochen

IGFBP-5 | 28-32 252 |Serum, Leber, Niere >II 2q

IGFBP-6 23 216  |Serum, Leber, ZNS, I<II 12
Lunge

1.4.3 Der Einfluss von IGF und IGFBPs auf das maligne Wachstum

Neben der proliferativen- und wachstumsfordernden Wirkung der IGFs und deren
Bindungsproteine im Zellzyklus von Gesunden konnten verschiedene Arbeitsgruppen in den
letzten Jahren ein Zusammenhang zwischen den IGFs/IGFBPs sowie der Expression der IGF-
Rezeptoren und dem malignen Wachstum aufzeigen [31, 72, 79, 126, 189]. Bei einer Reihe
von soliden Tumoren wurde das Verhalten dieser Faktoren iiberpriift. So finden sich in
Patienten mit Prostatakarzinom neben dem prostataspezifischen Antigen (PSA) auch hohe
IGF-I- und IGFBP-2-Serumkonzentration. Mit der Bestimmung dieser Parameter kann eine
genauere Einschitzung des Karzinomrisikos mdglich sein [31, 79]. Ahnliche Ergebnisse

konnten von Flyvbjerg et al. beim epithelialen Ovarialkarzinom gezeigt werden. Hier ergab



sich eine positive Korrelation zwischen dem Tumormarker CA 125 und dem IGFBP-2 [59].
Auch beim Mammakarzinom und ZNS-Tumoren konnte der proliferative Effekt der IGFs und
der IGFBPs nachgewiesen werden [32, 126].

Weiterhin wurden die IGF-Faktoren und deren Bindungsproteine in Kindesalter untersucht.
So stellte sich heraus, das bei Kinder mit einem Wilmstumor oder anderen soliden Tumoren
eine vermehrte Expression von IGFBP-2 sowohl im Serum als auch im Liquor nachweisbar
war [121, 193]. Ebenso wurden die IGFs und IGFBPs bei leukdmiekranken Kindern
untersucht [14, 118]. Durch Mohnike et al. konnte gezeigte werden, dass zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung zweidrittel der untersuchten Patienten mit ALL einen systemischen 1GF-
Mangel und gleichzeitig erh6hte IGFBP-2-Serumkonzentratioen aufwiesen. Dabei postulierte
er, dass Rezidivpatienten hohere IGFBP-2-Konzentrationen im Vergleich zu Patienten, die im
Beobachtungszeitraum in Remission blieben, aufzeigten [118]. Eine erhdhte Expression von
mRNA des IGFBP-2 konnte nachgewiesen werden [185]. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass Leukidmiezelllinien der B-und T-Zellreihe vermehrt IGFBP-2 exprimieren [55].

Neben dem IGFBP-2-Serumkonzentrationen scheinen auch das IGF-I und IGF-II sowie das
IGFBP-3 eine entscheidene Rolle in der Tumorproliferation zu spielen.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass neben der erhohten IGF-I-
Serumkonzentration auch niedrige IGFBP-3-Werte mit einem erhohten Malignomrisiko
verbunden sind. Im Gegensatz zum IGF-I besitzt das IGFBP-3 mittels Induktion des
Tumorsuppressorgens p53 einen antiproliferativen Effekt [67].

Ein Verlust des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors (IGF-II-Rezeptor) konnte mit einem erhdhten
Risiko fiir Mammakarzinom und Leberzellkarzinom assoziiert werden [32, 139]. Es konnte
gezeigt werden, dass der IGF-I-Rezeptor unter anderen vermehrt in Tumorgewebe und in
Zelllinien von Neoplasien exprimiert wird. [66]. Sowohl durch einen IGF-I-
Rezeptorantikdrper (alR3) als auch durch die Mutationen des IGF-I-Rezeptors kann die
Proliferation von Tumorzellen gechemmt werden [174].

Neben den malignen Erkrankungen konnten verschiedene Studien ebenso einem
Zusammenhang zwischen Verdnderungen der IGF-Serumkonzentrationen und Sepsis, HIV-
Infektionen, Verbrennungen und polytraumatisierten Patienten finden [96, 103, 161].

All diese genannten Faktoren legen einen Einfluss bzw. eine Wechselwirkung von IGF bzw.
IGFBPs auf die Entwicklung und den Verlauf von malignen Erkrankungen im Kindesalter

nahe.



2. Klinische Fragestellung

Insulindhnliche Wachstumsfaktoren und deren Bindungsproteine sind fiir das Wachstum,
sowie fiir die Organentwicklung und Gewebedifferenzierung notwendige Peptide, deren
Mangel oder Fehlen zu schwerwiegenden Krankheitsbildern fiihrt. Neben dieser
physiologischen Funktion werden sie in letzter Zeit auch zunehmend in Zusammenhang mit
Tumorentstehung und -proliferation gebracht. Dabei liegen bis zum heutigen Tage, iiber die
Verdnderungen der IGFs und IGFBPs im zeitlichen Verlauf, nur geringe Datenmengen von
malignen Erkrankungen vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung von IGF-I und IGF-II sowie von IGFBP-2
und IGFBP-3 bei Kindern mit verschiedenen malignen Erkrankungen. Dabei wurden die
Faktoren nicht nur zu einem Zeitpunkt, sondern im Verlauf iiber 18 Monate gemessen. Durch
diese longitudinale Untersuchung sollen erstmalig Aussagen iliber den Verlauf der Parameter
iiber einen ldngeren Zeitraum getroffen werden. Mit der Untersuchung von vier Faktoren
sollen Aussagen hinsichtlich der méglichen Abhéngigkeit einzelner Faktoren voneinander
gewonnen werden. Dabei soll am Ende herausgearbeitet werden welche Faktoren zu welchen
Zeitpunkt der Erkrankung eine prognostische Bedeutung besitzen.

Dafiir werden die Faktoren zum einen bei Diagnosestellung und zum anderen nach KMT
untersucht. Ein wichtiger Ansatz ist auch die vergleichende Untersuchung von Kindern, die
nach der Transplantation ein leuk&dmisches Rezidiv entwickelten oder in kontinuierlicher
Remission blieben, um so eine mogliche Aussage hinsichtlich eines moglichen Rezidivrisikos
treffen zu konnen. Auch sollen die verschiedenen medikamentdsen Therapien nach KMT und
deren moglicher Einfluss auf das IGF-System mit in die Betrachtungen einbezogen werden.
Um mogliche Aussagen hinsichtlich verschiedener Erkrankungen erzielen zu kénnen, werden
bei den Untersuchungen und Auswertungen die Patienten getrennt nach den verschiedenen
Leukédmiearten bzw. anderen malignen Erkrankungen wie z.B. soliden Tumoren betrachtet.
Dadurch soll neben dem zeitlichen Verlauf auch krankheitsspezifische Verdnderungen
untersucht werden.

Bei der Bearbeitung der Einflussfaktoren auf das IGF-System wurden vor allem
Infektionserkrankungen —welche hiufig im Rahmen der immunsuppressiven Therapie
entstechen konnen— beriicksichtigt. Hierbei wurden nicht die Leukdmiepatienten bei
auftretende Infektionen hinsichtlich ihrer IGF-Faktoren untersucht, sondern es sollte gepriift
werden, ob eine alleinige akute Infektion (viraler oder bakterieller Genese) bei sonst gesunden

Kindern ohne maligne Grunderkrankung einen Einfluss auf die untersuchten IGF-Parameter



besitzt. Somit soll erstmalig konkret die Rolle der IGFs bei Infektionskrankheiten erforscht
werden.

Mit Hilfe all dieser Betrachtungen soll erstmals ein komplexer Uberblick iiber die Bedeutung
und Rolle der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren und deren Bindungsproteine bei
Initialerkrankung sowie im Verlauf von malignen Erkrankungen unter Beachtung der
unterschiedlichen Diagnosen gegeben werden. Weiterhin soll die bis heute noch weitgehende
unbekannte Bedeutung der Infektionserkrankungen auf die genannten Faktoren des IGF-

Systems intensiv untersucht werden.



3. Patienten und Methoden

3.1 Patienten

3.1.1 Beschreibung der Gesamtgruppe

In dieser Longitudinalstudie wurde das Verhalten der Wachstumsfaktoren IGF-I und -II sowie
deren Bindungsproteine (IGFBP-2 und -3) bei Kinder mit malignen Erkrankungen untersucht.
Insgesamt wurden 121 Kinder in diese Arbeit eingeschlossen. Die Untersuchung erfolgte zum
einen vor der KMT (Manifestations-Gruppe) und zum anderen nach KMT (KMT-Gruppe).
Die Manifestations-Gruppe beinhaltet 44 Kinder, die an einer Leuk&mie, an soliden Tumoren
oder an einem Lymphom erkrankt waren. Die Untersuchungen der Faktoren wurde direkt bei
Diagnosestellung durchgefiihrt. Alle Patienten dieser Gruppe wurden im Zeitraum vom
01.02.1995 bis 21.05.1999 diagnostiziert. Die Verteilung der Diagnosen und ihre
Haufigkeiten sind in der Abbildung 1 zu entnehmen.

Die 2. Gruppe stellt die KMT-Gruppe dar. In diese Gruppe wurden ausschlielich Patienten
mit einer Leukdmie aufgenommen. Es wurden sowohl Patienten mit AML als auch mit ALL
untersucht. Keiner dieser Patienten wurde in der bereits beschriebenen Manifestationsgruppe
beriicksichtigt. Beide Gruppen (1 und 2) umfassen somit zwei voneinander unabhingige
Patientenkollektive. Insgesamt wurden 51 Kinder, die in der Zeit von 1990-2000 in der Klinik
fiir Kinder- und Jugendmedizin der Friedrich-Schiller-Universitit Jena eine KMT erhalten

hatten, mit in die Arbeit einbezogen (Abb.2).
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AML ALL

Abb.1: Verteilung der Diagnosen und die Anzahl der Patienten der Manifestations-Gruppe
(n=44)
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Abb.2: Verteilung der Diagnosen und die Anzahl der Patienten der KMT-Gruppe (n=51)

Neben den malignen Erkrankungen konnen verschiedene Begleiterkrankungen einen Einfluss
auf die Konzentration der Wachstumsfaktoren im Serum. In der Literatur wurden Einfliisse
von Nieren- und Lebererkrankungen auf diese Faktoren beschrieben [69, 81]. Es sind auch
erste Hinweise auf einen moglichen Einfluss von Infektionskrankheiten bekannt [161].

Aus diesem Grunde wurde der Versuch unternommen die Wachstumsfaktoren bei 26 sonst
gesunden Kindern mit akuten Infektionserkrankungen zu untersuchen. Hierbei wurde
zwischen viralen und bakteriellen Infektionen differenziert. Hervorzuheben ist, das bei diesen
Patienten weder eine maligne Grunderkrankung noch eine weitere chronische
Grunderkrankung vorlag. Insofern sollte auch kein direkter Vergleich zu den Patienten mit

malignen Erkrankungen erfolgen.

Salmonellen .
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Strep.A VZV

Abb.3: Verteilung der Diagnosen und die Anzahl der Patienten der Infektionsgruppe-Gruppe

(n=26). Die viralen Infektionen sind rot und die bakteriellen Infektionen sind griin dargestellt.



3.1.2 Patientencharakteristik

3.1.2.1 Manifestations-Gruppe (Gruppe 1)

Tab. 2: Patientencharakteristik der Gruppe 1

Anzahl Diagnose | Alter bei Diagnose- m W
stellung (Jahre)
11 ALL 4,76-16,76 9 2
2 AML 12,75-15,76 1 1
7 HOD 12,43-19,73 2 5
8 NHL 8,12-16,24 6 2
6 NBL 0,62-9,23 4 1
6 oS 6,97-17,55 4 2
5 RMS 0,20-12,57 2 3
44 Gesamt 0,20-19,73 28 16
3.1.2.2 KMT-Gruppe (Gruppe 2)
Tab.3: Patientencharakteristik der Gruppe 2
Anzahl | Diagnose | Alter bei KMT | m | w | Rezidiv kein autol. | allog.
(Jahre) Rezidiv
27 AML 1,8-18,07 16 | 11 12 15 13 14
24 ALL 3,4-20,28 13|11 7 17 9 15
51 Gesamt 1,8-20,28 29 | 22 19 32 22 29
3.1.2.3 Patienten mit akuten Infektionen
Tab. 4: Patientencharakteristik der Infektionspatienten
Anzahl Krankheitserreger Alter (Jahre) Gruppe m w
7 Rotaviren 0,9-7,92 viral 4 3
5 Varizella zoster Virus (VZV) 1,1-7,86 viral 2 3
8 Streptokokken A (Strep. A) 1,5-13,06 bakteriell 3 5
6 Salmonellen 0,8-16,03 bakteriell 3 3
26 Gesamt 12 14




3.1.3 AuswahlKriterien der Patienten

Die Patienten der Manifestationsgruppe (Gruppe 1) wurden bei Diagnosestellung untersucht.
Die erste Blutentnahme dieser Patienten wurde noch vor Therapiebeginn durchgefiihrt .

Die KMT-Gruppe (Gruppe 2) umfaflt ausschlieBlich Leukdmiepatienten mit ALL und AML
die eine Knochenmarktransplantation erhalten hatten.

Die Patienten mit akuten Infektionserkrankungen wurden nur in diese Untersuchung
aufgenommen, wenn bei diesen Patienten ein erkrankungsspezifischer Titer vorlag oder der
Erreger selbst nachgewiesen werden konnte. Diese Kinder durften neben den diagnostizierten

Infektionen keine Mischinfektionen aufweisen.

3.1.4 Zusammenstellung des Datenmaterials

Die Blutentnahmen aller Patienten erfolgten im Rahmen der regulédren Diagnostik. Es wurden
ausschlieflich Restmengen verwendet. Die Serumproben, der Patienten mit malignen
Erkrankungen, wurden bis zur Analyse im H@matologisch-Onkologischen Labor der Klinik
fiir Kinder- und Jugendmedizin der FSU Jena systematisch gesammelt und bei —70°C
kryokonserviert. Somit konnte auf bereits vorhandenes Serum zuriickgegriffen werden.

Die Serumproben der Infektionspatienten wurden bei stationdrer Aufnahme (Station 8, der
Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin der FSU Jena) entnommen und in dem Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie am Klinikum der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena untersucht

und dort ebenfalls bei —70 °C aufbewahrt.

3.1.5 Zeitpunkte der Untersuchung

Die Blutentnahme der Manifestationsgrupe-Gruppe erfolgte am Tag der Diagnosestellung.

Die insulindhnlichen Wachstumsparameter der KMT-Gruppe wurden longitudinal zu acht
Zeitpunkten bestimmt. Der Beobachtungszeitraum wurde bis zum Auftreten eines Rezidivs
oder bei Rezidivfreiheit bis zum achtzehnten Monat nach KMT festgelegt. Bei 25 Kindern der
KMT-Gruppe wurde die Untersuchung mit der Diagnosestellung Rezidiv (Rez.) beendet.
Der Zeitraum, in dem ein Rezidiv auftrat, ist in der nachfolgenden Abbildung dargestellt. Im

Mittel trat das Rezidiv nach 8,1 Monaten auf.



Die erste Abnahme erfolgte noch vor der Konditionierung und vor der KMT (VKMT). Somit
wiesen alle Patienten einen vergleichbaren Ausgangswert auf. 36 Patienten befanden sich zu
diesem Zeitpunkt in Remission. Die zweite Serumprobe wurde am 30. Tag (30T) nach der
KMT entnommen. Alle weiteren Zeitpunkte sind der folgenden Abbildung zu entnehmen und

in der nachstehenden Tabelle 1 ausfithrlich erliutert.

KMT Rezidiv

v.KMT 30.T 60.T 100.T 6.Mo 12.Mo 18.Mo

v

Abb.4: Untersuchungszeitpunkte der KMT-Gruppe im zeitlichen Verlauf

Tab. 5: Untersuchungszeitpunkte der KM T-Gruppe

Untersuchung |Zeitpunkt

Serum vor Konditionierung (v.KMT)
Serum am 30. Tag nach KMT (307)
Serum am 60. Tag nach KMT (60T)
Serum am 100. Tag nach KMT (100T)

Serum am 6. Monat nach KMT (6MO)
Serum am 12. Monat nach KMT (12MO)
Serum am 18. Monat nach KMT  (18MO)

R I~ UV S U U NG R

Serum beim Auftreten des Rezidivs  ( Rez.)

Des weiteren sei darauf hingewiesen, dass mit zunehmenden zeitlichen Abstand zur KMT die
Anzahl der erfassten Daten deutlich weniger wird. Dies ist darauf zuriickzufiihren das einige
Patienten den Beobachtungszeitraum noch nicht beendet hatten, vorzeitig verstorben sind oder
keine Serumproben zum Untersuchungszeitpunkt vorlagen.

Bei der Infektions-Gruppe wurde Blutentnahmen am Tag der stationdren Aufnahme

durchgefiihrt.



3.1.6. Remissionsstatus der KMT-Gruppe bei Transplantation

Mehr als 85% der Patienten befanden bei der KMT in Remission. Bei allen weiteren Patienten
(n=8) wurde die Transplantation in partieller Remission durchgefiihrt. Eine partielle
Remission lag bei 6 Patienten mit AML (20%) und 2 Patienten mit ALL (8%) vor.

3.1.7 Konditionierungsiibersicht der KMT-Patienten

Die unterschiedlichen Therapieregime der Primirtherapie und der Konditionierung sind in
folgender Ubersicht dargestellt. 20 von 51 Patienten erhielten neben der Chemotherapie eine

fraktionierte Ganzkorperbestrahlung (GKB).

Tab. 6: Ubersicht iiber die Konditionierung

Anzahl |[Konditionierung

18 BU/CY
3 BU/CY / VP16
1 BU/CY / TEPA

2 BU/ CY / ATG

1 BU/CY /MEL

2 BU/CY /MEL/ATG
4 BU/CY / TEPA / ATG

10 6x2 Gy GKB/ VP 16

2 6x2 Gy GKB/ VP 16/ ATG

2 3x2 Gy GKB/ VP 16/ ATG

5 6x2 Gy GKB/CY

1 6x2 Gy GKB/ VP 16 / TEPA / ATG
51 gesamt

3.1.8 Darstellung der Daten

Die untersuchten Wachstumsfaktoren weisen bekanntermaflen eine Alters- und
Geschlechtsabhéngigkeit auf [18]. Um eine statistische Auswertung zu ermoglichen, war eine

vom Alter und Geschlecht unabhingig Einheit notwendig. Alle von uns untersuchten



Serumkonzentrationen wurden deshalb als Standard-Deviation-Score (SDS) angegeben. Der
SDS driickt die Abweichung eines Istwertes vom Mittelwert der Normalpopulation (bezogen

auf das Alter) in Vielfachen der zugehorigen Standardabweichung (SD) aus.

Berechungsformel: ~ gpDg = Ist-Soll (Mittelwert d. Altersnorm)

SD (Mittelwert der Altersnorm)

Als Referenzwerte fiir die Faktoren IGF-II und IGFBP-2 wurden (mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. med. J. Argente) die publizierten Ergebnisse im Hormon
Research aus dem Jahre 2000 verwendet [14]. Fiir die IGF-I-Serumkonzentrationen stellte
die Firma Biochem Immunosystems, die flir ihren Testansatz SERIA-IGF-I spezifische
Vergleichswerte gesunder Kontrollkinder zu Verfiigung. Die Vergleichswerte fiir das IGFBP-
3 wurden dem Anleitungsheft der Firma Diagnostic Systems Laboratories (DSL) fiir den

Immunradiometrischer Assay-DSL-6600 ACTIVE ™ entnommen (siche Anhang).

3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Bestimmung Insulin-like-growth-factor-I im Serum

Der Testansatz SERIA-IGF-I ist ein Radioimmunoassay der Firma Biochem Immunosystems
mit Doppelantikkérper-Trenntechnik. Die Methode beinhaltet einen Extraktionsschritt, durch
den das IGF-I mittels einer Alkohol-Salzsdure-Losung von seinen Bindungsproteinen getrennt
wird [17, 50]. AnschlieBend wird das unmarkierte Antigen des Patientenserums zusammen
mit '*J-markierten-IGF-I-Antigen (,,Tracer) und einem spezifischen Antikérper in einem
Rohrchen inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit konkurriert das nicht markierte Antigen der

Probe mit dem '*°

J-markierten-Antigen kompetitiv, um eine limitierte Zahl von
Bindungsstellen einer konstanten Menge des spezifischen Antikorpers. Es entstehen Antigen-
Antikorper-Komplexe. Nach der Inkubationszeit wird durch einen zweiten Antikorper,
gekoppelt an magnetisierbare Polystyrolpartikel (Separation Reagent), das gebundene Antigen
vom ungebundenen Antigen getrennt. Nach der Sedimentation wird der Uberstand dekantiert

1257 Kanal eines

und die Radioaktivitdt des im Rohrchen verbliebenen Prizipitats wird im
Gammacounters gemessen. Mit Hilfe der gemessenen Standards wird eine Standardkurve

erstellt, aus der die Konzentration der Patientenprobe ermittelt werden kann.



Testcharakteristik:
Die Prizision des Testes wurde anhand Intra-Assay und Inter-Assay {iberpriift. Die Spezifitat
zeichnet sich durch eine nicht nachweisbare Kreuzreaktivitit (bei 1pg/Réhrchen) mit anderen

Bindungsproteinen aus. Die Sensitivitit dieses Testsystems liegt bei 12 ng/ml.

Reproduzierbarkeit:

Variationskoeffizient in %

Intra-Assay 3.8

Inter-Assay 5,1

3.2.2 Bestimmung Insulin-like-gowth-faktor-II im Serum

Dieser Test basiert auf dem Prinzip des immunoradiometrischen Assays (IRMA) das erstmals
von Miles et al. [113] beschriebenen wurde.

In unserer Untersuchung wurde der DSL-2600 ACTIV™ IGF-II Coated-Tube-IRMA der
Firma Diagnostic Systems Laboratories verwendet. In dieser Methode ist ein einfacher
Extraktionsvorgang miteingeschlossen, wodurch IGF-II von bindenden Proteinen im Serum
getrennt wird. Dies gewihrleistet eine genauere IGF-II Bestimmung. Der IRMA ist ein nicht-
kompetitiver Test, in welchem das Analyt ,sandwichartig® zwischen zwei AntikOrper
gebunden wird. Die Innenseite der Rohrchenwand ist mit dem ersten Antikorper (Anti-IGF-II-
Immumglobulin) beschichtet und wird zusammen mit dem Patientenserum, welches das
unmarkierte Antigen enthidlt, in einem Ro&hrchen inkubiert. Nach einer dreistiindigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wird der Inhalt des Roéhrchens dekantiert und einem
Waschvorgang unterzogen, um nicht gebundene Komponenten zu entfernen. AnschlieBend
wird ein zweiter radioakiv-markierter Antikorper ('*°J-Anti-IGF-II), der zum Nachweis dient,
in alle Rohrchen pipettiert. Es schlieit sich eine nochmalige Inkubationszeit von einer Stunde
an. AbschlieBend wird das ungebundene Material durch nochmaliges Dekantieren und

Waschen beseitigt. Die verbliebene Radioaktivitit wird im Gammacounter gemessen.



Testcharakteristik:
Die Prizision des Testes wurde anhand Intra-Assay und Inter-Assay {iberpriift. Die Spezifitat
zeichnet sich durch eine nicht nachweisbare Kreuzreaktivitit (bei 1pg/Réhrchen) mit anderen

Bindungsproteinen aus. Die Sensitivitit dieses Testsystems liegt bei <40 ng/ml.

Reproduzierbarkeit:
Variationskoeffizient in %
Intra-Assay 2,8
Inter-Assay 6,5

3.2.3 Bestimmung Insulin-like-growth-faktor-Bindungsprotein-3 im Serum

Fir die quantitative Bestimmung von IGFBP-3 wurde ein Immunradiometrischer Assay
(DSL-6600 ACTIVE ™ [GFBP-3-Coaed-Tube-IRMA) der Firma Diagnostic Systems
Laboratories gewdhlt (DSL). An der Roéhrchenwand immobilisierte IGFBP-3-Antikorper
(Ziege) und '*J-markierte IGFBP-3-Antiképer bilden zusammen mit dem im Serum
vorhandenen IGFBP-3 einen Sandwichkomplex. Nach einer definierten Inkubationszeit
werden die nicht an der Rohrchenwand gebundenen Komponenten durch Dekantieren der
Fliissigkeit und durch Waschen aus dem Rohrchen entfernt. AnschlieBend wird die Aktivitét

in den Rohrchen im '**J-Kanal eines Gammacounters gemessen.

Testcharakteristik:

Die Prizision des Testes wurde anhand Intra-Assay und Inter-Assay tiberpriift. Die Spezifitét
zeichnet sich durch eine nicht nachweisbare Kreuzreaktivitdt (bei 1pg/Rohrchen) mit anderen

Bindungsproteinen aus. Die Sensitivitit dieses Testsystems liegt bei 0,5 ng/ml.

Reproduzierbarkeit:

Variationskoeffizient in %

Intra-Assay 6,2

Inter-Assay 6,4




3.2.4 Bestimmung Insulin-like-growth-factor-Bindungsprotein-2 im Serum

Das IGFB-2 wurde mit Hilfe des Radioimmunoassys (DSL-7100 IGFBP-2-Kit ) der Firma
Diagnostic Systems Laboratories bestimmt. Das Bestimmungsverfahren beruht auf dem
gleichen Grundprinzip wie bei IGF-I, wobei radioaktive und nicht radioaktive Antigene um

eine begrenzte Anzahl von Antikorperbindungsstellen konkurrieren [20, 21].
Testcharakteristik:

Die Prizision des Testes wurde anhand Intra-Assay und Inter-Assay tiberpriift. Die Spezifitit
zeichnet sich durch eine nicht nachweisbare Kreuzreaktivitit (bei 1pg/Rohrchen) mit anderen

Bindungsproteinen aus. Die Sensitivitét dieses Testsystems liegt bei 0,5 ng/ml.

Reproduzierbarkeit:

Variationskoeffizient in %

Intra-Assay 2,9

Inter-Assay 6,1

3.3 Statistische Auswertung

Die Verwendung aller im folgenden aufgefiihrten Verfahren und Tests erfolgte nach
Betreuung und Absprache mit dem Institut fiir Klinische Statistik, Informatik und
Dokumentation des Klinikums der Friedrich Schiller Universitit Jena unter Leitung von Herrn

Prof. Dr. Witte.

Alle Daten und Angaben der durchgefiihrten Analysen basieren auf Krankenakten der Klinik
fiir Kinder- und Jugendmedizin am Klinikum der Friedrich Schiller Universitit Jena und
eigenen Untersuchungen im Zeitraum von 1990 bis 2000. In diesem Beobachtungszeitraum
wurden 121 Patienten erfasst.

Die ausgewerteten GroBen der bereits dargestellten Gruppen sind in nachfolgender Ubersicht

zusammen gefasst.



1. Unterschiede zwischen den Diagnosen fiir die jeweiligen Gruppen (AML, ALL,
Lymphome, solide Tumore, virale und bakterielle Infektion)

2. Bewertung der IGF-Faktoren im =zeitlichen Verlauf nach KMT im Bezug zum
Ausgangswert

3. Abweichung der bestimmten Parameter von Referenzbereich gesunder Kontrollkinder

4. Vergleich der bestimmten Parameter bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten
der KMT-Gruppe

5. Analyse der Zusammenhinge aller erfassten Parameter untereinander (Korrelations-

analyse) der KMT-Gruppe

Fiir die statistische Auswertung der Daten im zeitlichen Verlauf wurde der Wilcoxon Match-
Pairs Signed-Ranks Test verwendet. Eine Anwendung des t-Testes war nach Priifung der
Normalverteilung bei diesen abhédngigen Stichproben nicht mdglich. Die auszuwertenden
Daten entsprechen nicht den Kriterien der symmetrischen bzw. Normalverteilung.

Fiir den Vergleich zweier voneinander unabhéngiger Stichroben wurde der U-Test nach
Mann-Whitney verwendet. Fiir den Vergleich der bestimmten Parameter bei Rezidiv- und
Nicht-Rezidivpatienten wurde der Chi-Quadrat-Testes herangezogen. Dieser Test iiberpriift,
ob sich die beobachteten und erwarteten Haufigkeiten bei nominalskalierten

Variablen signifikant voneinander unterscheiden Die Bestimmung der Korrelation erfolgte
mittels Spearman-Korrelationsanalyse. Eine Anwendung des Pearson-
Korrelationskoeffizienten war der nicht vorhandenen Normalverteilung nicht méglich. Die

Auswertung erfolgte durch zweiseitige, exakte Signifikanzpriifung.



4. Ergebnisse

4.1. Die Manifestationsgruppe

4.1.1. Altersgrafik — Darstellung der Einzelwerte

In der vorliegenden Arbeit wurden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 44 Patienten
untersucht. Die Serumkonzentrationen von IGF-I, IGF-II sowie IGFBP-2 und IGFBP-3
wurden in Abhéngigkeit zum Alter in Abbildung 1 bis 6 dargestellt. Das mittlere Alter dieser
Gruppe lag bei 11,7 Jahren. Die unterschiedlichen Diagnosen wurden voneinander getrennt

abgebildet.

Unter Beriicksichtigung der geschlechtspezifischen Unterschiede von IGF-I und IGFBP-3 erfolgte
eine Differenzierung zwischen ménnlichen und weiblichen Patienten.
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Abb. 5: Serumkonzentrationen von IGF-I zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (ménnliche
Patienten). Die Linien stellen die Ser, 50er und 95er Perzentile der gesunden Kontrollen dar.
Die jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.

Die IGF-I-Serumkonzentrationen lagen bei einem iiberwiegenden Teil der ménnlichen
Patienten im unterem Normbereich. Zwischen den einzelnen Diagnosen fielen hohe
individuelle Schwankungen auf (Abb.5). Alle Patienten unter dem 8. Lebensjahr zeigten IGF-
[-Werte unterhalb der 50. Perzentile. Neben den ALL-Patienten zeigten vor allem die

Neuroblastompatienten geringe IGF-I-Konzentrationen.
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Abb.6: Serumkonzentrationen von IGF-I zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (weibliche
Patienten). Die Linien stellen die 5., 50.und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die
jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.

Die Einzelwerte der IGF-I-Serumkonzentrationen aller weiblichen Patienten dieser Gruppe

sind in der Abbildung 6 dargestellt. Im Vergleich zu den ménnlichen Patienten zeigte sich hin

ein dhnliches Bild. Der Hauptanteil der weiblichen Patienten konnte im unteren Normbereich

nachgewiesen werden. Uber 70% der Einzelwerte lagen unterhalb des Medians. Es war kein

Unterschied hinsichtlich der Altersgruppen sowie zwischen den einzelnen Diagnosen zu

erkennen.
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Abb. 7: Serumkonzentrationen von IGF-II zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Die Linien
stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die jeweiligen Diagnosen
wurden farbig gekennzeichnet.

Die IGF-II-Konzentrationen waren sowohl unter der 5. als auch iiber der 95. Perzentile zu
finden. Insgesamt lag eine gro3e Streubreite vor. Wobei zu beachten ist, dass ca. 27% tiber
dem altersentsprechenden Referenzbereich lagen. Patienten mit einem Rhabdomyosarkom
lagen zum Teil deutlich {iber dem altersentsprechenden Normbereich. Hinsichtlich der
Altersverteilung konnten kaum Unterschiede aufgezeigt werden.

In der Abbildung 8 sind die IGFBP-2-Serumkonzentrationen zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung dargestellt. 50% der Patienten weisen IGFBP-2-Werte zum Teil deutlich {iber der 95.
Perzentile auf. Einzelne Patienten liegen mit ihren IGFBP-2 bis zum 8-fachen iiber dem
altersentsprechenden Referenzbereich. Dieser hohe Anteil von pathologischen
Konzentrationen konnte im Vergleich zu den anderen insulindhnlichen Wachstumsfaktoren
nur bei dem IGFBP-2 nachgewiesen werden. Zu beachten ist, dass die bereits erwédhnten
ALL- und Neuroblastompatienten mit Ihren niedrigen IGF-I-Serumkonzentrationen ein sehr
hohes IGFBP-2 aufweisen. Bis auf eine Ausnahme waren, alle Leukdmiepatienten liber der
95. Perzentile zu finden. Auch bei Kindern mit einem Rhabdomyosarkom zeigten sich
deutlich erhohte IGFBP-2-Konzentrationen. In Gegensatz dazu konnten bei fast allen
Osteosarkompatienten Werte im Bereich der Altersnorm gefunden werden. Kein Kind mit

einer malignen Grunderkrankung wies zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine IGFBP-2-



Serumkonzentration unterhalb des altersentsprechenden Referenzbereiches auf. Fiir die

Gesamtgruppe konnten keine alters- und geschlechtsbezogene Unterschiede nachgewiesen

werden.
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Abb. 8: Serumkonzentrationen von IGFBP-2 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Die Linien
stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die jeweiligen Diagnosen
wurden farbig gekennzeichnet.

Die IGFBP-3-Konzentrationen waren sowohl bei den médnnlichen als auch bei den weiblichen
Patienten im unteren Normbereich zu finden und zeigten somit ein &hnliches Bild wie die
IGF-1-Werte (Abb. 9, Abb. 10). Der tiberwiegende Teil der Patienten, d.h. 74 % der Jungen
und 80 % der Madchen lagen mit ihren IGFBP-3-Werten unterhalb der 50. Perzentile.

Da alle insulindhnlichen Wachstumsfaktoren eine physiologische Altersabhéngigkeit
aufweisen, ist es notwendig fiir eine exakte Auswertung der Ergebnisse eine vergleichbare
Variable einzufiihren, um die Patienten mit unterschiedlichem Alter vergleichen zu kénnen.
Die gezeigten Einzelwerte wurden unter Verwendung der Referenzwerte gesunder
Kontrollkinder von Argente et al. in altersunabhidnige SDS-Werte (Standard-Deviation-Score)
transformiert [69,148,149]. Ein SDS-Wert der sich im Bereich von +2 bis —2 befindet,
entspricht der Altersnorm [25,111,112].
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Abb. 9: Serumkonzentrationen von IGFBP-3 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
(ménnliche Patienten) Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden
Kontrollen dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.
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Abb. 10: Serumkonzentrationen von IGFBP-3 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

(weibliche

Patienten) Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die

jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.



4.1.2 SDS-Darstellung der Manifestationsgruppe

In den folgenden Abbildungen 11 bis 14 wurden die SDS-Werte der insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei Patienten mit malignen
Erkrankungen dargestellt. Hierbei wurden Patienten mit Leukdmien, Lymphomen und soliden
Tumoren berilicksichtigt. Da die Einzeldiagnosen vergleichsweise geringe Fallzahlen
aufwiesen, wurden unter diesem Aspekt die Patienten der Manifestationsgruppe in drei
Bereichen zusammengefasst. Somit war es moglich die Unterschiede zwischen den einzelnen
Erkrankungen darstellen und auswerten zu konnen. Weitere Untersuchungen anhand groBerer
Fallzahlen sind notig, um die Wertigkeit dieser Ergebnisse noch unterstreichen zu kénnen.
Die ALL und AML wurden den Leukdmien zugeordnet. Des weiteren erfolgte die Aufnahme
des Morbus Hodgkin und der Non-Hodgkin-Lymphome in den Bereich der Lymphome.
Patienten mit einem Rabdomyosarkom, Osteosarkom und Neuroblastom wurden als solide
Tumoren zusammengefasst. Der Referenzbereich gesunder Kontrollkinder wurde in den
Abbildungen 11 bis 14 mittels Linien gekennzeichnet. Er entspricht dem Median (Nulllinie)
und der zweifachpositiven und zweifachnegativen Standardabweichung (£ 2 SD) des
Normwertes der entsprechenden Altersgruppe.

Fir die Auswertung wurden sowohl die Abweichung vom Normbereich als auch die

einzelnen Erkrankungen miteinander verglichen.
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Abb.11: IGF-I-Serumkonzentrationen (in SDS) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Linien
stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (+ 2 SD). Die jeweiligen Diagnosen
wurden farbig gekennzeichnet.

Tab. 7: IGF-I-SDS-Werte der Manifestationsgruppe

Leukimie Lymphome solide Tumoren
n=13 n=15 n=16
Mittelwert -0,91 0,24 0,19
Median -0,66 0,25 0,46
Minimum -2,12 -1,71 -1,10
Maximum 0,43 1,87 1,48

Die IGF-I-Serumkonzentrationen lagen bei nahezu allen Patienten im Referenzbereich fiir
gesunde Kontrollkinder. Die Leuk&miepatienten zeigten im Vergleich zu den anderen
Erkrankungen die geringsten Serumkonzentrationen (Tab.7). Mit einem Median von —0,66
SDS lagen diese im unteren Normbereich. Signifikante Unterschiede zwischen den
Erkrankungen konnten nicht belegt werden.

Die in der Abbildung 12 dargestellten IGF-II-SDS-Werte zeigen im Vergleich zum IGF-I ein

ganz anderes Bild. Patienten mit soliden Tumoren (vor allem Rhabdomyosarkom und



Osteosarkom) wiesen deutlich erhdhte Serumkonzentrationen auf. Mit einem Median von
+2,31 SDS lagen die IGF-II-Konzentrationen fiir diese Patienten deutlich iiber der Norm.
Auch Kinder mit einer Leukdmie zeigten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in unseren
Untersuchungen vereinzelt erhohte IGF-II-Werte oberhalb des Referenzbereiches. Der
iiberwiegende Teil dieser Patienten lag im oberen Normbereich. Im Gegensatz dazu zeigten
Kindern mit einem Lymphom keine pathologischen IGF-II-Konzentrationen. Im Vergleich zu
Patienten mit einem soliden Tumor oder einer Leukidmie waren diese iliberwiegend im
unterem Normbereich zu finden.

Die Erhohung der IGF-II-Serumkonzentrationen bei soliden Tumoren und Leukdmien wurde
gegeniiber den Lymphompatienten mittels Mann-Whitney-Test gepriift. Diese weisen eine

hohe Signifikanz von p< 0,003 bzw. p= 0,01 auf.
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Abb.12: IGF-II-Serumkonzentratioen (in SDS) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Linien
stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (£ 2 SD). Die jeweiligen Diagnosen
wurden farbig gekennzeichnet.



Tab. 8: IGF-II-SDS-Werte der Manifestationsgruppe

Leukimie Lymphome solide Tumoren
n=13 n=15 n=16
Mittelwert 1,50 -0,49 1,81
Median 1,51 -0,28 2,31
Minimum -1,40 -1,91 -2,57
Maximum 7,31 0,99 6,58

Tab. 9: Signifikanzpriifung (p-Werte, IGF-II-SDS-Werte der Manifestationsgruppe)

Leukimie Lymphome solide Tumoren
Leukiimie 0,01 0,48
Lymphome 0,003

Das IGFBP-2 zeigte im Vergleich zu den anderen insulindhnlichen Wachstumsfaktoren eine
deutliche Abweichung {iber dem Referenzbereich gesunder Kontrollkinder. Hervorzuheben
ist, dass von den untersuchten Kindern mit malignen Erkrankungen nur die
Leukdmiepatienten IGFBP-2-SDS-Werte aufwiesen, die hochsignifikant (p=0,005) {iber dem
altersentsprechenden Normbereich lagen. Bis auf zwei Patienten mit einer Leukdmie lagen
alle anderen oberhalb des Normbereiches. Auch die Patienten mit soliden Tumoren und
Lymphomen wiesen pathologische Serumkonzentrationen auf. Bei zwei Patienten mit einem
Rhabdomyosarkom konnten IGFBP-2-Serumkonzentrationen bestimmt werden, die iiber dem
8-fachen des Referenzbereiches gesunder Kontrollkinder lagen. Obwohl Patienten mit
Lymphomen und soliden Tumoren zum Teil deutlich iiber einem Vielfachen der Norm lagen,
konnte keine signifikante Abweichung vom Referenzbereich aufgezeigt werden. Im
Vergleich der Erkrankungen untereinander wurde deutlich, dass Leukdmien signifikant

hohere IGFBP-2-Serumkonzentrationen im Vergleich zu Lymphomen aufweisen (p=0,03).
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Abb.13: IGFBP-2-Serumkonzentrationen (SDS) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Linien

stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (+ 2 SD). Die jeweiligen Diagnosen
wurden farbig gekennzeichnet.

Tab. 10: IGFBP-2-SDS-Werte der Manifestationsgruppe

Leukimie Lymphome solide Tumoren
n=13 n=15 n=16
Mittelwert 5,55 3,84 3,83
Median 6,18 1,54 1,76
Minimum -0,37 -0,31 -0,81
Maximum 10,84 14,29 16,83

Tab.11: Signifikanzpriifung (p-Werte, IGFBP-2-SDS-Werte der Manifestationsgruppe)

Leukimie Lymphome solide Tumoren
Leukiimie 0,03 0,06
Lymphome 0,63

Die IGFBP-3-Werte zeigten ein dhnliches Verteilungsmuster wie das IGF-1. Bei Patienten mit
einer Leukdmie oder mit einem Lymphom lagen die IGFBP-3 Serumkonzentrationen im
unteren Normbereich. Die Kinder mit einem soliden Tumor wiesen im Gegensatz dazu eine
breite Streuung der IGFBP-3-SDS-Werte auf. Das Maximum der IGFBP-3 Konzentration lag
bei dieser Erkrankung weit oberhalb der doppelten Standardabweichung und das Minimum
unterhalb der zweifach negativen Standardabweichung. Im Vergleich der Erkrankungen
untereinander konnten bei den soliden Tumoren gegeniiber Lymphomen signifikant erhdhte
IGFBP-3 Konzentrationen gefunden werden (p=0,02).
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Abb.14: IGFBP-3-Serumkonzentrationen (in SDS) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.
Linien stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (£ 2 SD). Die jeweiligen
Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.

Tab. 12: IGFBP-3-SDS-Werte der Manifestationsgruppe

Leukimie Lymphome solide Tumoren
n=13 n=15 n=16
Mittelwert -0,66 -1,0 0,47
Median -0,53 -1,15 0,10
Minimum -1,98 -2,32 2,13
Maximum 0,63 0,36 8,44

Tab.13: Signifikanzpriifung (p-Werte, IGFBP-3-SDS-Werte der Manifestationsgruppe)

Leukimie Lymphome solide Tumoren
Leukimie 0,15 0,17
Lymphome 0,02




4.2. Die KMT-Gruppe

4.2.1. Altersgrafik der KMT-Patienten
4.2.1.1. Verteilung der Einzelwerte

Vor allem Leukimiepatienten in wunseren Untersuchungen zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung signifikante Verdnderungen im IGF-System aufwiesen, wurden in der
folgenden Gruppe insgesamt 51 Leukdmiepatienten im Rahmen der KMT auf ihre
insulindhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und -II sowie deren Bindungsproteine IGBP-2
und IGFBP-3 untersucht. Dabei waren 27 Patienten an einer AML und 24 an einer ALL
erkrankt. Der Altersdurchschnitt betrug bei den AML-Patienten 13,6 Jahre und bei Patienten
mit einer ALL 11,0 Jahre. In den Abb.15-20 sind die Absolutwerte der Serumkonzentrationen
der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren die unmittelbar vor Konditionierung bestimmt
wurden im Bezug zu Alter dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt befand sich der iiberwiegende
Teil der Patienten in Remission und stellte somit eine vergleichbare Ausgangsbasis dar. Unter
Beriicksichtigung der geschlechtspezifischen Unterschiede von IGF-I und IGFBP-3 erfolgte

eine Differenzierung zwischen méinnlichen und weiblichen Patienten.
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Abb.15: Serumkonzentrationen von IGF-I zum Zeitpunkt vor der KMT (ménnliche
Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die
jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.
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Abb.16: Serumkonzentrationen von IGF-I zum Zeitpunkt vor der KMT (weibliche
Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die
jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.

Die IGF-I-Serumkonzetrationen der mannlichen und weiblichen Patienten lagen unmittelbar
vor KMT iiberwiegend im Normbereich. Uber 80% der minnlichen Patienten konnten IGF-I-
Werte unterhalb der 50. Perzentile gefunden werden. Nur einzelne IGF-I-Werte lagen
auBerhalb des Normbereiches. Bei den Médchen streuten die IGF-I-Serumkonzentrationen
iiber den gesamten Referenzbereich gesunder Kontrollkinder. Unterschiede zwischen AML
und ALL sowie altersspezifische Unterschiede konnten zu diesem Zeitpunkt nicht

nachgewiesen werden.

Die IGF-II-Werte streuten iiber den gesamten Normbereich. Es konnten IGF-II-
Konzentrationen sowohl unterhalb aber auch oberhalb der Altersnorm gefunden werden.
Einige Patienten wiesen Serumkonzentrationen bis zum 3-fachen iiber der Norm auf.
Signifikante Unterschiede zwischen AML und ALL-Patienten konnten nicht nachgewiesen

werden. Geschlechts- und altersspezifische Differenzen waren nicht zu finden.
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Abb.17: Serumkonzentrationen von IGF-II zum Zeitpunkt vor der KMT. Die Linien stellen
die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden
farbig gekennzeichnet.
Abb.18: Serumkonzentrationen von IGFBP-2 zum Zeitpunkt vor der KMT. Die Linien stellen
die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden
farbig gekennzeichnet.
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Die IGFBP-2-Konzentrationen der AML- und auch der ALL-Patienten lagen im Gegensatz zu
IGF-I und -II, mit mehr als 50% iiber der 95. Perzentile und damit deutlich iiber dem
Normbereich.. Einige Patienten erreichten sogar ein Vielfaches der Norm. Nur ein geringer
Anteil der Patienten (ein Kind mit AML und vier Patienten mit ALL) war unterhalb der 50.
Perzentile zufinden. Kein Patient wies eine IGFBP-2-Serumkonzentration unterhalb des
Referenzbereiches gesunder Kontrollkinder auf. Alters- und geschlechtsspezifische

Unterschiede konnten zu diesem Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden.

Die IGFBP-3-Werte zeigten in Vergleich zum IGFBP-2 sowohl bei den ménnlichen als auch
bei den weiblichen Patienten deutlich niedrigere Konzentrationen. Vor allem die Jungen lagen
zum liberwiegenden Teil mit ihren Serumkonzentrationen unterhalb der 50. Perzentile. Bei
den Maédchen konnten vereinzelt sowohl IGFBP-3-Werte iiber der 95. als auch unter der 5.
Perzentile gefunden werden. Somit waren weitestgehend alle Patienten im Referenzbereich
gesunder Kontrollkinder zu finden.

Es wurde deutlich, dass Patienten die zum Zeitpunkt der Untersuchung é&lter als 8 Jahre
waren, vermehrt IGFBP-3-Werte im unteren Normbereich aufwiesen. Jiingere Patienten
hingegen zeigten vermehrt IGFBP-3-Konzentrationen oberhalb der 50. Perzentile. Der
iiberwiegende Teil der Kinder lag jedoch mit seinen IGFBP-3-Konzentrationen unmittelbar
vor KMT im unteren Normbereich. Wiederrum konnten zwischen AML- und ALL-Patienten

zu diesem Zeitpunkt keine Unterschiede beziiglich der IGFBP-3-Werte gefunden werden.
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Abb.19: Serumkonzentrationen von IGFBP-3 zum Zeitpunkt vor der KMT(ménnliche
Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die
jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.
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Abb.20: Serumkonzentrationen von IGFBP-3 zum Zeitpunkt vor der KMT (weibliche
Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar. Die
jeweiligen Diagnosen wurden farbig gekennzeichnet.



4.2.2 Verlauf der insulinihnlichen Wachstumsfaktoren nach KMT

4.2.2.1 Serumkonzentrationen von IGF-1.-1I sowie IGFBP-2.-3 bei AML- und ALL-Patienten

In den folgenden Abbildungen sind die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren im zeitlichen
Verlauf dargestellt. Die AML und ALL wurden farblich voneinander getrennt abgebildet. Der
Beobachtungszeitraum betrug 18 Monate. Die erste Serumentnahmen erfolgte noch vor KMT
unmittelbar vor Konditionierung, um fiir alle Patienten einen vergleichbaren Ausgangspunkt
zu gewahrleisten. Weitere Zeitpunkte sind den folgenden Abbildungen zu entnehmen wurden
in Material und Methoden (3.4.) ausfiihrlich beschrieben. Mit wachsenden zeitlichem Abstand
zur KMT wird die Anzahl der erfassten Daten weniger, da zu einigen Zeitpunkten von den
jeweiligen Patienten nicht ausreichend Serum zur Verfiigung stand, einige Patienten
verstorben sind und andere den Beobachtungszeitraum noch nicht beendet hatten.

In der Auswertung wurden sowohl Verdnderungen im Vergleich zum Ausgangswert
beriicksichtigt als auch die Abweichungen zwischen den Zeitpunkten untersucht. Die
Leukdmien wurden untereinander verglichen und Abweichungen vom Normbereich
untersucht. Ebenso wurden die Patienten mit einer autologen oder allogenen Transplantation
verglichen. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede, so dass in den
folgenden Ausfiihrungen diese Unterscheidung nicht weiter beriicksichtigt wurde. Der
Referenzbereich gesunder Kontrollkinder wurde in den Abbildungen 18 bis 21 mittels Linien
gekennzeichnet. Er entspricht dem Median und der zweifachpositiven und zweifachnegativen
Standardabweichung (+ 2 SD) des Normwertes der entsprechenden Altersgruppe.

Die Ergebnisse zeigen, dass beim Vergleich der Leukdmien untereinander, die
Serumkonzentrationen von IGF-I und IGFBP-3 im Median bei Patienten mit AML bereits
unmittelbar nach der Transplantation niedriger sind als bei ALL-Patienten (Abb.21, 23).
Dabei konnten signifikant geringere IGF-I-Konzentrationen am 60. und 100. Tag (p=0,02,
p=0,03) gefunden werden. Entgegengesetzt verhielten sich die Serumkonzentrationen von
IGFBP-2. Hierbei wiesen Kinder mit einer AML deutlich héhere Serumkonzentrationen auf.
Uber 88% der AML-Patienten und 65% der ALL-Patienten zeigten am 100. Tag nach KMT
IGFBP-2-Werte iiber dem Referenzbereich gesunder Kontrollkinder von +2 SDS. Dagegen
konnten fiir die IGF-II-Werte keine signifikanten Abweichungen von der Norm gefunden
werden. Die Serumkonzentrationen des IGF-II streuten iiber dem gesamten Normbereich.

Differenzen zwischen den Leukdmien konnten hierbei nicht aufgezeigt werden.



Bei weiteren Untersuchungen im zeitlichen Verlauf wurden die spezifischen Verdnderungen
zum Ausgangswert (v.KMT) und das individuelle Verhalten der AML und ALL
beriicksichtigt. Im Bezug zum Ausgangswert zeigten sowohl Patienten mit einer AML als
auch Kinder mit einer ALL mit zunehmenden zeitlichem Abstand von der KMT bis zum

6. Monat nach KMT immer weiter abnehmende IGF-I und IGFBP-3-Konzentrationen sowie
ansteigende IGFBP-2-Konzentrationen. Bis zum 18. Monat nach KMT wurde der
Ausgangswert wieder anndhernd erreicht. Fiir die IGF-1I-Werte konnte dieses Verhalten nicht
beobachtet werden (Abb.18-21).

Patienten mit einer AML wiesen deutlichere Abweichungen vom Ausgangswert auf.
Signifikante Differenzen zum Ausgangswert konnten nur AML-Patienten gefunden werden
(Tab.12). Kindern mit einer AML zeigten bereits am 30. Tag nach KMT Abweichungen vom
Ausgangswert (Tab.3). Zu diesem Zeitpunkt lagen 75 % der IGF-I- und 52 % der IGFBP-3-
Werte unter einem Wert von —1 SDS und damit deutlich im unterem Normbereich.
Gleichzeitig zeigte das IGFBP-2 ein spiegelbildliches Verhalten. Die IGFBP-2-
Serumkonzentrationen dieser Patienten stiegen bis zum 6. Monat kontinuierlich an. 22 von 25
Patienten wiesen IGFBP-2-Konzentrationen tiber dem Normwert von +2 SDS auf. In der Tab.

14 sind die p-Werte fiir Paardifferenzen zu den jeweiligen Zeitpunkten im Bezug auf den

Ausgangswert ( vor Konditionierungs-Therapie) fiir die AML-Patienten dargestellt.

Tab. 14: Mittelwertsvergleich von IGF-I-II sowie IGFBP-2,-3 zum Ausgangswert zu
verschiedenen Zeitpunkten nach KMT bei AML-Patienten. Dargestellt sind die p-Werte fiir
Paardifferenzen des Wilcoxon-Testes.

v.KMT- v.KMT- v.KMT- v.KMT- v.KMT- v.KMT-
AML 30. Tag 60. Tag 100. Tag 6. Monat 12. Monat | 18. Monat
IGF-I 0,49 0,006 0,001 0,009 0,01 0,13
IGF-1I 0,74 0,98 0,95 0,23 0,56 0,87
IGFBP-2 0,50 0,007 0,007 0,019 0,37 0,75
IGFBP-3 0,90 0,05 0,13 0,02 0,17 0,06




Eine signifikante Abweichung von Normbereich konnte nur fiir das IGFBP-2 festgestellt
werden. Eine deutliche Uberschreitung des Referenzbereiches (oberhalb +2 SDS) war sowohl
fiir AML- als auch fiir ALL-Patienten nachweisbar (Abb.22). Hochsignifikante Unterschiede
konnten mittels Wilcoxon-Test fiir abhéngige Stichproben bei der AML am 60. und 100.Tag
sowie am 6. Monat gezeigten werden. Die ALL-Patienten zeigten signifikante Unterschiede
um den 100. Tag. Die p-Werte sind der Tab. 15 zu entnehmen. Fiir Wachstumsfaktoren IGF-
L,-IT und das IGFBP-3 konnten keine signifikanten Abweichungen vom der Norm gefunden

werden.

Tab.15: Abweichung des IGFBP-2 vom Normbereich (+2 SDS) zu verschiedenen
Zeitpunkten. Dargestellt sind die p-Werte der Paardifferenzen des Wilcoxon-Testes

IGFBP-2 |vKMT 30T 60T 100T 6Mo 12Mo 18Mo
AML 0,38 0,33 <0.,001 <0,001 <0,001 0,26 0,75
ALL 0,71 0,98 0,12 0,02 0,13 0,75 0,79
Verlauf vor /nach KMT n=51
8
6 o
. o)
7 4 ]
2 |
m 1T o1 |
8- ’l‘ T O
g (o 4B I
) ! : i q E
, w a ? % 1 H-J o Diag.
11 1 1 1 N1
4 - . 1 ame
n= 2724 1920 22 17 25 21 15 13 9 10 7 11
v.KMT 30T 60T 100T 6Mo 12Mo 18Mo
Zeit

Abb.21: Verlauf der Serumkonzentrationen (in SDS) von IGF-I nach der KMT. Die Linien
stellen den Normbereich (£ 2 SD) dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden farbig
gekennzeichnet.
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Abb.22: Verlauf der Serumkonzentrationen (in SDS) von IGF-II nach der KMT. Die Linien
stellen den Normbereich (£ 2 SD) dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden farbig
gekennzeichnet.
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Abb.23: Verlauf der Serumkonzentrationen (in SDS) von IGFBP-2 nach der KMT. Die Linien
stellen den Normbereich (£ 2 SD) dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden farbig
gekennzeichnet.
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Abb.24: Verlauf der Serumkonzentrationen (in SDS) von IGFBP-3 nach der KMT. Die Linien
stellen den Normbereich (£ 2 SD) dar. Die jeweiligen Diagnosen wurden farbig
gekennzeichnet.

4.2.2.2 Vergleich Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten

Es wurde untersucht, inwieweit das Auftreten eines Rezidivs nach KMT durch die
Bestimmung der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren und deren Bindungsproteine im Serum
vorhersagbar ist. Es sollte gepriift werden, inwieweit eine Erhohung der IGFBP-2-
Serumkonzentration und auch Verdnderungen der Faktoren IGF-I, -II, und IGFBP-3, eine
Prognose fiir die Entstehung eines Rezidivs im zeitlichen Verlauf zulést.

Bei 19 Patienten der KMT-Gruppe war im Beobachtungszeitraum ein Rezidiv diagnostiziert
worden (12 Patienten mit AML und 7 mit ALL). Es wurden nur Patienten beriicksichtigt,
deren Rezidiv erst nach dem 6. Monat nach KMT auftrat. Mit dem individuellen Auftreten
des Rezidivs wurde die Untersuchung dieser Patienten beendet.

In den nachfolgenden Abbildungen wurden die jeweiligen Serumkonzentrationen zum
Zeitpunkt des Rezidivs nach dem 18. Monat dargestellt, dies entspricht aber nicht dem

vorgegebenen Zeitintervall der X-Achse, da bei jedem Kind das Rezidiv zu einem ganz



individuellen Zeitpunkt diagnostiziert wurde. Der iiberwiegende Teil der Rezidive trat
zwischen dem 6. und 18. Monat nach KMT auf.

32 Patienten der Gesamtgruppe blieben im Beobachtungszeitraum in kontinuierlicher
Remission. Davon waren 15 Patienten an einer AML und 17 an einer ALL erkrankt. Unter
Berticksichtigung der Altersabhingigkeit der Parameter wurde nach Moglichkeit einem
Rezidivpatient ein gleichaltriger Nicht-Rezidivpatient mit vergleichbarer Diagnose
zugeordnet.

Bei dieser Untersuchung wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines
Rezidivs und den gemessenen Wachstumsfaktoren hinterfragt. Patienten mit einer AML und
ALL wurden getrennt voneinander ausgewertet, da abgesehen vom IGF-II beide
Leukdmieformen bei Rezidiv- und auch bei Nicht-Rezidivpatienten Unterschiede in den
Serumkonzentrationen der einzelnen Wachstumsfaktoren aufwiesen. Kinder mit einer AML,
bei denen im Beobachtungszeitraum ein leukdmisches Rezidiv diagnostiziert werden konnte,
zeigten niedrigere IGF-I und IGFBP-3-Werte im Vergleich zu Rezidivpatienten mit einer
ALL. Am 100.Tag nach KMT lagen AML-Rezidivpatienten im Median mit einem IGF-I-
Wert von —1,1 SDS und einem IGFBP-3-Wert mit —1,5 SDS unter den Serumkonzentrationen
der ALL-Rezidivpatienten. Entgegengesetzt verhielten sich die IGFBP-2-Konzentationen.
Hier lagen am Tag 100 nach KMT die IGFBP-2-Serumkonzentrationen der AML-Patienten
im Median ca. 5 Standardabweichungen iiber denen der ALL-Patienten. Auf Grund der
deutlichen Differenzen zwischen Kindern mit AML bzw. ALL erfolgte eine
Gegentiberstellung der Ergebnisse von ,,Rezidivpatienten” und ,,Nicht-Rezidivpatienten* im
zeitlichen Verlauf sowohl fiir AML- als auch fiir ALL-Patienten. Hier wurden die
individuellen Verdnderungen der einzelnen Serumparameter im Vergleich zum Ausgangswert
(v. KMT) dargestellt. Abweichungen der erhobenen Befunde vom Normbereich gesunder

Kontrollkinder wurden aufgezeigt.

4.2.2.3 Vergleich Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten mit AML

Bei Kindern mit einer AML konnten deutliche Unterschiede zwischen Rezidiv- und Nicht-
Rezidivpatienten gefunden werden. Die Rezidivpatienten wiesen im Vergleich zu Nicht-
Rezidivpatienten fiir das IGFBP-2 eindeutig hohere Serumkonzentrationen auf. Bereits zu
Beginn der Untersuchung lagen die IGFBP-2-Serumkonzentrationen weit iiber dem

Ausgangswert. Ein signifikanter Unterschied (p=0,05) konnte am 100.Tag nach KMT



nachgewiesen werden. Kinder die an einem Rezidiv erkrankten zeigten am 100.Tag nach
KMT IGFBP-2-Konzentrationen deutlich iiber der +5-SDS-Marke (Abb. 23). Im Median
wiesen diese Kinder einen SDS-Wert von +7,2 auf und lagen damit weit iiber dem
Normbereich. Uber 50% waren oberhalb eines Wertes von +9 SDS zu finden.

Kinder, die im Beobachtungszeitraum kein leuk&dmisches Rezidiv entwickelten, wiesen
ebenfalls -wie im Kontext bereits beschrieben- erhohte IGFBP-2-Serumkonzentrationen auf.
Jedoch waren diese deutlich unter der +5-SDS-Marke zu finden. Nahezu 87% (13 Patienten)
der untersuchten Nicht-Rezidivpatienten zeigten am 100.Tag nach KMT eine IGFBP-2-
Serumkonzentration unterhalb eines Werte von +5 SDS. Nur zwei Nicht-Rezidivpatienten
lagen oberhalb der +5-SDS-Marke (Tab.14). Der Chi-Quadrat-Test war mit p=0,01
signifikant und damit waren die Variablen (Rezidiv/ Nicht-Rezidivpatienten) unabhingig
voneinander.

Vergleichweise niedrige Serumkonzentrationen konnten fiir die Faktoren IGF-I und IGFBP-3
sowohl bei Rezidiv- als auch bei Nicht-Rezidivpatienten mit AML nachgewiesen werden.
Kinder mit einem leukdmischen Rezidiv zeigten deutlich niedrigere Konzentrationen.
Signifikant niedrigere Werte konnten fiir das IGFBP-3 am 100.Tag nach KMT (p=0,02)
gefunden werden. Wiederum scheint der 100. Tag nach KMT einen entscheidenden
Wendepunkt darzustellen. 70% aller Rezidivpatienten wiesen am Tag 100 nach KMT eine
IGFBP-3-Serumkonzentrationen unterhalb eines Wertes von —1 SDS auf. Dagegen konnte
dieser Sachverhalt nur fiir 26% der Nicht-Rezidivpatienten gefunden werden (Tab.15). Der
Chi-Quadrat-Test war mit p=0,03 signifikant. Auch bei den IGF-I-Werten waren
Unterschiede zwischen Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten erkennbar. Diese zeigten jedoch
aufgrund der breiten Streuung der Einzelwerte eine zu groBe Uberlappung der
Serumkonzentrationen zwischen Rezidiv und Nicht-Rezidivpatienten, so dass mittels des Chi-
Quadrat-Testes keine signifikanten Unabhdngigkeiten der untersuchten Variablen festgestellt
werden konnte. Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass aufgrund des weitgefassten
Referenzbereichs der Faktoren IGF-I und IGFBP-3 eine Reihe von Patienten mit sehr
niedrigen Serumkonzentrationen hdufig noch im Normbereich zu finden waren.

Fiir das IGF-II konnten keine Differenzen zwischen Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten
aufgezeigt werden. Die nachfolgenden Tabellen 16 und17 verdeutlicht die Unterschiede
zwischen den untersuchten Serumkonzentrationen der Wachstumsfaktoren zu den

entsprechenden Abnahmezeitpunkten.



Tab.16:Vierfeldertafel: IGFBP-2-SDS Werte: Anzahl der AML-Patienten am 100.Tag nach

KMT
uber 5 unter 5 |Gesamt
SDS SDS
Rezidiv |6 4 10
Nicht- 2 13 15
Rezidiv
Gesamt 8 17 25

Tab.17:Vierfeldertafel: IGFBP-3-SDS Werte: Anzahl der AML-Patienten am 100.Tag nach

KMT
unter -lfiber  -1Gesamt
SDS SDS
Rezidiv |7 3 10
Nicht- 4 11 15
Rezidiv
Gesamt |11 14 25

Im zeitlichen Verlauf wurden die spezifischen Verdnderungen aller Faktoren im Bezug auf
den Ausgangswert (v. KMT) untersucht. Wahrend die IGFBP-2-Serumkonzentrationen der
Rezidivpatienten kontinuierlich bis zum Rezidiv anstiegen, fielen diese bei Nicht-
Rezidivpatienten nach dem 6.Monat kontinuierlich ab (Abb.27; Tab.18). Die IGF-I- und
IGFBP-3-Werte ergaben ein gegensitzliches Bild. So fielen die Serumkonzentrationen der
Rezidivpatienten bis zum Rezidiv kontinuierlich ab. Die Nicht-Rezidivpatienten erreichten
nach einem zwischenzeitlichen Abfall um den 18. Monat wieder ihren Ausgangswert. Das
IGF-II zeigte wiederum keine Differenzen zum Ausgangswert. Die SDS-Werte der einzelnen
Faktoren sind im zeitlichen Verlauf sowohl von Rezidiv- als auch von Nicht-Rezidivpatienten

in nachfolgender Tabelle dargestellt.



Tab.18: Vergleich der SDS-Werte im Median bei AML-Patienten mit Rezidiv / ohne Rezidiv

Rezidiv v.KMT |30.Tag |60.Tag |100.Tag |6.Monat |Rezidiv

IGF-I -0,06 -0,65 -0,96 -1.06 -1,05 -1,02

IGF-1I -0,35 -0,55 -0,08 0,37 -0,67 -0,05

IGFBP-2 |3,68 4,44 5,74 718 9,70 6,37

IGFBP-3 |-1,13 -1,03 -1,30 -1.42 -1,38 -1,45

Nicht-

Rezidiv v.KMT 30. Tag |60. Tag |100.Tag |6.Monat |12. Monat | 18.Monat
IGF-I 0,45 -0,38 -0,70 -0.28 -0,95 -0,25 0,40
IGF-1I 0,33 -0,23 -0,46 0,02 -0,04 0,28 0,77
IGFBP-2 |1,57 1,79 2,77 3.99 4,57 2,50 1,66
IGFBP-3 |-0,55 -0,38 -0,80 -0.56 -0,71 -0,49 -0,67

Fiir die spétere Diskussion sei darauf hingewiesen, dass die Rezidivpatienten mit AML bereits

zum Zeitpunkt vor der KMT im Median deutlich iiber dem Normbereich von +2 SDS lagen.

Ein hoch signifikanter Anstieg konnte hier ab dem 60. Tag bis zum Rezidiv nachgewiesen

werden. Auch die Patienten, die rezidivfrei blieben, lagen vom 60. Tag bis zum 6. Monat mit

ihren IGFBP-2-Werten signifikant iiber dem Referenzbereich gesunder Kontrollkinder. Nach

dem 6. Monat erreichten diese jedoch den Normbereich wieder. In der nachfolgenden Tabelle

sind die p-Werte des IGFBP-2 fiir die Abweichung von +2 SDS dargestellt.

Tab.19: Abweichung des IGFBP-2 von 2 (SDS) zu verschiedenen Zeitpunkten. Dargestellt

sind die p-Werte der Paardifferenzen des Wilcoxon-Testes

v.KMT |30T 60T 100T 6Mo Rez. 12Mo 18Mo
IGFBP-2

0,13 0,12 0.008 0,007 0.05 0,009 - -
Rezidiv
IGFBP-2
Nicht- 0,69 0,93 0,06 0,001 0,009 — 0,26 0,75
Rez.
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Abb.25: Die IGF-I Serumkonzentrationen (in SDS) der AML-Patienten im zeitlichen Verlauf
bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten. Die Linien stellen den Referenzbereich

gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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Abb.26:Die IGF-II Serumkonzentrationen (in SDS) der AML-Patienten im zeitlichen Verlauf
bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten. Die Linien stellen den Referenzbereich

gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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Abb.27: Die IGFBP-2 Serumkonzentrationen (in SDS) der AML-Patienten im zeitlichen

Verlauf bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten.
Referenzbereich gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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Abb.28: Die IGFBP-3 Serumkonzentrationen (in SDS) der AML-Patienten im zeitlichen

Verlauf bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten.
Referenzbereich gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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4.2.2.4 Vergleich Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten mit ALL

Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten mit einer ALL wiesen im Gegensatz zu AML-Patienten
einen geringeren Unterschied zwischen den Serumkonzentrationen der untersuchten
insulindhnlichen Wachstumsfaktoren auf. Fiir die Faktoren IGF-I, IGF-II und IGFBP-3
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten
gefunden werden. Im zeitlichen Verlauf, vom Ausgangswert bis hin zum 6. Monat, war flir
das IGF-I und das IGFBP-3 ein geringer Abfall der Serumkonzentrationen nachweisbar. Die
niedrigsten Konzentrationen wurden um den 6. Monat erreicht und waren im unteren
Referenzbereich gesunder Kontrollkinder zu finden. Eine signifikante Abweichung zum
Ausgangswert konnte unter Beriicksichtigung der geringen Fallzahl zu diesen Zeitpunkten
nicht aufgezeigt werden. ALL-Patienten, die iiber den gesamten Beobachtungszeitraum kein
Rezidiv entwickelten, erreichten bis zum 18.Monat nach KMT wieder ihren Ausgangswert.

Anders verhielten sich die Serumkonzentrationen des IGFBP-2. Ahnlich wie die zuvor
beschrieben Ergebnisse der AML-Patienten, zeigten auch die Patienten mit einer ALL,
IGFBP-2-Konzentrationen die bereits zum Zeitpunkt der KMT deutlich iiber dem
Normbereich lagen. Die Serumkonzentrationen des IGFBP-2 stiegen sowohl bei Rezidiv als
auch bei Nicht-Rezidivpatienten bis zum 100.Tag nach KMT kontinuierlich an. Patienten die
in kontinuierlicher Remission blieben erreichten bis zum 18. Monat nach KMT nahezu ihren
Ausgangswert. Dagegen wiesen Rezidivpatienten mit dem Auftreten eines Rezidivs die
hochsten IGFBP-2-Werte auf. Mit einem Median von +4,82 SDS lagen
Serumkonzentrationen des IGFBP-2 zu diesem Zeitpunkt deutlich {iber dem Normbereich von

+2 SDS. Dieser Unterschied war mit p=0,04 statistisch signifikant.
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Abb.29: Die IGF-I Serumkonzentrationen (in SDS) der ALL-Patienten im zeitlichen Verlauf
bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten. Die Linien stellen den Referenzbereich

gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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Abb.30: Die IGF-II Serumkonzentrationen (in SDS) der ALL-Patienten im zeitlichen Verlauf
bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten. Die Linien stellen den Referenzbereich

gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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Abb.31: Die IGFBP-2 Serumkonzentrationen (in SDS) der ALL-Patienten im zeitlichen

stellen den

Verlauf bei Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten. Die Linien
Referenzbereich gesunder Kontrollkinder (+ 2SD) dar.
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Abb.32: Die IGFBP-3 Serumkonzentrationen (in SDS) der ALL-Patienten im zeitlichen

Verlauf bei

Rezidivpatienten und Nicht-Rezidivpatienten.
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4.2.3 Korrelationen der IGF-Faktoren und deren Bindungsproteine

4.2.3.1 Untersuchung zum Zeitpunkt vor der KMT (Ausgangswert)

Um eine Regulation bzw. eine gegenseitige Beeinflussung der einzelnen  Faktoren
aufzuzeigen, wurden die nachfolgenden Korrelationsanalysen durchgefiihrt. Der
Zusammenhang zwischen den Wachstumsfaktoren und den Bindungsproteinen wurde
exemplarisch zum Ausgangszeitpunkt (v. KMT) dargestellt. Fiir alle weiteren Zeitpunkte der
longitudinalen Untersuchung konnten &hnliche Ergebnisse ermittelt werden. Fiir die
graphische Darstellung wurden die SDS-Werte der jeweiligen Faktoren verwendet.

Zwischen dem IGF-I und IGF-II konnte ein hoch signifikanter Zusammenhang gefunden

werden. Auch bei der Betrachtung der einzelnen Diagnosen war dieser Zusammenhang

nachweisbar.
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Abb.33: Zusammenhang der Serumkonzentrationen von IGF-I und IGF-II der KMT-Gruppe.

Weiterhin konnten mit Hilfe der Korrelationsanalyse nach Spearman zwischen IGF-I und den
Bindungsproteinen-3 sowie zwischen IGF-II und den Bindungsprotein-3 hoch signifikante
Korrelationen aufgezeigt werden. Niedrige IGF-I und IGF-II-Werte waren mit niedrigen
IGFBP-3-Werten assoziiert. Dies konnte auch bei der alleinigen Betrachtung der AML und

ALL nachgewiesen werden.



IGF-1 (SDS)

* ALL

* AML

r=0,68; p <0,001

IGFBP-3 (SDS)

Abb.34: Zusammenhang der Serumkonzentrationen von IGF-I und IGFBP-3 der KMT-

Gruppe
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Abb.35: Zusammenhang der Serumkonzentrationen von IGF-II und IGFBP-3 der KMT-
Gruppe



Im Gegensatz dazu konnte zwischen dem IGF-I und den IGFBP-2 sowie zwischen IGF-II und
dem IGFBP-2 eine negative Korrelation gefunden werden. Dieser Zusammenhang war in
beiden Fillen signifikant. Dabei konnten niedrigen IGF-I-Werten bzw. IGF-1I-Werten
tiberwiegend hohe IGFBP-2-Werte zugeordnet werden. In der Abbildung 36 ist die
Korrelation zwischen IGF-I und IGFBP-2 beispielhaft dargestellt. Die beschriebenen
Zusammenhénge gelten sowohl filir Patienten mit AML als auch fiir Patienten mit ALL. Diese

Zusammenhdnge konnten iiber den gesamten Beobachtungszeitraum gefunden werden.
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Abb.36: Zusammenhang der Serumkonzentrationen von IGF-I und IGFBP-2 der KMT-
Gruppe



4.3 Patienten mit akuten Infektionserkrankungen

4.3.1 Altersgrafik-Darstellung der Einzelwerte

In dieser Gruppe wurden 26 Patienten mit akuten Infektionserkrankungen auf ihre
insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF-L-II sowie IGFBP-2,-3) hin untersucht. Davon
waren 12 Patienten an einer viralen und 14 Patienten an einer bakteriellen Infektion erkrankt.
Bei diesen Kindern lag keine maligne Erkrankung vor. Das mittlere Alter dieser Gruppe
betrug 5,1 Jahre. In den folgenden Abbildungen (37-43) sind die absoluten
Serumkonzentrationen der Faktoren zu Zeitpunkt der stationdren Aufnahme im Bezug zum
Alter dargestellt. Die Linien in den folgenden Graphiken stellen die 5., 50. und 95. Perzentile
gesunder Kinder dar. Unter Beriicksichtigung der geschlechtspezifischen Unterschiede von
IGF-I und IGFBP-3 erfolgte eine Differenzierung zwischen minnlichen und weiblichen

Patienten.
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Abb.37: Serumkonzentrationen von IGF-I in Abhdngigkeit zum Alter (Infektionspatienten;
ménnliche Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden
Kontrollen dar.
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Abb.38: Serumkonzentrationen von IGF-I in Abhéngigkeit vom Alter (Infektionspatienten;
weibliche Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen
dar.

Die IGF-I-Serumkonzentrationen der ménnlichen und weiblichen Patienten konnten im
wesentlichen unterhalb des Medians nachgewiesen werden. 25% der Patienten mit viralen
Infektionen und 15% mit bakteriellen Infektionen lagen unterhalb des Normbereichs. Ein
signifikanter Unterschied zwischen Infektionen viraler bzw. bakterieller Genese konnte nicht
gefunden werden. Die Serumkonzentrationen zeigten zwischen Jungen und Méadchen sowie in
der Altersverteilung keine Differenzen.

Die IGF-II-Serumkonzentrationen der Patienten mit viralen Infektionen streuten iiber den
gesamten Normbereich. Es konnten Werte oberhalb und unterhalb des Referenzbereichs
gesunder Kontrollkinder bestimmt werden. Dagegen lagen die Serumkonzentrationen bei
Patienten mit bakteriellen Infektionen im mittleren und unteren Normbereich. Die Verteilung

von Alter und Geschlecht zeigte keine Unterschiede.
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Abb.39: Serumkonzentrationen von IGF-II in Abhingigkeit vom Alter (Infektionspatienten).
Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden Kontrollen dar.

Die IGFBP-2-Serumkonzentrationen der Infektionspatienten zeigten ein dhnliches
Verteilungsbild wie die Patienten der KMT- und Manifestationsgruppe. Sowohl bei Patienten
mit viralen als auch bei Patienten mit bakteriellen Infektionen konnten Konzentrationen {iber
dem Normbereich nachgewiesen werden. Dabei lagen 33% der Patienten mit Virusinfektion
und 24% mit bakteriellen Infektionen iiber der 95. Perzentile. Nur wenige Patienten lagen
unterhalb des Medianes und kein Patient wies IGFBP-2-Werte unterhalb der Norm auf.
Unterschiede in der Altersverteilung sowie geschlechtsspezifische Unterschiede konnten nicht
aufgezeigt werden.

Im Gegensatz zum IGFBP-2 waren die IGFBP-3-Werte der ménnlichen und weiblichen
Patienten im mittleren und unteren Referenzbereich gesunder Kontrollkinder zu finden. Nur
bei einem Patienten mit einer viralen Infektion konnte das IGFBP-3 oberhalb der 95.
Perzentile bestimmt werden. Einige Patienten lagen mit ihren IGFBP-3-Werten unter der 5.
Perzentile. Unterschiede zwischen Alter und Geschlecht sowie zwischen den

Krankheitserregern konnten nicht gefunden werden.
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Abb.40:  Serumkonzentrationen von IGFBP-2 in  Abhidngigkeit vom  Alter
(Infektionspatienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der gesunden
Kontrollen dar.
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Abb.41:  Serumkonzentrationen von IGFBP-3 in  Abhidngigkeit vom  Alter
(Infektionspatienten; ménnliche Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile
der gesunden Kontrollen dar.
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Abb.42:  Serumkonzentrationen von IGFBP-3 in  Abhidngigkeit vom  Alter
(Infektionspatienten; weibliche Patienten). Die Linien stellen die 5., 50. und 95. Perzentile der
gesunden Kontrollen dar.

4.3.2 SDS-Darstellungen der Infektionspatienten

Die absoluten Serumkonzentrationen der Wachstumsfaktoren (IGF-I,-II) und deren
Bindungsproteine (IGFBP-2,-3) wurden in die altersunabhingigen SDS-Werte umgewandelt
und in den folgenden Abbildungen 43 bis 46 dargestellt. Die Blutentnahme erfolgte zum
Zeitpunkt der stationdren Aufnahme. Die viralen Infektionen setzten sich aus Rotaviren und
Varicella-zoster Vieren (VZV) zusammen, wéhrend die bakteriellen Infektionen Salmonellen
und Streptokokken einschlossen.

Der Referenzbereich gesunder Kontrollkinder wurde mit Hilfe von Linien gekennzeichnet. Er
entspricht dem Median (Nulllinie) und der zweifachpositiven und zweifachnegativen
Standardabweichung (£ 2 SD) des Normwertes der entsprechenden Altersgruppe. Fiir die
Auswertung wurde sowohl die Abweichung vom Normbereich als auch die einzelnen

Erkrankungen miteinander verglichen.



Die Faktoren IGF-I, IGF-II und IGFBP-3 der Infektionspatienten zeigten &hnliche
Verdanderungen wie bei Kindern mit malignen Erkrankungen. Die Serumkonzentrationen
dieser Faktoren lagen sowohl bei viralen als auch bei bakteriellen Infektionen im mittleren bis

unteren Normbereich. Die Rotaviren zeigten im Vergleich zu den VZV signifikant niedriger

IGF-I und IGFBP-3-Werte (p=0,04; p=0,02).
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Abb.43: IGF-I-Serumkonzentrationen (in SDS) von Patienten mit Infektionserkrankungen.
Linien stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (= 2 SD).
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Abb.44: IGF-II-Serumkonzentrationen (in SDS) von Patienten mit Infektionserkrankungen.
Linien stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (+ 2 SD).
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Abb.45: IGFBP-3-Serumkonzentrationen (in SDS) von Patienten mit Infektionserkrankungen.
Linien stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (+ 2 SD).



Im Gegensatz zu den bereits erwdhnten insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF-I,-II und
IGFBP-3) wiesen einige Patienten beim IGFBP-2, Serumkonzentrationen deutlich oberhalb
des Normbereichs auf. Dies konnte sowohl fiir virale als auch fiir bakterielle Infektionen
gezeigt werden. Die Patienten die an Rotaviren und Salmonellen erkrankt waren, lagen mit
ihren die IGFBP-2-Mittelwerten deutlich iiber dem Referenzbereich gesunder Kontrollkinder
von +2 SDS. Unter Beriicksichtigung der geringen Fallzahl konnte eine statistisch signifikante
Abweichung vom Normbereich nicht gezeigt werden. Kein Patient lag mit seinen IGFBP-2-
Werten unterhalb des Referenzbereichs von —2 SDS. Signifikante Unterschiede im Vergleich

der Erreger untereinander waren nicht nachzuweisen.
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Abb.46: IGFBP-2-Serumkonzentrationen (in SDS) von Patienten mit Infektionserkrankungen.
Linien stellen den Referenzbereich gesunder Kontrollkinder dar (+ 2 SD).

Tab.20: IGFBP-2-SDS-Werte der Infektionspatienten

Rotaviren VZV Strep. A Salmonellen
n=7 n=5 n=8 n=6
Mittelwert 2,95 1,33 0,43 2,54
Median 1,16 0,02 0,15 1,55
Minimum -1,24 -1,94 -1,53 0,49
Maximum 8,91 8,64 2,43 6,85




5. Diskussion

Die wachstumsfordernde Wirkung des IGF-Systems kann zum heutigen Zeitpunkt als
gesichert gelten. Uber die Wirkungen des IGF-Systems in der Peripherie existieren
verschiedene Modellvorstellungen. Es wird neben einer endokrinen und parakrinen Wirkung
auch eine autokrine sowie intrakrine Teilwirkung diskutiert [51]. Dabei erfassen die
Messungen im Serum die endokrine Teilkomponente. Ein Teil der IGF-Regulation ist
wachstumshormonabhéngig. So fiihren Verdnderungen der Wachstumshormone zu einer
Beeinflussung der IGF- und IGFBP-Konzentration in der Peripherie.

Weiterhin konnte in den letzten Jahren auch eine zunehmende Bedeutung des IGF-Systems
bei malignen Erkrankungen aufgezeigt werden. Bei einer Reihe von soliden Tumoren, wie
z.B. Mammakarzinom [32,130], Prostatakarzinom [79], Ovarialkarinom [59] und ZNS-
Tumoren [126] konnte ein Zusammenhang zwischen den IGF-Regulationssystem und der
Tumorpathogenese gefunden werden [72,189]. Auch im Kindesalter wurden die IGF-Faktoren
im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen untersucht [121,193,194]. Neben
embryonalen und soliden Tumoren zeigten auch Kinder mit Leukdmien verdnderte
Konzentrationen des IGF-Systems [14, 117, 127].

In der vorliegenden Studie wurde das IGF-I und -II sowie das IGFBP-2 und -3 in einer
Gruppe bei Diagnosestellung und in einer weiteren Gruppe nach KMT untersucht. Es zeigte
sich, dass sowohl bei Diagnosestellung als auch nach KMT verminderte IGF-I und IGFBP-3-
Serumkonzentrationen bei deutlich iiber dem Normbereich liegenden IGFBP-2-
Serumkonzentrationen nachgewiesen werden konnten. Das IGF-II wies eine grof3e Streubreite
auf, zeigte jedoch keine signifikante Abweichung vom Normbereich.

Die vorliegende Arbeit bietet, neben den erfassten Daten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung,
erstmals einen komplexen Uberblick iiber das Verhalten der IGF-Faktoren und deren
Bindungsproteine bei leukdmiekranken Kindern nach KMT. Die Untersuchungen erfolgten
longitudinal bis zum 18. Monat nach Transplantation unter der besonderen Beriicksichtigung
der Entstehung eines Rezidivs und mogliche Einflussfaktoren, wie medikamentdse Therapie
und Infektionen im Beobachtungszeitraum.

Die Ergebnisse der verschiedenen Gruppen zu den entsprechenden Zeitpunkten werden in den

folgenden Abschnitten im einzelnen diskutiert.



5.1 Das Verhalten der IGFs zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

In dieser Studie wurden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 44 Patienten untersucht. Um die
IGF-Regulation bei verschiedenen malignen Erkrankungen im Kindesalter zu erfassen,
wurden neben den Patienten mit Leukdmien auch Kinder mit soliden Tumoren und
Lymphomen untersucht. In der Literatur wurden bisher vor allem bei Patienten mit akuten
Leukdmien Verdnderungen im IGF-System beschrieben. Im Folgendem sollte diskutiert
werden, in weit das IGF-System sowohl bei akuten Leukdmien als auch bei soliden Tumoren

und Lymphomen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Veranderungen aufzeigt.

5.1.1. Die IGF-I-Serumkonzentrationen bei Diagnosestellung

IGF-I ist ein entscheidender Faktor fiir das Wachstum und die Zellproliferation. Neben dem
Einfluss auf das physiologische Wachstum wird dem IGF-I auch eine wichtige Rolle bei der
Tumorproliferation zu geschrieben. Studien zeigten, dass hohe IGF-I-Serumkonzentrationen
mit einem erhdhten Malignititsrisiko in Verbindung stehen kénnen [31,79]. So fand sich in
einer groBen prospektiven Fallkontrollstudie unter Hankinson et al. vor allem bei
pridmenopausalen Frauen ein signifikanter Zusammenhang zwischen hohen IGF-I-
Serumkonzentrationen und einem erhdhten Brustkebsrisiko. Dies konnte jedoch in selbiger
Studie bei postmenopasalen Frauen nicht bestitigt werden [72].

In unseren Untersuchungen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung konnten im Gegensatz dazu
eher niedrige IGF-I-Serumkonzentrationen gefunden werden. Diese Konstellationen findet
sich typischerweise bei einer katabolen Stoffwechsellage, bei einem STH-Mangel oder einer
Leberzirrose [7,8,157]. Uber 70% der von uns untersuchten der Manifestationsgruppe lagen
im unteren Normbereich. Vor allem Kinder mit einer Leukdmie oder einem Lymphom zeigten
erniedrigte IGF-I-Werte. Aufgrund des groBBen Referenzbereiches der IGF-I-Werte lag ein
Grofteil der Patienten mit niedrigen IGF-I-Serumkonzentrationen noch im Normbereich von
+ 2 SDS. Anders verhielten sich die Patienten, die an einem soliden Tumor erkrankt waren.
Diese zeigten zum Teil erhohte IGF-1-Werte.

Unsere Ergebnisse stimmen im wesentlichen mit den Untersuchungen von Mohnike et al.
iiberein [117]. Uber 50% dieser Patienten hatten bei Diagnosestellung pathologisch
verminderte IGF-I-Serumkonzentrationen [118]. Eine weitere Arbeitsgruppe unter Crofton et

al. untersuchten ebenfalls Kinder mit einer ALL zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bis zur



27. Woche unter Therapie. Auch hier konnten noch vor Therapiebeginn niedrige IGF-I SDS-
Werte im Median von —1,71 gefunden werden [44].

Die zum Teil erhohten IGF-I-Konzentrationen bei einigen soliden Tumoren und die
erniedrigten IGF-I-Konzentrationen bei Leukdmien, lassen auf eine tumorspezifische
Regulation insulindhnlicher Wachstumsfaktoren schlieBen. Eine exakte Erklarung fiir die
Verdanderung der IGF-I-Werte bleibt bis zu heutigen Zeitpunkt noch offen. Einige Autoren
gehen davon aus, dass z.B. Prostatakarzinomzellen in der Lage sind IGF-I in erhchten Maf3e
zu exprimieren [31]. Andere Autoren setzen dem entgegen, dass auch bei einer benignen
Prostatahyperplasie erhohte IGF-I-Serumkonzentrationen nachgewiesen werden konnten [79].
Eine weitere Hypothese besagt, dass das IGF-I nicht direkt das maligne Wachstum stimuliert,
sondern als Mediator eine entscheidende Rolle zu spielen scheint und somit in hohen
Konzentrationen im Serum zu finden ist [41].

Im Vergleich zu den Ergebnissen von Erwachsenen zeigten die von uns untersuchten Kinder
mit soliden Tumoren ein differenzierteres Bild. Unter Berilicksichtigung der geringen
Fallzahlen konnten fiir die jeweiligen soliden Tumoren recht unterschiedliche IGF-I-
Konzentrationen nachgewiesen werden. Wihrend Kinder mit einem Neuroblastom eine
geringe IGF-I-Serumkonzentrationen nahe der 5. Perzentile aufwiesen, waren bei Patienten
mit Osteosarkom bzw. Rhabdomyosarkom keine wesentlichen Abweichungen vom
Normbereich ersichtlich. Vergleichbare Befunde wurden in der Literatur auch bei anderen
soliden Tumoren des Kindesalters wie zum Beispiel bei Wilmstumoren bzw. ebenfalls auch
bei Osteosarkom beschrieben [156,193]. In einer aktuellen Studie aus den Jahre 2001 wurden
von Rodriguez-Galindo et al. Kinder mit Osteosarkom untersucht. In dieser Studie zeigte sich,
dass sowohl die IGF-I- als auch IGFBP-3-Serumkonzentrationen keinen Vorhersagewert fiir
das Auftreten oder den klinischen Verlauf von pédiatrischen Osteosarkomen besitzen. Dabei
konnten bei den 37 untersuchten Patienten keine signifikanten Unterschiede der IGF-I- und
IGFBP-3-Konzentration im Vergleich zur Normalpopulation gefunden werden. Weiterhin
bestand keine Korrelation zum Vorhandensein von Metastasen oder zum Ansprechen auf die
Chemotherapie [156]. Die von uns ermittelten Ergebnisse beziiglich des unterschiedlichen
Verhaltens der IGF-I-Konzentrationen bei Leukdmie- und Lymphompatienten bzw. bei
Kindern mit soliden Tumoren zum Zeitpunkt der Diagnose, miissen durch weitere Studien mit
grofleren Fallzahlen gepriift werden.

Die Bioverfiigbarkeit und damit auch die Wirksamkeit der IGF-I-Werte wird durch die IGF-
spezifischen Bindungsproteine beeinflusst [16]. Das IGF-I ist zu ca. 99% an Bindungsproteine

gebunden [116, 146]. Nur etwa ein Prozent liegt als freie aktive Form in der Zirkulation vor



[64]. Die einzelnen Bindungsproteine besitzen zum IGF-I  unterschiedliche
Bindungskapazitidten. Das IGFBP-3 gehort zu den Bindungsproteinen mit einer der hochsten
Bindungskapazitit. Im Folgenden soll auf die Rolle des IGFBP-3 bei malignen Erkrankungen

eingegangen werden.

5.1.2. Die IGFBP-3-Serumkonzentrationen bei Diagnosestellung

Die meisten Gewebe exprimieren IGFBP-3-mRNA, und eine Vielzahl von Zelltypen
sezernieren IGFBP-3, darunter Endothelzellen, Bindegewebe und Osteoblasten [44]. Im
Serum ist das IGFBP-3 ist zum iiberwiegenden Teil in gebundener Form zu finden. Die
Bindung erfolgt in einem Tertidrkomplex mit 150 kDa, der aus dem IGF-I, IGFBP-3 und dem
ALS-Untereinheit besteht [15]. Durch diese Komplexbildung kann die Halbwertzeit des IGFs
um ein Vielfaches verlingert werden [15,68]. Eine Uberwindung der Kapillarschranke ist in
dieser Komplexform nicht moglich [165]. Weiter Studien konnten belegen, dass durch
spezifische Proteasen eine Spaltung des Tertidrkomplexes erfolgen kann [21,85]. Auf diese
Weise wird freies IGF verfiigbar und kann sich mit Bindungsproteinen geringerer Affinitét zu
einem bindren Komplex verbinden. Dieser bindre IGF-IGFBP-Komplex ist in der Lage die
Kapillarschranke zu iiberwinden und zur Zielzelle gelangen [165]. Zelluldre Untersuchungen
wiesen sowohl auf eine aktivierende als auch auf eine hemmende Wirkung der IGFBPs
beziiglich der IGF-I-Bioverfiigbarkeit hin. Die Bindungsproteine konnen somit die
proliferativen Effekte der IGFs zu verstirken oder abschwichen [16]. Bisher wird eine
IGFBP-3-Bestimmung in der Routinediagnostik bei Kindern mit Verdacht auf einen
Wachstumshormonmangel durchgefiihrt. Kinder mit Kleinwuchs und Wachstums-
hormonmangel zeigten signifikant verminderte IGFBP-3-Konzentrationen [22,173].

In der vorliegenden Arbeit konnten neben verminderten IGF-I-Konzentrationen auch bei 74%
der Jungen und 80% der Maidchen im unteren Referenzbereich liegende IGFBP-3-
Serumkonzentrationen nachgewiesen werden. Die Leukidmie- und Lymphompatienten wiesen
die geringsten IGFBP-3-Konzentrationen auf. Dagegen zeigten Kinder mit soliden Tumoren
eine breite Streuung. Keine dieser Erkrankungen wies eine signifikante Verdnderungen im
Sinne von pathologisch verminderten IGFBP-3-Konzentrationen auf.

Andere Autoren wie Mohnike et al. fanden bei Kindern zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
mit einer Leukdmie, neben den geringen IGF-I-Serumkonzentrationen,  signifikant

verminderte IGFBP-3-Konzentrationen im Serum. Hierbei lag anndhernd ein Drittel der



Patienten (17 von 46) unterhalb der fiinften Perzentile [118]. Die Tiibinger Arbeitsgruppe um
Crofton et al. zeigte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ebenfalls verminderte IGFBP-3-
Konzentrationen [44]. Andere Autoren konnten mit ihren Untersuchungen an soliden
Tumoren von Erwachsenen diese Ergebnisse bestitigen [59,189]. Eine Arbeitsgruppe um
Miilller et al. machte die erhohte IGFBP-3-Proteaseaktivitit fiir die geringen IGFBP-3-
Serumkonzentrationen bei Kindern mit malignen Erkrankungen verantwortlich. Da sich die
proteolytische Serumaktivitit bei Erreichen der kompletten Remission wieder normalisierte,
wurde angenommen, dass Tumorgewebe eine Quelle von proteolytischen Enzymen sein
konnte [120]. Neben dem beschriebenen moglichen Einfluss der Proteaseaktivitit, stehen bis
zum heutigen Zeitpunkt keine weiteren ausreichenden Erkldrungsansétze fiir die verminderte
IGFBP-3-Konzentration bei Patienten bei malignen Grunderkrankungen zur Verfligung.

In jiingster Zeit ist neben der IGF-abhédnigen auch die IGF-unabhinige Wirkung beschrieben
wurden [58]. So konnte an verschiedenen Krebszelllinien (bei Mamma- oder Kolonkarzinom)
eine direkte wachstumshemmende Wirkung des IGFBP-3 nachgewiesen werden [130, 142].
Zum einen wurde davon ausgegangen, dass das Bindungsprotein-3 iiber die Aktivierung von
potenten wachstumshemmenden Agenzien wie z.B. Retinolsdure, TNF-o und dem
Tumorsuppressor p53 einen hemmenden Effekt auf das Zellwachstum besitzt [28,74,158].
Zum anderen deuten Studien darauf hin, dass das IGFBP-3 auch unabhéngig vom IGF-I in der
Lage ist die Apoptoserate zu beeinflussen. Eine Arbeitsgruppe um Rajah et al. zeigte, dass
Zelllinien eines Prostatakarzinoms durch Zugabe von IGFBP-3 eine erhohte Apoptoserate
aufwiesen [67]. Dieser pro-apoptotische Effekt des IGFBP-3 konnte einen mdglichen
Erklarungsansatz fiir die wachstumsreduzierende Wirkung des IGFBP-3s liefern [142,181].
Andere Untersuchungen belegten wiederum, dass eine geringe IGFBP-3-Konzentration die
Apoptoserate deutlich vermindern kann [66].

Auch in der vorliegenden Arbeit miissen die beschriebenen Mechanismen beriicksichtigt
werden. Eine verminderte IGFBP-3-Konzentration bei leukdmiekranken Kindern konnte mit
einer verminderten Apoptoserate im Zusammenhang stehen. Eine Hemmung oder
Verminderung der Apoptose einer Zelle oder Zelllinie konnte folglich zu einer
tiberschiefenden Zellzahlvermehrung fiihren. Diese iiberschieende Zellzahlvermehrung
wiederum konnte eine erhohte Mutationsrate bewirken [29]. Diese bedingt letztlich ein
erhohtes Risiko fiir eine Karzinomentstehung.

Fraglich bleibt jedoch, ob eine verminderte IGFBP-3-Konzentration im Serum Ausdruck einer
reduzierten Apoptoserate der einzelnen Zelle sein kann und sogleich einen Einfluss auf den

Entstehungsprozess maligner Erkrankungen besitzt.



5.1.3. Die IGFBP-2-Serumkonzentration bei Diagnosestellung

Die IGFBP-2-Serumkonzentrationen der vorliegenden Arbeit wiesen im Vergleich zu den
anderen bestimmten Wachstumsfaktoren deutlich erhohte Werte auf. Mehr als 50% der
Patienten der Manifestationsgruppe zeigten bei Diagnosestellung Serumkonzentrationen
deutlich iiber dem Normbereich von +2 SDS. Kinder mit einer akuten Leukdmie wiesen sogar
in mehr als 80% der Fille IGFBP-2-Konzentrationen iiber dem Referenzbereich auf. Im
Median lagen die IGFBP-2-Werte bei 6,18 SDS. Diese Abweichung vom Normbereich war
mit p=0,005 hochsignifikant. Nur zwei Patienten blieben innerhalb des Referenzbereiches
gesunder Kontrollkinder. Auch einzelne Patienten mit soliden Tumoren und Lymphomen
wiesen pathologische Serumkonzentrationen auf. Auch diese lagen zum Teil liber einem
Vielfachen der Norm. Dennoch konnten hier keine signifikanten Abweichungen aufgezeigt
werden.

Bei gesunden Kindern werden die hochsten IGFBP-2-Serumkonzentrationen in der
Neonatalzeit gefunden. Diese Konzentrationen fallen in den ersten Lebensjahren auf einen
nahezu konstanten Level ab. Nur in der Pubertdt kommt es nochmals zu einem geringgradigen
Anstieg [88]. Das IGF-System scheint bereits fiir das fetale Wachstum eine erhebliche
Bedeutung zu haben [33]. Verschiedene Studien konnten belegen, dass das IGFBP-2 in der
Préanatalzeit von maternalen, plazentaren und fetalen Kompartimenten exprimiert wird [76,
93]. Chard et al. fanden heraus, dass Feten mit intrauteriner Wachstumsretardierung niedrige
IGF-I-Werte und hohe IGFBP-1 sowie hohe IGFBP-2-Serunkonzentrationen im
Nabelschnurblut aufweisen [33].

Andererseits konnten verschiedene Studien belegen, dass auch maligne Tumoren
unterschiedlichen Ursprungs hohe IGFBP-2-Serumkonzentration sowie IGFBP-2 Expression
aufzeigen [55,59,126,193]. Untersuchungen bei Patienten mit ZNS-Tumoren fanden
signifikant erhohte IGFBP-2-Konzentrationen im Liquor. Liquoruntersuchungen bei
Leukédmien und soliden peripheren Tumoren wiesen dagegen keinen pathologischen Anstieg
der IGFBP-2-Werte auf [121]. Elmlinger et al. fanden einen Zusammenhang zwischen hoher
IGFBP-2 Expression und der Zunahme des Malignitdtsgrades bei Hirntumoren [56]. Weitere
Studien konnten belegen, dass eine Blockierung der IGF-I-Rezeptor-mRNA eine komplette
ZNS-Tumor Regression bewirken kann [194]. Auch bei anderen soliden Tumoren wie
Prostatakarzinom [31,79], Ovarialkarzinom [59] Mammakarzinom [32] und bei Kindern mit
Wilmstumoren [193] konnten neben niedrigen IGF-I-Serumkonzentrationen auch erhohte

IGFBP-2-Konzentrationen im Serum gefunden werden.



Weitere Untersuchungen im Kindesalter zeigen, das auch Patienten mit Leukédmien erhohte
IGFBP-2-Serumkonzentrationen aufweisen. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung waren
signifikante erhohte Konzentrationen vor allem bei ALL-Patienten nachweisbar. Mit dem
erreichen der Remission kehrten diese erhohten IGFBP-2-Konzentrationen wieder in den
Normalbereich zuriick [118]. Patienten die ein Rezidiv entwickelten wiesen im Vergleich zu
Nicht-Rezidivpatienten signifikant hohere IGFBP-2-Serumkonzentationen auf [118].
Weiterhin wurde beschrieben, dass auch Lymphoblasten als mogliche Quelle fiir eine hohe
IGFBP-2-Serumkonzentration in Frage kommen [55, 60]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Leukémiezelllinien der T-Zellreihe (Typ: Molt-4) im Gegensatz zu Zelllinien der B-Zellreihe
(Typ: Raji) eine hohe IGFBP-2-Expression aufweisen [55]. Trotz dieser Ergebnisse sind die
genauen Regulationsmechanismen des IGFBP-2 sind bis heute noch nicht ausreichend
aufgeklart.

Einen moglichen Einflussfaktor stellen die spezifischen Proteasen dar. Diese bewirken eine
proteolytische Spaltung des IGFBP-2 und vermindern damit deutlich die Affinitit zu den
Liganden. Somit liegt ein groBerer Teil des IGF-I in freier Form vor. Die Bioverfiigbarkeit
des IGF-I ist damit erhoht [148]. Untersuchungen an Zelllinien deuten auf weitere
Mechanismen hin. Diese geben Hinweise, dass Zellen mit reguliertem Wachstum (z.B.
Astrogliazellen) in der Lage sind viel IGFBP-2 zu exprimieren, wihrend bei Zellen mit
unreguliertem Wachstum (z.B. Gliomzellen) eine geringe Expression von IGFBP-2 zu
verzeichnen war. Weitere Untersuchungen dieser Zellklone zeigten, dass erhohte
Wachstumsraten nur bei Zellklonen auftraten, die neben dem IGFBP-2, auch hohe IGF-I
mRNA Konzentrationen auswiesen. Dagegen zeigten Zelllinien, die neben hohen IGFBP-2
nur niedrige IGF-I-Konzentrationen aufwiesen, ein reduziertes Wachstum. Auch diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass das Wachstum dieser Zelllinien durch die Interaktion von
IGF-I und IGFBP-2 beeinflusst wird [26].

In jlingster Zeit wurden von Elminger et al. Leukidmiezelllinien untersucht. Hierbei stellte sich
heraus, dass synthetische IGF-I-Analoga mit einer erhohten biologischen Aktivitit in der
Lage waren, die IGFBP-2 m RNA Expression um 25% zu steigern. Gleichzeitig fiihrten diese
IGF-I-Analoga zu einen Abfall der IGFBP-3-mRNA um 45%. Weiterhin lag die IGFBP-2
Produktion, die mittels RIA bestimmt wurde, um ein 15faches hoher als die IGFBP-3-
Konzentration. Somit wurde deutlich, dass eine lokale IGF-I Produktion einen Einfluss auf
die IGFBP-2 Expression haben kann. Von dieser Arbeitgruppe wurde vermutet, dass eine

reduzierte Fihigkeit der IGF-Analoga sich an lokal produzierten IGFBPs Komplexe zu



binden, zu einer Uberproduktion von IGFBP-2 fiihrt, um letztlich doch noch eine IGF/IGFBP

Komplexbildung zu ermoglichen.

5.1.4 Die IGF-II-Serumkonzentrationen bei Diagnosestellung

Das IGF-II verhielt sich anders als die bereits beschriebenen Faktoren des IGF-Systems. Alle
untersuchten Patienten zeigten IGF-1I-Werte, die im Referenzbereich gesunder Kontrollkinder
zu finden waren. Patienten mit Leukdmien und soliden Tumoren lagen im oberen
Normbereich. Hingegen zeigten Lymphompatienten IGF-II-Werte im unteren Normbereich
(mit einem Medianwert von -0,28 SDS).

Bisher gibt es nur unvollstindige Erkldrungsansitze iiber die Bedeutung des IGF-IIs im
Zellzyklus. Dabei zeigten verschiedenen Studien zum Teil widerspriichliche Ergebnisse. Eine
Arbeitsgruppe um Yu et al. konnte beziiglich des IGF-IIs bei Lungenkarzinompatienten keine
signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe aufzeigen [189]. Auch Untersuchungen an
Wilmstumoren ergaben keine pathologischen IGF-II-Konzentrationen [193]. DNA-
Untersuchungen zur IGF-II-Genexpression bei Leukdmie- und Neuroblastomzelllinien wiesen
im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf [73].
Dagegen deuteten andere Studien darauf hin, dass das IGF-II einen positiven Effekt auf das
Tumorwachstum besitzt. Vor allem bei Tumoren des Zentralennervensystems war eine
erhohte IGF-II Expression zu finden [54, 193, 194]. Untersuchungen an Zelllinien bestétigen,
dass ein Zellwachstum durch eine autokrine Stimulation vom IGF-II mdglich ist. [54,107].
Des weiteren konnte mit dem Verlust des Mannose-6-Phosphat-Rezeptors (IGF-II-Rezeptor)

ein erhohtes Risiko fiir Mamma- und Leberzellkarzinom beschrieben werden [32,139].

Zusammenfassend lést sich feststellen, dass von den untersuchten Faktoren zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung vor allem das IGFBP-2 deutliche Verdnderungen aufwies, wahrend
IGF-I und IGFBP-3 zum iiberwiegenden Teil im unteren Normbereich lagen. Keine
signifikanten Abweichungen konnten fiir das IGF-II nachgewiesen werden. Das IGFBP-2
zeigte vor allem bei Leukdmiepatienten signifikant erhohte Werte. Deshalb wurden in den
folgenden Untersuchungen ausschlieBlich Leukdmiepatienten auf ihre IGFs und IGFBPs zu
verschiedenen Zeitpunkten nach KMT untersucht, um einen eventuellen Zusammenhang
zwischen den genannten Faktoren und den Langzeitergebnissen, beziehungsweise dem

Rezidivrisiko festzustellen.



5.2. Die IGFs und IGFBPs nach KMT

Die eigenen sowie die in der Literatur beschriebenen Untersuchungen des IGF-Systems zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung zeigten deutliche Verdanderungen bei Leukidmiepatienten.
Dagegen liegen bis zum heutigen Zeitpunkt fiir das Kindesalter keine gesicherten Daten zum
Verlauf der Serumkonzentrationen von IGFs und IGFBPs vor und nach KMT vor. Nur durch
die longitudinale Betrachtung konnen Aussagen iiber die Wertigkeit der insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren nach Transplantation getroffen werden. Unsere Untersuchungen geben
erstmalig einen komplexen Uberblick iiber den Verlauf der Serumkonzentrationen der IGF-
Faktoren im Kindesalter -zum Zeitpunkt vor der Konditionierung bis zu 18 Monaten nach
KMT- wieder.

Bei unseren Untersuchungen stiegen sowohl bei Patienten mit AML als auch mit ALL im
zeitlichen Verlauf die IGFBP-2-Serumkonzentration von Beginn der Untersuchung (vor
Konditionierungs-Therapie) bis zum 6. Monat nach KMT kontinuierlich an und erreichten bis
zum 18. Monat nach KMT anndhernd wieder ihren Ausgangswert. Im Gegensatz dazu zeigten
die Faktoren IGF-I und IGFBP-3 ein spiegelbildliches Verhalten. Die niedrigsten Werte
wurden um den 6. Monat erreicht. Weder bei AML- noch bei ALL-Patienten waren
signifikante Verdnderungen fiir das IGF-II zu beobachten. Da die beschriebenen
Verdnderungen zu verschiedenen Zeitpunkten eine spezifische Aussagekraft besitzen, soll nun

explizit auf die entscheidenden Zeitpunkte eingegangen werden.

Die ersten Messungen erfolgten bei allen Patienten vor der Konditionierungs-Therapie. Im
Durchschnitt wurde die Blutentnahme am 18. Tag vor KMT durchgefiihrt. Zu diesem
Zeitpunkt befand sich der iiberwiegende Teil der Patienten in kompletter Remission und somit
in einem guten Allgemeinzustand. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass am Tag der
KMT (0.Tag) keine Bestimmung der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren erfolgte, da zum
einem die kurzfristigen Effekte der Konditionierungs-Therapie auf das IGF-System bereits in
Studien ausfiihrlich untersucht wurden [122,191] und weiterhin es uns nicht moglich war mit
dem uns zur Verfiigung stehendem Serummaterial am Tag der KMT (0.Tag) eine valide
statistische Auswertung durchzufiihren. Unser Schwerpunkt lag auf einer ldngerfristigen
Beobachtung der IGF-Faktoren nach KMT unter besonderer Beriicksichtigung der
Rezidiventwicklung.

Die Arbeitgruppe um Attard-Montalto et al. untersuchte die Verdnderungen der IGF-Faktoren

und deren Bindungsproteine bei Kindern mit malignen Erkrankungen vor und nach



myeloablativer Chemotherapie. Es zeigte sich, dass vor der Therapie weder das IGF-I noch
das IGFBP-3 Abweichungen gegeniiber gesunden Kontrollen aufwies [9]. Dagegen konnten
fir das IGFBP-2  wdhrend des gesamten Beobachtungszeitraums  erhdhte
Serumkonzentrationen gefunden werden. Munker et al. beschrieb 19 Patienten, bei denen vom
Tag 0 bis zum Tag 28 nach Stammzelltransplantation Messungen von IGF-I, IGF-II und
IGFBP-3 vorgenommen wurden waren. Hierbei zeigten die untersuchten Patienten am Tag 0
fiir die Faktoren IGF-I und IGFBP-3 keine signifikanten Abweichungen zur Kontrollgruppe
[122]. Dagegen ergaben die Messungen des IGF-II etwas geringere Konzentrationen im
Vergleich zu Gesunden.

Unsere Untersuchungen bestdtigen im wesentlichen die genannten Ergebnisse aus der
Literatur. Auch wir fanden unmittelbar vor der Konditionierungstherapie fiir das IGF-I, IGF-II
und das IGFBP-3 keine signifikanten Abweichung von Normbereich. Dagegen konnten
bereits vor der Transplantation erhohte IGFBP-2-Serumkonzentrationen gefunden werden.
Mit einem Median von +2,2 SDS lagen die Leukidmiepatienten iiber Referenzbereich
gesunder Kontrollkinder. Unterschiede zwischen AML- und ALL-Patienten waren
unmittelbar vor der KMT nicht nachweisbar.

Zu einem spiteren Zeitpunkt ( Tag 7 und 14) wiesen die Patienten der Arbeitsgruppe um
Munker et al. einen kurzeitigen Anstieg der IGF-I-Konzentrationen auf. Nachfolgende
Messungen um den 28. Tag ergaben jedoch wiederum niedrige IGF-I-Serumkonzentrationen
[122]. Ein Zusammenhang zwischen den IGF-I-Serumkonzentrationen und der schwere der
GVvHD konnte nicht gefunden werden. In dieser Arbeit wurde spekuliert, dass der frithzeitige
Anstieg des IGF-I mit der Proliferation von Progenitorzellen in Verbindung gebracht werden
konnte. Aber auch eine mogliche Immunaktivierung scheint mit erhohten IGF-I-
Konzentrationen einherzugehen. Es sei jedoch anzumerken, dass aufgrund der geringen
Patientenzahl, der Vielschichtigkeit der Diagnosen und der groBen Altersspanne die
Wertigkeit dieser Ergebnisse kritisch zu betrachten ist. Das IGFBP-3 zeigte keine
signifikanten Verdnderungen nach Transplantation. In einer weiteren Studie nach
Stammzelltransplantation konnte eine verminderte IGF-I-Rezeptor Genexpression mittels
PCR bei 16 Patienten gefunden werden. Die geringste IGF-I-Rezeptor Expression zeigte sich
zwischen dem 60. und 100. Tag nach Transplantation [134]. Verdnderungen der IGF-I-
Serumkonzentrationen waren bei diesen Patienten allerdings nicht zu finden. Die IGF-I-Werte
lagen zu allen Zeitpunkten im Normbereich.

Unsere Untersuchungen bestdtigen auch im weiteren zeitlichen Verlauf die Ergebnisse von

Munker et al. Auch wir konnten um den Tag 30 nach Transplantation verminderte IGF-I-



Serumkonzentrationen = nachweisen.  Weiterhin  zeigten auch  die  IGFBP-3-
Serumkonznetrationen ab dem 30. Tag nach KMT eine fallende Tendenz. Etwa 8 % aller
AML-Patienten lagen um dem Tag 30 unterhalb der 5. Perzentile.

An dieser Stelle sei angemerkt, dass AML-Patienten im Vergleich zu ALL-Patienten ab dem
30. Tag nach KMT niedrigere IGF-I- und IGFBP-3-Werte sowie hohere IGFBP-2-Werte
aufwiesen. Studien zeigten jedoch, dass sowohl die Zellproliferation von lymphatischen als
auch myeloischen Zellreihen durch das IGF-System stimuliert werden [133,138,192]. Die
unterschiedlichen Konzentrationen der Wachstumsfaktoren bei AML- und ALL-Patienten

sind mit dem bisher zur Verfiigung stehendem Datenmaterial kaum zu begriinden.

Studien, die im weiteren Verlauf IGFs und IGFBPs untersuchten, fanden auch nach dem 100.
Tag nach KMT niedrige IGF-I- und IGFBP-3-Konzentrationen. So konnte eine Arbeitsgruppe
um Cicognani et al. bei Kindern mit einer malignen Grunderkrankung einen Abfall der IGF-I
und IGFBP-3-Werte um 2 Standartabweichung nachweisen [38]. Diese Verdnderungen des
IGF-Systems zeigten einen signifikanten Zusammenhang zum Auftreten eines
Wachstumshormondefizits (GHD). Somit wurden die beschrieben Verdnderungen als ein
Indikator fiir einen eingeschrinkten Wachstumsverlauf nach KMT interpretiert und nicht
alleine auf die maligne Grunderkrankung zuriickgefiihrt. In unserer Klinik wurden 1998 im
Rahmen einer Promotionsarbeit von S. Zintl die wachstumshormonabhidngigen Parameter
(IGF-I und IGFBP-3) bei Kindern nach KMT iiber einen Zeitraum von 5 Jahren beziiglich
ithrer Wachstumsraten untersucht [154]. Aus diesen Ergebnissen ergab sich kein direkter
Zusammenhang zwischen den bestimmten Faktoren und dem verminderten Laéngenwachstum
der Patienten. Erst im dritten Jahr nach KMT wurden die niedrigsten Werte bei Patienten mit
Ganzkorperbestrahlung gemessen. Diesen Untersuchungen zu folge scheint der relativ kurze
Zeitraum von 6 Monaten keinen direkten Einfluss auf den Wachstumsverlauf der KMT-
Patienten zu haben.

Mit zunehmendem zeitlichen Abstand von der KMT bis hin zum 6. Monat nach KMT
konnten stetig abnehmende IGF-I-Konzentrationen festgestellt werden. Im Vergleich zum
Ausgangswert (vor Konditionierungstherapie) zeigten sich am 60. und 100. Tag sowie im 6.
Monat nach KMT hochsignifikant niedrigere IGF-I-Konzentrationen. Die niedrigsten
Konzentrationen fiir IGF-I und IGFBP-3 konnten etwa ein halbes Jahr nach der KMT
nachgewiesen werden. In der Literatur wurden Kinder mit Medulloblastomen beschrieben, bei
denen nach kraniospinaler Bestrahlung und Chemotherapie eine Bestimmung von IGF-I,

IGFBP-3 und Wachstumshormon-Bindungsproteine (WH-BP) vorgenommen wurde. Dabei



stellte sich heraus, dass ebenfalls sechs Monate nach KMT das WH-BP, IGF-I und IGFBP-3
die niedrigsten Konzentrationen erreichten. Dennoch lag eine unverdnderte
Wachstumshormon-Antwort nach Stimulation vor, was von dieser Arbeitsgruppe als Beweis
fiir eine voriibergehende Resistenz gegeniiber Wachstumshormon (WH) interpretiert wurde
[125]. Eine weitere Arbeitsgruppe um Rappaport et al. beschrieb ebenfalls einen synchronen
Abfall von IGF-I und IGFBP-3 bei normaler WH-Sekretion, als eine
Wachstumshormonresistenz [144]. Diese metabolischen Verdnderungen, erkennbar an einer
voriibergehenden WH-Resistenz, konnten Folge einer intensiven Konditionierungs-Therapie
sein. Indessen konnte eine Arbeitsgruppe um Attard-Montalto et al. sechs Monate nach einer
alleinigen Chemotherapie an Kindern mit ALL und NHL zeigten, dass nach kurzzeitigem
Abfall wéahrend der Phase der febrilen Neutropenie um den sechsten Monat wieder normale
IGF-I und IGFBP-3-Serumkonzentrationen erreicht wurden [38]. Es wird vermutet, dass die
alleinige Chemotherapie nach etwa einem halben Jahr keinen entschiedenen Einfluss mehr auf
die IGF-I- und IGFBP-3-Werte besitzt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese
Verdanderungen der IGF-I und IGFBP-3-Werte bei malignen Erkrankungen nicht
ausschlieBlich auf einen therapeutischen Effekt zurlickzufiihren sind. Auch andere Faktoren
besitzen einen Einfluss auf die IGF-I und IGFBP-3-Konzentrationen. Eine katabole
Stoffwechsellage geht wie in der Literatur beschrieben mit erhohtem STH sowie niedrigen
IGF-I und IGFBP-3-Konzentrationen einher [38]. Auch Leberfunktionsstérungen [8],
Anorexia nervosa [6], Verbrennungen [98], Azidose [19], aber auch Infektionen sind mit
niedrigen IGF-I und IGFBP-3-Werten assoziiert [103,161]. Diese Einflussfaktoren sollten bei
der Interpretation der IGF-I und IGFBP-3-Konzentrationen nach KMT beriicksichtigt werden.
Die verminderten IGF-I und IGFBP-3-Serumkonzentrationen im zeitlichen Verlauf nach
KMT -mit Tiefstwerten um den 6. Monat nach KMT- waren mit hohen IGFBP-2-
Konzentrationen assoziiert. Uber 88% der AML- und annihernd 70% der ALL-Patienten
lagen ein halbes Jahr nach KMT mit ihren IGFBP-2-Werten oberhalb des Normbereichs. Es
sei anzumerken, dass bereits zu Beginn unserer Untersuchung sowohl bei AML als auch bei
ALL-Patienten erhohte IGFBP-2-Serumkonzentrationen gefunden wurden.

Erhohte IGFBP-2-Konzentrationen konnten, wie in der Literatur beschrieben, in verschieden
Tumorgeweben nachgewiesen werden [55,59,126,193]. Eine Zunahme der Zellproliferations-
rate konnte sich in erhohten IGFBP-2-Konzentrationen widerspiegeln. Ein in vitro
Experiment zeigte, dass Tumoren ,die IGFBP-2 exprimierten, eine hohere Proliferationsrate
aufwiesen als Tumoren ohne nachweisbare IGFBP-2-Expression [111]. Zelllinien eines

Kolonkarzinoms zeigten eine erhdhte IGFBP-2 Sekretion. Dabei wurde eine vermehrte



IGFBP-2 Anreicherung vor allem im Zytoplasma der Epithelzellen nachgewiesen. Diese
Hypothese stimmt mit den bereits beschriebenen Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Mohnike
et al. iiberein [118]. Bei Kindern mit einer ALL waren zur Manifestation neben deutlich
erhohten IGFBP-2-Konzentrationen auch erniedrigte IGF-I- und IGFBP-3-Konzentrationen
zu finden. Mit dem Erreichen der Remission kam es zu einer Normalisierung der
Serumkonzentrationen. Diese Ergebnisse deuten auf einen direkten Zusammenhang des IGF-

Systems und der Lymphoblastenproliferation hin.

Es wird vermutet, dass eine erhohte IGFBP-2 Expression einen regulierenden Effekt auf die
lokale IGF-Biovertfiigbarkeit besitzt [115]. Die IGFBPs besitzen neben ihrer Speicherfunktion
auch eine Transportfunktion fiir die IGFs. Die bindren Komplexe (IGF-IGFBP-Komplexe)
konnen ungehindert die Kapillarschranke tiberwinden und das IGF zur Zielzelle transportieren
[165, 173]. Eine hohe IGFBP-Konzentration in der Zirkulation ermdglicht somit einen
verstirkten IGF-Transport zur Zielzelle. Andererseits konnen die IGFBP die biologische
Wirkung der IGFs unmittelbar an den Zielzellen regulieren, indem sie mit den IGFs um die
Bindung am Rezeptor konkurrieren [46,86,107].

Bisher steht beziiglich des IGF-Systems und der KMT bei Leukdmiepatienten nur wenig
Datenmaterial zu Verfiigung. Es existieren nur einzelne Untersuchungen an verschiedenen
Zelllinien. In wie weit deren Ergebnisse die komplexe Situation im gesamten Knochenmark
widerspiegeln und letztlich iiber Serumbestimmungen erfassbar sind, ist bis zum heutigen Tag
noch nicht abschlieBend geklirt. Menschliche Stromazellen des Knochenmarks zeigen eine
Expression der IGF-Faktoren und der Bindungsproteine-1 bis -6 [117]. In humanen
Lymphozyten konnte eine hohe IGFBP-2 Expression gefunden werden [60, 118]. Dabei
wiesen Zelllinien der B- und T-Zellreihe eine unterschiedliche IGFBP-2 Expression auf [60].
Eine Stimulation der peripheren mononukleédren Blutzellen bewirkte neben einem Anstieg der
IGFBP-2 mRNA Expression auch einen intrazelluliren IGFBP-2 Anstieg [60]. Eine weitere
Arbeitsgruppe fand heraus, das die mononukledren Blutzellen von ALL-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe einen deutlich héheren Anteil an IGFBP-2 besitzen [185]. Mit
Erreichen der Remission erfolgte eine Normalisierung der IGFBP-2-Serumkonzentrationen
der ALL-Patienten. Andere Studien zeigten jedoch, dass auch in kompletter Remission bis zu
10* Leukdmiezellen persistieren konnen [155].

Dies konnte ein Erkldrungsansatz filir die von uns bestimmten erhdhten IGFBP-2-Werte bei
Leukémiepatienten unmittelbar vor Konditionierungs-Therapie sein. Weiterhin konnte in

unserer Studie im zeitlichen Verlauf nach KMT ein Anstieg der IGFBP-2-Konzentrationen im



Serum bei ALL- und AML-Patienten gefunden werden. Zugleich war auch eine
Verminderung der IGF-I und IGFBP-3-Konzentrationen nachweisbar.

Der Anstieg der IGFBP-2-Werte nach KMT konnte mit der zunehmenden Funktion des
transplantierten Knochenmarks in Verbindung stehen. Dabei scheint sich vor allem eine
allmihlich zunehmende Zellproliferationsrate nach KMT in den erhohten IGFBP-2-
Serumkonzentrationen widerzuspiegeln [172]. Des weiteren ist anzunehmen, dass die
Entwicklung eines neuen Immunsystems sowie die Reifung einer unspezifischen
Immunabwehr in den ersten Monaten nach KMT sich in Verdnderungen des IGF-Systems
widerspiegeln konnte. Aufgrund der beschriebenen Wechselwirkungen zwischen dem IGF-I
und den Bindungsproteinen konnte sich diese Aktivierung in einem Anstieg des IGFBP-2 im
Serum zeigen. Uber die Wertigkeit dieser Einflussfaktoren kann bis zum heutigen Zeitpunkt

noch keine abschlieBende Aussage getroffen werden.

5.2.1 Modell fiir die Verinderungen der IGFs und IGFBPs nach KMT

Im Serum liegen die IGFs fast vollstindig in gebundener Form vor, wobei ein IGF-Molekiil
jeweils mit einem IGFBP-3 und einer sdurelabilen Untereinheit (ALS) einen Komplex von
150 kDa bildet [15]. Es konnte gezeigt werden, dass spezifische Serumproteasen diesen
Komplex spalten und somit sich das freigesetzte IGF an kleinere IGFBPs binden kann (in der
Abb. 47 als IGFBP-X bezeichnet). Diese bindren Komplexe konnen die Kapillarschranke
iiberwinden und zur Zielzelle gelangen [143, 165]. Diese Zellen sezernieren wiederum eigene
Proteasen [85,110], welche IGFBPs spalten und IGF freisetzen, das sich nun an den
spezifischen IGF-Rezeptor binden kann [119,180]. Die Bioverfiigbarkeit der IGFs wird unter
anderem durch diese Proteasen reguliert. Neuroblastomzellen sezernieren neben IGF-II,
IGFBP-2 auch IGFBP-2-Proteasen und fordern somit die Proliferation dieser Zellen [111].

Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass auch die bindren Komplexe sich an die
Extrazellularmatrix binden konnen [5]. Weiterhin sind die Zielzellen selbst in der Lage
IGFBPs zu sezernieren [55,60,67,110]. Eine IGF-unabhinige Wirkung wurde bereits fiir das
IGFBP-3 beschrieben [184]. Durch in vivo Messungen konnte die Verlagerung von IGFBP-2
und IGF-I aus dem Plasmaraum in das Gewebe bestétigt werden [96]. Eine Aufnahme von
IGF-I in das betroffene Gewebe konnte sowohl bei Wundheilungsprozessen als auch bei
Verbrennungen nachgewiesen werden. Patienten mit Verbrennungen zeigten neben niedrigen

IGF-I- und IGFBP-3-Serumkonzentrationen auch erhohte IGFBP-1 und -2-Werte [96,98].



Hautveréinderungen, die eine Ahnlichkeit mit Verbrennungs-Lisionen haben, sind bei
Patienten mit einer akuten GvHD zu finden. Ein Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein einer akuten GvHD und den von uns gemessenen Verdnderungen des IGF-

Systems nach KMT konnte nicht gefunden werden.

IGFBP-X

Gewebe-Protease

Zellmembran

Modifiziert nach: Scharla SH et al.[165]
Abb.47 : Modell fiir das IGF-System und die Rolle der IGFBPs.

5.2.2 Die IGFs und IGFBPs und das Rezidivrisiko nach KMT

Ein Wiederauftreten der leukdmischen Grundkrankheit nach Knochenmarktransplantation
wird in erster Linie vom Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Transplantation determiniert
und spiegelt eine unzureichende Zerstorung der malignen Zellen durch die radio-
chemotherapeutischen Konditionierungsbehandlung wieder [94,140]. Bisher liegen keine
umfassenden Analysen vor, inwieweit prognostische Kriterien bei Diagnosestellung (initiale

Leukozytenzahl, LDH-Serumkonzentration, Blastenzahl am Tag 8), welche die Rezidiv-



wahrscheinlichkeit unter konventioneller Chemotherapie bei Patienten mit akuter Leukidmie
beeinflussen, auch nach einer Knochenmarkstransplantation Giiltigkeit haben konnten.
Neueste Untersuchungen lassen auch einen Zusammenhang zwischen einem Anstieg der
»mininal residual leukemia and lymphoma cells*, der sogenannten MRD (minimal residual
disease) und der Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Rezidivs vermuten [52,162].
Allerdings werden einige der genannten prognostischen Faktoren nicht einhellig akzeptiert, da
ihre Giiltigkeit von den jeweiligen Chemotherapie-Protokollen abzuhingen scheint und nicht
ohne weiteres auf andere Protokolle iibertragbar sind. Es wihre deshalb wiinschenswert
speziell fiir KMT-Patienten taugliche prognostische Faktoren zu finden, mit deren Hilfe die
Wabhrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines leukdmischen Rezidivs nach KMT abschitzbar
wire. Die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren und ihre Bindungsproteine, darunter vor allem
das IGFBP-2, zeigten nicht nur beim gesunden Organismus einen Effekt auf das
Zellwachstum und die Proliferation, sondern auch in malignen Zelllinien und Geweben
entsprechende wachstumsfordernde Wirkungen. In Studien konnte beobachtet werden, dass
hohe IGFBP-2 Serumspiegel mit den malignen Eigenschaften von Tumoren positiv
korrelieren [80]. Eine Uberexpression von IGFBP-2 in adrenocorticalen Tumorenzellen fiihrte
zu einem malignen Wachstum und zu einer verdnderten Morphologie.

Weiterhin ist aus der Literatur bekannt, dass eine iiber der Norm liegende IGFBP-2-
Serumkonzntration zum Zeitpunkt der Diagnose bei Kindern mit akuter Leukdmie als
negativer prognostischer Faktor zu sehen ist [118].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten der IGF-Faktoren und der Bindungsproteine
(IGFBP-2, IGFBP-3) bei Kinder mit akuten Leukdmien nach der Knochenmarktransplantation
iiberpriift. Es stellte sich die Frage, ob die Entwicklung eines leukdmischen Rezidivs nach
KMT mit Hilfe der IGF-Faktoren und deren Bindungsproteine vorhersagbar ist. Tendenziell
zeigten die IGFs und IGFBPs der ALL-Patienten einen dhnlichen Verlauf wie die der AML-
Patienten. AML-Patienten wiesen im Vergleich zu ALL-Patienten aber hohere IGFBP-2-
Werte und niedrigere IGF-I und IGFBP-3-Werte auf. Unter Beriicksichtigung der geringen
Fallzahlen konnten jedoch nur bei der AML signifikante Unterschiede zwischen Rezidiv und
Nicht-Rezidivpatienten gefunden werden.

Es zeigte sich, dass Leukdmiepatienten mit einem Rezidiv einen kontinuierlichen Anstieg der
IGFBP-2-Konzentrationen bis hin zur Diagnosestellung des Rezidivs aufwiesen. Nicht-
Rezidivpatienten zeigten hingegen nach einem kurzzeitigen Anstieg um den 6. Monat nach
KMT einen kontinuierlichen Abfall der IGFBP-2-Serumkonzentrationen. Mit dem 18. Monat

nach KMT wurde anndhernd der Ausgangswert wieder erreicht.



Im Gegensatz dazu, zeigten die Faktoren IGF-I und IGFBP-3 ein spiegelbildliches Verhalten.
Bei Rezidivpatienten konnten nach der Transplantation kontinuierlich abfallende IGF-I- und
IGFBP-3-Werte bis hin zum Auftreten des Rezidivs nachgewiesen werden. Nicht-
Rezidivpatienten erreichten hingegen um den 6. Monat die niedrigsten Serumkonzentrationen
vom IGF-I und IGFBP-3. Diese normalisierten sich jedoch bis zum 18. Monat nach KMT.
Der kontinuierlicher Konzentrationsanstieg des IGFBP-2 sowie der Konzentrationsabfall von
IGF-I und IGFBP-3 konnte Ausdruck eines typischen Rezidiv-Reaktionsmusters sein.

Auch einen moglichen Einfluss der medikamentdsen Therapie nach KMT auf das IGF-System
sollte diskutiert werden. Ein einheitliches Therapieregime nach KMT stellt die GvHD-
Prophylaxe dar. Das Ciclosporin A ist neben dem MTX und dem Prednisolon, ein wichtiger
Bestandteil in der GvHD-Prophylaxe. Die Ciclosporin A-Therapie wurde bei einem
tiberwiegenden Teil unserer Patienten vom 0. Tag zum 100.Tag nach KMT durchgefiihrt. Es
stellte sich die Frage, ob das Ciclosporin A mit den beschriebenen Verdnderungen des IGF-
Systems nach KMT im Zusammenhang stehen konnte. Studien zeigten, dass Ciclosporin A
eine spezifische Inhibition der T-Zell-Proliferation und der Interleukin-2-Produktion bewirkt
[138]. Weiterhin wurde auch eine verminderte Expression von Interleukin-2-Rezeptoren auf
T-Zellen gefunden. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung zytotoxischer T-
Zellen durch Ciclosporin A gehemmt werden kann [27]. Im Gegensatz dazu stehen die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Elmlinger et al., die eine erhohte IGFBP-2-Expression in
Leukdmiezellen der T-Zellreihe aufzeigten [55]. Da wir ebenfalls erhohte IGFBP-2-
Konzentrationen — trotz Ciclosporin A-Gabe — finden konnten, scheint das Ciclosporin A bei
unseren Patienten keinen Einfluss auf die IGFBP-2 Konzentration im Sinne der oben

beschriebenen Mechanismen zu haben.

In der vorliegenden Arbeit zeigte nahezu 87% der Nicht-Rezidivpatienten mit einer AML am
100.Tag nach KMT IGFBP-2-Serumkonzentrationen unterhalb eines Wertes von +5 SDS.
Nur zwei Patienten wiesen IGFBP-2-Werte oberhalb der +5-SDS-Marke auf. Dagegen
zeigten Rezidivpatienten am 100.Tag nach KMT [IGFBP-2-Konzentrationen, die weit liber
der +5-SDS-Marke lagen. Ein Median von +7,2 SDS zeigt, wie deutlich diese Patienten am
100. Tag iiber dem Referenzbereich gesunder Kontrollkinder lagen. Allein 50% wiesen
IGFBP-2-Konzentrationen oberhalb eines Wertes von +9 SDS auf.

Da dieser Unterschied zwischen Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten statistisch signifikant

ist, scheint die 5-SDS-Marke am 100.Tag nach KMT fiir die IGFBP-2-Serumkonzentrationen



ein wichtiger Grenzwert zu sein. Patienten, die am 100.Tag nach KMT einen SDS-Wert {iber
+5 aufweisen, besitzen somit ein wesentlich hoheres Rezidivrisiko.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass AML-Patienten mit IGFBP-2-Werten iiber +5 SDS
am 100.Tag nach KMT ein hoheres Risiko fiir das Auftreten eines Rezidivs nach
Transplantation besitzen. Im Gegensatz dazu scheinen Patienten die am 100.Tag nach KMT
unterhalb der +5-SDS-Marke zu finden sind, ein geringeres Rezidivrisiko zu haben. Ist aber
moglich, dass Patienten mit IGFBP-2-Werten unterhalb der 5-SDS-Marke an einem Rezidiv
erkranken konnen.

Auch andere Studien konnten belegen, dass verschiedene maligne Tumoren und Zelllinien
unterschiedlichen Ursprungs eine hohe IGFBP-2-Serumkonzentration sowie IGFBP-2-
Expression aufzeigen [55, 59, 126, 193]. Vor allem bei Leukidmiepatienten konnte mit Hilfe
IGFBP-2-Serumkonzentrationen bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine Prognose
fiir die Entstehung eines leukdmischen Rezidives abgegeben werden [118]. Der Parameter

— IGFBP-2 bei Diagnose — war in dieser Studie mit den etablierten Prognosefaktoren
vergleichbar. Eine vermehrte IGFBP-2-Seketion konnte auch in verschieden malignen
Geweben, wie z.B. bei Mammakarzinom, Prostatakarzinom sowie bei ZNS-Tumoren
gefunden werden. Untersuchungen an ZNS-Tumoren zeigten, das ein Anstieg der IGFBP-2-
Konzentration positiv mit dem Malignitidtsgrad korreliert [56]. Rajah et al. fanden bei
Patienten mit einem Prostatakarzinom neben der erhdhten IGFBP-2-Konzentration im Serum
auch verminderte IGFBP-3-Werte. Auch die Arbeitsgruppe um Mohnike et al. konnte bei
leukdmiekranken Kindern eine dhnliche Konstellation zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
finden.

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von uns ermittelten Serumkonzentration fiir das IGFBP-
2 und das IGFBP-3 bei Kinder mit einer AML iiberein. Auch wir fanden neben hohen IGFBP-
2-Werten, wie im Kontext beschrieben, vergleichsweise niedrige (im unteren Normbereich
liegende) IGFBP-3-Konzentrationen, wobei wiederum der 100. Tag nach KMT einen
entscheidenden Wendepunkt darzustellen scheint. Am Tag 100 nach KMT wiesen anndhernd
70 % aller Rezidivpatienten IGFBP-3-Serumkonzentrationen unterhalb eines Wertes von —1
SDS auf. Dagegen konnte dieser Sachverhalt nur fiir 26 % der Nicht-Rezidivpatienten
gefunden werden. Die —1-SDS-Marke des IGFBP-3 ist am 100.Tag nach KMT fiir die
Einschitzung der Rezidivwahrscheinlichkeit von Bedeutung. Patienten, die nach einer KMT
am 100.Tag einen SDS-Wert unter —1 aufwiesen, hatten eine erh6hte Wahrscheinlichkeit fiir
das Auftreten eines Rezidivs. Der Unterschied zwischen Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten

beziiglich der —1-SDS-Marke war statistisch signifikant. Fiir das IGF-I konnten diese



Verianderungen zwischen Rezidiv und Nicht-Rezidivpatienten nicht gefunden werden.
Obwohl bei den Rezidivpatienten im Median niedrigere IGF-I-Konzentrationen erkennbar
waren, konnten aufgrund der groBen Uberlappung der Einzelwerte, keine signifikanten
Unterschiede zwischen Rezidiv und Nicht-Rezidivpatienten nachgewiesen werden. In unseren
Untersuchungen zeigten die IGF-I-Werte keinen priadikativen Wert fiir die Wahrscheinlichkeit
der Rezidiventstehung nach KMT.

AbschlieBend lést sich feststellen, dass AML-Patienten, die am Tag 100 nach KMT erho6hte
IGFBP-2-Serumkonzentrationen (< +5 SDS) und im unteren Normbereich liegende IGFBP-3-
Konzentrationen (>-1 SDS) aufweisen, ein erhohtes Risiko fiir ein leukdmisches Rezidiv nach

KMT besitzen.

5.3. Einflussfaktoren auf das IGF-System nach der KMT

5.3.1 Lebererkrankung und Leberschidigung

Die KMT ist eine etablierte Behandlungsmethode fiir maligne Erkrankungen im Kindesalter
und die Liste der Indikationen nimmt immer weiter zu. Eine erfolgreiche Transplantation setzt
eine wirksame Konditionierung voraus. Diese bringt jedoch eine Reihe von Nebenwirkungen
mit sich wie zum Beispiel Nieren- und Lebertoxizitét.

Das IGF-I wird zum iibererwiegenden Teil in der Leber gebildet [47]. Tierexperimentelle
Studien belegen, das neben dem IGF-I auch andere IGF-Faktoren wie z.B. das
Bindungsprotein-2 von der Leber exprimiert werden [25]. Neben der Leber sind auch weitere
mesenchymale Organe sowie Fibroblasten und Kupfersche-Sternzellen in der Lage IGF-
Faktoren zu produzieren [35, 46, 57, 178]. Treten Lebererkrankungen auf, so kdnnen diese zu
Konzentrationsverdnderungen der IGF-Faktoren fithren. Patienten mit chronischen
Lebererkrankungen zeigen erniedrigte IGF-I-, IGF-II- und IGFBP-3-Konzentrationen, die
positiv mit der Leberfunktion korrelieren [135]. Dagegen wiesen Patienten mit einer Hepatitis
erhohte  IGF-I-Serumkonzentrationen auf [131]. Bei ethyltoxisch  verursachten
Proteinsynthesestorungen der Leber konnten in einer aktuellen Studie signifikant verminderte
IGF-I- und IGF-II-Konzentrationen gefunden werden [123]. Weiterhin ist bekannt, dass eine
Chemotherapie neben der Verbesserung der Prognose maligner Erkrankungen auch eine
hepatotoxische Wirkung besitzt. Unter diesem Gesichtspunkt ist zu beriicksichtigen, dass

jedes einzelne eingesetzte Chemotherapeutikum eine ganz spezifische lebertoxische Wirkung



aufweist. Auch nach erfolgter KMT kann durch eine erforderliche GvHD-Prophylaxe eine
Hepatotoxizitit ausgeldst werden. So besitzt das hdufig eingesetzt Ciclosporin A neben einer
ausgeprigten Nephrotoxizitdt auch eine Lebertoxizitit als charakteristische Nebenwirkung.
Untersuchungen der Kinderklinik in Essen konnten bestdtigen, das eine hepatozellulére
Schadigung eine hdufige Komplikation nach Chemotherapie ist [11]. Bei 86% der
untersuchten Kinder war eine Erhéhung der Leberenzyme zu finden. In einer weiteren Studie
zeigten Kinder mit einem Osteosarkom im Vergleich zu Leukidmiepatienten nach einer
Methotrexattherapie eine hohere Leberfunktionseinschrankung [151]. Nach einer
Hochdosischemotherapie mit Busulfan, Cyclophosphamid und Etoposid als ein
Konditionierungsregime vor einer allogenen KMT traten bei den Patienten neben der
hdmatologischen Toxizitdt als héufigste Nebenwirkungen auch eine Mukositis und
Leberzellschidigung auf [190].

In unseren Untersuchungen erhielten 31 von 51 KMT-Patienten bei Konditionierung eine
Kombination der Zytostatika: Busulfan und Cyclophosphamid. Die oben genannten Studien
geben Hinweise darauf, dass auch bei unseren Untersuchungen durch eine sekundire
Leberzellschidigung  Konzentrationsverdnderungen der IGF-Faktoren und deren
Bindungsproteine moglich sein konnen. Offen bleibt jedoch zu welchem der untersuchten
Zeitpunkte nach KMT eine mogliche Lebertoxizitdt unsere Ergebnisse beeinflusst haben
konnte, da jeder Patient nach der KMT einen ganz individuellen Verlauf zeigte. Weitere
umfangreichere Untersuchungen mit groferen Patientenzahlen sind nétig, um einen
moglichen Einfluss der medikamentds verursachten Hepatotoxizitét auf die IGF-Faktoren und

deren Bindungsproteine zu sichern.

5.3.2 Einfluss der Nierenerkrankung auf die IGF-Faktoren

Patzer et al. untersuchten verschiedene spezifische Nierenparameter bei 137
knochenmarktransplantierten Patienten aus unserem Hause. Hierbei zeigte sich, dass bereits
50-60% aller Patienten vor der Konditionierung einen proximal tubuldren Nierenschaden
aufwiesen. Wobei nach der Konditionierung nahezu alle Patienten betroffen waren [136].
Erstaunlicherweise korrelierte die Schwere der Nephrotoxizitit nach der Konditionierung
nicht mit dem Ausmal} der Schiadigung vor Konditionierung. Dies deutet auf eine individuelle

Therapieempfindlichkeit des einzelnen Patienten hin.



Ein bis zwei Jahre nach Stammzelltransplantation war noch in 14-45% aller Fille eine
tubuldre Dysfunktion zu finden [137]. Einige Parameter, wie zum Beispiel die tubulére
Phosphat-Reabsorption (Tp/Cl(cr)), wiesen zwei Jahre nach Transplantation signifikant
niedrigere Werte im Vergleich zum ersten Jahr nach Transplantation auf. Eine durch
Konditionierung verursachte glomeruldre Schiadigung konnte in keiner dieser Untersuchungen
aufgezeigt werden.

Die Niere ist ein Ziel fiir zirkulierende und fiir lokal produzierte IGF-Faktoren [36,57]. Beide
Typen der IGF-Rezeptoren konnten in der Niere nachgewiesen werden [71]. In weiteren
Untersuchungen konnten neben dem Einfluss der IGF-Faktoren auf die glomeruldre
Filtrationsrate auch eine Wirkung auf den proximal tubuldren Transportprozess beschrieben
werden [78,141]. Bei chronischen Nierenerkrankungen sowie beim nephrotischen Syndrom
finden sich erhohte IGFBP-Werte [69,178]. Als Ursache werden eine verminderte renale
Filtration und eine erhohte hepatische Produktion angesehen. Es wird vermutet, dass die
erhohten IGFBP-Serumkonzentrationen die IGF-Aktivitdit an den Zielzellen durch
Konkurrenz um den IGF-I-Rezeptor hemmen koénnen.

Somit scheint sich durch den bereits beschrieben tubuldren Schadigungsmechanismus der
Konditionierung ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die Verdnderungen der IGF-Faktoren bei

KMT-Patienten zu ergeben.

5.3.3 Einfluss der Glukokortikoidtherapie auf die IGFs und die IGFBPs

Im folgendem sollte der Einfluss der Medikation nach KMT auf das IGF-System unter der
besonderen Beriicksichtigung der Glukokortikoidtherapie diskutiert werden. Die Kortikoide
wurden in dieser Arbeit unter einem besonderen Gesichtspunkt hervorgehoben, da alle
Patienten nach KMT eine Glukokortikoidtherapie erhalten hatten. Hingegen unterschieden
sich z.B. die angewanden Konditionierungs-Therapien iiber dem Erfassungszeitraum von
etwa 10 Jahren (1990-2000) hinsichtlich ihrer Chemotherapeutika und Bestrahlungsintensitét.
Auch die GvHD-Prophylaxe zeigte bei den einzelnen Patienten zum Teil deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Kortikoidtherapiedauer. Aufgrund dieser Differenz der
eingesetzten Protokolle war ein Bezug der einzelnen Chemotherapeutika auf die IGFs und

IGFBPs nur schwer moglich.



Die Glukokortikoide hemmen das Zellwachstum und die Zellproliferation. Gleichzeitig
induzieren sie auch die Zelldifferenzierung, wie z.B. die von Knochenmarkzellen und
Osteoblasten [132]. Der exakte Wirkmechanismus ist bis heute noch nicht geklért.

Im Gegensatz dazu ist auch bekannt, dass die IGF-I- und IGF-II-Serumproteine unter anderem
das Wachstum von Osteoblasten und anderen Zelllinien stimulieren und die Expression von
Matrixproteinen fordern [34, 104]. Somit ist es wahrscheinlich, dass sich die Glukokortikoide
und die IGF-Faktoren sich wechselseitig beeinflussen. So konnte von Cheng et al. mittels
Untersuchungen an humanen preosteoblastischen Zelllinien des Knochenmarks gezeigt
werden, dass durch die Verabreichung von Dexamethason die Konzentration von IGF-I
vermindert und die des IGF-II sich deutlich erh6ht wird [34]. Da neben den IGFs auch die
Bindungsproteine eine entscheidende Rolle fiir das Zellwachstum und -differenzierung
einnehmen, war auch deren mdogliche Beteiligung, Ziel klinischer Studien. Dabei zeigten sich
erhohte Konzentrationen von IGFBP-2 und von IGF-II nach Dexamethasonsubstiution [34].
Auch in tierexperimentellen Studien an Ratten konnte eine Verminderung der IGF-I-
Freisetzung aus der Leber nach Kortikoidtherapie bestitigt werden [65]. Andererseits konnte
von Jonsson et al. gezeigt werden, dass die wachstumsférdernde Wirkung des IGF-I trotz
Hydrokortisonbehandlung von Osteoblasten {iberwiegt [86]. Auch bei den von uns
untersuchten Patienten konnte sich durch eine Glukokortikoidtherapie ein vermindertes
Zellwachstum in den ersten Wochen nach KMT in erniedrigten IGF-I-Konzentrationen und
erhohten IGFBP-2-Konzentrationen widerspiegeln. Der Abfall des IGF-I bzw. der Anstieg
des IGFBP-2 bis zum 6. Monat nach KMT ldsst sich mit diesen Mechanismen nur schwer
erkldren, da die Kortikoidtherapie z.B. im Rahmen der GvHD-Prophylaxe bereits zu einem
fritheren Zeitpunkt beendet wurde.

All diese Ergebnisse legen nahe, dass neben den bereits erwidhnten Einflussfaktoren wie z.B.
Nieren- und Lebererkrankungen auch die Kortikoidtherapie mit in die Interpretation der
Ergebnisse einfliesen sollten. Zu beriicksichtigen ist hierbei, dass das untersuchte
Patientenklientel kein einheitliches Kortikoidtherapieschema aufwies, da die individuellen
Indikation verschiedene Therapieansdtze zur Folge hatten. In wieweit eine Kortikoidtherapie
nach KMT die Serumkonzentrationen der IGFs und IGFBPs nach KMT beeinflusst konnte
bis heute noch nicht abschlieBend geklart werden. Offen bleibt auch, ob nach dem
Ausschleichen der Kortikoidtherapie das zuvor unterdriickte Zellwachstum in einen
Proliferationsiiberschuss der neugebildeten Blutzellen umschligt und somit einem

Erklarungsansatz fiir die Verdnderungen des IGF-Systems bietet.



5.3.4 Einfluss der Infektionserkrankung auf die IGFs und die IGFBPs

Infektionen fiihren ebenso wie maligne Erkrankungen zu einer katabolen Stoffwechsellage.
Dabei kommt es zu erhdhtem Protein und Energieverbrauch, sowie zu Verdnderungen der
Mobilisation der Fettspeicher und der Glukoneogenese [91]. Studien konnten einen
Zusammenhang zwischen kataboler Stoffwechsellage und Verdnderungen der IGF-
Serumkonzentrationen feststellen [7]. So fanden Argente et al. bei Untersuchungen an
Kindern mit Katabolie bei  Anorexia nervosa deutlich erniedrigte IGF-I-
Serumkonzentrationen. Gleichzeitig waren die IGFBP-2-Werte im Vergleich zu gesunden
Kontrollkindern erhoht [6]. Schwere Infektionen —bei denen es héufig zu einer katabolen
Stoffwechsellage kommt— zeigen vergleichbare Verdnderungen der insulindhnlichen
Wachstumsfaktoren. Patienten mit einer Sepsis wiesen eine deutliche IGF-I Verminderung
auf [128]. Patienten mit ausgeprigten Verbrennungen zeigten ebenso eine IGF-I
Verminderung [98]. Als Ursache wird vor allen von einer erhdhten proteolytischen Aktivitat
des IGFBP-3 ausgegangen [2]. In einer Studie um Lang et al. zeigten gesunde
Versuchspersonen nach einer Endotoxininjektion (E.coli-Lipopolysaccharide) bereits zwei
Stunden nach Injektion eine Verminderung der IGF-I-Konzentrationen um bis zu 20%.
Gleichzeitig konnte eine Erhoéhung der IGFBP-1- und IGFBP-2-Serumkonzentrationen
nachgewiesen werden [99]. Diese Verdnderungen waren von Konzentrationserhohungen der
Faktoren TNF-a, Interleukin-6 und Glukokortikoiden begleitet. Dagegen zeigte das IGFBP-3
keine Veridnderung.

Die ausgeprigte Immunsuppression, die nachhaltige Storung der Barrierefunktion der
gastrointestinalen Mukosa und die Graft-versus-Host-Reaktion machen Patienten nach KMT
in der unmittelbaren Posttransplantationsphase iiberaus anfillig flir Infektionen. In circa
einem Drittel der Félle treten unmittelbar nach KMT septische Komplikationen auf. Das
Risiko fiir ein Sepsissyndrom scheint nach der Uberwindung der vollstindigen
Knochenmarks-Aplasie — um den 10.-19. Tag — am Hochsten zu sein [164].

In wunseren Untersuchungen wurden als Modell neben den bereits erwdhnten
Leukdmiepatienten auch Kinder ohne maligne Erkrankungen, aber mit akuten
Infektionserkrankungen auf ihre Wachstumsfaktoren hin untersucht. Sowohl die Kinder mit
Virusinfektionen als auch Patienten, die an einer bakteriellen Infektion erkrankt waren, lagen
mit ihren IGF-I, IGF-II und IGFBP-3-Serumkonzentrationen im unteren Normbereich. Im
Gegensatz dazu konnten deutlich erhohte IGFBP-2- Serumkonzentrationen aufgezeigt

werden. Vor allem Patienten mit Rotaviren- oder Salmonelleninfektion wiesen um ein



Vielfaches iiber der Norm liegende IGFBP-2-Konzentrationen auf. Im Gegensatz dazu scheint
eine Streptokokkeninfektion -laut unseren Untersuchungen- keinen unmittelbaren Einfluss auf
die IGF-Faktoren und deren Bindungsproteine zu besitzen. Weiterhin scheinen virale
Infektionen noch zu deutlich héheren IGFBP-2-Serumkonzentrationen im Vergleich zu
bakteriellen Infektionen zu fithren. Allerdings reichen die relativ geringen Fallzahlen noch
nicht fiir eine definitive Aussage aus.

Die ausgeprigtesten Verdnderungen der IGFBP-2-Werte zeigten sich bei gastrointestinalen
Infektionen. Eine experimentelle Studie an intestinalen Epithelzellen um Corkins et al. konnte
zeigen, dass eine Zunahme der Zellzahl mit einer erhdhten IGF-11 und IGFBP-2-Produktion
einhergeht [42]. Die intestinalen Epithelzellen konnten bei Infektionen des
Gastrointestinaltraktes reaktiv mit einer erhohten IGFBP-2-Produktion auf die Entziindung
antworten. Damit wire ein moglicher Erkldrungsansatz fiir den IGFBP-2-
Konzentrationsanstieg bei Infektionen des Gastrointestinaltraktes gegeben.

Allerdings sind gastrointestinale Infektionen wie zum Beispiel Rotavireninfektionen nicht
spezifisch fiir Kinder mit onkologischer Grunderkrankung. Dagegen zéhlen die Infektionen
mit Varicella zoster Viren neben den Herpes simplex Viren und Cytomegalie Viren zu den
héufigsten und gefiirchteten Erkrankungen in der Phase der Immunsuppression. Da die
Infektionen mit HSV und CMV bei nicht immunsupprimierten Patienten meist klinisch
inapperent verlaufen, ist es schwierig zum Zeitpunkt der Infektion Untersuchungen an einer
hohen Patientenzahl durchzufiihren.

Der genaue Entstehungsmechanismus fiir die Verdnderungen der IGFs und IGFBPs im
Zusammenhang mit Infektionen ist bis zu heutigen Zeitpunkt noch nicht exakt aufgeklart. Am
Ehesten scheint dieser multifaktoriell zu sein. Eine Immunaktivierung konnte einen
moglichen Erkldrungsansatz bieten [97]. Insbesondere ist bisher nicht geklért, ob die IGF-
Verdnderungen bei viralen bzw. bakteriellen Infektionen durch die gleichen Mechanismen
verursacht werden oder ob Viren bzw. Bakterien {iiber jeweils einen eigenen
Aktivierungsmechanismus verfiigen.

Zusammenfassend ldst sich sagen, dass die Verdnderungen des IGF-Systems (vor allem des
IGFBP-2) bei Leukdmiepatienten nicht nur allein auf das maligne Wachstum und
metabolischen Effekte zuriickzufithren sind, sondern auch andere Einfliisse wie
opportunistische Infektion bei der Interpretation dieser Faktoren mit beriicksichtigt werden
sollten. Bei der Bewertung der Ergebnisse der IGF-Faktoren und deren Bindungsproteine am
100.Tag nach KMT im Hinblick auf eine Rezidiventstehung miisste auch eine gegebenenfalls

vorhandene Infektionserkrankungen zu diesem Zeitpunkt beriicksichtigt werden.



6. Zusammenfassung

Das GH/IGF-System spielt eine wichtige Rolle fiir das Wachstum, sowie fiir die
Organentwicklung und Gewebedifferenzierung. Neben den IGFs sind auch IGF-
Bindungsproteine, spezifische Proteasen und membranassoziierte Rezeptoren mit in die
Regulation des IGF-Systems integriert. In der Zirkulation sind die IGFs zum liberwiegenden
Teil an spezifische Bindungsproteine gebunden. Die Wirkung und Bioverfiigbarkeit der IGFs
wird durch die Bindungsproteine moduliert. Sowohl in der Fetalzeit als auch wihrend des
malignen Wachstums konnte eine vermehrte Expression von IGF-Faktoren sowie von IGF-
Bindungsproteinen nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde ein komplexer Uberblick iiber die Rolle der IGF und IGFBP im Serum
bei Kindern mit malignen Erkrankungen gegeben. Dafiir wurden die Faktoren zum einen bei
Diagnosestellung (Manifestationsgruppe) und zum anderen nach KMT (KMT-Gruppe)
untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde auf das Verhalten des IGF-Systems nach KMT
gelegt. Auf der Grundlage der untersuchten Parameter wurden die Unterschiede zwischen
Rezidiv- und Nicht-Rezidivpatienten herausgearbeitet, um so eine mogliche Aussage
hinsichtlich des Rezidivrisikos treffen zu konnen.

In dieser Studie wurden insgesamt 95 Kinder mit einer malignen Erkrankung (44 Patienten
bei Diagnosestellung; 51 Patienten nach KMT) untersucht. Die Serumkonzentrationen von
IGF-I, IGF-II sowie IGFBP-3 und IGFBP-2 wurden radioimmunologisch bestimmt.

Bei der Auswertung der Daten der Manifestationsgruppe, in der sich neben
Leukdmiepatienten auch Patienten mit soliden Tumoren und Lymphomen befanden, zeigte
sich, dass von den untersuchten Faktoren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung vor allem das
IGFBP-2 deutliche Veridnderungen aufwies. Insbesondere bei Leukdmiepatienten zeigten sich
signifikant erhohte IGFBP-2-Werte, die zum Teil deutlich {iber dem Referenzbereich von +2
SDS lagen, wihrend das IGF-I und IGFBP-3 zum iiberwiegenden Teil im unteren
Normbereich zu finden war. Keine signifikanten Abweichungen konnten fiir das IGF-II
nachgewiesen werden. Patienten mit soliden Tumoren (vor allem mit einem
Rhabdomyosarkom und Osteosarkom) zeigten neben den erhohten IGFBP-2-Konzentrationen
auch tiber dem Normbereich liegende IGF-II-Serumkonzentrationen. Fiir Lymphompatienten
konnten bis auf erhohte IGFBP-2-Werte keine weiteren Abweichungen gefunden werden.

Aus diesem Grunde wurden in den folgenden Untersuchungen der KMT-Gruppe
ausschlieBlich Leukdmiepatienten (mit AML und ALL) auf ihre IGF und IGFBP zu

verschiedenen Zeitpunkten nach KMT iiber einen Zeitraum von 18. Monaten untersucht, um



einen eventuellen Zusammenhang zwischen den genannten Faktoren und den
Langzeitergebnissen, beziechungsweise dem Rezidivrisiko festzustellen.

In der Gruppe der KMT-Patienten konnte sowohl fiir AML- als auch fiir ALL-Patienten im
zeitlichen Verlauf bis zum 100.Tag ein Anstieg der IGFBP-2-Serumkonzentrationen mit
einem Maximum am 100.Tag und zugleich ein Abfall der IGF-I und IGFBP-3-
Konzentrationen mit einem Minimum am 100.Tag gefunden werden. Kinder mit einer AML
erreichten im Median hohere IGFBP-2- und niedrigere IGF-I- und IGFBP-3-Konzentrationen
im Vergleich zu ALL-Patienten. Bei den Untersuchungen der IGF-Faktoren hinsichtlich des
Rezidivrisikos nach KMT zeigten sich bei AML-Patienten am 100. Tag fiir das IGFBP-2 und
das IGFBP-3 signifikante Unterschiede zwischen Rezidivpatienten und Nicht-
Rezidivpatienten. Im zeitlichen Verlauf wurde deutlich, dass wihrend die IGFBP-2-
Serumkonzentrationen bei Rezidivpatienten kontinuierlich bis zum Rezidiv anstiegen, die
entsprechenden Werte der Nicht-Rezidivpatienten nach dem 6. Monat kontinuierlich abfielen
und um den 18.Monat wieder ihren Ausgangswert erreichten. Die IGF-I und IGFBP-3-Werte
ergaben ein entgegengesetztes Bild. ALL-Patienten wiesen im Vergleich zu AML-Patienten
im zeitlichen Verlauf geringere Unterschiede zwischen Rezidiv und Nicht-Rezidivpatienten
auf. Signifikante Unterschiede konnten fiir Kinder mit akuter lymphatischer Leuk&mie nicht
gefunden werden.

In der Literatur wurden verschiedene Einflussfaktoren auf das IGF-System beschrieben.
Neben der GvHD gehoren Infektionen zu den héufigsten Komplikationen nach KMT.
Exemplarisch wurden 26 Patienten ohne maligne Grunderkrankung die ausschlieflich an
akuten Infektionen erkrankt waren beziiglich ihrer IGF-Parameter untersucht. Sowohl
bakterielle als auch virale Infektionen wiesen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erhohte
IGFBP-2-Serumkonzentrationen und im unteren Normbereich liegende IGF-I- und IGFBP-3-
Konzentrationen auf. Vor allem bei Infektionen des Gastrointestinaltraktes zeigten sich
IGFBP-2-Werte die ein Vielfaches iiber der Norm lagen. Signifikante Abweichungen vom
Referenzbereich konnten aufgrund der relativ geringen Fallzahlen nicht nachgewiesen
werden.

AbschlieBend last sich sagen, dass Verdnderungen des IGF-Systems bei den verschiedenen
malignen Erkrankungen im Kindesalter eine Rolle spielen. Insbesondere bei Kindern mit
akuten Leukdmien finden sich zum Teil sehr deutliche Verdnderungen, wobei es besonders
beim IGFBP-2 zu den stdrksten Verdnderungen kommt. Anhand dieser Ergebnisse ldst sich
sagen, dass Kinder mit einer akuten Leukdmie, speziell mit einer AML, die am 100.Tag nach

KMT deutlich erhohte IGFBP-2-Serumkonzentration (iiber 5 SDS) aufweisen und gleichzeitig



im unteren Normbereich liegende IGFBP-3-Serumkonzentrationen zeigen, ein erhohtes
Rezidivrisiko besitzen. Weiterhin konnte gezeigt werden, das Infektionserkrankungen
ebenfalls einen Einfluss auf die Konzentrationen der IGF-Faktoren und IGF-Bindungsproteine
im Serum besitzen. Bei der Bewertung der Ergebnisse der IGF- und IGFBP-
Serumkonzentrationen bei malignen Erkrankungen sollte eine mogliche Infektion
ausgeschlossen werden. In wie weit diese Ergebnisse Riickschliisse auf die Langzeitprognose
von kindlichen Malignomen zulassen bzw. ob Aussagen hinsichtlich des Zeitpunkts einer
eventuellen Rezidiventwicklung mdoglich sind, kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht

abschlieBend beurteilt werden und sollte in weiteren Untersuchungen weiter verfolgt werden.
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Vergleich der SDS-Werte im Median bei AML-Patienten mit Rezidiv / ohne Rezidiv
Abweichung des IGFBP-2 von 2 (SDS) zu verschiedenen Zeitpunkten
IGFBP-2-SDS-Werte der Infektionspatienten
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Anhang

Normwerte IGF-I (BioChem ImmunoSystems)

Tab.19: IGF-I Normwerte im Serum fur méinnliche und weibliche Patienten

Alter Anzahl Mittelwert SD
(ng/ml)

0-1 Jahre 39 56,70 51,51
2-3 Jahre 21 52,38 35,0
4-5 Jahre 22 63,17 54,52
6-7 Jahre 22 115,26 62,62
Tab.20: IGF-I Normwerte im Serum fiir weibliche Patienten

Alter Anzahl Mittelwert SD

(ng/ml)

8-10 Jahre 20 162,13 93,82
11-12 Jahre 15 279,47 127,21
13-15 Jahre 28 259,45 130,39
16-18 Jahre 23 286,54 97,80
19-30 Jahre 35 239,00 91,41
Tab.21: IGF-I Normwerte im Serum fiir mdnnliche Patienten

Alter Anzahl Mittelwert (ng/ml) SD
8-10 Jahre 18 166,27 107,95
11-12 Jahre 14 200,18 105,23
13-15 Jahre 14 254,58 70,65
16-18 Jahre 13 305,03 89,29




19-30 Jahre

65

186,31

63,96

Tab.22: IGF-II Normwerte im Serum

Normwerte IGF-II (nach Argente et al. [69])

Alter Anzahl Mittelwert SD
(ng/ml)
Neugeborene 60 326,35 123,86
0-2 Jahre 13 380,40 112,60
2-4 Jahre 16 420,50 101,30
4-6 Jahre 11 503,09 102,54
6-8 Jahre 12 579,50 132,95
8-10 Jahre 23 594,08 119,12
10-12 Jahre 32 616,87 121,87
12-13 Jahre 33 650,42 136,31
13-14 Jahre 34 605,17 117,74
14-16 Jahre 45 618,42 126,30
16-18 Jahre 9 593,00 126,70
18-30 Jahre 8 623,50 111,34




Tab.23: IGFBP-2 Normwerte im Serum

Normwerte IGFBP-2 (nach Argente et al. [ 69])

Alter Anzahl Mittelwert SD
(ng/ml)
Neugeborene 55 1621,10 432,70
0-2 Jahre 16 988,70 205,81
2-4 Jahre 12 783,36 194,60
4-6 Jahre 11 408,91 181,31
6-8 Jahre 13 387,46 163,30
8-10 Jahre 23 290,82 121,75
10-12 Jahre 34 249,91 121,75
12-13 Jahre 33 279,27 106,14
13-14 Jahre 37 287,40 147,47
14-16 Jahre 47 263,08 103,51
16-18 Jahre 10 264,90 193,41
18-30 Jahre 8 197,75 57,07

Normwerte IGFBP-3 (DSL-6600)

Tab.24: IGFBP-3 Normwerte im Serum fur ménnlich und weibliche Patienten

Alter Anzahl Mittelwert SD
(mg/ml)
0-1 Jahre 49 1,96 0,55
1-2 Jahre 42 2,15 0,65
2-3 Jahre 28 2,23 0,61
3-4 Jahre 18 2,31 0,77
4-5 Jahre 23 2,36 0,46
5-6 Jahre 19 2,67 0,55
6-7 Jahre 22 2,92 0,62




Tab.25: IGFBP-3 Normwerte im Serum fiir weibliche Patienten

Alter Anzahl Mittelwert SD
(mg/ml)

7-8 Jahre 21 4,06 1,11
8-9 Jahre 17 3,92 0,83
9-10 Jahre 25 4,44 1,02
10-11 Jahre 24 4,11 1,11
11-12 Jahre 20 4,77 1,44
12-13 Jahre 23 4,71 1,66
13-14 Jahre 32 4,31 1,23
14-15 Jahre 24 4,37 1,09
15-16 Jahre 23 4,44 0,94
16-18 Jahre 24 4,32 1,08
18-20 Jahre 21 4,43 1,53
20-23 Jahre 28 4,66 1,44
Tab.26: IGFBP-3 Normwerte im Serum fiir ménnliche Patienten

Alter Anzahl Mittelwert SD

(mg/ml)

7-8 Jahre 35 2,50 1,08
8-9 Jahre 22 3,54 0,65
9-10 Jahre 25 3,69 0,79
10-11 Jahre 26 3,38 1,08
11-12 Jahre 26 3,50 0,87
12-13 Jahre 27 3,78 0,99
13-14 Jahre 27 4,46 1,11
14-15 Jahre 20 4,65 1,52
15-16 Jahre 19 4,61 1,49
16-18 Jahre 22 4,65 1,29
18-20 Jahre 22 4,93 1,22
20-23 Jahre 31 4,65 1,02
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