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1 Einleitung

1.1 AML

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Der Begriff Leukédmie (,weiBes Blut) geht auf R. Virchow 1845 zurlick und
bezieht sich auf die verbreiterte, weiBBe Leukozytenmanschette ("buffy coat” auf
der Erythrozytenséaule nach Zentrifugieren des Blutes) bei Leukamiepatienten
mit sehr hohen Leukozytenzahlen (Herold G, 1998).

Leukamien sind definiert als maligne Neoplasien der hamatopoetischen Zellen.
Die Einteilung der Leuk@&mien erfolgt nach der Zellreihe, von welcher die
jeweiligen Leukamiezellen abstammen (lymphatisch/myeloisch) und nach dem
Krankheitsverlauf (chronisch/akut), zudem nach dem Differenzierungsgrad der
pathologischen Zellen (reifzellig/unreifzellig) und der Atiologie
(primér/sekundar).

Die akute myeloische Leukdmie (AML) entsteht durch klonale Expansion
myeloischer Vorlauferzellen (Progenitoren). Diese ist Folge verschiedener
genetischer Veranderungen, welche die Reifung, Differenzierung und
Proliferation beeinflussen. In der Folge kommt es zu einer Akkumulation dieser
reifungsgestérten leukamischen Zellen im Knochenmark, was zu einer
zunehmenden Verdrangung der normalen Ha&matopoese fuhrt. Es resultiert
eine  zunehmende  Knochenmarkinsuffizienz, welche mit  Anamie,
Thrombozytopenie und Granulozytopenie einhergeht. Zudem kommt es zu
einer Ausschwemmung leukdmischer Zellen in das periphere Blut und
maoglicherweise auch zu einem Ubergreifen auf extramedullare Organe und so
letztlich zu entsprechenden klinischen Folgeerscheinungen (Wilms K, 1984).
Die neoplastische Zellpopulation der AML wird durch eine unreife
Blastenpopulation reprasentiert. Die ,Licke” in der Reifungsreihe der
Granulozyten mit Vorherrschen unreifer Paramyelozyten und gesunder,
ausdifferenzierter Granulozyten bei starker Verminderung der Zwischenstufen

wird als ,hiatus leucaemicus” bezeichnet.



Die AML ist eine Erkrankung des héheren Erwachsenenalters, etwas 80% der
Falle treten zwischen dem 60. und 65. Lebensjahr auf. Die Inzidenz betragt ca.
2-3 Falle pro 100.000 Einwohnern pro Jahr, dabei etwa 10 Félle pro 100.000
Einwohner bei den Uber 70-jahrigen (Schén D, 1996) und 0,6 Falle pro 100.000
Einwohner bei den unter 15-jahrigen (Graf N, 1995). Das mannliche Geschlecht
ist gegentber dem weiblichen im Verhaltnis von etwa 3:2 betroffen. Eine
geringere Erkrankungswahrscheinlichkeit haben Frauen mit der Blutgruppe 0
(Jackson N, 1999).

1.1.2 Krankheitsbild

Das klinische Krankheitsbild ist in erster Linie Ausdruck der hamatopoetischen
Insuffizienz und erst in zweiter Linie der Zellinfiltration von Organen und
Geweben. Der Beginn der Erkrankung verlauft haufig akut. Neben
Allgemeinsymptomen wie Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Fieber,
Gewichtsverlust, Kopfschmerzen oder Schlaflosigkeit besteht als Folge der
Verminderung funktionsttchtiger Leukozyten eine erhohte
Infektionsbereitschaft.

Auch ohne nachweisbare entziindliche Veranderung tritt oft hohes Fieber auf.
Dieses mdglicherweise durch den Krankheitsprozess selbst verursachte Fieber
zeigt mit morgendlich hohen und abendlich niedrigeren Temperaturen einen
vom Ublichen Fieberverlauf abweichenden Rhythmus.

Aufgrund der verminderten Thrombozytenzahlen sowie durch einen Mangel an
Gerinnungsfaktoren bei gesteigerter Fibrinolyse leiden die Patienten an einer
unter Umstanden lebensbedrohenden Blutungsbereitschaft. VergréBerungen
von Lymphknoten, Leber oder Milz sind dagegen eher selten. (Bichner T,
1997; Begemann M, 1999) Eine Beteiligung des zentralen Nervensystems ist
ebenfalls selten, wobei jedoch 5-7% der Patienten asymptomatisch
leukamische Blasten im Liquor cerebrospinalis aufweisen (Dekker AW, 1985).
Das zerebrale Leukostase-Syndrom, bei dem es bei sehr hoher Leukozytenzahl
zu Verschlissen kleiner GehirngefaBe durch Blasten kommt tritt v.a. bei
Kindern mit monoblastaren Leukamien auf.

Monozytare Leukédmien disponieren zur Infiltrationen von Organen und

Geweben mit Lymphomen, Hepatosplenomegalie, Hautinfiltrationen und



Gingivahyperplasie. Fir die myelomonozytare AML ist eine Haufung tumordser
Infiltrationen des zentralen Nervensystems beschrieben (Holmes R, 1985).
Typisch bei der Promyelozytenleukdmie ist die hamorrhagische Diathese mit
Thrombozytopenie, Fibrinogenmangel und anderen Gerinnungsdefekten
aufgrund Freisetzung prokoagulatorischer ~ Substanzen  aus  den
promyelozytéaren Granula, was zu einer Gerinnungsaktivierung und somit zum
Verbrauch verschiedener Gerinnungsfaktoren fihrt (Imaoka S, 1986;
Wejemmans PW, 1989).

1.1.3  Atiologie

Neuere Erkenntnisse haben zur Aufkldrung der multifaktoriellen Atiologie der
AML beigetragen, auch wenn die genauen Abldufe der meisten leukdmischen
Transformationen noch nicht bis ins Detail erforscht sind.

In den meisten Fallen lasst sich kein auslésender exogener Faktor eruieren.
Eine Exposition mit bestimmten Losungsmitteln wie beispielsweise Benzol oder
auch mit ionisierender Strahlung ist jedoch mit einer erhéhten
Erkrankungshaufigkeit an AML assoziiert (Austin H, 1988; Levine EG, 1992;
Ichimaru M, 1978). Auch die Aufnahme von alkylierenden Substanzen in der
Nahrung sowie im Zigarettenrauch erhéht das Erkrankungsrisiko.

Der haufigste zur Entwicklung einer AML beitragende exogene Faktor ist die
vorausgehende Behandlung mit einer zytostatischen Therapie, wobei hier
insbesondere fur Alkylanzien (z.B. Chlorambucil, Melphalan, Nitrosoharnstoffe)
und Topoisomerase-ll-Hemmstoffe (z.B. Etoposid, Teniposid) eine erhdhte
Inzidenz beschrieben ist (Pedersen-Bjergaard J, 1993; Smith MA, 1993).
Therapieassoziierte Leukdmien stellen 10-20 % aller Erkrankungsfélle dar
(Leone G, 1999). Sie treten in der Regel 3 — 5 Jahre nach Therapie auf. Haufig
gehen der Leukadmie myelodysplastische Veranderungen voraus, welche
teilweise typische chromosomale Aberrationen aufweisen (Le Beau MM, 1986).
Eine erhdhte genetische Disposition zur AML besteht auch bei anderen
héamatologisch-immunologischen Erkrankungen, die mit chromosomalen
Aberrationen oder ,chromosomal breakage“-Syndromen einhergehen. Hierzu
zahlt z.B. das Bloom-Syndrom (Poppe B, 2001), die Fanconi-Anamie
(Auerbach AD, 1992), das Kostmann Syndrom (Freedman MH, 2000) und die



paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (Harris JW, 1999). Eine angeborene
Pradisposition wird durch Untersuchungen an Kindern mit Down-Syndrom
(Trisomie 21) belegt, welche ein etwa 10-fach erhdhtes Risiko fur die
Entwicklung einer AML im ersten Lebensjahrzehnt sowie eine 500-fach erhdhte
Inzidenz megakaryoblastarer Leukamien aufweisen (Evans DI, 1972).

1.1.4 Pathogenese

Bei der AML handelt es sich, wie bei den meisten malignen Erkrankungen, um
eine genetische Erkrankung, d.h. es findet eine meist postzygotische,
genetische Transformation statt, die die Eigenschaften der urspringlich
gesunden Zelle beeinflusst. Viele dieser veranderten Gene sind in die
Regulation von Zellwachstum und -ausreifung oder auch in die Apoptose
involviert. Eine Ubersicht bekannter genetischer Veranderungen, die Haufigkeit
des Auftretens sowie deren Assoziation mit bestimmten Subtypen der French-
American-British- (FAB-) Klassifikation (s. Kap. 1.1.5.2) ist in Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1 Genetische Veranderungen bei der AML (Buske B, 2007)
Chromosomen-Aberration Molekulargenetische Haufigkeit der Aberration
Veranderung [% aller AML Falle]
-7 1,2
+8 3,0
t(8;21) Fusionsgen AML1/ETO 4,6
t(15/17) RARa-Gen 4,5
inv(16) Fusionsgen CBFB/MYH11 4,3
t(11923) Rearrangement des MLL- 2,0
Gens
inv(3)/t(3;3) 1,5
5q-Aberrationen meist an Zytokin-Genen 0,9
Komplex aberrant 14,7
Normaler Karyotyp 47.6
Andere 15,7

inv, Inversion; t, Translokation; sAML, sekundare AML



Nach bisherigen Daten ist die Entstehung der AML ein mehrstufiger Prozess,
der zunachst auf einer klonalen Expansion einer transformierten leukdmischen
Stammzelle beruht. In der Folge verliert die Zelle zum einen die Fahigkeit zur
normalen hamatopoetischen Differenzierung, zum anderen erwirbt die Zelle
einen Proliferationsvorteil (Reilly JT, 2005). Einzelne genetische Aberrationen,
z.B. im AML1-ETO-Gen oder im PML-RARa-Gen flhren nicht zu einer
manifesten Erkrankung, es missen mindestens zwei verschiedene genetische
Veranderungen vorliegen, welche erst in Kombination in der Lage sind, die
normale  Steuerung von  Proliferation und  Differenzierung des
hamatopoetischen Systems zu unterbrechen.

In einigen Fallen von AML lassen sich Veranderungen in Onkogenen oder
Tumorsuppressorgene nachweisen, welche auch bei anderen malignen
Erkrankungen eine Rolle spielen, so zum Beispiel bcl-2-Mutationen oder
Mutationen im WT-1-Gen (Inoue K, 1994). Mutationen der ras—Protoonkogene
werden bei ca. 30 % der AML-Patienten gefunden (Needleman SW, 1986; Farr
CJ, 1988). Ebenso findet man bei 20-30% der AML-Zellen Mutationen des
Wachstumsfaktorsrezeptors FL-R, was zur ligandenunabhangigen Stimulation
des Rezeptors und Apoptoseresistenz der Zellen flhrt (Kiyoi H, 1999).
Wahrend bei der chronisch myeloischen Leukdmie die (genetisch
transformierte) Ursprungszelle immer eine pluripotente Stammzelle ist (Fialkow
PJ, 1967), kann sich die AML aus verschiedenen Reifungsstufen der
myeloischen Stammzellreihe entwickeln. So leiten sich bei der AML etwa 1/3
der Félle von pluripotenten Stammzellen ab, 2/3 aller AML-Zellen stammen von
reiferen hamatopoetischen Vorlauferzellen. Diejenigen AML-Falle, die ihren
Ursprung in den pluripotenten Stammzellen haben, scheinen liberwiegend bei
alteren Patienten und bei Patienten mit sekundarer Leuk&mie und/oder
vorausgegangenem MDS aufzutreten (Fialkow PJ, 1981 und 1987). Die
beschriebene Situation erklart die klinische, morphologische,
immunphanotypische und molekulare Heterogenitat der AML. Nur eine kleine
Anzahl hochproliferativer, sich selbst regenerierender leukamischer
Stammzellen produziert im Sinne einer klonalen Expansion eine groBe Anzahl
unreifer, nicht funktionstichtiger Leukdmiezellen, die das KM ausflllen und die
normale Hamopoese verdrangen (Koffler HP, 1980). Je héher der Grad der
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Selbsterneuerungskapazitat der AML Zellen ist, desto prognostisch unglinstiger
wird der Verlauf der Erkrankung gesehen (McCulloch EA, 1982). Funktionelle
Zellzyklusanalysen zeigten, dass sich nur ca. 30% oder weniger der
klonogenen AML-Blasten in der chemotherapiesensiblen S-Phase befinden.
Dieser Anteil kann durch die Gabe von Wachstumsfaktoren verstarkt werden
(Cannistra SA, 1989).

Die meisten AML-Zellen benétigten Zytokine wie z.B. GM-CSF, G-CSF, IL-3, IL-
1 um zu proliferieren. Einige AML-Zellen besitzen eine autokrine
Wachstumsfaktor-Produktion, so dass sie auch in vitro unabhangig von extern
zugefihrten Wachstumsfaktoren proliferieren kénnen (Young DC, 1986 &
1987; Kaufman DC 1988).

1.1.5 Diagnostik und Klassifikation

Die Befunde im peripheren Blut sind variabel. Neben einer Leukozytose, die bei
20 % der Patienten mehr als 100.000 Leukozyten/ul betragen kann, zeigt ein
Teil der Patienten normale oder sogar erniedrigte Leukozytenwerte (17% der
Patienten mit <5000 Leukozyten/ul). Eine Anamie mit einem Hb-Wert <10g/dl
und eine Thrombozytopenie von <50.000 Thrombozyten/ul tritt haufig auf
(Southam CM, 1951). Im Blutausstrich zeigen sich bei einem GroBteil der
Patienten mehr als 50% leuk&mische Blasten neben reifen Granulozyten.

Das Knochenmark ist in der Regel stark hyperzellular, die Blasten des
entsprechenden  Zellklons Uberwiegen. Charakteristisch, aber nicht
Voraussetzung fur die Diagnose der AML ist ein mindestens normozellulares
Mark. Typisch und diagnostisch relevant ist ein Blastenanteil von mehr als
20%, wobei nach der WHO-KIlassifikation der alleinige Nachweis bestimmter
chromosomaler Aberrationen zur Diagnose einer AML ausreicht, auch wenn
entsprechende quantitative Kriterien nicht erfillt sind (Jaffe ES, 2001).
Differentialdiagnostisch ist insbesondere die Abgrenzung der AML gegentber
der akuten lymphatischen Leukamie essentiell. Die AML selbst stellt eine sehr
heterogene Gruppe dar, weshalb die verschiedenen biologischen Subtypen mit
differierendem klinischen Erscheinungsbild und unterschiedlicher
therapeutischer Beeinflussbarkeit sowie Prognose abgegrenzt werden mussen.
Die weitere Diagnostik beruht auf der Klassifikation mittels &tiologischer,
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morphologischer,  zytochemischer, immunologischer, zyto-  und/oder
molekulargenetischer Merkmale. Dabei erfolgt die endgtiltige Einteilung durch

eine Kombination dieser verschiedenen Merkmale.

1.1.5.1  Unterscheidung nach der Atiologie

Man unterscheidet die sekundare von der primaren AML als eigene, sich
abgrenzende Entitdt. Die primaren Leukamien (pAML) sind mit der de novo
AML gleichzusetzen. Die sekundaren Leukamien (sAML) umfassen zum einen
die Gruppe der Zweitneoplasien nach vorangegangener Radio- und/oder
Chemotherapie, welche nach WHO-Klassifikation als therapeassoziierte AML
(tAML) in verschiedene Subgruppen weiter unterteilt werden, zum anderen
entwickeln sie sich aus einem mehr als sechs Monate bestehenden
myelodysplastischem Syndrom oder einer myeloproliferativen Erkrankung (Karp
JE, 1997).

Als auslésende Chemotherapeutika gelten DNS-toxische Substanzen, die die
Topoisomerase || hemmen oder zur Gruppe der Alkylanzien gehéren (siehe
auch Kapitel 1.1.3). Die durch Gabe von Alkylanzien hervorgerufene AML und
die aus einem MDS hervorgegangene AML weisen mehrere Gemeinsamkeiten
auf. Es besteht initial eine praleukdmische Phase mit Dysplasie aller drei
Zelllinien des KM, weiterhin zeigen sich typische zytogenetische Aberrationen
meist am kurzen Arm des Chromosoms 5 oder 7. Die Prognose ist insgesamt
schlecht. Der durch Inhibitoren der Topoisomerase |l induzierten tAML geht
dagegen keine praleukdmische Phase voraus, als typische klonale Aberration
findet sich haufig die Translokation t(11923).

Die sAML stellen ca. 10-20% aller AML-Félle dar. Die Inzidenz nimmt aufgrund
der hoéheren Lebenserwartung und der erfolgreicheren Behandlung von
Primartumoren zu. Insgesamt liegt der Altersmedian in der sSAML-Gruppe mit
63 Jahren etwas hoéher als bei der pAML-Gruppe mit 57 Jahren, wobei
insgesamt mehr Frauen als Manner betroffen sind. Die Rate an kompletten
Remissionen nach Chemotherapie liegt mit 36% bis 55% nach der Literatur im
Vergleich zur pAML niedriger. Bezlglich des Gesamtlberlebens sind die
Ergebnisse innerhalb vergleichbarer zytogenetischer Risikogruppen bei der
pAML und sAML vergleichbar und die Prognose korreliert in erster Linie mit den
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zugrunde liegenden zytogenetischen Aberrationen (Pagana L, 2001; Hoyle CF,
1989; Gajewski JL, 1989; Samdani A, 1996).

1.1.5.2 Klassifikation nach Morphologie, Zytochemie, Immunph&no-
typisierung und Zytogenetik

Zytomorphologische und zytochemische Methoden beruhen auf der
lichtmikroskopischen Beurteilung der Zellen des Knochenmarksausstriches. Die
klassische Farbung mit der panoptischen May-Grinwald-Giemsa-Farbung nach
Pappenheim erlaubt die Beurteilung der Zellmorphologie und lasst in manchen
Fallen bereits eine weitergehende Zuordnung anhand eventuell vorhandener
Zelleinschlisse wie Granula oder Auer-Stabchen zu. Insbesondere die Typen
M3 und M4eo lassen sich haufig bereits zytologisch abgrenzen. Die mit
zytochemischen Verfahren nachweisbaren Enzymaktivitaten wie
Myeloperoxidase (MPO, POX), unspezifische Esterase (NSE) oder Glykogen
(PAS-Farbung) helfen bei der weiteren Differenzierung der Zellen. Auf der
Synopsis dieser Befunde beruht die klassische FAB (French-American-British)-
Klassifikation der AML (Bennet JM, 1976 & 1985).
5-20% der AML-Falle (FAB MO0, M6 und M7, biphanotypische Leukamien) sind
allerdings mit morphologischen und/oder zytochemischen Verfahren alleine
schwierig zu beurteilen. Hier gewinnt die Immunphanotypisierung ihre
diagnostische Bedeutung. Mit Hilfe spezifischer Fluorochrom-markierter
Antikérper kénnen spezifische Antigene auf der Oberflache der AML-Blasten
mittels  Durchflusszytometrie  nachgewiesen werden. Mit Hilfe der
Immunphanotypisierung kénnen Linienzugehdrigkeit und Reifegrad der Blasten
determiniert werden. Die Linienzugehdrigkeit zur myeloischen Zellreihe wird in
erster Linie anhand des immunologischen Nachweises der MPO festgestellt.
Weitere panmyeloische Marker sind CD13, CD33 und CD65. Der
immunologische Subtyp wird Uber weitere Oberflichenmarker zugeordnet.
CD64 und CD14 charakterisieren die monozytare Reihe, CD15, CD16 und LF
die granulozytdre Reihe. Die erythroide Reihe wird durch Glykophorin A
reprasentiert, die thrombozytare durch CD41 und CD61. Reifegradassoziierte
Antigene sind CD34, HLA-DR und CD117.
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Zytogenetische Untersuchungsmethoden weisen chromosomale Aberrationen
nach und legen weitere diagnostisch und auch prognostisch relevante Entitaten
(siehe Kap. 1.1.6.2) fest. Bestimmte Karyotypanomalien sind dabei haufig mit
spezifischen klinischen und morphologischen Subtypen der AML assoziiert. Die
Translokation t(15;17) kann bei fast allen Leukdmien des FAB-Typs M3 oder
M3v nachgewiesen werden, unterschiedliche Aberrationen des langen Armes
des Chromosoms 16 bei denen des FAB-Typs M4eo. Die
Chromosomenaberration t(11923) wird wie bereits oben beschrieben haufig bei
der tAML nach Anwendung von Epipodophyllotoxin-Derivaten gefunden,
Veranderungen am Chromosom 5 und 7 werden ebenfalls haufig bei sAML
detektiert und gehen meist mit einer Trilineage-Dysmyelopoese einher. Neuere
Methoden bei der zytogenetischen Charakterisierung stellen die PCR sowie die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dar. Hierdurch lassen sich weitaus
hdhere Sensitivitidten flir spezifische Aberrationen erzielen, auch ist flir den
Nachweis nicht mehr zwingend die Analyse von Metaphasekernen wie bei der
klassischen Zytogenetik erforderlich. Durch die PCR lassen sich in extrahierter
DNA auf Grund der vorhergehenden Auswahl spezifischer Primer selektiv
bestimmte DNA-Abschnitte exponentiell amplifizieren. In der klinischen Routine
wird diese Methode vor allem zum Nachweis der t(15;17)- und 1(8;21)-
Translokation sowie der inv(6) eingesetzt. Als sensitivste Methode gilt hier die
nested-PCR, bei der sich durch Anwendung eines zweiten Primerpaars mit er-
neuter Amplifikation spezifische DNA-Fragmente mit einer Sensitivitat von 10°
bis 10° nachweisen lassen, was insbesondere bei der Diagnostik der
minimalen Resterkrankung nach Therapie bedeutsam ist (Hiddemann W,
2003). Bei der FISH werden fluoreszenzmarkierte Gensonden, welche
spezifische chromosomale Strukturen erkennen, mit extrahierter DNA
hybridisiert. Die Sonden lagern sich an die komplementaren DNA-Abschnitte
an, wo sie als Fluoreszenzsignale nachgewiesen werden kénnen. Die
Sensitivitat dieser Methode liegt bei etwa 1:500 (Hiddemann W, 20083).

Durch die Immunphanotypisierung konnte eine préazisere Typisierung

morphologisch und zytochemisch nur schwer einzuordnender AML erreicht
werden. Durch die Zytogenetik konnten dartber hinaus zusatzlich klinisch und
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prognostisch relevante Untergruppen definiert werden und so die klassische
FAB-Klassifikation sinnvoll erganzt werden. Die derzeitige Klassifikation der
deutschen AML Collaborative Group (AMLCG) stellt eine Erweiterung der FAB-
Klassifikation und ihrer NCI-Version (Cheson BD, 1990) mit
immunphanotypischen und zytogenetischen bzw. molekulargenetischen
Markern dar (Ludwig WD, 1993).

2001 wurde von der WHO eine neue Klassifikation der AML erarbeitet, welche
eine  Kombination aus den klassischen zytomorphologischen und
zytochemischen Methoden, der Immunphanotypisierung, der Zyto- und
Molekulargenetik mit weiteren klinischen Faktoren darstellt. Die klassischen
FAB-Typen finden sich hier Gberwiegend in der Gruppe der AML ohne weitere
Spezifizierung, wohingegen AMLs mit rekurrenten  zytogenetischen
Aberrationen  sowie  therapieassoziiete @ AMLs und AMLs  mit
Multiliniendysplasien in eigenen Gruppen zusammengefasst werden. Die
Grenze zwischen MDS und AML wurde ebenfalls geandert von bisher 30 %
Knochenmarkblasten auf die aktuell generell akzeptierte Grenze von 20 %.

Da die WHO-Klassifikation deutlich mehr Subtypen differenziert als die FAB-
Klassifikation wurde flr das vorliegende Patientenkollektiv die FAB-
Klassifikation verwendet, um flr die einzelnen Subgruppen reprasentative
Fallzahlen zu erméglichen. Tabelle 2 zeigt die Einteilung der AML nach der
FAB-Klassifikation.

-15 -



Tabelle 2: French-American-British- (FAB-) Klassifikation

FAB-Typ

MO undifferenzierte Leukamie

M1 Myeloblastenleukdmie ohne Ausreifung
M2 Myeloblastenleukamie mit Ausreifung
M3 Promyelozytenleukdmie

M3v Variante der Promyelozytenleukamie
M4 Myelomonozytére Leukamie

M4eo Myelomonozytéare Leukdmie mit abnormen Eosinophilen
M5 Monoblastenleukamie

M6 Erythroblastenleukamie

M7 Megakaryoblastenleukamie

Tabelle 3 zeigt die fir den jeweiligen Subtyp charakteristischen
morphologischen  Befunde  sowie  assoziierte  zytogenetische und
molekulargenetische Veranderungen und deren Haufigkeit bei dem jeweiligen
FAB-Subtyp.
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Tabelle 3: FAB-Klassifikation und Assoziation mit zytogenetischen und
molekulargenetischen Markern (Heilmeier B, 2007; Buske B, 2007)

FAB- FAB-Kriterien Assoziation mit
Subtyp
Granulopoese Monozyto- | Erythro- Zytogenetik Molekular- | Haufigkeit
poese poese genetik
MO <10% <20 % <50 %
POX <3 %
M1 <10 % <20 % <50 % t(8;21) AML1/ETO |1,7%
POX >3 %
M2 >10% <20 % <50 % t(8;21) AML1/ETO |12,5%
M3 Hypergranular <20 % <50 % t(15;17) PML/RARa |98 %
Auer-Stabchen
M3v Mikrogranular <20 % <50 % t(15;17) PML/RARa
Monozytoide Kerne
M4 >20 % >20 % <50 %
M4eo > 20 % abnorme >20 % <50 % inv(16) CBFB/ 100 %
Eosinophile t(16;16) MYH11
M5a <20 % >80 % <50 % 11923- MLL- 31 %
unreif Aberrationen | Aberration
M5b <20 % >80 % <50 % 11923- MLL- 17 %
reif Aberrationen | Aberration
M6 > 30 % der NEZ > 50 %
sind Blasten
M7 >30 % <50 %
Megakaryoblasten

NEZ, nicht-erythrozytare Zellen; POX, Myeloperoxidase; inv, Inversion; t, Translokation
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1.1.6 Prognosekriterien

1.1.6.1  Allgemeine Prognosekriterien

Das Gesamtlberleben von AML-Patienten nimmt mit steigendem Alter ab
(Sorensen JT, 1993). In einigen Arbeiten konnte in Multivarianzanalysen
gezeigt werden, dass das Alter einen unabhangigen Risikofaktor bezlglich
Erreichen einer CR, Remissionsdauer und Gesamtliberleben darstellt,
allerdings wurden keine begleitenden zytogenetischen Untersuchungen
durchgefihrt, so dass letztlich das gehéaufte Auftreten zytogenetischer
Aberrationen im héheren Alter flr diese Beobachtungen verantwortlich sein
kénnte (Archimbaud E, 1999; Stasi R, 1996; Swirsky DM, 1986).

Eine hohe initiale Leukozytenzahl ist ebenfalls mit einer schlechteren Prognose
behaftet, wobei hier insbesondere die Frihmortalitdt aufgrund u.a. pulmonaler
Leukostase und vermehrten Blutungskomplikationen gesteigert ist (Ventura GJ,
1988; O'Brien S, 1989). Weitere mdgliche Risikofaktoren sind z.B. eine erhdhte
LDH (Ferrara F, 1996), die Blastenzahl im Knochenmark an Tag 7 der
Induktionstherapie (Kern W, 1992) sowie die Uberexpression des multidrug-
resistance (MDR)-1-Gens (Te Boekhorst PA, 1995; Borg AG, 1998).

1.1.6.2  Zytogenetische Risikogruppen

Mittels zytogenetischer Untersuchungen konnten verschiedene genetische
Transformationen bei der AML festgestellt werden, die aufgrund ihrer
biologischen Eigenschaften in prognostisch glnstige, intermediare und
schlechte Prognosegruppen zusammengefasst werden kénnen (Mrozek K,
1997). Klinisch charakterisiert wird die glnstige Prognosegruppe mit einer
Wahrscheinlichkeit von 70% fir 5-jahriges Uberleben und 80% fiir das
Auftreten einer kompletten Remission nach Induktionstherapie. Die
intermediare Risikogruppe beinhaltet 60% des gesamten Patientenkollektives
und ihr entspricht eine 5-Jahres-Uberlebens-Wahrscheinlichkeit von 40%. In
der schlechten Prognosegruppe liegt die Wahrscheinlichkeit fur 5-jahriges
Uberleben unter 20%, die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer kompletten
Remission nur bei 55%. Sie wird weiterhin durch ein schnelleres Auftreten
eines Rezidivs nach erster Remission charakterisiert.
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Je nach Studiengruppe werden einzelne zytogenetische Aberrationen in
unterschiedliche Risikogruppen eingeteilt. Tabelle 3 zeigt die Einteilung der
AML-Falle mit Karyotypanomalien in Prognosegruppen nach verschiedenen
Studiengruppen. Weitgehender Konsens besteht darin, die ,Core-Binding
Factor“-Leukamien der glnstigen Prognosegruppe, einen normalen Karyotyp
der intermediaren Gruppe, und Veranderungen an Chromosomen 3, 5, 7 sowie
die 11g23-Aberration und komplexe Aberrationen der ungunstigen
Prognosegruppe zuzuordnen. Die akute Promyelozytenleukdmie M3 mit der
charakteristischen Translokation t(15;17) wird von vielen Gruppen als eigene
Entitat verstanden und erscheint daher in manchen dieser Einteilungen nicht.
Die Gruppe mit normalem Karyotyp lasst sich anhand molekulargenetischer
Marker weiter unterteilen. Von besonderer Bedeutung sind hier Mutationen im
FLT3-Gen, sowie partielle Tandemduplikationen im MLL-Gen, welche jeweils
mit einer ungunstigeren Prognose einhergehen (Mrozek K, 2004), wahrend
Mutationen des Nucleophosmin- (NPM1-) Gens mit einer glinstigeren Prognose
assoziiert sind (Dohner K, 2005; Schnittger S, 2005).

Tabelle 4: Zytogenetische Risikogruppen nach verschiedenen Studiengruppen

Studiengruppe Risikogruppe
glnstig intermediar unglnstig
AMLCG t(8;21), t(15;17), inv(16), | Normaler Karyotyp -5, -7, 59-, 79-, inv(3), 11923-
t(16;16) andere Aberrationen Aberration, 12p-Aberration,
17p-Aberration, komplexe
Aberrationen
CALGB t(8;21), inv(16), del(16), Normaler Karyotyp Andere Aberrationen’
t(16;16)
SWOG t(8;21), inv(16), 1(16;16), | Normaler Karyotyp -5, -7, 50-, 79-, inv(3), 11923-
+14 andere Aberrationen’ Aberration, +13, 17p-
Aberration, 20g-, HSR,
komplexe Aberrationen
EORTC 1(8;21), inv(16) -5, -7, 50-, 79-, 3g-Aberration
komplexe Aberrationen

AMLCG, AML Collaborative Group; CALGB, Cancer And Leukemia Group B; SWOG, South Western
Oncology Group; EORTC, European Organisation for Research and Treatment of Cancer
t, Translokation; del, Deletion; inv, Inversion; ! ausgenommen t(15;17)
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1.1.7 Therapie

1.1.7.1 Chemotherapie

Priméares Ziel einer Behandlung der AML ist das Erreichen und Erhalten einer
kompletten Remission (CR), wobei unter CR eine morphologische Eradikation
des malignen Klons sowie einer Erholung des peripheren Blutbildes verstanden
wird. Die Therapie gliedert sich in eine Induktions-, Konsolidierungs- und
Erhaltungsphase auf. Die Notwendigkeit einer Konsolidierungstherapie nach
Erreichen der Remission ist fiir eine langere rezidivfreie Uberlebenszeit
mittlerweile unbestritten.

Die Art der Induktionsbehandlung und Post-Remissionsbehandlung sowie die
zeitliche Abfolge der verschiedenen Therapieabschnitte als auch die Art und
der Zeitpunkt einer integrierten Stammzelltransplantation ist derzeit Inhalt
zahlreicher klinischer Studien. Basis der Induktionstherapie ist seit mehreren
Jahrzehnten eine Kombination aus Cytarabin (AraC) mit einem Anthracyclin
(Daunorubicin,  Doxorubicin,  Epirubicin, = Mitoxantrone). In  neueren
Untersuchungen hat sich gezeigt, dass durch eine Doppelinduktion mit
Applikation eines zweiten Chemotherapiezyklus vor vollstdndiger Regeneration
eine signifikant hohere Rate an Langzeitremissionen erzielt werden kann
(Hansen OP, 1991). Der Einsatz zusatzlicher Substanzen wie ATRA,
Gemtuzumab-Ozogamicin (GO), Cloretazin oder Thioguanin etc. ist derzeit
Gegenstand von Studien.

Bei der akuten Promyelozytenleukamie (APL) wird zusétzlich All-trans-
Retinolsdure (ATRA) verabreicht. Durch das Uberangebot von ATRA wird die
durch die Zusammenlagerung der Gene RARa und PML entstandene
Korepression des fir die Differenzierung verantwortlichen DNA-Stranges
aufgehoben, und die Promyelozyten reifen innerhalb von 4-5 Wochen aus.
Durch ATRA alleine wird aber in der Regel keine stabile Remission erreicht
(Fenaux P, 1993; Tallmann MS, 1997). Zur Heilung ist daher die Kombination
mit einer potenten Chemotherapie erforderlich (Lengfelder E, 2001).

Als Konsolidierungstherapie oder Postremissionstherapie werden
unterschiedliche  Strategien eingesetzt. Diese sind abhangig von
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Patientenfaktoren wie Alter und Allgemeinzustand, in erster Linie jedoch vom
Typ der vorliegenden AML und Risikogruppe, sowie vom Vorhandensein eines
passenden Familien- oder Fremdspenders. Wahrend viele Niedrigrisiko-
Leuk&dmien mit einer alleinigen Chemotherapie behandelt werden kénnen, so
werden in der intermedidren und besonders der unglinstigen Prognosegruppe
intensivere  Postremissionstherapien, in erster Linie die Stammzell-

transplantation, durchgefihrt.

Die in die Bewertung der Ergebnisse dieser Arbeit eingeflossenen AML-Falle
wurden je nach FAB-Typ, Alter und Komorbiditdten nach unterschiedlichen
Therapieprotokollen  behandelt. Alle  Patienten, welche fir eine
Induktionstherapie qualifizierten, wurden mit einer Kombinationschemotherapie
mit Cytarabin und einem Anthracyclin behandelt. Patienten, welche aufgrund
von Alter oder Komorbiditaten nicht fir eine intensivere Therapie qualifizierten,
wurden entweder rein zytoreduktiv mit Hydroxyurea oder im Rahmen eines
Studienprotokolles flir altere Patienten mit Gemtuzumab-Ozogamicin (GO)
behandelt. Einige Patienten verstarben innerhalb kurzer Zeit an Komplikationen
der Grunderkrankung, ohne dass eine spezifische Therapie verabreicht wurde.

1.1.7.2 Stammzelltransplantation
Zur Postremissionstherapie gehdért auch die Stammzelltransplantation (SZT).
Man unterscheidet die allogene von der autologen SZT. Hierbei stellt die
allogene SZT die effektivste, allerdings auch die komplikationsreichste
Therapie dar. Durch die hohe transplantationsassoziierte Mortalitat wird in
vielen Studien die geringere Rezidivrate im Hinblick auf das Gesamtiberleben
aufgewogen. Fir eine allogene SZT kommen verschiedene Arten von
Stammzell-Spendern in Betracht: HLA-identische verwandte oder unverwandte
Spender bzw. HLA-differente Verwandte. Der Stellenwert der SZT ist beim
Auftreten eines Rezidivs bzw. in zweiter Remission unbestritten. Bei der
Indikationsstellung zur allogenen SZT in erster Remission spielt die Prognose
des Patienten eine entscheidende Rolle. Je hbéher das Rezidivrisiko und je
besser der Allgemeinzustand des Patienten, desto eher wird man sich bei
Vorliegen eines geeigneten Spenders fir die allogene Transplantation
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entscheiden. Der Stellenwert der nicht-myeloablativen Konditionierung zur
Reduktion von Akuttoxizitdten vor allem bei dlteren Patienten wird derzeit in
zahlreichen Studien geprift.

Die autologe Stammzelltransplantation nach myeloablativer Therapie und
intensivierter Konsolidierungstherapie zeigte ebenfalls eine signifikant
verminderte Rezidivrate bei erhéhter Mortalitdt und nicht verbessertem
Gesamtlberleben (Buchner T, 2006; Visani G, 1999; Gondo H, 1997). Durch
verbesserte Methoden des Aufreinigens des Stammzellapherisates (,purging*)
wird versucht, diese Methode in Zukunft eventuell noch zu verbessern.
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1.2 Uberblick iiber das Immunsystem

Im Rahmen der Evolution hat sich ein komplexes Immunsystem entwickelt,
welches dem Schutz der Integritat des Organismus vor exogenen Pathogenen
wie z.B. Viren, Bakterien oder Protozoen, zum anderen aber auch vor maligne
entarteten kérpereigenen Zellen dient. Um diese komplexe Aufgabe zu erflllen
beinhaltet das Immunsystem verschiedene Komponenten. Der zellulare Teil
des Immunsystems umfasst eine Vielzahl verschiedener Zelltypen, die z.T. in
gesonderten Organen (z.B. im Thymus) heranreifen und in anderen
spezialisierten Organen (z.B. in Milz und Lymphknoten) aktiviert werden. Die
Zellen des Immunsystems werden in der Regel lebenslang neu gebildet,
nehmen verschiedenste Funktionen wahr, zeigen Praferenzen fir bestimmte
Gewebe und weisen eine sehr unterschiedliche Lebensdauer auf. Bezlglich
ihrer Abstammung werden sie der myeloischen (z.B. Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Dendritische Zellen) und lymphatischen (T Zellen, B Zellen,
Naturliche Killer (NK) Zellen) Reihe zugeordnet. Der zweite Teil des
Immunsystems, der humorale Anteil, umfasst |6sliche Molekilen, die entweder
Reaktionen gegen Pathogene vermitteln kénnen (z.B. Komplement, Lysozym,
Immunglobuline/Antikérper) oder flr die Kommunikation und Interaktion der
verschiedenen Zellen des Immunsystems miteinander von entscheidender
Bedeutung sind (z.B. Zytokine, Chemokine).

Neben der Unterteilung in einen zelluldren und einen humoralen Teil kann das
Immunsystem auch in einen angeborenen und einen adaptiven Teil gegliedert
werden. Wahrend das angeborene Immunsystem einen schnellen allgemeinen
Schutz vor ,Standard-Pathogenen” bietet, generiert das adaptive Immunsystem
einen auf beliebige Fremd-Strukturen ,maBgeschneiderten” Schutz, der in der
Regel sehr effektiv und langlebig ist. In Tabelle 5 ist die Unterteilung des
Immunsystems und die Zugehdrigkeit verschiedener Komponenten
schematisch dargestellt.

-23-



Tabelle 5: Komponenten des Immunsystems

Zellularer Anteil Humoraler Anteil
Angeborenes Granulozyten Komplement
Immunsystem Monozyten Lysozym
Makrophagen Spezifische Zytokine
Dendritische Zellen
NK Zellen
Adaptives/erworbenes T Zellen Antikdrper
Immunsystem B Zellen Spezifische Zytokine

1.2.1 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem ist eine Errungenschaft der Vertebraten (Litman
GW, 1999). Es beruht im Wesentlichen auf der zufélligen Zusammenstellung
der fur die Antigenrezeptoren kodierenden Gene aus variablen
Einzelsegmenten  durch  ,ungenaue somatische Rekombination® in
lymphozytaren Vorlauferzellen (Thompson CB, 1995). Die auf diese Weise
erreichte klonale Diversitat wurde auf 10'® bis 10%° taxiert (Davis MM, 1988;
Carding SR, 2002). Nach der somatischen Rekombination werden die de novo
generierten Antigenrezeptoren auf ihre Reaktionsfahigkeit sowie Toleranz
gegenlber koérpereigenen Selbst-Strukturen UOberprift und selbst-reaktive
Vorlauferzellen eliminiert. Selbst-tolerante, reaktionsfahige Zellen werden in
die Peripherie entlassen (Nossal GJ, 1994; Nemazee D, 2000; Starr TK, 2003).
Die Aktivierung dieser ,naiven®, peripheren Lymphozyten durch spezifische
Signale fahrt schlieBlich zur Ausreifung zu Effektorzellen (Bretscher P, 1970;
Lenschow DJ, 1996). Wahrend schlieBlich B-Lymphozyten Immunglobuline zur
Neutralisation, = Opsonierung und  Phagozytose frei  zuganglicher
(-extrazellularer®) Antigene produzieren kdnnen, erkennen T-Lymphozyten Gber

ihre T Zellrezeptoren Antigenstrukturen vor allem auf kérpereigenen Zellen.
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1.2.2 Das angeborene Inmunsystem

Das angeborene Immunsystem ist phylogenetisch konserviert und bei fast allen
vielzelligen Organismen zu finden (Hoffmann JA, 1999). Hierzu zahlen die
Zellen der myeloischen  Zellreihe wie z.B. Granulozyten und
Monozyten/Makrophagen und Dendritischen Zellen (DC), aber auch die NK-
Zellen als Vertreter der Lymphozyten sowie diverse molekulare Abwehrsysteme
(z.B. Lysozym, Komplementsystem). All diesen Komponenten ist gemeinsam,
dass sie antigenunabhangig sofort aktiviert werden kénnen und eine rasche
Immunreaktion bewerkstelligen. Hierdurch wird auch die etwa vier bis sieben
Tage wahrende Zeitspanne bis zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems
Uberbrickt. Die schnelle Immunreaktion beruht unter anderem auf invarianten,
pathogenspezifischen Rezeptorsystemen wie z.B. den Toll-dhnlichen
Rezeptoren, welche eine spezifische Erkennung molekularer
Struktureigenheiten von Mikroorganismen und Viren ermdglichen (Janeway CA,
2003). Dies gilt vor allem fir die myeloischen Komponenten des angeborenen
Immunsystems. Toll-dhnlichen Rezeptoren und andere ,pattern recognition
receptors® (PRR) vermitteln u.a. die Aktivierung der Komplementkaskade, die
Opsonierung bakterieller Zellwande, die Induktion von Phagozytose und
Apoptose und die Sekretion von inflammatorischen Zytokinen, was zusammen
mit der durch PRR induzierten Zelloberflachenexpression kostimulierender
Molekille und Synthese proinflammatorischer Mediatoren durch antigen-
prasentierende Zellen (APC) wiederum Vorraussetzung fir die Initiation einer
adaptiven Immunantwort ist (Fearon DT, 1996; Banchereau J, 1998;
Guermonprez P, 2002).

Die Mechanismen bei der Aktivierung von NK Zellen, welche als einzige
Komponente des angeborenen Immunsystems der lymphatischen Reihe
zuzurechnen sind, werden aktuell durch zwei Hypothesen beschrieben.

Die ,Missing-Self‘ Hypothese wurde in der Mitte der 1980er Jahre durch Klas
Karre vorgeschlagen und besagt, dass NK Zellen andere Zellen abtbten, wenn
diese nicht bestimmte Signalproteine, die MHC Klasse | Molekiile, auf ihrer
Oberflache aufweisen (Karre K, 1985). MHC Klasse | Molekiile werden von
nahezu allen gesunden Korperzellen exprimiert und definieren damit das
Jindividuelle Selbst”. Auf der Oberflache der kérpereigenen NK Zellen befinden
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sich entsprechende Rezeptoren, welche die entsprechenden MHC-Molekile
erkennen. Bei einem Fehlen derselben auf der Oberflache, beispielsweise bei
Tumorzellen oder virusinfizierten Zellen, kdnnen die entsprechenden Zielzellen
durch die NK Zellen abgetbtet werden.

GemanB der ,Induced Self* Hypothese werden NK Zellen durch Stimulation von
aktivierenden Rezeptoren zur Austbung von Effektorfunktionen veranlasst. Ein
charakteristischer und mittlerweile gut charakterisierter aktivierender NK Zell
Rezeptor ist z.B. NKG2D, dessen immunologische Rolle in den letzten Jahren
im Zusammenhang mit der ,Induced Self* Hypothese eine groBe
Aufmerksamkeit erfahren hat. Dies ist insbesondere dadurch begriindet dass
die NKG2D Liganden-Expression im Zusammenhang mit malignen
Transformationsprozessen zu stehen scheint. Es wurde gezeigt, dass durch die
Expression einer ausreichenden Menge an NKG2D Liganden NK Zellen in die
Lage versetzt werden, die entsprechenden Zellen auch trotz Anwesenheit von
hemmenden MHC Klasse | Molekilen zu eliminieren (Lanier L, 2005).

Die Aktivitat von NK-Zellen wird also letztlich durch eine Balance aktivierender
und inhibierender Rezeptoren reguliert (Lanier L, 2005). Aktivierende Signale
werden neben NKG2D durch verschiedene weitere aktivierende Rezeptoren
(z.B. KLRB1, 2B4, CD16, CD96, Natural Cytotoxicity Rezeptoren) mit zum Teil
noch unbekannten Liganden vermittelt. Hemmende Signale erfolgen, neben
MHC Klasse | erkennenden Rezeptoren, durch zahlreiche weitere inhibitorische
Rezeptoren (z.B. LAIR-1, MAFA, gp49B1, CD95, CD66a) mit ebenfalls zum Teil
noch unbekannten Liganden (Lanier L, 2005). Zu den Rezeptoren und
Liganden, welche die Aktivitdt von NK Zellen beeinflussen gehéren auch
zahlreiche Mitglieder der Tumor Nekrose Faktor (TNF) Superfamilie.

1.3 Die Tumor Nekrose Faktor (TNF) Familie

Die TNF Superfamilie umfasst insgesamt mehr als 20 Proteine, welche eine
wichtige Rolle bei der Proliferation, Aktivierung, Differenzierung und Apoptose
von verschiedenen Komponenten des Immunsystems, insbesondere auch des
angeborenen Anteils, spielen (Locksley RM, 2001). Frihere und gegenwartige
Arbeiten der AG Salih beschaftigen sich mit der Rolle verschiedener TNF
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Familienmitglieder bei der Interaktion von Tumor und Immunsystem. Im
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen die TNF Familienmitglieder
Glucocorticoid-Induced TNF Related Protein (GITR) sowie 4-1BB und ihre
zugehdrigen Liganden.

131  4-1BB Ligand (4-1BBL)

4-1BB oder CD137 wurde initial als kostimulatorischer Rezeptor auf T Zellen
beschrieben. Aktivierung des 4-1BB-Rezeptors auf T Zellen verursacht deren
Expansion, inhibiert T Zell-abhangige Antikérperproduktion und verhindert
superantigeninduzierten T Zelltod. In mehreren Arbeiten wurde nachgewiesen,
dass durch Stimulation von 4-1BB, z.B. mittels Applikation agonistischer
Antikérper (Melero |, 1997) oder nach Transfektion von zellgebundenen anti-4-
1BB-,single-chain Fv*- Fragmenten in Tumorzellen (Ye Z, 2002) eine
ausgepragte, durch Aktivierung von T Zellen vermittelte Antitumorreaktion
induziert werden kann. Der natlrliche Ligand des 4-1BB-Rezeptors, der 4-1BB-
Ligand, ist auf verschiedenen Typen von APC wie B Zellen, Monozyten und DC
nachgewiesen worden und kann nach Aktivierung auch auf T Lymphozyten
induziert werden (Kwon B, 2000). Es zeigte sich in der Folge, dass 4-1BBL
nicht nur als Ligand fur den 4-1BB-Rezeptor fungiert, sondern selbst noch
weitere immunmodulatorische Eigenschaften besitzt. Wie fur viele Mitglieder
der TNF Familie gilt auch fir 4-1BBL, dass durch diesen Signale in beide
Richtungen, das heiBt auch in die den Liganden exprimierende Zelle
transduziert werden (,reverse signaling“). Hieraus kénnen, unter anderem in
verschiedenen Zelltypen, aber auch in Abhangigkeit vom jeweiligen
Aktiverungsstatus der betreffenden Zelle, unterschiedliche Effekte resultieren.
Es wurde nachgewiesen, dass Uber 4-1BBL Monozyten aktiviert und unter
anderem die Freisetzung von Interleukin-8, einem proinflammatorischen
Zytokin, induziert werden kann (Langstein J, 1998). Dagegen wird in B und T
Lymphozyten Gber 4-1BBL Apoptose induziert (Michel JS, 1999), und auch in
Monozyten wurde nach 4-1BBL-Ligation eine Proliferationshemmung durch
Apoptose beschrieben Langstein J, 1999). In Vorarbeiten der AG Salih konnte
4-1BBL erstmals in vitro und ex vivo auf Tumorzellen nachgewiesen und durch
sreverse signaling“ UOber 4-1BBL eine Freisetzung von IL-8 induziert werden
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(Salih HR, 2000). Zudem konnte gezeigt werden, dass 4-1BBL von der
Zelloberflache verschiedener hamatopoetischer Zellen in ldslicher Form
freigesetzt wird und dass 4-1BBL auch in Iéslicher Form T Zellen beeinflussen
kann. Untersuchungen von Patientenseren ergaben, dass léslicher 4-1BBL in
hoher Konzentration im Blut von Patienten mit verschiedenen malignen
Erkrankungen vorliegt. (Salih HR, 2001). Serumspiegel von léslichem 4-1BBL
sind mit Progress maligner Erkrankungen und dem Uberleben von Patienten
korreliert (Salih HR, 2004), und léslicher 4-1BBL ist so wohl in der Lage,
Immunreaktionen sowohl lokal als auch systemisch zu beeinflussen. In
aktuellen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass auch AML Zellen 4-1BBL
exprimieren und Uber 4-1BBL deren Zytokinproduktion verandert wird. Zudem
konnten gezeigt werden, dass 4-1BB nach Aktivierung auf NK Zellen induziert
wird. Erstaunlicherweise zeigte sich, dass 4-1BB auf humanen NK Zellen im
Gegensatz zu T Zellen und murinen NK Zellen inhibitorische Signale vermittelt
(Béassler T, 2007). Die Ursache fir diesen Zellreihen- und speziesspezifischen
Unterschied ist bisher nicht bekannt.

1.3.2  GITR Ligand (GITRL)

Im  Menschen sind Glucocorticoid-Inducible TNF  Related Protein
(GITR/TNFRS18) und sein Ligand (GITRL) erst seit 1999 als Mitglieder der
TNF Proteinfamilie bekannt (Gurney AL, 1999; Kwon B, 1999). Zwei Jahre
zuvor war GITR erstmals in der Maus beschrieben worden (Nocentini G, 1997).
GITR wird konstitutiv schwach auf CD4+ und CD8+ T Zellen exprimiert, eine
erhdhte Expression wurde nach deren Aktivierung sowie Kkonstitutiv auf
regulatorischen T Zellen (Treg) nachgewiesen (Ronchetti S, 2002; Shimizu J,
2002). In der Maus wurde eine schwache Expression zusatzlich auf B Zellen,
NKT Zellen und Makrophagen gezeigt (Shimizu J, 2002; Li Z, 2003; Shin H,
2002). Der zugehérige Ligand GITRL wurde im murinen System auf DC,
Monozyten, Makrophagen und Osteoklasten detektiert (Kim JD, 2003;
Nocentini G, 2005; Tone M, 2003; Yu KY, 2003). Beim Menschen ist GITRL in
verschiedenen Normalgeweben wie Dinndarm, Niere, Testis und Ovarien

beschrieben worden (Gurney AL, 1999), ansonsten war bisher zur Expression
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von humanem GITRL nichts bekannt.

Die Untersuchungen bezlglich der Funktion von GITR fokussierten in den
letzten Jahren auf T Zellen. In Mausmodellen wurde gezeigt, dass GITR eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, GVHD und bei
der Immunreaktion gegen Viren spielt (Muriglan SJ, 2004; Kohm AP, 2004;
Suvas S, 2005). Weiterhin wurde im murinen System gezeigt, dass eine
Applikation von Antikdrpern gegen GITR zur Eradikation von Tumoren flhren
kann (Ko K, 2005).

Mehrere Arbeiten zeigten, dass GITR kostimulatorische Signale an CD4 und
CD8 T Zellen vermitteln kann (Kanamaru F, 2004; Esparza EM, 2005a;
Esparza EM, 2005b). Im Gegensatz dazu erwiesen sich T Zellen von GITR-/-
Mausen nach CD3-Stimulation als hyperreaktiv, und GITR hemmt die
suppressorische Aktivitat von Treg (Shimizu J, 2002; Ronchetti S, 2004; Ji HB,
2004; McHugh RS, 2002; La Cava A, 2005). Dies legt nahe, dass sowohl
aktivierende als auch hemmende Signale Gber GITR vermittelt werden kénnen.
Da die suppressorische Aktivitdt humaner Treg durch GITR Stimulation nicht
beeinflusst wird (Levings MK, 2002), scheint GITR zudem im Menschen und in
der Maus verschiedene Funktionen innezuhaben. Unterschiedliche Funktionen
homologer Rezeptoren in Maus und Mensch, aber selbst innerhalb derselben
Spezies wurden bereits flir andere Immunrezeptoren nachgewiesen. So sind
sowohl Aktivierung als auch Hemmung von T- und NK Zellfunktionen durch
NKR-P1A beschrieben worden, und auch 2B4/CD244 hemmt NK Zellfunktionen
in der Maus, fungiert jedoch im Menschen sowohl als aktivierender als auch als
hemmender Rezeptor (Lanier L, 2005). Es zeigte sich, dass 2B4
unterschiedliche Effekte in Abhangigkeit von der Differenzierung oder
Aktivierung von NK Zellen Uber positiv oder negativ wirksame Adaptermolekule
in seinem Signalweg vermittelt (Roncagalli R, 2005). GITR weist eine hohe
Sequenzhomologie mit 4-1BB auf und scheint, ebenfalls in Abh&angigkeit vom
biologischen Umfeld und/oder Stimulationsniveau, auch Apoptose auslésen zu
kénnen (Kwon B, 1999; Hauer J, 2005; Esparza EM, 2006; Spinicelli S, 2002).
Bezlglich der Funktion von GITRL ist bekannt, dass dieses Molekil in murinen
Makrophagen MMP-9 und NO Freisetzung, andererseits aber auch Apoptose
induzieren kann (Lee HS, 2003; Lee HS, 2004; Shin HH, 2002). Entsprechend
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kann also GITRL wie auch fir 4-1BBL beschrieben Signale in die Liganden-

exprimierende Zellen vermitteln, was zu deren Aktivierung fahrt.

Wahrend bisherige Untersuchungen zu GITR auf T Zellen abzielten, konnte
von Katrin Baltz aus der AG Salih gezeigt werden, dass auch NK Zellen GITR
und solide Tumorzellen dessen Liganden (GITRL) exprimieren (Baltz K, 2007).
GITRL vermittelt Gber bidirektionale Signale eine verminderte Immunogenitat
und Freisetzung immunsuppressiver Zytokine von Tumorzellen sowie

Hemmung von NK Zellfunktionen.

1.4 Die NK Zell-vermittelte Immunuberwachung der AML

Wie bereits beschrieben spielen NK Zellen als zytotoxische Lymphozyten eine
wichtige Rolle bei der Immunabwehr von Tumoren (Lanier L, 2005). Jingste
Daten belegen insbesondere die Bedeutung von NK Zellen bei der
Immundberwachung von malignen h&matopoetischen Erkrankungen. Nach
haploidenter Stammzelltransplantation wird z.B. Alloreaktivitdt von NK Zellen
durch einen “Mismatch” von MHC Klasse | Molekilen auf Leukamiezellen
einerseits und den MHC Klasse I|-spezifischen inhibitorischen Rezeptoren auf
den Donor-NK Zellen andererseits generiert. Die in diesem allogenen Kontext
erfolgende NK Zell-Aktivierung bewirkt einen erhéhten Schutz vor Rezidiven der
Leukamie und verbessert das ,Engraftment* des Transplantates, ohne GvHD
zu verursachen (Ruggieri L, 2002). Darlber hinaus mehren sich Befunde,
wonach auch autologe NK Zellen eine Rolle bei der Immunkontrolle von
Leuk&mien spielen. So wurde beschrieben, dass die Anzahl und Aktivitat von
NK Zellen im Blut von Leukdmiepatienten im Vergleich zu gesunden Personen
reduziert ist und dass die Aktivitat autologer NK Zellen mit dem Uberleben von
Leukamiepatienten assoziiert ist (Lowdell MW, 2002; Tajima F, 1996; Pierson
BA, 1996). Deshalb ist die Frage, wie NK Zellen maligne hdmatopoetische
Zellen erkennen und abtéten und welche immunregulatorischen Molekile
hierflr relevant sind von groBem wissenschaftlichem, aber auch klinischem
Interesse (Farag SS, 2006). Die Funktion MHC Klasse I-spezifischer
inhibierender NK-Zell-Rezeptoren wie den Rezeptoren aus der KIR- (Mensch)
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und Ly49-Familie (Maus) ist bereits gut erforscht. Weit weniger dagegen ist zur
Expression und Funktion von Liganden fir andere wichtige NK-Zell-Rezeptoren
auf Leukamiezellen bekannt. Die zur Verfigung stehenden Daten belegen,
dass immunregulatorische Proteine eine zentrale Rolle in der Pathogenese von
malignen hamatopoetischen Erkrankungen spielen. Insbesondere fur die oben
beschriebene Aktivierung allogener NK Zellen gegenuber
Patientenleukamiezellen sind die entsprechenden molekularen Rezeptor-
Liganden-Systeme jedoch nur unzureichend charakterisiert.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Expression immunregulatorischer Proteine auf malignen Zellen spielt wie
beschrieben eine zentrale Rolle fir die Interaktion von Tumorzellen (und somit
auch AML Zellen) mit dem Immunsystem, und entsprechend wurde in
zahlreichen Arbeiten ein Zusammenhang zwischen Oberflachenexpression
und/oder Spiegeln der l6slichen Form verschiedener immunregulatorischer
Molekile im Plasma mit klinischen Faktoren wie Therapieansprechen,
Wahrscheinlichkeit einer anhaltenden Remission, zytogenetischem Risiko oder
auch Gesamtlberleben nachgewiesen (Graf M, 2004; Graf M, 2003; Graf M,
2006; Brouwer RE, 2006; Okabe-Kado J, 1998; Wakimoto N, 1998; Whiteway
A, 2003; Albitar M, 2007; Hentschel N, 2006).

Nachdem wir beobachten konnten dass 4-1BBL und GITRL auf AML Zellen
exprimiert werden und die Anti-Tumorreaktivitdt von NK Zellen gegen AML
Zellen vermindern untersuchten wir daher die Expression von GITRL und 4-
1BBL auf AML-Blasten von mehr als 50 Patienten im Hinblick auf eine
Korrelation mit klinischen Faktoren wie FAB-Typ, Art der Leukamie
(primér/sekundar), zytogenetischem Risiko, Ansprechen auf Therapie sowie
Uberleben. Weiterhin untersuchten wir, inwiefern die Expression von GITRL
und 4-1BBL mit der Expression anderer immunregulatorischer Molekile wie
MHC Klasse | und CD86 korreliert. Ziel war, aufbauend auf den neu
erarbeiteten Funktionen der Molekullsysteme GITR-GITRL und 4-1BB-4-1BBL
bei der Immuniberwachung der AML durch NK Zellen, den Stellenwert von 4-
1BBL und GITRL als Marker bei der AML aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl des Patientenkollektivs

In diese Arbeit gingen Untersuchungen an Proben von insgesamt 47 AML
Patienten ein, die am Universitatsklinikum TUbingen diagnostiziert wurden.
Weitere 8 Proben wurden analysiert, welche aus dem Labor flr
Leuk&miediagnostik der Ill. Medizinischen Klinik des Klinikums Grosshadern
zugesandt  wurden. Eine  schriftiche  Einverstandniserklarung in
L"Jbereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki lag von allen Patienten vor,
und die Untersuchung wurde in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der

lokalen Ethikkomission durchgefihrt.

Die morphologischen, zytochemischen und diagnostischen Befunde wurden
vom h&matologischen Labor der Medizinischen Klinik Il der Universitat
Tubingen sowie der Medizinischen Klinik Il des Klinikum Grosshadern der
Universitat Minchen erstellt. Die immunzytologische Charakterisierungen der
Expressionen der Zielmolekile in den Proben wurden von Herrn Dr. med. M.
Krusch und Frau T. Baessler aus der AG Salih in Tdbingen durchgefihrt.
Samtliche Befunde bzw. immunzytologischen Messergebnisse wurden flr
weitere Auswertungen und Reanalysen dieser Arbeit zur Verfligung gestellt.

Um die klinische Relevanz der erhobenen Befunde zu untersuchen wurde von
allen Patienten der klinische Verlauf (Art der Therapie, Ansprechen auf die
Therapie, Knochenmarktransplantation, Rezidiv, Versterben) erfasst, sofern
diese Daten vorlagen. Eine hamatologische/klinische Vollremission wurde nach
den EORTC-Kriterien festgelegt (Zittoun R, 1996): Kein Nachweis von
Leukamiezellen im peripheren Blut, Erholung des Blutbildes (Leukozyten
>2000-10000/ul,  Granulozyten >1.500/pl, Thrombozyten >100.000/ul,
Hb>12g/dl), Normalisierung von OrganvergrdBerungen, weniger als 5% Blasten
aller kernhaltigen Zellen im Knochenmark. Wenn der Anteil der blastaren Zellen
durch einen Induktionszyklus nach Regeneration des Knochenmarks dagegen
nicht unter 5 % abfiel oder gar angestiegen war, wurde dies als refraktéare
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Leukadmie oder Persistenz der Erkrankung definiert. Als Rezidiv nach dem
Erreichen einer Remission wurde definiert, wenn der Blastenanteil im
Knochenmark wieder auf mehr als 5 % anstieg. Als Fruhrezidiv wurde ein
Rezidiv innerhalb von sechs Monaten nach Diagnosestellung bezeichnet
(Wilmanns W, 1996). Als Frihtod wurde das Versterben eines Patienten
innerhalb von einem Monat nach Diagnosestellung definiert (Wilmanns W,
1996).

2.2 Verarbeitung des Untersuchungsmaterials

Das Knochenmark (KM) zur Routinediagnostik wurde nach Aufklarung der
Patienten durch Punktion des hinteren Beckenkammes gewonnen. Die
Antikoagulation der KM-Proben erfolgte mit Heparin oder EDTA. Zur
morphologischen und zytochemischen Beurteilung wurden KM-Ausstriche
angefertigt. Fir zytogenetische Untersuchungen wurden heparinisierte Voll-KM-
Proben angesetzt. Zur Untersuchung der Zielmolekilexpression wurden frisch
separierte mononukleare Zellen (PBMC) des peripheren Blutes verwendet, die
nach  Venenpunktion und Verdinnung mit Hank’s Puffer Uber
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Hypaque) gewonnen wurden (Béyum A,
1984). Dadurch wurden Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten
abgetrennt, und gesunde bzw. leukdmische hamatopoetische Vorlauferzellen
sowie Lymphozyten und Monozyten konnten weiter untersucht werden. PBMC,
die nicht am selben Tag weiterverarbeitet werden konnten, wurden nach
Zugabe von fetalem Kélberserum/DMSO bis zur weiteren Verwendung in
flissigen Stickstoff bei —196 Grad Celsius konserviert (Fliedner TM, 1977).
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2.3 Morphologische und zytochemische Untersuchungs-
methoden

Die Knochenmarksausstriche wurden nach der panoptischen Methode von
Pappenheim (May-Grinwald-Giemsa) gefarbt und morphologisch entsprechend
den FAB-Kriterien beurteilt (sieche Tabelle 3). Ebenso wurde der Anteil der
Blasten im Ausstrich anhand der Morphologie bestimmt. Zur genaueren
Differenzierung wurden die Knochenmarksausstriche zusatzlich zytochemisch
mit Myeloperoxidase Sudanschwarz, alpha-Naphthylacetat-Esterase und PAS
(Periodic Schiff Saure) gefarbt. Die peripheren Blutausstriche wurden ebenfalls
nach Pappenheim geférbt, und die Blastenzahl im peripheren Blut anhand der
Morphologie bestimmt.

2.4 Durchflusszytometrische Untersuchung

Die Durchflusszytometrie mittels ,Fluorescence activated cell sorting“ (FACS)
stellt eine Standarduntersuchung zur Bestimmung der Expression von
Antigenen auf der Zelloberflache oder im Zytoplasma verschiedener Zellen dar.
Alle Messungen wurden an einem Durchflusszytometer der Firma BD
(FACSCalibur) durchgefihrt. Das Gerat wurde den Herstellerangaben
entsprechend gewartet, Gerateeinstellungen wurden regelmaBig durch
Messungen mit Fluorochrom konjugierten Beads Uberpruft. Isotypkontrollen
(lgG1-FITC, I1gG1-PE, IgG2a-PE, IgG1PE-CY5) wurden regelmaBig mitgefihrt.
Die durchflusszytometrische Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit dem
Programm CellQuest (Firma BD).

PBMC von AML-Patienten wurden mit dem entsprechenden priméren
monoklonalen Antikérper (mAb) gegen die Zielmolekile oder der Isotyp-
Kontrolle (10 pg/pl) inkubiert, gefolgt von Ziege-anti-Maus-Konjugat (1:100) als
sekundares Reagens. Die Leuk@miezellen wurden durch Staining mit anti-
CD33 oder anti-CD34-FITC Konjugaten selektiert. Die Analyse erfolgte dann
durch Multicolor FACS.

Spezifische Fluoreszenz-Indices (SFI) wurden durch Division des medianen
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Fluoreszenzsignals des entsprechenden spezifischen mAb durch das Signal
der korrespondierenden Isotypkontrolle errechnet. Leukadmische Blasten
wurden als positiv eingestuft, wenn die mediane Fluoreszenz mindestens 1,5-

fach hdher lag als bei der entsprechenden Isotypkontrolle (SFI = 1,5).

241 Antikorper

Zur Untersuchung der Zielantigene wurden monoklonale Antikdrper gegen
GITRL, 4-1BBL, CD80/86 und MHC Klasse | verwendet. Die gegen 4-1BBL
gerichteten Antikérper waren von Prof. Dr. H. Salih im Rahmen seines Post-
Doc Aufenthaltes generiert worden und sind hinléanglich beschrieben (Salih HR,
2001). Die anti-GITRL Antikérper, 1gG1 Isotyp-Kontrollen und Antikdrper gegen
CD80/66 wurden von R&D Systems (Wiesbaden, Germany) kommerziell
erworben. Der gegen MHC Klasse | gerichtete Antikdrper Klon W6/32 steht
innerhalb der Universitat Tubingen als Hybridom zur Verfligung und ist
hinlanglich beschrieben (Salih HR, 2003)

2.5 Zytogenetische Untersuchungsmethoden

Bei allen Patienten wurden sofern méglich zytogenetische Untersuchungen
durchgefihrt. Diese wurden im Institut fir Medizinische Genetik der Universitat
Tubingen, im Labor Dr. Enders in Dortmund oder, falls die Patienten in
entsprechende Therapiestudien eingeschleust wurden, in den entsprechenden
Referenzlabors der Studiengruppen durchgefihrt. Die Chromosomen wurden
entsprechend den ISCN (International System for Human Cytogenetic
Nomenclature)-Kriterien interpretiert (Mitelman K, 1995)

Die untersuchten Félle wurden nach der Einteilung der AMLCG in glinstige,
intermediare und unglnstige zytogenetische Prognosegruppen eingeteilt
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Einteilung in zytogenetische Risikogruppen nach AMLCG

Risikogruppe Zytogenetik

glinstig (8;21), 1(15;17), inv(16), t(16;16)

intermediar Normaler Karyotyp, andere Aberrationen

ungtinstig -5, -7, 50-, 7g-, inv(3), 11g23-Aberration, 12p-Aberration, 17p-Aberration,
komplexe Aberrationen

t, Translokation; del, Deletion; inv, Inversion

2.6 Statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung dieser Arbeit wurde mit den Programmen JMP
4.0.4 (SAS Institute Inc.) und Excel (Microsoft) durchgefiihrt. Dabei wurden
Mittelwerte, Standardabweichungen, Mediane und Schwankungsbereiche mit
Excel ermittelt. Gruppenvergleiche sowie die Korrelation der Expression bzw.
Positivitat fir GITRL bzw. 4-1BBL mit jeweiligen klinischen Parametern wurden
mit dem Programm JMP 4.0.4 mittels Chi-Quadrat-Test oder Anova-Test
ermittelt. Ein p-Wert < 0.05 galt als statistisch signifikant. Die Korrelation
zwischen GITRL bzw. 4-1BBL und MHC-I bzw. CD86 wurde ebenfalls mit dem
Programm JMP 4.0.4 durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde vorrangig die Expression von GITRL und 4-1BBL und zur
Korrelation die von CD86 und MHC Klasse | in Blutproben von insgesamt 55
AML-Patienten untersucht. Da nicht immer alle Marker bei allen Patienten
untersucht wurden variieren die Fallzahlen innerhalb der einzelnen Gruppen.
Ebenso liegen nicht far alle Patienten Informationen Gber Art der Therapie,
Therapieansprechen sowie Uberleben vor, da ein Teil der Patienten an andere
Krankenhauser verlegt wurde, ein anderer Teil derzeit noch therapiert wird,
oder die Nachbeobachtungszeit noch zu kurz ist.

Abbildung 1 und Abbildung 2 zeigen exemplarisch die Expression von GITRL
und 4-1BBL flur verschiedene FAB-Typen im Vergleich mit den jeweiligen
Isotypkontrollen.
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Abbildung 1: Expression von GITRL (dunkle Flache) im Vergleich zur Isotypkontrolle
(gestrichelte Kurve) bei verschiedenen FAB-Typen.
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Abbildung 2: Expression von 4-1BBL (dunkle Flache) im Vergleich zur Isotypkontrolle
(gestrichelte Kurve) bei verschiedenen FAB-Typen.

Entsprechend wurde die Assoziation von GITRL und 4-1BBL mit verschiedenen
FAB-Typen, der primaren und sekundaren AML und mit der zytogenetischen
Risikogruppe untersucht. Zusatzlich wurde die prognostische Bedeutung der
Zielmolekiile in Bezug auf das Erreichen einer Remission und des Uberlebens
untersucht sowie die Korrelation mit CD86 und MHC Klasse |. Tabelle 7 zeigt
die Charakteristika des gesamten untersuchten Patientenkollektivs.
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Tabelle 7: Patientenkollektiv

Patienten n=55
Alter [Jahre] (Median/ SB) 63 (18 — 84)
Geschlecht m/w [n (%)] 20 (36,4%)/35 (63,6%)
Blastenanzahl PB [%] (MW + SD) 74 £ 23
Leukozyten [G/I] (MW + SD (SB)) 60,4 £ 76 (1,0 — 322,5)
Hb [g/dI] (MW + SD (SB)) 9,2+1,96 (5,5-15,9)
Thrombozyten [1000/ul] (MW £ SD (SB)) 63,9 £ 61,3 (3 —299)
FAB-Typ n (%)
MO 2(3,6)
M1 8 (14,5)
M2 17 (30,9)
M3 4 (7,3)
M4 10 (18,2)
M5 8 (14,5)
M6 1(1,8)
M7 1(1,8)
AML aus MDS/ nicht klassifizierbar 3 (5,5)
ly AML 1(1,8)
Zytogenetik n (%)
glnstig 6 (13,6%)
intermediar 27 (61,4%)
unglinstig 11 (25,0%)
Therapie n
Induktionstherapie 30
Zytoreduktion 11
keine Therapie 2
keine Angaben 12
Remission/ Persistenz 16 (59%)/11 (41%)
Uberleben/ Tod 19 (58%)/14 (42%)

n, Anzahl; PB, peripheres Blut; MW, Mittelwert; SB, Schwankungsbreite;
SD, Standardabweichung; ly AML, AML mit Koexpression lymphatischer Marker

Von den 55 Patienten mit AML konnten 51 einem FAB-Typ zugeordnet werden,
von den Ubrigen wurden 3 als ,sekundare AML"“ ohne Angabe eines FAB Typs
klassifiziert, eine als AML mit Koexpression lymphatischer Marker (ly AML).

In 51 Féllen lag eine primare AML vor, bei 4 Patienten eine sekundare AML.
Das mediane Alter der Patienten lag bei 63 Jahren (18 — 84) mit einem
Verhéaltnis von Mannern zu Frauen von 1:1,75. Die mittlere Leukozytenzahl
betrug 60.400/ul mit einer Streubreite von 1.000/ul bis 322.500/ul und einem
mittleren Blastenanteil von 74 + 23 %.

Zytogenetische Daten, welche eine Einstufung in die entsprechende
Risikogruppe ermdoglichten, lagen bei 44 der 55 Patienten (80 %) vor. Hierbei
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wiesen 6 Patienten (13,6 %) ein gunstiges Risiko auf, 27 Patienten (61,4 %) ein
intermediares Risiko und 11 Patienten (25,0 %) einen unglnstigen Karyotyp.

Bei 30 Patienten wurde eine Induktionstherapie durchgefihrt, wobei
verschiedene Chemotherapieschemata verwendet wurden. Alle Patienten
erhielten Cytarabin in Kombination mit einem Anthracyclin (ldarubicin,
Epirubicin, Daunorubicin oder Mitoxantrone), ein Teil der Patienten erhielt
zusatzlich Etoposid oder Gemtuzumab-Ozogamicin. Patienten mit AML M3
wurden mit einem ATRA-basierten Therapieprotokoll behandelt. 11 Patienten
wurden aufgrund von Alter und Komorbiditaten lediglich zytoreduktiv behandelt
(Hydroxyurea oder niedrig-dosiertes Cytarabin), zwei Patienten erhielten keine
spezifische Behandlung. Die Ubrigen Patienten starben entweder vor
Therapieeinleitung oder es lagen keine Daten zur weiteren Therapie vor.

Von den 30 Patienten, bei denen eine Induktionstherapie durchgefihrt wurde,
liegen bei 27 Patienten Daten zum Therapieansprechen vor. 16 Patienten (59
%) erreichten eine komplette Remission, 11 Patienten (41 %) zeigten eine
Blastenpersistenz.

Bei 34 der 55 Patienten (62 %) lagen Daten beziiglich des Uberlebens vor. Bei
einem Teil der Ubrigen Patienten liegen keine Daten zum weiteren
Krankheitsverlauf vor, bei einem anderen Teil der Patienten ist die
Nachbeobachtungszeit noch zu kurz, so dass diese nicht in die Auswertung

eingingen.

Eine Ubersicht Giber die Expression von GITRL und 4-1BBL sowie den Anteil
der GITRL- bzw. 4-1BBL-positiven Falle zeigt die Tabelle 8.
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Tabelle 8: Expression von GITRL bzw. 4-1BBL in Bezug auf das gesamte

Patientenkollektiv

Patienten n=55
GITRL (SFI) 3,02 £ 0,40
m+SEM

Anzahl positiver Falle
(SFI=1,5) (n/%)

31 (56,4 %)

4-1BBL (SFI)’
m+SEM

1,556 +0,14

Anzahl positiver Flle'
(SFI = 1,5) (n/%)

16 (30,2 %)

SFI, Spezifischer Fluoreszenzindex; m+SEM, Mittelwert £ Standardfehler

' 53 auswertbare Fille

3.1 Expression von GITRL und 4-1BBL bei verschiedenen FAB-

Typen

Untersucht wurde hier die Expression der Zielmolekile bei 51 Patienten,

welche sicher einem definierten FAB-Typ zugeordnet werden konnten, sowie 4

Patienten, bei welchen entweder nur die Angabe ,sekundare AML" (n=3) ohne

Bestimmung des FAB-Typs oder eine AML mit Koexpression lymphatischer

Marker vorlag, welche innerhalb der FAB-Klassifikation nicht abgebildet wird.

Tabelle 9 zeigt die klinischen Charakteristika der Patienten aufgeschlisselt

nach FAB-Typ.

Tabelle 9: Patientenkollektiv nach FAB-Typen

FAB-Typ MO | M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | n.k.
(n=2) | (n=8) | (n=17) | (n=4) | (n=10) | (n=8) [ (n=1) | (n=1) | (n=4)
Alter (y) Median 66,5 50,5 62 56 61 57,5 67 27 69,5
(Schwankungsbreite) (65-68) | (33-78) | (30-76) | (20-69) | (18-82) | (18-84) (40-78)
PB Blasten (m+s)% 93+1 | 8811 | 72#24 | 74+18 | 68%26 | 77+20 50 76 64+43
Zytogenetik
glnstig (n) 0 0 2 4 0 0 0 0 0
intermediar (n) 0 6 10 0 5 3 0 0 2
unginstig (n) 0 1 1 0 3 3 1 1 1
keine Angaben 2 1 4 0 2 2 0 0 1
Induktionstherapie 0 4 11 4 7 3 1
Remission/ Persistenz 2/2 9/2 2/0 2/4 1/2 0/1
Uberleben/ Tod 0/1 3/2 6/5 3/0 3/1 1/4 1/0 2/1

PB, peripheres Blut; mts, Mittelwert + Standardabweichung; y, Jahre; n.k., nicht klassifiziert
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Die Expression von GITRL und 4-1BBL wurde als spezifischer
Fluoreszenzindex (SFI) fir jeden Patienten bestimmt. Eine Probe wurde wie
beschrieben als positiv flir den jeweiligen Liganden definiert, wenn der SFI fir
mindestens 1,5 betrug.

Tabelle 10 zeigt die Expression von GITRL und 4-1BBL jeweils als absolute
SFI-Werte und als Anzahl der positiven Patienten in Abhangigkeit vom FAB-

Typ.

Tabelle 10: Expression von GITRL und 4-1BBL in Abhangigkeit vom FAB-Typ

FAB-Typ MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 nicht
(n=2) | (n=8) | (n=17) | (n=4) | (n=10) | (n=8) | (n=1) | (n=1) ‘Z'nasf)-

GITRL (SFI) 1,840,8 | 2,240,6 | 1,540,1 | 2,040,3 | 5,7+1,2 | 5,9+1,4 1,2 1,0 1,20,1

m+SEM

Anzahl positiver Félle 1 3 7 3 9 7 0 0 1

(N/%) 50% | 375% | 41% 75 % 90% | 87,5% 25 %

4-1BBL (SFI) 1,54¢0,5 | 1,40,3 | 1,240,04 | 1,3%0,1 | 1,80,3 | 2,70,7 1,4 1,0 |1,0%0,03

m+SEM

Anzahl positiver Falle 1 1 10 1 6 6 0 0 0

(n/%) 50% | 143%' | 59% | 33,3%°| 60% 75 %

SFI, Spezifischer Fluoreszenzindex; m+SEM, Mittelwert £ Standardfehler
1nw7von8Pmbmenmmwaman2nw3von4Pmbmenmmwamar

Es zeigt sich ein statistisch hochsignifikanter Unterschied bezlglich der
Expression von GITRL und 4-1BBL bei Patienten mit den monozytaren
Leukdmien M4 und M5 im Vergleich mit den FAB-Typen M1 und M2. Aufgrund
der niedrigen Fallzahl in den Untergruppen MO und M3 sowie M6 und M7
erreicht der Unterschied zu den monozytaren Leukamien hier keine statistische
Signifikanz. Diese Daten sind in Abbildung 1 und 2 dargestellt. Gezeigt sind die
SFI der einzelnen Patienten fir GITRL bzw. 4-1BBL in Abhangigkeit des FAB-
Typs, sowie der Mittelwert und der Standardfehler fir die einzelnen

Untergruppen.
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Abbildung 1: Expression von GITRL in Abhangigkeit vom FAB-Typ

Dargestellt sind die gemessenen Einzelwerte der spezifischen Fluoreszenzindices fir GITRL in
Abhangigkeit des FAB-Typs sowie die Mittelwerte und Standardfehler. Exemplarisch sind die p-
Werte fir die AML M5 im Vergleich mit M1 und M2 sowie fir die AML M4 im Vergleich zur AML
M2 angegeben.
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Abbildung 2: Expression von 4-1BBL in Abhéngigkeit vom FAB-Typ
Dargestellt sind die gemessenen Einzelwerte der spezifischen Fluoreszenzindices flir 4-1BBL in
Abhangigkeit des FAB-Typs sowie die Mittelwerte und Standardfehler. Exemplarisch sind die p-
Werte fir die AML M4 und M5 im Vergleich mit der AML M2 angegeben.
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In Abbildung 3 und 4 wurden, in Anlehnung an die physiologischerweise in
entsprechenden gesunden Zellen vorliegenden Expressionsmuster der
Zielmolekulle, die Patienten mit den monozytaren Leukdmien auf der einen
Seite und den nicht-monozytaren Leukdmien auf der anderen Seite jeweils als
Gruppe zusammengefasst und die Expression von GITRL und 4-1BBL fir die

beiden Gruppen verglichen.
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Abbildung 3: Expression von GITRL bei monozytédren und nicht-monozytaren Leukadmien
Die SFI fur GITRL wurden jeweils fiir die monozytaren Leukdmien AML FAB M4 und M5 und die
nicht-monozytaren Leukdmien FAB MO — M3, M6 und M7 zusammengefasst. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardfehler fir die beiden Gruppen.

5 p=0,0008

4-1BBL (SFI)
S
|

MO0-M3, M6, M7 M4, M5

Abbildung 4: Expression von 4-1BBL bei monozytéren und nicht-monozytaren

Leukdmien

Die SFI fir 4-1BBL wurden jeweils fir die monozytaren Leukdmien AML FAB M4 und M5 und
die nicht-monozytaren Leukdmien FAB M0 — M3, M6 und M7 zusammengefasst. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardfehler fur die beiden Gruppen.
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Es zeigt sich ein statistisch hochsignifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen mit einer durchschnittlichen Expression von GITRL von 5,8 in der
Gruppe der monozytaren Leukamien gegenlber 1,7 bei den nicht-monozytaren
Leuk@mien und von 4-1BBL von 2,2 in der Gruppe der monozytéren Leukédmien
gegenlber 1,2 bei den nicht-monozytéaren Leukamien (p < 0,0001 bzw. p =
0,0008).

In den Abbildung 5 und 6 wurden die Patienten anhand des SFl in GITRL- bzw.
4-1BBL-positive und negative Falle unterteilt. Patienten wurden wie
beschrieben als positiv eingestuft, wenn der SFI fir den entsprechenden
Liganden 1,5 oder mehr betrug. Verglichen wurde dann die Anzahl der
positiven Patienten mit dem FAB-Typ, wobei die Leukamien in monozytare (M4,
M5) und nicht-monozytare (MO, M1, M2, M3, M6, M7) Leukdmien unterteilt
wurden. Wahrend in der Gruppe der monozytaren Leukamien fast 90 % GITRL
bzw. 67 % 4-1BBL exprimierten, zeigten die nicht-monozytdren Leukamien
lediglich in 40 % (GITRL) bzw. 11 % (4-1BBL) eine Expression des jeweiligen
Liganden. Dieser Unterschied war jeweils hochsignifikant (p = 0,0003 fir GITRL
bzw. 0,0002 fiir 4-1BBL).
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MO-3, M6, M7 M4, M5

Abbildung 5: GITRL-Positivitit bei monozytaren im Vergleich mit nicht-monozytéren
Leukédmien

Die Proben wurden nach SFI in negative und positive Falle unterteilt. Ein SFI =2 1,5 wurde als
positiv definiert. Dargestellt ist der Anteil GITRL-positiver Falle in Abh&ngigkeit des Vorliegens
einer monozytaren oder nicht-monozytaren AML.
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Abbildung 6: 4-1BBL-Positivitdt bei monozytaren im Vergleich mit nicht-monozytéaren
Leukdmien

Die Proben wurden nach SFI in negative und positive Félle unterteilt. Ein SFI = 1,5 wurde als
positiv definiert. Dargestellt sind die 4-1BBL-positiven Falle in Abh&ngigkeit des Vorliegens einer
monozytaren oder nicht-monozytaren AML.

3.2 Expression von GITRL und 4-1BBL bei primarer und
sekundarer AML

Untersucht wurde nun die Expression von GITRL und 4-1BBL im Hinblick auf
Patienten mit primarer und sekundarer AML. Von den 55 analysierten Patienten
wiesen 51 eine pAML auf, vier Patienten eine sAML. Die Patienten mit sAML
zeigten hier eine deutlich geringere Expression von GITRL und 4-1BBL.
Aufgrund der geringen Fallzahl in der Gruppe mit sSAML erreichte das Ergebnis
jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,19 fir GITRL und p=0,36 fir 4-
1BBL). Auch bei Analyse der positiven Patienten (SFI = 1,5) zeigte sich fur 4-
1BBL kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,08; Daten nicht gezeigt),
allerdings zeigten sich signifikant mehr GITRL-positive Félle in der Gruppe mit
pAML, wie Abb. 9 verdeutlicht (p=0,008).

Tabelle 10 zeigt die Charakteristika der Patienten in Abhangigkeit des
Vorhandenseins einer primaren oder sekundaren AML.
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Tabelle 10: Patientenkollektiv nach p-/sAML

Typ AML pAML sAML
Anzahl n=51 n=4
Alter [y] Median 59 70,5
(Schwankungsbreite) (18-84) (65-78)
PB Blasten [%] (mzs) 76 £ 21 54 + 39
Induktionstherapie 30 n.a.
Remission/ Persistenz 16/11 n.a.
Uberleben/ Tod 18/13 n.a.
GITRL 3,17 £0,43 1,13+ 0,05
[SFI] (m+SEM)

Anzahl positiver Félle 31 0
(SFI'=1,5) (n/%) 60,8 % 0%
4-1BBL 1,58 £ 0,15 1,10 £0,10
[SFI] (m+SEM)

Anzahl positiver Félle 16 0
(SFI'=1,5) (n/%) 32,7 % 0%

m+SEM, Mittelwert £ Standardfehler; mts, Mittelwert £ Standardabweichung;
pAML primare AML, sAML sekundare AML, PB peripheres Blut, SFI Spezifischer
Fluoreszenzindex, y Jahre, n.a. nicht angegeben

In der Gruppe der Patienten mit sAML liegen fir keinen Patienten Daten
beziiglich einer Induktionstherapie oder des Uberlebens vor. Beziiglich des
Alters zeigte sich ein Trend zu héherem Alter in der Gruppe der Patienten mit
sAML, ohne allerdings statistische Signifikanz zu erreichen (p=0,07). Bezuglich
der Blastenzahl im peripheren Blut zeigte sich ein Trend zu einer niedrigeren
Blastenzahl in der Gruppe der sAML-Patienten (p=0,06).

Die Abbildungen 7 und 8 veranschaulichen die Verteilung der GITRL- bzw. 4-
1BBL-Expression in Abhangigkeit vom Vorliegen einer primaren oder
sekundaren AML. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte der Patienten,
sowie Mittelwert und SEM der jeweiligen Gruppe. In beiden Gruppen zeigte sich
kein signifikanter Unterschied bezlglich der Expression von GITRL (p=0,19)
bzw. 4-1BBL (p=0,36).

Betrachtet man allerdings die Anzahl der positiven Falle fir den jeweiligen
Liganden, so zeigen sich signifikant mehr GITRL-positive Félle in der Gruppe
der pAML als in der Gruppe der sAML (Abbildung). Flr 4-1BBL lasst sich auch
bei Analyse der positiven Falle kein signifikanter Unterschied nachweisen
(Daten nicht gezeigt).
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GITRL (SFI)

pAML SAML

Abbildung 7: Expression von GITRL bei primérer und sekundarer AML
Die Proben wurden unterteilt in primére und sekundéare AMLs. Die SFI-Werte fir die jeweiligen
Proben sowie Mittelwert und Standardfehler sind dargestellit.
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Abbildung 8: Expression von 4-1BBL bei primérer und sekundarer AML
Die Proben wurden unterteilt in primére und sekundéare AMLs. Die SFI-Werte fir die jeweiligen
Proben sowie Mittelwert und Standardfehler sind dargestellit.
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Abbildung 9: Anzahl GITRL-positiver Félle bei primarer und sekundarer AML
Die Proben wurden unterteilt in primare und sekundédre AMLs. Dargestellt ist die Anzahl der
GITRL-positiven Falle bei primarer und sekundarer AML.

3.3 Expression von GITRL und 4-1BBL bei verschiedenen
zytogenetischen Risikogruppen

Die Expression von GITRL und 4-1BBL wurde gemaB der vorliegenden
Patientenpopulation bei 6 Patienten mit prognostisch glnstigem, 27 Patienten
mit intermedidrem und 11 Patienten mit prognostisch unglinstigem Karyotyp
untersucht. Der Altersmedian lag mit 51 Jahren in der intermediaren
Prognosegruppe etwas unterhalb von dem der gunstigen und unginstigen
Prognosegruppe (Altersmedian: 55,5 bzw. 63 Jahre), ohne allerdings
statistische Signifikanz zu erreichen. Die prognostisch gunstige Gruppe setzte
sich zu 33 % aus M2- und zu 67 % aus M3-Patienten zusammen. Der Anteil
von monozytaren Leukdmien lag in der schlechten Prognosegruppe bei Uber
50%. Die intermediare Risikogruppe war heterogen zusammengesetzt, am
meisten waren Patienten mit dem FAB-Typ M1, M2 und M4 vertreten.

Tabelle 11 zeigt eine Ubersicht (ber die Patientencharakteristika nach

zytogenetischer Risikogruppe, sowie die Expression von GITRL und 4-1BBL
und die Anzahl positiver Falle in den jeweiligen Risikogruppen.
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Tabelle 11

Patientenkollektiv nach Risikogruppen

Risikogruppe glnstig intermediar unglnstig
Patientenzahl n=6 n=27 n=11
Alter (y) Median 55,5 51 63
(Schwankungsbreite) (20-69) (18-82) (18-69)
PB Blasten (m£s)% 75+15 78 £20 53 £ 30
Induktionstherapie 5 20 7
Remission/ Persistenz 3/0 9/9 3/3
Uberleben/ Tod 3/0 14/6 1/3
FAB-Typ n n n

MO 0 0 0

M1 0 6 1

M2 2 10 1

M3 4 0 0

M4 0 6 3

M5 0 3 3

M6 0 0 1

M7 0 0 1
sonstige/ unklass. 0 2 1
GITRL 1,85 10,27 2,70 £0,49 4,84 +£1,25
SFI (m+SEM)

Anzahl positiver Félle 4 15 8
(n/%) 66,7 % 55,6 % 72,7 %
4-1BBL 1,24 £0,10 1,39£0,13 2,03 £0,47
SFI (m+SEM)

Anzahl positiver Félle 1 6 6
(n/%) 20 %' 23,1 % 54,5 %

mzSEM, Mittelwert + Standardfehler; mts, Mittelwert £ Standardabweichung;
PB, peripheres Blut; SFI, Spezifischer Fluoreszenzindex; y, Jahre; ' nur 5 Patienten auswertbar

Wahrend die Patienten mit glinstiger Zytogenetik einen mittleren SFI von 1,85
fir GITRL bzw. 1,24 fir 4-1BBL aufweisen, zeigen besonders die Patienten mit
ungtinstigem Karyotyp deutlich héhere Werte mit einem mittleren SFI von 4,84
(GITRL) bzw. 2,03 (4-1BBL).

Die Abbildung 10 und 11 zeigen grafisch die Expression von GITRL und 4-
1BBL in Abhangigkeit der zytogenetischen Risikogruppe. Es zeigt sich in dieser
Auswertung insbesondere bezlglich GITRL ein Trend zur vermehrten
Expression der Liganden bei Patienten mit unginstigem Karyotyp im Vergleich
mit den Patienten mit intermediarem oder ginstigem Karyotyp, ohne allerdings
statistische Signifikanz zu erreichen.
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Abbildung 10: Expression von GITRL in Abhéngigkeit der zytogenetischen Risikogruppe
Die Proben wurden unterteilt nach der zytogenetischen Risikogruppe (vgl. Tabelle 5). Die SFI-
Werte fiir die jeweiligen Proben sowie Mittelwert und Standardfehler sind dargestellt.

p=0,29
p=0,08
7 1
6] -
= 54
&
= 4 -
i
~ 34 i
< -
2- : ]
1- £ F :
0 I T 1
glinstig intermediar unglinstig
Zytogenetik

Abbildung 11: Expression von 4-1BBL in Abhéngigkeit der zytogenetischen Risikogruppe
Die Proben wurden unterteilt nach der zytogenetischen Risikogruppe (vgl. Tabelle 5). Die SFI-
Werte fiir die jeweiligen Proben sowie Mittelwert und Standardfehler sind dargestellt.

In Abbildung 12 und 13 wurden die Patienten mit glinstigem und intermediarem
Karyotyp in einer Gruppe zusammengefasst. Es zeigt sich eine signifikant
héhere Expression von GITRL in der unglnstigen Prognosegruppe, wahrend
sich bei 4-1BBL weiterhin nur ein grenzwertig signifikanter Trend (p=0,052)

zeigt.
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Abbildung 12: Expression von GITRL in Abhéngigkeit der zytogenetischen Risikogruppe
Die Proben wurden unterteilt nach der zytogenetischen Risikogruppe (vgl. Tabelle 5), wobei die
gilinstige und die intermedidre Prognosegruppe zusammengefasst wurden. Die SFI-Werte flr
die jeweiligen Proben sowie Mittelwert und Standardfehler sind dargestellt.
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Abbildung 13: Expression von 4-1BBL in Abhéngigkeit der zytogenetischen Risikogruppe
Die Proben wurden unterteilt nach der zytogenetischen Risikogruppe (vgl. Tabelle 5), wobei die

gilnstige und die intermedidre Prognosegruppe zusammengefasst wurden. Die SFI-Werte flr
die jeweiligen Proben sowie Mittelwert und Standardfehler sind dargestellt.

Wird anstelle des SFI die Anzahl der positiven Proben mit einem SFI = 1,5
aufgetragen, so zeigt sich, wie in Abbildung 14 und 15 dargestellt, kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 14: GITRL-Positivitat bei ungiinstiger Zytogenetik im Vergleich mit glinstiger
und intermediarer Zytogenetik

Gezeigt ist der Anteil von GITRL-positiven Fallen (SFI = 1,5) in Abhé&ngigkeit der
zytogenetischen Risikogruppe.
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Abbildung 15: 4-1BBL-Positivitat bei ungiinstiger Zytogenetik im Vergleich mit glinstiger
und intermediarer Zytogenetik

Gezeigt ist der Anteil von 4-1BBL-positiven Fallen (SFI = 1,5) in Abhangigkeit der
zytogenetischen Risikogruppe.
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3.4 Expression von GITRL und 4-1BBL und Therapiean-
sprechen der Patienten

Wir untersuchten daraufhin, ob sich beziglich der Expression von GITRL und
4-1BBL ein signifikanter Unterschied des Ansprechens der Patienten auf die
Induktionstherapie nachweisen lieB. Von den insgesamt 30 Patienten, welche
eine Induktionstherapie erhielten, lagen flr 27 Patienten Daten bzgl. des
Therapieansprechens vor. 16 der 27 Patienten (59,3 %) erreichten eine
komplette Remission (CR) nach der ersten Chemotherapie, 11 Patienten (40,7
%) erreichten keine CR. Das mediane Alter bei den Patienten, welche keine CR
erreichten, lag mit 41 Jahren gegendber 50,5 Jahren niedriger als bei den
Patienten, welche eine Remission erreichten (p=0,14). Die Patienten mit
Blastenpersistenz wiesen initial eine etwas héhere Blastenzahl im peripheren
Blut auf (p=0,17). Erwartungsgeman verstarben mehr Patienten in der Gruppe
mit Blastenpersistenz (55 %) als in der Gruppe, welche eine CR erreichten
(16,7 %).

Bei den FAB-Typen zeigte sich bei den Patienten, welche eine CR erreichten,
anteilsmaBig mehr Patienten mit AML M2 (9/16; 56,3 %), als in der
Gesamtgruppe (30,9 %), wahrend sich in der Gruppe mit Blastenpersistenz
etwas mehr Patienten mit AML M4 zeigten. Dieser Unterschied war allerdings
nicht statistisch signifikant.

Die Expression von GITRL und 4-1BBL war in beiden Patientengruppen
identisch. Auch bei der Anzahl GITRL- bzw. 4-1BBL-positiver Falle zeigte sich
kein Unterschied zwischen der Gruppe, welche eine CR erreichte, und der
Gruppe mit Blastenpersistenz.

Tabelle 12 zeigt das bezlglich des Therapieansprechens auswertbare
Patientenkollektiv.
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Tabelle 12 Patientenkollektiv nach Therapieansprechen

Therapieansprechen

Komplette Remission

Blastenpersistenz

n=16 n=11
Alter (y) Median 50,5 41
(Schwankungsbreite) (20-72) (18-67)
PB Blasten (m£s)% 68 + 29 81 +17
Zytogenetik
glnstig 3 0
intermediar 10 8
unglinstig 3 3
FAB-Typ
MO 0 0
M1 2 2
M2 9 2
M3 2 0
M4 2 4
M5 1 2
M6 0 0
M7 0 0
sonstige 0 1
Uberleben/ Tod 10/2 5/4
GITRL (SFI) 2,88 £ 0,77 3,23 £0,87
m+SEM
Anzahl positiver Félle 9 7
(n/%) 56,3 % 63,6 %
4-1BBL (SFI) 1,27 £ 0,09 1,32+£0,12
m+SEM
Anzahl positiver Félle 4 3
(n/%) 28,6 % 27,3 %

m+SEM, Mittelwert + Standardfehler; mts, Mittelwert £ Standardabweichung;

PB, peripheres Blut; SFI, Spezifischer Fluoreszenzindex; y, Jahre

Die Abbildung 16 und 17 zeigen die Expression von GITRL bzw. 4-1 BBL in
Abhangigkeit des Therapieansprechens. Es zeigt sich sowohl fir GITRL als
auch far 4-1BBL fir beide Gruppen eine nahezu identische Expression der
jeweiligen Liganden (p=0,77 bzw. p=0,75). Auch bei Unterteilung in positive und

negative Falle kann kein signifikanter

Unterschied

in Bezug auf das

Therapieansprechen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Expression von GITRL und Therapieansprechen

Dargestellt sind die SFI-Werte der GITRL-Expression sowie Mittelwert und Standardfehler der
Expression fir Patienten, welche nach Induktionstherapie eine komplette Remission erreichten
(CR) oder kein ausreichendes Therapieansprechen (Persistenz) zeigten.
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Abbildung 17: Expression von 4-1BBL und Therapieansprechen

Dargestellt sind die SFI-Werte der 4-1BBL-Expression sowie Mittelwert und Standardfehler der
Expression fur Patienten, welche nach Induktionstherapie eine komplette Remission erreichten
(CR) oder kein ausreichendes Therapieansprechen (Persistenz) zeigten.

Wir untersuchten weiterhin, ob sich bezlglich der Expression von MHC Klasse |
und CD86 in unserer Studienpopulation eine signifikante Korrelation mit dem
Therapieansprechen nachweisen lieB. Auch hier konnte jedoch keine
eindeutige Korrelation nachgewiesen werden, wenngleich sich ein Trend zu
vermehrter Expression von MHC Klasse | (p=0,14) und CD86 (p=0,195) in der
Gruppe mit Blastenpersistenz nachweisen lie3 (Daten nicht gezeigt).
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3.5 Expression von GITRL und 4-1BBL und Uberleben

Weiterhin untersuchten wir die Patientenpopulation auf Faktoren, welche sich
auf das Uberleben auswirkten. Es lagen diesbeziiglich Daten von 34 Patienten
vor. Von diesen Patienten verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraumes
15 Patienten (44 %), 19 Patienten (56 %) Uberlebten.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
bezlglich des Alters. Das Alter der Patienten, welche Gberlebten, lag im Median
bei 47 Jahren, wahrend das mediane Alter in der Patientengruppe, welche
verstarben bei 64 Jahren lag (p=0,03).

Daten zur Zytogenetik lagen fir alle 19 Uberlebenden Patienten vor, bei den
Patienten, welche verstarben nur in 9 der 15 Falle. Passend zum
Gesamtkollektiv wies die Uberwiegende Zahl der Patienten einen intermediaren
Karyotyp auf.

Es konnten 31 der 34 Patienten einem definierten FAB-Typ zugeordnet
werden. In der Gruppe der Patienten, welche Uberlebten, zeigte sich eine
gleichmaBige Verteilung der FAB-Typen, in der anderen Gruppe lag bei 5
Patienten (33 %) eine AML FAB M5 vor. Der Unterschied war jedoch nicht
statistisch signifikant.

Die Patientencharakteristika nach Uberleben aufgeteilt sind in Tabelle 13
detailliert dargestellt.
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Tabelle 13  Patientenkollektiv nach Uberleben

Uberleben Ja Nein

n=19 n=15
Alter (y) Median 47 64 p =0,03
(Schwankungsbreite) (18 —78) (18 —74)
PB Blasten (m£s)% 79 £ 22 75+ 21 n.s.
Zytogenetik
glnstig 3 0
intermediar 14 6
unglinstig 2 3 n.s.
FAB-Typ
MO 0 1
M1 3 2
M2 6 5
M3 3 0
M4 3 1
M5 1 5 n.s.
M6 0 0
M7 1 0
sonstige 2 1
GITRL (SFI) 3,17 £ 0,71 2,61 £0,73 n.s.
m+SEM
Anzahl positiver Félle 12 7 n.s.
(SFI =1,5) (n/%) 63,2 % 46,7 %
4-1BBL (SFI) 1,41 £0,18 1,66 + 0,34 n.s.
m+SEM
Anzahl positiver Félle 4 5 n.s.
(SFI =1,5) (n/%) 23,5 % 33,3 %

mzSEM, Mittelwert £ Standardfehler; mts, Mittelwert + Standardabweichung; n.s., nicht
signifikant; PB, peripheres Blut; SFl, Spezifischer Fluoreszenzindex; y, Jahre.

Bezliglich der Expression von GITRL und 4-1BBL zeigte sich zwischen den
beiden Gruppen mit einem mittleren SFI von 3,17 gegenlber 2,61 bei GITRL
und 1,41 gegenlber 1,66 bei 4-1BBL kein signifikanter Unterschied. Auch bei
der Anzahl der GITRL- bzw. 4-1BBL-postiven Falle konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Die Abbildung 18 und 19 zeigen die Expression von GITRL bzw. 4-
1BBL in Abhéngigkeit des Uberlebens.
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Abbildung 18: GITRL-Expression in Abhingigkeit des Uberlebens
Dargestellt sind die SFI-Werte der GITRL-Expression sowie Mittelwert und Standardfehler fir
Patienten in Abhangigkeit des Uberlebens.
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Abbildung 19: 4-1BBL-Expression in Abhiangigkeit des Uberlebens
Dargestellt sind die SFI-Werte der 4-1BBL-Expression sowie Mittelwert und Standardfehler fir
Patienten in Abhangigkeit des Uberlebens.

Als weiteren Punkt untersuchten wir, ob eine vermehrte Expression des Major-
Histocompatibility-Complex Class | (MHC Klasse |) prognostische Bedeutung in
Bezug auf das Uberleben zeigt. Auch hier lieB sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachweisen, wie Abbildung 19

verdeutlicht.
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Abbildung 20: Expression von MHC Klasse | in Abhingigkeit des Uberlebens
Dargestellt sind die SFI-Werte der MHC-I-Expression sowie Mittelwert und Standardfehler fir
Patienten in Abhangigkeit des Uberlebens.

3.6 Korrelation der Expression von GITRL und 4-1BBL mit der

Expression von MHC Klasse | und CD 86

Sowohl MHC Klasse | als auch CD86 spielen eine wichtige Rolle in der
Immunregulation und in der Interaktion von Tumorzellen und dem
Immunsystem.

Wir untersuchten daher, ob zwischen der Expression von GITRL bzw. 4-1BBL
und der Expression mit MHC Klasse | oder CD 86 ein Zusammenhang besteht.
Hierbei wurde zunachst die Expression von GITRL und 4-1BBL mit der
Expression von MHC Klasse | und CD86 verglichen.

Die folgenden Abbildungen 21 bis 24 verdeutlichen, dass keine Korrelation

zwischen der Expression von GITRL und 4-1BBL und der Expression von MHC
Klasse | und CD86 besteht.
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Abbildung 21: Korrelation von GITRL und CD86
Dargestellt sind die SFI-Werte fiir CD86 in Abhangigkeit der SFI-Werte fir GITRL, sowie der

Korrelationskoeffizient r.
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Abbildung 22: Korrelation von 4-1BBL und CD86
Dargestellt sind die SFI-Werte fiir CD86 in Abhangigkeit der SFI-Werte fir 4-1BBL, sowie der
Korrelationskoeffizient r.
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Abbildung 23: Korrelation der Expression von GITRL und MHC Klasse |
Dargestellt sind die SFI-Werte fir MHC Klasse | in Abh&ngigkeit der SFI-Werte fir GITRL,
sowie der Korrelationskoeffizient r.

80 r=0,0614
70
—~60— .
[T
L50-
Q) -
& 40— -
a8
X
%:’30_ .
=20 r_. -
104 I':'-; -
-
0 I [ [ I I [ |
0 1 2 3 4 5 6 7
4-1BBL (SFI)

Abbildung 24: Korrelation der Expression von 4-1BBL und MHC Klasse |
Dargestellt sind die SFI-Werte fir MHC Klasse | in Abh&ngigkeit der SFI-Werte fir 4-1BBL,
sowie der Korrelationskoeffizient r.

Weiterhin wurde untersucht, ob GITRL- bzw. 4-1BBL-positive Falle eine
erhéhte Expression von MHC Klasse | oder CD86 im Vergleich mit GITRL- oder
4-1BBL-negativen Fallen aufweisen. Tabelle 14 zeigt die entsprechenden
Mittelwerte der SFI von MHC Klasse | bzw. CD86 in Abhéangigkeit der
Expression von GITRL und 4-1BBL. Es zeigte sich fur MHC Klasse | kein
signifikanter Unterschied in der Héhe der Expression. Es zeigt sich allerdings,
dass Patienten mit Expression von 4-1BBL eine signifikant h6here Expression
von CD86 aufweisen als Patienten, welche kein 4-1BBL exprimieren. Ein
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ahnlicher Trend zeigt sich auch fir die Expression von CD86 in Abhangigkeit
der Expression von GITRL, hier wird jedoch keine statistische Signifikanz

erreicht.

Tabelle 14 Expression von MHC Klasse | und CD 86

GITRL- GITRL- 4-1BBL- 4-1BBL-
positive negative positive negative
Falle [mzs] | Falle [mzs] Falle [mzs] | Falle [mzs]
MHC Klasse | [SFI] | 15,9+14,0 | 13,0 £13,7 n.s. 18,1 +17,6 | 13,4+11,9 n.s.
CD 86 [SFI] 7,8+8,5 39+7,0 p = 0,09 11,9+9,7 3,8+6,0 p = 0,0007

mzs, Mittelwert + Standardabweichung; SFI, Spezifischer Fluoreszenzindex
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4 Diskussion

Die Idee von einer Immunreaktion gegen Tumoren wurde schon von Paul
Ehrlich Ende des neunzehnten Jahrhunderts formuliert. Er postulierte, dass im
Menschen mit hoher Frequenz aberrante ,Keime“ entstehen, welche vom
Immunsystem in Schach gehalten wirden (Ehrlich P, 1909). In der Folge wurde
von verschiedenen Untersuchern gezeigt, dass Tumoren sich nach
Transplantation in allogene Tiere zurlckbildeten, was als Hinweis fir die
Existenz einer Immunreaktion gegen Tumoren gewertet wurde. Diese friihen
Arbeiten fielen jedoch in Misskredit als sich zeigte, dass diese Tumorregression
lediglich eine Folge der genetischen Verschiedenheit von Spender und
Empfanger war. Erst Jahre spater, als genetisch homogene Versuchstiere zur
Verfuigung standen wurde es mdglich, Immunreaktionen in Tieren mit Tumoren
umfassend zu untersuchen, und Ehrlichs Idee wurde von Burnett und Thomas
zum Konzept der ,Immune Surveillance® weiterentwickelt. Darin wurde
postuliert, dass das Immunsystem den Koérper Kkontinuierlich auf die
Anwesenheit abnormaler Zellen hin kontrolliert und diese eliminiert. Dartber
hinaus wurde auch postuliert, dass eine wichtige Funktion des Immunsystems
darin besteht, Tumorwachstum zu verzdgern oder Regression etablierter
Tumoren zu verursachen. Dem zellularen Arm des Immunsystems ist die
Anwesenheit von Tumorzellen offensichtlich ,bewusst, was unter anderem
durch die Tatsache belegt wird, wie leicht tumorinfiltrierende Lymphozyten mit
Spezifitdt fir Tumor-assoziierte Antigene aus einer Tumorprobe generiert
werden kénnen (Kawakami Y, 1992; Toplian SL, 1989). Insgesamt scheint also
eine relativ ,friedliche® Koexistenz zwischen Tumor und einem untatigen
Immunsystem vorzuliegen. Damit stellt sich die Frage, ob Tumorzellen aktive
Strategien entwickeln, um einem Angriff des Immunsystems zu entgehen oder
ob sie von diesem schlicht ignoriert werden. Mittlerweile werden eine Reihe von
Faktoren diskutiert, welche die Interaktion von Tumor und Immunsystem
beeinflussen und durch welche sich Tumorzellen mehr oder weniger ,aktiv*
einer Kontrolle des Immunsystems entziehen (,Immune Escape®). Diese sind in

Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15: Faktoren mit Einfluss auf die Interaktion von Tumor und
Immunsystem

| Allgemeine Faktoren:

Immunsuppression durch

1. Kachexie
2. Veranderte T Zellrezeptor Signaltransduktion
3. Zirkulierende immunsuppressive Zytokine

Systemische Toleranz durch

4. Klonale Erschépfung
5. Replikative Alterung
6. Loésliches MHC
7. Epitop Mimikry

| Spezifische Faktoren

Inaddgquate Immunogenitét des Tumors durch

1. Mangelndes ,Danger” Signal
2. Unzureichende Antigenexpression
3. Mangelnde Expression kostimulatorischer Molekule

Jmmune Escape” Mechanismen

4. Abnormale Antigenprozessierung
Verlust oder Reduktion tumorassoziierter Antigene und/oder MHC

Lokales Epitop Mimikry

©® N o o

Freisetzung immunregulatorischer Oberflachenmolekiile

Lokale Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen und léslichem MHC

Veranderung der Tumor-Immunzell-Interaktion durch Expression

Aus den in der Tabelle aufgefihrten Ergebnissen wird klar, dass die Interaktion

von Tumorzellen mit Immuneffektorzellen durch eine Vielzahl verschiedener

Faktoren beeinflusst wird. Die hier vorliegende Arbeit beschaftigt sich dabei mit

Punkt Il 8, der Bedeutung der Expression immunregulatorischer Oberflachen-

molekile, und im speziellen Falle hier durch AML Zellen. Es versteht sich von

selbst, dass neben den untersuchten und in dieser Arbeit beschriebenen
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Molekilsystemen eine ganze Reihe weiterer immunregulatorischer Molekile
von Tumorzellen/AML Zellen exprimiert und ggf. auch freigesetzt werden, was
die Interaktion von AML und Immunsystem und letztlich damit auch den
klinischen Verlauf der Erkrankung beeinflusst. Ein entsprechender Effekt
konnte bereits fir zahlreiche Molekiile gezeigt werden. So berichteten Graf et al
(Graf M, 2006), dass die Expression von CD11b (MAC-1) bei der AML mit einer
unginstigen Prognose assoziiert ist. Ebenso ist auch eine hohe Expression von
Urokinase Plasminogen Aktivator Rezeptor (UPA-R), einem Membranprotein,
welches eine Rolle bei der Extravasation und Gewebsinvasion spielt, mit einer
ungtinstigen Prognose assoziiert (Graf M, 2005b). Fir L-Selectin (CD62L)
konnte bei der AML eine klare Assoziation mit einem unglnstigen
zytogenetischen Risiko nachgewiesen werden (Graf M, 2003). Auch fir
Zytokinrezeptoren wie hG-CSF-R (CD114), hGM-CSF-R (CD116), hSCF-R
(CD117) und hIL-3-R (CD123) wurde ein entsprechender Zusammenhang mit
klinischen Variablen gezeigt (Graf M, 2004). Okabe-Kado et al und Wakimoto
et al berichteten &hnliche Ergebnisse fur differenzierungsinhibierende Faktoren
wie nm23-H1 und nm23-H2 (Okabe-Kado J, 1998; Wakimoto N, 1998).
Brouwer et al untersuchten an einem gréBeren Kollektiv von AML-Patienten die
Expression von kostimulatorischen Molekilen wie CD80, CD86 und CD40
sowie von Adhé&sionsmolekilen wie unter anderen CD11a-c, CD58 und CD62L
und deren Bedeutung fir die Prognose und fanden ebenfalls signifikante
Unterschiede bezliglich der Prognose, insbesondere fir CD40 und CD11a
(Brouwer RE, 2001). Whiteway et al zeigten, dass etwa 50 % aller AML eine
Expression von CD86 auf den leukdmischen Blasten aufweisen, sowie dass
Patienten, welche weder CD80 noch CD86 auf den leukdmischen Blasten
exprimierten, eine signifikant kirzere Remissionsdauer aufwiesen, als die
Patienten, welche mindestens eines der Kkostimulatorischen Molekile
exprimierten (Whiteway A, 2003).

Von der AG Salih konnte wie in der Einleitung beschrieben gezeigt werden,
dass die Expression of 4-1BBL und GITRL nach Bindung an deren respektive
Liganden auf NK Zellen zu einer Reduktion der NK Zell-Vermittelten
Immunreaktion gegen AML Zellen fihrt. In dieser Arbeit wurde nun untersucht
ob die Expression der beiden Zielmolekile mit speziellen Subgruppen und
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bekannten Prognosefaktoren der AML, aber auch mit klinischen Parametern
wie z.B. dem Uberleben der Patienten korreliert. Dafiir wurden Proben von
insgesamt 55 Patienten mit AML untersucht. Jedoch standen nicht alle
analysierten Parameter bei jedem Patienten zur Verflgung, was insbesondere
fur klinische Variablen gilt.

4.1 Expression der Zielmolekile innerhalb verschiedener FAB-
Typen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im untersuchten Patientenkollektiv
sowohl die Expression von GITRL als auch von 4-1BBL mit einer
myelomonozytaren Differenzierung korreliert. Es findet sich sowohl eine
verstarkte Expression der Liganden als auch eine signifikant hdhere Anzahl an
GITRL- bzw. 4-1BBL-positiven Féllen in der Gruppe der myelomonozytéaren
Leukdmien FAB M4 und M5 im Vergleich mit den anderen FAB-Typen.
Ahnliche Ergebnisse zeigen auch andere Arbeiten, welche die Expression
anderer immunregulatorischer Molekile auf AML-Blasten untersuchten. So
konnten Brouwer et al zeigen, dass unter anderem CD11a und CD86 verstarkt
bei den FAB-Typen M4 und M5 exprimiert werden. Auch Whiteway et al zeigten
eine verstarkte Expression von CD86 bei monozytaren Leukdmien. Im
Gegensatz hierzu fanden Graf et al keine verstarkte CD86-Expression bei
monozytaren Leukamien. Die Ursache fur diese teils widersprichlichen
Ergebnisse bzgl. der Expression von CD86 bleibt unklar, mag aber durch
unterschiedliche Arbeits- und Untersuchungstechniken bzw. unterschiedliche
verwendete Reagenzien bedingt sein.

Unsere Beobachtung erscheint im Hinblick auf das bekannte
Expressionsmuster der beiden Zielmolekile bei gesunden hamatopoetischen
Zellen plausibel. Sowohl GITRL als auch 4-1BBL werden von APC exprimiert,
wozu die Monozyten gehdren, und eine wichtige physiologische Rolle der
beiden Molekdle fir die Modulation von Effektorfunktion von APC wurde bereits
beschrieben (Watts TH, 2005). Im Licht der Ergebnisse von Hentschel et al,
welche keine erhdéhten Serumspiegel von s4-1BBL bei Patienten mit
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monozytaren Leukdmien im Vergleich mit den anderen FAB-Typen fanden
weisen unsere Ergebnisse daraufhin, dass Expression und Freisetzung
zumindest von 4-1BBL nicht notwendigerweise korrelieren missen. Zudem
legen unsere Ergebnisse nahe, dass das von Hentschel et al nachgewiesene
l6sliche 4-1BBL nicht zwingend wie postuliert durch Shedding von der
Zelloberflache der malignen Zellen, sondern evil. durch andere Mechanismen
wie z.B. alternatives Splicing freigesetzt worden sein kénnte.

4.2 Expression der Zielmolekile bei primarer versus
sekundarer AML

Aufgrund der potentiellen pathogenetischen Unterschiede bei der Entstehung
von primdren und sekundaren Leukamien/AML war es von Interesse, eine
Unterscheidung der erarbeiteten Ergebnisse bzgl. dieses Parameters
vorzunehmen. Dies gilt umsomehr, da Hentschel et al bzgl. der Expression von
l6slichem 4-1BBL einen Trend zu erhéhten Spiegeln in Patienten mit pAML
verglichen mit sAML beobachten konnten, welcher jedoch keine statistische
Signifikanz erreichte (Hentschel N, 2006). In unserer Untersuchung ist
bedauerlicherweise jedoch die Fallzahl in der Gruppe der sekundaren AML mit
nur vier von 55 untersuchten Patienten insgesamt zu gering, um eine Aussage
Uber eine unterschiedliche Expression von GITRL und 4-1BBL treffen zu
kénnen. Es zeigen sich zwar statistisch signifikant mehr Patienten mit GITRL-
Positivitat in der Gruppe mit primarer AML, aufgrund der geringen Fallzahl
muss diese Beobachtung jedoch eher als ein zufalliges Ergebnis als ein
tatsachlich relevanter Unterschied gewertet werden.
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4.3 Expression der Zielmolekile bei verschiedenen
zytogenetischen Risikogruppen

Es existiert eine Vielzahl verschiedener Einteilungen zur Risikostratifizierung
der AML nach der Zytogenetik. Eine Ubersicht hierzu ist in Tabelle 4 in Kap.
1.1.6.2 dargestellt. Ubereinstimmend werden jedoch in den verschiedenen
Einteilungen insbesondere die CBF-Leukamien mit inv(16), t(8;21) und die AML
FAB M3 mit t(15;17) als prognostisch glnstig angesehen, Veranderungen an
Chromosom 3, 5 und 7, 11923-Aberrationen sowie ein komplexer Karyotyp
gelten als unglnstig. Da ein GroBteil der Patienten im Rahmen von
Behandlungsprotokollen der AMLCG therapiert wurde ist der zytogenetischen
Risikostratifikation die Einteilung dieser Studiengruppe zugrunde gelegt.

Der Zytogenetik kommt bei der Beurteilung der Prognose von AML Patienten
eine zentrale Bedeutung zu. Patienten mit glnstiger Zytogenetik erreichen
Remissionsraten von bis zu 90 % und 5-Jahres-Uberlebensraten von iiber 70
%, wahrend Patienten mit unglnstigem Karyotyp Remissionsraten von nur
etwa 55 % und 5-Jahres-Uberlebensraten von unter 20 % aufweisen. Die
genauen Mechanismen der Therapieresistenz bei unglinstigem Karyotyp sind
nicht im Detail bekannt. Postuliert wird unter anderem eine Kombination von
zellspezifischen Faktoren in Bezug auf Chemotherapiesensitivitdit wie die
vermehrte Aktivitdt von chemotherapieresistenz-vermittelnden Genen mit
moglicherweise verminderter Immunogenitat der Leukamiezellen. In diesem
Zusammenhang ist es von besonderem Interesse dass fur die Expression
anderer immunmodulatorischer Molekiile wie den G-CSF Rezeptor oder CD62L
eine Assoziation mit dem zytogenetischen Risiko nachgewiesen werden konnte
(Graf M, 2004, Graf M, 2003).

Entsprechend untersuchten wir, ob die Expression von 4-1BBL und GITRL,
welche die Immunogenitat von Tumorzellen/AML Zellen nachhaltig beeinflusst
(Baltz KM, 2007a; Baltz KM, 2007b; Salih HR, 2000; Kloss M, 2007; Baessler
T, 2007a; Baessler T, 2007b) mit den zytogenetischen Befunden der
untersuchten Patienten korreliert. Fir insgesamt 44 Patienten standen
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zytogenetische Befunde zur Verflgung, davon wiesen 6 Patienten eine
glnstigen, 27 Patienten einen intermediaren und 11 Patienten einen
prognostisch unglinstigen Karyotyp auf. Interessanterweise wies die Gruppe
mit schlechter Prognose einen Anteil von mehr als 50 % monozytdren AML auf,
welche wie oben beschrieben signifikant mit einer erhéhten Expression der
Zielmoleklle assoziiert sind. Unsere Analyse ergab insbesondere bezlglich
GITRL einen Trend zur vermehrten Expression bei Patienten mit unglnstigem
Karyotyp im Vergleich mit intermediarem oder ginstigem Karyotyp. Eine
statistische Signifikanz der Unterschiede zeigte sich, wenn die Patienten mit
glnstigem und intermediarem Karyotyp in einer Gruppe zusammengefasst
wurden. So ergab sich eine signifikant héhere Expression von GITRL in der
ungunstigen Prognosegruppe, wahrend sich bei 4-1BBL weiterhin nur ein
grenzwertig signifikanter Trend (p=0,052) zeigte. In diesem Zusammenhang ist
es interessant dass hohere Serumspiegel an Iéslichem 4-1BBL bei AML
Patienten mit unginstiger Zytogenetik als bei intermediarem Risiko vorliegen,
wobei jedoch in dieser Arbeit keine statistische Signifikanz erreicht wurde
(Hentschel N, 2006). Die Interpretation dieser Ergebnisse ist schwierig, jedoch
ware vorstellbar, dass die Menge des auf der Zelloberflache detektierbaren 4-
1BBL individuell unterschiedlich (z.B. gemaB der Konzentration/Art der im
Serum des jeweiligen Patienten vorliegenden Metalloproteasen) durch
Shedding reduziert wird, was SO die Wertigkeit des
Oberflachenexpressionsniveaus, aber auch der léslichen Form als Marker
beeinflussen wiirde. Es soll an dieser Stelle auch darauf hingewiesen werden,
dass sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ergibt,
wenn anstelle des SFI Wertes die Anzahl der positiven Proben aufgetragen
wird, was die Bedeutung dieser Auswertung weiter relativiert.

4.4 Expression und Therapieansprechen

Eine weitere wichtige Frage ist, ob die Expression der immunmodulatorischen
Molekile GITRL oder 4-1BBL auf AML Zellen mit Unterschieden im
Ansprechen auf die Induktionstherapie assoziiert ist. Wahrend diesbeztglich fur
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die Zielmolekulle bisher keine Daten vorliegen konnte gezeigt werden, dass die
Expression anderer kostimulatorischer Moleklle wie z.B. erhéhte Expression
von CD86 mit einem schlechten Therapieansprechen der AML assoziiert ist
(Graf M, 2005a). In unserem Patientenkollektiv zeigte sich ebenfalls ein Trend
zu vermehrter Expression von CD86 in der Gruppe der Therapieversager (p =
0,195, Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu wurde von Whiteway et al
gezeigt, dass Patienten, welche weder CD80 noch CD86 auf den leukdmischen
Blasten exprimierten, eine signifikant kirzere Remissionsdauer aufwiesen als
die Patienten, welche mindestens eines der kostimulatorischen Molekile
exprimierten (Whiteway A, 2003). Diese Unterschiede sind am ehesten
unterschiedlichen Untersuchungstechniken oder Reagenzien zuzuschreiben,
mdgen jedoch auch durch unterschiedliche Patientenpopulationen bedingt sein.
Die Untersuchung des Stellenwertes der Expression von GITRL und 4-1BBL in
den 27 Patienten, welche eine Induktionstherapie erhalten hatten und flr
welche Daten bzgl. des Therapieansprechens vorlagen ergab keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression der Zielmolekile und
dem Ansprechen auf die Induktionstherapie. Man kénnte, obwohl die
auswertbare Patientenpopulation in unserer Studie wohl zu klein ist um
weitreichende Rulckschllisse zu ziehen, aus diesen Daten schlieBen, dass das
Ansprechen auf Therapie in erster Linie von
Chemotherapieresistenzmechanismen der malignen Zellen, wie zum Beispiel
der Uberexpression von Proteinen, welche Zytostatika aus der Zelle
transportieren kdénnen, abhangt und allenfalls in geringem AusmaB von
immunologischen Faktoren und der Interaktion von NK und anderen
Immunzellen mit den malignen Zellen selbst beeinflusst wird. In diesem
Zusammenhang muss jedoch diskutiert werden, dass Houtenbos et al zeigen
konnten, dass durch die Zugabe von 4-1BBL zu Kokulturen von AML-DCs mit
Lymphozyten eine verstarkte Proliferation von CD8+ T-Zellen induziert wird.
Entsprechend wird das zytolytische Potential von T-Zellen in Zytotoxozitats-
Assays mit AML-Blasten durch Zugabe von 4-1BBL verstarkt (Houtenbos I,
2007). Zudem sind in diesem Zusammenhang die bereits eingangs erwéahnten
Daten bzgl. der Bedeutung von NK Zellen bei der Immuniberwachung von

malignen hamatopoetischen Erkrankungen zu nennen. Die z.B. nach
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haploidenter Stammzelltransplantation erfolgende NK-Zell-Aktivierung bewirkt
einen erhdhten Schutz vor Rezidiven der Leukadmie und verbessert das
,=Engraftment* des Transplantates, ohne GvHD zu verursachen (Ruggieri L,
2002). Auch im autologen Kontext liegen zahlreiche Hinweise auf eine
bedeutsame Rolle des Immunsystems bei Leukdmien vor: So ist die Anzahl
und Aktivitat von NK Zellen im Blut von Leukamiepatienten im Vergleich zu
gesunden Personen reduziert und NK Zell Aktivitat mit dem Uberleben von
Leuk@amiepatienten assoziiert (Lowdell MW, 2002; Tajima F, 1996; Pierson BA,
1996).

Es ist jedoch vorstellbar, dass die von uns untersuchten Zielmolekulle in der
Interaktion von Immunsystem und AML entweder per se nicht von
Ubergeordneter Relevanz sind oder deren Wirkung durch die Expression
anderer, z.B. aktivierender Moleklle neutralisiert werden kann. Die generelle
Bedeutung immunregulatorischer Proteine in der Pathogenese von malignen
hamatopoetischen Erkrankungen sowie auch die speziell der von uns
untersuchten Zielmolekile ist jedoch in jedem Falle hinreichend belegt (Lanier
L, 2005, Baltz KM, 2007a; Baltz KM, 2007b; Kloss M, 2007; Baessler T, 20073a;
Baessler T, 2007b).

4.5 Expression und Uberleben

Far verschiedene immunregulatorische Molekile konnte in vorangehenden
Arbeiten ein Zusammenhang der Expression auf der Zelloberflache maligner
Zellen oder auch der Serumspiegel der |6slichen Formen der Moleklle mit der
Prognose nachgewiesen werden. Bezliglich der Rolle verschiedener Molekile
bei Leukdmien konnten z.B. Albitar et al nachweisen, dass Patienten mit AML
und MDS im Vergleich mit gesunden Probanden deutlich héhere Spiegel an
l6slichem HLA Klasse | im Serum aufweisen. Ein erhdhter Spiegel von HLA
Klasse | war dabei mit einem signifikant kirzeren Gesamtiberleben und
ereignisfreien Uberleben assoziiert (Albitar M, 2007). Brouwer et al
untersuchten an einem gréBeren Kollektiv von AML-Patienten die Expression
von kostimulatorischen Molekllen wie CD80, CD86 und CD40 sowie von
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Adhasionsmolekilen wie unter anderen CD11a-c, CD58 und CD62L und deren
Bedeutung fir die Prognose und fanden ebenfalls signifikante Unterschiede
bezlglich der Expression, insbesondere fiir CD40 und CD11a (Brouwer RE,
2001). Erhdhte Spiegel von sCD86 bei Patienten mit AML sind weiterhin mit
einer schlechteren Prognose assoziiert (Hock BD, 2003). Whiteway et al
zeigten, dass etwa 50 % aller AML eine Expression von CD86 auf den
leukdmischen Blasten aufweisen, sowie dass Patienten, welche weder CD80
noch CD86 auf den leukamischen Blasten exprimierten, eine signifikant kirzere
Remissionsdauer aufwiesen als die Patienten, welche mindestens eines der
kostimulatorischen Molekile exprimierten (Whiteway A, 2003). Wir fanden
jedoch im Gegensatz dazu in unserer Patientenpopulation von 34 auswertbaren
Patienten keine Korrelation von CD86 oder MHC Klasse | mit dem Uberleben
(Daten nicht gezeigt).

Bezliglich der Assoziation der Oberflachenexpression der von uns untersuchten
Zielmolekiile mit dem Uberleben von AML Patienten ist bisher nichts bekannt.
Hentschel et al konnten far l6slichen 4-1BBL zeigen, dass niedrigere
Serumspiegel mit einer héheren Wahrscheinlichkeit eines progressionsfreien
Uberlebens von Patienten mit AML assoziiert sind. Diese Ergebnisse wiesen
jedoch keine statistische Signifikanz auf. In dieser Arbeit wurde vermutet, dass
erhéhte Serumspiegel von 4-1BBL auf vermehrtem Shedding von der
Zelloberflache beruhen, und durch die dadurch verminderte Expression auf der
Zelloberflache sowohl eine veranderte Immunogenitat vorliegt als auch
vermindert Reverse signaling Uber 4-1BBL in die ligandenexprimierenden
Zellen erfolgt (Hentschel N, 2006). Zudem wurde gezeigt, dass die Spiegel an
l6slichem 4-1BBL mit der Krankheitsprogression bei Patienten mit MDS
korrelieren (Salih HR, 2004).

Wir gingen daher davon aus, dass auch die Expression von GITRL und 4-1BBL
auf AML Blasten von Patienten mdglicherweise mit der Prognose in Bezug auf
das Uberleben assoziiert sein kdnnte. Unsere Ergebnisse zeigten jedoch keine
Korrelation zwischen  Expression von GITRL oder 4-1BBL und
Gesamtlberleben, weder fir die einzelnen Liganden noch fir die
verschiedenen Kombinationen (GITRL positiv/4-1BBL positiv, GITRL positiv/4-
1BBL negativ oder vice versa; Daten nicht gezeigt). Nebenbefundlich zeigte
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sich auch keine Korrelation der Expression von MHC Klasse | mit dem
Uberleben. Diese Ergebnisse erscheinen iiberraschend, da ein signifikanter
Unterschied der Expression von GITRL und 4-1BBL bei Patienten mit
ungunstiger Zytogenetik im Vergleich mit intermediarer oder gunstiger
Zytogenetik gezeigt werden konnte und unginstige Zytogenetik per se einen
der starksten Risikofaktoren bei der AML darstellt. Es ware somit zu erwarten
gewesen, dass sich eine signifikant erhdhte Expression von GITRL oder 4-
1BBL bei Patienten mit unglnstiger Zytogenetik auch in ein schlechteres
Gesamtlberleben Ubersetzen lasst. Weshalb das in dieser Arbeit nicht der Fall
ist kann verschiedene Ursachen haben. Die Anzahl der Patienten, zu denen
Daten beziiglich des Uberlebens vorliegen ist relativ niedrig, so dass schon
eine gering unterschiedliche Verteilung sonstiger Risikofaktoren das Ergebnis
diesbezlglich  stark beeinflussen kann. Um kleine  Unterschiede
herauszuarbeiten waren erheblich gréBere Fallzahlen notwendig, als hier
untersucht wurden. Betrachtet man die bisherigen Ergebnisse mit nahezu
identischem Uberleben in allen Gruppen unabhéngig von der Expression von
GITRL und 4-1BBL wéren Fallzahlen von mehreren hundert Patienten in jeder
Gruppe notwendig. Eine weitere theoretisch denkbare Mdglichkeit ware, dass
die Expression von GITRL/4-1BBL mit einer starkeren Immunogenitat der AML
Zellen far adaptive Immunantworten durch T Zellen einhergeht, bei welchen die
Stimulation der entsprechenden Rezeptoren im Gegensatz zu NK Zellen
aktivierende Signale vermitteln wirde. Als Folge wirde der prognostisch
unginstige Faktor der Zytogenetik in unserem Patientenkollektiv durch die in
dieser Gruppe vermehrte Expression der Zielmolekile aufgehoben werden.
Diese Uberlegungen sind jedoch rein spekulativ, da bisher keinerlei Daten bzgl.
eines Vergleichs des Stellenwertes der T Zell-vermittelten verglichen mit der NK
Zell-vermittelten Immunitdt gegen AML Zellen vorliegen. Somit kann die
beschriebene Beobachtung in der vorliegenden Arbeit letztlich nicht erklart
werden.
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4.6 Korrelation von GITRL und 4-1BBL mit der Expression von
Major-Histocompatibility-Complex Class | (MHC Klasse |)
und CD 86

AbschlieBend wurde untersucht, ob GITRL- bzw. 4-1BBL-positive Félle eine
erhéhte Expression von MHC Klasse | oder CD86 im Vergleich mit GITRL- oder
4-1BBL-negativen Féllen aufweisen. Es zeigte sich fur MHC Klasse | keine
Assoziation mit der Expression der Zielmolekule. In vorausgehenden Arbeiten
wurde dagegen mehrfach eine prognostische Relevanz der Expression von
MHC Klasse | und CD86 sowohl in zellstdndiger als auch in Iéslicher Form
beschrieben. Es wurde berichtet, dass erhéhte Spiegel von Iéslichem CD86 bei
Patienten mit AML mit einer schlechteren Prognose assoziiert sind (Hock BD,
2003). Auch far Iésliches MHC Klasse | zeigte sich eine Korrelation zwischen
Serumspiegel und Wahrscheinlichkeit des Erreichens einer CR, Dauer der CR
und Gesamtiberleben (Albitar M, 2007). Brouwer et al untersuchten an einem
gréBeren Kollektiv von AML-Patienten die Expression von kostimulatorischen
Molekilen wie CD80, CD86 und CD40 sowie von Adh&sionsmolekilen wie
unter anderen CD11a-c, CD58 und CD62L und deren Bedeutung fur die
Prognose und fanden ebenfalls signifikante Unterschiede beziglich der
Prognose, insbesondere flir CD40 und CD11a. Whiteway et al zeigten, dass
die Blasten von etwa 50 % aller AML Patienten CD86 exprimieren sowie dass
Patienten, welche weder CD80 noch CD86 auf den leukdmischen Blasten
exprimierten, eine signifikant kirzere Remissionsdauer aufwiesen als die
Patienten, welche mindestens eines der kostimulatorischen Molekile
exprimierten (Whiteway A, 2003). In unserer Untersuchung fanden wir, wie
unter Kapitel 3.5 beschrieben, keine Korrelation von CD86 oder MHC Klasse |
mit dem Uberleben. Dennoch hatten uns die oben beschriebenen Ergebnisse
von Whiteway et al bzgl. einer differentiellen Wertigkeit der kombinierten versus
der Einzelbestimmung von CD80 und CD86 sowie die herausragende Rolle von
MHC Klasse | bei der Inhibition von NK Zellfunktionen bewogen, eine
potentielle Korrelation von CD86 mit den von uns analysierten Zielmolekilen zu
untersuchen. Hinzu kommt, dass Re und Mitarbeiter berichteten, dass CD86
auf ca. 50 % aller AMLs exprimiert wird und eine monozytisch-dendritische
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Differenzierung anzeigt (Re F, 2002). Dagegen beschrieben Graf et al eine
Positivitdt von CD86 bei ca. 65 % der untersuchten Félle von AML mit einer
heterogenen Verteilung innerhalb der FAB-Typen. Unser Ergebnis, dass
Patienten mit Expression von 4-1BBL und GITRL eine héhere Expression von
CD86 aufweisen als Patienten, welche kein 4-1BBL/GITRL exprimieren ist in
Anbetracht der Assoziation der Zielmolekile mit monozytarer Differenzierung
nicht Uberraschend . Wahrend die H6he der Expression der jeweiligen
Liganden nicht mit der Héhe der Expression von CD86 oder GITRL korrelierte,
so fanden wir jedoch, dass sowohl GITRL-positive als auch 4-1BBL positive
Proben eine hdhere Expression von CD86 zeigten als GITRL- bzw. 4-1BBL-
negative Proben. Der Unterschied war fir GITRL jedoch nicht signifikant
(p=0,09), far 4-1BBL allerdings hochsignifikant (p=0,0007). Dieses Ergebnis
erscheint in Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei CD86 ebenso wie bei
GITRL und 4-1BBL um Kkostimulatorische Molekile handelt, welche
entsprechend auch bei nicht-malignen Zellen der Hamatopoese vom selben
Zelltyp, z.B. Monozyten gemeinsam exprimiert werden plausibel.

Damit bleibt zusammenfassend festzustellen, dass die Expression von GITRL
und 4-1BBL zwar eine signifikante Korrelation mit AML Fallen mit
monozytarerer Differenzierung aufweisen und die Expression der Zielmolekiile,
insbesondere von GITRL mit einem unglnstigen zytogenetischen Risiko
assoziiert ist. Jedoch ergab sich im Gegensatz zu den mit anderen
immunregulatorischen Molekilen beschriebenen Ergebnissen keine Korrelation
mit klinisch relevanten Parametern wie Therapieansprechen und Uberleben.
Damit muss geschlossen werden, dass die Untersuchung der Expression von
GITRL und 4-1BBL auf AML Zellen zwar von bedeutendem physiologischem
Interesse ist, jedoch im klinischen Alltag vermutlich keinen Stellenwert besitzt.
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5 Zusammenfassung

Bei der Abwehr von Tumorzellen allgemein und vor allem auch bei der
Immuntberwachung der AML spielen NK Zellen eine entscheidende Rolle. Die
Reaktivitat der NK Zellen wird durch eine Balance aus aktivierenden und
inhibitorischen Rezeptoren reguliert. In Vorarbeiten konnte von der AG Salih
gezeigt werden, dass AML Zellen die TNF Familienmitglieder 4-1BBL und
GITRL exprimieren und dadurch die Reaktivitdt von NK Zellen, welche 4-1BB
und GITR exprimieren, vermindern. In dieser Arbeit wurden 4-1BBL und GITRL
im Hinblick auf ihre Expression bei der AML, ihre Korrelation mit bekannten
prognostischen Faktoren sowie ihre Bedeutung in Bezug auf das
Therapieansprechen und Uberleben untersucht. Diese Fragestellung ergab sich
aus bisher publizierten Arbeiten, welche einen Stellenwert anderer
immunregulatorischer Molekiile wie z.B. MHC Klasse | oder CD86 als
prognostische Marker bei der AML belegen. Wir konnten zeigen, dass sowohl
GITRL als auch 4-1BBL auf Blasten von Patienten mit monozytaren Leukamien
(AML FAB M4 und M5) signifikant vermehrt exprimiert werden als bei anderen
FAB Typen. Zudem zeigte sich eine deutliche Korrelation der Expression der
beiden Zielmoleklile mit einem prognostisch unginstigen Karyotyp. Dies
Ubersetzte sich jedoch nicht in eine Korrelation mit klinisch relevanten Faktoren
wie Therapieansprechen und Uberleben. Dariiber hinaus untersuchten wir die
Korrelation der Zielmolekilexpression mit der Expression von CD86 oder MHC
Klasse |, welche einen prognostischen Stellenwert besitzen. Es zeigte sich,
dass Patienten mit Expression von 4-1BBL eine signifikant h6here Expression
von CD86 aufweisen als Patienten, welche kein 4-1BBL exprimieren. Ein
ahnlicher Trend zeigt sich auch fir die Expression von CD86 in Abhangigkeit
der Expression von GITRL, jedoch nicht bezlglich der Expression von MHC
Klasse |. Wahrend die mangelnde Korrelation der Zielmolekile mit
Therapieansprechen und Uberleben an der zu kleinen Fallzahl der
untersuchten Patienten liegen mag legen unsere Ergebnisse dennoch nahe,
dass die Bestimmung von 4-1BBL und GITRL auf AML Zellen keinen klinischen
Stellenwert besitzt. Méoglicherweise wird die Funktion dieser NK Zell-
inhibitorischen Molekiile durch weitere aktivierende Liganden oder durch einen
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differentiellen Effekt auf andere Immuneffektorzellen wie z.B. T Zellen
kompensiert.
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