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1. Einleitung

A.

MDS

Die myelodysplastischen Syndrome sind eine vielfiltige Gruppe von Stammzell-
erkrankungen, die durch gesteigerte Apoptose, gestorte Ausreifung, klonale Evolution mit
Blastenexpansion und gesteigerte Proliferation gekennzeichnet sind. Diese Mechanismen
fiihren meist zur peripheren Zytopenie. Die zytomorphologische Einteilung geschieht nach
Ausmall der Blasten, dem Nachweis von Ringsideroblasten und dem Nachweis von

Monozyten im Blut.

1.1.1Tabelle 1: FAB - Klassifikation der myelodysplastischen Syndrome

FAB-Gruppe |Blastenanteil im Blut % |Blastenanteil im KM % | Weitere Verdnderung

RA <1 <5

RARS <1 <5 >15% Ringsideroblasten

RAEB <5 5-20

RAEB-T >5 20-29 Fakultative Auerstibchen

CMML <5 <20 Periphere Monozytose (>1000/ul )

Eine standardisierte Diagnostik wurde 2006 fiir die MDS-Formen von einer internationalen
Arbeitsgruppe in Wien erstellt. (33) Hierbei wird die MDS nach A-, B-, C —Kriterien
differenziert. (1.1.2 Tab.2)




1.1.2Tabelle 2: minimale diagnostische Kriterien der MDS

Konstante Zytopenie in einer oder mehrer folgender

A-Kriterien Zellabstammungen:
erforderliche leukozytir: neutrophile Leukozyten: <1500/ul
Kriterien erythrozytédr: Hb < 11g%,

thrombozytidr: Thrombozyten:<100000/ul

Ausschluss aller anderen hiimatopoetischer oder nicht-
himatopoetischer Erkrankungen als vorrangigen Grund der
Zytopenie bzw. Dysplasie.

Dysplasien in mindestens 10% aller Zellen in einer der folgenden

B-Kriterien Zellabstammungen im Knochenmarkausstrich :
MDS #hnliche leukozytir, erythrozytir, thrombozytér
ausschlaggebende oder <15% Ringsideroblasten

Kriterien 5-19% Blasten im Knochenmarkausstrich

typische Chromosomenanomalien, nachgewiesen durch eine
normale Karyotypisierung oder FISH

Anormale Phinotypen der Knochenmarkzellen, die monoklonale
C-Kriterien Populationen von erythrozytiren und/oder myelozytiren Zellen,
Co-KTiterien fiir zeigen, nachgewiesen durch Durchflulzytometrie.

Patienten, die weder | Deutliche molekulare Zeichen, von monoklonalen Zellpopulationen
A- noch B-Kriterien |in HUMARA-Assay, Gen-chip-profiling oder Punkt-Mutations-
erfiillen, z.B. Analyse.

makrozytire Deutliche und dauerhafte Reduktion von Kolonieformationen im
transfusionsabhiingige | Knochenmarkausstrichen und/oder zirkulierenden Progenitorzellen.

Anidmie

Die in der Arbeit aufgefiihrten immunphinotypischen Daten wurden in einer Zeit der
Ergénzung der immunphénotypischen Charakterisierung zur Zytomorphologie erstellt. Heute
werden zyto- und histomorphologische Untersuchungsmethoden durch zytochemische und
immunphinotypische Methoden unterstiitzt, um eine genaue Diagnose zu erreichen.
Erginzend wird auch eine Chromosomenanalyse mit Binderungstechnik, aber auch in Form
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation (FISH) eingesetzt, die die Diagnostik vervollstindigen.
Die Vergleichbarkeit der einzelnen Untersuchungsmethoden schwankt zwischen 56%-90%.

(41)

Die Prognose der Patienten ist sehr unterschiedlich und ist unter anderem davon abhingig,

wie ausgedehnt der Blastenanteil ist, und ob eine oder mehrere Zellreihen im Blut vermindert
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sind. Dariiber hinaus spielt der Chromosomensatz eine Rolle bei der Abschidtzung der

Prognose. 1997 ist das International Prognostic Scoring System (IPSS) eingefiihrt worden.

Inzwischen ist es zum Gold-Standard geworden, um Patienten mit der primdren MDS

prognostisch einzuordnen.

Hier werden unter Beriicksichtigung von drei Risikomerkmalen (1.1.3 Tab. 3) vier Prognose-

Gruppen (niedriges Risiko, intermedidres Risiko I, intermedidres Risiko II und hohes Risiko)

unterschieden. Mit diesem Score sind Vorhersagen des natiirlichen Krankheitsverlaufes

(Uberlebenszeit und Wahrscheinlichkeit des Leukimierisikos) moglich. (Niedriges Risiko:

Score 0 (5,7 Jahre); Intermediéres Risiko 1: Score 0,5-1,0 (3,5 Jahre); Intermedidres Risiko 2:

Score 1,5-2 (1,2 Jahre); Hohes Risiko: Score >= 2,5 (0,4 Jahre) (46)

1.1.3.Tabelle 3: International Prognostic Scoring System (IPSS) (46)

Prognostische | Score 0 Score 0,5 Score 1,0 Score | Score
Variable 1,5 2,0
Blasten (KM) | <5% 5-10% - 11- |21-
20% |30%

Karyotyp Giinstig Intermediér Ungiinstig

normal, -Y, |andere komplexe (>/=

5q- 20q- Chromosomenver- |3 Chromosomenverdanderungen),

dnderungen oder
Chromosom 7Verinderungen

Zytopenien | 0/1 2/3




1.FISH

Die Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine molekularpathologische
Weiterentwicklung der histologischen Diagnostik. Dabei wird DNA-Material aus
histologischen Geweben gelost oder aus frischem Zellmaterial aus dem Knochenmark
separiert.

Genveridnderungen werden in folgenden Regionen erfasst: (34)

5q31 (Monosomie 5 Deletion 5q-)

CEP7 (Monosomie 7 Deletion 7q-)

7q31, CEPS (Trisomie 8)

20q (Deletion 20qg-)

CEPY (Verlust des Y-Chromosoms (-Y))

pS53 (Deletion 17p13 (p53-Deletion)

2. HUMARA

Die Klonalitdtsanalyse (HUMARA) besteht in der Untersuchung des Inaktivierungsmusters
von X-Chromosomen-gekoppelten Genloci. Diese Methode basiert auf den folgenden drei
Prinzipien, wie sie von Vogelstein 1985 definiert wurden:

a. Nur eines der X-Chromosomen in jeder weiblichen Zelle ist aktiv, diese Aktivierung tritt
zu einem frithen Zeitpunkt der Embryogenese auf und wird in der Folge stabil an alle
Nachfahren dieser Zellen weitergegeben.

b. Die Aktivierung der meisten Gene ist begleitet von Verdnderungen in der Methylierung
von Cytosin-Resten der DNA.

c. Die miitterlichen und viterlichen Kopien der X-Chromosomen konnen auf DNA-Ebene
unterschieden werden, z.B. durch das Vorliegen von Gen-Polymorphismen.

Definitionsgemd werden Zellen, die durch mitotische Zellteilung aus einer einzigen

somatischen Vorlduferzelle hervorgegangen sind, als klonale Zellpopulation bezeichnet.



Der weibliche Zellverband ist also in der Regel eine Mischung von Zellen, die jeweils zufillig
entweder das miitterliche oder viterliche X-Chromosom aktiviert enthalten. Jede Zelle gibt ihr
spezifisches Inaktivierungsmuster jeweils an alle nachkommenden Zellen weiter.
Monoklonale Tumoren dagegen bestehen aus Zellen, die alle aus einer Ursprungszelle
hervorgegangen sind, und in denen somit jeweils immer dasselbe miitterliche oder viterliche
X-Chromosom inaktiviert vorliegt, wie in ihrer Ursprungszelle. Es konnte nachgewiesen
werden, dass diese X-Chromosomen-Inaktivierung mit der Methylierung von Cytosinresten in
Bereichen sog. ,,CpG-Islands* in der DNA der X-chromosomalen Gene zusammenhéngt. Bei
der DNA-Methylierung handelt es sich um eine chemische Abédnderung an Grundbausteinen
der Erbsubstanz einer Zelle. Diese Modifikation wird durch die Ubertragung von
Methylgruppen durch Enzyme auf Nukleobasen an bestimmten Stellen innerhalb der DNA
hervorgerufen. Diese Inaktivierung wird wahrscheinlich durch ein Inaktivierungszentrum des
X-Chromosoms gesteuert. Dabei liegt das inaktivierte X-Chromosom methyliert vor, das
aktivierte X-Chromosom bleibt unmethyliert. Diesen Unterschied kann man fiir die
Klonalitdtsanalyse nutzen. Durch methylierungssensitive Restriktionsendonukleasen kann die
DNA selektiv (nur die nicht-methylierten Abschnitte) geschnitten werden. Inaktivierte (also
methylierte) X-Chromosomen konnen so durch das spezifische Schnittmuster von aktivierten
(also unmethylierten) X-Chromosomen unterschieden werden. Mittels PCR-Analyse kann im
Folgenden dann das nicht-geschnittene (also inaktivierte) X-Chromosom amplifiziert und
mittels Gel-Elektrophorese sichtbar gemacht werden.

Um ein aussagekriftiges Ergebnis zu erhalten, muss jedoch neben dem weiblichen Status eine
weitere Voraussetzung erfiillt sein. Die untersuchte Patientin muss heterozygot sein fiir den
eingesetzten X-chromosomal-gekoppelten Polymorphismus, d.h. der zu untersuchende
maternale und der paternale Genabschnitt des X-Chromosoms liegt in zwei verschiedenen
Allelen vor. Eine hohe Heterozygotierate liegt dabei fiir das Humane Androgenrezpetor-Gen

(HUMARA) vor.
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3. Immunhistochemische Untersuchungsmethoden

Mittels Durchflufzytometrie konnen myeloische Zellen charakterisiert bestimmt werden:
HLA-CR, HLA-DR, CD 5,CD 7,CD 11b,CD 13, CD 14, CD 15, CD 16, CD 19, CD 33,
CD 34, CD 38, CD 45, CD 56. (40)

Immunhistochemisch wird ein Suchtest mit den immunphinotypischen Markern CD 34,
CD 31 (oder CD 42, CD 62) und Tryptase angesetzt. In schwierigen Differenzierungsfillen
konnen ergidnzende Ansitze mit CD 3, CD 15, CD 38, CD 20, CD 25, CD 117, CD 68,

CD 68R, 2D7, BB1 und Lysozym erfolgen.

Oftmals geht eine Antikorperbildung gegen CD 34 mit einer Darstellung der atypischen
Lokalisation von unreifen Vorstufen (ALPC) einher. In neueren Untersuchungen wurde
versucht, die Durchflulzytometrie zur Charakterisierung der MDS zu nutzen, und dass
dhnliche CD-Muster dquivalente Krankheitsverldufe zeigen. (29, 35, 36, 37, 47)

Loken et al. (43) bestitigt in seinem Report, dass die Durchfluzytometrie die Myeloblasten
durch die Antigendarstellung erfasst, die pathologischen Myeloblasten identifiziert, den
Ubergang der reifen Myelozyten und Monozyten darstellt, und eine quantitative Aussage von

den Veridnderungen der Myelo- und Monozyten ermoglicht.
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B.

CMML
Die chronische myelomonozytire Leukdmie (CMML), ein Subtyp der Myelodysplastischen

Syndrome, ist eine seltene (1,8 — 24 9% aller Leukidimien (/)) erworbene
Knochenmarkerkrankung, die durch Vermehrung monozytirer Zellen im Knochenmark und
im peripheren Blut charakterisiert ist und in unterschiedlichem Ausmaf} Dysplasiezeichen der
Knochenmark- und Blutzellen sowie eine Vermehrung von Blasten aufweisen kann. 1982
wurde die CMML als ein Subtyp der myelodysplastischen Syndrome (MDS) klassifiziert
(1.1.1 Tab. 1). Der natiirliche und klinische Krankheitsverlauf gestaltet sich sehr variabel,
sodass eine weitere Klassifizierung der FAB-Gruppe (French—American—British-Group)
1994 vorgeschlagen wurde: MDS-CMML fiir eine dysplastische Form der CMML und MPD-
CMML fiir eine proliferative Verlaufsform der CMML. Hierbei war die periphere
Leukozytenanzahl entscheidend:

> 13.000/ul fir die MPD-CMML und < 13.000 /ul fiir die MDS-CMML (2). Die eher
proliferative Variante ist gekennzeichnet durch Organomegalie und erinnert an eine
chronische myeloische Leukdmie, wihrend die dysplastische Variante Charakteristika eines
myelodysplastischen Syndroms vom Typ RAEB mit Thrombozytopenie und Anidmie aufweist
und sich nur durch den Nachweis der Monozytose von dieser unterscheidet. FEine weitere
Unterteilung der CMML, die in Abhingigkeit von den peripheren und medulldren
Blastenanteilen erfolgt, ist von der WHO vorgeschlagen worden (20). (1.2.4 Tab. 4). Etwa die
Hilfte der CMML-Diagnosen wird anlésslich einer Routineblutbilduntersuchung gestellt, bei
der Zytopenien und meist eine Leukozytose bzw. Monozytose auffillig ist. Symptome der
Knochenmarkinsuffizienz, ineffektive Hamatopoese mit intramedulldrer Apoptose, wie
Anidmiesymptome, rezidivierende Infekte und héamorrhagische Diathese stehen im
Vordergrund. Seltener sind Organomegalien, Lymphknotenschwellungen,

Gingivahyperplasien und andere extramedulldre Krankheitsmanifestationen. Zur Diagnostik
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der CMML sind Blutuntersuchungen mit Differenzialblutbild, klinische Diagnostik,
Knochenmarkhistologie und —zytologie und eine Chromosomenanalyse erforderlich. Ein
weiteres  diagnostisches  Instrument  koénnte die  Immunphénotypisierung  von
Knochenmarkzellen von CMML-Patienten darstellen. (3)

Bei der CMML wird, wie bei allen anderen MDS-Typisierungen, eine
Mehrschrittpathogenese der malignen Entartung diskutiert. Die neoplastisch geschiadigte Zelle
scheint die unreife myeloisch differenzierte Stammzelle zu sein, da die CMML fast
ausschlieBlich in akute myeloische Leukdmie und nur selten in lymphatische Formen
iibergeht.

Auch eine Beteiligung aller drei Zellreihen unterstiitzt die These einer Schiadigung der gering
differenzierten hamatopoetischen Stammzelle. Die Genese der neoplastischen Transformation
ist noch ungeklirt, jedoch sind chromosomale Aberrationen in 20-50% der Fille nachweisbar,
die die fehlgesteuerte Hamatopoese begiinstigt (10).

Ebenso sind vereinzelt molekulare Defekte, z.B. RAS-Onkogenmutationen und Inaktivierung
vom Tumorsupressorgen p53 nachgewiesen worden. Hinweise fiir eine klonale
Weiterentwicklung sind Uberginge in die AML, die oftmals mit zusitzlichen chromosomalen

Defekten begleitet werden.

1.2.1 Tabelle 4: WHO-Klassifikation der CMML

Knochenmark | peripheres Blut

CMML1 <10% Blasten | <5% Blasten

CMML2 <20% Blasten | <20% Blasten
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Diagnostische Kriterien der CMML.:

1. persistierende Monozytenzahl >1x 10 °/1 im peripheren Blut

2. kein Philadelphia-Chromosom oder BCR/ABL Genfusion nachweisbar

3.weniger als 20% Blastenanteil im peripheren Blut oder im Knochenmark

4. Dysplasien in einer oder mehrerer myeloischer Vorstufen. Falls eine myeloische Dysplasie
fehlt oder nur minimal ausgepragt ist, ist die Diagnostik der CMML nur durch andere For-
derungen moglich:
- klonale zytogenetische Abnormititen sind auf den Knochenmarkzellen vorhanden, oder:
- iiber 3 Monate bestehende Monozytose und:

- alle anderen Differentialdiagnosen einer Monozytose sind ausgeschlossen worden.

C.

AML

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine erworbene Erkrankung des hdmatopoetischen
Systems mit einer Inzidenz von 1-2/100000 Einwohner /Jahr (4). Bei AML kann man eine
primire (de novo AML) und sekundire Form (s-AML) unterscheiden.

Eine neue Einteilung durch die WHO beriicksichtigt die zytogenetischen Befunde bei der
AML.
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1.3.1 Tabelle 5: Diagnostische Kriterien der WHO-Klassifikation bei der AML

1. typische genetische Verinderung
a. 1(8;21)(q22;q22);(AMLI1CBFa)/ETO)
b. inv(16)(p13;922) oder t(16;16)(p13;922);(CBFb/MYH), abnormale Eosinophile im
Knochenmark
c. t(15;17)(q22;q12) (PML/RARa) und deren Varianten
d. 11g23(MLL) Abnormitéten
2. mit > 50% dysplastischen Zellen der Granulopoese, Thrombopoese und Erythropoese
3.therapiebedingte myelodysplastische Syndrome und AML
4. nicht anders zuzuordnende AML
a. minimal differenzierte AML
b. AML ohne Zelldifferenzierung
c. AML mit Zelldifferenzierung
d. AMML
e. akute monoblastische monozytische Leukimie
f. akute erythroide Leukimie
g. akute megakaryoblastische Leukdmie
h. akute basophile Leukdmie
i. akute Storung der Knochenmarkfunktion mit Knochenmarkfibrose
j. Knochenmarksarkom
5. akute Leukdmie mit unklarem Ursprung
a. undifferenzierte akute Leukdmie
b. biphdnotypisch akute Leukdmie, bezogen auf den Genotyp

c. bilineire akute Leukidmie
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1.3.2 Tabelle 6: FAB — Klassifikation der AML mittels zytologischer Kriterien

FAB - Subtyp Zytologische Kriterien

MO <3% aller Blasten POX — positiv;

Minimal differenzierte CD 33u./0. CD 13, CD 34, HLA-DR evtl.,, CD 11b positiv,
Myeloblastenleukdmie lymphatische B- oder T — Linien — Marker negativ.

M1 Kleine ungranulierte Blasten coexprimieren
Myeloblastenleukimie CD 13 u./o. CD 33, meistens CD 34 HLA — DR

ohne Ausreifung

Reife myeloische Antigene sind meist negativ, MPO positiv.
Keine Abberationen.

Coexpression von CD 7 gilt als schlechtes Prognosezeichen
Zellkern: ein oder mehrere Nukleolen abgrenzbar

Zytoplasma: vereinzelt Azurgranula u./o. Auerstibchen

>3% der Blasten POX positiv, 90% aller nicht erythropoetischen
Zellen sind Blasten

M2
Myeloblastenleukimie
mit Ausreifung

Weitgehende Ausreifung der leukdmischen Blasten > 10% der
kernhaltigen Zellen sind Myelozyten oder Promyelozyten,
teilweise Ubergiinge bis zu reifen Granulozyten, hiufig
Auerstidbchen. 30 — 89% aller nicht erythropoetischen Zellen
sind Blasten.

CD 13, CD 33, HLA-DR positiv, meist auch CD 15, CD 65
nicht immer CD 34
t(8;21) coexprimiert CD 56, hiaufig CD 19

M3 Zellkern hiufig nierenférmig oder bilobulir
Promyelozytenleukdmie Zytoplasma fast vollstindig ausgefiillt mit grober Granula,
vereinzelt Faggot- Zellen mit biindelformiger Anordnung von
Auerstdbchen und klarem Zytoplasma
CD 13, CD 33 positiv, HLA- DR negativ,
CD 34, CD 65, CD 15 variabel
Evtl. CD 2 positiv
M4 Anteil granulozytidrer Zellen nicht < 10%, max. 20%
Monozytenleukémie Markerenzym POX; monozytire Zellen >80% aller
nichterythropoetischen Zellen ,
Markerenzym fiir monozytidre Zellen: unspezifische Esterase
MS5a Grofle Monoblasten im Knochenmark, selten auch im Blut, stark
undifferenziert aufgelockertes Chromatingeriist mit einem oder mehreren

prominenten Nukleoli, Zytoplasma sehr voluminds, basophil,
teilweise Pseudopodien, vereinzelt Azurgranula, vereinzelt
Auerstdbchen, > 80% aller monozytérer Zellen sind Blasten,
Antigenexpression entspricht M1 o. M2 ohne t (8;21)

16




FAB - Subtyp Zytologische Kriterien

MS5b Ausreifung der Monoblasten iiber Promonozyten bis hin zu
differenziert reifen Monozyten , der periphere Monozytenanteil ist hoher als
im KM, Zellkerne stark gelappt, Zytoplasma grau,

hiufig Azurgranula, vereinzelt Auerstdbchen, weniger als 80%
monozytérer Zellen sind Blasten

CD 64, CD 14 positiv, mit beginnender monozytérer
Differenzierung wird auf den Blasten CD 4 coexprimiert

M6 Anteil erythropoetischer Zellen mit schweren Kernreifungs-
Erythroleukimie storungen >30%, Erythropoese hidufig PAS positiv, Myelo-
blastenanteil >30 % aller nicht erythropoetischen Zellen im KM
Unspezifische Markerkennung von CD 34, CD 71

Glykophorin A nur auf reifen erythrozytdren Zellen

M7 Bei Faservermehrung im KM meist punctio sicca,
Megakaryoblastenleukidmie | Blasten zeigen starke Anisozytose, teilweise lymphoide
Morphologie, POX negativ,

Diagnosesicherung: elektronenmikroskopischer Nachweis der
Plittchenperoxidase oder immunologischer Nachweis von
Glykoprotein IIb/IlIa

CD 41, CD 61, HLA-DR, CD 13, CD 33, CD 7 konnen positiv
sein. Trisomie 21, Translokation t (1;21) und inv (3) wurden
beschrieben

Zytomorphologisch wird die AML nach der FAB—Klassifikation differenziert (1.3.2. Tab. 6),

zudem kann unter Beriicksichtigung der chromosomalen Befunde und der anamnestischen
Angaben die Klassifikation der WHO angewendet werden (20). (1.3.1 Tab. 5) Zytostatische
Behandlungen mit alkylierenden Substanzen konnen mit einer zeitlichen Verzogerung von
Jahren zur Entstehung der s-AML fiihren (5, 6, 7). Ebenso konnen myeloproliferative
Erkrankungen und insbesondere die myelodysplastischen Syndrome als Praeleukdmien der
s-AML den Weg bereiten (8). Die monozytir differenzierten AML Typen M4 und MS5 sind
der CMML zum Teil dhnlich. Die monozytire Differenzierung der Blasten, aber auch das
Auftreten von reifen Monozyten, ist sowohl der AML M4 und M5 als auch den CMML zu

eigen.
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Der M 4 Typ = myelomonozytdre Leukidmie ist zytologisch durch das Vorhandensein eines
erhohten Anteils von Monoblasten, Promonozyten und Monozyten im Blut (>/= 5%10°/1) oder
im Knochenmark (> 20 % aller kernhaltiger Zellen) gekennzeichnet. 30 — 80% ist der Anteil
der granulopoetischen Zellen von allen nicht erythropoetischen Zellen (9). Der M 5 Typ =
Monoblastenleukdmie weist sich durch einen 10 — 20 %igen Anteil von granulozytiren Zellen
aus. Die monozytiren Zellen machen >/= 80% der nicht erythrozytiren Zellen aus. (9)

Neuere zytogenetische und molekulare Studien zeigen bei einigen Patienten mit
myeloproliferativer Erkrankung die Existenz von zytogenetischen Anomalien. Mikro-
Array-Analysen werden in letzter Zeit benutzt, um Genexpressionen darzustellen. Hierbei
wird eine maximale Einsicht in die Genregulation und Genveridnderung gegeben, sodass diese
Methode in Zukunft andere Diagnostiken ersetzen wird.

Haferlach et al. (41) stellt in einer Untersuchung von 620 AML- Patienten folgende

Genverianderungen dar:

1.3.3 Tabelle 7: Genverinderungen bei AML-Patienten

Genveridnderung Verteilung in Prozent | Spezifitit in Prozent
t(15;17) 6,9%, 100%

t(8;21) 6,1%, 94.7%
inv(16)/t(16/16) 7,9%, 98%

t(11g23) 7,6%, 89,4%

Komplexe Aberration |12,1%, 88%

Andere 28,3% 97,3%
Genverinderungen

normaler Karyotyp 31,1%. 93,7%

Generell zeigen AML-Patienten mit t(15;17), t(8;21) oder inv(16)/t(16/16) einen besseren
Krankheitsverlauf als Patienten mit komplexen Aberrationen. (42, 45)

Core binding factor-Leukédmie, eine Subform der AML, wird durch inv(16)/t(16/16) oder
t(8;21) charakterisiert, bei der eine bessere Krankheitsprognose zu erwarten ist.

Die AML mit t(8;21) ist morphologisch mit dem FAB-Typ M 2 mit Auerstdbchen und die
AML mit abn(16g22) mit dem FAB-Typ M 4 Eo assoziiert.
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Auch Chillon (47) konnte vier verschiedene Genverianderungen quantitativ untersuchen:

Tabelle 8: Punktmutationen der AML

Genveridnderung Verteilung in Prozent
PML/RARalpha t (15;17) 34,5%

AMLI/ETO t(8;21) 23,5%
CBFbeta/MYHI11  inv(16)/t(16;16) 6,2%

MLL 11p23 3.4%

Auf der molekularen Ebene entsteht t(8;21) und inv(16) durch die Fusion von
RUNXI1/CBFA2T1 und CBFB/MYHI11, bzw. durch die Unterbrechung der Wirkung des
CBF-Komplexes, der die Hidmatopoese reguliert. Der CBF-Komplex besteht aus einem
Heterodimer RUNX1 (frither AML1) und dem CBFB-Protein und Aktivatoren der normalen
myeloischen Zellentwicklung. (45)

In einem AML-Kartierungsverfahren (SAM) identifizierten Bullinger et al. bei mehr als 1000
Genen, eine Korrelation mit den CBF-Gruppen t(8;21) und inv(16). So zeigt sich bei t(8;21)
vermehrt POU4F1, CAV1, HSPG2 und TRH. Inv(16) verweist auf eine hohe Expression von
NTSE, PTPRM, CLIPR-59 und SPARC. In einer Gruppe (I) mit einer hohen Expression von
BRCA1, RADS1, CHEK?2 konnen 19% der AML Typ 2 und 69% der AML Typ 4 laut FAB-
Klassifikation zugeordnet werden. In einer anderen Gruppe (II) wird eine Anhédufung von
mTOR, (EIF4EBP1, PDPK1), RICTOR, AKT1 (FOXOI1A, BIRC3, BIRC6, PTEN)
zusammengefasst; hier ist zu 36% eine Ubereinstimmung mit der AML Typ 2 zu sehen und

zu 47% mit der AML Typ 4. Beide Untersuchungsergebnisse sind jedoch nicht signifikant.

Die Mutation von FLT3 spielt eine zentrale Rolle der AML und tritt mit einer Lingsmutation
(FLT3-LM) zusammen mit NPM1 zu 20-27% auf. (48) Wihrend die FLT3- Liangsmutation
eine schlechte Prognose zeigt, ist der Hinweis auf NPMI1-Mutation mit einem besseren
Verlauf assoziiert. Ferner sind kleine Mutationen in der Tyrosinkinase (TKD) von FLT3
(FLT3-TDK) in 5-8% aller AML-Formen gefunden worden. Die hieraus resultierende
Prognose ist jedoch noch nicht geklirt. (49) Es ist jedoch bekannt, dass FL'T3 —Mutationen
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bei CD 34 positiven Stammzellen zur optimalen Differenzierung der Monozyten erforderlich

sind.(54) Mutationen des NRAS Proto-Onkogen sind in 10-15% der AML nachgewiesen.(48)

Tabelle 9: Mutationen der CMML und AML (48)

Mutation CMML |de novo AML |s-AML |t-AML AML-Rezidiv
(%) (%) (%) (%) (%)

FLT3-LM |0 22,4 11,6 12,0 27,7

FLT3-TKD |0 5,5 1,9 1,8 2,4

MLL-PTD |3,3 6,0 7,7 3,3 8,3

NRAS 10,0 9,8 12,0 12,1 9,0

KITD816 |0 1,8 1,5 1,2 1,4

Mutationen von FLT3 werden seit 1997 beschrieben (50) und stellen die hdufigste Mutation
der AML dar. Wie die FLT3-Léangsmutation ist die FLT3-TKD stéirker mit der de novo AML
assoziiert als mit der s-AML oder t-AML. (49)

Bei adulten AML-Patienten tritt die FLT3-Lingsmutation (frither FLT3-IDT) zu 20%-27%
auf, bei juvenilen Patienten 10%-16%, und ist mit einem Progress der MDS in eine s-AML zu
setzen. Die Mutation des Gens FLT3 findet auf dem Genort 13q12 statt, der fiir die Kodierung
der juxtamemrandsen Membran des FLT3 zustindig ist. Bacher et al. (49) weisen bei 4,8%
aller AML-Patienten eine FLT3-TKD-Mutation nach. Eine geschlechtsspezifische Zuordnung
gibt es nicht. Das Durchschnittsalter liegt bei 59,5 Jahren und ist nicht signifikant
unterschiedlich zu der nicht FLT3-TKD-veridnderten Gruppe. Die Leukozytenzahl ist
signifikant erhoht in der FLT3-TKD- mutierten Gruppe (p=0,001), und erniedrigt zur FLT3-
Wildtyp-Gruppe (p=0,04). Die Verteilung der FLT3-TKD-Mutation der AML- de novo ist
fast doppelt so hoch, verglichen mit der Verteilung der s-AML und t-AML (= 5,3%:
2,4%:2,0%). Die FLT3-TKD- Mutation tritt signifikant hdufiger bei der de novo AML auf als

bei der s-AML oder nach vorrausgegangener Chemotherapie (p=0,01). (49)

20



Tabelle 10: Punktmutationen der Tyrosinkinase bei der FAB-klassifizierten AML (49)

Mutation | Normaler AML-Typ AML-TYP AML-Typ AML-Typ
Karyotyp M4 M 4eo MS5a M5b

FLT3-TKD | 6% 8,1% 4,2% 5,6% 13,2%

Tabelle 11: Punktmutationen innerhalb der Tyrosinkinase (49)

Genloci NPM1 CEBPA NRAS KITDS816

FLT3-TKD 8,8% 7,9% 7,7%

FLT3-TKD und FLT3-LM

2,3%

Einige der Mutationen zeigen eine giinstige Prognose, wie z.B. NPM1 (51) und CEBPA (52).

Andere Mutationen weisen auf eine schlechte Prognose hin, wie z.B. MLL-PTD (53). In 35%

der AML-Fille ist eine Verdnderung des Nucleophosmin-Gens (NPM1) nachzuweisen. Eine

Mutation von NPM1 ist mit einer Remissionsinduktion verbunden, dessen Langzeitverlauf

noch zu beobachten ist. (56)

Eine erhohte Expression des Transkriptions-Faktors EVI1 (Vorkommen in 8% der Fille) ist

ein schlechter Prognosefaktor. (55) Andere Beispiele der genetischen Aberration der AML

sind Mutationen des Tyrosin-Kinase-Rezeptors C-KIT, und der GTPases, N-RAS, und K-

RAS. Doch diese Mutationen zeigen keine Korrelation zur AML- Prognose oder Verlauf. (55,

56)
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Tabelle 12: Verteilung der N-RAS-Mutation der AML-Typen (56)

Mutation de novo AML s-AML t-AML

N-RAS 10% 12,1% 10,9%

C-Kit ist eine von insgesamt 58 bekannten transmembranen Rezeptor-Tyrosinkinasen , zu der
auch der Plittchen-Wachstumsfaktor (PDGF), CSF-1 (colony stimulating factor-1) und c-fms
(macrophage colony stimulating factor =(M-CSF)) Rezeptor zihlt. Der c-Kit-Rezeptor, der
auf dem Chromosom 4 lokalisiert ist, ist an der Vermehrung, Differenzierung, funktioneller
Reifung, sowie am Erhalt einer Vielzahl an differenzierter Zellen beteiligt. Seine Mutationen

konnen zu myeloischen Leukédmien fiihren.

Bei der CMML ist eine seltene chromosomale Verdnderung t(5;12)(q33;p13), welche das
ETV6/TEL-Gen (12p13) aktiviert, um den PDGF-BR, der auf 5(q;33) platziert ist, zu
starten. (44)

Ein geringer Anteil von Patienten zeigt eine chromosomale Translokation, die die
Verschliisselung Tyrosin-Kinase iibernimmt. Hierbei fillt ein gleichzeitiges Auftreten von
platelet-derived-growth-factor-receptor B (PDGFRB) auf dem Chromosom 5 (q33) oder
fibroblast- growth- factor- receptor-1 (FGFR1) auf dem Chromosom 8 (p11) auf. (44)

Eine Verinderung des PDGFRB-Gens ist definiert als Subgruppe der MPD, die durch eine
Eosinophilie, Monozytosie gekennzeichnet ist und in seltenen Fillen einen Ubergang in die
AML zeigt. (57)

Eine diagnostische Abgrenzung der CMML von der AMML auf dem Boden der
Zytomorphologie ist oft schwer. Die Hinzunahme von Zytogenetik und Molekularzytogenetik

fiihrt selten differentialdiagnostisch weiter.
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand der in der Universititsklinik Diisseldorf diagnostizierter
Patienten, mit CMML und AML Typ 4 und Typ 5  durch laborexperimentelle
Untersuchungen die Differenzierung der monozytiren Zellen zu charakterisieren. Im

Einzelnen soll

1. ein immunphénotypisches Profil fiir AML M4/M5 und CMML erstellt werden
2. eine Uberpriifung der Prognoseparameter einschlieBlich Ubergang von CMML nach AML

erfolgen.
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3. Methoden

3.1 Immunzytologische Untersuchung

Die immunologische Untersuchung mittels DurchfluBzytometrie zur Differentialdiagnose
himatologischer Erkrankungen hat sich in der Routine durchgesetzt. Die Vorteile der
Immunphinotypisierung mittels Durchfluzytometrie liegen in der schnellen Analytik, ihrer
hohen Sensitivitit und der Multiparameteranalyse, verbunden mit der exakten
Quantifizierung der malignen Zellpopulationen.

Da jede Zelle der Hadmatopoese einem genetisch codierten Reifungsprozess aus einer
Stammzelle unterliegt, besitzt sie eine unterschiedliche Proteinstruktur (= Antigene), die auf
der Zellmembran exprimiert ist. Das Expressionsmuster dieser Antigenstrukturen verdndert
sich im Laufe der Zellreifung, so dass der Nachweis von CD- Markern = Cluster of

Differentiation signifikant ist. (3.9 Tab. 1; 3.10 Tab. 2)

Die immunzytologische Untersuchung erfolgte hier nach Separation (Dichtegradient-
zentrifugation nach Boyum et al. 1974) und Kryokonservierung von peripherem Blut oder

Knochenmark in fliissigem Stickstoff bei —196°C.

5 — 10 ml heparinisiertes Knochenmark wurde 1:4 mit PBS — Pufferlosung verdiinnt und iiber
einen Dichtegradienten (Ficoll, Dichte 1,077g/cm3, Seromed, Berlin) geschichtet. Nach
Zentrifugation (840Ud/min iiber 20 min bei 20° C) wurde die mononukledre Zellfraktion
(Lymphozyten, Monozyten, kernhaltige rote Vorstufen, Blasten und mononukledre weille
Vorstufen) abgesaugt und nach Resuspension in PBS gewaschen. Dieser Waschvorgang
wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Die Mehrzahl der verwendeten monoklonalen
Antikorper war mit Fluoreszenzfarbstoffen (FITC, PE) direkt konjugiert. Folgende,
tiberwiegend iiber die ,,Cluster of Differentation” = CD (Fifth International Conference On

Human Leukozyte Differentation Antigens, 1993) definierte membranstindigen Antigene
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wurden durch entsprechende Antikorper markiert: CD 33, CD 14, CD 61, Glycophorin A,
CD 34, CD 117. Als Doppelmarkierungen wurden CD 14/CD 34, CD 38, CD 117, HLA-DR,

CD 11b,CD 13, CD 33, CD 56, CD 15, CD 54, CD 58, CD 4 durchgefiihrt.

Aufgetaute und gewaschene Zellen wurden zunidchst zur Elimination unspezifischer
Fluoreszenz mit 100ul Normalserum der Spezies (iiberwiegend Maus), die den Antikorper
produzierenden,  versetzt (30 min, 4° C). Nach zwei Waschvorgingen mit PBS
(Zentrifugation 220 Ud/min 10 min, 4° C) wurden die Zellen mit den jeweiligen
fluoreszenzmarkierten Antikorpern (5-10 pl je nach Antikérper versetzt, im Dunklen
inkubiert 30 min, 4° C). Nach zwei Waschvorgingen mit PBS/ Natriumacid 0,1%
(Zentrifugation 220 Ud /min, 10 min, 4° C), fand eine Fixierung der markierten Zellen mit
jeweils 500 ul Formaldehyd 0,5% statt.

Diese DNA-Isolierung und die Fluoreszenzmarkierung wurden nach einem modifizierten
Verfahren nach Vindelov et al. 1983 durchgefithrt und nach maximal 24 Stunden im
FACScan-Durchflulzytometer analysiert. Bei Markierungen mit unkonjugierten Antikérpern
(indirekte Fluoreszenzmarkierung) wurden die Zellproben nach Inkubation mit dem
monoklonalen Primidrantikorper und anschlieBenden Waschvorgingen mit einem
fluoreszenzmarkierten, isotypspezifischen Sekundirantikorper (20 pl / Probe) versetzt.

Das weitere Verfahren entsprach dann der direkten Immunfluoreszenzmarkierung. Als
Negativkontrolle zur jeweiligen Antikdrpermarkierung wurden isotypidentische unspezifische
fluoreszenzmarkierte Antikorper eingesetzt. (Isotypkontrolle).

Die Immunphinotypisierung wurde an einem FACScan Durchflulzytometer (Becton-
Dickinson, Mountain View, USA) nach dem von Raffael (11) beschriebenen Verfahren
durchgefiihrt.

Bei den Analysen wurden die jeweiligen Zellpopulationen zunidchst nach morphologischen
Parametern mittels Vor- und Seitwirtsstreulicht eingegrenzt. AnschlieBend wurde die

jeweilige Markerexpression der Population im entsprechenden Gate rechnergestiitzt gemessen
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und ausgewertet. (FACScan Research Software Version A 12/86 HP Betriebssystem Pascal
3.1, Becton Dickinson, Mountain View, USA). Eine positive Markerexpression wurde

angenommen, wenn ein Antigen bei > 20% aller untersuchten Zellsorten nachweisbar war.

3.2 Untersuchungsmaterial

Das zu untersuchende Knochenmark wurde kryokonserviert aus dem MDS-Register der
Universitédt Diisseldorf zur Verfiigung gestellt. Der Biopsiezeitpunkt des Knochenmarkes war
bei Erstdiagnostik gewihlt worden, also vor etwaigen Therapieansitzen.

Zur Auswertung standen 30 CMML- und 33 AML- Knochenmarkproben zur Verfiigung, die

in dem Zeitraum 1990-1999 asserviert wurden.

3.3 Thymidinkinasebestimmung im Serum

Mittels Radioenzymessays wurde bei einem Teil der Patienten die Thymidinkinase im Serum
bestimmt (Prolifgen TK-REA, Byk-Sagtec, Dietzenbach). Die Enzymaktivitit wird direkt
gemessen, dies gelingt iiber eine Radioaktivmarkierung mit IUdR 125 und Absorption des
Phosphorylierungsproduktes an einen festen Trdger. Die Thymidinkinaseaktivitdt ist
proportional zur gebundenen Radioaktivitit. Das Essay wurde fiir den Nachweis des
Isoenzyms TK1 optimiert, da dieses Isoenzym vorwiegend in Zellen der G1 bis S-Phase des
Zellzyklus enthalten ist.

Die bei -20° C kryokonservierten Serumproben wurden nach den Herstellerempfehlungen
bearbeitet, mittels Gammaszintillationszidhler gemessen und anhand einer erstellten Eichkurve
ausgewertet.

So ergab sich eine Normalverteilung bei gesunden Patienten, die keinen Anhalt fiir eine
Veridnderung der peripheren Blutzellen zeigten, mit einer mittleren
Thymidinkinasekonzentration von 2,94/- 2U/ul. Als Normbereich wurde eine Konzentration

von < 5U/ul festgelegt. (1 U/ul Thymidinkinase entspricht 1,2 x 10" )
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Vergleichbare Ergebnisse zeigt Gronowitz bei einer Untersuchung von 99 Blutspendern und

25 Schwangeren. (14)

3.4 Lysozymkonzentration im Serum

Die von Prockop und Davidson beschriebene turbidimetrische Konzentrationsbestimmung
wurde bei 546nm durchgefiihrt, um die Serumkonzentration des Lysozym zu bestimmen (15).
Die Reagenzien wurden von der Firma Behring, Mannheim, Testomar-Lysozym, bezogen,
dessen Prinzip es ist, eine Triibungsabnahme nachzuweisen, da die Transluminizenz der
Suspension durch Lysozym geldste Mikrokokkenzellwinde zunimmt.

Bei normaler Nierenfunktion liegt der Normwert fiir Serum-Lysozym bei 10-17mg/I1.

3.5 Zytochemische Firbung

Die Firbung der Knochenmark- und Blutausstriche wurde standardisiert in dem
himatologischen Labor der Universititsklinik Diisseldorf durchgefiihrt nach Begemann,
1994, Shibata 1985 (16).

Die Knochenmarkausstriche wurden zur Zelldifferenzierung nach Pappenheim (May-
Griinwald-Giemsa) angefiarbt und 500 kernhaltige Zellen wurden ausgezihlt.

Bei der Differenzierung der peripheren Zellen wurden 200 Leukozyten ausgewertet. Ebenso
wurde bei der Differenzierung auf Anisozytose, Poikilozytose, Makrozytose, Ovalozytose,
Dimorphismus der Erythrozyten, basophile Tiipfelung, Polychromasie, kernhaltige rote
Vorstufen, Pseudo-Pelger-Zellen, Hypersegmentierung, Monozytenzahl, Thrombozyten-
anisometrie, Riesenplittchen, Hypogranulation und Megakaryozytenfragmente geachtet.

(4.1.1 Tab. 1)
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3.6 Klinische Routineuntersuchung

Bei der klinischen Untersuchung wurde bei allen Patienten eine Anamnese erhoben, bei der
auch nach rezidivierenden Infekten, Fieberschiiben, Andmiesymptomen, und Blutungszeichen
gefragt wurde. Ebenso wurden toxische Parameter, wie Medikamente, exogene Noxen,
Chemo- oder Strahlentherapie abgeklirt. Eine Familienanamnese wurde erhoben, um die
genetische Disposition hamato-onkologischer Erkrankungen abzukliren.

Bei der Kklinischen Untersuchung wurden Lymphknotenverdnderungen, Leber-und
Milzschwellung, Hautinfiltrationen, extramedulldre Infiltrationen, Schleimhauthyperplasien,

und periphere Blutungszeichen dokumentiert.

3.7 Serologische Routineuntersuchung

Im Institut fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitit Diisseldorf, Prof.
Dr. Reinauer wurden die Laborparameter standardisiert analysiert. Hierzu zidhlten: Blutbild,
Retikulozyten, Eisen, Ferritin, Transferrin, Haptoglobin, Bilirubin, Leberenzyme,

Laktatdehydrogenase, Gesamteiweil3, Elektrophorese, Immunglobuline und y—Globulin.

3.8 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte rechnergestiitzt mit Hilfe des
Programmsystems SPSS (12). Zur Schiitzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde das
Verfahren nach Kaplan (13) verwendet. Gewertet wurde ausschlieBlich der Todeszeitpunkt.
Patienten, die bis Ende des Beobachtungszeitraumes (31.12.2004) noch lebten oder bereits

zuvor als ,, lost to follow up “ ausgeschlossen waren, wurden zensiert.
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In den folgenden Tabellen sind die Antigenexpressionen der verschiedenen Zellen des Blutes

und Knochenmarks (3.9 Tab. 1; 3.10 Tab. 2) dargestellt.

3.9. Antigenmarker verschiedener Zellreihen, Tabelle 1:

CD - Expression der monozytiren und granulopoetischen Zellpopulation

Himatopoetischen Zelle

Antigenexpression

Unreifer Monoblast CFU-M

CD 13, CD 33, CD 65s,CD 117

Monoblast

CD 13,CD 15, CD 33, CD 65s

Unreifer Monozyt

CD 13, CD 33, CD 64, CD 65s

Monozyt

CD 13, CD 15, CD 64, CD 65s

Unreifer Myeloblast CFU-G

CD 13, CD 33, CD 65s, CD 117, cyMPO

Myeloblast CD 13, CD 33, CD w65, CD 117, cyMPO
Myelozyt CD 13, CD 33, CD 15, CD 65s, cyMPO
Metamyelozyt CD 13,CD 33, CD 15, CD 65s, cyMPO
Granulozyt CD 13, CD 33, CD 15, CD 65s, cyMPO
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3.10 Tabelle 2:

zelluléire Expression und Funktion von zelluldren Oberflichenantigenen

Zelluliire Expression CD- Andere Funktion
Marker |Bezeichnung
T — Helferzellen, Ch4 T4-Antigen Antigenprisentation,
Subpopulation der Korezeptor fiir MHC — Klasse
Monozyten, Subpopulation II - Molekiile,
der kortikalen Thymozyten Rezeptor fiir HIV, assoziiert
mit P56 — Ick
Gehort zur 1G — Superfamilie
T-Zellen,Thymozyten, CD7 T2-Antigen Friihester T-Zell-Marker,
natiirliche Killerzellen, unbekannte Funktion
unreife myeloische
Zellen
Granulozyten, CD 11b | Alpha- Kette von | Zell-Zell-Adhision,
Monozyten, Makrophagen-1 Extravasation, Chemotaxis,
Makrophagen, Phagozytose,
natiirl.Killerzellen Ligand von CD 54,
Rezeptor fiir C3bi,
Fibrinogen und Faktor X
Verbindet sich mit CD 18 und
bildet LFA-1-Integrin
Granulozyten, CD 13 Aminopeptidase N | Abbau biologisch aktiver
Monozyten, Peptide, Rezeptor einiger
diverse Zelltypen Coronarviren
Monozyten, Makrophagen, CD 14 LPS - LBP - Rezeptor fiir Lipopoly-
Granulozyten, dendritische Rezeptor saccharid und lipopoly-
Zellen, follikuldr dendritische saccharidbindenden Komplex
Zellen, Langerhans, Kupffer, Guter Monozyten —
Monozytenleukdmie Makrophagen — Marker
Granulozyten, CD 15 Lewis x, Le x, Zelladhision, Ligand von
Monozyten, Hapten x, CD 62E und CD 62P,
Sternberg-Reed, 3 — FAL, Lakto-N- | Chemotaxis und Phagozytose
Hodgkin, Fucopenttatoselll, |neutrophiler Granulo-
Diverse Tumorzellen SSEA -1 zyten
Pan-B, aufer Plasmazellen CD 19 B4-Antigen B-Zellproliferation, bildet
Signaltransduktionskomplex
mit CD 21, CD 81 und Leu 13
Granulozyten, Monozyten CD 33 Unbekannt
und deren Vorlduferzellen
Myeloische und lymphatische | CD 34 105-120 kD Glycoprotein

Vorlduferzellen
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Zellulire Expression CD —| Andere Funktion
Marker |Bezeichnung
Plasmazellen, CD 38 T 10 Antigen Leukozyten- Aktivierungs-
Thymozyten, antigen,
B-Zellen, aktive cADP-Ribosyl-Cyclase-
Keimzentrumzellen, Aktivitit
aktive T-Zellen,
Monozyten,
Vorlduferzellen
Aktive Endothelzellen, CD 54 ICAM-1 Adhision: Ligand von LFA-1
aktive T-Zellen und Makrophagen 1,
aktive B-Zellen Rhinovirus — Rezeptor,
Monozyten Endothelrezeptor von
Epithelzellen Plasmodium falciparum
infizierter Erythrozyten
Natiirliche Killerzellen, CD 56 N-CAM, NKH-I-|Homotypische Zelladhision,
neuroektodermale Zellen, T- Antigen gehort zur Ig-Superfamilie
Zellen vom Subtyp
Leukozyten, Epithelzellen CD 58 Adhision (LFA-3) Ligand fiir
CD2
Thrombozyten, CD 61 CD Mega Glycoprotein Illa, Vitronec-
Megakaryozyten tin-Rezeptor-f-Kette
Monozyten, CD 64 FC y-RL Hochaffiner FY-Rezeptor fiir
Makrozyten, monomeres IgG1 und IgG3,
aktive neutrophile Phagozytose, ADCC,
Granulozyten Cytokin- und Superoxit-
Freisetzung
Granulozyten, Monozyten CD w65 | VIM-2, polares
Glyko-
sphingolipid,
(Oligosacchard-
Epitop)
Vorlduferzellen CD 117 |c-kit- Genprodukt: | Rezeptor fiir SCF, gehort zur
SCFR, p145 (c-kit) | Rezeptor-Tyrosinkinase
Klasse III- Familie
B-Zellen, HLA-DR | MHL oder HLA
follikuldr dendritische Zellen |als nicht | Klasse II-
CD —| Antigene
Antigen
Erythrozyten CD CD Ery
Glyco-
phorin
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4. Ergebnisse

4.1 klinische Parameter

4.1.1 Tabelle 1:

Parameter der Patienten CMML AML P
Patientenanzahl 30 33

Altersdurchschnitt 66 Jahre 51 Jahre 0.0005
Geschlecht m:w 4:1 I:1 0.011
Blutungszeichen 39.7% 60.3% 0.087
Dysplasien in Blut und 100% 41% 0.0005
Knochenmark

Infekte bei Erstdiagnose 28% 32% 0.76
Splenomeglie 20% 44% 0.053
Hepatomegalie 40% 32% 0.054
Lymphome 16.7 45.7 0.021
Héamoglobin 11.72 g% 8.88 g% 0.0005
Thrombozyten 98.37*10°/1 61.17%10/1 0.069
Leukozyten 17143.1%10°/1 80065.7%10°/1 0.0005
Granulozyten 7601.26%10°/1 7274.18*10°/1 0.828
LDH 242071 946U/1 0.0005
Thymidinkinase 120U/ul 285U/ul 0.002
Verstorben 59% 74% 0.28

Zunachst wurden klinische und hidmatologische Parameter der CMML- und AML-Patienten
verglichen. Auffallend ist der Unterschied im Personenkreis, der aus dieser Statistik
hervorgeht: 80% Minner mit einem Durchschnittsalter von 66 Jahren bei der CMML, im
Vergleich zur AML, bei der die Geschlechterverteilung gleich ist und das mittlere Alter bei

51 Jahren liegt.
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Der Hb-Wert der CMML-Patienten liegt im Durchschnitt unter dem Normwert mit 11,7g%,
wihrend bei der AML der Hiamoglobinwert mit Werten von 8,8 g% erniedrigt ist. Der
mediane Leukozytenwert liegt bei der AML signifikant hoher.

Enzymatisch weisen beide Leukdmieformen Signifikanzen auf: Die CMML zeigt nur eine
leichte LDH-Erhohung, wihrend die AML fast den 4-fachen Normwert anzeigt.

Die Thymidinkinase ist bei der AML um mehr als das Doppelte gegeniiber der CMML

auf 285 U/ul erhoht.

Klinisch auffillige Untersuchungsergebnisse spiegeln sich in der Splenomegalie, die bei der
AML doppelt so hdufig auftritt wie bei der CMML. Klinisch manifeste Lymphome treten bei
der AML dreimal so hiufig auf wie bei der CMML. AML-Patienten leiden wesentlich eher
an Blutungen (60%), wihrend CMML—Patienten zu 40 % Blutungen aufweisen.
Unspezifische  klinische  Untersuchungsergebnisse sind hierbei  Infektionen und
Hepatosplenomegalie.

Im Untersuchungszeitraum sind 74% der AML-Patienten und bei den CMML-Patienten 59%

verstorben, dieser Unterschied ist nicht signifikant.
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4.2 Prognoseparameter bei CMML

Abb.4.2.1: Kaplan Meier Plots des kumulativen Risikos der AML Entwicklung bei

Patienten mit CMML
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Diese Abbildung stellt mit Hilfe des Kaplan Meier Plots das kumulative Risiko der AML-
Entwicklung bei Patienten mit CMML dar, die nach dem WHO-Score unterschieden werden.
Patienten mit CMML 2 ( n=71, medullidrer Blastenanteil >10% und <20%) haben ein sehr
viel hoheres Risiko einer AML Entwicklung (p=0.001). Leukdmieiiberginge finden zu jedem
Zeitpunkt der Nachbeobachtung statt. Nach 2 Jahren sind in der CMML 1-Gruppe ca.12% in
eine AML iibergegangen, bei der CMML 2 ca. 24%. Nach 5 Jahren sind in der CMML 1
Gruppe 18% in eine AML iibergegangen, bei der CMML 2 ca. 50%.

Diese Werte sind der CMML-Datei entnommen und stammen von nicht therapierten

Patienten, von denen 30 typisiert worden sind.
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Abb.4.2.2: Kaplan Meier Plots des kumulativen Uberlebens von CMML —Patienten

cum. survival
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12 36 60 84 108 132 156

months

Diese Abbildung zeigt das kumulative Uberleben von CMML-Patienten, die anhand des
WHO-Scores gruppiert wurden. Das mediane Uberleben von Patienten mit CMML 1 liegt mit
20 Monaten signifikant hoher als das von Patienten mit CMML 2 (15 Monate (p=0.003).
Nach 20 Monaten lebten noch 50% der CMML 1 —Patienten, wihrend nach 15 Monaten 50%
der CMML 2-Patienten verstorben waren. Diese Werte sind der CMML-Datei entnommen

und stammen von nicht therapierten Patienten, von denen 30 typisiert worden sind.
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4.2.3 Tab.2: CMML: Krankheitsverlauf (Uberlebenszeit und AML-Ubergang) anhand

des Diisseldorfer MDS-Registers

CMML % mediane p kum. AML- kum. AML- | P
Formen Uber- Ubergang Ubergang

lebens- 2 Jahre (%) 5 Jahre (%)

zeit (Monate)
CMML 1 72 20 0,003 12 18 0,001
(WHO)
CMML 2 28 15 24 50
(WHO)
WBC 50 24 0,03 14 24 n.s.
>/=13000/ul
(MPD)
WBC 50 15 15 28 n.s.
</=13000/ul
(MDS)

Patienten mit einem niedrigen medulldren Blastenanteil (< 10%) = CMML 1), haben nach
Diagnosestellung eine hohere Lebenserwartung; jedoch ist der Ubergang in eine AML bei
12% der Patienten nach 2 Jahren erfolgt. Bei der selteneren Form der CMML mit medullidren
Blastenanteil > 10% und <20% = CMML 2 sind 50% der Betroffenen nach Diagnosestellung
nach 15 Monaten verstorben. Das Risiko eines Ubergangs in die AML ist doppelt so hoch
wie bei der CMML 1.

Die CMML-Differenzierung proliferative vs. dysplastische Form, zeigt dhnliche Ergebnisse:
Bei der MPD-Form besteht eine lingere mittlere Uberlebenszeit, mit einem signifikanten
Unterschied zur CMML-MDS. Auch der Ubergang in die AML zeigt einen friiheren Verlauf,

der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
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4.24

Tab. 3: Parameter fiir CMML-Patienten in den unterschiedlichen Scoring-Systemen

Parameter/Score Bournemouth | MDAPS Spanien Diisseldorf
CMML
X X X X
Unreife myeloische X
Vorstufen
Hamoglobin=Hb X X X
Thrombozyten =PLT | x X
Absolute Neutro- X
philenzahl=ANC
Leukozyten=WBC X
Medullédre X X
Blastenzahl =MBL
Lymphozyten X

Die Kombination von unterschiedlichen Parametern zur Prognose der Erkrankung ist
erforderlich und hilfreich zur Risikoeinschdtzung und zur Gruppierung. Von den vier
Scores werden die medulldren Blasten als wichtiges Kriterium angesehen, wihrend die
unreifen myeloischen Vorstufen nur von dem MDAPS (22) = M.D.Anderson Prognostic
Score als wichtig erachtet werden. Fiir die Einteilung ist der Hb-Wert wichtig, der von
Bournemouth (21), M.D.Anderson Prognostic Score und Diisseldorf (24) genutzt wird.
Bournemouth Score und der spanische Score (23) nutzen beide die Thrombozytenanzahl.
Wihrend die absolute Neutrophilenanzahl fiir Bournemouth die Score-Einteilung
beeinflusst, zieht der spanische Score die Leukozytenanzahl zu Hilfe. Enzymatischer
Scoreparameter ist die LDH, deren Werte in den spanischen und Diisseldorfer-Score
eingehen. In den M.D.Anderson Prognostic Score flieft als ein weiterer Parameter die

Lymphozytenzahl im peripheren Blut ein.
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4.2.6
Tabelle 5: Uberlebenszeit und AML-Ubergang der CMML-Patienten in
Ubereinstimmung der unterschiedlichen Scores, anhand des MDS-Register

Diisseldorf (288 CMML-Patienten)

CMML V ediane P Kumulativer [Kumulativer
Score Patienten [Uberlebens- AML- AML- p
(%) zeit Ubergang Ubergang nach
(Monate) nach 2 Jahren 5 Jahren (%)
(%)
Bournemouth 30 27 0,02 12 16 n.s
modifiziert,
geringes Risiko
Bournemouth 70 15 17 38
modifiziert, hohes
Risiko
MDAPS, geringes 39 36 0,00005 11 22 n.s
Risiko
MDAPS, mittleres 37 16 22 44
Risiko I
MDAPS, mittleres 18 13 26 26
Risiko IT
MDAPS, hohes 6 9 20 20
Risiko
Diisseldorf, 6 03 <0,00005 8 3 n.s
geringes Risiko
Diisseldorf, 60 26 15 23
mittleres Risiko
Diisseldorf, hohes 34 11 15 23
Risiko
Spanien, geringes 45 30 0,0009 17 26 n.s
Risiko
Spanien, hohes 55 14 17 30
Risiko
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Die Zahl der Niedrigrisikopatienten, die der Bournemouth Score erkennt, liegt bei 30% recht
hoch, entsprechend niedrig ist die mediane Uberlebenszeit mit 27 Monaten. Ein Ubergang in
eine AML ist in dieser Gruppe nach 2 Jahren zu 12% und nach 5 Jahren zu 16 % erfolgt. Im
Einzelnen zeigt die Risikoeinteilung nach Bournemouth in der medianen Uberlebenszeit eine
Differenz von 12 Monaten, die die Unterscheidungskriterien (MBL, Hb, PLT, ANC) geringes
vs. hohes Risiko signifikant werden lassen.

Der M.D.Anderson Prognostic Score empfiehlt als Kriterien MBL, IMP, Hb und Lympho-
zyten. Die Niedrigrisiko-Patientgruppe umfasst 39% der Patienten, bei der eine mediane
Uberlebenszeit von 36 Monaten besteht. Bei der mittleren Risikogruppe mit zwei Score-
Punkten sind 37% der CMML-Patienten erfasst, die eine mediane Uberlebenszeit von 16
Monaten haben. Die mittlere Risikogruppe wird noch einmal erweitert mit insgesamt 3 Score-
Punkten. Hier sind 18% der Patienten vertreten mit einer medianen Uberlebenszeit von 13
Monaten. In der Hochrisikogruppe befinden sich 6% der CMML-Patienten, diese haben eine
mediane Uberlebenszeit von 6 Monaten. Das Risiko in einen AML-Ubergang ist bei allen
vier Gruppen nicht signifikant: Nach 2 Jahren ist der Ubergang in der Niedrigrisiko-guppe zu
11%, nach 5 Jahren zu 22% erfolgt. In der mittleren Risikostufe erfolgt die

Weiterentwicklung in die AML zu 22% nach 2 Jahren, nach 5 Jahren zu 44%. Die mittlere
Risikogruppe mit 3 Score-Punkten erfihrt eine AML-Umwandlung zu 26% nach 2 Jahren
und nach 5 Jahren. Die Hochrisikogruppe zeigt nach 2 und 5 Jahren zu 20% einen Ubergang
in eine AML.

Im spanischen Score haben Niedrigrisikopatienten eine mediane Uberlebenszeit von 30
Monaten, wihrend die 55% der Hochrisikogruppe 14 Monate mediane Uberlebenszeit
aufweisen. Im spanischen Score werden geringes vs. hohes Risiko durch die Parameter MBL,
PLT, WBC, LDH signifikant erfasst.

Im Diisseldofer-Score werden nur 6% der Patienten in die Niedrigrisikogruppe, 60% in die

mittlere Risikogruppe und 34% in die Hochrisikogruppe gruppiert. Hierdurch gelingt es,
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Patienten mit guter Prognose zu identifizieren: der Niedrigrisikopatient zeigt eine mediane
Uberlebenszeit von 93 Monaten, der Mittelrisikopatient von 26 Monaten, und der
Hochrisikopatient hat eine mittlere Uberlebenszeit von nur 11 Monaten. Das Risiko des
AML-Ubergangs ist in der ersten Gruppe nach 2 und auch nach 5 Jahren bei 8% der
Patienten identisch, der Ubergang bei Mittel- und Hochrisikopatienten nach 2 Jahren zu 15%
und nach 5 Jahren zu 23% zu beobachten.

Die Diisseldorfer Einteilung bezieht sich auf MBL, Hb, LDH und erzielt eine Signifikanz

< 0,00005 in den drei Untergruppen.
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4.3: Immunphénotypisierung bei CMML und AML

4.3.1:

Immunphinotypisierung der CMML

In der Versuchsreihe der CMML standen 30 kryokonservierte Knochenmarkproben des
MDS-Registers der Universitit Diisseldorf zur Verfiigung, hieraus wurden folgende
Parameter per Durchflulzytometrie bestimmt:

CD 14/11b, CD 14/13, CD 14/15, CD 14/33, CD 14/54, CD 14/58, CD 34/117, CD 34pos,
CD Mono, CD Glye, CD Myelo, CD 61, CD 14/34, CD 14/117, HLA-DR, CD 14/56, CD
14/4, CD 14/38.

CD 14/11b kommt auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten vor und ist in allen
Proben nachzuweisen. CD 14/13, Marker fiir Monozyten und Granulozyten, liegt bei 25 von
27 Proben vor. CD 14/15, ebenfalls fiir diese Zellpopulationen typisch, zusétzlich jedoch noch
fir diverse Tumorzellen, ist nur bei 17 von 27 Patienten ausgepriagt. CD 14/33, bei
Granulozyten, Monozyten und deren Vorlduferzellen, ist bei 22 von 26 Patienten zu erkennen.
CD 14/54 nur auf Monozyten vorzufinden, ist bei 10 von 27 Patienten nachzuweisen.
CD 14/58, exprimiert auf Leukozyten und Epithelzellen, ist bei 19 von 27 Proben positiv.
CD 34/117, auf myeloischen Progenitorzelloberflichen vorherrschend, ist bei 6 von 22
Patienten ausgeprigt.

Werden aber mit CD 34 pos. himatopoetische Vorlduferzellen und Endothelzellen erfasst,
sind 18 von 27 Proben positiv. Ein Ausdruck fiir die monozytdre Oberfldche ist CD 11b und
CD 14/33, diese sind bei 25 von 30 Patienten nachzuweisen. CD Glycophorin A, auf der
Erythrozytenoberflidche, ist bei 27 von 27 Probanden nachzuweisen. CD Mono, ein
Zusammenschluss von CD 11b, CD 14/33 und CD 33, auf Granulozyten, Monozyten, und
deren Vorlduferzellen darzustellen, ist bei 18 von 30 Probanden positiv. Bei 27 von 30
Patienten ist CD 61 positiv exprimiert. Bei keinem der 26 Patienten ist CD 14/34, Marker

fir h@matopoetischer Vorlduferzellen, Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen,
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Granulozyten, dendritische Zellen, Langerhans sche Zellen, Kupfferzellen und Monozyten-
Leukédmien exprimiert. CD 14/117 spart lediglich Endothelzellen aus und ist bei 2 von 26
Patienten nachzuweisen. HLA-DR, bei basophilen Granulozyten, Makrophagen, und
aktivierten T-Zellen, aber ebenso bei Monozyten, Granulozyten, Kupfferzellen und
Monozyten-Leukdamien oberfldchlich darstellbar, ist bei 23 von 26 Patienten vorhanden. CD
14/56 wieder auf Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, dendritischen Zellen, und
Monozyten-Leukdmien, aber auch auf natiirlichen Killerzellen, neuroektodermalen Zellen,
Subpopulationen der T-Zellen nachzuweisen, ist bei 6 von 26 Patienten positiv. CD 14/4,
Marker fiir Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, dendritischen Zellen, Langerhans sche
Zellen, Kupfferzellen und Monozyten-Leukdmien und T-Zellen, Subpopulation der
Monozyten und kortikaler Thymuszellen ist bei keinem der 24 Patienten darstellbar. CD
14/38 exprimiert auf Plasmazellen, Thymozyten, B-Zellen, Monozyten, Vorlduferzellen,

Makrophagen und Granulozyten ist bei 23 von 27 Patienten ausgepragt.

4.3.1.1:
Abb.1
Antigene der CMML
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Abb.2:

Antigene bei der CMML
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Antigene CMML pos. (%)
CD 14/11b | 100,0
CD 14/13 92,3
CD 14/15 |61,5
CD 14/33 | 84,0
CD 14/54 |38,5
CD 14/58 |69,2
CD 34/117 | 27,3
CD 34pos | 654
CD Mono | 83,3
CD 117 7.7
CD 38 88,5
CD Glyc.A | 100,0
CD 33 60,0
CD 61 90,0
CD 14/34 |0

CD 14/117 | 7,7
HLA-DR |75,0
CD 14/56 |23,1
CD 14/4 |0

CD 14/38 | 85,2
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Im kryokonservierten Knochenmark der CMML-Patienten sind zu 100% CD 11b, der auf
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, und der zu 92,3% auf den Monozyten

vorherrschenden CD 13 Marker, zu finden.

Der fiir die Zelladhdsion, Chemotaxis und Phagozytose neutrophiler Granulozyten typischer
Oberflaichenmarker CD 15 ist zu 61,5% nachzuweisen. Das Oberflachenantigen CD 33,
dessen Funktion noch unbekannt ist, ist auf den Monozyten und deren Vorlauferzellen zu
84,0% vorhanden. CD 54, ein Molekiil, welches nicht nur auf der Monozytenoberfliche,
sondern auch auf aktiven Endothelzellen, T-und B-Zellen vorliegt, zeigt sich zu 38,5%.

Das Adhidsionsmolekiill CD 58 ist zu 69,2% exprimiert. CD 34/117, auf myeloischen
Vorlduferzellen, zeigt sich zu 27,3%. Mit einer fraglichen Adhésionsfunktion ist der CD 34-
Marker zu 65,4% bestimmt worden. CD Mono ist zu 83,3% auf der Oberfliche von
Monozyten und Granulozyten exprimiert. Zur Tyrosinkinase-Rezeptor-Familie zdhlt CD 117
und ist nur zu 7,7% vertreten. CD 38-Antigen herrscht auf B-Zellen und aktiven
Keimzentrumzellen vor und weist eine Spezifitit von 88,5% auf. CD Ery, oder auch CD Glyc
A, Marker fiir Erythrozyten, ist zu 100% darstellbar. CD Myelo, exprimiert auf
Vorlduferzellen, zeigt sich zu 60%. CD Mega, oder auch CD 61, ist auf Megakaryozyten
oder der gereiften Zelle, den Thrombozyten, zu 90% nachzuweisen. CD 14/34, auf der
himotopoetischen Vorlduferzelle vorrangig, ist nicht exprimiert. CD 14/117 zeigt sich auch
zu 7,7%, wie die isolierte Darstellung von CD 117. Als nicht CD-Antigen ist HLA-DR auf
der Oberflidche von B-Zellen und follikulir dendritischen Zellen zu 75% exprimiert.

23,1% ist der Anteil von CD 56, der auf natiirlichen Killerzellen, T-Zellen vom Subtyp und
neuroektodermalen Zellen nachzuweisen ist. CD 14/4, auf den T-Helferzellen und als
Subpopulation der Monozyten, ist nicht darzustellen. CD 38-Antigen herrscht auf B-Zellen,

aber auch auf Monozyten exprimiert, und weist eine Spezifitit von 85,2% auf.
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4.3.2:

Immunphinotypisierung der AML

Bei der AML sind folgende Parameter bestimmt worden:

CD 14/11b, CD 14/13, CD 14/15, CD 14/33, CD 14/54, CD 14/58, CD 34/117, CD 34pos,
CD Mono, CD 117, CD 38, CD Myel, CD 19,CD 7.

Folgende Verteilung zeigte sich hier bei 33 Patienten, die zur Untersuchung zur Verfiigung
standen: CD 14/11b ist bei 29 von 32 Patienten exprimiert, CD 14/13 bei 28 von 33 Patienten.
CD 14/15 ist bei 32 von 33 Probanden und CD 14/33 bei 33 von 33 Probanden darstellbar.
CD 14/54 ist bei 24 von 28 Proben nachzuweisen, CD 14/58 bei 15 von 27 Personen.
CD 34/117 ist nur bei 4 von 30 Proben positiv. CD 34 ist bei 13 von 33 Patienten exprimiert,
CD Mono bei 26 von 30 Patienten. CD 117, auf Progenitor- und Vorlduferzellen, ist bei 5
von 29 Patienten positiv, CD 38 ist auf Plasmazellen, Thymozyten, aktive B und T-Zellen,
Keimzentrumzellen, Monozyten und Progenitor- Vorlduferzellen, ist bei 30 von 30 Patienten
exprimiert. CD Myel ist ein Zusammenschlufl von myeloischen Zellen von CD 33 und CD
34 und ist bei 32 von 33 Patienten nachgewiesen. CD 19 auf Pan-B-Zellen, auf3er
Plasmazellen, kommt bei 2 von 30 Patienten vor. CD 7 auf T-Zellen, Thymozyten,
natiirlichen Killerzellen und unreifen myeloischen Zellen ist bei 6 von 33 Probanten
darstellbar.

Abb.1

Antigene der AML Typ M4 + M5
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Abb.2:

. . AML
Antigene bei der AML 4/5 .
Antigene | pos.
CD14/11b [90,6
100,0 — — CD14/13 | 84,8
90,0 11 _ _ __
-~ 80,0 - CD14/15  [96,9
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s 60,0 1 5 B = CDI14/33 | 100,0
a 50,0 - g o g 8 N ™~ S N
2 4001 B P 1 kB S B B CD14/54 | 85,7
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0 8 8 8 8 8 a o © S CDI117 17,2
O O O © ’
Antigene CD38 100,0
CD Myel 97,0
CDI19 6,7
CD7 18,2

Bei gleichem Reaktionsansatz mit Knochenmark und Antigenen, nun aber bei der

AML (M4 +M5), zeigen sich deutliche Unterschiede zur CMML:

Der Expression von CD 33 und CD 38 sind mit jeweils 100% erfolgt, CD 15 mit 94% und
CD 11b mit 90,6%. Ebenso gleiche prozentuale Anteile erreichen CD 13 mit 84,8% und CD
54 mit 85,7%. Die Expression von CD 58 wird mit 55,6% dargestellt und CD 56 mit 50%.

CD 34 weist eine Expression von 38,2% auf, wihrend CD 117 mit 17,2% vertreten ist.
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4.3.3.1 Antigenexpressionen der CMML und AML im Vergleich

Abb.3:
Antigene der CMML (Reihe 1 = blau) und bei der AML (Typ M4
+ M5)(Reihe 2 = rot)
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Um nun Unterschiede der untersuchten Parameter von CMML und AML Typ 4 +5
darzustellen, werden die Messdaten, die bei beiden Leukdmieformen bestimmt worden sind,
in Relation gesetzt und mit Hilfe des Programmsystems SPSS statistisch ausgewertet. Die
Signifikanz p (¥? nach Pearson) < 0,05 ist aussagekriftig und zeigt einen bedeutenden
Unterschied zur Differenzierung und Gewichtigkeit der Parameter, die zur Diagnostik

herangezogen werden konnen.
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Abb.4:

Antigene
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Somit ergibt sich eine Signifikanz der Marker CD 14/54 (p=0,0005), CD 14/33 (p= 0,017),

CD 14/15 (p=0,02), CD 14/38 (p=0,029) und CD 34 (p= 0,037). Diese Oberflichenantigene

eignen sich zur Differenzierung der CMML und AML Typ M 4+M 5, wihrend Klinik und

Blutbild dhnlich sein konnen.
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5. Diskussion

Die chronischen myelomonozytiren Leukdmien sind Stammzellerkrankungen, die durch den
Nachweis einer peripheren Monozytose von iiber 1000/ul, dem Vorliegen von dysplastischen
Verinderungen mindestens einer Zellreihe im Knochenmark, dem Ausschluss eines
Philadelphiachromosoms und einer Blastenexpansion bis zu 20 % in Blut und Knochenmark
gekennzeichnet ist. Die CMML zeigt sowohl Charakteristika der myelodysplastischen als
auch der myeloproliferativen Erkrankungen, vor allem, wenn es zu einer Leukozytose kommt.
Héufig sind auch eine Splenomegalie und eine Hepatomegalie.

Die akute myelomonozytidre Leukédmie ist vor allem dadurch definiert, dass mindestens 20 %
medulldre Blasten und/oder iiber 20 % Blasten im peripheren Blut nachgewiesen werden
konnen, die monozytiren oder monoblastiren Charakter haben. Um die akuten
myelomonozytiren von den anderen akuten Leukdmien abgrenzen zu konnen, bedarf es
mindestens der Durchfithrung einer Esterasefiarbung. Durch diese enzymatische Farbung
werden monoblastdre oder monozytar differenzierte Zellen von anderweitig differenzierten
oder undifferenzierten Blasten abgegrenzt.

Bei der akuten Leukdmie werden Oberflichenstrukturverdnderungen anhand der Immun-
phéanotypisierung nachgewiesen, die nicht bei der ausgereiften lymphatischen, monozytéiren
oder myeloischen Zelle beobachtet werden.

Die FAB-Klassifikation stellt bisher die Grundlage der Einteilung akuter myeloischer
Leukédmien dar. Sie beriicksichtigt unterschiedliche Differenzierungs- und Reifungsstadien,
welche nach morphologischen und zytochemischen Kriterien definiert werden. In der letzten
Modifikation von 1991 wurden auch einzelne immunophénotypische Kriterien fiir den
Nachweis der Subtypen FAB M0-M7 aufgenommen. (Bennett 1991)

Die Abgrenzung der CMML von reaktiven Monozytosen einerseits, und die Abgrenzung der
CMML von AMML andererseits, ist im Einzelfall sehr schwierig, da letztendlich nur der

Nachweis von dysplastischen Verdnderungen bzw. eine Blastenexpansion zytomorphologisch
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zur Abgrenzung herangezogen werden kann. Vor diesem Hintergrund erscheint es sinnvoll,
sich neuerer Methoden zu bedienen, um die Krankheitsbilder genauer charakterisieren zu
konnen. Woodlock (27) stellte anhand von zwei Patienten die Nutzung der
Immunphinotypisierung dar. Nicht nur zur Diagnostik, sondern auch zur Beobachtung des
Therapieverlaufes, kann die Immunphinotypisierung genutzt werden. Der Therapieerfolg,
aber auch ein Rezidiv, kann erkannt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Proben von 30 CMML und 33 AMML Patienten
immunphénotypisch untersucht. Mit Hilfe dieser Untersuchung konnte ein typisch
charakteristisches immunphénotypisches Profil der CMML erstellt werden. Es findet sich
neben einer Koexpression von CD 14 /CD 11b bei den meisten Patienten eine Koexpression
von CD 14/CD 13, CD 14/CD 15 und CD 14/CD 33.

Es finden sich charakteristische Marker von Granulozyten, Monozyten und Makrophagen,
zudem finden sich Oberflichenmarker wie CD 15 in etwa 2/3 der Fille, die fiir Zelladhision,
Chemotaxis und Phagozytose charakteristisch sind. Nur ein kleinerer Teil der Monozyten
exprimiert CD 34 und CD 117 als sehr unreife myeloische Vorlaufermarker.

Eine Expression, die hoher als 60% ist, gaben Mesarosova et al. 1995 (19) fiir CD 14, CD 65,
CD 11b, CD 33, HLA-DR an. Eine geringe Expression wies CD 13 mit 33% auf.

Der Nachweis von CD 11b dient zum Ausschluss einer reaktiven Monozytose, jedoch aber
nicht zur Abgrenzung einer AML Typ 4/5, da hier ca. 50% exprimiert sind (17). In weiteren
Forschungsergebnissen stellte Ogata (28) 2004 in 90 untersuchten MDS-Fillen fest, dass
mit einer Zunahme der Blasten im Knochenmark eine Verdnderung der exprimierten
Antigene einhergeht. Eine Zunahme von CD 7, CD 56, CD 117 ist gleichzeitig mit einer
Abnahme von CD 10, CD 11 b und CD 15 verbunden. Ebenso zeigt er (32) in einer weiteren
Arbeit in konzentrierten Blasten-Proben des Knochenmarks und des peripheren Blutes eine
vermehrte Expression von CD 34, CD 38, HLA-DR, CD 13, CD 33, was auf myeloische

Vorstufen hinweist. So werden in der Arbeit 5 CMML-Patienten erfasst, bei denen zu 100%
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CD 13, CD 33, CD 34, HLA-DR, CD 38, CD 117 exprimiert werden. CD 11b und CD 15
wurden bei 40% nachgewiesen. Lymphogene Antigene fehlen fast vollstindig. Nur CD 4 und
CD 7 werden hier zu 40% erfasst.

Benesch (30) verweist auf Stetler-Stevenson (31), der in der Arbeit bei 78% der MDS-
Patienten eine immunphénotypische Verdnderung aufzeigt, die das monozytire, das
myeloische, oder beide Systeme betrifft. CD 13 und CD 16 weisen eine Anderung zu 23%
auf, der Nachweis von CD 56 indert sich bei reifen myeloischen Zellen zu 16%, bei
Monozyten zu 17%. 69% der Patienten zeigten mehr als eine Anomalie.

Ogata (29) zeigte in einer Arbeit mit 116 MDS-Patienten, die entweder ein MDS oder eine
sekundire akute Leukdmie vorwiesen, eine Hiufung von CD 34, CD 38, HLA-DR, CD 13
und CD 33. So sind die MDS-Blasten in der Lage, Antigene der unreifen Stammzelle zu
exprimieren, aber auch die der reifen myeloischen Zelle.

Die AML M4 ist durch die Expression der myeloischen Antigene CD 13 CD 33 und der
monozytiren Antigene CD 14, CD 4, CD 11b, CD 11¢c, CD 64 CD 36 und Lysozym
differenziert. (20). Die AML MS5 exprimiert variabel myeloische Antigene: CD 13, CD 33,
CD 117 und monozytire Marker: CD 14, CD 4, CD 11b, CD 11¢, CD 64, CD 68, CD 36 und
Lysozym. CD 34 ist hdufig negativ, wiahrend CD 33 zu hohen Prozentsitzen exprimiert wird.
In einigen Fillen werden die monozytiren Antigene wie CD 14 nicht exprimiert, wihrend
CD 34, CD 64, CD 4 und CD 11c deutlich nachgewiesen werden.(20)

Das charakteristische Markerprofil der akuten myelomonozytiren Leukdmie unterscheidet
sich ganz wesentlich durch den Nachweis von CD 14- und CD 33-Koexpression. Diese
Markerkonstellation weist auf sehr unreife, stammzellnahe Zellpopulationen hin, die sich bei
der CMML nicht so héufig finden. Zur Abgrenzung der CMML von der AMML konnen
ebenfalls die Oberflichenmarkerexpression CD 14 und Koexpression CD 15 sowie CD 14/54

und CD 14/38 herangezogen werden.
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Die AML M4, M5 ist immunologisch durch die Expression von Myeloperoxidase
(zytoplasmatisch), CD 13, CD 33, CD w65 und /oder CD 117 (Oberfliche) definiert. Der
Marker mit der besten Diskriminierungsfihigkeit ist die Myeloperoxidase = MPO. (25,26)
Oertel et al. (18) zeigte 1994 in einer Studie mit 7 CMML Patienten eine ca. 17% ige
Expression von CD 34 pos. Zellen. Ein erhohter Anteil der Promonozyten exprimiert CD 34.
Dies bedeutet, dass die Promonozyten zu einem undifferenzierten CD 34 positiven Zellklon
gehoren.

CD 4 ist bei keinem der CMML-Patienten nachweisbar, da Monozyten wéhrend ihrer Reifung
die myeloischen Anteile verlieren.

CD 117 wurde nur bei wenigen CMML Patienten nachgewiesen, d.h. die CMML Zellen

haben eine gewisse Reifungsphase durchlaufen, und sind nicht mehr so undifferenziert.

Die Prognose abzuschitzen ist das Ziel der unterschiedlichen Score-Systeme. Unterschiedlich
werden Klinik, Alter und Laborparameter gewichtet und als Prognoseparameter bewertet.

Der modifizierte Bournemouth Score (21), der Spanische Score (23), der MDAP-Score (22)
und der Diisseldorfer Score (24) konnen zur Einschitzung der Uberlebenszeit, nicht aber so
gut fiir die Einschitzung der Hiufigkeit in einen AML-Ubergang herangezogen werden.
Wichtig erscheint die Identifikation von Niedrig-Risikopatienten, bei denen eher
zuriickhaltend therapiert werden sollte. Uber die oben genannten CMML spezifischen
Scoring-Systeme hinaus konnen auch der IPSS und der kiirzlich entwickelte WPSS (38)
herangezogen werden; allerdings erscheint die Aussagekraft dieser Scores fiir die CMML
begrenzt zu sein. (5.1 Tab.1)

Eine Neuentwicklung stellt der FCSS (2008) (5.1.Tab. 1) dar, der unter anderem
flowcytometrische Ergebnisse in die Prognoseabschitzung einflieen ldsst. Eine Evaluierung

diese Scores steht aus.
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5.1.Tabelle 1: Kriterien der Scoring-Systeme

Kriterien FCSS IPSS WPSS

Alter X

Geschlecht

X
Mittlere Uberlebenszeit | x
Mittlerer Zeitraum X
zwischen Diagnose und
Transplantationstag

WHO-Klassifikation X X
der MDS-Formen

[PSS-Klassifikation X
nach
Risikoeinschitzung

Cytogenetische X
Klassifikation nach
Risikoeinschitzung

Graft versus host X
disease Prophylaxe

Verwandter Spender X
mit HLA —
Differenzierung

Fremdspender mit X
HLA-Differenzierung

Herkunft der X
Stammzelle

Dauermedikation X

Anzahl der abnormalen | x
Blasten in Prozent

Dysplastische X
Myelobasten im
Knochenmark

Knochenmarkblasten in X
Prozent

Karyotyp X X

Anzahl der Zytopenien X

Transfusionserfordernis X

Das flow cytometic scoring system (FCSS) korreliert mit dem IPPS, wie FCSS/IPSS, die
Studie von Scott et al., belegt. (40)

Die Abgrenzung einer myeloproliferativen von der myelodysplastischen Variante der CMML
anhand des Vorhandenseins einer Leukozytose von mehr als 12.000/ul, bzw. die Abgrenzung

einer CMML1 von einer CMML2 in Abhingigkeit vom Blastenanteil < 10 > % im
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Knochenmark, konnte zwar zur Prognoseevaluation herangezogen werden, hilft jedoch nicht

zur Abgrenzung zur AMML und zu reaktiven Monozytosen weiter.

Die Markerkonstellationen sowohl der CMML als auch der AMML, die aufgrund der hier
vorliegenden Analysen erstellt werden konnten, finden sich physiologischerweise nicht in
Knochenmarkzellen, so dass auch eine Abgrenzung zur reaktiven Monozytose mit Hilfe
dieses Markerprofils gelingen konnte. Hierzu wére es erforderlich, Patienten mit reaktiven
Monozytosen zu untersuchen. Systematische Untersuchungen zu dieser Fragestellung gibt es

in der Literatur bislang nicht.
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8. Abkiirzungsverzeichnis

ALPC

AML

AMML

BCR/ABL

CBF

CBFb/MYH

CBFB/MYHI1

CEBPA

CD

c-fms

CSF-1

c-kit-Gene

CML

CMML

DNA

EIF4EBP1

ETO

ETV6/TEL

FAB

atypical localisation of immature progenitor cell

Akute Myeloische Leukdmie

Akute Myelomonozytire Leukidmie

Breakpoint Cluster Region, Fusionsgen auf Chromosom 22 =
Philadelphia-Chromosom

Core Binding Factor

Fusionsgen
Core Binding Factor/Myosin Heavy Polypeptid 11
CCAAT-Enhancer Binding Protein Alpha, Transscriptionsfaktor der
Myelopoeseregulation, unterstiitzt Reifung von myeloischer
Vorlduferzellen zu Granulozyten

Cluster of differentiation
Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF), kodiert den
Makrophagen-Kolonie- stimulierender Faktor-Rezeptor
Colony Stimulating Factor-1

Oberfldchenantigen, zur Tyrosinkinasen-Familie gehorend
Chronische Myeloische Leukidmie

Chronische Myelomonozytire Leukdmie
Desoxyribonukleinsédure

Eukarotic Translation Initiation Factor 4E

Fusionsprotein

Transskriptionsfaktor

French-American-British (Klassifikationssystem)
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FACScan

FCSS

FGFR1

FISH

FITC

FLT 3 Gen

FLT3-IDT

GEP

GTPases

Hb

HLA

HUMARA

ICAM

IMP

inv

IPSS

ITD

K-RAS

LDH

LFA

MI1-M7

MBL

MDAPS

MDS

MDS-CMML

MLL

Fluoreszensaktivierter Zellscanner
flow cytometric scoring system

fibroblast- growth- factor- receptor-1
Fluorescence in situ hybridization
Fluoreszeinisothiocyanat

fms-Like Tyrosinkinase 3

FLT3-Internal Tandem Duplication

gene expression profiling
Guanosine-5'-triphosphate (GTP) activating proteins, hydrolisiert GTP
Héamoglobin

Human Leukozyte Antigen

Humane Androgenrezpetor-Gen

Intercellular Adhesion Molecule

Immature myeloicle preliminary stage

Inversion

International Prognostic Scoring System

Internal Tandem Duplication

zdhlt zur Familie der GTPase, decodiert Proto-Onkogene
Laktatdehydrogenase

Lymphocyte Function-associated Antigen

Akute Myeloische Leukidmie FAB Subtyp M1-M7
Medullérer Blastenanteil

M.D.Anderson Prognostic Score
Myelodysplastische Syndrome
Myelodysplastische Variante der CMML

Mixed Lineage Leukemia Gen
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MPD-CMML

MPO

NPM1

NW

N-RAS

p=n.s.

PAS

PBS

PDGFRB

PE

PDPK1

PLT

PML/RARa

q

RA

RAS

RAEB

RAEB-T

RARS

RUNX1/CBFA2T1

SAM

sAML

SSC

SPSS

Myeloproliferative Variante der CMML
Myeloperoxidase
Nucleophosmin, nuclear-cytoplasmic shuttling factor
Normalwert
Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
p-Wert ist nicht signifikant (>0,05)
Perjodsdure-Schiff-Firbung
Phosphate buffert saline
platelet —derived- growth- factor- receptor
Phycoerythrin
Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase
Platelets = Thrombozyten
Chimeres Protein
langer Arm eines Chromosoms
refraktire Andmie
Rat Sarcoma, Proto-Onkogen
refraktiare Andmie mit Vermehrung von Blasten
refraktiare Andmie mit Vermehrung von Blasten in Transformation
refraktiare Andmie mit Ringsideroblasten
Runt Related Transcriptions-Factor
Significance Analysis of Microarrays
Sekundidre AML
right angle light scatter

Statistical Package for the Social Sciences
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t-AML

TNFR1

TK

TKD

t-RARS

WBC

WHO

WPSS

therapy-related AML
Tumor-Nekrose Faktor
Thymidinkinase
Tyrosin Kinase Domaine
Trilinedre refraktidre Andmie mit Ringsideroblasten
Translokation
White Blood Cell
World Health Organization

WHO prognistic scoring system
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9. Zusammenfassung

Die chronische myelomonozytire Leukidmie ist eine seltene hdmatologische Erkrankung
dlterer Menschen mit dem Kennzeichen von einer Vermehrung ausgereifter Monozyten im
Knochenmark und peripheren Blut; Ubergiinge in eine AML (Akute Myeloische Leukémie)
sind méglich.

Es konnte gezeigt werden, dass der Diisseldorfer Score, der modifizierte Bournemouth Score,
der M.D.Anderson Prognostic Score und der spanischer Score zur Abkldrung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit, nicht aber des Risikos des AML-Ubergangs verwendet werden
konnen.

Ein weiterer Aspekt der Differenzierung der CMML (Chronische Myelomonozytire
Leuk#mie) mit ihren Subtypen und Abgrenzung zur AML bietet die Durchfluzytometrie mit
dem Nachweis der zelleigenen Oberflichenantigene = CD (Cluster of differentiation).

Die Expression von CD 14 zusammen mit CD 61 und CD 33 und die Koexpression von
CD 14 und CD 11b erwiesen sich als charakteristisch fiir die CMML. Eine geringe
Koexpression von CD 14/117, CD 14/34, CD 14/4 werden nachgewiesen. Aufgrund dieses
Expressionsmusters kann die CMML als Stammzellerkrankung auf der Stufe der
myelomonozytiiren Progenitorzelle verstanden werden. Diese Befunde erlauben eine
Abgrenzung der CMML von akuten Leukidmien des Subtyps FAB M4/M5 (French-
American-British (Klassifikationssystem)). | |

Die akuten monozytiren Leukdmien sind immunphénotypisch gekennzeichnet:

a. deutliche Expression von CD 11b, CD 14/33, CD 14/15, CD 14/54, CD 13, CD 38

b. méBige Expression von CD 34 und CD 58, CD 117

c. Nachweis von Adhésionsmolekiilen

d. zytoplasmatischer Nachweis von Myeloperoxydase

Weitere Untersuchungen zur Abgrenzung zur CMML und reaktiven Monozytosen stehen aus.
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