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chronische lymphatische Leukiamie
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1. Einleitung

1.1. Allgemeines

Eine akute Leukamie ist definiert als eine Proliferation und Anhiaufung maligne
entarteter, unreifer hamatopoetischer Zellen im Knochenmark und Blut. Virchow
pragte diesen Begriff bereitsim 19. Jahrhundert; ihm fiel die ,,Weissbliitigkeit™ —
helle Farbe des Blutes — seiner Patienten auf. Bereits Anfang des letzten Jahrhunderts
konnte man die akute myeloische Leukamie (AML) von der akuten lymphatischen
Leukamie (ALL) durch standardisierte Farbeverfahren differenzieren. In den 1960-
iger Jahren war die Prognose dieser Erkrankungen oft noch weitgehend infaust —
wenige Patienten tiberlebten langer as einige Monate; in den letzten 20 Jahren stieg
die Remissionsrate — abhingig vom Leukamietyp und Art der Therapie — auf 20-60%
an[2].

Leukamien bilden eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, stellen aber
zahlenmiBig bezogen auf die Gesamtmorbiditét nur einen geringen Anteil (2-
4/100000/Jahr) dar. Mit zunehmendem L ebensalter steigt dasrelative
Erkrankungsrisiko deutlich an.

Man unterscheidet verschiedene Formen der Leukdamie. Abhangig vom klinischen
Erscheinungsbild definiert man akute und chronische Verlaufsformen. Die akuten
Leukamien werden nach ihrer Herkunft in die akuten myeloischen Leukamien (AML)
oder akuten lymphatischen Leukdmien (ALL) differenziert. Unter den chronischen

L eukamien werden die chronische myeloische Leukamie (CML), die chronische
myel oisch-monozytire Leukidmie (CMML) und die chronische lymphatische
Leukamie (CLL) subsummiert.

Pradisponierende Faktoren konnen unter anderem chemische Substanzen (Benzol,
Zytostatika), ionisierende Strahlung, genetische und endemische Faktoren (zum
Beispiel Down-Syndrom, Fanconie-Aniamie, T-Zell-Leukdamie durch HTLV-1-Viren
in Japan, Afrika, Karibik) sein. Sekundire Leukamien gibt es unter anderem auf dem
Boden des myel odysplatischen Syndroms (MDS) oder myeloproliferativer
Erkrankungen (MPS).



1.2.Labor

Das Blut- und Differentialblutbild, insbesondere der Blutausstrich mit
mikroskopischer Differenzierung der Einzellzellen, sind elementare diagnostische
Parameter zur Diagnosesicherung einer Leukamie. Oft findet man eine normo- bis
makrozytare Anamie, haufig auch eine Thrombozytopenie. Die

L eukozytenkonzentration ist variabel und hangt vom Ausschwemmungsgrad unreifer
Blasten aus dem Knochenmark in das periphere Blut ab. Anhand des Blastenanteils
kann man aeukamische, subleukamische und leukamische Formen einer akuten

L eukdmie unterscheiden.

Eine erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit, bedingt durch Anamie und
Dysproteinamie (Vermehrung der Alpha2- und Gammaglobulinfraktion), stellt ein
haufiges Laborphianomen dar.

Der ,,Hiatus leucaemicus® ist ein charakteristisches Merkmal akuter Leukamien. Hier
findet sich ein Nebeneinander von unreifen Blasten und einer segmentkernigen
Granulozytenvermehrung im Blutausstrich ohne Linksverschiebung. Eine zum Teil
deutlich gesteigerte LDH-Aktivitit gilt as prognostisch ungiinstiger Faktor der
Gesamtrisikoabschatzung.

Erhohte Harnsdureserumwerte finden sich bei einem verstirkten L eukozytenumsatz

und konnen klinisch als Gichtanfille oder Nephropathien imponieren.

1.3.Klassifikation

Zur Diagnosestellung einer akuten Leukdamieist in der Regel eine
Knochenmarkgewinnung erforderlich. Hiermit gelingt die Differenzierung zu anderen
hamatopoetischen Erkrankungen (zum Beispiel dem myelodysplastischen Syndrom
(MDS) oder malignen Lymphomen), deren Therapie von denen der akuten Leukamie
sehr unterschiedlich ist.

Die Diagnose akute Leukidmie verlangt ein Blastenanteil von mindestens 30%
medullér, nach der WHO-K lassifikation von 1999 reichen bereits 20% aus. Die
Differenzierung zwischen akuter myeloischer und akuter lymphatischer Leukamie
geschieht konventionell tiiber die zytologische Pappenheim-Firbung. Sogenannte
,JAuer-Stabchen® sind charakteristisch fiir Blasten der myeloischen Reihe und

konnen, je nach Leukamiesubtyp, bei bis zu 50% der Patienten diagnostiziert werden.



Fir die Differenzierung der akuten myeloischen Leukidmie stehen verschiedene
zytochemische Verfahren zur Verfiigung, zum Beispiel die Anfarbung mit
Sudanschwarz-B-Reaktion (SSB), Myeloperoxydase (POX) und weitere.

Die monozytiren akuten Leukamien zeichnen sich durch eine Positivitat fiir
unspezifische Esterasen (Alpha-Naphtylacetatesterase=ANE) aus[1].

Akute Leukamien werden neben den beschriebenen morphol ogischen und
zytochemischen auch durch immunol ogische Merkmal e charakterisiert[2]. Hierzu
verwendet man monoklonale Antikorper, die sich gegen membranstandige oder
intrazytopl asmatische Strukturen richten.

Steigende Bedeutung findet die zytogenetische Analyse bei der akuten myel oischen
Leukdmie. Ein Karyotyp mit Verlust des Chromosomen 5 (-5) bzw. seines kurzen
Endes (50-) ist ein prognostisch ungiinstiger Faktor. Gleiches gilt fiir Veranderungen
des Chromosom 7 (-7/7g-), die Aberration 11g23- und komplexe, mehr als 3
Aberrationen umfassende Karyotypen.

Es gibt jedoch auch prognostisch giinstige Faktoren, zu denen unter anderem die
Translokation t(8;21) bzw. die Translokation t(15;17) oder eine Inversion am
Chromosom 16 (inv(16)) zahlen. Weiter finden sich typische Aberrationen, die
bestimmten L eukamiesubtypen zugeordnet werden kénnen, beispielsweise die
Transokation t(9;11) oder Deletion des Chromosomen 11 (del(11)) bei der AML-M5.
Typische zytogenetische Aberrationen sind bel der folgenden Klassifikation der

akuten myel oischen Leukamie genannt und jeder Leukamieform zugeordnet.

1.4.AML — akute myeloische Leukimie

Die akuten myeloischen Leukamien werden nach der Klassifikation von Bennett et al
und der French-American-British Group (FAB)- seit 1985- international
iibereinstimmend eingeteilt. Die Diagnostik erfolgt durch eine zytologische
Beurteilung der panoptischen Farbung, Standardzytochemie und Beurteilung des
Differenzierungsgrades der Blasten im Knochenmark- bzw. Blutaustrich. Eine
zytogenetische Untersuchung sowie immunzytochemische Verfahren sind haufig
obligat.

Eine Zusammenfassung und Ubersicht der FAB-K lassifikation der akuten
myeloischen Leukamien findet sich in Tabelle 1 [3].



Tabellel, nach Bennett et al, 1985, Klassifikation der AML 1 (erweitert, geandert)

FAB- zytologische Klassifikation Haufigkeit | Morphologie Zytogenetik
Subtyp
MO myeloblastar mit ca. 2-3% undifferenzierte Blasten keine typische
minimaler Differenzierung vereinzelt azurophile Granula
M1 myeloblastar ohne ca. 20% > 90% undifferenzierte Blasten 1(9;22), 99-,
morphologische Ausreifung > 3% Blasten mit azurophilen Granula inv (3)
M2 myeloblastar mit ca. 30% < 90% undifferenzierte Blasten t(8;21) = glinstig
morphologischer Ausreifung > 10% Blasten mit azurophilen Granula t(6;9), 12p-
Auerstabchen, Nukleolen im Zellkern
M3 akute Promyelozyten-Leukamie ca. 10% atypische Promyelozyten mit t(15;17), t(11;17),
Auer-Stabchen t(17;17)
M4 akute myelomonozytare Leukamie ca. 20% > 30% Blasten, davon keine typische
<80% Monoblasten
M4Eo M4-eosinophile Variante ca. 2-3% siehe M4, atypischer Eosinophilie inv(16), del(16)
mit basophilen Granula
M5a akute Monoblasten-Leukéamie ca. 3-5% > 30% Blasten, davon del(11), t(9;11)
>80% Monoblasten
M5b akute Monoblasten-Leukamie ca. 7-10% > 30% Blasten, ferner Monoblasten, del(11), t(9;11),
mit monozytarer Differenzierung Promonozyten und Monozyten
M6 akute Erythroblasten-Leukamie ca. 3-4% > 20% Myeloblasten, > 50% atypische keine typische
Erythrozyten-Progenitorzellen
M7 akute Megakaryoblasten-Leukamie ca. 2-4% undiffenzierte Blasten, keine typische

1.5.ALL — akute lymphatische Leukdmie

haufig mit "blebs"

Die akuten lymphatischen Leukdmien (ALL) werden hier nur kurz erwihnt, dain

dieser Studie nur wenige Patienten mit dieser Erkrankung eingeschl ossen wurden.



Zytomorphologischist die ALL eine Ausschlussdiagnose — Granulafehlen in 99%
der Fille. Der Nachweis nur eines Auer-Stibchens schliefit bereitseine ALL aus. Die
zytochemische Untersuchung auf POX ist negativ. Man unterteilt die ALL gemal3 der
immunol ogischen Oberflacheneigenschaft in eine ALL der B-Zellreihe und der T-
Zdlreihe.

Bei der B-Zellreihe gibt es verschieden Untergruppen: Pro-B-(ohne spezifische B-
Zéllreihen-Marker), Common-(CD10+), Pra-B-(zytoplasmatisches IgM+), und B-
ALL (Kappa oder Lambdal eichtkettenexpression im Zytoplasma oder
membranstindig). Allgemeine Marker der B-Zellreihe sind CD19, CD79a und CD22.
Die T-ZdlIreihe besitzt allgemein eine membran- oder zytoplasmatische Expression
von CD3 und wird in die Subgruppen Pro-T-(CD7+), Pra-T-(CD2+ und/oder CD5+
bzw. CD8+), Kortikale-T-(Cdlat) und reife T-ALL (membranstindig CD3+, CD1&a)

unterteilt.

1.6.Chronische Leukdimien

Zu den chronischen Leukamien gehéren, auch unter Beachtung der historischen
Einteilung, die chronische myeloische Leukiamie (CML), die chronische myelo-
monozytare Leukiamie (CMML) sowie die chronische lymphatische Leukamie (CLL).
Die chronische myeloische Leukdamie (CML) gehort in den Formenkreis der
Myeloproliferativen Syndrome (MPS). Zu ihnen zihlt neben ihr die Essentielle
Thrombozythamie (ET), die PolycythaemiaVera (PV) und die Osteomyel ofibrose
(OMPF). Einen erheblichen Anteil mit 20-30% aller Erwachsenenleukamien bildet die
chronische myeloische Leukamie. Ihre haufigste Manifestation liegt zwischen der 4.
und 6. Lebensdekade. Der natiirliche Verlauf besteht aus einer chronisch-stabilen
Phase (Dauer ca. 60 Monate), die tiber ein unscharf definiertes Zwischenstadium
(Akzelerationsphase) in einen terminalen Blastenschub iibergeht. Dieser kann
myeloisch, lymphozytar oder gemischtzellig sein.

Dem Philadel phia-Chromosom t(9;22) liegt ein Deletion des Chromosom 22
zugrunde. Damit einher geht eine reziproken Transl okation zwischen den
Chromosomen 22 und 9 und somit die Fusion der Gene bcr und abl. Das Produkt des
Fusionsgenes ist eine p210-Tyrosinkinase. Der zytogenetische Nachweis ist
beweisend fiir eine chronische myeloische Leukidmie und wird in 95 % der Fille

gefunden.
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Typische klinische Befunde sind eine Splenomegalie und Hepatomegalie, bedingt
durch extramedulldre Blutbildung. Es finden auch hier die klinischen B-Symptome
Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweif3. Die Diagnose geschieht meist in der
chronischen Phase der Erkankung. Im peripheren Blutbild findet sich eine

pathol ogische Linksverschiebung bis zu den Myeloblasten und eine durch
Neutrophile hervorgerufene L eukozytose, Vermehrung der Basophilen und
Eosinophilen, ein Anteil von bis zu 15% immaturer granulozytarer Zellen und eine
Verminderung des AL P-Indexes (Alkalische L eukozytenphosphatase).

Historisch gesehen gehort in die Reihe der Leukamien auch die chronische
lymphatische Leukamie (CLL). Heute gehort sie zu den Non-Hodgkin-Lymphomen,
nach der Kiel-Klassifikation von 1992 zur Untergruppe der niedrigmalignen,
lymphozytischen B-Zell-Lymphome. Die CLL ist eine neoplastische Proliferation
von kleinen Lymphozyten des hoheren Lebensalters. Im Blutausstrich findet man bis
Zu 99% Lymphozyten, das Knochenmark ist bei Diagnosestellung haufig bereits
diffusinfiltriert. Immunphénotypisch sind die Lymphomzellen positiv fiir die Marker
CD5, CD23 und negativ fiir CD10. Zytogenetische Untersuchungen zeigen
gelegentlich eine Trisomie 12 (+12) oder Verdanderungen am Chromosom 13 (13q).
Klinisch sind persistierende Lymphknotenschwellungen, Anamie und

Thrombozytamie auffallend.

1.7.Chemotherapeutika

In der Therapie der akuten Leukamien werden verschieden Substanzen in
unterschiedlichen Therapieschemata verwendet[3]. Im Folgenden werden die
verschieden Chemotherapeutika kurz erlautert.

1.7.1.Anthrazykline

Zur Gruppe der Antibiotika werden die Anthrazykline gerechnet, deren Vertreter
unter anderem das Daunorubicin (DNR), Doxorubicin (DXR), Epirubicin (EPI) und
das Idarubicin (IDA) sind. Ein Beispiel fiir ein Anthracendion ist Mitoxantron.
Weitere Antibiotika mit chemotherapeutischer Potenz sind Aktinomycin-D (auch
Daktinomycin genannt), Bleomycin und Mitomycin-C.
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Anthrazykline sind Glykosid-Antibiotika, die folgenden Wirkmechanismus aufweisen
DNA-Interkalation, Induktion von DNA-Strangbriichen, Bildung freier
Sauerstoffradikale, Hemmung der Topoisomerase I1. Sie wirken auf die S-/G2-
Zdllzyklusphase und werden in der Leber zu 90 % tiber Aldolasereduktion bzw.
Aglykonbildung abgebaut und zu 10% renal eliminiert. Kontraindikationen fiir den
Einsatz von Anthrazyklinen sind kardiale Erkrankungen (Herzinsuffizienz, KHK,
Arrhythmien, Herzinfarkt), schwere Leberfunktionsstorungen und akute Infektionen.
Dosislimitierend ist vor allem die Myelosuppression des Knochenmarkes (L euko-
und Thrombozytopenie). Paravasate fiihren zu lokaler Toxizitit, da diese
Glykopeptid-Antibiotika eine stark nekrotisierende Wirkung besitzen. Haufige
Nebenwirkungen sind Nausea, Vomitus, Mukositis, Stomatitis, Infertilitat. An der
Haut konnen Exantheme, Urtikaria sowie eine totale Alopezie beobachtet werden.
Seltene Nebenwirkungen sind Tubulusschadigungen (renal), Hyperpigmentierungen
und Diarrhoen.

Doxorubicin (DXR) ist das hydrierte Daunorubicin (DNR) mit einer terminalen
Halbwertzeit von ca. 21-90 Stunden. Im Gegensatz zum DNR verfiigt esiiber eine ca.
70% Plasmaproteinbindung sowie eine hohe Gewebsbindung mit intranukl eirer
Retention. Doxorubicin (DXR) besitzt neben der Zulassung fiir die Therapie der
AML und ALL auch noch eine fiir solide Tumoren (zum Beispiel Bronchial -,
Mamma-, Ovarial-, Prostata-Karzinome).

Idarubicin ((IDA), 4-Demethoxydaunorubicin), dessen orale Verfiigbarkeit liegt im
Mittel bei 30% und die terminale Halbwertzeit (triphasisch) betragt ca. 6-25 Stunden.
Idarubicinol, der Metabolit des Idarubicin, hat eine terminale Halbwertzeit von bis zu
60 Stunden, bedingt durch intranukleire und intrazellulare Retention bel erhohter
Lipophilitat und DNA-Bindung. IDA besitzt neben einer AML/ALL-
Therapiezulassung auch eine fiir die Therapie des Mammakarzinoms und einiger
Lymphomentititen. Sein Nebenwirkungsspektrum ist etwas verschieden zu den
anderen Anthrazyklinen. Kardiotoxizitat und Alopezie sind geringgradiger
ausgepragt.

Epirubicin (EPI) besitzt eine terminale Halbwertzeit von 15-48 Stunden, wird jedoch
in der Therapie der AML nicht eingesetzt.
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1.7.2.Alkaloide

Zu der Gruppe der Alkaloide gehoren folgende tibergeordnete Stoffklassen
Podophyllotoxinderivate, Vincaalkaloide, Taxane und Camptothecinderivate. L etztere
finden bei der Betrachtung im Zusammenhang mit der Multi-Drug-Resistenz keine

Beachtung und werden daher auch nicht naher erlautert.

Etoposid (VP-16) ist der wohl bekannteste Vertreter der Podophyllotoxinderivate. Es
ist ein 4 -Desmethylepi podophyllotoxinethylidenglucosid, ein pflanzliches Alkaloid.
Ein weiterer Vertreter ist das Teniposid (VM-26). Beide hemmen die Topoisomerase
I1. Die Folge ist ein Mitosearrest mit konsekutiven DNA -Strangabbriichen.
Zdllzykluspezifitit besteht fiir die Phasen G2 und S. Die orale Bioverfiigbarkeit liegt
bei ca. 50% fiir VP16, die terminale Halbwertzeit beider Substanzen betragt ca. 4-15
Stunden. Die Eliminierung des Etoposid findet tiberwiegend renal statt, wahrend das
Teniposid vorwiegend bilaren Metabolismen unterliegt. Auch hier ist dosislimitierend
die Myelosuppression, die iiberwiegend as Neutropenie imponiert, sowie schwere
Leber- und Nierenschiadigungen. Die Nebenwirkungen des Etoposid bestehen unter
anderem aus transienten Transaminasenerhohungen, maBiggradiger Alopezie,
Hypotonie bel intravensser Applikation, Nausea und Emesis bei oraler Gabe, seltener
Neuropathien und ZNS-Stérungen.

Teniposid kann gelegentlich ein Lebervenenverschlusssyndrom (VOD = “veno-
occlusive disease™), Stérungen des Nervensystems (periphere Paristhesien) und

Hyperpigmentierung hervorrufen.

In die Gruppe der Vincaalkal oide gehdren folgende Substanzen: Vinblastin (VBL),
Vincrigtin (VCR), Vindesin (VDS) und Vinorelbin (VRLB). Diese Substanzen
gehoéren zu den Mitosehemmern. Sie binden sich an das Protein Tubulin und hemmen
die Ausbildung einer Mitosespindel in den Zellzyklusphasen G2 bzw. M. Hieraus
ergibt sich, wie bei den Podophyllotoxinderivaten, ein Mitosearrest mit konsekutiven
DNA-Strangabbriichen. Weiterhin fithren sie iiber eine Hemmung DNA-abhiangiger
RNA-Polymerasen zu einer Absenkung der RNA-Syntheserate. Dieinitiale
Halbwertzeit aller Vincaalkaloide ist kleiner als 5 Minuten, die terminale schwankt je
nach Substanz zwischen 20-85 Stunden. Die Metabolisierung findet hepatisch tiber
das Cytochrom-P450 statt. Ein geringer Anteil (10-30%) wird renal eliminiert. Das
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Nebenwirkungsspektrum aller Vinkaalkaloide ist entsprechend ihrer gemeinsamen
Gruppenzugehorigkeit dahnlich. Alle fithren zu einer Myel osupression,
kardiovaskuldren Stérungen, Nausea, Vomitus, Obstipation, Diarrhoe, Erythemen,
Exanthemen, lokaler Toxizitit in Form von Nekrosen bei paravasaler Injektion,
Neurotoxizitit unterschiedlicher Auspragung, Pulmotoxizitiat mit akut intestitieller
Pneumonitis, Bronchospasmus bei gleichzeitiger Verabreichung von Mitomycin C,
auBer Vinorelbin, und Muskelkrampfen bzw. Muskelschmerzen im Bereich des
Unterkiefers, Hals, Riicken und der Extremitaten. Typische Nebenwirkungen des
Vinblastins (VBL) sind die dosislimitierende Myel osupression (Neutropenie),
Fotosensibilitat und eine maBiggradige Neurotoxizitit. Vincristin (VCR) ist weniger
myel otoxisch, kann aber zu einer Polyurie durch verminderte ADH-Sekretion fiihren.
Esist dosislimitierend neurotoxisch, wie auch Vindesin (aber nicht in dem Umfang),
und kann zu peripheren Neuropathien, autonomer Neurotoxizitit mit
Hirnnervenausfillen und ZNS-Stérungen, zum Beispiel Hypésthesien mit teilweiser
Areflexie fiihren. Es besteht eine gesteigerte lleusgefahr bel der gleichzeitigen Gabe
von Opiaten. Vinorelbin (VRLB) fiihrt seltener zur peripher-neurologischen
Veranderungen und ist ebenfalls dosislimitierend myel osupressiv (Neutropenie).

1.8.Therapien

Die Patienten erhielten am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf in der
Medizinischen Klinik 11, Hamatologie — Onkologie, folgende Therapien: IVA
(Cytarabin, Idarubicin, Etoposid), FLAG-IDA (Fludarabin, Idarubicin, Cytarabin)
und DAV (Daunorubicin, VP 16, Cytarabin). Diese enthalten Chemotherapeutika, die
zuvor genannt wurden und fiir die Betrachtung der Multidrug-Resistenz von
Bedeutung waren.

Auf eine ausfiihrliche Beschreibung dieser und weiterer optionaler Therapieschemata
wurde verzichtet, da keine Untersuchung beziiglich der applizierten Menge eines

Chemotherapeutikums Bestandteil der Arbeit waren.

1.9.Multidrug-Resistenz (MDR)

Es gibt verschiedene Resistenzmoglichkeiten. Auf zellulérer Ebene betrifft dies: (1)
die transportvermittelte Resistenz, (2) die metabolische Resistenz, (3) die Target-
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Resistenz , (4) Verianderungen des DNA-Reparaturmechanismus und (5) Stérungen
der Apoptose[4].

Daneben gibt es weitere Resistenzmechanismen, so z.B. Alterationen von Target-,
Entgiftungs- und Reparaturenzymen. Fiir Methotrexat konnte gezeigt werden, dass
eine Erhéhung der Dihydrofolat-Reduktase-Spiegel (Targetenzym) einer
Resistenzentwicklung Vorschub leisten kann. Die Aldehyd-Dehydrogenase it fiir
eine Resistenzvermittlung gegeniiber Cyclophosphamid verantwortlich. Ein anderer,
weiterer Mechanismus findet sich auf der pharmakol ogischen Seite durch veranderte

Substanzdosen und ihre Metabolisierung.

In dieser Arbeit geht es speziell um Mechanismen der Resi stenzentwicklung
gegeniiber antineoplastisch wirkenden Substanzen (Chemotherapeutika) bei der
akuten myeloischen Leukamien (AML).

Das Multidrug-Resistenz-Phanomen bezeichnet elne Resistenz gegeniiber mehreren,
chemisch nicht identischen Substanzklassen. Hierzu zihlen klassischer Weise die
zuvor bereits ausfiihrlich erlauterten Chemotherapeutika: Anthrazykline,
Epipodophyllotoxine, Taxane und Vinkaalkal oide sowie die weiteren Substanzen
Amsacrin, Aktinomycin-D und Colchicin. Es findet sich eine Kreuzresistenz, deren

einziges gemeinsames Merkmal die Lipophilitit ist.

Bereits 1968 wurden wesentliche Merkmale der MDR von Kessel et. al.
beschrieben[5].

Das Multidrug-Resistenz-1-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosom 7 zu
finden[6,7]. Die Beteiligung des c-Ha-ras-1-Onkogen und des p53 —
Tumorsuppressorgens als Transkriptionsfaktoren der Gruppe der C/EBP fiir die
Regulation und Expression des MDR-Genproduktes scheint gesichert[8,9]. Das P-Gp
(P-Glykoprotein) stellt das Produkt des MDR1-Genes dar und ist ein 170 kD grofes,
membranstandiges Transportprotein, das der ATP-Binding-Cassette-(ABC-)
Superfamilie zugeordnet wird[10]. Daneben gibt es weitere
Charakterisierungsmoglichkeiten. Hierzu gehort die Gruppeneinteilung anhand des
vorhandenen Pumpmechanismus. Neben der oben erwihnten Gruppe der (1) ATP-
binding-Cassette-(ABC-)Superfamilie gibt es noch die (2) Mg or Facilitator (MF)-
Superfamilie, der (3) Small Multidrug Resistence (SMR)-Familie und (4) die Familie
der Resistence/Nodulation/Cell Division (RND)[11]. Lediglich die ABC-
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Superfamilie arbeitet mit einem ATP getriebenen Pumpmechanismus, via
Adenosintriphosphat-Hydrolyse, wihrend sonst ein Protonen-Drive genutzt wird. Die
SMR- und RND-Familien finden sich nur in Prokaryonten, wiahrend die ABC- und

M F-Superfamilien sowohl in Eukaryonten als auch Prokaryonten vorkommen.

Das P-Gp besteht aus 1280 Aminosiuren, die sich in fast 2 identische Halften
aufteilen. Insgesamt finden sich in jeder Halfte sechs hydrophobe, die Membran
iiberspannende Doméanen und eine hydrophile, ATP-bindende Region, die
zytoplasmatisch gelegen ist. Die Pumpfunktion wird durch die Regulation einer
eigenstandigen ATP-Hydrolyse gewihrleistet.

Ein Modell des P-Gp (P-Glykoproteins) findet sich in der Abbildung 1.

GLYKOSYLIERUNGSSTELLEN

AUSSEN

MEMBRAN
INNEN

1 COOH
D= ATP - BINDUNGSORTE

Abbildung 1: P-Gp Modell

Der Mensch besitzt nur zwei MDR-Gene, das MDR1-Gen und das MDR2-3-Gen,
wihrend bei Miausen, Hamstern und anderen Spezies die Genfamilie 3 Gene umfasst.
Das MDR2-3, von einigen Autoren auch als MDR2-Gen bezeichnet, dessen
Amplifikation vom MDR1 abhingig scheint[12], besitzt jedoch untergeordnete
Bedeutung.

Transportproteine spielen in der Vermittlung der Multidrug-Resistenz eine
wesentliche Rolle. Hierzu gehéren unter anderem das Breast-Cancer-Resistence-
Protein (BRCP)[13,14,15], das Lung-Resistence-Protein (LRP)[16,17,18], das
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humane zystische Fibrose-Gen (CFTR) und das Multidrug-Resi stence-associated
Protein (MRP)[17,19]. Durch die Entschliisselung dieser verschiedenen und weiteren
Transportproteine wird die Multi-Drug-Resistenz heute al's multifaktorielles
Geschehen betrachtet und nicht mehr alleine der Uberexpression des MDR1-
Genproduktes, dem Permeabilitits-Glykoprotein (P-Gp), zugeschrieben.

Eine hohe Expression von MDR1-Gen findet sich beispielsweise in der
Nebennierenrinde, der Leber (Gallenginge), den Endothel zellen des Gehirns und
Hodens, auf Makrophagen, im Kolon und anderen Geweben. Eine mittlere
Expressionsrate konnte unter anderem im Nebennierenmark, in der Trachea, Prostata,
den CD34+ Progenitorzellen sowie Lymphozyten (CD4+, CD8+, CD56+) festgestellt
werden. In Haut, Skelettmuskulatur, Herz und Ovarien findet sich eine niedrige bis
keine Expression des MDR1-Geng[20].

Die Hochregulierung des MDR1-Genes fiihrt zu einer verminderten intrazelluldren
Akkumulation der bereits genannten Chemotherapeutika. Eine Ausnahme bilden die
Vinkaakaloide. Somit finden sich bel der klassischen Multidrug-Resistenz von
Beginn an geringere Wirkspiegel intrazellular. Andere Resistenzmechanismen
basieren meist auf einer Alteration der Metabolisierung spezifischer Substanzen in
der Zelle.

Die physiologischen Substrate des P-Gp sind unter anderem Xenobiotika, Bilirubin,
Peptide und Steroidhormone. Eine erhohte Expression wurde auch nach Vergiftungen
mit Arsen oder Tetrakohlenstoff gefunden.

Das gesteigerte Interesse fiir den MDR-Phianotyp erklart sich in der Moglichkeit der
kompetetiven Hemmbarkeit des P-Gp durch nichtzytotoxische Substanzen, zu denen
unter anderem Kalziumkanal blocker, Steroide, Immunsuppressiva und andere
gehoren.

Esfolgt ein Uberblick iiber mégliche Resistzenzmodul atoren (gekiirzt[4]):

Resistenzmodul atoren :

Substanzklasse Beispiel
Kalziumkanal blocker Verapamil
Diltiazem
Nifedepin
Steroide Progesteron
Antiéstrogene Tamoxifen
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Substanzklasse

Antibiotika

Immunsuppressiva

Camodulin-Inhibitoren

V erschiedene Substanzklassen

Beispiel

Erythromycin
Cyclosporin A
FK 506
Fluphenazin
Chinin
Amiodaron
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2. Material und Methoden

2.1.Material

Die Arbeit konnte auf 151 Proben des peripheren Blutes und des Knochenmarks von
insgesamt 134 Patienten, die wiahrend der routineméifigen Diagnostik allféllig waren,
zuriickgreifen. Fiir diese Studie sind keine Extra-Proben (Knochenmarkspunktion,
Blutentnahme) gewonnen worden. Der Entnahmezeitraum erstreckte sich iiber 6,25
Jahre (03.11.1993 bis 03.02.2000); das Ende der Einschlusszeit war der 30.04.2002.

2.2.Methoden

Es wurde eine retrospektive Analyse durchgefiihrt. Die Fragestellung einer méglichen
Korrelation zwischen dem Nachweis des MDR1-Phanotypes und dem Ansprechen

auf bestimmte Chemotherapien sollte geklart werden.

Fir die Auswertung wurde die Durchflusszytometrie al's Methode der Wahl zum
Nachweis des P-Gp gewihlt. Sie wurde von medizinisch-technischen Assistentinnen
und Assistenten im Pavillon 29 des Universitatsklinikums Eppendorf durchgefiihrt.
Die Daten lagen zur Auswertung vor.

2.2.1.Durchflusszytometrischer Nachweis des P-Glykoproteins

Die Zellen wurden zunichst fiirr 30 Minuten bei 4 °C mit dem primaren Antikorper
UIC2 und in der Konzentration von 1,6 und 39 Mikrogramm pro 1x 10 hoch 6 Zellen
inkubiert, dann zweimal in PBS gewaschen und anschliessend fiir erneute 30 Minuten
mit dem sekundaren, FITC-markierten Antikorper erneut inkubiert, der zuvor 1:40 in
PBS verdiinnt wurde. Die Zellen wurden abermals zweimal gewaschen und
anschliessend durchflusszytometrisch gemessen.

Dieses Assay wurde an einer Kontrollprobe in gleichen Schritten wiederholt, wobei
der priméare Antikorper durch einen unspezifischen, dem Immunglobulinisotyp

entsprechenden Kontrollantikorper, ersetzt wurde.
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2.2.2.Daunor ubicin-Aufnahme-Assay (Funktioneller Assay)

Daunorubicin ist eine rot fluoreszierende Substanz, deren intrazelluliare
Akkumulation durchflusszytometrisch nachgewiesen werden kann, ein direktes
Substrat der P-Gp-Pumpe darstellt und somit fiir einen funktionellen Test
herangezogen werden kann. Von Vorteil ist bei dieser Nachwei smethode die
guantitative Bestimmungsmaglichkeit der Resistenz der Anthrazykline im Gegensatz
zur Immunzytochemie. Der Nachteil der durchflusszytometrischen Bestimmung
besteht darin, dass ein Nachweis der alleinigen Aktivitat des P-Gp nicht moéglich ist,
da maglicherweise weitere bzw. andere Transportproteine, zum Beispiel das MRP
(MDR-associated Protein) erfasst werden konnen. Es empfiehlt sich daher noch die
Bestimmung mittels einer zweiten Methode zum Nachweis der MDR1-
Genexpression.

Daunorubicin und Doxorubicin sind geeignete Nachwei ssubstanzen fiir die Aktivitt
des P-Gp-Proteins, da diese nicht nur fluoreszierend, sondern auch in der

L eukamietherapie bekannt sind und eingesetzt werden. Damit erhofft man sich
direkte Aussagen iiber die Zytotoxizitat.

Als Mass der Aktivitit der Pumpe wird die Zunahme der mittleren Fluoreszenz in
Prozent in Gegenwart des Modulatorsim Vergleich zur mittleren Fluoreszenz in der
Probe ohne Zugabe des M odul ators herangezogen. Die prozentuelle Zugabe der
Daunorubicin-Akkumulation in Gegenwart des Resistenzmodulators wurde ermittelt
durch den Vergleich zwischen der mittleren Fluoreszenzintensitit des intrazellular
akkumulierten Daunorubicinsin Gegenwart oder Abwesenheit des Modulators nach

folgender Formel:

100x (MFI DNR-AKk(+Mod)) — (MFI DNR-AKk(-Mod))

(MFI DNR — Akk(-Mod))

MFI = mittlere Fluoereszenzintensitit
Mod = Modulator
DNR-Akk =intrazellulare DNR-Akkumulation

Die Wahl der prozentuellen Zunahme der mittleren Fluorenszensintensitit in

Gegenwart des Modulators als Messparameter zur Beurteilung des Vorliegens des
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MDR-Phanotypes anstelle des Absolutwertes der mittleren Fluoreszenz nach
Inkubation mit Daunorubicin erklért sich aus der Herkunft der zu untersuchenden
Proben. Daalle Proben aus leukamischen Zellen bestanden, die erwartungsgemass je
nach Art der Leukamieblasten unterschiedliche Grofle aufweisen, wire ein Vergleich
des Absolutwertes nicht moglich gewesen, ohne gleichzeitig eine Abgleichung fir die

Blastengrof3e vorzunehmen.

2.2.3.Rhodamin 123-Ausfluf-Assay (Funktioneller Assay)

Rhodamin 123 ist ein griin fluoreszierender Farbstoff, der sich hervorragend zur
Darstellung von Mitochondrien in lebenden Zellen eignet. Es konnte in friitheren
Untersuchungen gezeigt werden, dass Rhodamin 123 eine ausgepragte Farbung von
Mitochondrien in sensitiven Zellen bewirkt, jedoch resistente Zellen nicht anfarbt.
Dieswird durch eine stark reduzierte Akkumulation des Farbstoffes im Zytoplasma
der resistenten Zellen verursacht. Durch den Einsatz von typischen

Resistenzmodul atoren konnte eine den sensitiven Zellen vergleichbare Anfarbung
wieder hergestellt werden. Die Aktivitit des Resistenzmodulators bewies, dass die
mangelnde Einfarbung resistenter Zellen nicht auf eine verminderte intrazellulidre
Akkumulation, sondern auf einen erhohten Ausfluss aus der Zelle zuriickzufiihren ist.

Der Vortell von Rhodamin 123 im Vergleich zu Daunorubicin liegt unter anderem

darin begriindet:
1. Der Farbstoff wird deutlich schneller aus der Zelle gepumpt, da er
im Gegensatz zu Daunorubicin nicht nukleir oder in intrazellularen
Vesikeln gebunden wird. Daraus folgt, dass auch im niedrigen
Resistenzbereich Unterschiede zuverlassig nachweisbar sind.
2. Bei Doppelmarkierungsstudien grenzt sich das griin fluoreszierende
Rhodamin 123 sehr gut von dem mit roter Fluorenszenz des
Antikorpers ab, wihrend es beim Daunorubicin zu erheblichen
Uberschneidungen kommit.
Durchfiihrung:

Nach erfolgter Zellseparation iiber Ficoll-Gradienten erfolgte die Resuspension der
Zellen in PBS oder in RPMI-1640 + 10% FCS (1x 10 hoch 5 bis 1x 10 hoch 6 /ml
Zellen) unter Zugabe von 60 bis 100 ng/ml Rhodamin 123. Die Aufnahme des
Rhodamin 123 wurde tiber 20 Minuten bel 38°C durchgefiihrt, und anschliessend
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wurden die Zellen zweimal in eiskaltem PBS gewaschen, in frischem RPMI-1640-
Medium + 10% FCS resuspendiert und fiir 3 Stunden bel 37°C in Gegenwart oder
Abwesenheit von Verapamil (10 mikroMol) inkubiert, um den Farbstoffausfluss zu
ermdglichen. Die Aktivitit der P-Gp-Pumpe wurde durch Uberfiihrung der Proben
auf Eis gestoppt. Danach wurde sofort der verbliebene intrazelluare Rhodamin-123-
Gehalt durchflusszytometrisch bestimmt oder es erfolgte eine zusitzliche Markierung
mit Oberflachenmarkern, um in diversen Zellpopulationen die Aktivitit der Pumpe zu
bestimmen.

Vergleichende Untersuchungen in unserem Labor von Zelllinien und Patientenproben
zeigten, dass die Rhodamin 123-Aufnahme bel 4°C oder Raumtemperatur erfolgen
kann, wenn es sich um hochresistente Zelllinien handelt. Hier kann auch der
Rhodamin 123-Ausfluss in PBS durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse sind jedoch
wesentlich zuverlassiger, wenn Rhodamin 123-Aufnahme und —Extrusion bei 37°C
durchgefiihrt und als Kulturmedium RPM1 1640 + 10% FCS verwendet wird [39].

2.3.Jatistik

Fir die Probenanalyse wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test herangezogen, ein

stati stisches Programm, welches eine Beurteilung der geringen Antigenitit eines
Antikorpers und den daraus resultierenden schwach positiven Signalen erlaubt. Esist
automatisch in der FAC-Scan-Software integriert und quantifiziert kleine Differenzen
zwischen 2 Histogrammen iiber den D-Wert (Degree of Difference), d.h. es erfasst
nicht nur die Positivitit, die tiber die hochste Positivitit der Kontrolle herausgeht,
sondern die Fluoreszenszunahme jeder einzelnen Zelle.

Die weitere statistische Auswertung der bereits vorliegenden Proben erfolgte mittels
des Statistikprogrammes ,,spss”. Es wurden verschieden Analysen durchgefiihrt, unter
anderem Vierfeldertafel, Chi-Quadrat-Test, lineare Korrelationskoeffizient (r?) und
Fisher's Exact-Test.
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3. Resultate

In die Auswertung wurden 120 von insgesamt 153 Proben eingeschl ossen.

33 Fille waren nicht vollstandig reproduzierbar bzw. liessen sich im Verlauf nicht
darstellen. Die “drop out rate” betrug somit 21,5%.

Schwierigkeiten bei der Datenerhebung ergaben sich aus der Schliefung einiger
Arztpraxen oder die nachbehandelnden Arzte waren umgezogen bzw. Nachfolger
flihrten die Praxis weiter, denen keine Unterlagen friiherer Patienten vorlagen. Leider
waren auch die Antworten auf die versendeten Fragebogen zum Patientenverlauf
teilweise unvollstandig, so dass weitere Fille ausgeschl ossen werden mussten.

Die tiberwiegende Anzahl der Fille liefl sich in den verschiedenen Archiven des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf recherchieren. Auch hier mussten einige
Fille ausgeschl ossen werden, da durch diverse Archivumziige und verschiedene
Standorte ein Teil der Akten nicht mehr auffindbar war.

Nicht unerheblich fiir die schwierige Auswertung war auch die bewusst sehr lang
gewihlte Einschlusszeit.

3.1.Hdufigkeiten

3.1.1.Verteilung der Leukdmiesubtypen

Von den 120 Fillen (100%) konnten 103 der Gruppe der akuten myel oischen
Leukamien (AML, 70,8%) und dem myel odysplastischen Syndrom (MDS, 15%), 9
der Gruppe der akuten lymphatischen Leukamien (ALL, 7,5%) und 8 der chronischen
myeloischen Leukamie (CML, 6,7%) zugeordnet werden. Dies geschah aufgrund
morphologischer Begutachtung des Differential blutbildes bzw. des durch
Knochenmarkaspiration gewonnenen Materials. Die hiaufigste Leukamieform stellte
die AML-M4 mit 24,2% (29 Patienten) dar. Mit je 19 Patienten (15,8%) waren die
Subgruppen AML-M1 und AML-M2, mit je 18 Patienten (15,0%) die Gruppe des
myel odysplastischen Syndroms vertreten. Alle weiteren Werte konnen der folgenden
Tabelle 2 und ihre Verteilung den beiden Grafiken (Abbildungen 3 und 4)

entnommen werden.
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Tabelle 2: Subtypenverteilung der Leukamien

Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente

Gultig MO 5 4,2 4,2 4,2
M1 19 15,8 15,8 20,0
M2 19 15,8 15,8 35,8
M3 2 1,7 1,7 37,5
M4 29 24,2 24,2 61,7
M5 9 7,5 7,5 69,2
M7 2 17 1,7 70,8
MDS 18 15,0 15,0 85,8
CML 8 6,7 6,7 92,5
ALL 9 7,5 7,5 100,0
Gesamt 120 100,0 100,0

Abbildungen 3 und 4. Subtypendarstellung der Leukamien
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3.1.2.Geschlechtsspezifische Verteilung der Leukdmiesubtypen

Von 120 Patienten waren 64 Frauen (53,3%) und 56 Manner (46,7%); eslag somit

fast Gleichverteilung vor. Interessant war, dass Frauen tiberdurchschnittlich haufiger

in der Gruppe der akuten myeloischen Leukamie, Subtyp M2 (13 Fille), Manner eher

im Subtyp M1 (10 Fille) vertreten waren. In der Literatur gibt es bisher keine Daten,

die eine geschlechtsspezifische Verteilung bei Leukamiesubtypen erkennen lisst. Die

genaue Aufstellung ist in der folgenden Tabelle 3 und Grafik (Abbildung 5)

dargestellt.

Tabelle 3: geschlechtsspezifische Verteilung der Leukiamiesubtypen

Geschlecht
w m Gesamt

Typ MO Anzahl 4 1 5
% von Typ 80,0% 20,0% 100,0%

M1 Anzahl 9 10 19
% von Typ 47,4% 52,6% 100,0%

M2 Anzahl 13 6 19
% von Typ 68,4% 31,6% 100,0%

M3 Anzahl 1 1 2
% von Typ 50,0% 50,0% 100,0%

M4 Anzahl 14 15 29
% von Typ 48,3% 51,7% 100,0%

M5 Anzahl 3 6 9
% von Typ 33,3% 66,7% 100,0%

M7 Anzahl 1 1 2
% von Typ 50,0% 50,0% 100,0%

MDS Anzahl 8 10 18
% von Typ 44,4% 55,6% 100,0%

CML Anzahl 5 3 8
% von Typ 62,5% 37,5% 100,0%

ALL Anzahl 6 3 9
% von Typ 66,7% 33,3% 100,0%

Gesamt Anzahl 64 56 120
% von Typ 53,3% 46,7% 100,0%
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Abbildung 5: geschlechtsspezifische Darstellung der L eukamiesubtypen
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3.1.3.Betrachtungen zur Alter sstruktur

Die Betrachtung des Alters ergab eine Altersspanne vom 17. bis 87. Lebensjahr, der
Median lag bei 56, der Mittelwert bei 54 Jahren (Abbildung 6).

Abbildung 6: Altersverteilung im Patientenkol lektiv
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Im Folgenden wurden verschiedene Altersgruppen fiir die genauere Betrachtung
untersucht. Es erwies sich die folgende Einteilung, unter Beriicksichtigung der
Vergleichsmoglichkeit mit der Literatur und der steigenden Inzidenz mit hoheren

L ebensalter, als zweckmafig 17.-40. Lebengahr, 41.-60. Lebengahr, 61.-70.
Lebensjahr und ab dem 71. Lebengjahr. Die Gruppe der 41-60 Jihrigen war mit tiber
37% aller Erkrankungen am haufigsten vertreten (Tabelle 4).

Tabelle 4: Leukamiesubgruppe und Altersverteilung

Altersgruppen (Jahre)
17-40 41-60 61-70 >71 Gesamt

Typ MO Anzahl 1 3 1 5
% von Altersgruppe 3,8% 12,0% 4,2% 4,2%

M1 Anzahl 10 4 5 19
% von Altersgruppe 22,2% 16,0% 20,8% 15,8%

M2 Anzahl 6 7 6 19
% von Altersgruppe 23,1% 15,6% 25,0% 15,8%

M3 Anzahl 2 2
% von Altersgruppe 7,7% 1,7%

M4 Anzahl 7 11 5 6 29
% von Altersgruppe 26,9% 24,4% 20,0% 25,0% 24.2%

M5 Anzahl 4 3 2 9
% von Altersgruppe 15,4% 6,7% 8,3% 7,5%

M7 Anzahl 1 1 2
% von Altersgruppe 2,2% 4,2% 1,7%

MDS Anzahl 1 8 8 1 18
% von Altersgruppe 3,8% 17,8% 32,0% 4,2% 15,0%

CML Anzahl 1 4 3 8
% von Altersgruppe 3,8% 8,9% 12,0% 6,7%

ALL Anzahl 4 1 2 2 9
% von Altersgruppe 15,4% 2,2% 8,0% 8,3% 7,5%

Gesamt Anzahl 26 45 25 24 120
% von Altersgruppe 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

3.1.4.Hdaufigkeitsverteilung bei AML und MDS

In einer nachsten Betrachtung wurden die Patienten mit CML und ALL
ausgeschlossen, dabel ihnen, wie bereits aus der Literatur bekannt, der Einfluss des
MDR1-Proteins auf die Erkrankungsprognose gering ist.

So wurden insgesamt 103 Patienten mit akuter myeloischer Leukamie (AML) und
einem myel odysplatischen Syndrom (MDS) betrachtet. Die Patienten mit MDS
konnten mit eingeschl ossen werden, da es sich um die Subtypen RAEB und RAEB-T
handelte. Am hiufigsten waren die AML-M4 (29 Patienten) sowie die AML-M1 und
AML-M2 (mit je 19 Patienten) vertreten. Das MDS war mit 18 Patienten ebenfalls
sehr haufig (Tabelle 5, Abbildung 7 und 8).
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Tabelle 5: Subgruppenverteilung bei AML und MDS

Giltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente

Gultig MO 5 4,9 4,9 49
M1 19 18,4 18,4 23,3
M2 19 18,4 18,4 41,7
M3 2 19 1,9 43,7
M4 29 28,2 28,2 71,8
M5 9 8,7 8,7 80,6
M7 2 1,9 1,9 82,5
MDS 18 17,5 17,5 100,0
Gesamt 103 100,0 100,0

Abbildung 7 und 8:
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Subgruppendarstellung bei AML und MDS

Die Verteilung nach dem Geschlecht ist im Folgenden untersucht worden. Trotz des
Ausschlusses der CML- und ALL-Fille findet sich weiterhin eine (fast)
Gleichverteilung der Geschlechter (weiblich 51,5% und 48,5% ménnlich). Eine
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tiberdurchschnittliche Haufung liegt im Vorkommen der AML-M4 im Vergleich zu
allen anderen Subtypen, bei dem weiblichen Geschlecht findet sie sich in 26,4% und
dem mannlichen Geschlecht in 30% aller Fille. Folgende Tabelle 6 und Grafik
(Abbildung 9) geben genauen Aufschluss dariiber.

Tabelle 6: Geschlechtsverteilung bei AML und MDS

Geschlecht
W m Gesamt

Typ MO Anzahl 4 1 5
% von Typ 80,0% 20,0% 100,0%

M1 Anzahl 9 10 19

% von Typ 47,4% 52,6% 100,0%

M2 Anzahl 13 6 19

% von Typ 68,4% 31,6% 100,0%

M3 Anzahl 1 1 2

% von Typ 50,0% 50,0% 100,0%

M4 Anzahl 14 15 29

% von Typ 48,3% 51,7% 100,0%

M5 Anzahl 3 6 9

% von Typ 33,3% 66,7% 100,0%

M7 Anzahl 1 1 2

% von Typ 50,0% 50,0% 100,0%

MDS Anzahl 8 10 18

% von Typ 44,4% 55,6% 100,0%

Gesamt Anzahl 53 50 103
% von Typ 51,5% 48,5% 100,0%

Abbildung 9: Geschlechtsverteilung bei AML und MDS
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3.2.Durchflusszytometrische Betrachtungen

Eswurden alle Proben, einschlieBlich CML und ALL, auf eine Aktivitat des P-
Glykoproteins mittels Rhodamin 123-Fluoreszens unter Einfluss der
Resistenzmodulatoren Verapamil und Cyclosporin A untersucht. Es standen 106
Proben mit CD34 positiven Blasten zur Verfiigung. Des Weiteren konnte auf
insgesamt 35 Proben mit sowohl CD34 als auch CD33 positiven
Oberflachenmarkern, die in der myeloischen Zellreihe (unter anderem Mono-,
Myeloblast, Promyelozyt bis Neutrophiler) zu finden sind, zuriickgegriffen werden.
Zu Kontrollzwecken diente die durchflusszytometrische Bestimmung der CD8
positiven Zellen. Eine Beeintrachtigung der Messwerte ergibt sich daraus, dass das
gesamte Blut untersucht wurde, in dem sich neben Blasten auch gesunde Zellen mit

den Oberflachenmarkern befanden.

Es wurde mittels statistischer Auswertung nach einer moglichen Korrelation
zwischen dem Grad der Auspragung des MDR1-Proteins (D-Wert; Aktivitit des P-
Gp) und den beiden unterschiedlichen Resistenzmodul atoren Verapamil und
Cyclosporin A gesucht. Betrachtet man alle Proben, einschlie3lich ALL und CML, so
scheint die Modulation der P-Gp unabhingig von einer Modulation durch V erapamil
(0,397) oder Cyclosporin A (0,488) zu sein (Tabelle 7).

Bereinigt man die Daten, ohne ALL und CML, so kann gezeigt werden, dass die
Verwendung des Cyclosporin A (0,612) einen geeigneteren Resistenzmodulator als
Verapamil (0,365) zur Detektierung der P-Gp-Funktion darstellt (Tabelle 8). Diese
Korrelationen ist signifikant (p 0,01).

Tabelle 7: Korrelation (alle Proben):

VER-CD 33 |VER-CD 34 [ CSA-CD 33 | CSA-CD 34

MDR1 DurchfluB % | DurchluB % | Durchluf % | Durchluf® %

Spearman-Rho MDR1 Korrelationskoeffizien 1,000 ,312%4 , 3974 ,335 ,488*
Sig. (2-seitig) , ,002 ,000 ,082 ,005

N 103 93 100 28 32

VER-CD 33 DurchfluR % Korrelationskoeffizien ,312% 1,000 ,713* , 7974 ,489*
Sig. (2-seitig) ,002 , ,000 ,000 ,008

N 93 108 96 35 28

VER-CD 34 Durchluf® % Korrelationskoeffizien ,397+ 713 1,000 ,378* ,937%
Sig. (2-seitig) ,000 ,000 , ,047 ,000

N 100 96 106 28 33
CSA-CD 33 DurchluR % Korrelationskoeffizien ,335 797 ,378* 1,000 ,420*
Sig. (2-seitig) ,082 ,000 047 , ,026

N 28 35 28 35 28

CSA-CD 34 DurchluR % Korrelationskoeffizien ,488*1 ,489%4 ,937*4 ,420* 1,000
Sig. (2-seitig) ,005 ,008 ,000 ,026 ,

N 32 28 33 28 33

**. Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (2-seitig).
*. Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 signifikant (2-seitig).
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Tabelle 8: Korrelation: AML und MDS

VER-CD 33 | VER-CD 34 | CSA-CD 33 | CSA-CD 34

MDR1 Durchfluf % | Durchluf® % | DurchluR® % | Durchluf® %

Spearman-Rho MDR1 Korrelationskoeffizien 1,000 ,361*) ,365*) ,321 ,612*
Sig. (2-seitig) , ,001 ,001 ,118 ,001

N 87 83 85 25 26

VER-CD 33 DurchfluR % Korrelationskoeffizien ,361* 1,000 , 733 , 735" ,434*
Sig. (2-seitig) ,001 , ,000 ,000 ,030

N 83 98 86 32 25

VER-CD 34 Durchluf® % Korrelationskoeffizien ,365*1 , 733 1,000 ,297 ,989*
Sig. (2-seitig) ,001 ,000 , ,150 ,000

N 85 86 90 25 27

CSA-CD 33 Durchlu % Kaorrelationskoeffizien 321 , 735" ,297 1,000 ,342
Sig. (2-seitig) ,118 ,000 ,150 , ,095

N 25 32 25 32 25

CSA-CD 34 DurchluR % Korrelationskoeffizient ,612*1 ,434* ,989*1 ,342 1,000
Sig. (2-seitig) ,001 ,030 ,000 ,095 ,

N 26 25 27 25 27

**. Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant (2-seitig).
*. Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 signifikant (2-seitig).

3.3.Betrachtungen z7um MDR

In die Betrachtung wurden alle Patienten beziiglich des Grades der Expression ihres
P-Gp einbezogen. 103 Proben (85%) konnten ausgewertet werden.

In der Literatur finden sich keine einheitlichen Aussagen iiber eine mogliche Hohe
des D-Wertes (Aktivitat des P-Gp), der fiir eine schlechtere Prognose spricht bzw. ab
wann der Status,,MDR1 positiv gerechtfertigt ist. Es wurde daher in Anlehnung an
andere Studien ein D-Wert, dessen Berechnung iiber den Kolgomorov-Smirnov-Test
durchgefiihrt wurde, von groier 0,15 al's prognostisch ungiinstig, gleichbedeutend mit
MDR1 positiv, gewertet und die Unterteilung zwecks Auswertung der Daten in 2
(0,149<D-Wert>0,15) bzw. 4 Gruppen (D-Wert bis 0,04, zwischen 0,05-0,14 bzw. 0,
15-0,25 und groBer 0,26) gewahlt.

Bei der Unterteilung in 2 Gruppen finden sich 58 Patienten (56,3%) in der Gruppe
mit einem D-Wert unter 0,15 sowie 45 (43,7%) in der Gruppe mit einem D-Wert
groBer 0,15. Interessant ist, dass die AML-M1 mehr als ein Finftel (22,2%) aller
MDR positiven Werte ausmacht.

In der Tabelle 9 und dem folgenden Balkendiagramm ( Abbildung 10) sind die
Ergebnisse dargestellt. Erwartungsgemal3 bestitigten sich die bereitsin der Literatur
postulierten Ergebnisse beziiglich des Nachweises der Expression des MDR1-

Proteins bel der akuten lymphatischen Leukiamie und der CML. Hier ist es regel haft
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gering bis gar nicht nachweisbar. In unsere Studie fanden sich lediglich 2 Patienten
(je1 CML, 1 ALL) von insgesamt 16 mit einem erhéhten D-Wert (D>0,15).

Tabelle 9: D-Wert Verteilung bei Leukamien

TYP * MDR1 Gruppen Kreuztabelle

MDR1 Gruppen
D-Wert D-Wert
kleiner 0,15 gréRer 0,15 Gesamt

TYP MO Anzahl 2 1 3
% von TYP 66,7% 33,3% 100,0%

M1 Anzahl 5 10 15
% von TYP 33,3% 66,7% 100,0%

M2 Anzahl 9 8 17
% von TYP 52,9% 47,1% 100,0%

M3 Anzahl 1 1 2
% von TYP 50,0% 50,0% 100,0%

M4 Anzabhl 16 9 25
% von TYP 64,0% 36,0% 100,0%

M5 Anzahl 0 7 7
% von TYP ,0% 100,0% 100,0%

M7 Anzahl 1 0 1
% von TYP 100,0% ,0% 100,0%

poMDS  Anzahl 10 7 17
% von TYP 58,8% 41,2% 100,0%

CML Anzahl 7 1 8
% von TYP 87,5% 12,5% 100,0%

ALL Anzahl 7 1 8
% von TYP 87,5% 12,5% 100,0%

Gesamt Anzabhl 58 45 103
% von TYP 56,3% 43,7% 100,0%




Abbildung 10: D-Wert Verteilung bel Leukamien
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Werden wieder die Patienten der ALL und CML ausgeschlossen, kann man von einer
nahezu Gleichverteilung der D-Werte sprechen. Es finden sich 44 Werte mit einem
D-Wert<0,15 und 43 mit einem D-Wert>0,15. Uberraschend war die Haufigkeit der
AML-M1 mit knapp einem Viertel (23,4%) aller MDR-positiven Werte. Fiir die
AML-M5 bzw. AML-M7 lagen nicht in jeder MDR-Gruppe Daten vor. Es konnten

bei beiden jedoch auch nur sehr geringe Patientenanzahlen eingeschleust werden
(siehe Tabelle 10 und Abbildung 11).
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Tabelle 10: D-Wert Verteilung bei AML und MDS

MDR1 Gruppen
D-Wert < 0,15 | D-Wert >0,15 | Gesamt

Typ MO Anzahl 2 1 3
% von Typ 66,7% 33,3% 100,0%

M1 Anzahl 5 10 15

% von Typ 33,3% 66,7% 100,0%

M2 Anzahl 9 8 17

% von Typ 52,9% 47,1% 100,0%

M3 Anzahl 1 1 2

% von Typ 50,0% 50,0% 100,0%

M4 Anzahl 16 9 25

% von Typ 64,0% 36,0% 100,0%

M5 Anzahl 7 7

% von Typ 100,0% 100,0%

M7 Anzahl 1 1

% von Typ 100,0% 100,0%

MDS Anzahl 10 7 17

% von Typ 58,8% 41,2% 100,0%

Gesamt Anzahl 44 43 87
% von Typ 50,6% 49,4% 100,0%

Abbildung 11: D-Wert Verteilung bei AML und MDS
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3.4.Zytogenetik

In einer weiteren Betrachtung wurden die Gruppen beziiglich ihrer Zytogenetik

untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Veranderung des

Chromosomensatzes in knapp der Halfte (48,4%) aller Fille auftrat. Bei einem D-

Wert<0,15 hatten 31 Patienten einen Normalbefund beziiglich ihrer Zytogenetik, 24

einen pathol ogischen Befund. Waren die Patienten MDR-positiv, d.h. D-Wert>0,15,

fand sich haufiger eine Veranderung ihres Chromosomensatzes, 22 Fille (55%)
versus 18 (45%) mit normaler Zytogenetik.

Tabelle 11: Zytogenetik aller Patienten

MDR1 Gruppen

D-Wert < 0,15 | D-Wert > 0,15 | Gesamt
Zytogenetik Normalbefund  Anzahl 31 18 49
% von MDR1 Gruppen 56,4% 45,0% 51,6%
pathologisch Anzahl 24 22 46
% von MDR1 Gruppen 43,6% 55,0% 48,4%
Gesamt Anzahl 55 40 95
% von MDR1 Gruppen 100,0% 100,0% 100,0%

Abbildung 12: Zytogenetik aller Patienten

32

30 1

28 1

26 o

24 +

221

20 +

Anzahl

18 4

16 |

unauffallig

pathologisch

Zytogenetik

MDR1 Gruppen

-D—Wert <0,15

[p-wert >0,15

Die genauere Differenzierung der zytogenetischen Verianderung aller Patienten

erbrachte, dass, bezogen auf Veranderungen der Chromosomen 5 und 7, von

insgesamt 14 Patienten immerhin 9 (64,3%) mit eéinem erhohten D-Wert und somit
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einer erhohten Expression des P-Gp einhergehen. Dies ist umso bemerkenswerter, da

die Gensequenz des MDR-Proteins auf dem Chromosom 7 lokalisiert ist und bei
Verlust eines Chromosomens 7 von einer verminderten Expression des P-Gp
ausgegangen werden konnte. Es werden weitere Ursachen vorliegen miissen. Im
Gesamtvergleich waren jedoch geringfiigig mehr genetische Verdnderungen in der
Gruppe der MDR-negativen Patienten zu verzeichnen.

Es kann daher nicht davon ausgegangen werden, dass ein positiver D-Wert auch

gleichzeitig mit einer Strukturpathologie im Chromosomensatzes vergesellschaftet ist.

Tabelle 12: detaillierte Zytogenetik bel Patienten mit pathol ogischen zytogen.

Verdanderungen
MDR1 Gruppen
D-Wert < 0,15] D-Wert >0,15[ Gesamt
zytogen. Anzahl 5 9 14
Verénderung % von zytogen.
Verénderung 35,7% 64,3% 100,0%
Anzahl 6 1 7
% von zytogen.
Verinderung 85,7% 14,3% 100,0%
Anzanhl 13 12 25
% von zytogen.
Verénderung 52,0% 48,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 24 22 46
% von zytogen.
Veranderung 52,2% 47,8% 100,0%

Abbildung 13: detaillierte Zytogenetik bei Patienten mit pathol ogischen zytogen.
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Unter Ausschluss der ALL- und CML-Patienten erfolgte erneut die Untersuchung auf
einen mogliches Einfluss der Zytogenetik auf die Auspragung des MDR-Phianotypes.
Es konnte auch hier nicht eindeutig festgestellt werden, dass ein hoher D-Wert und
somit eine Uberexpression des P-Gp zwingend mit einer zytogenetischen Abberation
einhergeht. In der Tabelle 13 sind die Ergebnisse dargestelt.

Tabelle 13: Zytogenetik bei Patienten mit AML und MDS

MDR1 Gruppen
D-Wert < 0,15 | D-Wert >0,15 Gesamt

Zytogenetik  unauffallig Anzahl 26 18 44
% von Zytogenetik 59,1% 40,9% 100,0%

pathologisch  Anzahl 17 20 37

% von Zytogenetik 45,9% 54,1% 100,0%

Gesamt Anzahl 43 38 81
% von Zytogenetik 53,1% 46,9% 100,0%

Abbildung 14: Zytogenetik bei Patienten mit AML und MDS
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Besonderes Interesse galt den zytogenetischen Veranderungen an den Chromosomen
5und 7. Eine Monosomie 5 (-5) geht al's schlechter Prognosefaktor in die Beurteilung
der Leukdmie ein, ebenso ein Verlust des Chromsomens 7 (Monosomie 7, (-7)). Das
MDR1-Gen ist auf dem Chromosomen 7 lokalisiert und es stellte sich die Frage, ob
ein Verlust dessen die Auspragung des D-Wertes beeinflussen konnte. Insgesamt

wurden 13 Veranderungen in Form von Verlust, Zusatz oder Punktmutationen der
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Chromosomen nachgewiesen. Es konnte in dieser geringen Patientenpopul ation nicht

nachgewiesen werden, dass ein hoher D-Wert zwingend mit einer zytogenetischen

Abberation einhergeht.

Tabelle 14: detaillierte Zytogenetik bel path.-zytogen. Verdanderungen bei Patienten

mit AML und MDS

MDR1 Gruppen

D-Wert < 0,15 D-Wert >0,15 Gesamt
zytogen. Veranderung (-5/50-; Anzahl 5 8 13
-7/79-) % von zytogen.
Veranderung 38,5% 61,5% 100,0%
diverse Anzahl 12 12 24
% von zytogen.
Veranderung 50,0% 50,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 17 20 37
% von zytogen.
Veranderung 45,9% 54,1% 100,0%

Abbildung 15: detaillierte Zytogenetik bel path.-zytogen. Verdanderungen bel

Patienten mit AML und MDS
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3.5.Einfluss des MDR-Phénotypes auf die Therapie und den Verlauf

3.5.1.Betrachtungen zum MDR-Phénotyp und Therapie

Ein weitere Schwerpunkt der Studie war die Untersuchung, in wieweit das
Ansprechen auf die verabreichte Chemotherapie durch eine Auspragung des MDR1-
Phanotypes beeinflusst wird. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die verabreichten
Chemotherapien weitere Substanzen enthielten, die keine spezifischen Substrate fiir
das P-Gp darstellen. AraC (Cytosin-Arabinosid), in den zuvor erwihnten Therapien
IVA und DAV enthalten, ist beispielsweise ein Vertreter.

In diesem Schritt wurde untersucht, wie das Ansprechen der Patienten in Verbindung
mit IThrem D-Wert einzuschitzen ist. Insgesamt lagen 82 auswertbare Falle vor, je 41
in den Untergruppen D<0,15 bzw. D>0,15. Es liegt somit in beiden Gruppen
Gleichverteilung vor. In der Gruppe mit einem positiven D-Wert (D>0,15) waren
weniger komplette Remission (CR) zu verzeichnen. Die Rate der partiellen
Remissionen (PR) und Persistenzen (nicht Ansprechen auf die Therapie) war

entsprechend héher.

Tabelle 15: D-Wert und Therapieansprechen

Ansprechen
CR PR Persisten] verstorbel Gesamt
MDR1 GruppenD-Wert <0,15 Anzahl 20 1 11 9 41
% von MDR1Gruppq 48,8% 2,4% 26,8%) 22,0%| 100,09
D-Wert >0,15 Anzahl 15 3 15 8 41
% von MDR1Gruppq 36,6% 7,3% 36,6%) 19,5%| 100,09
Gesamt Anzahl 35 4 26 17 82
% von MDR1Gruppd 42, 7% 4,9% 31,7%) 20,7%| 100,09

Die Therapieschemata IVA (Idarubicin,VP 16, AraC) und DAV (Daunorubicin,
AraC, VP16) enthalten Substanzen, die durch das Multidrugresistenzprotein einem
erhéhten zytoplasmatischen Efflux unterliegen konnen. Aus diesem Grund wurden
die beiden Therapien gesondert betrachtet. In der Gruppe, die mit IVA (35 Fille)
behandelt wurde, fand sich eine CR-Rate von 57%. Bei der Therapie mit DAV (11
Fille) erreichen lediglich 36% die CR. Die Rate der Therapieversager bzw. unter
Therapie verstorbenen Patienten betragt in der 1VA-Gruppe 40%, in der DAV -
Gruppe 45%. Der Tabelle 16 sind die Daten zu entnehmen.
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Tabelle 16: IVA/DAV-Therapie und D-Wert

Ansprechen

IVA / DAV CR PR Persistenz| verstorben| Gesamt
IVA MDR1 Gruppen D-Wert <0,15 Anzahl 14 4 2 20
% von MDR1 Gruppe 70,0% 20,0% 10,0% 100,0%

D-Wert >0,15 Anzahl 6 1 8 15
% von MDR1 Gruppe 40,0% 6,7% 53,3% 100,0%

Gesamt Anzahl 20 1 12 2 35
% von MDR1 Gruppe 57,1% 2,9% 34,3% 5,7% 100,0%

DAV MDR1 Gruppen D-Wert <0,15 Anzahl 1 1 1 3
% von MDR1 Gruppe 33,3% 33,3% 33,3% 100,0%

D-Wert >0,15 Anzahl 3 1 2 2 8
% von MDR1 Gruppe 37,5% 12,5% 25,0% 25,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 4 2 3 2 11
% von MDR1 Gruppe 36,4% 18,2% 27,3% 18,2% 100,0%

Von Interesse war das Uberleben unter diesen beiden Therapieregimen. Unabhingig
von der Auspriagung des MDR-Phinotypes, dargestellt in Form des D-Wertes,
iiberlebten in der mit VA behandelten Patientengruppe 14 (von insgesamt 35)
Patienten bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes, in der mit DAV behandelten
Patientengruppe lediglich 2 (von urspriinglich 11) Patienten. Hervorzuheben ist, dass
6 von 8 Patienten der DAV -Gruppe mit einer erhohten Auspragung des D-Wert>0,15
bereits in dem Beobachtungszeitraum verstorben waren, wihrend esin der IVA-
Gruppe (D-Wert>0,15) nur 7 von 15 waren. Siehe folgende Tabelle 17.

Tabelle 17: Therapieansprechen und M DR-Phanotypauspriagung

MDR1 Gruppen * Therapie-1 * Verlauf Kreuztabelle

Therapie-1

Verlauf ATRA| IVA DAV | FLAG-I| AraC+D0 HDAraC+ sonsti keine| Gesan|
lebt MDR1 D<0,15 Anzahl 1 8 1 10
% von MDR1 10,0 80,0 10,0 100,0

D >0,15 Anzahl 6 1 2 9
% von MDR1 66,7 11,1 22,2 100,00

Gesamt Anzahl 1 14 2 2 19
% von MDR1 53 73,7 10,5 10,5 100,00

verstorben D<0,15 Anzahl 13 2 6 1 2 7 31
% von MDR1 41,9 6,5 19,4 3,2 6,5 22,6| 100,0

D >0,15 Anzahl 7 6 5 1 1 5 2 27

% von MDR1 25,9 22,2 18,5 3,7 3,7 18,5 7,4 100,0

Gesamt Anzahl 20 8 11 2 1 7 9 58

% von MDR1 34,5 13,8 19,0 3,4 1,7 12,1 15,5| 100,0

kein D<0,15 Anzahl 1 1 2
% von MDR1 50,0 50,0 100,0

D >0,15 Anzahl 1 1 2

% von MDR1 50,0 50,0 100,0

Gesamt Anzahl 2 1 1 4

% von MDR1 50,0 25,0 25,0 100,09
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3.5.2.MDR-Phdnotyp und Verlauf

Es wurden die Daten der Patienten, nach ihrer M DR-Phanotypauspragung getrennt,

beziiglich ihres Zeitpunktes bis Erreichen des ersten Rezidivs untersucht. Es fanden

sich 37 Patienten in der Gruppe mit einem D-Wert<0,15 und 33 Patienten mit einem

D-Wert>0,15. Die Gruppen sind von vergleichbarer Grofie. In dieser Auswertung

betrug bei den Patienten mit einem MDR-Wert<0,15 die mittlere Uberlebenszeit bis

Erreichen des 1. Rezidives 28 Monate und die mediane Uberlebenszeit bis zum
Erreichen des 1.Rezidives 13 Monate; bei Patienten mit einem D-Wert>0,15 betrug
die mittlere Uberlebenszeit bis zum Erreichen des 1.Rezidives gar 31 und die

mediane Uberlebenszeit bis zum Erreichen des 1.Rezidives 14 Monate. Unter

Beriicksichtigung der geringen Gruppengrofiendifferenz kann man davon ausgehen,

dass es sich um nicht signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen handelt.

Ein Nachweis, dass eine erhohte Auspriagung des P-Gp auch mit einer schlechteren
Prognose vergesellschaftet ist, konnte in dieser Untersuchung nicht gefunden oder

bestitigt werden.

Abbildung 16: Zeit bis zum 1. Rezidiv (beziiglich der D-Wert)
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Die Gruppeneinteilung wurde im Folgenden veriandert, mit der Fragestellung, ob eine

kleinere Untergruppenbildung bereits genaueren Aufschluss iiber einen méglichen

negativen Einfluss eines hohen D-Wertes (D> 0,15) geben konnte. Dafiir wurden
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folgende 4 Untergruppen gebildet D-Wert 0-0,04; 0,05-0,14; 0,15-0,25 und groBer
0,26. In der Gruppe 0,15-0,25 lie3 sich kein Medianwert ermitteln, die anderen
Untergruppen waren beziiglich des Mean (23-24) und des Median (13-15)
vergleichbar. Eine unterschiedliche Prognose lief3 sich daher nicht ableiten.

Abbildung 17: MDR-Phinotyp-Gruppen und Rezidiv
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Unter Beriicksichtigung der bereits erwihnten unterschiedlichen Therapieoptionen,
IVA oder DAV, wurden die vorliegenden Daten erneut untersucht. In der Gruppe der
mit VA behandelten und ohne signifikante Erhéhung des D-Wertes (D<0,15) waren
22 Patienten, von denen 11 eingeschl ossen werden konnten. Mit gleichem D-Wert,
jedoch mit dem DAV -Therapi eschema behandelten Patienten konnte nur einer von
drei ausgewertet werden. In der Gruppe der D-Wert(>0,15) Patienten konnten unter
IVA-Therapie 6 von 13 und bei DAV 7 von 9 ausgewertet werden. Es fanden sich
signifikante Unterschiede, trotz unterschiedlicher Gruppengrofle. Unter IVA-Therapie
mit einem D-Wert<0,15 betrug der Mean 32, die mediane Uberlebenszeit bis zum
Erreichen des 1.Rezidives 19 Monate. War der D-Wert>0,15 so betrug der Mean 40,
ein Median lief3 sich nicht berechnen. In der Gruppe der mit DAV behandelten

42



Patienten betrug der Mean bei einem D-Wert<0,15 bereits 39 Monate, das mediane
Uberleben bis Erreichen des 1.Rezidives aber lediglich 6 Monate. In der Gruppe der
mit DAV behandelten Patienten (D-Wert>0,15) betrug der Mean lediglich 16 Monate,
das mediane Uberleben bis Erreichen des 1.Rezidives nur 7 Monate. In der folgenden
Grafik sind die Ergebnisse dargestellt.

Abbildung 18 und 19: D-Wert und Therapieregime
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Die Patienten in den Therapiegruppen DAV und IVVA wurden weiter untersucht. Es
war die Frage, ob die Genetik einen zusitzlichen Einfluss auf die Prognose der

Patienten hat. Die Subgruppen sind weiter sehr klein, so dass algemeingiiltige
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Aussagen nicht getroffen werden konnen. Eine Berechnung des p-Wertes war daher
nicht moglich.

Ein Vergleich der Daten der Gruppe D-Wert<0,15, Normalbefund Zytogenetik und
unterschiedlicher Chemotherapie (IVA/DAV) zeigt, dass biszum 1. Rezidiv das
mediane Uberleben unter DAV-Therapie 6 Monaten und mit IVA-Therapie 15
Monate betragt.

In der Subgruppe mit den Merkmalen D-Wert<0,15, DAV-Therapie und

pathol ogische Genetik fand sich nur ein Patient, der kein Rezidiv erlitt.

In einer weiteren Betrachtung wurden spezifische und unspezifische Verianderungen
der Zytogenetik untersucht. Die Gruppe mit einem D-Wert<0,15 war, aufgrund der
Ausschliisse, so klein geworden, dass eine Betrachtung nicht sinnvoll wurde. Die
Gruppe mit einem D-Wert>0,15 zeigte beziiglich einer unspezifischen
Genverinderung einen Mean von 30 und eine mediane Uberlebenszeit bis Erreichen
des 1.Rezidives von 14 Monaten. In der Subgruppe mit einer spezifischen
Genverianderung (-5/5¢-, -7/7q-) betrug der Mean 4 und die mediane Uberlebenszeit
bis Erreichen des 1.Rezidives 2 Monate. Die Differenz beziiglich der medianen
Uberlebenszeit bis Erreichen des 1.Rezidives weist 12 Monaten auf.

Es lasst sich vermuten, dass eine spezifische Genveranderungen (-5/59-, -7/79-) in
Zusammenhang mit einem erhohten D-Wert (D>0,15) eine deutlich schlechtere

Prognose fiir den Patienten bedeuten. Dies scheint jedoch multifaktoriell zu sein.

3.6.Zytogenetik und Alter struktur

Im Bezug auf genetische Veranderungen wurden ale Patienten untersucht. Es lagen
von insgesamt 110 Patienten Daten vor. Die Verteilung beziiglich der ersten
Beurteilung, ob eine Verinderung der Zytogenetik vorliegt, ergab nahezu eine
Gleichverteilung. 52,7% aller Patienten hatten einen normalen Befund, 47,3% eine
zytogenetische Veranderung in ihrem Chromosomensatz. Die haufigsten
Veranderungen wurden in der Altersgruppe der 41-60 Jihrigen gefunden; es war auch
die am stirksten vertretene Gruppe. Ansonsten war innerhalb der Altersgruppen fast

jeder zweite von einer veranderten Zytogenetik betroffen.



Tabelle 18: Verteilung der Zytogenetik bezogen auf Altersgruppen

Zytogenetik
ob path Gesamt
Altersgruppen 17-40 Anzahl 14 12 26
% von 53,8% 46,2% 100,0
41-60 Anzahl 20 19 39
% von 51,3% 48,7% 100,0
61-70 Anzahl 12 11 23
% von 52,2% 47,8% 100,0
ab 71 Anzahl 12 10 22
% von 54,5% 45,5% 100,0
Gesamt Anzahl 58 52 110
% von 52,7% 47,3% 100,0

Abbildung 20: Verteilung der Zytogenetik bezogen auf Altersgruppen
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miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass insgesamt knapp 58% der Patienten einen

D-Wert<0,15 hatten. In der Gruppe der Patienten mit einer pathol ogischen

Zytogenetik fand sich eine nahezu Gleichverteilung beziiglich der MDR1-

Gruppenverteilung.
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Tabelle 19: Verteilung der Zytogenetik bezogen auf MDR1-Gruppen

MDR1 Gruppen
D-Wert < 0,15 | D-Wert > 0,15 Gesamt

Zytogenetik  Normalbefund  Anzahl 31 18 49
% von MDR1 Gruppen 56,4% 45,0% 51,6%

pathologisch Anzahl 24 22 46

% von MDR1 Gruppen 43,6% 55,0% 48,4%

Gesamt Anzahl 55 40 95
% von MDR1 Gruppen 100,0% 100,0% 100,0%

Eine genauere Untersuchung dieser 95 Patienten (knapp 80%), nach Altergruppen
unterteilt, zeigte, dass Veranderungen des Chromosomensatzes und ein erhéhter D-
Wert tiberwiegend im hoheren Lebensalter gefunden werden konnen. In der Gruppe
mit einem D-Wert<0,15 und Alter ab 71 Jahre waren 6 Patienten mit einem normalen
und 3 mit verandertem Chromosomensatz zu finden. Bei Patienten mit einem D-
Wert>0,15 war das Verhiltnis umgekehrt, d.h. in der Altergruppe (ebenfalls) der tiber
71 Jihrigen waren lediglich 3 Patienten mit einem unauffilligen zytogeneti schen

Befund, wahrend hier bereits 6 eine Veranderung im Chromosomensatz aufwiesen.

Betrachtet wurde die Zytogenetik in Verbindung mit dem Alter und der MDR1-
Gruppen (cut off 0,15). Es konnten 81 Fille (= knapp 80%) ausgewertet werden. Es
bestitigte sich, die bereits bei allen Patienten (inklusive ALL und CML) getroffene
Aussage, dass bel einer Erhohung des D-Wertes eine zytogenetische Aberration bel
Patienten ab dem 70. Lebengjahr haufiger auftreten kann. Die Berechnung eines p-
Wertes war aufgrund der geringen Fallzahl nicht méglich. Eine Korrelation zwischen

den verschiedenen Variabeln konnte nicht gefunden werden.
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Tabelle 20: Betrachtung zur Zytogenetik, Altersgruppen und D-Wert

Altersgruppen * Zytogenetik * MDR1 Gruppen Kreuztabelle

Zytogenetik
Normalbe

MDR1 Gruppen fund pathologisch [ Gesamt
D-Wert < 0,15 Altersgruppen 17-40 Anzahl 3 7 10
% von Zytogenetik 11,5% 41,2% 23,3%
41-60 Anzahl 13 5 18
% von Zytogenetik 50,0% 29,4% 41,9%
61-70 Anzahl 5 3 8
% von Zytogenetik 19,2% 17,6% 18,6%
>71 Anzahl 5 2 7
% von Zytogenetik 19,2% 11,8% 16,3%
Gesamt Anzahl 26 17 43
% von Zytogenetik|  100,0% 100,0% 100,0%
D-Wert > 0,15  Altersgruppen 17-40 Anzahl 6 3 9
% von Zytogenetik 33,3% 15,0% 23,7%
41-60 Anzahl 4 7 11
% von Zytogenetik 22,2% 35,0% 28,9%
61-70 Anzahl 5 4 9
% von Zytogenetik 27,8% 20,0% 23, 7%
>71 Anzahl 3 6 9
% von Zytogenetik 16,7% 30,0% 23,7%
Gesamt Anzahl 18 20 38
% von Zytogenetik| 100,0% 100,0% 100,0%

3.7.Auswertung der 10 hochsten D-Werte

Die 10 hochsten D-Werte aller Patienten der Gruppe der AML und MDS- Patienten
lagen zwischen 0,40 und 0,79 (berechnet nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test).
Insgesamt erlitten 8 Patienten ein Rezidiv binnen 12 Monaten, 2 erhielten im weiteren
Verlauf eine Knochenmarkstransplantation und waren bei Datenerhebung noch am
L eben. Therapeutisch wurden verschiedenste Chemotherapieschemata verwendet.
Unter anderem waren es die Chemotherapien IVA (3malig), DAV (2malig),
Hochdosis-AraC (3malig).

Eine tiberwiegend vorkommende Subgruppe der akuten myel oischen Leukamien,
beispielsweise AML-M1, konnte nicht nachgewiesen werden. Eswaren dle
Untergruppen vertreten.

In der Untersuchung beziiglich der Zytogenetik fand sich ein dhnlich homogenes
Bild. Nur 2 Patienten zeigten unspezifische genetische Verianderungen. Es konnten
keine spezifischen Veranderungen auf den Chromosomen 5 oder 7 nachgewiesen
werden.

Ein Verlauf konnte aufgrund fehlender Aktenlage nicht geklart werden.
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Die intensiven Betrachtungen der Bereiche Therapieschema und Zytogenetik konnten
leider keine Gemeinsamkeiten, auler der hohen Auspriagung des D-Wertes,
nachweisen. Moglicherweise gibt es weitere, andere Einflussfaktoren, die dieser

Untersuchung entgangen sind.
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4. Diskussion

4.1.7iel der Arbeit

In dieser Arbeit sollte der Einfluss verschiedener Faktoren, unter Beriicksichtigung
der Auspragung des MDR1-Phinotypes, bei Patienten mit akuter myel oi scher
Leukamie untersucht werden. In der Literatur gibt es Hinwelise, dass eine erhéhte
Ausprigung des MDR1-Phanotypes mit einer schlechteren Prognose fiir Patienten mit

akuter myeloischer Leukamie einhergeht.

4.2 Kritik

Fir die Auswertung standen 120 Proben von Patienten zur Verfiigung. Im Vergleich
zu anderen Studien handelt es sich hier um eine kleine Patientengruppe, so dass sich
keine allgemeingiiltigen Formulierungen daraus ergeben konnen. Die weiteren
Analysen und die damit verbundene Subgruppenbildung erbrachte eine welitere,
deutliche Verringerung der Patientenzahlen.

Das Patientenkollektiv ist inhomogen bezogen auf die Altersverteilung. Es finden
sich tiberwiegend Patienten im hoheren Lebensalter, die 70-75 jahrigen Patienten sind
mit knapp 20% aller Patienten am haufigsten vertreten, die 55-70 und 75-80jahrigen
Patienten erreichen insgesamt tiber 40%. Die Verteilung beziiglich des Geschlechts
ist mit 64 weiblichen und 56 mannlichen Patienten fast ausgewogen.

Ein weiterer Kritikpunkt sind die verabreichten Chemotherapieschemata. Die dort
verabreichten Substanzen werden nicht ale durch den MDR1-Phanotyp erfasst.
Cytosin-Arabinosid (AraC) ist eine iibliche Substanz, die in den verschiedenen
Chemotherapien haufig verwendet wird. Daher ist von Interferenzen und Einfliissen
auszugehen, die nicht untersucht werden konnten. Die individuelle Anpassung und
somit unterschiedliche Menge an verabreichten Chemotherapeutika sind ebenfalls
Variabeln, deren Einfluss hier unklar blieb.

Die durchflusszytometrische Bestimmung mittels Cyclosporin A und Verapamil
erfasst moglicherweise nicht nur leukamische CD34+ Blasten, sondern auch normale,
im Reifungsprozess befindliche CD34+ Blasten. Trotz eines entsprechenden Gating
besteht auch hier eine mogliche Variable.
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Ein weitere Kritikpunkt dieser Arbeit ist moglicherweise die schlechte Beurtellbarkeit
der immunzytomchemischen Farbungen, die sich im Wesentlichen von der Rhodamin
123 Extrusion ableiten lassen und es deshalb nicht eindeutig bewiesen ist, dass es sich
nur um die Aktivitit der P-Gp-Pumpe handelt, sondern moglicherweise andere
Transportsysteme miterfasst wurden. Der Rhodamin 123-Assays besitzt den Vortell,
dass er mit hoher Sensitivitit bereits kleinere Anderungen der Aktivitit der P-Gp-
Pumpe, die zum Beispiel in Folge physiologischer Schwankungen auftreten konnen,

nachwei sen kann.

Die hier dargestellten Ergebnisse sind durch die angefiihrten Einfliisse nicht
allgemeingiiltig.

4.3.Ergebnisdiskussion mit der Literatur

4.3.1.Methodik

Es wurden Blut- bzw. Knochenmarksproben untersucht, speziell CD34+ Zellen zum
Auspragungsgrad des MDR1-Phanotypes, unter Verwendung des Kolmogorov-
Smirnov-Testes, der in die FAC-Scan-Software integriert ist, mittels
durchflusszytometrischer Bestimmung. Eine entsprechend hohe Anzahl von CD34+
Blasten im Blut von Patienten mit AML korrelierte sehr gut mit der P-Gp-Funktion
(D-Wert). Esbleibt jedoch fraglich, ob nur die tatsichliche Aktivitit des P-Gp
bestimmt wurde, oder ob weitere, durch immunzytochemische Methoden nicht zu
diffenzierende Transportproteine mit nachgewiesen wurden. Der Rhodamin 123-
Assay hat jedoch den Vorteil, dass er von hoher Spezifitit ist und bereits kleinere
Anderungen, auch im physiologischen Bereich des P-Gp nachweisen kann. In
Arbeiten von Tallmann et al [21], Paietta[33] und te Boekhorst [35] wurden dhnliche
Verfahren bereits erfolgreich angewandt.

Die Bestimmung des D-Wertes geschah mittel s durchflusszytometrischer
Bestimmung und der Resistenzmodulatoren Verapamil und CyclosporinA. In der
Analyse der vorliegenden Daten konnte festgestellt werden, dass eine
Substratspezifitit gegeben ist. Verwendet man als Resistenzmodulator und somit
,,Pumpenblocker« CyclosporinA (CsA), so ist in dieser Arbeit die Untersuchung

spezifischer und quantitativ genauer alsim Gegensatz zu Verapamil (Ver).
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Leider gibt aber keine einheitliche Bestimmungsgrundlage beziiglich der
Substratspezifitit des P-Gp, so dass die Werte von Labor zu Labor stark differieren

konnen.

Aktuell (2003) wird eine neue Methode zur Bestimmung der MDR1-Expression
diskutiert. Olesen et al [27] postulieren die RQ-PCR als sensitive und quantitativ
bessere Methode gegeniiber der RT-PCR bzw. der Durchflusszytometrie, ebenfalls
unter Verwendung von Knochenmark bzw. peripherem Blut. Die Verwendung einer
Methode auf molekularer Ebene konnte sensitiver den MDR1-Status detektieren, da
eventuelle Kreuzreaktionen wie bei der Immunhistochemie entfallen wiirden. Sie
wire als moglicher Verlaufsparameter und eventuell fiir gro3ere Patientengruppen
geeignet. Eine Kontamination durch normale CD34+ Blasten stellt jedoch auch hier

einen variablen Einfluss dar.

Vor der Festlegung des Cut Off, zur Bestimmung ab wann man von MDR1-positiven
(D-Wert) bzw. MDR1-negativen Werten spricht, wurde die Literatur durchsucht.
Leith et a [24] haben inihrer 1997 publizierten Untersuchung folgende Einteilung fiir
die Beurteilung der D-Werte getroffen: D-Wert negativ (D<0,10), dim (0,1<D>0,15),
moderat (0,15<D>0,25) und hoch (D>0,25). In Anlehnung an diese Arbeit wurde hier
als Cut Off ein D-Wert fiir erhoht definiert, wenn der durchflusszytometrische D-
Wert grofier 0,15 war. Dementsprechend wurde ein negativer D-Wert mit kleiner 0,15
gewertet. Eine internationale oder einheitliche Festlegung/Einigung liegt noch nicht

Vor.

Zur Betrachtung der medianen Uberlebenszeit bis zum Erreichen des 1. Rezidives
wurden die 2 Subgruppen (MDR1-positiv versus MDR1-negativ) in kleinere Gruppen
unterteilt. Es wurden folgende Gruppen: D-Wert<0,04, 0,05<D>0,14, 0,15<D>0,25
und D>0,26 gebildet. Diese genauere Unterteilung ermaoglichte eine differenzierte
Analyse der Daten und erbrachte eine Verringerung der medianen Uberlebenszeit bis
zum Auftreten des 1.Rezidives um 2 Monate (von 15 auf 13) mit steigendem D-Wert
im gesamten Patientenkol | ektiv.

Insgesamt muss jedoch leider festgestellt werden, dass kein eindeutiger

Zusammenhang zwischen einer erhohten MDR1-Auspragung und einer schlechteren
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Prognose fiir alle Patienten gefunden werden konnte (Einteilung in 2 Gruppen mit je
D-Wert<0,15 bzw. >0,15).

Auch andere Arbeitsgruppen [21,25,36] bestatigen dieses Bild. Esist eine
Verschlechterung des Outcomes dieser Patienten zu verzeichnen, aber dieses kann
wahrscheinlich nicht auf eine alleinige Erhohung des D-Wertes, als Massfiir die

Auspragung des MDR-Phinotypes, zuriickzufiihren sein.

4.3.2.Hochste MDR-Phégnotypauspraggung

Hinweise, dass eine erhohte Ausprigung des MDR-Phianotypes im Alter haufiger ist,
konnten in dieser Untersuchung bestitigt werden. So fanden sich 5 von den 10
hochsten D-Werten in der Altergruppe ab dem 61.Lebengahr. Ansonsten war die
Gruppe sehr inhomogen. Es wurden die Therapieschemata VA, DAV und HD-AraC
sowie zweimalige Knochenmarkstransplantati on durchgefiihrt. Lediglich 2 der 10
Patienten zeigten unspezifische Veranderungen der Zytogenetik. Der Nachweis von
Verianderungen auf den Chromosomen 5 und insbesondere 7 war negativ. Ein
Patientenverlauf konnte leider nicht recherchiert werden. Aufgrund der geringen
Patientenzahl ist keine allgemeingiiltige Aussage zu treffen.

Das multifaktorielle Bild bel Patienten mit einem deutlich erhéhten D-Wert
bestitigen die Aussagen der Gruppe um Baer [23], die in ihren Untersuchungen zum
selben Schluss kommen.

4.3.3.Zytogenetik

Die Untersuchung des MDR1-Status unter Beriicksichtigung der Genetik war ein
weiterer Schwerpunkt. Die Lokalisation des MDR1-Genes auf dem langen Arm des
Chromosoms 7 veranlasste zu einer Untersuchung im Hinblick auf Veranderungen
dieses Chromosomens. Ebenfalls wurden V eranderungen des Chromosomen 5
untersucht. Es konnte in friiheren Untersuchungen gezeigt werden, dass spezifische
Veranderungen der Zytogenetik (beispielsweise -5/5g- und/oder —7/7¢g-) die
Uberlebenszeit der Patienten dramatisch verkiirzte und fiir ein deutlich schlechteres
Outcome spricht.

In dieser Auswertung betrug die mediane Uberlebenszeit bis zum Erreichen des

1.Rezidives bei Patienten mit einem D-Wert>0,15 und typischer zytogenetischer
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Veranderung (der Chromosomen 5 und 7) 2 Monate, im Vergleich dazu das mediane
Uberleben bis zum 1.Rezidiv bei ebenfalls erhshtem D-Wert, jedoch unspezifischer
genetischer Veranderung, 14 Monate.

Die Untersuchungen von Estey [29] stiitzen die hier postulierte These, da dort
beobachtet wurde, dass ein schlechteres Ansprechen der Patienten auf die
Chemotherapien vorliegt bel zytogenetischen Verinderungen der Chromosomen 5
und 7, obwohl von einer geringeren Expression des MDR1 Genes bei Verlust eines
Chromosomen 7 ausgegangen werden konnte, da es auf dem Chromosomen 7g21.1
lokalisiert ist[37]. Leith et a [24] und Schaich et al [30] kommen ebenfalls zu dem
Schluss, dass eine schlechtere Prognose bel diesen Patienten mit entsprechenden
Befunden besteht. Dies bestitigt den Verdacht auf ein multifaktorielles Geschehen.

4.3.4.Variabeln

Esist festzuhalten, dass fiir eine schlechtere Prognose der Patienten mit AML ein
multifaktorielles Geschehen zu Grunde gelegt werden muss [32,19,14,18,16,28]. Eine
isolierte Erhohung des Multidrug-Resi stenz—Protein wird momentan als nicht
ausreichend angesehen. Es konnten 2 Promotoren an der Startseite auf dem langen
Arm des Chromosom 7 identifiziert werden, die, dhnlich wie das c-Ha-ras-1-Onkogen
und das p53-Tumor-Supressorgen, womoglich in die Expressionsregul ation
eingreifen[8,9]. Sie gehoren alle der Familie der C/EBP-Transkriptionsfaktoren an.
Eine posttrand ationale Glykolisierung des P-Gp hat keinen Einfluss auf die
Ausschleusung der Substanzen, jedoch bestimmt diese die korrekte Lage im
Zytoplasma. Eine posttranlationale Phosphorilierung hingegen scheint eng mit dem
Substratausfluss assoziiert zu sein [40].

In den letzten Jahren ist der Nachweis vieler assoziierter Proteine gelungen, so zum
Beispiel das MRP1 (Multdrug Resistence-Associated Protein). Esist ein 190 kDa
Protein, das MDR1-Protein ist 170 kDa, gehort ebenfallsin die Gruppe der ABC-
Superfamilie (ATP-Binding-Cassette) und ist auf dem kurzen Arm des Chromosom
16 lokalisiert. Beide Proteine haben unterschiedliche Membranstrukturen und sind
nur zu 15% sequenzgleich[19]. Das MRPL1 ist primér ein Transporter fir
Gluthationkonjugate und kann durch Genestin, einen Tyrosinkinaseinhibitor,
teilwei se gehemmt werden. Eine gegenseitige Beeinflussung in der Expression

zwischen MDR1 und MRP1 bedarf weiterer Untersuchungen.
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Das MRP2 (= cMOAT=Multidrug Resistenz-Associated Protein) ist bis zu 25%
identisch in der Aminosiuresequenz mit dem MDR2-Gen, dass sich in Mausen
nachweisen lasst.

Vor gut 10 Jahren gelang der Nachweis eines weiteren, 110-kD grofien Proteins, das
an der Zellkernmembran bzw. Zellkernporen lokalisiert ist, dem Lung-Related-
Protein (LRP)[41]. Es besteht aus 896 Aminosiuren, ist mit dem Multidrug-Phenotyp
assoziiert und findet sich in vielen Geweben (Bronchialepithel, Keratinozyten und
weiteren). Esist ebenfalls, wie das MRP1 auf dem kurzen Arm des Chromosom 16

lokalisiert und haufig tiberexprimiert bel Patienten mit AML und MDS.

4.3.5.MDR1-Phdnotyp bei ALL

Im Gegensatz zur AML ist der Nachweis der MDR1-Proteins bel Patienten mit akuter
lymphatischer Leukidmie (ALL) kein Hinweis fiir ein schlechteres Outcome der
Patienten. Eine Korrelation zwischen der CR, dem Uberleben und der Expression
konnten weder Tafuri et a [43] noch die Arbeitsgruppe um Damiani et al [42]
nachweisen. In der vorliegenden Untersuchung fand sich bei lediglich 1 von 9
Patienten ein erhohter D- Wert, d.h. eine gesteigerte Expression des P-Gp. Alle
anderen lagen teillweise sogar noch unter einem D-Wert von 0,05 und bestitigen die

Untersuchungen der oben genannten Gruppen.

Der Nachweis weitere Proteine, wie LRP (Lung Resistance Protein) und MRP1 [16]
beziehungswei se verschiedener MRP-Subproteine [28] oder BCRP (Breast Cancer
Resistance Protein) [14], und ihr teilweise agonistisch bzw. antagonistisches
Zusammenwirken bei Patienten mit AML unterstiitzt das Vermuten eines
multifaktoriellen Geschehens.

Eine abschlielende Beurteilung iiber den Einfluss all dieser Faktoren steht noch aus.



5. Zusammenfassung

Dieser Arbeit standen Knochenmark- bzw. Blutproben von insgesamt 153 Patienten
zur Verfiigung. Es mussten im Verlauf 33 Fille (21,5%) ausgeschlossen werden, da
eine Eruierung aufgrund fehlender Dokumentation, fehlender Akten, Wegzug des
Patienten/Arztes, Praxisaufgabe des nachbehandelnden Arztes und ungeniigender
Fragebogenriicklaufs nicht moglich war.

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Einfliisse verschiedener Faktoren unter
Beriicksichtigung der Auspragung des MDR1-Phinotypes bel Patienten mit akuter

myeloischer Leukiamie zu untersuchen.

Die Zuordnung einer erhohten Auspragung des M DR1-Phinotypes zu einem
bevorzugtem Typ aus dem Formenkreis der akuten myel oischen Leukamien
beziehungsweise dem myel odysplastischem Syndrom konnte nicht festgestel It
werden. Mogliche Griinde hierfiir sind unter anderem die geringe Patientenanzahl und
die Altersstruktur. Von einem reprasentativen Kollektiv kann daher nicht
ausgegangen werden. Eine weitere Fehlerquelle besteht in der durchgefiihrten
durchflusszytometrischen Untersuchung, in der nicht nur CD34+ Blasten, sondern
auch physiologische CD34+ Zellen erfasst sein konnen.

Esist haufig, dass bei einem erhohten D-Wert und zytogenetischen Veranderungen,
auch Mutationsnachweise der Chromosomen 5 und 7 gelingen. Dies ist jedoch nicht
regelhaft der Fall. Ein Zusammenhang zwischen Verianderungen des Chromosoms 7
und moglicherwel se einem erhohten M DR1-Phinotypauspragung kénnen mit dem
Ort der genetischen Kodierung des MDR1-Proteins nicht alleine assoziiert sein, der
sich dort befindet. Untersuchungen, die diese Vermutung bestitigen, stehen aktuell
noch aus.

Mit steigendem L ebensalter steigt die Wahrscheinlichkeit einer erhohten Auspragung
des MDR1-Phinotypes. Dies scheint die Folge einer haufig beobachteten
Verdanderung/Degeneration des genetischen Codes durch sowohl duBere, als auch

innere Faktoren zu sain.

Bezogen auf das gesamte Patientenkollektiv konnte ein schlechteres Outcome von
Patienten mit einem erhohten D-Wert in dieser Studie nicht belegt werden. Die

Betrachtung kleiner Untergruppen erbrachte jedoch eine gewisse Tendenz der
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Outcomeverschlechterung bel erhohtem D-Wert im Gegensatz zu Patienten, bei
denen der Phanotyp nicht, oder nur gering ausgeprigt ist. Zu Beriicksichtigen sind die
verschiedenen Chemotherapieschemata, die sowohl Substanzen enthielten, die durch
den MDR1-Phanotyp erfasst wurden, as auch jene, deren Einfluss noch unklar ist.
Moglicherweise wurden andere Transportmechanismen zur Ausschleusung der
Substanzen genutzt, deren Nachweis bzw. dessen Elimination nicht vollstandig
gelang. Es sind jedoch aufgrund der geringen Patientenzahlen und des selektierten
Patientenkollektives keine allgemeingiiltigen Aussagen zu treffen.

Es konnte gezeigt werden, dass fiir den Nachweis des M DR1-Phinotypes mittels
Durchflusszytometrie, unter Beniitzung des Kolmogorov/Smirnov-Tests zur
Bestimmung des D-Wertes, unter Verwendung der Resistenzmodulatoren V erapamil
und Cyclosporin A, letzterer einen sensitiveren Detektor fiir das P-Gp auf CD34
positiven Blasten darstellt, unter Verwendung eines Rhodamin 123-Assays.

In der klinischen Studie von Liszt et all [22] konnte ein Benefit fiir Patienten erzielt
werden, wenn Ihnen neben der gangigen Chemotherapie (Daunorubicin und
Cytarabin) zusitzlich Cyclosporin A appliziert wurde. Es sank die Rate der
Resistenzen signifikant um 16%. Das beste Ansprechen wurde in der Patientengruppe
mit einer moderat bis erhoht Expression des P-Gp gefunden. Diese Untersuchung
bestitigt hiesige durchflusszytometrischen Bestimmung, mit der Beobachtung, dass
Cyclosporin A einen geeigneteren Resistenzmodulator, im Gegensatz zu V erapamil ,
darstellt.

Abschliessend mochte ich sagen, dass weitere Studien nétig sind, um den Einfluss des
MDR1-Phanotypesim Bezug auf die Beeinflussung des Outcomes bei der akuten
myeloischen Leukamie zu klaren. Sehr wahrscheinlich ist, dass ein multifaktorielles
Geschehen zu Grunde gelegt werden kann und differenziertere Betrachtungen dessen

notwendig sind.
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