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Abstrakt

Abstrakt

Hintergrund: Es ist bereits bekannt, dass biologische, molekulargenetische und
zytogenetische Merkmale eine wichtige Rolle fur die Prognose der akuten myeloischen
Leukamie (AML) spielen. Diese Merkmale wurden von verschiedenen Studiengruppen,
unter anderem auch vom European Leukemia Net in prognostische Risikoklassen
(ELN) unterteilt. Die prognostische Bedeutung wurde in der Vergangenheit
insbesondere fir Progenitorzellmerkmale, wie z.B. CD34 oder CD117 vielfach
untersucht. Dennoch mangelt es an Untersuchungen von aberrant exprimierten
Antigenen auf myeloischen Blasten, wie z.B. dem CD25 Antigen, die einen Einfluss auf

die Prognose und den Erkrankungsverlauf haben kénnen.

Ziel: Ziel dieser Arbeit ist es, die prognostische Relevanz und den Einfluss der
Expression von CD25 auf Blasten von Patienten mit AML hinsichtlich des
Erkrankungsverlaufs mithilfe der durchflusszytometrischen Immunphanotypisierung zu

analysieren.

Material und Methoden: Aus dem peripheren Blut oder Knochenmark von 148 an
AML-erkrankten Patienten wurde mithilfe der multiparametrischen Durchflusszytometrie
die Expressionen von 25-30 Antigenen, einschlie3lich der Expression von CD25
untersucht. Der Einfluss der CD25 Antigenexpression wurde hinsichtlich der ELN-
Risikoklassen, des Geschlechts, der FAB-Klassifikation, der Molekular- und der
Zytogenetik, der Induktionstherapie, des Induktionsergebnisses, des Gesamtiberlebens

(OS) sowie der Differenzierung der AML-Zellen untersucht.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass die CD25 Expression mit der
Differenzierung der AML-Blasten korreliert. So wurde bei den CD25-positiven Patienten
eine vermehrte Expression von CD34 (p=0,032) und CD117 (p=0,001) beobachtet.
Dagegen fand sich lediglich eine geringe CD25 Expression bei Patienten mit
granulozytar differenzierten Leukamien die eine verstarkte Expression von CD16
(p=0,049) und Lactoferrin (p=0,042) aufwiesen. Aul3erdem zeigte sich auch eine
vermehrte Expression von CD4 (p=0,048) und MPO7 (p=0,014) bei CD25-negativen
Patienten. Bemerkenswert war ebenfalls der signifikant hhere Anteil von Blasten im
CD45 vs. SSC-Gate (Blastengate) bei CD25-positiven Patienten (p=0,001). Die

Patienten mit positiver CD25 Antigenexpression waren im Vergleich zu den CD25-
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Abstrakt

negativen Patienten signifikant haufiger der prognostisch intermediaren oder
unginstigen ELN-Risikoklassifizierung zuzuordnen (p=0,047). Patienten mit einer
gunstigen ELN-Risikoklassifikation wiesen in dem hier vorliegenden Patientenkollektiv
eine bessere Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu den intermediaren oder
unginstigen ELN-Risikoklassen auf (p=0,005). Wobei kein signifikanter Unterschied in
der Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen CD25-positiven und CD25-negativen

Patienten festgestellt werden konnte (p=0,14).

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die CD25
Antigenexpression mit der ELN-Risikoklassifikation und der granulo-monozytéaren
Differenzierung der AML korreliert. Ob die Kombination der ELN-Risikostratifizierung mit
der CD25 Expression in der intermediaren Risikogruppe der ELN-Klassifikation eine
zuséatzliche prognostische Differenzierung ermdéglicht, muss an einem grof3eren

Patientenkollektiv untersucht werden.
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Abstract

Background: It is already known that biological, molecular- and cytogenetic features
play an important role in the prognosis of acute myeloid leukemia. These features have
already been stratified into prognostic risk classes by different study groups, including
the European Leukemia Net. The prognostic importance has been studied in the past, in
particular for progenitor cell features, e.g. CD34 or CD117. However, studies of
aberrantly expressed antigens on myeloid blasts, e.g. CD25 antigen, which can

influence the prognosis and the course of the disease, are lacking.

Objective: The objective of this dissertation is to analyze the prognostic relevance and
influence of the expression of CD25 on blasts of patients with AML in the course of the

disease by means of flow cytometry immunphenotyping.

Materials and Methods: Peripheral blood or bone marrow samples from 148 patients
with AML have been analyzed with multiparametric flow cytometry regarding the
expression of 25-30 antigens, including the expression of CD25. The influence of the
CD25 antigen expression was investigated with regard to ELN risk classes, gender,
FAB-classification, molecular- and cytogenetic aberrations, outcome of induction
therapy, overall survival as well as the differentiation of AML cells.

Results: It was shown that the CD25 expression correlates with the differentiation of
AML blasts. Thus, CD25-positive patients showed an increased expression of CD34
(p=0.032) and CD117 (p=0.001). In CD25-positive patients more granulocytic
differentiated leukemia cells according to CD16 (p=0.049) and lactoferrin (p=0.042)
expression were observed. Furthermore, an increased expression of CD4 (p=0.048)
and MPO7 (p=0.014) and a significantly higher proportion of blasts in the CD45 vs. SSC
blast gate (p=0.001) were detected in CD25-positive patients. Compared to CD25-
negative patients, patients with a positive CD25 antigen expression were assigned
significantly more often (p=0.047) to the prognostically intermediate or the unfavorable
ELN risk group. As expected, patients with a favorable ELN risk group had a better
overall survival probability than patients within the intermediate or unfavorable ELN risk
group (p=0.005). Although most of the CD25-negative patients were assigned to the

intermediate or unfavorable ELN risk group, a significant difference in the overall
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survival probability between CD25-positive and CD25-negative patients could not be
determined (p=0.14).

Conclusion: CD25 antigen expression correlates with the ELN risk classification and
with the granulo-monocytic differentiation of AML. The correlation of the ELN
intermediate and unfavorable risk groups with a positive CD25 expression status

suggests a prognostic implication which has to be proven in a larger patient collective.
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1 Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukdmie

Die akute myeloische Leukdmie ist eine maligne Neoplasie der myeloischen Zelllinien
[1]. Mutationen auf zytogenetischer und molekulargenetischer Ebene in der
Wachstums- und Differenzierungsphase der Zellen fihren zur Produktion von unreifen
und funktionsuntiichtigen leuk&mischen Blasten im Knochenmark (KM), die auch ins
periphere Blut (pB) ausgeschittet werden konnen. Chromosomenanomalien und
exogene Schadigungen des KM spielen bei der Entstehung der AML eine wichtige

Rolle.

Die Krankheit auf3ert sich u.a. durch Stérungen in der Granulopoese, Erythropoese und
Thrombopoese. Diese kbnnen zu einer klinischen Symptomatik, mit Infektneigung,
Gerinnungsstérungen und Anamie fihren. Leukamien verlaufen in der Regel
leuk&dmisch mit erhoéhten Leukozytenzahlen, kdnnen aber auch subleuk&misch mit
normalen oder erniedrigten Leukozytenzahlen, oder sogar aleukamisch mit
ausschliel3lichem Nachweis von Blasten im KM einhergehen. Ein Hiatus Leucaemicus,
mit dem Vorkommen von Blasten und reifen Granulozyten bei Fehlen von mittelreifen
Leukozyten im Blutausstrich, dient als diagnostischer Hinweis auf AML [2]. Die
Heilungs- und Behandlungsmdglichkeiten sind Dank vielféltiger Forschungen in den
letzten Jahren stark verbessert worden. Therapeutisch kommt im Allgemeinen eine
myeloablative Chemotherapie in einer Kombination von Cytosinarabinosid und einem

Anthrazyklin oder/ und eine allogene Stammzelltransplantation zum Einsatz [3].

1.1.1 Epidemiologie

Die AML ist mit 80% die haufigste maligne Erkrankung im Erwachsenenalter. Ein
Funftel der Falle bei Kindern sind unter 15 Jahren. Die AML-Erkrankungsinzidenz steigt
mit dem Alter. Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung liegt bei 65 Jahren,
weshalb die AML auch hauptsachlich zum Erkrankungsbild alterer Menschen gehort.
Dabei sind Manner haufiger betroffen als Frauen (1,6 m:1 w). Das Gesamtinzidenz der
AML-Erkrankung liegt bei 3-5/ 100.000 Einwohner im Jahr [4].

12



1 Einleitung

1.1.2 Atiologie

Nach heutigem Wissensstand ist in den meisten Fallen die genaue Ursache fiir die AML
Entstehung unbekannt, wobei  Umweltfaktoren, genetische Faktoren und

hamatopoetische Erkrankungen einen Einfluss bei der Entstehung der Krankheit haben.

Eine chronische Exposition mit ionisierender Bestrahlung und Benzol erhdoht das AML-
Risiko [2, 5, 6]. lonisierende Strahlen verdoppeln das Leukamierisiko [7]. Benzol erhéht
die Wahrscheinlichkeit einer AML-Erkrankung um das 4- bis 7-fache [2]. Nikotinabusus

oder eine positive Raucheranamnese erhéht das Risiko ebenfalls [8].

Genetische Erkrankungen, wie z.B. Trisomie 21, Klinefelter-, Bloom- und Wiskott-
Aldrich-Syndrom, Fanconi-Andmie oder andere Chromosomenanomalien kdnnen durch
Stérungen in der Proliferation- und Differenzierungsphase zu einem Funktionsverlust

der Zellen fihren und damit die Wahrscheinlichkeit an AML zu erkranken erhéhen [9].

Hamatopoetische Erkrankungen, wie Myelodysplastische Erkrankungen, Osteomyelo-
fiborose und chronische myeloische Leukamien kdénnen durch eine Proliferations- und

Differenzierungsstérung zu einer sekundaren AML (sAML) fiihren [2, 10].

Findet sich in der Anamnese von AML-Patienten eine seit Jahren zurtckliegende
Zytostatika- (vor allem Alkylanzien wie Cyclophosphamid und Topoisomerase IlI-
Inhibitoren wie Irinotecan) oder Bestrahlungstherapie so besteht eine sogenannte
Therapie-assoziierte myeloische Neoplasie (tAML) [9]. Durch die Chemo- oder
Bestrahlungstherapie kann es zu einem teilweisen oder vollstandigen Verlust von
Chromosomen oder/ und vermehrt zu genetischen Veranderungen mit balancierten
Translokationen kommen, die erst Jahre spater zur Ausbildung eines leukamischen

Klons und zur Manifestation der Leuk&mie fuhren [1, 11].

1.1.3 Pathogenese

Blutzellen werden im KM durch hamatopoetische Stammzellen (HSZ) gebildet. HSZ
differenzieren zu multipotenten Progenitorzellen (MPP), die sich in oligopotente
lymphatische- (Common Lymphoid Progenitor, CLP) oder myeloische Progenitorzellen
(Common Myeloid Progenitor, CMP) weiterentwickeln. Durch Mutationen und

genetische Veranderungen dieser Progenitorzellen entsteht eine leukamisch entartete

13



1 Einleitung

Stammzelle (LSC) mit Stérungen in der Regulation von Genen, die die Differenzierung
kontrollieren oder die Proliferation und Apoptose steuern und somit zur Ausbildung
eines leuk&mischen Zellklons fuhren (s. Abbildung 1) [12-14]. Das fuhrt zur
Akkumulation von teilungs- und funktionsuntichtigen Zellen, die die normalen
hamatopoetischen Zellen aus dem KM verdrangen. Die Ausreifung einer Zelle ist von
Zytokinen, Transkriptions- und Wachstumsfaktoren abhéngig. Die leukamischen
Blasten sind auf einer Seite nicht in der Lage einen funktionsfahigen Erythrozyten,
Neutrophilen, Monozyten oder Thrombozyten zu produzieren und auf der anderen Seite
verhindern Chemokine die Reifung gesunder Blutzellvorstufen [1]. Haufig findet die
Umwandlung zu einer Leukadmie Zelle erst durch eine AML-auslésende Mutation, eine
sogenannte ,driver‘ Mutation, statt. Durch weitere Mutationen und molekulargenetische

Veranderungen in den HSZ wird die Pathogenese der AML weiter verstarkt [15, 16].

\ HSC
MPP

L)

\ CMP E \ CLP

A\
@ ------ > Myeloischerleuldmischer Bulk <------ @
Thr / \
sy

° %oncfa Mono

@.

Abbildung 1. Pathogenese der myeloischen Stammzellen bei AML. HSC: Hamatopoetische

Ery

Stammzellen, MPP: Multipotente Progenitorzellen, CMP: Common Myeloid Progenitor, CLP:
Common Lymphoid Progenitor, Thr: Thrombozyten, Mono: Monozyten, Ery: Erytrozyten, NK:
naturliche Killerzellen, T: T-Lymphozyten und B: B-Lymphozyten (Die Abbildung wurde inspiriert
von [13, 14]).
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Nach Kelly und Gilliland werden die mit der AML-assoziierenden molekulargenetischen

Mutationen in zwei Klassen eingeteilt [17, 18]:
a) Klasse -1- Mutationen (u.a. FLT3-ITD-, FLT3-TKD- und RAS Mutationen) [18]:

FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3) ist ein Zytokinrezeptor, der zur Rezeptor-
tyrosinkinase 11l gehort. Mutationen an FLT3 kénnen zu AML fiihren. FLT3 liegt auf der
Oberflache vieler HSZ und spielt bei der Proliferation und Differenzierung von HSZ und
Progenitorzellen eine wichtige Rolle [19]. FLT3 hat zwei Funktionsdomanen: eine fir die
Autoinhibition verantwortliche juxtamembranare Domane, die durch ITD-Mutationen
(internal tandem duplication) aktiviert wird und eine Tyrosinkinasedomane, die erst
durch TKD-Mutationen entsteht. FLT3-ITD-Mutationen stellen die haufigsten Mutationen
bei AML-Patienten dar [19]. RAS Protoonkogene, wie NRAS, kodieren
membranassoziierte Proteine, die bei der zelluldren und der molekularen

Signaluibertragung sowie der Ligandenbindung von Bedeutung sind [20].
b) Klasse -2- Mutationen (u.a. NPM1-, CEBPA- und MLL-Mutationen):

NPM1 (Nukleophosmin Gen) ist ein nukleozytoplasmatisches Transportphosphoprotein,
das durch Chromosomenaberrationen und Mutationen den p53-Tumorsuppressor-
Signalweg inhibiert [21]. NPM1-Mutationen sind auch bei anderen hamatologischen
Neoplasien, wie z. B. bei Non-Hogkin Lymphom, Akuter Promyelozytenleukdmie (APL),
AML- und MDS-Patienten beschrieben [22]. CEBPA (CCAAT enhancer binding protein
a) ist fur die neurophile Granulozyten Differenzierung zustandig [23]. Das MLL-Gen
(Mixed linage leukemia) liegt auf dem Chromosom 11923 und ist fir die Kodierung der
Proteine mit Histonmethyltransferaseaktivitdt zustandig. Dieses Gen reguliert die
Zelldifferenzierung bei HSZ [24].

1.2 Klassifikation

1.2.1 Zytomorphologische FAB-Klassifikation der AML

Akute Leukéamien (AML, ALL und MDS) werden durch FAB-Klassifikation (French-
American-British) klassifiziert [25—29]. Akute myeloische Leuk&amien werden anhand der
Zytomorphologie nach der FAB-Klassifikation in acht Subtypen eingeteilt (M0O-M7) (s.

Tabelle 1) [26, 27].
15
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Tabelle 1. FAB-Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukamien [27].

FAB-Subtyp Beschreibung
MO Akute Myeloische Leukamie mit minimaler
Differenzierung
M1 Akute Myeloische Leukdmie ohne Ausreifung
M2 Akute Myeloische Leukadmie mit Ausreifung
M3 Akute Promyelozytenleukamie
M3v Akute mikrogranulére Promyelozytenleukémie
M4 Akute Myelomonozytare Leukamie
M4eo Akute Myelomonozytare Leukamie mit Eosinophilen
Mb5a Akute unreife Monozytenleukamie
M5b Akute reife Monozytenleukamie
M6 Akute Erythroblastenleukamie
M7 Akute Megakaryoblastenleukamie

1.2.2 WHO-Klassifikation der AML von 2008

Die FAB-Klassifikation [26] wird heute durch die erst kirzlich revidierte WHO-
Klassifikation ersetzt [30]. In der WHO-Klassifikation werden AML-Blasten nicht nur
anhand der Zytomorphologie sondern auch nach zytogenetischen und
molekulargenetischen Kriterien beurteilt [2, 31]. Seit 2008 werden in der WHO-
Klassifikation auch neue molekulargenetische Verdnderung wie die NPM1- und die

CEBPA- Mutationen bertcksichtigt [32].
16
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Tabelle 2. WHO-Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukamien [27].

AML mit wiederkehrenden genetischen Veranderungen

AML mit t(8;21)(q22;g22)/ RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16)(p13.1922) oder {(16;16)(p13.1;g22)/ CBFB-MYH11
APL mit t(15;17)(q22;q11-21)/ PML-RARA (FAB M3)

AML mit t(9;11)(p22;023)/ MLLT3-MLL

AML mit t(6;9)(p23;934)/ DEK-NUP214

AML mit inv(3)(g21926.2) oder t(3;3)(g21;926.2)/ RPN1-EVI1

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
vorlaufige Einheit: AML mit NPM1-Mutation

vorlaufige Einheit: AML mit CEBPA-Mutation

AML verbunden mit myelodysplasieassoziierten Verdnderungen

definiert durch: Zytogenetik, MDS-Vorphase und Zytomorphologie

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien

definiert durch Radio und Chemotherapie (u.a. ionisierende Bestrahlung, Alkylanzien,

Topoisomerase II)

AML, nicht weiter kategorisiert (NOS)

AML mit minimaler Differenzierung

AML ohne Ausreifung

AML mit Ausreifung

Akute Myelomonozytare Leukéamie

Akute Monoblastare/ Monozytare Leukamie

Akute Erythroleukéamie

Reine Erythroleukdmie Erythroleukamie, erythroid/ myeloisch Akute Megakaryoblastenleukamie
Akute Basophilenleukamie (ABL)

Akute Panmyelose mit Myelofibrose (Synonym: Akute Myelofibrose, Akute Myelosklerose)

Myeloisches Sarkom (Synonym: Extramodulléarer Myeloischer Tumor, Granulozytares

Sarkom, Chlorom)
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Myeloische Proliferationen verbunden mit Down-Syndrom
Transiente abnormale Myelopoese (Synonym: Transiente myeloproliferative Erkrankung)

Myeloische Leuk&mie assoziiert mit Down-Syndrom

Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien

Akute Leukamien mit unklarer Linienzugehoérigkeit

Akute Undifferenzierte Leukamie

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp mit t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp mit t(v;11g23); MLL neu anordnen

Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp, B/ myeloisch, nicht weiter kategorisiert (NOS)
Akute Leukamie mit gemischtem Phanotyp, T/ myeloisch, nicht weiter kategorisiert (NOS)

vorlaufige Einheit: Natdrliche Killer (NK)-Zell lymphoblastische Leukamie / Lymphom

1.2.3 Zwei Hauptgruppen der AML

Je nach Zytogenetik und molekularen Mutationen werden die AML-Patienten in zwei

Prognosegruppen eingeteilt [7]:

1) AML ohne zytogenetisch nachweisbare chromosomale Aberrationen (Cytogenetic

normal, CN): Zu dieser Gruppe gehoren 48% der AML-Patienten. Die Heilungsrate

betragt etwa 30%.

2) AML mit chromosomalen Aberrationen: 52% der Patienten befinden sich in dieser

Gruppe. Diese Gruppe teilt sich wiederum in zwei Untergruppen auf:

2.1) AML mit balancierten Chromosomenveranderungen (ohne DNA-Verlust):
Hier kommen meistens Translokationen in Betracht. Die Heilungsrate in

dieser Gruppe liegt bei >60%.

2.2) AML mit unbalancierten Chromosomenveranderungen (in Form von Verlust
oder Gewinn von Chromosomenmaterial): Die Heilungschance bei diesen

Patienten liegt bei knapp 15% [7].
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Tabelle 3. Einteilung der AML Prognosegruppen nach zytogenetischen und molekulargenetischen

Verénderungen [7, 33].

Prognosegruppe Genetische Subgruppe

o 1(15;17)/APL- RARa
e 1(8;21)/AML-ETO (Core-binding-factor-AML)
e inv(16)/t(16;16) CBFB-MYH11

e Isolierte NPM1-Mutationen mit normaler Karyotyp

Gunstige Prognosegruppe
(Niedrigrisiko)

e Isolierte CEBPA-Mutationen mit normalem Karyotyp

Mittlere Prognosegruppe o Normaler Karyotyp

(Intermedi&res Risiko) e Trisomie 8

o Komplexe Aberrationen (=3 chromosomale Anomalien)
. ¢ Monosomie 7

Ungunstige Prognosegruppe
¢ Anomalien an Chromosom 3

e FLT3-Langenmutationen (FLT3-LM/FLT3-ITD)

e MLL-PTD

(Hochrisiko)

1.3 Klinische Symptomatik

Prinzipiell haben alle AML-Patienten eine ausgepragte B-Symptomatik (Fieber,
Nachtschwei? und Gewichtsverlust von bis zu 10% des gesamten Korpergewichts
innerhalb eines halben Jahres). Klinisch treten vermehrt Anamie (Schwache,
chronische  Mudigkeit, Blasse), erhohte Blutungsneigung mit petechialen
Spontanblutungen, Hamatome und Epistaxis sowie erhohte Infektanfalligkeit gegenuber
bakteriellen oder mykotischen Infekten (z.B. Candida albicans) auf. Neben der
Verdrangung der normalen Hamatopoese im Knochenmark mit den Symptomen einer
ausgepragten Knochenmarkinsuffizienz kénnen die leukdmischen Blasten auch Organe
infiltrieren und Lymphknotenschwellungen, Splenomegalie, Hepatomegalie und
Kapselspannung der inneren Organe mit viszeralen Schmerzen verursachen. Bei einer
Leukozytose von >100.000/pl (Hyperleukozytose) kann ein Leukostasesyndrom mit
Dyspnoe, Schwindel, Sehstérung, Akrozyanose und Priapismus auftreten, welches

einen absoluten Notfall darstellt. Einige Krankheitssymptome sind AML-Subtypten
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spezifisch. Eine hypertrophische Gingivitis kann bei M3- und M4-, eine disseminierte
intravasale Gerinnung bei M3- und eine leukdmische Hautinfiltration bei monozytéar
differenzierten Leukamien auftreten [9]. Ganz selten kommt es zu rein extramedullaren
Manifestationen [34]. Diese sind wiederum bei APL-Patienten besonders ausgepréagt

und kénnen zu einer disseminierten intravasalen Koagulopatie (DIC) fuhren [2, 35].

1.4 Diagnostik

In der modernen AML-Diagnostik sind die Zytomorphologie, die Durchflusszytometrie,
die Zytogenetik und die Molekulargenetik integrative Bestandteile, die nicht nur der
Diagnose der Erkrankung, sondern auch der Kilassifikation, der biologischen
Zuordnung, der Risikostratifizierung sowie der Prognose dienen und so eine

differenzierte Therapiestratifizierung erméglichen [36].

ég y
¢ N
* KM-Ausstrich &
« Jytochemie
L

7
=8 p
4

tunumln:zm-llr Zytogenetik

Zytogenetik
* FISH

Abbildung 2. Die vier Saulen der moderne AML-Diagnostik: Zytomorphologie, Durchfluss-
zytometrie, Zytogenetik und Molekukargenetik [36].

1.4.1 Zytomorphologie

Das Knochenmark wird aus dem Beckenknochen (z.B. der Spina iliaca posterior
superior) mit Hilfe einer Jamshidi-Nadel aspiriert und auf einen Objekttrager
ausgestrichen [25]. Entscheidend fur die Diaganose einer AML ist der Nachweis von
unreifen Blasten im KM und im Blutausstrich mit einem zytomorphologisch
quantifizierten Blastenanteil im Knochenmarkausstrich von >20% bezogen auf alle
kernhaltigen Zellen [32, 37].
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Die zytochemische Beurteilung der Blasten mit Nachweis der Myeloperoxidase (MPO)
oder der unspezifischen Esterase (NSE) zur Beurteilung der granulo-monozytéaren
Differenzierung ist heute weitgehend durch die Immunphéanotypisierung ersetzt und

verdrangt worden [38].

1.4.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (engl. FCM: Flow Cytometry) ermoglicht es Antigene mit
Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikdrpern zu detektieren, die sich gegen
bestimmte Merkmale (Antigene) auf der Zelloberflache oder im Zytoplasma der Zelle
richten [39].

Neben der Bestimmung der Zelllinienzugehoérigkeit ermdglicht die Durchflusszytometrie
auch eine Zuordnung des Differenzierungsgrades bzw. Reifegrades der AML-Zellen.
AulRerdem kann mit dieser Technik eine sehr geringe Anzahl von Leukdmie Zellen im
KM detektiert und quantifiziert werden, was in der Diagnostik einer minimalen
Resterkrankung (MRD) zur Beurteilung des Therapieverlaufes nutzlich sein kann [40].
Anhand des Expressionsmusters der Antigene kann der sogenannte Leukamie-
assoziierte Immunphéanotyp (LAIP) definiert werden, der sich von dem normalen,
physiologischen Differenzierungsmuster der Antigenexpression unterscheidet. Der LAIP
ist ein leukamietypischer Immunphénotyp, der in der normalen physiologischen
Hamatopoese nicht vorkommt. Zum Zeitpunkt der AML Erstdiagnose lassen sich die
LAIPs z.B. durch eine aberrante Koexpression von lymphatischen Antigenen oder eine

Uber- oder Unterexpression von Antigenen auf AML-Blasten definieren [41].

Des Weiteren kann durch die FCM die AML von anderen akuten Leuk&mie Arten, wie
z.B. der akuten lymphatischen Leukamie, der akuten biphanotypischen Leukamie sowie
der akuten Leuk&mie mit unklarer Linienzugehorigkeit abgegrenzt werden. Die
Grundlage fur diese Abgrenzung und Klassifizierung ist durch die European Group for
the Immunological Characterization of Leukemia (EGIL) mittels eines Scoring-Systems

vorgegeben und definiert worden [42, 43].

In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen der initialen, diagnostischen
Immunphanotypisierung mit einem 25-30 Antigene umfassenden Antikdrper-Panel auch

die CD25 Expression der a-Kette des IL-2 Rezeptors (CD25) auf den blastéaren Zellen
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analysiert. CD25 ist ein essentieller Bestandteil des IL-2 Rezeptors, ohne den die IL-2
induzierte Signalkaskade mit Ubertragung von Proliferationssignalen nicht ausgelost
werden kann, wodurch CD25 bei der AML eine pathogenetisch bedeutsame Rolle
zukommt. Physiologischerweise wird CD25 auf T-Lymphozyten exprimiert. Ein Anstieg
der CD25 Expression auf T-Lymphozyten zeigt sich bei Infektionen mit Viren oder
intrazellularen Erregern und Parasiten, bei einem akuten Schub einer
Autoimmunerkrankung, bei Organabsto3ungen transplantierter Patienten sowie bei T-

Zell-Lymphomen und einer Vielzahl anderer maligner Erkrankungen [44].

1.4.3 Zytogenetik

Die zytogenetische Charakterisierung der Leuk&mie Blasten ist fur die Diagnostik der
AML erforderlich. Sie liefert neben der Morphologie und der Immunphé&notypisierung
wichtige diagnostische Hinweise, die zur Klassifikation und auch zur Prognose der
Erkrankung beitragen [45-48]. Die Charakterisierung kann z.B. durch eine
lichtmikroskopische Darstellung der angefarbten Chromosomenbanden erfolgen
(chromosomale Bandenanalyse). Um auch submikroskopische Aberrationen
nachzuweisen, kann die zumeist verminderte Probenvitalitat mit Hilfe einer
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an Interphasenkernen vervollstandigt werden
[5]. Etwa 55% der AML-Patienten werden aufgrund eines aberranten Karyotyps bzw.
einer Chromosomenveranderung als sogenannte zytogenetisch abnormale AML (CA-
AML) Klassifiziert [17], im Gegensatz zu Erkrankungen mit zytogenetisch normalem
Karyotyp, die als CN-AML bezeichnet werden. Bei mehr als zwei Monosomien oder
Monosomien mit zwei Aberrationen spricht man von einem monosomalen Karyotyp [49].
Mehr als drei strukturelle Veranderungen werden als komplex-aberranter Karyotyp
bezeichnet. Zytogenetische Veranderungen haben eine prognostische Relevanz. So
wird den AML mit t(15;17), t(8;21) und mit inv(16) in allen prognostischen Erhebungen
eine gunstige Prognose zugewiesen, wohingegen den AML mit t(16;16), t(6;9),
11g23/MLL und den Leukamien mit komplex-aberrantem Karyotyp eine ungtinstige

Prognose zugeschrieben wird [50-52].
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1.4.4 Molekulargenetik

Bei etwa der Halfte der AML-Patienten kénnen rein zytogenetisch keine Aberrationen
beobachtet werden. Hier kommt die molekulargenetische Untersuchung zum Einsatz.
Mit Hilfe von PCR-Techniken und der Direktsequenzierung nach Sanger kdnnen Proben
aus dem KM oder dem pB auf bestimmte molekulargenetische Veranderungen hin

untersucht werden [25, 53].

Gemald den aktuellen ELN-Leitlinien sollen CN-AML-Patienten u.a. auf NPM1, FLT3
und CEBPA (biallelisch) untersucht werden, da diese Marker sowohl eine prognostische
als auch eine therapeutische Relevanz besitzen. Alle anderen Mutationen wie RAS,
MLL, KIT, WT1, RUNX1, IDH1, TP53 und TET2 befinden sich derzeit noch in der
abschlieRenden Bewertung durch Studien [17, 33, 53].

1.5 Therapie

Ziel der Therapie ist es eine vollstandige bzw. komplette Remission (CR) zu erreichen.
Dafur werden AML-Patienten je nach Alter, Allgemeinzustand, zytogenetischen
Veranderungen und klinischen Befunden (Karnofsky-Index / ECOG-Status) in drei
Risikogruppen (niedriges, mittleres und hohes Risiko) eingeteilt (,Risikostratifizierung®)
[38]. Je nach Risiko-Gruppe und in Abhangigkeit vom Alter, Begleiterkrankungen und
Allgemeinzustand des Patienten wird tUber die Dauer und Intensitat der Chemotherapie

und/ oder eine evtl. durchzufiihrende allogene Stammzelltransplantationen entschieden.

Die Sequenz der Chemotherapie folgt idealerweise bei allen Patienten nach dem
Schema einer Induktions-, Konsolidierungs-, ggf. Re-Konsolidierungs-, und

Erhaltungstherapie.

In allen Risikogruppen beginnt die Therapie zunachst mit der Induktion einer Remission,
die mit den meisten Therapieprotokollen bei etwa 70-80% der Patienten erreicht werden
kann. Induktionstherapien dauern ca. vier bis sechs Wochen, sind sehr effektiv aber
auch sehr nebenwirkungsreich. Das Ziel der Therapie ist es eine massive Reduktion der

Leukamielast und letztlich eine komplette Remission (CR) zu erreichen [2].

Die Beurteilung der Remission bei AML-Patienten erfolgt anhand der Nachweisbarkeit

von Blasten im Anschluss an die Induktionstherapie. Eine CR bei AML-Patienten nach
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der Induktionstherapie wird erst dann erreichet, wenn die folgenden CR-Kriterien erfullt
sind [38]:

e Keine Blasten im pB oder weniger als 5% im KM

e Neutrophile >1,0/ nl

e Thrombozyten >100/ nl

e Es wird keine Transfusion von Erythrozytenkonzentraten bendtigt

Die Patienten, die zwar alle CR-Kriterien erfullen aber immer noch an einer Neutropenie

und Thrombopenie leiden, haben lediglich eine inkomplette Remission (CRi) erreicht.

Es kommen heutzutage auch gezielte Genotyp- und molekular-basierte Medikamente
zum Einsatz. Hier werden neben Zytostatika wie Clofarabin auch monoklonale
Antikdrper wie Gemtuzumab-Ozogamicin [54] oder Tyrosinkinase-Inhibitoren wie
Dasatinib und Midostaurin verwendet [55]. Bei genetisch definierten Erkrankungen der
AML, wie z.B. der seltenen Philadelphia-Chromosom-positiven AML oder der
Eosinophilenleukamie, kann auch der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib eingesetzt

werden [9].

1.6 Prognose

Die 5-Jahres Uberlebensrate der AML-Patienten liegt bei ca. 30%. Negative Faktoren
wie ein Alter von Uber 60 Jahren, Leukozytenzahlen von >100.000/ul, komplex
aberranter Karyotyp sowie Therapierefraktaritat beeinflussen dabei die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit. Vor allem Dank der modernen supportiven Therapiemdglichkeiten,
insbesondere der antimykotischen und antibiotischen Therapien und den zunehmend
gezielten Therapieoptionen sind heutzutage die Lebensqualitat sowie die Lebensdauer

der AML-Patienten deutlich verbessert bzw. verlangert [2].
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Ziel der Arbeit ist es, die Bedeutung der CD25 Expression auf Blasten von Patienten mit
AML mittels Durchflusszytomterie und einer retrospektiven unizentrischen klinischen
Datenerhebung zu analysieren. Hierbei soll in erster Linie untersucht werden, ob der
CD25 Expression bei AML eine prognostische Relevanz beigemessen werden kann.
Des Weiteren soll untersucht werden, ob sich zwischen der CD25-positiven und der
CD25-negativen Patientengruppe signifikante  Unterschiede hinsichtlich  Alter,
Geschlecht,  AML-Klassifikation, ELN-Risikogruppe, Induktionstherapie  und
Induktionsergebnis, Zytogenetik sowie Molekulargenetik ergeben. AuRerdem sollen die

Unterschiede im Immunphanotyp beider Patientengruppen charakterisiert werden.
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3.1 Patienten

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten gehen auf 148 AML-erkrankte Patienten zurlck,
die im HELIOS Klinikum Berlin-Buch in den Jahren von 2001 bis 2015 diagnostiziert

und behandelt wurden.

Mithilfe des EDV basierten klinischen Informationssystems SAP und den
Patientenakten wurde der vollstandige Krankheitsverlauf der Patienten retrospektiv

ermittelt. Dabei wurden folgende Daten erfasst:
Bei Erstdiagnose:

- Geburtsdatum, Alter und Geschlecht der Patienten

- Laborparameter: Hamoglobin (Hb), Thrombozyten, Leukozyten

- Anzahl der Blasten im pB und im KM

- Durchflusszytometrie Befunde (ACCESS-Datenbank des Immunologischen
Zellmarkerlabors des HELIOS Klinikum Berlin-Buch)

- Zytogenetik (Karyotyp) und Molekulargenetik mit anschlieBender FAB-
Klassifikation und den ELN-Risikoklassen (guinstig, intermediar und ungunstig. s.
Abschnitt 3.3 ELN-Klassifikation)

- Art der Chemotherapie bzw. Induktionstherapie
Remissionsbeurteilung nach Induktionstherapie:

- KM-Punktion und Induktionsergebnis (CR/ CRi bzw. Regression)

3.2 Immunphanotypisierung

Die immunphanotypischen Befunde wurden aus dem pB oder dem KM von 148
Patienten mit AML mittels Durchflusszytomtrie im Immunologischen Zellmarkerlabor des
HELIOS Klinikums Berlin-Buch erhoben.

Die Messungen am Durchflusszytometer wurden mithilfe des FACSCalibur- und des
FACSCanto™ -Systems der Firma Becton & Dickinson (Franklin Lakes, New Jersey,

USA) durchgefiihrt.
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3.2.1 Probeentnahme und Probevorbereitung — Praanalytik

Vor der Probenentnahme muss auf folgende Punkte geachtet werden:

e Entnahmezeitpunkt planen

e RoOhrchen und Objekttrager vorbereiten

e Ungefarbte Ausstriche mitschicken

e Anforderungsscheine ausftillen

e Versandmaterial vorbereiten

e Aus Gewebe sofort Zellsuspension herstellen
e Empfangerlabor informieren

e Transport vollstandig organisieren

Die aus vendsem pB und KM gewonnen Proben der Patienten missen sorgfaltig
beschriftet sein und rechtzeitig zum Labor fir die Auswertung geschickt werden. Vor
dem Probentransport sollte das Labor benachrichtigt werden. Die Untersuchungen sind
sehr aufwendig. Daher sollten die Proben am besten schon frih am Tag entnommen
werden. Hierbei handelt es sich um ein aseptisches Verfahren aus dem pB und KM. Bei
der KM Entnahme wird mit der Hilfe einer Jamshidi-Nadel zunéchst ein
Knochenstanzzylinder fur die immunhistologische Aufarbeitung gewonnen und dann KM
aspiriert. Dieser Vorgang sollte nicht mehrfach wiederholt werden, da durch wiederholte
Aspiration die Mdglichkeit einer Verdinnung des KM Materials mit vendsem Blut
besteht. Fur die zytologische Diagnostik wird eine Reihe von Brockelausstrichen
angefertigt sein (ca. 10 Stick). Die gewonnen Proben sollten vorsichtig gemischt
werden, ohne dass sich Schaum bildet. Bei fehlendem Brockelausstrich kann versucht
werden mit Hilfe eines Siebaufsatzes Markbréckel zu gewinnen. Dieser sollte dann
ebenfalls ins Labor mitgeschickt werden. Um die aus dem pB oder dem KM
entnommenen Zellen zu immunphanotypisieren, muissen die Proben mit
Antikoagulantien, z.B. EDTA oder Heparin bei Raumtemperatur versetzt werden, um
eine Koagelbildung zu vermeiden. Bei der Anwendung von Heparin besteht allerdings
die Gefahr von Artefakt- und Schleierbildung in den Proben, welche in der Folge eine
eindeutige morphologische Beurteilung erschweren konnen. Im Labor werden die

Proben fur die notwendigen Analysen und die Diagnostik aufgetrennt. Vollblut kann mit
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Hilfe von 10%igem DMSO-Zusatz eingefroren werden. Die Proben kdnnen auch in

speziellen Behaltern bei -70°C fir mehrere Monate gelagert werden [25].

Fur den Nachweis der Antigene: CD2, CD3, cyCD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10,
CD13, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD22, cyCD22, CD25, CD33, CD34, CD45,
CD56, CD57, CD61, CD64, CD65, CD79a, CD117, GlyA, HLA-DR, Kappa, MoAb7-1,
MPO, Lambda, Lactoferrin, TdT, TZRab und TZRgd wurden 200ul Probenmaterial mit
den jeweiligen Detektionsantikdrpern fir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen
inkubiert. Die Antikorper wurden in Drei- oder Vierfarb-Panels in Konjugation mit den
Fluorochromen Fluorescein Isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE), Phycoerythrin-
Cyan5 (PE-Cy5) oder Allophycocyanin (APC) eingesetzt. Durch Zugabe von 3ml
Lysepuffer werden die Erythrozyten lysiert und fur weitere zehn Minuten inkubiert.
Anschlieend werden die Zellsuspensionen zweimal zentrifugiert und mit 3ml PBS

gewaschen und zur Messung vorbereitet [25].

3.2.2 Prinzip der Durchflusszytometrie

Fur die Immunphanotypisierung einer Vielzahl von Zellen in mdglichst kurzer Zeit ist die
FCM die Methode der Wahl. Mit Hilfe der FCM kodnnen die Zellen anhand ihrer GréR3e,

Granularitat und Fluoreszensintensitat charakterisiert und zugeordnet werden.

Durch eine sogenannte hydrodynamische Fokussierung werden die Antikorper-
beladenen Zellen in einem Flissigkeitsstrom einzeln, wie an einer Perlenkette

hintereinander aufgereiht, an einem Laserstrahl vorbeigefuhrt und analysiert [56].

Durch die Beugung und Streuung des Laserlichts kdnnen Gréf3e und Granularitat der
Zellen gemessen werden. Wenn das Laserlicht vorwarts streut (FSC = Forward Scatter)
hangt dies von der Zellgrol3e ab und wenn es seitwarts streut (SSC = Side Scatter) von

der zellinternen Granularitat [57].

Gleichzeitig werden die mit Fluorchromen (wie APC-Cy7, Fluoreszeinisothiozyanat, PE-
Cy5, PerCP, Phycoerythrin und Propidiumjodid) markierten Antikdrper auf den
Oberflachen der Zellen durch die Wellenlange des Lichts angeregt. Dabei werden die
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den Laserstrahl auf ein hoheres
Energieniveau gehoben, um dann anhand von Photonenemission auf ihr urspriingliches

Energieniveau zuriick zu fallen. Die emittierten Photonen kdnnen daraufhin durch einen
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Photodetektor registriert und die gemessenen Daten in einem sog. Listmode Datensatz

digital archiviert werden [56].

3.2.3 Auswertung der Listmode-Daten

Als Auswertungssoftware standen CellQuest und FACSDIVA™ zur Verfugung. Mit

diesen Programmen wurde der Immunphanotyp ermittelt und die Blasten hinsichtlich

der Expression von CD25 untersucht. Die Zellen wurden als positiv gewertet, wenn

220% von ihnen das Antigen CD25 exprimierten.

CD25 positive AML-Zellen
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Abbildung 3. Gatingstrategie und Analyse der CD25 Expression.
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3.3 ELN-Risikoklassifikation: zytogenetisch und molekulargenetisch

Wie bereits oben beschrieben, beeinflussen unterschiedliche Faktoren die Prognose
und Uberlebenswahrscheinlichkeit von AML-Patienten. Explizit kann festgehalten
werden, dass molekulargenetische und zytogenetische Verdnderungen die wichtigste

Rolle bei der Einschatzung der Prognose und der Therapiestratifizierung spielen [17].

Die Risikoklassifikation des European Leukemia Net ermoglicht eine bessere
Vergleichbarkeit Kklinischer Studiendaten und bietet die Madoglichkeit anhand
zytogenetischer und molekulargenetischer Veranderungen die Prognose der Patienten
schon vor Beginn einer Therapie abzuschatzen und eine Therapiestratifizierung
vorzunehmen (s. Tabelle 4) [27, 38]. In dieser Arbeit wurden die beiden

Intermediargruppen | und Il in nur einer Gruppe zusammengefasst [38].

Tabelle 4. Risikoklassen nach ELN [27, 38].

Genetische Gruppe | Untergruppe

o 1(8;21)(g22;22); RUNX1-RUNX1T1

e inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
e NPML1 Mutation ohne FLT3-ITD mit normaler Karyotyp

e CEBPA Mutation mit normaler Karyotyp

Gunstig

e NPM1 Mutation und FLT3-ITD mit normaler Karyotyp
Intermediar | e NPM1 Wildtyp und FLT3-ITD mit normaler Karyotyp
e NPM1 Wildtyp ohne FLT3-ITD mit normaler Karyotyp

e 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
Intermediar Il e Zytogenetische Veranderungen, die nicht als glinstig oder unguinstig
eingeteilt werden

e inv(3)(g21g26.2) or t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
o (6;9)(p23;934); DEK-NUP214

e t(v;11)(v;g23); MLL-Rearrangements

e -5ordel(5q); -7; abn(17p); komplexer Karyotyp

Unglinstig

3.4 Medical Research Council (MRC)-Kriterien: Zytogenetik

Etwa 40 bis 45% der an einer AML-erkrankten Patienten haben einen normalen
Karyotyp. Ca. 50% der Patienten zeigen eine balancierte oder unbalancierte

zytogenetische Anomalie. Nach den Kriterien des Medical Research Councils (MRC)
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kénnen diese Patienten in drei prognostische Gruppen eingeteilt werden [58, 59]
(Haufigkeit [60]).

Tabelle 5. MRC-Kriterien [58].

Prognose Chromosomenanomalien Fusionsgen Haufigkeit
Glnstig ¢ 1(15;17)(922;921) e PML-RARA ¢ 5-10%
¢ 1(8;21)(g22;922) e RUNX1- e 10-15%
RUNX1T1
¢ inv(16)(p13g22)/t(16;16)(p13;922) e CBFB-MYH11 e 3-8%
Intermediar e Entitéten, die weder glinstig noch ungunstig
sind
Ungunstig ¢ abn(3q) [ausgeschlossen
t(3;5)(gq21~25;931~35)]
¢ inv(3)(q21926)/t(3;3)(g21;926)
* add(5q), del(5q), -5
* =7, add(7q)/del(7q) e MLL-MLLT4 ¢ 5-9% (bei
¢ 1(6;11)(927;923) MLL Fusion)

o 1(10;11)(p11~13;q23)

¢ {(11923) [ausgeschlossen
1(9;11)(p21~22;923) und t(11;19)(g23;p13)]

¢ 1(9;22)(q34;q11)
e —17/abn(17p)

e Komplex (= 4 nicht verwandte zytogenetische
Veranderungen)

e MLL-MLLT10

e BCR-ABL

3.5 Statistische Auswertung

Die klinischen Daten der AML-Patienten wurden anhand der Aktenlage retrospektiv

erhoben und mit den durchflusszytometrischen Datensétzen zusammengefihrt. Die

statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung von IBM SPSS Statistics®, Version
20 (IBM® 2011, Armonk, NY, USA).

Die signifikanten Unterschiede der jeweils untersuchten Gruppen wurden mit dem

Fisher's-Exact-Test (2x2-Kontingenztafel) bzw. dem Chi-Quadrat-Test nach Pearson

(komplexere Stichproben) getestet.
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Mit Hilfe einer Heatmap wurden die Antigenexpressionen aller untersuchten Antigene
im FSC/SSC-Blastengate in Prozent dargestellt. Dies ermdglicht die gleichzeitige
Darstellung der CD25 Antigenexpression mit anderen Antigenen sowie den ELN-

Risikoklassen.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Patienten innerhalb der Beobachtungszeit

wurden mit Hilfe der Kaplan-Meier Analyse berechnet und dargestellt.

Die statistische Analyse bzgl. der ELN-Risikoklassen wurde nach Fisher durchgefuhrt.
Das Signifikanzniveau der durchgefiihrten Analysen wurde auf p<0,05 festgelegt. Mit
dem Begriff ,Mean® ist der statistische Mittelwert gemeint. Die Literaturverwaltung
wurde mit Hilfe des Programms Citavi 5 (Swiss Academic Software, Zurich 27.Februar
2015) strukturiert [61].
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4 Ergebnisse
4.1 CD25 Antigenexpression

4.1.1 Patienten Charakteristika

In dieser Arbeit wurde die Expression des CD25 Antigens bei 148 Patienten mit AML im
Alter von 5 bis 97 Jahren aus dem HELIOS Klinikum Berlin-Buch in den Jahren von
2001 bis 2015 mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Von 148 an einer AML-
erkrankten Patienten zeigten 15,5% (23/148) eine positive CD25 Expression. Als
positive Expression wird der Nachweis des CD25 Antigens auf 220% der leukamischen
Blasten bezeichnet. 84,5% (125/148) der Patienten waren demnach CD25-negativ
(CD25 Expression <20%). Bei den CD25-positiven Patienten bestand ein Verhaltnis
zwischen Frauen und Mannern von 1,9:1. Bei den CD25-negativen Patienten war das

Verhéltnis zwischen Frauen und Mannern mit 1:1,2 fast gleich.

4.1.2 Heatmap-Darstellungen

Die Heatmap Darstellung erméglicht eine zweidimensionale farbkodierte Visualisierung
der einzelnen an AML-erkrankten Patienten mit den jeweiligen Antigenexpressionen
des gesamten Antikdrperpanels bestehend aus CD2, CD3, cyCD3, CD4, CD5, CD7,
CD8, CD10, CD13, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD22, cyCD22, CD25, CD33,
CD34, CD45, CD56, CD57, CD61, CD64, CD65, CD79a, CD117, GlyA, HLA-DR,
kappa, MoAb7-1, MPO, Lambda, Lactoferrin, TdT, TZRab und TZRgd die mittels

Durchflusszytometrie detektiert wurden.

Dadurch kann das Verhdltnis der CD25 Expression zu den anderen
Antigenexpressionen dargestellt werden (s. Abbildung 4). Die Abbildung zeigt, dass bei
den CD25-positiven Patienten mit undifferenzierter AML CD16 und Lactoferrin geringer
exprimiert werden, wohingegen bei den CD25-negativen Patienten mit granulo-
monozytar differenzierter AML, CD16 und Lactoferrin verstarkt exprimiert sind.
Gleichzeitig lasst sich erkennen, dass eine positive Korrelation zwischen der Positivitat
der CD25 Expression und dem Nachweis der Progenitormerkmale CD34 und CD117
besteht. Beide Antigene sind Merkmale unreifer AML-Zellen, was wiederum nahelegt,
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dass die CD25 Expression nicht mit granlo-monozytar differenzierten AML, sondern

eher mit undifferenzierten Leuk&mien assoziiert ist.
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Abbildung 4. AML-Immunoph&notyp Expressions-Heatmap: In der Heatmap wurde die Expression
der untersuchten Antigene in Prozent der positiven Zellen dargestellt. (Rot: Expression auf 100%
der Zellen und Blau: 0%ige Expression). Anzahl von AML-erkrankten Patienten aus dem Berlin
Buch Klinikum n=148.

Wie bereits beschrieben, haben die ELN-Risikoklassen eine prognostische und
therapeutische Relevanz bei AML-erkrankten Patienten. Die im HELIOS Klinikum
Berlin-Buch untersuchten CD25-positiven AML Patienten lieBen sich zu der
intermediaren oder der ungunstigen ELN-Risikoklasse zuordnen. Patienten mit einer

gunstigen ELN-Risikoklasse wurden bei den CD25-positiven Patienten nicht
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beobachtet. Das wiederum weist darauf hin, dass die Expression von CD25 auf
Leukdmie Zellen bei AML Patienten eher mit einer intermediaren oder einer

unginstigen, als mit einer gunstigen Prognose einhergeht.

Eine eindeutige, signifikante Korrelation zwischen der positiven Expression von CD25
mit anderen Antigen Clustern oder den ELN-Risikoklassen lie3 sich jedoch nicht nach-
weisen (s. Abbildung 5). Vielmehr stellt sich eher eine heterogene Verteilung der ELN-
Risikoklassen in Bezug auf das Antigenexpressionsmuster dar (s. Abbildung 5).
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Abbildung 5. Heatmap fir den AML—Immunphéanotyp und die ELN-Risikoklassen: In der Heatmap
wurde die Antigenexpression aller untersuchten Antigene in Prozent im Bezug zu den drei ELN-
Risikoklassen dargestellt. (Rot: 100%ige Zell Expression und Blau: 0%ige Zell Expression). Anzahl
von AML-erkrankten Patienten aus dem HELIOS Klinikum Berlin-Buch (n=148).
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4.1.3 Analyse der quantitativen Antigenexpressionen

Mit der quantitativen Analyse der Antigenexpression wird der prozentuale Anteil der
Antigen exprimierenden Zellen im Blastengate erfasst. In Tabelle 6 ist die Anzahl der
untersuchten Patienten (N), der Mittelwert (M) und die Standardabweichung (SD) des
prozentualen Anteils der Antigen exprimierenden Zellen im Blastengate der CD25-
negativen und der CD25-positiven Patienten vergleichend dargestellt. Die
Auswertungen zeigen, dass die CD25 Expression mit der Expression von CD4, CD16,
CD34, CD117 und Lactoferrin korreliert ist. CD4, CD16 und Lactoferrin werden bei
CD25-negativen Patienten zu einem signifikant hoheren Prozentsatz exprimiert als bei
CD25-positiven Patienten (CD4 p=0,027, CD16 p=0,049 und Lactoferrin p=0,042). Der
Prozentsatz der CD34 und CD117 exprimierenden Zellen war hingegen bei CD25-
positiven Patienten signifikant hoher als bei CD25-negativen Patienten (CD34 p=0,032
und CD117 p=0,001).

Tabelle 6. Vergleich des Prozentsatzes an Antigen exprimierenden Zellen im Blastengate bei
CD25-positiven und CD25-negativen AML-Patienten. N: Anzahl der Patienten, M: Mittelwert, SD:

Standard Deviation (Standardabweichung), n.s.: nicht signifikant und s.: signifikant (p<0,05).

CD25-negativ CD25-positiv
Antigene P-Wert
N M SD N M SD
CD2 125 17,6 17,6 23 14,0 | 20,2 p=0,382 (n.s).
CD3 125 15,1 15,3 23 9,4 9,1 p=0,083 (n.s.)

cyCD3 124 | 147 | 147 | 23 | 88 | 89 p=0,068 (n.s.)

CD4 125 | 14,7 | 19,7 | 23 | 54 | 52 p=0,027 (s.)
CD5 125 | 164 | 163 | 23 | 114 | 9,9 p=0,160 (n.s.)
CD7 125 | 24,0 | 222 | 23 | 286 | 243 | p=0,380(ns.)
CD8 124 | 6,9 76 | 23 | 41 | 42 p=0,094 (n.s.)
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CD10 125 | 4,6 94 | 23 | 47 | 16,0 | p=0,966 (n.s.)
CD13 125 | 588 | 253 | 23 | 69,3 | 23,1 | p=0,066 (n.s.)
CD14 125 | 101 | 126 | 23 | 55 | 81 p=0,095 (n.s.)
CD15 125 | 376 | 26,4 | 23 | 30,0 | 253 | p=0,201(n.s.
CD16 124 | 8,6 82 | 23 | 51 | 56 p=0,049 (s.)
CD19 124 | 34 54 | 23 | 36 | 46 | p=0885(n.s.)
CD20 125 | 3,0 52 | 23 | 24 | 372 p=0,604 (n.s.)
CD22 125 | 4,2 53 | 23 | 48 | 7,6 | p=0615(n.s)
cyCD22 | 121 | 31 46 | 23 | 26 | 27 p=0,658 (n.s.)
CD33 125 | 659 | 26,8 | 23 | 748 | 242 | p=0,137 (n.s.)
CD34 125 | 265 | 22,8 | 23 | 381 | 27,4 p=0,032 (s.)
CD45 125 | 958 | 92 | 23 | 948 | 13,7 | p=0,657 (n.s.)
CD56 125 | 17,8 | 215 | 23 | 13,9 | 22,0 | p=0,427 (n.s.)
CD57 124 | 4,9 72 |230| 45 | 105 | p=0,822(n.s.).
CD61 124 | 6,7 80 | 23 | 10,9 | 182 | p=0,074(n.s.
CD64 125 | 310 | 27,9 | 23 | 195 | 258 | p=0,068 (n.s.)
CD65 125 | 328 | 275 | 23 | 302 | 24,7 | p=0,672(n.s.)
CD79a | 124 | 3.2 49 | 22 | 46 | 94 | p=0,318(ns.)
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CD117 125 39,8 25,5 23 | 59,2 | 26,1 p=0,001 (s.)
Glya 124 2,1 3,5 23 1,0 0,9 p=0,150 (n.s.)
HLA-DR 125 47,1 25,2 23 50,9 | 31,3 p=0,531 (n.s.)
Kappa 125 | 1,8 2,6 23 | 21 | 37 p=0,660 (n.s.)
Moab7.1 125 3,6 13,7 23 1,2 1,7 p=0,410 (n.s.)
MPO 125 41,7 26,7 23 30,8 | 28,3 p=0,076 (n.s.)
Lambda 125 15 2,8 23 1,3 1,9 p=0,759 (n.s.)
Lactoferrin | 125 7,2 9,8 23 2,8 4.7 p=0,042 (s.)
TdT 125 | 3,1 108 | 23 | 65 | 184 | p=0,226(n.s.)
TZRa/b 124 14,1 14,5 23 9,1 8,3 p=0,113 (n.s.)
TZRgid | 124 | 05 12 | 23 | 04 | 07 p=0,570 (n.s.)
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Abbildung 6. Boxplot Darstellungen des Prozentsatzes an Antigen exprimierenden Zellen und ihre
Assoziation mit der CD25 Expression sowie der ELN-Klassifikation. Nach diesen Beobachtungen
sind die CD25-positiven Patienten eher der intermediaren oder der unginstigen ELN-Riskogruppe
zuzuordnen, denn es gab keine CD25-positiven Patienten in der glnstigen ELN-Risikogruppe.
Nach ELN-Kriterien haben die CD25-negativen Patienten eine gute Prognose. Dabei besteht eine
signifikante Assoziation der Expression von CD25 Antigen mit den Antigenen CD4, CD16, CD34,
CD117 und Lactoferrin.
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4.1.4 Lebensalter und quantitative Blutbildparameter bei Diagnose in
Abhéangigkeit von der CD25 Expression

Neben dem Alter der Patienten wurden auch einige klinische Laborparameter, wie die
Leukozyten- und Thrombozytenzahl, der Hb-Wert und die Zellzahl im CD45/SCC-

Blastengate im Zusammenhang mit der CD25 Expression untersucht (s. Tabelle 7).

Bis auf die Anzahl der Blasten im CD45/SSC-Gate, lie3 sich zwischen den CD25-
negativen und CD25-positiven Patienten kein signifikanter Unterschied im Bezug auf die

0.g. Parameter zeigen.

Die mittlere Anzahl der Blasten im CD45 vs. SSC-Gate bei den CD25-positiven
Patienten (n=22) lag bei 63,0% wohingegen bei den CD25-negativen Patienten (n=121)
mit 43,2% die Anzahl der Blasten siginifikant geringer war. Der Prozentsatz an Blasten
im CD45-SSC Blastengate war demnach bei CD25-positiven Patienten signifikant hoher
als bei CD25-negativen Patienten (p=0,001).

Tabelle 7. Vergleich von Hb, Alter, Leukozyten, Thrombozyten und Prozentsatz an Blasten im
CD45/ side scatter (SSC) Blastengate bei CD25-positiven und CD25-negativen AML-Patienten. N:
Anzahl der untersuchten Patienten, M: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n.s.: Nicht signifikant
und s.: Signifikant (p<0,05).

Parameter CD25+/- | N M SD SF RSS p-Wert

Alter CD25 + 23 60,3 20,31 4,2 49257,0 | p=0,151
CD25 - 124 66,3 18,07 1,6 708,4 (n.s.)
Gesamt | 147 65,4 18,5 15

Hb (g/dI) CD25 + 23 91 2,3 0,5 536,9 p=0,896
CD25 - 121 9,0 1,9 0,2 0,07 (n.s.)
Gesamt | 144 9,0 1,9 0,2 537,0

Leukozyten CD25 + 23 51,0 58,0 12,1 534726,0 | p=0,441

(Gpt/) CD25 - 121 40,3 61,9 5,6 2246,1 (n.s.)
Gesamt | 144 42,0 61,2 51 536972,1

Thrombozyten CD25 + 23 72,4 64,1 13,4 926465,9 | p=0,842

Gpt/l
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CD25- [121 | 761|834 |76 2610 | (ns)
Gesamt | 144 47,5 80,5 6,7 926726,9
% Zellen im CD25+ | 22 630 |213 |45 96377,3 | p=0,001
chas/sce- CD25- |121  |432 |269 |24 73358 | (s.)
Blastengate
Gesamt | 143  |462 | 270 |23 103713,1

4.1.5 Qualitative Analyse der Antigenexpression und ihre Assoziation mit der
CD25 Expression

Bei der qualitativen Analyse der Antigenexpression wird anhand des Grenzwertes von
=220% zwischen einer positiven (220%) und einer negativen Expression des jeweiligen
Antigens unterschieden [27, 32]. Fur die membranstandigen Antigene ist der Grenzwert
von 220%, fur die intrazytoplasmatischen Antigene (MPO und Lactoferrin) der
Grenzwert von 210% festgelegt [42, 43]. Die vorliegende Tabelle (s. Tabelle 8)
vergleicht die qualitative Expression (positiv/negativ) aller untersuchten Antigene

zwischen den CD25-positiven und den CD25-negativen Patienten.

Von insgesamt 148 Patienten zeigten 125 Patienten (84,5%) keine Expression von
CD25. Bei 23 Patienten (15,5%) lie3en sich CD25-positive Zellen nachweisen. 119 der
148 Patienten (80,4%) waren CD4-negativ (<20%) und nur 29/148 Patienten (19,6%)
waren CD4-positiv. 28/125 (22,4%) der CD25-negativen Patienten waren CD4-positiv
und nur 1/23 (4,3%) der CD25-positiven Patienten zeigten gleichzeitig eine CD4
Expression. Damit kann festgehalten werden, dass eine CD4 Expression signifikant
haufiger bei CD25-negativen als bei CD25-positiven Patienten vorkommt (p=0,048).

124/148 (83,8%) Patienten wiesen eine Expression von MPO7 auf. 109 der insgesamt
125 CD25-negativen Patienten (87,2%) und 15 von 23 der CD25-positiven Patienten
(65,2%) zeigten eine MPO7-Expression. Diese Zahlen zeigen erneut, dass die MPO7
Antigenexpression signifikant haufiger bei CD25-negativen Patienten als bei CD25-

positiven Patienten vorkommt (p=0,014).

Zwischen anderen Antigenexpressionen, wie CD7 (p=0,82), CD10 (p=0,69), CD13
(p=0,7), CD14 (p=0,53), CD15 (p=0,24), CD16 (p=0,69), CD33 (p=1), CD34 (p=0,25),

CD45 (p=1), CD57 (p=1), CD61 (p=0,65), CD64 (p=0,07), CD65 (p=0,82), CD117
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(p=0,1), glya (p=1), MAB7.1 (p=1), Lactoferrin (p=0,2) und HLA-DR (p=0,54) konnte
kein vergleichbar signifikantes Ergebnis und damit auch keine vergleichbare

Assoziation mit der CD25 Expression beobachtet werden.

Tabelle 8. Vergleich der Antigenenexpression bei CD25-positiven und CD25-negativen Patienten
mit einer dichotomen 2 x 2 Kontingenztabelle. Die Werte in der Tabelle zeigen, dass eine
signifikante Assoziation zwischen CD25 Expression mit CD4 und MPO7 besteht. So wurden CD4
(p=0,048) und MPO7 (p=0,014) vermehrt auf CD25-negativen Zellen exprimiert. Bei anderen
Antigenen konnte in den Untersuchungen keine Assoziation bzw. kein signifikantes Ergebnis

festgestellt werden (p<0,05).

CD25 Expression
Antigen-
Expression . - p-Wert
(cut-off 220%) CD25-negativ CD25-positiv
= = (1]
n=125 n=23
CD4+ 28 1 p=0,048
CD4- 97 22
CD7+ 58 10 p=0,82 (n.s.)
CD7- 67 13
CD10+ 12 1 p=0,69 (n.s.)
CD10- 113 22
CD13+ 112 22 p=0,7 (n.s.)
CD13- 13 1
CD14+ 21 2 p=0,53 (n.s.)
CD14- 104 21
CD15+ 82 12 p=0,24 (n.s.)
CD15- 43 11
CD16+ 11 1 p=0,69 (n.s.)
CD16- 113 22
CD33+ 114 21 p=1(n.s.)
CD33- 11 2
CD34+ 69 16 p=0,25 (n.s.)
CD34- 56 7
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CD45+ 124 23 p=1 (n.s.)
CD45- 1 0
CD57+ 5 1 p=1(n.s.)
CD57 119 22
CD61+ 8 2 p=0,65 (n.s.)
CD61- 116 21
CD64+ 64 7 p=0,07 (n.s.)
CD64- 61 16
CD65+ 72 14 p=0,82 (n.s.)
CD65- 53 9
CD117+ 94 21 p=0,1 (n.s.)
CD117- 31 2
Glya+ 1 0 p=1(n.s.)
Glya- 123 23
MAB7.1+ 3 0 p=1(n.s.)
MAB7.1- 122 23
MPO7+ 109 15 p=0,014 (s.)
MPO?7- 16 8
Lactoferrin+ 13 0 p=0,2 (n.s.)
Lactoferrin- 112 23
HLA-DR+ 105 18 p=0,54 (n.s.)
HLA-DR- 20 5
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4.2 Kategorische Parameter und CD25 Antigenexpression

Des Weiteren wurden die Parameter Geschlecht, FAB-Klassifikation, Molekulargenetik,
Zytogenetik, ELN-Risikoklasse und Induktionstherapie bzw. Induktionsergebnis im

Hinblick auf deren Verhaltnis zur CD25 Expression untersucht.

4.2.1 Geschlecht und CD25 Expression

Von 75 méannlichen Patienten zeigten acht (10,7%) eine CD25 Expression und 89,3%
(n=67) keine CD25 Expression. Insgesamt waren von den CD25-positiven Patienten
34,8% (n=8) mannlich.

Von den 73 weiblichen Patienten waren 58 (79,5%) CD25-negativ und 15 (20,5%)
CD25-positiv. Damit war der relative Anteil von CD25-positiven Patienten bei den
Frauen zwar fast doppelt so hoch, blieb aber ohne signifikanten Unterschied zwischen
beiden Geschlechtern (p=0,24).

Tabelle 9. Geschlecht und CD25 Expression. Alle 148 Patienten wurden nach Geschlecht und
CD25 Expression unterteilt (p=0,24). M: Mannlich (n=75), W: Weiblich (n=73).

CD25 Expression
Geschlecht CD25-negativ CD25-positiv
n=125 n=23
M 67 8
W 58 15

4.2.2 Zytomorphologische-Klassifikation und CD25 Expression

In Tabelle 1 wurde die FAB-Klassifikation dargestellt (s. Abschnitt 1.2.1). Die
zytomorphologische Beurteilung gemald FAB-Klassifikation in Abhangigkeit von der
CD25 Expression ist in Tabelle 10 zusammengefasst. Hier wurden auch die Patienten
mit Ubergang von AML/MDS, MDS, Ubergang von MDS/MPN und CML erfasst. Von

den 148 untersuchten Patienten konnten allerdings neun Patienten wegen fehlender
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Information nicht zytomorphologisch klassifiziert werden. Von den verbliebenen 139
nach FAB (MO0-M7) klassifizierten Patienten waren: (10/139) 7,2% MO, (1/139) 0,7%
Ubergang MDS/M1, (20/139) 14,4% M1, (1/139) 0,7% Ubergang M1/M2, (29/139)
20,9% M2, (1/139) 0,7% Ubergang M2/CML, (7/139) 5% M3, (15/139) 10,8% M4,
(6/139) 4,3% M5, (7/139) 5% Mb5a, (3/139) 2,1% M5b, (3/139) 2,1% M6 und (3/139)
2,1% M7.

Bei 20% der MO-, 30% der M1-, 10,3% der M2-, 42,9% der M3-, 6,7% der M4-, 33,3%
der M5- und 33,3% der M7-Patienten konnte eine CD25 Expression im Blastengate
nachgewiesen werden. Hingegen waren alle Patienten mit MDS/M1, M1/M2, MDS/M2,
M2/CML, M5a, M5b und M6 CD25 negativ (siehe Tab.10). Ein signifikanter Unterschied
im Bezug auf die CD25 Expression konnte aber zwischen den zytomorphologischen

Gruppen nicht nachgewiesen werden (p=0,69).

Tabelle 10. Zytomorphologische-Klassifikation und CD25 Expression. Von 148 Patienten konnten
139 nach FAB-Klassifikation und CD25 Expression unterteilt werden. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den CD25-positven und CD25-negativen Patienten hinsichtlich der
zytomorphologischen Klassifikation bestand nicht (p=0,69). Bei neun von 148 Patienten gab es
zwar eine durchflusszytometrische Bestatigung der AML, aber es lag keine Information zur

zytomorphologischen Klassifikation vor.

CD25 Expression
Zytomorphologische-
Klassifikation CD25-negativ CD25-positiv
n=118 n=21
AML (ohne FAB) 8 0
AML/MDS 7 1
MDS 10 2
MDS/MPN 2 0
CML 1 0
MO 8 2
M1 14 6
MDS/M1 1 0
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M1/M2 1 0
M2 26 3
MDS/M2 2 0
M2/CML 1 0
M3 4 3
M4 14 1
M5 4 2
M5a 7 0
M5b 3 0
M6 3 0
M7 2 1

4.2.3 Molekulargenetik und CD25 Expression

Die in verschiedenen zytogenetischen und molekulargenetischen Laboren erhobenen
Befunde zu Aberrationen, Deletionen und Mutationen wurden zusammengestellt und in
Bezug zu den beiden Patientengruppen entsprechend der CD25 Expression deskriptiv
dargestellt (s. Tabelle 11). 69 von 148 und damit 46,6% der Patienten konnten hierbei
wegen fehlender Information nicht in diese Auswertung einbezogen werden. Bei der
Aufstellung muss berlcksichtigt werden, dass es Uuber den retrospektiven
Beobachtungszeitraum von mehr als 10 Jahren kein standardisiertes molekular-
genetisches Untersuchungspanel gab und die Befunde auch nicht nur in einem,

sondern in mehreren Laboren erhoben wurden.

Insgesamt stellt sich daher ein sehr heterogenes Bild dar, dass keine Korrelation zum
CD25 Expressionsstatus zulasst, aber trotz alledem eine Zuordnung zu der ELN

Risikoklassifikation ermdglicht.
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Tabelle 11. Molekulargenetik und CD25 Expression. 148 an AML-erkrankte Patienten wurden nach
Molekulargenetik und CD25 Expression unterteilt (p=0,134). 69 von diesen Patienten konnten

wegen fehlender Information nicht berechnet werden (n=79). +: Mutation, -: Keine Mutation.

CD25 Expression
Molekulargenetik CD25-negativ CD25-positiv
n=63 n=16

BCR-ABL+ 0 1
BCR-ABL-/JAK2- 1 0
C-MYC+ 1 0
CBFM-MYH11+/FLT3-/NPM1- 1 0
CEBPA+ 1 0
FLT3-/NPM1-/CEBPA-/RUNX1- 0 1
FLT3-/NPM1-/CEBPA+ (biallelisch) 1 0
FLT3- 2 0
FLT3+ 1 0
FLT3+/NPM1+/MLL- 7 2
FLT3-ITD+ (Ratio 1 0
3,023)/CEBPA+/NPM1-/P53+

FLT3-LM/RUNX1+/NPM1-/CEBPA- 0 1
/IMLL-PTD-

FLT3-/MLL-PTD- 1 0
RUNX1- 1 0
BCR-ABL-/JAK-2 (V617F+) 1 0
MLL- 3 1
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MLL-/NPM1-/FLT3- 8 1
NPM1+ 4 0
NPM1+FLT3- 7 1
NPM1+/FLT3+ 5 1
NPM1+/FLT3-/MLL-/JAK2- 1 0
NPM1+/FLT3+/MLL-PTD- 0 1

NPM1-/FLTLM-/FLT-ITD-/MLL-/

CEBPA-. ! 0
NPM1-/FLT3- 4 1
NPM1+/FLT3+/FLT-ITD-/MLL- 1 0
NPM1-/FLT3+ 1 1
NPM1-/MLL- 1 0
PML-RARa 2 3
RUNX1+ 2 0

RUNX1+/NPM1-/FLT3-/BCR-ABL-
1JAK2 (V617F-)/MPL-W515- 1 0
[Calreticulin-/CSF3R-

RUNX1+/NPM1+ 1 0
JAK-2 (V617F+) 2 0
WT1+/FLT3-ITD+/MLL- 0 1

4.2.4 ELN-Risikoklassen und CD25 Expression

Die vorliegenden molekulargenetischen und zytogenetischen Daten ermdglichten bei

128 Patienten eine Zuordnung zu den ELN-Risikoklassen.
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Von den 19 Patienten (14,8%) mit einer gunstigen ELN-Prognose lie3 sich bei keinem
eine CD25 Expression nachweisen (p=0,047). Wohingegen von den 46 Patienten (36%)
mit intermediéarer ELN-Prognose 73,9% (n=34) CD25-negativ und 26,1% (n=12) CD25-
positiv waren. Die 63 Patienten mit ungunstiger ELN-Prognose (49,2%) wiesen zu
85,7% (n=54) keine CD25 Expression auf und waren zu 14,3% (n=9) CD25 positiv.
Damit war der relative Anteil CD25-positiver Patienten in der intermediaren ELN-
Risikogruppe mit 26,1% fast doppelt so hoch wie in der ungiinstigen ELN Risikogruppe
mit 14.3%. In der gunstigen Risikogruppe gab es keinen Patienten mit Expression von
CD25.

Tabelle 12. ELN-Risikoklassen und CD25 Expression. 128 an AML-erkrankte Patienten wurden
nach ELN-Risikoklassen und CD25 Expression unterteilt (p=0,047). 20 von 148 der Patienten
konnten wegen fehlender Information nach ELN nicht eingestuft werden.

CD25 Expression
ELN-Risikogruppe CD25-negativ CD25-positiv
n=107 n=21
Guinstig 19 0
Intermediar 34 12
Unginstig 54 °

4.2.5 Zytogenetik, MRC-Risikogruppe und CD25 Expression

In Tabelle 13 wurde die CD25 Expression der untersuchten Patienten im
Zusammenhang mit der Zytogenetik und der daraus abgeleiteten MRC Risikogruppe (s.
Tabelle 5) dargestellt. Allerdings konnten 51/148 (34,4%) der Patienten wegen
fehlender Informationen zur Zytogenetik, oder wegen nicht durchgefuhrter
zytogenetischer Untersuchung nicht berlcksichtigt werden. Bei den verbleibenden 97
Patienten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen
zytogenetischen Veranderungen und der CD25 Expression nachgewiesen.
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Tabelle 13. Zytogenetische MRC-Kriterien und CD25 Expression [59]. 97 AML-erkrankte Patienten
wurden nach Zytogenetik und CD25 Expression unterteilt (p=0,067). Fur diese Patienten wurde
anhand von Tabelle 5 die jeweilige MRC Risikogruppe bestimmt. 51 von 148 der Patienten konnten
wegen fehlender Information nicht eingestuft werden. t: Translokation, del: Deletion, inv:

Inversion, r: Ring Chromosom, der: Derivativ und i: Isochromosom.

CD25 Expression
. MRC-
Zytogenetik CD25- CD25- Risikogruppe
negativ | positiv
n=78 n=19

47 ,XX,+8/46,XX,1(2;10;14)(p23;923;q11),
t(10;12)(g24;q24),del(14),t(14;17) 1 0 Intermediar
(932;922),r(18)(p11q12)[13]/46,XX,[7]
45,XX,-7,1(3;3)(g21;26)[11] 1 0 Ungulnstig
45 XY,-7 1 0 Ungunstig
45,X,-X 1 0 Intermediar
45,XY,-7,del(20)(q11913)/46,XY,+X,-7,del(20) o

1 0 Ungiinstig
(q11913)/46,XY
45,XX,inv(3)(g21926),-7(23) 0 1 Ungunstig
46,XX 14 4 Intermediar
46,XY 22 3 Intermediar
46,XX,del(12p) 0 1 Intermediar
46,XY,[15] 1 0 Intermediar
46,XX,t(3;7)(921;934)[19]/

0 1 Intermediar
46,XX,t(3;7)(q21;934),+9[2]
46,XY,t(11;19)(q23;p13)/

1 0 Intermediar
46,XY,del(6)(p22~23),t(11;19)(q23;p13)
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46,XX,[20] 1 Intermediar
46,XX,[3]/45,XX,1(3;11)(q21;p14),-7[17] 1 Ungiinstig
46,XX,del(1)(5) 0 Ungtinstig
46,XX,1(3;12) 1 Intermediar
46,XX,der(19),t(17; 19)(p13;921)[4)/

1 Intermediar
46,XX,[16]
46,XY/46,XY,+8 1 Intermediar
46,XX,der(3),del(3)(q27?), ]
del(7)(p1?),del(20)(?)[7] ! Unglinstig
46,XX,inv(16)(p13;922) 1 Intermediar
46,XX,1(15;17)(q22:;q12) 1 Gunstig
46,XY,i(14)(q10) 1 Intermediar
46,XX,1(15;17) 1 Glinstig
46,XX,r(8)(p11g12),der(10),t(8;10)(q12;p13)(17)/

1 Intermediar
46,XX,(3)
46,XX,[21] 1 Intermediar
46,XY ,1(15;17)(q24; q21)(7)/46,XY,(13) 1 Intermediar
47,XY,+14/46,XY,+14,-7 1 Ungunstig
47,XX,+8 1 Intermediar
47,XY,+8 1 Intermediar
47,XY,+19/46,XY 0 Intermediéar
Komplex aberranter Karyotyp 17 Unginstig
del(5)(7) 0 Ungunstig
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t(15;19),1(16;18),t(20;21) 1 0 Intermediar
t(2;11),-7 0 1 Ungunstig
46,XY,1(6;11)(927;923) 1 0 Unguinstig

Den zytogenetischen Risikogruppen wurden gemald der MRC-Kriterien [59] nur 97/148
Patienten (65,5%) zugeordnet, da die restlichen 51 Patienten wegen fehlender

Informationen zur Zytogenetik in dieser Erhebung nicht berticksichtigt werden konnten.

In dem Tortendiagramm in Abbildung 7 wurden die Risikogruppen zusammengefasst.
49% der untersuchten Patienten zeigten einen normalen Karyotyp. Die restlichen
Patienten wurden anhand der MRC-Kriterien in drei zytogenetische Risikogruppen
eingeteilt. 31% der Patienten wiesen eine ungunstige-, 14% der Patienten eine

Intermediare- und 5% eine ginstige Prognose auf:

Zytogenetische Risikogruppen

M unginstig (Adverse)

B Gunstig (Favorable)
Ointermediar (Intermediate)
[CINormaler Karyotyp

Abbildung 7. Haufigkeit der MRC-Risikogruppen der Patienten bei denen ein zytogenetischer
Befund erhoben werden konnte (n=97): Normaler Karyotyp 49%, Karyotyp mit glinstiger Prognose

5%, Karyotyp mit intermediarer Prognose 14% und Karyotyp mit unglnstiger Prognose 31%.

Mit Hilfe von Kaplan-Meier Analysen wurde die nach MRC-Kriterien stratifizierte
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten berechnet. Dabei wurden die Patienten mit

normalem Karyotyp mit den drei weiteren prognostischen Risikogruppen nach MRC-
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Kriterien verglichen. Die Patienten in der ginstigen Risikogruppe zeigten dabei
erwartungsgeman eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit und wiesen eine bessere

Prognose auf als die Patienten in der intermediaren und der ungunstigen Risikogruppe.

Nach vier Jahren wiesen die Patienten mit einem normalen Karyotyp eine kumulative
Uberlebenswahrscheinlichkeit von ca. 50% auf. Diese Patienten hatten damit eine
bessere Prognose und eine hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit als die Patienten in
der intermediaren und der ungunstigen Risikogruppe, aber eine deutlich schlechtere
Prognose und eine niedrigere Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zur giinstigen
Risikogruppe nach etwas mehr als eineinhalb Jahren. Ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen bestand jedoch nicht (n.s.).

Gesamtiiberleben und Zytogenetische Risikogruppe nach MRC

1.0 Ginstig
E 0,87
7]
-
8 06
=
E Mormaler Karyotyp
O o
&5 0.4
5 Intermediar
0,27
Unglinstig
0,07
T T T T T T T
0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0
Jahre

Abbildung 8. Gesamtiberleben und zytogenetische Risikogruppen nach MRC-Klassifikation
(n=97).

4.2.6 Induktionstherapie und CD25 Expression

Viele unterschiedliche Induktionsregime kamen in Abhangigkeit von Alter,

Begleiterkrankung, Krankheitsentitat und Allgemeinzustand des Patienten zum Einsatz.
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Eine definitive Zuordnung, bzw. Korrelation zur CD25 Expression liel3 sich aber nicht

erkennen, so dass lediglich eine deskriptive Darstellung erfolgen konnte.

Die Patienten, die mit den folgenden Therapieregimen behandelt wurden, exprimierten
kein CD25 auf ihren Leukamie Zellen: AIDA, Arac + MTX, ATRA + Idarubucin,
Cytarabin + Daunorubucin, Cytarabin + Mitoxantron, Daunorubucin, Decitabin, FLAG-
IDA und Home-care. Nur die zwei Patienten, die nach dem ,7+3"“-Schema behandelt
wurden, waren CD25-positiv.

Bei den mit den Induktionstherapien 5-Azacitidin, AraC, HAM, S-HAM, TAD-9 und TAD-
HAM behandelten Patienten gab es sowohl CD25-positive, als auch CD25-negative.
Obwohl durch die genannten Therapien mehr CD25-negative Patienten behandelt
wurden (s. Tabelle 14) lie3 sich ein statistisch signifikanter Unterschied nicht

nachweisen (p=0,417).

Tabelle 14. Induktionstherapie und CD25 Expression. 148 AML Patienten wurden nach
Induktionstherapie und CD25 Expression unterteilt (p=0,417). 30% (44/148) der untersuchten
Patienten konnten wegen fehlender Information zur durchgefuhrten Therapie nicht bewertet
werden (n=104).

CD25 Expression
Induktionstherapie | cpos negativ | CD25-positiv
n=86 n=18

7+3-Schema 0 2
5-Azacitidin 13 2
AIDA 3 0
AraC 8 1
AraC+ MTX 1 0
ATRA+Idarubucin 1 0
Cytarabin+Daunorubucin 1 0
Cytarabin+Mitoxantron 1 0
Daunorubicin 2 0
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Decitabin 4 0
FLAG-IDA 1 0
HAM 20 6
Home-care 1 0
S-HAM 18 4
TAD-9 8 2
TAD-HAM 3 1

4.2.7 Induktionsergebnis und CD25 Expression

Hier konnte bei der retrospektiven Datenerhebung nur bei etwa der Halfte der Patienten
ein Remissionsergebniss erhoben werden. Von den 84 Patienten bei denen ein
Remissionsergebnis erhoben werden konnte, waren 78,6% (n=66) CD25-negativ und
21,4% (n=18) CD25-positiv. Unter der Induktionstherapie zeigten 23 (34,8%) der CD25-
negativen Patienten zunachst eine blastenfreie Aplasie. Nach Abschluss der Induktion
bestand bei 15 (22,7%) der CD25-negativen Patienten eine CR und bei 4 (6%) eine
inkomplette Remission (CRi). Ein Rezidiv bzw. eine Blastenpersistenz fand sich bei 4
(6%), respektive bei 15 (22,7%) der CD25-negativen Patienten. Bei den CD25-positiven
Patienten war im Vergleich zu den CD25-negativen Patienten der relative Anteil
blastenfreier Aplasien nach Induktionstherapie mit 22,2% (n=4) versus 34,8% (n=23)
deutlich niedriger und mehr als doppelt so viele Patienten 61,1% (n=11) versus 22,7%
(n=15) hatten eine Blastenpersistenz (p=0,021).
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Tabelle

15.

Induktionsergebnis

und CD25 Expression.

84 Patienten

wurden

nach

Induktionsergebnis und CD25 Expression unterteilt (p=0,021). Wegen fehlender Informationen

konnten 43,2% der untersuchten Patienten nicht nach dem Induktionsergebnis bewertet werden.

4.3 Uberlebenswahrscheinlichkeit

CD25 Expression
ML EE e CD25-negativ | CD25-positiv
n=66 n=18
Blastenfreie Aplasie 23 4
CR 15 1
CRi 4 0
Blastenpersistenz 15 11
Punctio sicca 2 0
Reaktive Veranderungen 1 0
Rezidiv 4 1
Subtotale-Infiltration 1 0
Therapie-Unterbrechung 0 1
Totale-Infiltration 1 0

4.3.1 Uberlebenswahrscheinlichkeit nach ELN-Risikoklassen

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der nach den ELN-Risikoklassen stratifizierten

Patienten wurde mithilfe der Kaplan-Meier Analysen berechnet. 14,2% (21/148) der

Patienten konnten aufgrund fehlender Zytogenetik nicht nach ELN-Risikoklassen

stratifiziert werden. Die verbleibenden Patienten (n=127, 85,8%) wurden den drei

Risikogruppen ginstig, intermedidr und unginstig zugeordnet. 19/127 (15,0%) der

Patienten befanden sich in der gunstigen, 45/127 (35,4%) der Patienten in der

intermediaren und 63/127 (49,6%) der Patienten in der unginstigen ELN- Risikoklasse.

Die Mehrheit der Patienten befand sich somit also in der unginstigen Risikoklasse.
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Insgesamt waren 63/127 (49,6%) der Patienten zum Zeitpunkt der retrospektiven

Datenerhebung verstorben.

Das mediane Gesamtuberleben der 19 Patienten in der guinstigen ELN-Risikoklasse,
der 45 Patienten in der intermediaren Risikogruppe und der 63 Patienten mit dem
ungunstigen Risiko betrug 3,8+1,3 Jahre, 2,6+0,85 und 2,4+1,4 Jahre.

Nach funf Jahren wiesen die Patienten mit der gunstigen ELN Prognose eine
kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit von 45%, die der intermedidren Gruppe von
37% und die der ungunstigen Gruppe von 13,5% auf. Mit einer deutlichen Signifikanz
von p=0,005 konnte auch an dieser Patientenkohorte bestatigt werden, dass die
Patienten in der gunstigen ELN-Risikogruppe eine langere Uberlebenswahr-
scheinlichkeit und eine bessere Prognose aufwiesen als die Patienten in einer
intermediaren  ELN-Risikoklasse ~ und letztere  wiederum eine  bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeit bzw. Prognose im Vergleich zu Patienten in der

unginstigen ELN-Risikoklasse hatten.

Tabelle 16. Gesamtiberleben und Kumulativiberleben aller Patienten, die nach ELN-
Risikoklassen eingeteilt wurden (n=127). Die Gesamtgruppe wurde in eine gunstige, eine
intermedidre und eine ungunstige ELN-Risikoklasse eingeteilt. Der Mittelwert und der Medianwert

zum Gesamtiberleben der Patienten wurden in Jahren berechnet. (SF: Standardfehler).

ELN- Anzahl Mittelwert von SF Medianwert von SF p-Wert
Risiko der Gesamtuliberleben Gesamtliberleben

Patienten in Jahren in Jahren

(Zeitspanne) (Zeitspanne)

Gesamt 127 3,8(2,7-4,9) 0,67 1,25 (0,6 — 1,8) 0,32 p=0,005
Glnstig 19 3,8(2,5-5,1) 0,42 5
Intermediar | 45 2,6 (1,8-3,5) 0,71 1,7 (0,8 -2,5) 0,44
Ungunstig | 63 2,4 (1-3,8) 0,67 0,36 (0—1) 0,35
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Abbildung 9. Kaplan-Meier Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten in den drei ELN-
Risikoklassen. Die Patienten wurden der glinstigen, der intermediaren oder der ungtinstigen ELN-
Risikoklasse zugeordnet. Von den insgesamt 127 klassifizierbaren Patienten gehdrten 19 (15%)
zur gunstigen Risikoklasse, 45 (35,4%) zur intermediaren Risikoklasse und 63 (49,6%) zur

ungunstigen Risikoklasse.

4.3.2 Uberlebenswahrscheinlichkeit nach CD25 Expression

In Tabelle 17 und Abbildung 10 wurde die Gesamt-Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten nach der CD25 Expression stratifiziert und mithilfe von Kaplan-Meier
Analysen dargestellt. Die Patienten mit mehr als 20% CD25-positiven Zellen im
Blastengate wurden als positiv und die Patienten, die weniger als 20% CD25-positive

Zellen aufwiesen, wurden als CD25-negativ bezeichnet.

Von den insgesamt 147 Patienten zeigten nur 22 (15%) eine positive CD25 Expression
und 125 Patienten (85%) keine CD25 Expression im Blastengate. Ein Patient konnte

wegen fehlender Informationen nicht in die Auswertung mit einbezogen werden.

Die CD25-positiven Patienten zeigten beim Gesamtiberleben einen Mittelwert von 1,46
Jahren (Zeitspanne von 0,7 — 2,2) und die CD25-negativen Patienten einen Mittelwert

von 4,2 Jahren (Zeitspanne von 3 — 5,4).
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Die kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit von CD25-positiven Patienten betrug 26%

und die von CD25-negativen Patienten 30%. Ein signifikanter Unterschied zwischen

den CD25-positiven und CD25-negativen Patienten ergab sich nicht (p=0,140).

Tabelle 17. Gesamtuberleben und Kumulativiberleben aller Patienten, die nach CD25 Expression

auf der Zelloberflache eingeteilt wurden (n=147). Die Patienten wurden in CD25-positive und

CD25-negative Patientengruppen eingeteilt. Der Mittelwert und der Median zum Gesamtiiberleben

der Patienten wurde in Jahren berechnet. (SF: Standardfehler).

CD25 Anzahl der | Mittelwert von SF Medianwert von | SF p-Wert
Expression Patienten Gesamtuberleb Gesamtuberlebe
en in Jahren n in Jahren
(Zeitspanne) (Zeitspanne)
Gesamt 147 4(2,9-5) 0,56 1,4 (0,7-2,1) 0,34 | p=0,140
CD25 positiv 22 1,46 (0,7-2,2) | 0,38 0,83 (0,14 -1,5) 0,35
CD25 negativ 125 4,2 (3-5,4) 0,61 1,6 (0,6 —2,7) 0,55
Gesamt-Uberleben
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Abbildung 10. Kaplan-Meier Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit von CD25-negativen
(n=125) und CD25-positiven (n=22) Patienten mit AML (p=0,140).

59




5 Diskussion

5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hat in einer retrospektiven Datenerhebung von Klinischen,
zytogenetischen, molekulargenetischen und durchflusszytometrischen Befunden die
Bedeutung der CD25 Expression bei Patienten mit AML analysiert. Dabei wurde
untersucht, ob die CD25 Expression mit der Expression weiterer, durchfluss-
zytometrisch bestimmter Antigene, der zytomorphologischen FAB-Klassifikation, der
ELN-Risikoklasse, der Molekulargenetik, der Zytogenetik, weiterer Laborparameter der
klinischen Chemie sowie dem Geschlecht korreliert und/ oder assoziiert ist und ob sich
hierdurch eine prognostische Relevanz der CD25 Expression bei AML Patienten

ableiten lasst.

Die Bedeutung der CD25 Expression bei AML Patienten und seine prognostische
Relevanz wurde bisher nur wenig untersucht [62]. In Genexpressionsanalysen konnte
aber ein Zusammenhang der CD25 Antigen-Expression (IL-2-Rezeptor-a) mit der AML-
Erkrankung bestétigt werden [62—64]. Um den Einfluss der CD25 Expression auf den
Krankheitsverlauf von AML Patienten, sowie die Prognose der AML-Erkrankung zu
untersuchen und zu analysieren, wurden in der vorliegenden Arbeit pB und/ oder KM
von 148 Patienten des HELIOS Klinikums Berlin-Buch mit Hilfe der
Durchflusszytometrie untersucht. Von den 148 untersuchten AML Patienten wiesen
23/148 Patienten (15,5%) eine CD25 Antigenexpression auf. Diese Patienten wurden
als CD25-positive Patientengruppe bezeichnet. 125/148 Patienten (84,5%) wiesen
keine CD25 Expression auf. Sie wurden als CD25-negative Patientengruppe

bezeichnet.

Die folgenden weiteren Antigene wurden ebenfalls durchflusszytometrisch analysiert:
CD2, CD3, cyCD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD13, CD14, CD15, CD16, CD19,
CD20, CD22, cyCD22, CD25, CD33, CD34, CD45, CD56, CD57, CD61, CD64, CD65,
CD79a, CD117, CD235a, HLA-DR, Kappa, Moab7-1, MPO7, Lambda, Lactoferrin, TdT,
TZRab, TZRgd und hinsichtlich ihrer Assoziation zur CD25 Expression untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass eine positive CD4 (p=0,048) und MPO7 (p=0,014)
Expression bei CD25-negativen Patienten haufiger vorkommt als bei CD25-negativen
Patienten und somit eine signifikante Korrelation in der Expression dieser Antigene

besteht. AuRerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in der CD25-positiven

(o]V)
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Patientengruppe eine signifikant hohere Anzahl von Blasten im CD45/SSC-Gate
nachweisbar ist (p=0,001). Weitere Laborparameter, wie z.B. der Hb-Wert und die
Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten wurden ebenfalls im Zusammenhang mit der
CD25 Expression gemessen und miteinander verglichen. Bei der CD25-positiven
Patientengruppe wurde ein héherer Hb-Wert und mehr Leukozyten, dafir aber weniger
Thrombozyten gegentber der CD25-negativen Patientengruppe gemessen. Es konnte
jedoch kein eindeutig signifikanter Unterschied zwischen beiden Patientengruppen im

Hinblick auf die genannten Parameter nachgewiesen werden.

Es bestand ebenfalls eine signifikante Assoziation zwischen der CD25 Expression und
der Expression von CD16, CD34, CD117 und Lactoferrin. Die Heatmap Abbildungen (s.
Abbildungen 4 und 5) und die ANOVA Statistik konnten diese Ergebnisse bestatigen.
So wurden CD16 (p=0,049) und Lactoferrin (p=0,042) verstarkt bei den CD25-negativen
Patienten exprimiert, wohingegen eine positive CD34 (p=0,032) und CD117 (p=0,001)
Expression vermehrt bei den CD25-positiven Patienten auftrat. CD34 und CD117
wurden vermehrt auf den unreifen Zellen und CD16 sowie Lactoferrin vermehrt auf den
Zelloberflachen von reifen Leukamie Zellen exprimiert. Es ist bereits bekannt, dass eine
verstarkte Expression von CD34 und CD117 insbesondere bei unreifen AML vorkommt
[65]. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD34 bei
unreifen NPM1™" Leuk&mie Zellen zu einer schlechteren Prognose der AML Patienten
beitragt [66]. Weitere Studien haben gezeigt, dass der Nachweis der
intrazytoplasmatischen Expression von Lactoferrin bei der Klassifikation und
Differenzierung von akuten myeloischen Leukamien behilflich sein kann. So kann z.B.
bei AML-FAB M2 eine erhdhte Expression von Lactoferrin beobachtet werden, bei AML-
FAB M4 liegt eher eine heterogene Expression vor, wohingegen sich bei AML FAB M1,
M3 und M5 keine Expression findet [67]. Insgesamt lassen diese Befunde darauf
schliel3en, dass eine Expression von CD25 vor allem bei Patienten mit unreifen, nicht

granulozytar diffenrenzierten AML Subtypen vorkommit.

Heutzutage ist bekannt, dass die unreifen AML der FAB Gruppe MO einen
Zusammenhang mit Hochrisikofaktoren, wie z.B. komplexen Aberrationen, aufweist [68,
69]. Zudem konnten frihere Studien zeigen, dass die FAB-Gruppe MO im Vergleich zu
anderen FAB-Untergruppen eine schlechtere Prognose hat [68]. Wobei erwéhnt werden

muss, dass keine der damaligen Studien molekulargenetische oder zytogenetische
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Parameter bericksichtigt hat. Bezlglich der CD25 Expression wurden fir die FAB-
Klassifikation im Rahmen dieser Arbeit heterogene Ergebnisse beobachtet, die aber
zumindest darauf hindeuten, dass die Expression von CD25 doch eher mit
undifferenzierten AML Subtypen einhergeht. So waren 20% der MO Patienten CD25-
positiv. MDS/M1-, M1/M2-, MDS/M2-, M2/CML-, M5a-, M5b- und M6-Patienten wiesen
hingegen keine CD25 Expression auf, was allerdings keinen Einfluss auf die Prognose
hatte (p=0,69).

Die Anzahl der Manner und Frauen war im untersuchten Patientenkollektiv dieser Arbeit
annahernd gleich. Allerdings fand sich bei den weiblichen Patienten auf den Leukamie
Zellen mit 65,2% deutlich haufiger eine Expression von CD25 als bei den méannlichen
Patienten mit 34,8%, obgleich dieses Ergebnis nicht signifikant war (p=0,24).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Menschen aufgrund zunehmender
genetischer Veranderungen und deren Begleiterkrankungen im Alter anfalliger fur eine
AML-Erkrankung sind [16]. So wurde beobachtet, dass jlingere Patienten im Vergleich
zu alteren Patienten eine bessere Prognose im Hinblick auf den Krankheitsverlauf
aufweisen. In jeder ELN-Risikoklasse hatten &ltere Patienten eine schlechtere Prognose
als jingere Patienten. Jingere Patienten wiesen zu 41% eine gunstige, zu 19% eine
intermediar-1l und zu 22% eine ungunstige ELN-Risikoklassifikation auf. Dagegen
wiesen daltere Patienten zu 20% eine gunstige, zu 30% eine intermediér-11 und zu 31%
eine ungunstige ELN-Risikoklassifikation auf (p=0,001). AuRerdem hatten die jingeren
Patienten im Vergleich zu alteren Patienten eine bessere CR-Rate und ein besseres
OS. Eine gunstige ELN-Risikoklasse ging ebenfalls einher mit einer besseren CR und
OS im Vergleich zu einer intermediaren ELN-Risikoklasse und diese wiederum wies
eine bessere CR und OS gegeniber einer ungunstigen ELN-Risikoklasse auf [70]. Der
Mittelwert des Alters von CD25-negativen Patienten lag bei den in dieser Arbeit
untersuchten Patienten bei 66,3 Jahren und damit hoher als bei CD25-positiven
Patienten (60,3 Jahren). Hieraus kann allerdings nicht signifikant geschlossen werden,
dass CD25-negative Patienten generell eine hohere Lebenserwartung aufweisen als
CD25-positive Patienten (p=0,151).

Anhand der ELN-Risikoklassifikation ist es mdglich die Prognose der Patienten nicht nur
durch  zytogenetische Merkmale, sondern auch durch molekulargenetische

Veranderungen oder Mutationen einzuschatzen [17, 53]. In dem hier untersuchten
b2
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Patientenkollektiv gehorten die CD25-positiven Patienten entweder zur intermediaren
oder zur ungunstigen ELN-Risikoklasse, allerdings Uberwiegend (57,1% der Patienten)
zur intermediaren Risikoklasse (p=0,047), was wiederum zeigt, dass eine Korrelation
zwischen der Expression von CD25 und den ELN-Risikoklassen existiert. Die CD25
Expression findet sich nur bei Patienten mit intermediérer oder ungunstiger Prognose.
Es konnte kein CD25-positiver Patient mit einer guinstigen ELN-Risikoklasse beobachtet
werden. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer
positiven CD25 Expression nur selten eine glnstige zytogenetische bzw.
molekulargenetische Konstellation aufweisen [71]. So hat die CD25 Expression bei der
Mehrzahl der Patienten eine unabhéngige, negative prognostische Relevanz in den
genetisch definierten intermediaren und unginstigen Risikoklassen. Dementsprechend
konnte dieser relativ einfach durchflusszytometrisch zu bestimmende Parameter als
Stratifikationsmerkmal fur die Behandlung bertcksichtigt werden, oder zumindest in ein
integriertes durchflusszytometrisches, molekulargenetisches und zytogenetisches

Prognosemodell aufgenommen werden [72].

Im Hinblick auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit konnte auch in dem hier untersuchten
Patientenkollektiv bestatigt werden, dass die Patienten in einer gunstigen ELN-
Risikoklasse ein signifikant besseres Gesamttiberleben (3,8+1,3 Jahre) aufwiesen und
die kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu den intermediaren und
unginstigen ELN-Risikoklassen ebenfalls hoher war. Patienten der intermediaren ELN-
Risikoklassen wiesen ein Gesamtuberleben von 2,6+0,85 Jahren und eine kumulative
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 37% auf, wohingegen diese Werte in der
unginstigen ELN-Risikoklasse nur 2,4+1,4 Jahre fir das Gesamtuberleben und 13,5%
fur die kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit betrugen (p=0,005). In der ECOG-
Studie E1900 von Gonen et al. hatten die CD25-positiven Patienten eine deutlich
schlechtere CR-Rate (p=0,0005) und ein schlechteres OS (p<0,0001) gegentber den
CD25-negativen Patienten [71]. Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten betrug
der Mittelwert des Gesamtiberlebens der CD25-positiven Patienten 1,46 Jahre
(Zeitspanne von 0,7 bis 2,2), wohingegen CD25-negative Patienten eine mittlere
Uberlebensdauer von 4,2 Jahren (Zeitspanne von 3 bis 5,4) aufwiesen. Die kumulative

Uberlebenswahrscheinlichkeit von CD25-positiven Patienten betrug 26% und die von
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CD25-negativen Patienten 30%. Allerdings war der Unterschied zwischen diesen

beiden Patientengruppen nicht statistisch signifikant (p=0,140).

Prognostisch relevante Merkmale, wie z.B. die Molekulargenetik und die Zytogenetik,
sind bereits durch unterschiedliche Arbeitsgruppen untersucht und bestatigt worden [17,
38, 48, 50, 51]. Zytogenetische und molekulargenetische Untersuchungen unterstitzen
Forscher und Arzte die Prognose von Patienten mit AML besser einschatzen zu kénnen
(s. Tabelle 3). Es konnte bereits eine Korrelation von CD25 Antigenexpression mit
anderen negativen Einflussfaktoren bei der Entstehung von AML nachgewiesen
werden, u.a. mit CD123, CEBPA Mutation, MLL Translokation, mit internen
Tandemverdopplungen in FLT3 (FLT3-ITD) sowie mit NPM1-Mutationen [71]. So wurde
auch eine signifikante Assoziation der CD25 Expression bei Patienten mit BCR/ABL-

positiven Leukadmien beobachtet [73].

Es konnte gezeigt werden, dass prognostische Faktoren, u.a. der Karyotyp und die
Zytogenetik, einen Einfluss auf die Krankheitsentwicklung der AML und das
Gesamtuberleben haben [74-77]. Eine zytogenetische Variation bei AML Patienten hilft
bei der Subklassifizierung der AML. Die besonderen zytogenetischen Anomalien haben
dariber hinaus auch in diagnostischer, prognostischer sowie therapeutischer Hinsicht
eine wichtige Bedeutung bei AML Patienten [48, 77, 78]. Patienten mit normalem
Karyotyp kénnen unterschiedliche Gen-Mutationen aufweisen [79]. So ist bekannt, dass
40 bis 45% der AML Patienten einen normalen Karyotyp haben. 50% der Patienten
zeigen eine balancierte oder unbalancierte zytogenetische Anomalie [58, 59]. In der
vorliegenden Arbeit lag nur bei 97 der 148 Patienten ein zytogenetischer Befund vor, so
dass nur diese 97 Patienten den zytogenetischen MRC-Kriterien zugeordnet werden
konnten: 49% dieser Patienten wiesen einen normalen Karyotyp auf. Diese Patienten
hatten nach den Kaplan-Meier Analysen eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit und
eine bessere Krankheitsprognose als die Patienten, die einer intermedidren oder
unginstigen zytogenetischen Risikogruppe nach MRC-Kriterien zugeordnet wurden.
Nur bei den Patienten mit der glnstigen zytogenetischen Risikogruppe war die
Uberlebenswahrscheinlichkeit hoher als bei den Patienten mit normalem Karyotyp. In
diesen Untersuchungen konnte jedoch keine signifikante Korrelation zwischen CD25
Expression und molekulargenetischer Variabilitat (p=0,134) sowie zytogenetischer

Risikogruppe (p=0,067) festgestellt werden.
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Die Heterogenitat des Behandlungserfolgs bei der AML ist bedingt durch die klinischen
Parameter, wie z.B. das unterschiedliche Alter und die unterschiedlichen
Begleiterkrankungen der Patienten, aber vor allem durch die Zytogenetik und
Molekulargenetik und lasst sich durch verschiedene Risikoscores auch online
berechnen [80, 81]. So konnte nachgewiesen werden, dass sich unreife Leukamie
Zellen zum groRBen Teil im Ruhestadium GO des Zyklus befinden und deshalb
Chemotherapie resistent sind [69, 82—84]. Obwohl durchflusszytometrische Parameter
bislang keine Berlcksichtigung in diesen Prognosescores gefunden haben, wird
vermutet, dass eine CD25 Expression die chemotherapeutische Resistenz von
leukamischen Stammzellen (LSC) im Knochenmark begtinstigt [85]. Insbesondere ist
die CD25 Expression mit einem verminderten Ansprechen auf daunorubicinhaltige
Chemotherapien verbunden, wobei dieses Ph&nomen von der Dosis unabhangig ist.
Diese Hypothese wurde von Saito et. al. formuliert [85]. Bei den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Patienten liel3 sich keine signifikante Korrelation zwischen
verabreichter Chemotherapie und CD25 Expression zeigen (p=0,417). Allerdings waren
die Patienten, die nach der Induktionstherapie in CR waren und eine blastenfreie
Aplasie erreichten, haufiger CD25-negativ. Allerdings waren die Patienten mit nicht
blastenfreier Aplasie, Rezidiv oder Sub-/ totaler-Infiltration ebenfalls haufiger CD25-
negativ (p= 0,021).

AbschlieRend sei angemerkt, dass bereits 2012 in einer Phase 3-Studie der ECOG
(Gonen et al.) die CD25 Expression bei AML Patienten als ein unabhangiger
prognostischer Parameter bestatigt werden konnte [71]. Um die Rolle und den Einfluss
von CD25 Expression in der AML-Pathogenese beurteilen zu kdnnen, sind weitere
Untersuchungen und Studien notwendig. Die in dieser Arbeit dargelegten Ergebnisse
liefern ebenfalls Anhalt fir eine prognostische Bedeutung der CD25 Expression bei
AML, konnen dies aber aufgrund der geringen Fallzahl und der retrospektiven
Datenerhebung nicht eindeutig bestatigen, liefern aber durchaus eine Begrindung fir

weitere Untersuchungen der CD25 Expression bei AML Patienten.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, in einer retrospektiven Datenerhebung bei Patienten mit AML,
die im HELIOS Klinikums Berlin-Buch behandelt wurden, den Einfluss und die
prognostische Relevanz der CD25 Expression zu untersuchen. Hierbei wurden die
Patienten nach der durchflusszytometrisch analysierten Expression des CD25 Antigens
in eine CD25-positive und eine CD25-negative Patientengruppe eingeteilt. Dabei
wurden sowohl die Korrelation, als auch die Unterschiede beider Gruppen hinsichtlich
Alter, Geschlecht, AML-Klassifikation, = ELN-Risikogruppe, Induktionstherapie,

Induktionsergebnis, Zytogenetik und Molekulargenetik analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang der CD25 Expression mit der
Differenzierung der AML besteht. So trat eine CD25 Expression vermehrt bei Patienten
mit undifferenzierten Leukdmien auf, was sich durch den Nachweis einer gesteigerten
Antigenenexpression von Progenitormarkern, wie CD34 (p=0,032) und CD117
(p=0,001), bei CD25-positiven Patienten zeigte. Darlber hinaus konnte durch die
durchflusszytometrische Untersuchung der reifen granulozytaren Markern, wie z. B.
CD16 (p=0,049) und Lactoferrin (p=0,042), dargestellt werden, dass CD25 bei
Patienten mit granulozytar differenzierten Leukamien in deutlich geringerem Mal3e

exprimiert wird.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass CD4 und MPQO7 signifikant haufiger bei
Patienten mit CD25-negativer AML exprimiert wird, als bei Patienten mit CD25-positiver
AML (CD4 p=0,048 und MPO7 p=0,014). Zusatzlich ergaben die Untersuchungen, dass
der Anteil von Blasten im CD45 vs. SSC-Gate (Blastengate) bei CD25-positiven
Patienten signifikant héher ist, als bei CD25-negativen Patienten (p=0,001).

Im Bezug auf die ELN-Risikoklassifikation lie3 sich zeigen, dass die Patienten mit
CD25-positiver AML vollstandig der prognostisch unginstigen oder der intermediaren
ELN-Risikogruppe zuzuordnen waren. Kein Patient mit CD25-positiver AML wies eine
gunstige ELN-Prognose auf, wohingegen bei den CD25-negativen Patienten 18% der

gunstigen ELN-Risikoklasse zuzuordnen waren (p=0,047).

Auch in dem hier untersuchten Patientenkollektiv bestatigte sich die ELN-
Risikostratifikation insofern, als das bei den Patienten mit einer gtnstigen ELN-

Risikoklasse eine hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit bestand, als bei Patienten mit
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intermediarer Prognose und bei letzteren lag die Uberlebenswahrscheinlichkeit
wiederum héher als bei Patienten mit einer unginstigen ELN-Risikoklasse (p=0,005).
Allerdings konnte nicht gezeigt werden, dass CD25-negative Patienten eine hohere

Uberlebenswahrscheinlichkeit als CD25-positive Patienten haben (p=0,140).

Bei den Parametern Alter, Geschlecht, Molekulargenetik, zytologische Risikogruppe
nach MRC-Kriterien sowie Induktionstherapie konnten keine signifikanten Unterschiede

im Zusammenhang mit der CD25 Expression beobachtet werden.
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