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1 Einleitung
1.1  Einfithrung in die Himostaseologie

Bereits im Jahre 350 vor Christus nahmen die hippokratischen Arzte an, dass im
stromenden Blut ,,Fasern* vorliegen, die fiir die Blutgerinnung verantwortlich sind.
1892 erkannte Alexander Schmidt die Zirkulation einer Vorstufe von Thrombin im
Blut, welche den ,,Faserstoff* Fibrinogen in Fibrin iiberfiihrt [Schmidt 1892, Kemkes-
Matthes 1991, Miiller-Berghaus und P6tzsch 1999].

Paul Morawitz stellte 1905 ein Schema {iber die Blutgerinnung auf, wonach unter
Einwirken von Gewebethromboplastin Prothrombin in Thrombin {iberfiihrt wird und
dieses letztendlich Fibrinogen gerinnen lasst [Morawitz 1905].

Die im Laufe der Zeit neu entdeckten Gerinnungsfaktoren wurden in der Reihenfolge
ihrer Entdeckung mit romischen Ziffern versehen und in das Morawitz sche Schema
eingefiigt.

Das so entstandene klassische Schema {iber die plasmatische Gerinnung besteht aus
zwei unterschiedlichen Enzymkaskaden, dem intrinsischen und dem extrinsischen
Aktivierungsweg. Die Endstrecke beider Kaskaden lduft identisch ab und endet in der
Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin.

Heutzutage misst man dem intrinsischen Aktivierungsweg kaum noch Bedeutung bei.
Als Hauptaktivierungsweg steht das extrinsische System mit seinem Tissue factor (TF) -
aktiviertem Faktor VII (F VIIa) - Komplex als wichtigster Aktivator des
Gerinnungssystems im Vordergrund. Durch diese Komplexbildung wird in
Anwesenheit von Calciumionen (Ca++) die Gerinnungskaskade aktiviert. Faktor IX (F
IX) und Faktor X (F X) werden in ihre aktivierte Form Faktor [Xa (F IXa) und Faktor
Xa (F Xa) tberfithrt. Durch Umwandlung von Prothrombin in Thrombin kann im
weiteren Verlauf unter Einwirkung von Faktor XIII (F XIII) Fibrinogen in Fibrin
vernetzt werden [Miiller-Berhaus und Potzsch 1999] (vgl. Abb. 1.1).

In dem Gesamtprozess der Blutgerinnung stehen dem prokoagulatorischen System das
fibrinolyische System und die Gerinnungsinhibitoren gegentiber.

Schliisselenzym der Fibrinolyse ist das Plasmin, welches aus der inaktiven Vorstufe
Plasminogen durch Einwirkung von Plasminogen-Aktivatoren wie z.B. Urokinase (u-

PA), tissue-Plasminogen-Aktivator (t-PA) oder Streptokinase entsteht. Beim Abbau von



'Tissue factor

Thrombomodulin

Abbildung 1.1: Die Gerinnungskaskade. Die rémischen Ziffern bezeichnen die einzelnen
Gerinnungsfaktoren; 7 Thrombin, a aktivierter Faktor, PC Protein C, APC aktiviertes

Protein C, I inaktivierter Faktor [Miiller-Berghaus und Pétzsch 1999]

quervernetztem Fibrin durch die Serinprotease Plasmin entstehen Spaltprodukte, die
sogenannten D-Dimere [P6tzsch und Madlener 2002].

Durch Gerinnungsinhibitoren wird die Thrombinbildung auf das verletzte Areal
begrenzt und eine systemische Hyperkoagibilitit verhindert. Hierbei spielen
Antithrombin (AT), Protein C (PC), Protein S (PS), alpha 2-Makroglobulin, alpha 1-
Antitrypsin und C1-Inhibitor wichtige Rollen (vgl. auch Abb. 1.1).



Der Begriff ,,Himostase* beschreibt ein komplexes Zusammenspiel von Prozessen, die
fiir die FlieBfahigkeit des Blutes im Gefdf3system sorgen und einen Beitrag zur Integritit
der GefdBwand leisten.

Der physiologische Normalzustand ist ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
prokoagulatorischer, antikoagulatorischer und fibrinolytischer Aktivitidt. Defekte
einzelner Komponenten oder Fehlregulationen fiihren zu einer Dysbalance innerhalb
des Hamostasesystems und konnen entweder Thrombosen oder Himorrhagien zur Folge

haben [Miiller-Berghaus und Potzsch 1999].

1.1.1 Tissue factor (TF)

Tissue factor (synonym: Gewebsthromboplastin, Gewebefaktor, CD 142) ist ein
transmembrandses Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 47 kD. Die
genetische Information wird von einem einzigen Gen auf Chromosom 1 (p21-p22)
kodiert, welches 12 434 Basenpaare (BP) umfasst [Carson et al. 1985, Miiller-Berghaus
und P6tzsch 1999].

Wegen seiner Strukturdhnlichkeit mit den Rezeptoren von Wachstumshormonen und
Zytokinen wird der TF-Rezeptor auch zu der Familie der Zytokinrezeptoren gezéhlt

[Bazan 1990].

Tissue factor besteht aus drei Doménen, einer intrazelluldren, einer transmembrandsen
und der extrazelluliren Domine. Letztere fungiert auch als eigentlicher Rezeptor und
Cofactor zur Komplexbildung mit dem Gerinnungsfaktor VII (F VII) und seiner aktiven
Form Faktor VIla (F VIIa) [Nemerson 1988, Edgington et al. 1991, Furie und Furie
1992].

TF - F VIla - Komplex gilt als der wichtigste Aktivator des extrinsischen
Gerinnungssystems. Unter normalen Bedingungen findet man intravaskuldr nahezu
keinen Tissue factor und auch die Zellen, die TF transient exprimieren, sind in
ruhendem Zustand Tissue factor - negativ. Kommt es allerdings zu einer Verletzung des

Gewebes, kann Tissue factor ins Blut abgegeben werden und die Enzymkaskade wird



aktiviert. Dieser so aktivierte Gerinnungsvorgang lduft unter Beteiligung von TF

100000-mal effizienter ab als durch F Vlla alleine.

Da vor allem Oberfldchengewebe wie die Mukosa von Respirations- und Darmtrakt, das
Stratum granulosum der Epidermis und das Epithel von Oropharynx und Oesophagus
mit TF ausgekleidet sind, belegt dies die These von Lorenzet et al.: ,,TF represents an
envelope whose duty is to stop the loss of blood in the event of tissue injury* [Lorenzet

et al. 1998, Drake et al. 1989].

Das intrazelluldre Bindungsprotein fiir TF, auch als ,,actin binding protein‘ bezeichnet,
beeinfluft die Motilitdit der Zelle. Demzufolge wird dem TF neben seiner
prokoagulatorischen Funktion auch eine wichtige Rolle in Zelladhdsion und —migration
zugeschrieben [Sato et al. 1997, Bierhaus et al. 1998]. So spielt TF eine Rolle bei der
Atherogenese [Sato et al. 1996], Angiogenese [Bierhaus et al. 1998], Embroygenese
[Carmeliet et al. 1996], bei Tumorwachstum und -metastasierung [Fischer et al. 1995]

sowie bei inflammatorischen Prozessen [Cunningham et al. 1999].

Da in der vorliegenden Studie Monozyten auf ihre transiente Tissue factor Expression
hin untersucht werden, soll darauf im Folgenden noch genauer eingegangen werden.
Wie bereits erwidhnt, ist unter physiologischen Bedingungen intravaskuldr nahezu kein
TF zu finden und auch die im Blut befindlichen Zellen sind TF-negativ. Durch diese
Trennung von Tissue factor und Gerinnungsfaktor VII wird gewihrleistet, dass es zu
keiner gesteigerten Gerinnungsaktivierung des Blutes kommt. Inzwischen weill man
allerdings, dass unter anderem Monozyten, Endothelzellen und Keratozyten in der Lage
sind, unter bestimmten Bedingungen TF auf ihrer Oberfliche zu exprimieren. Als
auslosende Faktoren fiir eine TF Expression gelten u.a. Endotoxin (bakterielle
Lipopolysaccharide LPS), verschiedene Zytokine (wie Interleukin-1 und Tumor-
Nekrose-Faktor alpha) [Bevilacqua et al. 1986], C-reaktives Protein [Cermak et al.
1993] und maligne Zellen [Lorenzet et al. 1998].
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1.1.2  Prothrombinfragment F1+2 (F1+2)

Faktor Xa spaltet Prothrombin zu Thrombin. Dabei wird der N-terminale Anteil des
Prothrombinmolekiils, das sogenannte Fragment FI1+2 freigesetzt. Erhohte
Prothrombinfragment F1+2 Konzentrationen weisen somit auf eine gesteigerte in-vivo
Thrombinbildung hin, wie sie z.B. bei Krankheiten mit Gefalverschliissen oder einer

gesteigerten intravasalen Gerinnung vorkommt [Barthels und von Depka 2003].

Molekulargewicht von F1+2:  35.000 Da
F1+2 Plasmakonzentration: 0,3-1,2nmol/1

F1+2 Halbwertszeit: 90 min.

1.1.3 Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Thrombin kommt im Blut fast ausschlieBlich gebunden in einem 1:1 Komplex mit
Antithrombin vor. Thrombin wird durch die Bindung an Antithrombin inaktiviert und
aus dem Blut entfernt. Durch Heparin wird diese Komplexbildung beschleunigt. Auch

dieser Parameter ,,TAT* dient dem Nachweis einer gesteigerten Thrombinbildung.

Erhohte TAT-Konzentrationen werden bei aktivierter, intravasaler Gerinnung, z.B. bei
Verbrauchskoagulopathie, vendser bzw. arterieller Verschlusskrankheit oder

Polytrauma nachgewiesen [Heimburger 1989, Barthels und von Depka 2003].

Molekulargewicht von TAT:  90.000 Da
TAT Plasmakonzentration: <5upg/l
TAT Halbwertszeit: < 15 min.
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1.1.4 D-Dimer

Wird Fibrin bzw. Fibrinogen durch Plasmin abgebaut, kommt es zur Bildung
unterschiedlicher ~ Spaltprodukte, den sogenannten Fibrinspaltprodukten (FSP/
Synonym: D-Dimer, D-Dimer-Antigen) und den Fibrinogenspaltproduken (FDP/
Synonym: Fibrinogendegenerationsprodukte).

Beim Abbau von Fibrinogen durch Plasmin entstehen zunichst groBmolekulare und
dann zunehmend kleiner werdende molekulare Degenerationsprodukte, bis aus einem
Molekiil Fibrinogen zwei D-Degenerationsprodukte und ein E-Degenerationsprodukt
entstanden sind.

Die Degradierung des Fibrins ist dhnlich, nur dass zuvor durch Faktor XIIIa die gamma-
Ketten der Fibrinmolekiile vernetzt werden und somit jetzt als Endprodukt D-Dimere

entstehen [Barthels und von Depka 2003].

Erhohte D-Dimer Konzentrationen lassen somit auf eine Plasmin- und indirekt auf eine
Thrombindmie schlieBen [Barthels und Poliwoda 1998, Miiller-Berghaus und Po6tzsch
1999, Barthels und von Depka 2003].

Im Klinikalltag hat die D-Dimer Bestimmung eine groBle Rolle bei der Diagnostik
frischer thromboembolischer Ereignisse gewonnen. Ein negativer D-Dimer Test schlief3t
eine frische Phlebothrombose oder Lungenembolie mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit

aus [Miiller-Bergaus und Po6tzsch 1999, Kemkes-Matthes und Oehler 2001].

Erhohte D-Dimer Konzentrationen findet man z.B. bei Infektionen, malignen
Erkrankungen, nach chirugischen Eingriffen, akutem Coronarsyndrom und in der
Schwangerschaft [Kruskal et al. 1987, Gustafsson et al. 1990, Raimondi et al. 1993,
Becker et al. 1996].

Molekulargewicht von D-Dimer: 160000-200000 D
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1.2 Einfithrung in die akuten Leukimien

1844 wurde die Bezeichnung ,,Leukédmie* (weilles Blut) wegen erheblicher Vermehrung
von weiflen Zellen im Blut bei Patienten mit chronisch myeloischer Leukdmie von
Rudolf Virchow geprégt [Classen, Diehl und Kochsiek 1998].

Unter diesem Begriff werden verschiedene Erkrankungen zusammengefalt, die durch

maligne Transformation hdmatopoetischer oder lymphatischer Zellen entstehen.

Die Unterteilung der Leuk&mien erfolgt nach
- dem Zelltyp (myeloisch-lymphatisch),
- dem Differenzierungsgrad (reifzellig-unreifzellig),
- dem Verlauf (akut-chronisch),
- leukdmischem oder aleukdmischem Verlauf, d.h. dem Vorliegen oder Fehlen
von Leukdmiezellen im Blut,
- primdrer ( denovo-) oder sekundirer Leukdmie

[Classen, Diehl und Kochsiek 1998].

Akute Leukdmien werden definiert als FErkrankungen der héamatopoetischen
Stammzellen mit Proliferation unreifer Blasten im Knochenmark und meistens auch im
Blut [Classen, Diehl und Kochsiek 1998].

Die Diagnose einer akuten myeloischen Leukdmie wird bei Vorhandensein von mehr
als 20 Prozent myeloischer Blasten in Blut und/oder Knochenmark gestellt [Dietel,

Dudenhausen und Suttorp 2003].

Die Einteilung der AML basiert auf der Morphologie, Zytochemie, dem
Immunphénotyp sowie auf zytogenetischen und molekularen Merkmalen und wird in
der Klassifikation der French American British Group (FAB) zusammengefaft.

Die Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) verwendet molekulare
(einschlieBlich zytogenetischer), morphologische und klinische Merkmale (z.B.
vorausgegangene hdmatologische Erkrankungen) zur Definition eigenstindiger

Krankheitsentititen [Dietel, Dudenhausen und Suttrop 2003] (vgl Abb. 1.2).
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Tabelle 111-1. Klas'siﬁkationssysteme der akuten myeloischen
Leukamie : : )

- French American British Group(FAB)-Klassifikation2

MO minimal differenzierte Leuk&mie

M myeloblastische Leukamie ohne Reifung

M2 myeloblastische Leukamie mit Reifung

M3 hypergranulierte Promyelozytenleukdmie

M4Eo Variante: Vermehrung abnormer Eosinophiler im Knochenmark
M4 " myelomonozytare Leukamie

M5 monozytare Leukamie

M6 Erythroleukdmie (DiGuglielmo-Krankheit)

M7 megakaryoblastische Leukamie

WHO-Kilassifikation®P
I. AML mit wiederholter zytogenetischer Transiokation

.

AML mit t¢(8;21)(g22;g22); AML1({CBFo)/ETO

akute promyleozytiare Leukamie (AML mit t{15;17][g22:912] und Varianten;
PML/RAR)

AML mit abnormen Knochenmark-Eosinophilen (inv{16][p13g22] oder
t{16;186][p13g22] CBFR/MYH11)

AML mit 11g23-(MLL)-Verdnderungen

AML mit Dysplasie multipler Zellreihen
mit vorherigem myelodysplastischen Syndrom
ohne vorheriges mvelodysplastisches Syndrom

AML und myelodysplastisches Syndrom, therapieinduziert
alkylanzieninduziert

epipodophyllotoxininduziert

andere Formen

sonstige AML

minimal differenziert

ohne Reifung

mit Reifung

akute myelomonozytare Leukamie
akute monozytire Leukdamie

akute erythroide Leukdmie

-akute megakaryozytire Leukamie
akute basophile Leukamie

akute Panmyelose mit Myelofibrose

2 JM Bennett et al: Ann Intern Med 103:620, 1985
B NL Harris et al: J Clin Oncol 17:3835, 1999

Abbildung 1.2: Klassifikationssysteme der akuten myeloischen Leukimien [Dietel,

Dudenhausen, Suttorp 2003]

Die Inzidenz der akuten Leukidmien in Deutschland liegt zwischen 2 und 8/100000

Einwohner pro Jahr. Im Kindesalter iliberwiegen akute lymphatische Leukdmien,

wihrend Erwachsene héufiger an akuten myeloischen Leukdmien erkranken [Gerok et
al. 2000].

Die genaue Atiologie der Erkrankung ist unklar, aber sicher multifaktoriell.

Pradisponierende Faktoren sind ionisierende Strahlen, Chemikalien (v.a. Benzol),



14

Zigarettenrauchen, Zytostatika (alkylierende Substanzen und Topoisomerase-II-
Inhibitoren), bestimmte hereditdre bzw. kongenitale Erkrankungen sowie ein bereits

bestehendes myelodysplastisches Syndrom [Classen, Diehl und Kochsiek 1998].

Patienten mit AML weisen zundchst meist unspezifische Symptome wie
Leistungsminderung, Nachtschweil3, Fieber oder Appetitlosigkeit auf. Haufig lassen
sich diese Symptome iiber einen Zeitraum von bis zu drei Monaten zuriickverfolgen.
Der weitere Krankheitsverlauf ist rasch progredient und wird durch Miidigkeit,
Infektneigung und Blutungskomplikationen als Ausdruck der zugrundegehenden

normalen Hamatopoese geprégt.

Die kurative Behandlung der akuten myeloischen Leukdmie besteht in einer

zytotoxischen Chemotherapie.

Die meisten Therapieschemata lassen sich wie folgt zusammenfassen:
- Remissionsinduktionstherapie

- Konsolidierung oder Friihintensivierung

- Spatkonsolidierung oder Erhaltungstherapie

[Classen, Diehl und Kochsiek 1998].

Ziel ist, eine komplette Remission (CR) mit Hilfe der Induktionszyklen zu erlangen und

diese durch das Postremissionsmanagement auch zu erhalten.

Kriterien fiir eine komplette Remission (CR) sind hierbei:
- weniger als 5% Blasten im Knochenmark und Blastenfreiheit im peripheren Blut,
- die Wiederherstellung des normalen Blutbildes, d.h.

Leukozyten > 3000/pul,

Thrombozyten > 100000/pl,

Hb iiber 10g/dl,

keine extramedulldre Manifestation

[Classen , Diehl und Kochsiek 1998].

Bei Therapieversagen oder Friihrezidiven steht die Option einer allogenen oder

autologen Stammzelltransplantation als potentiell kurativer Ansatz zur Verfligung.
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Der bedeutsamste prognostische Einzelfaktor fiir die Heilungschancen und das
Langzeitiiberleben bei akuter myeloischer Leukédmie ist die Erzielung einer kompletten

Remission und deren Erhaltung.

Die Wahrscheinlichkeit, eine CR zu erreichen, die Dauer der CR und die
Heilungschancen werden wiederum durch weitere Faktoren beeinfluf3t. Eine wichtige
Rolle spielt hierbei das Therapieregime und das Lebensalter des Patienten bei

Therapiebeginn [Dietel, Dudenhausen und Suttorp 2003].

Weitere unabhéngige prognostische Faktoren bei Diagnosestellung sind bestimmte
Chromosomenaberrationen, Leukozytenzahlen von >100000/ul Blut, eine bereits langer
bestechende Andmie, Leukopenie und/oder Thrombozytopenie sowie durch bereits
erfolgte zytotoxische Behandlung bzw. Strahlentherapie im Rahmen einer anderen
malignen Erkrankung bedingte akute Leukdmie, sogenannte sekundire Leukdmie

[Dietel, Dudenhausen und Suttrop 2003].
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1.3  Problemstellung

Bereits 1865 beschrieb Trousseau den Zusammenhang zwischen malignen
Erkrankungen und thromboembolischen Ereignissen. Er beobachtete eine rezidivierende
Thrombophlebitis migrans bei Patienten mit Magenkarzinom [Trousseau 1865].

Im Jahre 1932 fand Morrison in seiner Studie bei iiber 60% der Tumorpatienten eine
,verlangerte Blutungszeit* [Morisson 1932].

Auch jlingere Studien befassen sich mit dieser komplexen Problematik und versuchen,
die ursdchlichen Zusammenhidnge mittels Bestimmung der Gerinnungsparameter

aufzuzeigen [Yale 2000].

Klinisch treten Verdnderungen im Gerinnungssystem bei Tumorpatienten in
unterschiedlicher Form und Schweregrad auf. Dabei reicht die Varianz des
Erscheinungsbildes von thromboembolischen Ereignissen bis hin zu schweren
Blutungskomplikationen.

In der Tat ist die Blutung oft das erste Symptom einer akuten Leukdmie und im
weiteren Verlauf kommt es nicht selten zu lebensbedrohlichen hdmorrhagischen
Komplikationen [Gralnick et al. 1972, Al-Mondhiry et al. 1975].

Ob diesem klinischen Verlauf eine gesteigerte plasmatische Gerinnungsaktivierung oder
eine gesteigerte fibrinolytische Aktivitit zu Grunde liegt, bleibt derzeit noch

unbeantwortet.

Vor diesem Hintergrund befasst sich die vorliegende Studie damit, Verdnderungen im
Gerinnungssystem bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung anhand der Bestimmung von Aktivierungsmarkern der plasmatischen
Gerinnung und Tissue factor aufzuzeigen.

Mit Hilfe von  Verlaufsbeobachtungen  soll  untersucht werden, ob
Gerinnungsveridnderungen, abhingig von der Krankheitsaktivitét, bestehen.
Desweiteren soll ein moglicher Zusammenhang zwischen
Gerinnungsaktivierungsmarkern und dem Outcome der Patienten mit akuter

myeloischer Leukdmie gezeigt werden.

Untersucht wurden in dieser Studie 52 Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung und im weiteren Verlauf.
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Dazu wurden neben den Globaltests der plasmatischen Gerinnung auch die
Gerinnungsaktivierungsparameter Prothrombinfragment F1+2, Thrombin-

Antithrombin-Komplex, D-Dimer sowie Tissue factor bestimmt.
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2 Patientenkollektiv und Methoden

2.1 Gruppenbeschreibung

Im Zeitraum April 1998 bis Dezember 2000 wurden 52 Patienten mit der Erstdiagnose

»akute myeloische Leukdmie* hinsichtlich ihrer Gerinnungsparameter untersucht.

Bei 20 der 52 Patienten konnte nach dem ersten Induktionszyklus eine weitere

Blutabnahme erfolgen.

11 der 20 Patienten befanden sich zu diesem Zeitpunkt im Zustand einer kompletten

Remission.

Bei 9 der 20 Patienten war eine partielle bzw. keine Remission des

Krankheitsgeschehens zu verzeichnen.

Bei den iibrigen Patienten (n = 32) kam es aus folgenden Griinden zu keiner weiteren

Abnahme:

- Versterben des Patienten vor bzw. wihrend der Induktionstherapie bzw.
Abbruch der Induktionstherapie wegen schwerwiegender Begleiterkrankungen
(n=12)

- Verzicht auf eine aggressive Induktionstherapie zugunsten einer palliativen
Erhaltungstherapie (n = 12)

- Wechsel des Patienten zur Weiterbehandlung in ein anderes, meist heimatnéheres
Krankenhaus (n = 4)

- Vorstellung zur Knochenmarkstransplantation (n = 2)

- Patient befand sich zum zweitem Abnahmezeitpunkt, d.h. nach erfolgter

Induktionstherapie, in einem akuten Infektionszustand (n = 2).
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2.1.1 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten zehn gesunde Personen, darunter drei Frauen und sieben

Mainner mit einem Altersdurchschnitt von 42,1 &+ 15 Jahren.

Bei den Probanden lagen zur Zeit der Probenentnahme keine akuten Erkrankungen vor.
Desweiteren waren keine chronischen oder malignen Grunderkrankungen bekannt.

Bei einem Patient war eine Hyperlipiddmie anamnestisch zu eruieren. Zwei Probanden
neigten zu arterieller Hypertonie.

Keiner der Probanden erhielt eine gerinnungshemmende Therapie, keiner hatte einen

Leberschaden.

2.1.2  Gruppe der AML Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

Im Zeitraum April 1998 bis Dezember 2000 wurden 52 Patienten mit akuter

myeloischer Leukdmie zum Zeitpunkt der Diagnosestellung untersucht.

Das Gesamtkollektiv (n = 52) wurde aufgrund der FAB-Klassifikation in Untergruppen

unterteilt.
FAB-Klasse M1 M2 M3 M4 M5 M7
Patienten 13 16 1 18 3 1
(n)
Geschlecht 10/3 14/2 1/0 5/13 172 1/0
(m/w)
Alterdurchschnitt +s |56+15 54415 59 60+18 |61£21 27
(Jahre)

Tabelle 2.1: Gruppenstruktur der AML Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (n=52).
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2.1.3  Gruppe der AML Patienten im Verlauf

Bei 20 der 52 AML Patienten konnte nach dem ersten Induktionszyklus eine weitere
Blutabnahme erfolgen.

Diese 20 im Verlauf beobachteten Patienten wurden nach dem Therapieergebnis des
ersten Behandlungszyklusses in zwei Gruppen unterteilt.

In eine Gruppe gelangten die Patienten, die nach erfolgtem Induktionszyklus eine
komplette Remission erreichten (n = 11).

Dem gegeniibergestellt wurden die Patienten, bei denen eine partielle bzw. keine
Remission des Krankeitsverlaufs nach Induktionstherapie zu beobachten war (n = 9).
Bei den iibrigen Patienten (n=32) kam es aus den schon zuvor aufgefiihrten Griinden zu

keiner weiteren Abnahme.

Gruppe mit kompletter Remission (n=11)

11 der 20 im Verlauf beobachteten AML Patienten, die nach erfolgter
Induktionstherapie eine komplette Remission erreichten. Darunter befanden sich flinf

Mainner und sechs Frauen mit einem Altersdurchschnitt von 45,5 £16,2 Jahren.

FAB-Klasse Ml M2 M3 M4 M5 M7
Patientenzahl 4 4 0 3 0 0
(n)

Geschlecht 3/1 0/4 0/0 2/1 0/0 0/0
(m/w)

Tabelle 2.2: Gruppenstruktur der AML Patienten mit kompletter Remission nach
Induktionstherapie (n = 11).
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Gruppe ohne Remission (n = 9)

9 der 20 im Verlauf beobachteten AML Patienten ohne Erreichen einer kompletten
Remission nach Induktionstherapie. Darunter befanden sich ein Mann und acht Frauen

mit einem Altersdurchschnitt von 63,3 + 12,0 Jahren.

FAB-Klasse M1 M2 M3 M4 M5 M7
Patientenzahl 1 4 0 3 1 0
(n)

Geschlecht 1/0 0/4 0/0 0/3 0/1 0/0
(m/w)

Tabelle 2.3: Gruppenstruktur der AML Patienten ohne Remission nach
Induktionstherapie (n = 9).

2.1.4 Gruppe der AML Patienten, die auf TF-Expression der Monozyten untersucht
wurden (n = 22)

Nach Etablierung des Tests konnte bei 22 der 52 AML Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung zusitzlich die TF-Expression auf Monozyten bestimmt werden. Dabei
handelte es sich um die chronologisch letzten 22 Patienten, die mit Erstdiagnose akute

myeloische Leukdmie in diese Studie aufgenommen wurden.

Darunter befanden sich 9 Ménner und 13 Frauen mit einem Altersdurchschnitt von 58,7

+ 19,7 Jahren.
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FAB-Klasse Ml M2 M3 M4 M5 M7
Patientenzahl 5 6 0 8 3 0
(n)

Geschlecht 4/1 1/5 0/0 3/5 1/2 0/0
(m/w)

Tabelle 2.4: Gruppenstruktur der AML Patienten, bei denen TF-Expression der

Monozyten untersucht wurde (n = 22).
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2.1.5 Einschlusskriterien

Aufgenommen wurden alle Patienten, bei denen im Zeitraum April 1998 bis Dezember
2000 eine akute myeloische Leukidmie erstmals diagnostiziert wurde.

Alle Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme vor Beginn des
ersten Behandlungszyklusses.

Fiir die Aufnahme in die Verlaufskontrolle wurden nur die Patienten zugelassen, bei

denen eine Induktionstherapie eingeleitet wurde.

2.1.6  Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patienten, bei denen bereits eine andere maligne
Grunderkrankung vorlag und deren AML als sekundére Leukédmie einzustufen war.
Ebenso wurden Patienten mit einer vorher bestehenden myelodysplastischen
Proliferation und Patienten mit Zeichen einer Sepsis zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung ausgeschlossen.

Patienten, die zum Diagnosezeitpunkt unter einer immunsupressiven Therapie standen,

wurden ebenfalls nicht in die Studie aufgenommen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Die erste Blutentnahme erfolgte unmittelbar nach der Diagnosestellung vor Einleitung
von TherapiemaBBnahmen. Die zweite Entnahme wurde nach erfolgtem

Induktionsszyklus vorgenommen.

Nach kurzer vendser Stauung wurde mit einem 21-Gauge Butterfly-
Venenpunktionsbesteck aus einer peripheren Vene Blut entnommen.

Zuerst wurde eine EDTA Monovette (a 5 ml) zur Bestimmung der Leukozytenzahl und
Leukozytendifferenzierung gefiillt. Anschlieend wurden vier Citratmonovetten (a 5 ml;
Mischungsverhiltnis 1 Teil Natriumcitratldsung plus neun Teile frisch entnommenes
Blut) fiir die Gerinnungsuntersuchungen und die DurchfluBzytometeranalyse
entnommen. Durch vorsichtiges Schwenken der Entnahmerdhrchen wurde das Blut
sorgfaltig mit der Anticoagulantienldsung vermischt.

Aus einer Citratmonovette wurden direkt nach Entnahme 500ul Blut abpipettiert und fiir
die DurchfluBzytometeranalyse weiterverarbeitet.

Die Globaltests der plasmatischen Gerinnung (Quick-Wert, aPTT, Fibrinogen,
Antithrombin) wurden anhand einer Citratmonovette im Gerinnungslabor bestimmt.

Fiir die spitere Untersuchung der Aktivierungsmarker (Prothrombinfragment F1+2,
Thrombin-Antithrombin-Komplex, D-Dimer) und Tissue factor wurden zwei
Citratmonovetten zweimal fiir acht Minuten bei 2000 g zentrifugiert. Das so gewonnene
Plasma wurde abpipettiert und zu je ca. 400 pl in Eppendorfgefafie aufgeteilt.

Diese wurden bei -20° C tiefgefroren und bis zur Messung von Prothrombinfragment F
1+2 (F1+2), Thrombin Antithrombin-Komplex (TAT), D-Dimer und Tissue factor (TF)
aufbewahrt. Vor Gebrauch wurden die Proben fiir zehn Minuten bei 37° C im

Wasserbad aufgetaut.
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2.2.2  Die Gerinnungsparameter im Einzelnen

Die Bestimmung von Quick-Wert, aPTT, Fibrinogen- sowie Antithrombin-

Konzentration wurde am BCS-Gerit (Behring-Coagulation-Systems) durchgefiihrt.

Quick-Wert (PT)

Reagenz: Thromborel® S Test der Firma Dade Behring Marburg GmbH, Deutschland

Der sogenannte "Quick-Test" gilt als Screeningmethode, um Stérungen im Bereich des
extrinsischen Gerinnungssystems (Faktor II, V, VII, X) und des Fibrinogens
aufzuspiiren.

Der Gerinnungsvorgang in der Probe wird durch Zugabe von Gewebethromboplastin
und Calciumionen ausgelost. Prothrombin wird zu Thrombin, welches Fibrinogen in
Fibrin umwandelt. Die Zeit bis zum ersten Auftreten eines Fibringerinnsels wird in
Sekunden gemessen.

Diese kann als methodenabhidngige Gerinnungsaktivitit in Prozent (= Quick-Wert) oder
als methodenunabhéngige Internationale Normalisierte Ratio (INR) angegeben werden.

Der Normalbereich liegt bei 70-130 Quick % bzw. fiir INR-Wert bei 0,8-1,2.

Aktivierte Partielle Thromboplastinzeit (aPTT)

Reagenz: Pathromtin® SL Test der Firma Dade Behring Marburg GmbH, Deutschland

Die aPTT-Messung gilt als Screeningtest flir Storungen, die sich aus dem intrinsischen
System (Faktor V, VIII, IX, Fibrinogen und Kontaktfaktoren) ergeben.

In einem ersten Schritt wird das intrinsische System durch Zugabe von
gerinnungsaktiven  Phospholipiden  (partielle =~ Thromboplastine) und einem

Oberflachenaktivator (z.B. Kollagen, Basalmembranen) aktiviert.
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Durch Zugabe von Calciumionen wird in einem zweiten Schritt der Gerinnungsvorgang
gestartet.

Die Zeit bis zum Einsetzen einer Gerinnselbildung wird gemessen und in Sekunden
angegeben.

Der Normalbereich liegt zwischen 26-36 sec.

Fibrinogen

Reagenz: Multifibren® U Test der Firma Dade Behring Marburg GmbH, Deutschland

Dieser Test stellt eine Modifikation der Methode nach Clauss (Schnellmethode) dar.
Hierbei wird einer Citratplasmaverdiinnung ein Uberschuf3 an Thrombin zugegeben und
die Zeit bis zum Auftreten eines Gerinnsels gemessen. Die so bestimmte Gerinnungszeit
hiangt dabei weitgehend vom Fibrinogengehalt der Probe ab und wird nicht von
Thrombin hemmenden Substanzen, wie z.B. Heparin in therapeutischen
Konzentrationen, beeinflusst.

Unter diesen Bedingungen ist die gemessene Gerinnungszeit eine direkte Funktion der
Fibrinogenkonzentration der Probe.

Die Konzentration wird in g/l angegeben.

Der Normalbereich betréagt 1,77-4,00 g/1.

Antithrombin (AT)

Reagenz: Berichrom® Antithrombin III (A) der Behringwerke Marburg GmbH,
Deutschland

Das Antithrombin der Probe wird durch Zugabe von Heparin in einen Sofort-Inhibitor

tiberfiihrt, der alpha-Thrombin inaktiviert. Der Restthrombingehalt der Probe wird in
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einem kinetischen Test mit Extinktionszunahme bei einer Wellenldnge von 405 nm
bestimmt.

Als chromogenes Substrat dient bei diesem Test D-Cyclohexylalanyl-alpha-
aminobutyryl-para-nitroanilid (Hd-CHA-But-Arg-pNA).

Die Extinktion nimmt linear mit der sich in der Probe befindlichen
Antithrombinkonzentration ab.

Der Normalbereich liegt bei 70 — 130 % der Norm.

D-Dimer

Reagenz: Asserachrom® D-Dimer der Firma Diagnostica Stago Roche

Die Methode dieses Tests beruht auf einem enzymimmunologischen Assay nach dem
Sandwichprinzip.

Die auf einem Mikrotitrationsstreifen fixierten Antikorper gegen D-Dimer binden in
einer ersten Immunreaktion Fibrinspaltprodukte in der Probe. Da D-Dimer mehrere
antigene Determinanten besitzt, werden in einer zweiten Immunreaktion mit Hilfe POD-
markierter FDP-D Antikorper Sandwich-Komplexe gebildet. Die Menge der Sandwich-
Komplexe ist ein MaB fiir den D-Dimer-Gehalt der Probe.

Der POD-Konjugatiiberschuss wird in einem nachfolgenden Waschschritt entfernt
(bound-free-separation).

Die gebundene POD-Aktivitit wird nach Zusatz von Harnstoffperoxid und
Chromogen(o-Phenylendiamin) photometrisch bei einer Wellenldinge von 450 nm
bestimmt.

Zu jeder Serie muss eine Bezugskurve mit D-Dimer Standardlésungen erstellt werden.
Die gemessenen Extinktionswerte werden auf doppelt logarithmischem Papier gegen
ng/ml D-Dimer aufgetragen.

Als Normbereiche gelten hierbei Werte < 500 ng/ml Fibrinogen-Aquivalente bzw.
250 ng/ml D-Dimer.
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Prothrombinfragment F1+2 (F1+2)

Reagenz: Enzygnost® F14+2 micro der Firma Dade Behring Marburg GmbH,
Deutschland

Methodisch beruht dieser Test ebenfalls auf einem Enzymimmunoassay nach dem
Sandwich-Prinzip.

In einer ersten Immunreaktion binden die auf der Oberfliche eines
Mikrotitrationsstreifens fixierten F1+2-Antikorper die in der Probe befindlichen
Prothrombinfragment F1+2-Antigene. Nach Auswaschen werden in einer zweiten
Reaktion Peroxidase-konjugierte Antikérper gegen Human-Prothrombin an die freien
F1+2-Determinanten gebunden. In einem weiteren Waschschritt werden die noch
iberschiissigen konjugierten Antikorper entfernt. Danach wird die gebundene
Enzymaktivitdt bestimmt.

Die enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen wird durch
Zusatz von verdiinnter Schwefelsdure unterbrochen. Die entstandene Farbintensitit wird
photometrisch bei einer Wellenlédnge von 492 nm gemessen. Die Extinktion der Losung
ist proportional der F1+2 Konzentration der Probe.

Eine Bezugskurve wird mit Hilfe der Standards S1 - S4 erstellt, die den
Konzentrationsbereich von 0,04 - 10 nmol/l abdecken.

Die Normwerte liegen bei 0,4 - 1,2 nmol/I.

Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Reagenz: Enzygnost® TAT micro der Firma Behring Marburg GmbH, Deutschland

Dieser Test ist ebenfalls ein Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip. Die auf
der Oberfliche einer Mikrotitrationsplatte fixierten Antikorper binden in einer ersten
Immunreaktion die in der Probe vorhandenen Thrombin-Antithrombin-Komplexe
(TAT). In einer zweiten Reaktion binden sich - nach Auswaschen der Probe - POD-

konjugierte Antikdrper gegen Antithrombin an die AT-Determinanten des TAT-
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Komplexes. Die nicht gebundenen konjugierten Antikdrper werden abermals
ausgewaschen. AnschlieBend wird die gebundene Enzymaktivitit bestimmt.

Die enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen wird durch
Zugabe von verdiinnter Schwefelsdure unterbrochen. Die entstandene Farbintensitit
kann bei einer Wellenlinge von 492 nm photometrisch gemesssen werden. Die
gemessene Extinktion der Probe ist proportional der Thrombin-Antithrombin-Komplex
Konzentration (TAT).

Mit TAT - Standard - Plasmen wird eine Bezugskurve erstellt, die den
Konzentrationsbereich von 2 - 60ug/l abdeckt.

Der Normalbereich liegt bei < Spg/l.

Tissue factor (TF)

Reagenz: IMUBIND® Tissue Factor Elisa Kit, Product #845 der Firma American

Diagnosticsa Inc., Greenwich

Bei diesem Test handelt es sich ebenfalls um einen Enzymimmunoassay fiir die
quantitative Bestimmung von menschlichem Tissue factor (TF, Gewebsthromboplastin)
im Plasma. Der Test erkennt TF, TF-apo und TF-F VII-Komplexe und wird nicht von
anderen Gerinnungsfaktoren und —inhibitoren prokoagulatorischer Aktivitit beeinflusst.
Er ist ausschlieBlich fiir Forschungszwecke geeignet.

In einer ersten Immunreaktion binden sich die auf einer Mikrotitrationsplatte fixierten
Antikorper gegen humanen Tissue factor mit dem Tissue factor der Probe.
AnschlieBend binden sich in einer zweiten Reaktion HRP-(Steptavidin-horseradish-
peroxidase) konjugierte Antikorper mit den gebundenen TF-Determinanten.

Die enzymatische Reaktion wird photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm
erfasst.

Mit Hilfe von Standardlésungen wird eine Bezugskurve erstellt, mit der die
Extinktionen der Proben verglichen werden.

Eine solche Bezugskurve sollte fiir jede Bestimmung neu erstellt werden (vgl. Abb.

2.1).
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Abbildung 2.1: Repriasentative Standardkurve aus dem IMBUND® Tissue factor

ELISA Kit.
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2.2.3 DurchfluBzytometrische Bestimmung der Tissue factor Expression auf

Monozyten.

Unmittelbar nach Entnahme der Blutproben werden 500ul Citratblut aus einer
Monovette zur Probenaufbereitung fiir die durchfluBzytometrische Bestimmung der
TF-Expression auf Monozyten entnommen.

Jeweils 100 pl des Citratblutes werden auf den Boden der DurchfluBzytometerrohrchen
pipettiert und mit den fluoreszierenden Antikorpern versetzt. Die spezifische Probe wird
mit S5pl Anti-CD-14 PE (Immunotech-Coulter) zur Erkennung der Monozyten und mit
Anti-Tissue factor FITC (American Diagnostic Inc.) markiert.

Als Isokontrolle dient ein Ansatz mit ebenfalls Anti-CD14 PE (Immunotech-Coulter)
Markierung. Im Gegensatz zur spezifischen Probe wird hier ein unspezifisch bindender
IgG-Mouse FITC Antikorper (Immunotech-Coulter) eingesetzt. Beide Proben werden
im Doppelansatz gefiihrt.

Die so vorbereiteten Proben werden bei 4°C im Dunkeln fiir 30 Minuten inkubiert.

Nach der Inkubation werden in jedes Rohrchen 2 ml ,,FACS Lysing Solution* (Becton
Dickinson) pipettiert. Dieser Vorgang dient dazu, die Erythrozyten zu lysieren und
gleichzeitig die Leukozyten und Thrombozyten zu fixieren. Exakt drei Minuten nach
Zugabe der ,,FACS Lysing Solution werden in jedes Rohrchen 2 ml ,,Cell Wash*
Losung (Becton Dickinson) pipettiert, um den Lysevorgang zu stoppen. Die Ansitze
werden fiir acht Minuten bei 300 g zentrifugiert, die Uberstinde dekantiert und die
Zellsedimente in 4 ml ,,Cell Wash* Losung resuspendiert.

AnschlieBend werden die Ansédtze ein zweites Mal fiir acht Minuten bei 300 g
zentrifugiert. Nach Dekantieren der Uberstinde werden die Zellsedimente in 300 pl
,»Cell Wash* Losung mit 1%igem Formaldehyd resuspendiert.

Die so aufgearbeiteten Proben sind nach eigenen Versuchen fiir 12 Stunden bei 4°C
lagerungsstabil.

Gemessen und ausgewertet werden die Proben an einem Durchflulzytometer der Firma
Beckman Coulter.

Prinzip dieser Messung ist, dass die Zellen in einer Fliissigkeit nahezu einzeln die
MeBkapillare des DurchfluBzytometers passieren. Die einzelnen Zellen werden mit
Hilfe von Laserdetektoren erfat und entsprechend ihrer GrofBe, Granularitit und

gebundenen fluoreszierenden Antikdrpern differenziert.
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Die erfassten Zellen werden graphisch als Punktewolken in
Koordinatensystemen/Quadranten dargestellt und analysiert.

Um die Monozyten aus der Gesamtheit der Zellen zu separieren, werden in einem ersten
Analyseschritt die CD 14 (hier Fluoreszenz 1, PE) positiven Zellen unter
Berticksichtigung ihrer Granularitidt im Side scatter gegatet.

Diese CD 14 positiven Zellen werden anschlieBend auf ihre TF-Expression (hier
Fluoreszenz 2, FITC) hin untersucht (vgl. Abb. 2.2).

Als MaB der TF-Expression gilt hier die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI). Diese
ergibt sich aus der Differenz der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) der spezifischen
Probe und der MFI der Isokontrolle.

Mit LPS (bakterielle Lipopolysaccharide) stimulierte Proben werden als

Positivkontrolle zu jedem Ansatz mitgemessen.



BECKMAN COULTER

33

11Sep00 17:07:32
COULTER(R) EPICS(R) Acquisition Flow Cytometry Report anja2
20001981
OPID: NAME “"TF1
14 seconds, 29492 events
Initial cytosett. from prot. anja2 Manual Stop
1" 23 3: 4: A
=]
S 1 2
=1
]
o
_I:
<
=
1 B
3 4
]
. e g G T LBLEELL L e e 0 e e
FS FL2 LOG FL2 LOG FL2 LOG
5:D 6: 7:D
¥-) -
2 - N
- -
£ £
El E
S S
E
{F .
C ®
PR T AL R
FL1 LOG FL1 LOG FL1 LOG
Stats: Normalized, Listgating: Disabled
Hist Region ID % Count Mn X Mn Y PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX  FPCVY
2 A A 3.01 889 11.6 2419 10.2 192.0 9 37.96 32.75
3 D D 12.1 3556 0.224 599.0 0.102 618.8 194 71.54 27.62
4 Bl B 000 0 *kkk *kkk *kkk *kkk *% *% *%
B2 B 6.64 59 17.1 1.32 13.7 0.953 4 45.23 92.69
B3 B 000 0 *kkk *kkk *kkk *kkxk *¥ *% *%
— B4 B 93.4 830 11.3 0.431 11.0 0.464 10 35.78 46.80
Cl C 99.6 3543 0.153 640.9 0.102 616.0 51 53.72 26.78
c2C 0.37 13 331 844.3 1.47 664.0 1 70.54 29.00
C3 C 000 O *kkk *kkk *kkk *kkk *k *¥ *%
C4 C 000 O *kkk *kkk *kkk *kkk *% *% *%
Hist Region ID % Count Mn X Md X PkPosX PkCnt HPCV Min Max
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Abbildung 2.2: Protokoll einer durchflufizytometrischen Untersuchung der Monozyten

auf TF Expression. FS Forward scatter, SS Side scatter, FL1 Fluoreszenz 1 (hier
TF/FITC), FL2 Fluoreszenz 2 (hier CD14/PE).
In Quadrant 2 des Protokolls sind die CD 14 positiven Zellen - entsprechend ihrer

Granularitit im Side scatter und Fluoreszenzmarkierung FL2 - gegatet (A).

In Quadrant 4 und 6 werden die gegateten Zellen (CD14) auf ihre TF Expression

analysiert.
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2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde am Institut fiir medizinische Informatik
(Leiter: Prof. Dr. Dudeck) in Zusammenarbeit mit Herrn Pabst durchgefiihrt.

Die Daten wurden mithilfe des Programms Excel 97 der Firma Microsoft auf einem
Personalcomputer erfasst. Fiir die statistische Auswertung wurde SPSS fiir Windows
(Version 6.1.3) verwandt.

Unter Annahme einer Normalverteilung der beobachteten Parameter wurden, zur
Deskription der Daten innerhalb einer Gruppe, der Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt. Dariiber hinaus wurden der Median, das Minimum und
Maximum angegeben.

Um mogliche Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und dem Patientenkollektiv -
unterteilt in die einzelnen FAB—Klassen - nachzuweisen, wurde der Mann—Whitney—U
Wilcoxon Test angewandt.

Die Frage, ob Unterschiede vor und nach Therapie bei den beobachteten Parametern der
Patientengruppen bestehen, wurde mit Hilfe des Wilcoxon Matched-Pairs Signed-Ranks

Tests bearbeitet.

Korrelationen der einzelnen Parameter untereinander wurden mit dem Spearman-
Correlation-Coefficient bzw. Korrelationen der Gerinnungsmarker zu den
Uberlebenszeiten ~ bzw.  Therapiecergebnissen mit der Cox-Regression  fiir

Uberlebensdaten beschrieben.

Die Interpretation der Ergebnisse erfolgte im Sinne der explorativen Datenanalyse. Hier
wurde die Wahrscheinlichkeit p fiir das beobachtete oder ein extremeres Ereignis

angegeben, welches die Beibehaltung oder Ablehnung der Nullhypothese erlaubt.
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3  Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

Zundchst soll die Auswertung der Parameter erfolgen, die zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bestimmt wurden. Zusétzlich zu den globalen Gerinnungsparametern
Quick-Wert (PT), aktivierte Thromboplastinzeit (aPTT), Fibrinogen und Antithrombin
(AT) kommen die Aktivierungsmarker der plasmatischen Gerinnung wie
Prothrombinfragment F1+2 (F1+2), Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT), D-Dimer

sowie Tissue factor (TF) zur Darstellung.

Die Werte der AML Patienten - unterteilt in die einzelnen FAB-Klassen — zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung werden den Werten der Kontrollgruppe

gegeniibergestellt und auf einen moglichen Unterschied hin untersucht.

Die Ergebnisse werden in Form von Median, Minimal- und Maximal-Wert tabellarisch

sowie graphisch dargestellt.

Die FAB-Klassen M3, M5, M7 werden in der tabellarischen Darstellung der Ergebnisse
mitaufgefiihrt, aufgrund der geringen Fallzahl in den Graphiken jedoch nicht
beriicksichtigt.
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3.1.1 Quick-Wert (PT)

Bei dem Parameter Quick-Wert ist kein signifikanter Unterschied zwischen AML
Patienten — unterteilt in die einzelnen FAB-Klassen — und der Kontrollgruppe zu
beobachten (p = 0,07). Die Median-Werte der einzelnen Gruppen liegen mit Ausnahme
der Gruppe M7 (n=1) im 95% Konfidenzintervall der Normalbevélkerung.

Gruppe | Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 97,5 88,0 110 97,3 6,7

Gruppe

(n=10)

M1 86,0 64,0 106,0 83,6 13,1

(n=13)

M2 97,0 75,0 120,0 96,5 13,2

(n=16)

M3 102 102 102 102 0,0

(n=1)

M4 86,5 47,0 113,0 87,1 19,4

(n=18)

M5 81,0 43,0 88,0 70,67 242

(n=3)

M7 55,0 55,0 55,0 55,0 0,0

(n=1)

Tabelle 3.1.1: Quick-Werte (% der Norm) der AML Patienten — unterteilt in die
einzelnen FAB-Klassen - zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1.1: Median-Werte, Minimum und Maximum der Quick-Werte

(% der Norm) bei Patienten mit akuter myeloischer Leukimie (dargestellt sind die

FAB-Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich

zur Kontrollgruppe.



3.1.2  Aktivierte Thromboplastinzeit (aPTT)

Bei der aktivierten Thromboplastinzeit ist kein signifikanter Unterschied zwischen
AML Patienten — unterteilt in die einzelnen FAB-Klassen - und der Kontrollgruppe zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung zu erkennen (p = 0,06).

Alle Median-Werte der einzelnen Gruppen liegen

im Vertrauensbereich der

Normalbevolkerung.

Gruppe | Median Minimum | Maximum |Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- |29 25 35 29,5 3,1

gruppe

(n=10)

M1 33 23 89 39,3 19,3

(n=13)

M2 30 21 68 32,8 10,7

(n=16)

M3 32,0 32,0 32,0 32,0 0,0

(n=1)

M4 33 22 53 34,2 7,9

(n=18)

M5 36,0 28,0 39,0 34,3 5,7

(n=3)

M7 36,0 36,0 36,0 36,0 0,0

(n=1)

Tabelle 3.1.2: aPTT-Werte (Sekunden) der AML Patienten — unterteilt in die

einzelnen FAB-Klassen

Kontrollgruppe.

- zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der
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Abbildung 3.1.2: Median-Werte, Minimum und Maximum der aPTT-Werte

(Sekunden) bei Patienten mit akuter myeloischer Leukimie (dargestellt sind die

FAB-Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich

zur Kontrollgruppe.
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3.1.3 Fibrinogen

Zwischen den Fibrinogen-Werten der einzelnen FAB-Klassen der AML Patienten und
der Kontrollgruppe zeigt sich mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,09 kein
signifikanter Unterschied. Patienten mit FAB-Klasse M1 tendieren zu leicht erh6hten

Werten und liegen mit einem Median von 4,8 g/l knapp oberhalb des Normalbereiches.

Gruppe | Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 3,45 2,30 4,20 3,38 0,58

Gruppe

(n=10)

Ml 4,80 1,30 MIl 4,50 2,01

(n=13)

M2 3,60 1,60 8,00 3,99 1,82

(n=16)

M3 7,80 7,80 7,80 7,80 0,0

(n=1)

M4 4,00 1,00 7,70 4,26 1,73

(n=18)

M5 3,80 1,90 4,90 3,53 1,52

(n=3)

M7 3,80 3,80 3,80 3,80 0,0

(n=1)

Tabelle 3.1.3: Fibrinogen-Werte (g/l) der AML Patienten — unterteilt in die
einzelnen FAB-Klassen - zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1.3: Median-Werte, Minimum und Maximum der Fibrinogen-Werte
bei Patienten mit akuter myeloischer Leukimie (dargestellt sind die FAB-Klassen
M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich zur
Kontrollgruppe.



3.1.4 Antithrombin (AT)
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Die Antithrombin-Werte zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den

einzelnen FAB-Gruppen der Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie im Vergleich

zur Kontrollgruppe (p = 0,16).

Die Median-Werte der einzelnen Gruppen liegen im Normalbereich.

Gruppe | Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 95,5 80,0 105,0 95,6 6,7

Gruppe

(n=10)

Ml 86,0 56,0 107,0 84,3 15,8

(n=13)

M2 91,0 34,0 120,0 91,3 19,8

(n=16)

M3 143,0 143,0 143,0 143,0 0,0

(n=1)

M4 86,0 71,0 126,0 92,0 17,1

(n=18)

M5 87,0 82,0 95,0 88,0 6,56

(n=3)

M7 60,0 60,0 60,0 60,0 0,0

(n=1)

Tabelle 3.1.4: Antithrombin-Werte (% der Norm) der AML Patienten — unterteilt
in die einzelnen FAB-Klassen - zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1.4: Median-Werte, Minimum und Maximum der Antithrombin-
Werte (% der Norm) bei Patienten mit akuter myeloischer Leukimie (dargestellt
sind die FAB-Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im
Vergleich zur Kontrollgruppe.



3.1.5

Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,02 besteht zwischen den Patienten mit akuter

myeloischer Leukédmie und der Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied beziiglich

Prothrombinfragment F1+2

der Prothrombinfragmente F1+2 Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Die Median-Werte der F1+2-Konzentrationen der AML Patienten — unterteilt in die

einzelnen FAB-Klassen - sind im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht und liegen alle

oberhalb des Normalbereiches.

Gruppe | Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 0,75 0,30 3,10 1,34 1,13

Gruppe

(n=10)

M1 1,80 0,50 12,00 3,39 3,47

(n=13)

M2 2,10 0,60 12,5 4,34 3,99

(n=16)

M3 1,90 1,90 1,90 1,90 0,0

(n=1)

M4 2,00 0,70 9,40 3,22 2,74

(n=18)

M5 1,40 0,90 1,50 1,40 0,32

(n=3)

M7 9,50 9,50 9,50 9,50 0,0

(n=1)

Tabelle 3.1.5: Prothrombinfragment F1+2-Werte (nmol/l) bei AML Patienten —

unterteilt in die einzelnen FAB-Klassen - zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und

der Kontrollgruppe.
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Abbildung  3.1.5: Median-Werte, @ Minimum und Maximum der
Prothrombinfragment F1+2-Werte (nmol/l) der Patienten mit akuter myeloischer
Leukiéimie (dargestellt sind die FAB-Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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3.1.6 Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Zwischen den einzelnen FAB-Klassen der Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der Kontrollgruppe findet sich kein
signifikanter =~ Unterschied  beziiglich  der = Thrombin-Antithrombin-Komplex
Konzentration (p = 0,5).

Alle Median-Werte der einzelnen FAB-Klassen der AML Patienten und der
Kontrollgruppe befinden sich oberhalb des Normalbereichs. Bei den FAB-Klassen M2
und M4 liegen die Median-Werte deutlich, d.h. bis um das drei- bis flinffache oberhalb

des Normalbereiches.

Gruppe | Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 6,05 2,00 84,0 31,59 35,59

Gruppe

(n=10)

M1 6,80 1,80 148,0 21,25 40,13

(n=13)

M2 35,25 2,00 184,0 47,30 52,81

(n=16)

M3 5,40 5,40 5,40 5,40 0,0

(n=1)

M4 19,85 2,80 168,0 43,67 51,19

(n=18)

M5 7,80 3,40 44,0 18,4 22,28

(n=3)

M7 83,0 83,0 83,0 83,0 0,0

(n=1)

Tabelle 3.1.6: Thrombin-Antithrombin-Komplex-Werte (ug/l) bei AML Patienten
— unterteilt in die einzelnen FAB-Klassen — zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

und der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1.6: Median-Werte, Minimum und Maximum der Thrombin-

Antithrombin-Komplex-Werte (ng/l) bei Patienten mit akuter myeloischer

Leukiimie (dargestellt sind die FAB-Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung im Vergleich zur Kontrollgruppe.



3.1.7 D-Dimer
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Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,00001 besteht ein deutlicher Unterschied

beziiglich der D-Dimer-Konzentration bei AML Patienten zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Alle Median-Werte der einzelnen FAB-Klassen der AML Patienten liegen deutlich, d.h.

bis uber das sechsfache oberhalb des Normalbereiches.

Gruppe | Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 181 63 275 182 68

Gruppe

(n=10)

M1 1860 110 4020 2111 1321

(n=13)

M2 1670 510 4220 2033 1155

(n=16)

M3 1320 1320 1320 1320 0,0

(n=1)

M4 1450 342 5820 1832 1513

(n=18)

M5 791 549 1820 1053 675

(n=3)

M7 3820 3820 3820 3820 0,0

(n=19

Tabelle 3.1.7: D-Dimer-Werte (ng/ml) der AML Patienten — unterteilt in die

einzelnen FAB-Klassen

Kontrollgruppe.

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der



D-Dimer

(o))
o
o
o

D-Dimer (ng/ml)

N W A
o O O
o O O
o O O

Kontroll-
Gruppe

M1

M2

M4

49

Abbildung 3.1.7: Median-Werte, Minimum und Maximum der D-Dimer-Werte

(ng/ml) der Patienten mit akuter myeloischer Leukimie (dargestellt sind die FAB-

Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich zur

Kontrollgruppe.
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3.1.8 Tissue factor (TF)

Bei den Tissue factor-Werten findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
AML Patienten — unterteilt in die einzelnen FAB-Klassen — zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung und der Kontrollgruppe (p = 0,18).

Ein definierter Normalbereich existiert fiir den Parameter Tissue factor (TF) bis dato

noch nicht.

Gruppe |Median Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung

Kontroll- | 37,0 0 87 37,6 29,3
Gruppe
(n=10)
M1 55,0 0 115 55,5 36,3
(n=13)
M2 69,5 10 320 92,4 87,9
(n=16)
M3 3,0 3,0 3,0 3,0 0,0
(n=1)
M4 50,5 0 183 67,0 62,9
(n=18)
M5 15,0 10,0 60,0 28,3 29,3
(n=3)
M7 33,0 33,0 33,0 33,0 0,0
(n=1)

Tabelle 3.1.8: Tissue factor-Werte (pg/ml) der AML Patienten — unterteilt in die
einzelnen FAB-Klassen - zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1.8: Median-Werte, Minimum und Maximum der Tissue factor-

Werte (pg/ml) der Patienten mit akuter myeloischer Leukéimie (dargestellt sind die

FAB-Klassen M1, M2 und M4) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich

zur Kontrollgruppe.
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3.2 Ergebnisse der Verlaufsbeobachtung

Im Weiteren erfolgt die Auswertung der Ergebnisse von 20 der 52 AML Patienten, bei
denen eine Verlaufskontrolle erfolgen konnte.

Die erhobenen Werte zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme bei Diagnosestellung und
zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme nach erfolgter Induktionstherapie wurde
gegeniibergestellt und auf einen moglichen Unterschied hin untersucht.

Die Patienten werden dem Verlauf ihrer Erkrankung entsprechend, d.h. Erreichen einer
Remission bzw. Progression der Erkrankung nach erfolgtem Induktionszyklus, in zwei
Gruppen unterteilt.

In einer Tabelle werden zundchst Median, Minimal- und Maximal-Werte der zwei
Gruppen angegeben.

In der folgenden Abbildung werden die Median-Werte der zwei Gruppen zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung und nach erfolgter Induktionstherapie gegeniibergestellt.

Die einzelnen Patientenverldufe der erhobenen Gerinnungsaktivierungsmarker kommen

in zwei weiteren Abbildungen - entsprechend der Gruppeneinteilung - zur Darstellung.

Bei den globalen Gerinnungsparametern Quick-Wert, aPTT, Fibrinogen und
Antithrombin zeigt sich keine statistisch signifikante Differenz der Werte im Verlauf.
Auf eine ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse wird daher verzichtet.

Dargestellt werden die Ergebnisse der Parameter Prothrombinfragment F1+2,
Thrombin-Antithrombin-Komplex, D-Dimer und Tissue factor zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung und nach erfolgtem Induktionszyklus.
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3.2.1 Prothrombinfragment F1+2 (F1+2)

Die Prothrombinfragment F1+2 (F1+2) Konzentration fillt bei den AML Patienten, die
nach erfolgtem Induktionszyklus eine komplette Remission erreichten, von 2,1 nmol/l
auf 1,3 nmol/l ab.

Diese Differenz ist mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 statistisch signifikant.
Bei der Gruppe der AML Patienten, die keine Remission der Erkrankung erreichten, ist
zum Zeitpunkt der zweiten Abnahme eher die gegenteilige Tendenz zu beobachten. So
steigen hier die F1+2 Konzentrationen von 1,7 nmol/l bei Diagnosestellung im weiteren

Verlauf auf 2,1nmol/l an. Statistische Signifikanz erreicht dieser Verlauf jedoch nicht

(p=0,4).

Gruppe Median | Minimum | Maximum

AML Patienten mit Remission (n=11)

1. BE 2,1 0,8 12,0
2. BE 1,3 0,2 4,9
AML Patienten ohne Remission (n=9)

1. BE 1,7 0,9 8.9
2.BE 2,1 0,7 6,4

Tabelle 3.2.1: Prothrombinfragment F1+2 Median-Werte (nmol/l) der AML
Patienten, die im Verlauf beobachtet werden konnten (n=20).
Darunter 11 Patienten mit kompletter Remission bzw. 9 Patienten ohne Erreichen

einer kompletten Remission nach Induktionstherapie. (BE Blutentnahme)
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Abbildung 3.2.1: Prothrombinfragment F1+2 Median-Werte der AML Patienten
mit Remission (n = 11) bzw. ohne Erreichen einer kompletten Remission (n = 9)
nach erfolgtem Induktionszyklus.

Blau: F1+2-Mediane zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme (BE) bei
Diagnosestellung.

Gelb: F1+2-Mediane zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme (n = 9) nach

erfolgter Induktionstherapie.
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Abbildung 3.2.2:
der 20 AML

Einzelverliaufe der Prothrombinfragment F1+2 Konzentrationen

Patienten zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme bei

Diagnosestellung (1) und zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme nach

Induktionstherapie (2).

Obere Abbildung a): Verliufe der Patienten mit kompletter Remission (n=11).

Untere Abbildung b): Patienten ohne Erreichen einer kompletten Remission (n=9).
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3.2.2 Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT)

Bei den Thrombin-Antithrombin-Komplex Konzentrationen der AML Patienten ist mit
Erreichen einer Remission ebenfalls ein deutlicher Abfall der Werte im Verlauf zu
beobachten.

Die Werte fallen von 40,3ug/l zum Zeitpunkt der Diagnosestellung auf 7,5ug/l nach
erfolgter Induktionstherapie ab. Diese Differenz erreicht statistische Signifikanz
(p=0,04).

Bei den AML Patienten, die keine Remission erreichten, steigen die Werte von 3,8ug/l
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung auf 9,2ug/l zum Zeitpunkt der zweiten
Blutentnahme nach erfolgter Induktionstherapie an. Dieser Verlauf bleibt mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,33 unter dem geforderten Signifikanzniveau.

Gruppe Median |Minimum K Maximum

AML Patienten mit Remission (n=11)

1. BE 40,3 2,1 148
2.BE 7,5 1.4 86
AML Patienten ohne Remission (n=9)

1. BE 3.8 2,0 142
2.BE 9,2 2.4 117

Tabelle 3.2.2: Thrombin-Antithrombin-Komplex-Werte (ng/l) der AML Patienten,
die im Verlauf beobachtet werden konnten.
Darunter 11 Patienten mit kompletter Remission bzw. 9 Patienten ohne Erreichen

einer kompletten Remission nach Induktionstherapie. (BE Blutentnahme)
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Abbildung 3.2.3: Thrombin-Antithrombin-Komplex Median-Werte der AML
Patienten mit Remission (n = 11) bzw. ohne Erreichen einer kompletten Remission
(n =9) nach erfolgter Induktionstherapie.

Blau: TAT-Mediane zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme (BE) bei
Diagnosestellung.

Gelb: TAT-Mediane zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme (BE) nach erfolgter

Induktionstherapie.



58
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Abbildung 3.2.4: Einzelverliufe der Thrombin-Antithrombin-Komplex
Konzentrationen der 20 AML Patienten zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme
bei Diagnosestellung (1) und zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme nach
Induktionstherapie (2).

Obere Abbildung a): Verliufe der Patienten mit kompletter Remission (n=11).
Untere Abbildung b): Verliufe der Patienten ohne Erreichen einer kompletten

Remission (n=9).



3.3 D-Dimer
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Ein deutlicher Unterschied in den Verlaufswerten der D-Dimere zeigt sich bei den AML

Patienten mit Erreichen einer kompletten Remission. Hier féllt der Median der D-Dimer

Konzentration von 1760 ng/ml bei Diagnosestellung auf einen Wert von 615 ng/ml zum

Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme ab. Diese Differenz erreicht mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01 statistische Signifikanz.

Bei AML Patienten ohne komplette Remission nach Induktionstherapie zeigt sich kein

signifikanter Unterschied der Verlaufswerte (p = 0,93). Die D-Dimer-Mediane bleiben

mit 1260ng/ml zum Zeitpunkt der Diagnosestellung gegeniiber 1280ng/ml nach

Induktionstherapie nahezu identisch.

Gruppe Median | Minimum | Maximum
AML Patienten mit Remission (n=11)

1.BE 1760 1120 4220

2. BE 615 123 1660
AML Patienten ohne Remission (n=9)

1.BE 1260 475 5820
2.BE 1280 327 3680

Tabelle 3.2.3: D-Dimer-Werte (ng/ml) der AML Patienten, die

im Verlauf

beobachtet werden konnten. Darunter 11 Patienten mit kompletter Remission und

9 Patienten ohne Erreichen einer kompletten Remission nach Induktionstherapie.

(BE Blutentnahme)
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Abbildung 3.2.5: D-Dimer-Median-Werte der AML Patienten mit Remission

(n = 11) bzw. ohne Erreichen einer kompletten Remission (n = 9) nach erfolgter

Induktionstherapie.

Blau: D-Dimer-Mediane zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme (BE) bei

Diagnosestellung.

Gelb: D-Dimer-Mediane zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme (BE) nach

erfolgter Induktionstherapie.
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Einzelverliufe der D-Dimer-Werte
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Abbildung 3.2.6: Einzelverliufe der D-Dimer Konzentrationen der 20 AML
Patienten zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme bei Diagnosestellung (1) und
zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme nach Induktionstherapie (2).

Obere Abbildung a): Verliufe der Patienten mit kompletter Remission (n=11).
Untere Abbildung b): Verlidufe der Patienten ohne Erreichen einer kompletten

Remission (n=9).
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3.4.  Tissue factor (TF)

Tissue factor zeigt im Verlauf bei der Gruppe der AML Patienten mit Remission
(p = 0,08) und der Gruppe der Patienten ohne Remission (p = 0,6) keinen signifikanten
Unterschied zwischen erster Blutentnahme zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und
zweiter Blutentnahme nach erfolgter Induktionstherapie. In beiden Gruppen zeigt sich
eine fallende Tendenz der Verlaufswerte, die aber unter dem geforderten

Signifikanzniveau bleibt.

Gruppe Median Minimum | Maximum

Patienten mit Remission (n=11)

1. BE 95 0 268
2. BE 41 0 124
Patienten ohne Remission (n=9)

1. BE 59 10 145
2. BE 43 0 348

Tabelle 3.2.4: Tissue factor-Werte (pg/ml) der AML Patienten, die im Verlauf
beobachtet werden konnten. Darunter 11 Patienten mit kompletter Remission bzw.

9 Patienten ohne Erreichen einer kompletten Remission nach Induktionstherapie.
(BE Blutentnahme)
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Tissue factor im Verlauf
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Abbildung 3.2.7: Tissue factor-Median-Werte der AML Patienten mit Remission
(n = 11) bzw. ohne Erreichen einer kompletten Remission (n = 9) nach
Induktionstherapie.

Blau: TF-Mediane zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme (BE) bei
Diagnosestellung.

Gelb: TF-Mediane zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme (BE) nach erfolgter

Induktionstherapie.
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Abbildung 3.2.8: Einzelverliufe der Tissue factor Konzentrationen der AML

Patienten zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme bei Diagnosestellung (1) und

zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme nach erfolgter Induktionstherapie (2).

Obere Abbildung a): Verliufe der Patienten mit kompletter Remission (n=11).

Untere Abbildung b): Verliaufe der Patienten ohne Erreichen einer kompletten

Remission (n=9).
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3.3 Tissue factor Expression der Monozyten

Im Verlauf unserer Studie wurde bei 22 von den bereits dargestellten 52 Patienten mit
Erstdiagnose akute myeloische Leukdmie zusétzlich eine durchfluBzytometrische
Untersuchung durchgefiihrt.

Hierbei wurden die im Blut befindlichen Monozyten auf ihre Tissue-factor Expression
hin untersucht.

Aufgrund der geringen Fallzahl werden diese 22 AML Patienten nicht in die einzelnen
FAB-Klassen unterteilt, sondern als eine Gruppe von AML Patienten der

Kontrollgruppe gegentibergestellt.

Bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie besteht zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung eine erhohte Tissue-factor Expression auf Monozyten. Der Median-
Wert der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) der AML Patienten liegt bei 0,27 im
Gegensatz zu 0,1 der Kontrollgruppe. Diese Differenz ist mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,015 signifikant.

Gruppe Median Minimum | Maximum
Kontrollgruppe  (n=10) 0,1 0,04 0,23
AML-Patienten  (n=22) 0,27 0,01 536

Tabelle 3.3.1: Werte der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) der TF Expression
auf Monozyten der AML Patienten (n = 22) und der Kontrollgruppe (n = 10).
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TF Expression der Monozyten
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Abbildung 3.3.1: Mediane der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) der Tissue
factor Expression auf Monozyten. Dargestellt ist der Median der AML Patienten

(n =22) und der Kontrollgruppe (n = 10).
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3.4 Korrelationen zwischen Gerinnungsaktivierungsmarkern, TF Expression auf

Monozyten und Outcome der AML Patienten.

- Tissue factor - Tissue factor Expression auf Monozyten

Zwischen Tissue factor im Plasma und dem membrangebundenen Tissue factor auf
Monozyten bei AML Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (n=22) besteht
keine Korrelation.

(r=0,25; p=0,29).

- Tissue factor - D-Dimer

Zwischen den beiden Gerinnungsaktivierungsmarkern Tissue factor und D-Dimer
besteht bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (n=52) keine Korrelation.

(r=0,11; p=0,46).

- Tissue factor Expression auf Monozyten - D-Dimer

Zwischen dem Parameter D-Dimer und der TF Expression auf Monozyten besteht bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
(n =22) eine Korrelation.

(r=0,53; p=0,02).
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Gerinnungsaktivierungsmarker - Qutcome des Patienten

Um das Outcome der AML Patienten klassifizieren zu konnen, definierten wir diesen
Parameter in zwei verschiedene Kategorien.

Zunichst wurde das Outcome der AML Patienten entsprechend dem Therapieergebnis
nach erfolgter Induktionstherapie beurteilt, d.h. erreichte der Patient nach erfolgter
Induktionstherapie eine komplette Remission oder war eine weitere Progression des
malignen Geschehens zu verzeichnen (n=20).

Zusitzlich wurde das Outcome der Patienten anhand der Uberlebenszeiten der Patienten
mit akuter myeloischer Leukdmie beurteilt.

Hierzu wurden die Uberlebenszeiten der einzelnen Patienten ab Diagnosestellung bis

zum Versterben bzw. Studienende in Monaten angegeben (n=52).

- D-Dimer - Qutcome

Bei der Betrachtung der D-Dimer Konzentrationen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
und dem Outcome der Patienten besteht keine Korrelation beziiglich des

Therapieerfolges bei AML Patienten (p = 0,7).

Auch in Bezug auf die Uberlebenszeiten kann keine Korrelation zu den D-Dimer
Konzentrationen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der Patienten mit akuter

myeloischer Leukdmie gezeigt werden (p = 0,9).

- Tissue factor - Qutcome

Zwischen den Tissue factor-Werten der Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und dem Therapieerfolg nach Induktionstherapie,

kann kein Zusammenhang hergestellt werden (p=0,13).
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Bei der Betrachtung eines mdglichen Zusammenhangs zwischen der Uberlebenszeit bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukidmie und Tissue factor Konzentration bei

Diagnosestellung findet sich eine positive Korrelation (p = 0,02).

Funktion der Uberlebenszeit
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Abbildung 3.4: Graphische Darstellung der Uberlebenszeit (Monate) der AML
Patienten (n = 52), die im Zeitraum April 1998 bis Dezember 2000 in unserer Studie
untersucht wurden.

+ Zensiert: Patienten bei denen innerhalb des Beobachtungszeitraumes das Kkritische
Ereignis — hier versterben — nicht eingetreten ist.

Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,02 besteht zwischen der Uberlebenszeit der
AML Patienten und der TF Konzentration zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein

signifikanter Zusammenhang.
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4 Diskussion

Das Trousseau‘sche Phdnomen — die Thrombosegefdhrdung von Patienten mit
Malignomen - ist schon lange bekannt [Trousseau 1865]. Nach klinischen Studien liegt
die Haufigkeit thromboembolischer Komplikationen im Rahmen maligner
Erkrankungen bei ca. 11% [Ambrus et. al 1975, Weess et al. 1981, Rickles et al. 1983].
So konnte bereits in fritheren Studien gezeigt werden, dass es bei Patienten mit
Malignomen zu Verdnderungen im Gerinnungssystem kommt. Meist sind diese
Ausdruck einer gesteigerten Gerinnungsaktivierung [Miller et al. 1967, Rickles et al.
1983, Edwards et al. 1987].

Bei Patienten mit Lungenkarzinomen lieBen sich als Ausdruck der subklinischen
Gerinnungsaktivierung in mehreren Studien Thrombin-Antithrombin-Komplex (TAT),
D-Dimer und Tissue factor erhoht nachweisen [Phillips et al. 1959, Slickter und Harker
1974, Yodo und Abe 1981, Rickles et al. 1983].

Auch bei Patienten mit Colorectalen-, Mamma- bzw. Pankreastumoren fanden sich
erhohte Tissue factor Konzentrationen und Aktivierungsmarker der plasmatischen

Gerinnung [Kakkar et al.1995].

Bei Patienten mit Promyelozytenleukdmie (FAB M3) kommt es ebenfalls zu
Verdanderungen der Aktivierungsmarker der Blutgerinnung [Tallman et al. 1992,
Koyama et al. 1994]. Klinisch zeigt sich hdufig das Bild einer lebensbedrohlichen
Blutung. Ob diesem Ereignis initial eine Gerinnungsaktivierung mit anschlieBendem
Faktorenverbrauch und/oder eine Steigerung des fibrinolytischen Systems zugrunde
liegt, bleibt derzeit noch offen [Tallman et al. 1993, Grignani et al. 1994, Hair et al.
1996].

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in der vorliegenden Studie Patienten mit
akuter myeloischer Leukdmie (AML) in Bezug auf Verdnderungen des
prokoagulatorischen bzw. profibrinolytischen Potentials. Bestimmt wurden dazu die
Parameter Quick-Wert, aPTT, Fibrinogen, Antithrombin, die
Gerinnungsaktivierungsmarker D-Dimer, Thrombin-Antithrombin-Komplex und
Prothrombinfragment F1+2 sowie Tissue factor.

Aufgenommen wurden in diese prospektive Studie Patienten mit akuter myeloischer

Leukédmie zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Nach dem ersten Induktionszyklus
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bestimmten wir erneut die Gerinnungsparameter, um eventuelle Verdnderungen — in
Abhéngigkeit vom Verlauf der Erkrankung - zu dokumentieren.
Im Weiteren sollten die Gerinnungsparameter als potentielle Marker fiir den Verlauf

bzw. das Outcome der Erkrankung untersucht werden.

4.1 Quick-Wert, aPTT, Fibrinogen und Antithrombin

1984 untersuchte von Kries et al. Gerinnungsverdnderungen bei Kindern mit akuter
myeloischer Leukdmie unter der Fragestellung, ob Verdnderungen auf einen
Thrombineffekt oder eher auf eine gesteigerte Proteolyse zuriickzufiihren seien.
Zusammenfassend fand er "a variety of coagulation changes... resembling classical

DIC" [von Kries et al. 1984].

Die Ergebnisse unserer Studie ergeben keine statistisch signifikante Veridnderung der
Globaltests Quick-Wert, aPTT, Fibrinogen und Antithrombin bei Patienten mit AML
gegeniiber der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (vgl. Tab. 3.1.1-
3.1.4 und Abb. 3.1.1-3.1.4). Auch widhrend des Krankheitsverlaufs sind keine

signifikanten Verdnderungen der globalen Gerinnungsparameter zu beobachten.

Tendentiell liegen die Mediane der Quick-Werte und der Antithrombin Konzentrationen
der einzelnen FAB-Klassen jeweils niedriger als die Mediane der Kontrollgruppe (vgl.
Tab. 3.1.1 u. 3.1.4). Die aPTT- und Fibrinogen-Mediane der AML Patienten tendieren
hingegen zu erhohten Werten im Vergleich zur Kontrollgruppe (vgl. Tab. 3.1.2 u.
3.1.3).

Diese Daten decken sich ansatzweise mit den Ergebnissen einer Studie von Nakasaki et
al., die Gerinnungsveridnderungen von Patienten mit akuter promyelozytirer Leukdmie
(FAB M3) bei Diagnosestellung und einer zweiten Gruppe - mit einem Rezidiv der
Erkrankung - im Vergleich zu Normalprobanden untersuchte.

Bei Patienten mit Erstdiagnose einer akuten promyelozytiren Leukémie fand er

signifikant erniedrigte Quick-Werte, verlingerte aPTT-Zeiten und leicht erniedrigte
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Antithrombin Konzentrationen [Nakasaki et al. 2000]. Tendentiell sind unsere
Ergebnisse entsprechend.

Unterschiedlich zu unserer Studie ist die von Nakasaki et al. gefundene signifikante
Erniedrigung der Fibrinogenwerte bei Patienten mit akuter promyelozytirer Leukdmie
im Vergleich zu Normalprobanden. Hier zeigen unsere Werte der AML Patienten eher
eine Tendenz zu erhohten Konzentrationen.

Nakasaki et al. deuteten diese Hypofibrinogendmie - in Kombination mit der Erh6hung
der globalen Gerinnungsparameter - als eventuell vorkommende Hyperfibrinolyse in
frithen Stadien der Erkrankung. Da sich die angegebene Studie von Nakasaki et al.
ausschlieBlich auf Patienten mit einer akuten promyelozytiren Leukdmie (FAB-Klasse
M3) bezieht, welche klinisch sehr hdufig mit dem fulminanten Bild einer disseminierten
intravasalen Gerinnung einhergeht, konnte eine Hypofibrinogendmie durch gesteigerten

Verbrauch bedingt sein.

4.2 Prothrombinfragment F1+2 und Thrombin-Antithrombin-Komplex

Higuchi et al. und Nakasaki et al. fanden bei ihren Studien signifikant erhdhte
Thrombin-Antithrombin-Komplex  Konzentrationen bei Patienten mit akuter
promyelozytirer Leukdmie und werteten dies als Ausdruck einer gesteigerten
Gerinnungsaktivierung im Initialstadium der Erkrankung [Higuchi et al. 1997, Nakasaki
et al. 2000].

Unsere Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass es bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie zu  Verdnderungen im  Héimostasesystem im  Sinne  einer
Gerinnungsaktivierung kommt.

Prothrombinfragment F1+2 ist in unserer Studie bei AML Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung - im Vergleich zu Normalprobanden - signifikant erhoht.
Thrombin-Antithrombin-Komplex ist nicht signifikant erhoht. Ein Trend zu erhohten
TAT-Werten ist in allen FAB-Klassen der AML Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu beobachten (vgl. Tab. 3.1.5 u. 3.1.6).
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Deutlicher zeigt sich die initiale Erhohung der Parameter Prothrombinfragment F1+2
und Thrombin-Antithrombin-Komplex in der Verlaufsbeobachtung bei AML Patienten
mit kompletter Remission. Hier fallen die Werte von F1+2 und TAT zum Zeitpunkt der
zweiten Blutentnahme auf signifikant niedrigere Werte - im Vergleich zu den
Ausgangswerten - ab. Bei Patienten, die nach dem ersten Induktionszyklus keine
komplette Remission erlangten, bleiben die Werte anndhernd gleich oder steigen

tendentiell an (vgl. Tab. 3.2.1 u. 3.2.2; Abb. 3.2.1,3.2.2 bzw. 3.2.3,3.2.4).

Bauer und Rosenberg untersuchten im Jahr 1984 Patienten mit akuter promyelozytérer
Leukdmie (APL) und akuter nonlymphozytirer Leukdmie (ANLL) hinsichtlich
Veranderungen ihrer Gerinnungsaktivitit vor und wihrend zytotoxischer Therapie.

In beiden Patientengruppen konnten erhéhte Prothrombinfragment F1+2 und Thrombin-
Antithrombin-Komplex-Werte zu Beginn der Erkrankung beobachtet werden.

In der APL-Gruppe "...the magnitude of the elevations was considerably greater..." als
in der ANLL-Gruppe [Bauer und Rosenberg1984].

Bauer und Rosenberg deuteten dies als Hinweis dafiir, dass bei Patienten mit akuter
promyelozytirer Leukdmie (APL) und akuter nonlymphozytirer Leukdmie (ANLL)

grof3e Mengen von Thrombin generiert werden.

Wihrend zytotoxischer Therapie zeigte sich in der Studie von Bauer und Rosenberg
eine Zunahme der Gerinnungsaktivierungsmarker im Vergleich zu den

Ausgangswerten.

In unserer Studie zeigen die Verlaufswerte bei AML Patienten mit Remission - im
Vergleich zu den Ausgangswerten - signifikant niedrigere Prothrombinfragment F1+2
und Thrombin-Antithrombin-Komplex Konzentrationen.

Patienten, die nach erfolgter Induktionstherapie keine Remission erlangten, zeigen
dagegen ebenfalls tendentiell erhohte F1+2- und TAT-Werte (vgl. Tab. 3.2.1 u. 3.2.2;
Abb.3.2.1,3.2.2und 3.2.3,3.2.4).

Dieser Verlauf erreicht keine statistische Signifikanz, deckt sich jedoch mit den
Ergebnissen von Bauer und Rosenberg. In deren Studie wurden die Verlaufswerte unter
laufender Zytostase erhoben. Der Krankheits- bzw. Remissionsstatus, in dem sich die

Patienten von Bauer und Rosenberg zu den Abnahmezeitpunkten befanden, entspricht
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in unserer Studie den AML-Patienten ohne Remission. Dies deutet darauf hin, dass die

Krankheitsaktivitdt eng mit gesteigerter Gerinnungsaktivitét vergesellschaftet ist.

4.3 D-Dimer

D-Dimere sind Marker des fibrinolytischen Systems und entstehen, wenn
quervernetztes Fibrin durch Plasmin abgebaut wird.

Klinische Relevanz erlangte D-Dimer als Marker in Zusammenhang mit der Diagnostik
von tiefen Beinvenenthrombosen und Lungenembolien [Chapman et al. 1990, D’ Angelo
et al. 1996].

Auch andere Erkrankungen werden mit erhdhten D-Dimer-Werten in Verbindung
gebracht, so z.B. akute Pankreatitis [Salomone et al. 2003], maligne Tumore [Nijziel et
al. 2000], akute Leukdmie [Valesco et al. 1992, Watanabe et al. 1997, Weltermann et al.
1998, Chojnowski et al. 1999].

Bei akuten Leukdmien - die mit Gerinnungs- und Fibrinolyseaktivierung einhergehen -
stellt sich die Frage, ob die initiale Verdnderung eine Aktivierung des plasmatischen

Gerinnungssystems oder des fibrinolytischen Systems ist.

Valesco et al. fanden 1992 in seiner Studie bei Patienten mit akuter
nonlymphoblastischer Leukdmie (ANLL) signifikant erhohte Thrombin-Antithrombin-
Komplex- und D-Dimer Werte vor Therapiebeginn. Patienten mit klinischen Zeichen
einer disseminierten intravasalen Gerinnung im Initialstadium der Leukdmie zeigten
hohere TAT- und D-Dimer-Werte als Patienten ohne Zeichen einer DIC.

Desweiteren konnte bei Patienten mit DIC eine positive Korrelation zwischen
Thrombin-Antithrombin-Komplex- und D-Dimer-Werten beobachtet werden.

Die Verlaufswerte von TAT und D-Dimer, abgenommen am zweiten Tag der
Chemotherapie, zeigten eine deutliche Zunahme.

n

Valesco deutete die Ergebnisse als "...strongly suggest a hypercoagulable state with

secondary activation of fibrinolysis..." [Valesco et al. 1992].

Chojnowski et al. stellten bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) und

akuter lymphozytirer Leukdmie (ALL) ebenfalls deutlich erhohte Thrombin-
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Antithrombin-Komplex- und D-Dimer-Werte fest. Die hochsten Werte fanden sie bei
Patienten mit AML FAB-Klasse M3.

Unter Therapie zeigten sich ebenfalls erhohte Werte. Nach Chemotherapie waren bei
Patienten mit kompletter Remission TAT- und D-Dimer-Werte wieder im
Normalbereich. Bei neun der zwolf Patienten ohne komplette Remission waren
weiterhin erhohte Werte festzustellen. Drei der zwolf Patienten ohne Remission zeigten

- ohne erkennbare Ursache - ebenfalls wieder Normalwerte [Chojnowski et al. 1999].

Unsere Ergebnisse decken sich weitgehend mit der Studie von Chojnowski et al..

Wir kénnen - wie bereits aufgefiihrt - hinsichtlich der TAT Konzentrationen bei
Diagnosestellung lediglich tendentiell erhohte Werte beobachten (vgl. Tab. 3.1.5 und
Abb. 3.1.5).

In Bezug auf D-Dimer sind in allen FAB-Klassen der AML Patienten - zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung - signifikant erhohte Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachzuweisen. Die Mediane der FAB-Klassen M1, M2 und M4 liegen dabei bis um das
Sechsfache iiber dem Median der Kontrollgruppe (vgl. Tab. 3.1.7 und Abb. 3.1.7).

Entsprechend unseren Ergebnissen besteht im Verlauf ein Zusammenhang zwischen
Krankheitsaktivitdt und Gerinnungsaktivitét.

Bei Patienten mit kompletter Remission fallen die D-Dimer Konzentrationen zum
Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme signifikant unter die der Ausgangswerte ab. Bei
Patienten ohne Remission nach erfolgter Induktionstherapie bleiben die Verlaufswerte

von D-Dimer nahezu identisch (vgl. Tab. 3.2.3 und Abb. 3.2.5, 3.2.6).

Unsere Ergebnisse decken sich weitgehend mit den Studien von Chojnowski et al. und
Cielinska et al. [Chojnowski et al. 1999, Cielinska et al. 2000].

In beiden Studien konnte ein deutlicher Abfall der D-Dimer Konzentrationen im
Zustand kompletter Remission beobachtet werden. Bei Progression der Erkrankung
oder Riickfall bzw. Rezidiv fanden Cielinska et al. in ihrer Studie wieder steigende D-
Dimer-Werte [Cielinska et al. 2000].

Ein enger Zusammenhang zwischen D-Dimer und der Krankheitsaktivitit einer akuten

Leukdmie scheint somit zu bestehen.
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Nach unseren Ergebnissen zeigt sich keine Korrelation zwischen D-Dimer und dem
Outcome bzw. der Uberlebenszeit der AML Patienten.

Einen direkten Zusammenhang zwischen D-Dimer und Uberlebenszeiten fanden
Taguchi et al. bei Patienten mit Bronchialkarzinom.

Patienten mit geringeren D-Dimer-Ausgangswerten hatten laut ihrer Studie eine
deutlich lingere Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten mit hdheren D-Dimer-
Ausgangswerten, unabhingig von dem klinischen Stadium der Erkrankung, dem

histologischen Typ, performance status und Tumorgrofe [Taguchi et al.1997].

4.4 Tissue factor

Da Tissue factor (TF) als Hauptaktivator des plasmatischen Gerinnungssystems gilt,
kommt ihm bei der Untersuchung gesteigerter Gerinnungsaktivierung bzw.
disseminierter intravasaler Gerinnung eine bedeutende Rolle zu.

Diverse Studien zeigen erhdhte Tissue factor Konzentrationen bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie [Naitoh et al. 1994, Andoh et al. 1987, Tanaka und Yamanishi
1993, Nakasaki et al. 2000].

Im Jahre 1993 untersuchten Tanaka et al. Tissue factor-Aktivitit auf intakten Zellen und
Zelllysaten, sowie Tissue factor-Antigen auf intakten Zelloberflachen. Sie fanden bei
Patienten mit akuter myeloischer und akuter lymphatischer Leukdmie deutlich erhéhte
Werte [Tanaka et al. 1993].

Ebenso fanden Nakasaki et al. erhohte Tissue factor-Antigenmengen und Tisue factor-
Aktivitdt bei AML Patienten FAB-Klasse M3 im Gegensatz zu gesunden Probanden
[Nakasaki et al. 2000].

In unserer Studie zeigt sich keine signifikant erhohte TF-Plasmakonzentration bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die TF-
Mediane der Ausgangswerte sind — im Vergleich zur Kontrollgruppe — tendentiell

erhoht (vgl. Tab. 3.1.8 und Abb. 3.1.8).
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Ebenfalls keinen signifikanten Unterschied beziiglich der Tissue factor Konzentration

bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie fand Radziwon et al..

In ihrer Studie wurde Tissue factor (TF) und Tissue factor pathway inhibitor (TFPI) bei
Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie (AML), chronisch myeloischer Leukdmie
(CML), chronisch lymphatischer Leukdmie (CLL) sowie bei Patienten mit malignen

Melanomen untersucht.

Keine der Patientengruppen zeigte eine signifikant erhdhte Tissue factor Konzentration

bzw. TF Aktivitdt [Radziwon et al. 2002].

Die differierenden Ergebnisse in den einzelnen Studien resultieren mdglicherweise aus
den unterschiedlichen Verfahren, mit denen die Tissue factor Konzentration bzw. die

Tissue factor Aktivitiat bestimmt wurde.

Direkte Vergleiche der einzelnen Studien sind aufgrund unterschiedlicher MeB3grof3en
und -methoden fiir Tissue factor schwierig. Ebenfalls existiert bis dato kein

standardisierter Referenzbereich fur Tissue factor.

In unserer Verlaufsbeobachtung zeigt sich bei Patienten mit kompletter Remission zum
Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme ein Trend zu niedrigeren Tissue factor-Werten im

Vergleich zu den Ausganswerten (vgl. Tab. 3.2.4 und Abb. 3.2.7, 3.2.8).

Auch wenn dieser Trend keine statistische Signifikanz erreicht, so 16t er doch einen
moglichen  Zusammenhang  zwischen  Tissue factor Konzentration und

Erkrankungsaktivitit vermuten.

Tissue factor Expression auf Monozyten

Bei der durchfluBzytometrischen Untersuchung der Tissue factor Expression von
Monozyten (CD 14) finden wir bei Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung signifikant erhohte Werte im Vergleich zu

Normalprobanden.
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Der Median der mittleren Floureszenzintensitit (MFI) als Ausdruck der TF-Expression
liegt deutlich iiber dem MFI-Median der Kontrollgruppe (vgl. Tab. 3.3.1 und Abb.
3.3.1).

Wie zuvor erwihnt, sind Monozyten unter bestimmten Bedingungen in der Lage, Tissue
factor auf ihrer Zelloberfldche zu exprimieren.

Potentielle Ausloser dieser transienten Expression sind u.a. Endotoxine, verschiedene
Cytokine, C-reaktives Protein und maligne Zellen [Bevilacqua et al. 1986, Cermak et al.

1993, Lorenzet et al. 1998].

Bereits 1991 fanden Kubota et al. auf leukdmischen Kulturzellen deutlich erhohte

Tissue factor-Antigen Konzentration und Tissue factor-Aktivitdt [Kubota et al.1991].

Studien von Lopez-Pedrera et al. und Oelschligel et al. zeigen, dass bei AML Patienten
erhohte TF-Expression auf den unreifen Blasten (CD34) nachweisbar ist [Lopez-
Pedrera et al. 2001, Oehlschlaegel et al. 2003].

Maligne Zellen, wie hier die transformierten Blasten, sind dementsprechend ebenfalls in

der Lage, Tissue factor zu exprimieren.

Die Expression von Tissue factor auf Monozyten stellt somit nur einen Beitrag zur
gesamten Tissue factor Aktivitdt im Rahmen maligner Erkrankungen dar. Um Einblick
in die komplexen Interaktionen auf zellulirer Ebene im Rahmen der
Gerinnungsaktivierung zu bekommen, miissten zusétzlich andere Zellreihen beziiglich

der Tissue factor Expression untersucht werden.

TF als moglicher prognostischer Faktor

Unsere Studie zeigt eine positive Korrelation zwischen Tissue factor Konzentrationen
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und der Uberlebenszeit von Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie.

In einer Studie von Ueno et al., bei der Patientinnen mit Mammakarzinom beziiglich der
Tissue factor Konzentration untersucht wurden, zeigte sich ebenfalls eine Korrelation
zwischen Tissue factor Konzentration und der Uberlebenswahrscheinlichkeit der

Patientinnen.
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Ueno beobachtete, dass Patientinnen, die als "TF-negativ" galten, im weiteren

Krankheitsverlauf vorerst keine Lebermetastasen entwickelten [Ueno et al. 2000].

Lebermetastasen gelten im Zusammenhang mit Mammakarzinom als prognostisch

ungiinstiger Faktor fiir das Outcome der Patienten/innen [Yamamoto et al. 1998].

Wie bereits 1994 von Zhang beschrieben, kommt dem TF eine bedeutende Rolle in

Bezug auf Tumorangiogenese und Metastasierung zu [Zhang et al. 1994].

Beide Prozesse - Tumorangiogenese und Metastasierung - beeinflussen die Progredienz
der Erkrankung und somit das Outcome der Patienten mit soliden Tumoren sowie

hdmatologischen Neoplasien [Dammacco et al. 2000].

Ebenfalls wurde beschrieben, dass Tissue factor Expression auf Tumorzellen positiv mit
dem Grad der Malignitdt in Gliom- und Pankreastumorzellen korreliert [Kakkar et al.
1995, Hamada et al. 1996].

Auch dieser Erklarungsansatz konnte, neben der gesteigerten Metastasierungsrate, fiir

das schlechtere Outcome der Patienten mit hoheren TF-Werten verantwortlich sein.

Vor diesem Hintergrund muss Tissue factor als prognostischer Marker fiir die
Uberlebenszeit von Patienten mit akuter myeloischer Leukéimie diskutiert werden.

Breiter angelegte Studien sollten hier weitere Ergebnisse liefern.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie haben ein deutlich erhdhtes Risiko,
lebensbedrohliche Blutungskomplikationen zu erleiden. Tiefgreifende Verdnderungen
des Gerinnungssystems im Rahmen akuter Leukdmien sind beschrieben.

Auch wir konnten Gerinnungsverinderungen bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie nachweisen — insbesondere erhdhte Gerinnungsaktivierungsparameter.
Erhohte D-Dimer Konzentrationen im Initialstadium der Erkrankung lassen auf eine
gesteigerte fibrinolytische Aktivitdt im Gegensatz zu einer malig gesteigerten
plasmatischen Gerinnungsaktivierung - bei Patienten mit akuter myeloischer Leukémie
- schlieen.

Bei AML Patienten mit kompletter Remission nach Induktionstherapie zeigt sich eine
Normalisierung von Gerinnungsaktivierungsparametern, Tissue factor und D-Dimer im
Vergleich zu AML Patienten, die keine komplette Remission erreichten.

Die Gerinnungs- und Fibrinolyseaktivitit scheint somit eng mit der Aktivitdt der
Erkrankung verkniipft zu sein.

Die positive Korrelation zwischen Tissue factor und Uberlebenszeit der AML Patienten
weist darauf hin, dass das Ausmal} der Tissue factor Erh6hung als prognostischer Faktor

bei Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie verwendet werden kann.
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6 Conclusion

Patients with acute myelogenous leukemia have a significant higher risk of suffering
from life-threatening hemorragic diathesis. Fundamental hemostatic disorders are well
known in the course of acute leukemias.

We also could proove changes in coagulation for patients with acute leukemia —
especially enhanced parameters indicating activation of coagulation.

Increased D-Dimer levels in initial onset of the disease indicate an elevated fibrinolytic
activation in the contrary of a moderate increased coagulation activation for patients
with acute myelogenous leukemia.

After zytotoxic treatment patients with a complete remission show a normalization of
coagulation activation markers, Tissue factor and D-Dimer in comparison to patients
who did not reach complete remission.

It seems that activation of coagulation and activation of fibrinolysis are closely
connected with the activity of the disease.

The positive correlation between plasma Tissue factor and survival time of AML
patients point out, that the altitude of the Tissue factor level might be useful for

pedicting the clinical outcome in patients with acute myelogenous leukemia.
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7 Ausblick

Als Hauptaktivator des Gerinnungssystems spielt Tissue factor eine wichtige Rolle bei
Tumorpatienten und Patienten mit hématologischen Neoplasien. Nach unseren
Ergebnissen existieren Zusammenhinge zwischen Gerinnungs- und Krankheitsaktivitéit
bzw. Remissionsstatus bei Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie. Dennoch hat
sich bisher noch keine gerinnungsspezifische Therapie bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie etablieren konnen. Weitere Studien sind noétig, um die
komplexen Interaktionen zwischen Gerinnungssystem und Tumor- bzw. Leukédmiezelle

zu beleuchten.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

a aktivierter Faktor

Abb. Abbildung

AML akute myeloische Leukdmie
ANLL akute nichtlymphozytéire Leukdmie
APL akute promyelozytire Leukdmie
aPTT aktivierte Partielle Thromboplastinzeit
AT Antithrombin

BE Blutentnahmen

BP Basenpaare

bzw. beziehungsweise

Cat++ Calciumionen

CD Cluster of differentiation

CLL chronisch lymphatische Leukidmie
CML chronisch myeloische Leukédmie
CR komplette Remission

D Dalton

d.h. das heif3t

DIC disseminierte intravasale Gerinnung
et al. et alii (und andere)

F Faktor

FAB French American British Group
FITC Fluorescein

FSP/FDP Fibrinspaltprodukte

F1+2 Prothrombinfragment F1+2

Hb Hiamoglobin

INR Internationale Normalisierte Ratio
k Kilo

m ménnlich

MFI Mittlere Flourenszenzintensitat
MG Molekulargewicht

n Anzahl

nm Nanometer

p Irrtumswahrscheinlichkeit

PC Protein C

PE Phycoerythrin

POD Peroxidase

PS Protein S

S Standardabweichung

sec. Sekunden

s.0. sieche oben

Tab. Tabelle

TAT Thrombin-Antithrombin-Komplex
TF Tissue factor

TFPI Tissue factor pathway inhibitor
TPZ Thromboplastinzeit

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

t-PA tissue-Plasminogen-Aktivator

u.a.

unter anderem



u-PA
vgl.

z.B.

urokinase-Plasminogen-Aktivator
vergleiche

weiblich

zum Beispiel
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