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Kurzzusammenfassung

Diese Arbeit beschéaftigt sich mit oxidativen Veranderungen des Albumins, hier
im speziellen des Cysteinrestes der 34. Aminosaure, und dem Vorkommen von
Malondialdehyd bei Patientinnen mit akuter myeloischer Leukamie (AML). Es
soll geklart werden, ob Personen mit AML vermehrt Zeichen des oxidativen
Stresses im peripheren venésem Blut aufweisen. Hierzu wurde ein prospektives
Studiendesign nach dem Konzept einer Kohortenstudie gewahlt, um der niedri-

gen Pavalenz der AML gerecht zu werden.

Um die so gewonnenen Daten besser interpretieren zu kdnnen wurden die mit
zusatzlichen klinischen Labordaten verkntpft. Somit lassen sich statistische Zu-

sammenhange besser verstehen und einschétzen.

Es zeigt sich, dass sich ein positiver Zusammenhang zwischen der AML und
den hier verwendeten Parametern flr den oxidativen Stress signifikant verneint
werden kann. Damit wird der durch die Literatur gestttzten Hypothese des ver-
mehrten oxidativen Stresses bei Patieninnen mit AML widersprochen.

Abstract

This thesis is about oxidative modifications of Albumin, in particular of the 34.
Cystein residue, as well as the concentration of Malondialdehyde in peripheral
venous blood in patientes with acute myeloid leukemia (AML). We try to answer
the question of elevated oxidative stress in these patients. In order to achive
this, we used the method of a cohort study, because the prevalence of AML is
low. To interpret the data, we accumulate our data sets with clinical laboratory

values.

In the end it showes up, that there is significant evidance to falsify a connection

between AML and oxidative stress.



Allgemeine Grundlagen

Aufbau und Funktionen des Albumins

Albumin ist ein Protein, das in unterschiedlichen Kdrperflissigkeiten vorkommt
und dort diverse Funktionen tbernimmt. Es kommt unter anderem im Blut[1], Li-

quor cerebrospinalis[1], Glaskorper, Harn[1], Fruchtwasser und Aszites vor.

Albumin ist das, in molaren Anteilen betrachtet, haufigste Protein des humanen
Blutplasmas und Serums und ebenso das wichtigste Transportprotein.[1] Es hat
ein Gewicht von 66 438,41 Dalton (Da)[1][2] und besteht aus 585 bis 609 Ami-
nosauren[3]. Das Protein ist im Genom auf Chromosom 4 Locus g13.3[4] oder
g1l - q13[3] lokalisiert.

Albumin wird im erwachsenen Menschen nur in der Leber produziert und tber
verschiedenste Wege abgebaut. Fir den Abbau sind die Nieren, die Leber, die
inneren Organe (vor allem Gastrointestinaltrakt und Milz), sowie Muskelgewebe
und Haut verantwortlich. [2]

Albumin Ubernimmt im Blut vielfaltige Funktionen. Unter anderem ist es essenti-
ell fur die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks, Bindung und
Transport von Metaboliten, Metallionen, Bilirubin, freien Fettsduren, Phosphlipi-
den, Aminoséauren, Hormonen und Medikamenten. [1] Ebenso hat es eine anti-

oxidative Wirkung. [1]

In der Proteinsequenz von Albumin kommt 35 mal die Aminosdure Cystein
(CYS) vor. 34 dieser Cysteinreste sind mittels einer Disulfidbricke untereinan-
der gepaart. Nur der Cysteinrest der 34. Aminosaure (CYS34) besitzt eine end-
standige Thiolgruppe (-SH), die durch verschiedenste Verbindungen verandert

werden kann.[5]

Die Aminoséure Cystein

Unter den 20 proteinogenen Aminosauren enthalten nur Methionin und Cystein
ein Schwefelatom. Alle anderen Aminosauren dieser Gruppe bestehen aus-
schlie3lich aus den Elementen Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff und Wasser-
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stoff. Die Aminosaure Cystein ist fir oxidative Veréanderung viel interessanter
als Methionin, weil hier das Schwefelatom endsténdig ist und nicht durch eine
-CH3 Gruppe abgeschirmt wird. Auch hat das Schwefelatom von Methionin die
Oxidationszahl 0, wodurch es fur Substitutionsreaktionen wesentlich schlechter
geeignet ist. (siehe Abbildung 1)

i I
HS//‘NM//JKMOH HSe//K\T//L&“OH

l

NH, NH,

I

l l

NH, NH

Abbildung 1: oben links: Cystein; oben rechts: Selenocystein; unten links: Homo-
cystein; unten rechts: Methionin

Von der Aminosaure Cystein existieren verschiedene Abkdmmlinge. So kommt
Seleno-Cystein vor, bei dem der Schwefel durch das Element Selen substituiert
wurde. Dies ist mdglich, weil Selen in der gleichen Hauptgruppe steht wie
Schwefel und somit Uber die gleiche Anzahl von Valenzelektronen verfligt. Da-
durch sind Selen und Schwefel chemisch sehr &hnlich. Ein weiterer Abkémm-
ling von Cystein ist die Aminosaure Homocystein, die frei oder als posttransla-
tionale Modifikation in Proteinen vorkommt.[6] Hierbei handelt es sich um eine
oxidative Modifikation, da durch die Substitution des Wasserstoffes der -SH
Gruppe mit einer -CH; Gruppe die Oxidationszahl des Schwefels von -1 auf O

zunimmt.[6]

Fur Cystein besteht noch eine andere, physiologisch sehr wichtige, Form der
oxidativen Modifikation: die Disulfidbriickenbindung. Hierbei kommt es zu einer
Kondensation zweier -SH Gruppen zu einer -S-S- Bindung. Diese ist unter an-
derem aufgrund der neutralen Ladung (Oxidationzahl 0) der beiden Schwefela-

tome sehr stabil.



Grundlagen des oxidativen Stress

Was ist oxidativer Stress

Oxidativer Stress fasst alle nicht physiologisch regulierten oxidativen Verande-
rungen an allen Arten von Biomolekilen zusammen.[7] Hier von klar zu unter-
scheiden sind regulierte oxidative Prozesse wie sie zum Beispiel in der Signal-
transduktion[8], ATP-Bereitstellung [9][7] oder in der Immunabwehr[10] vorkom-
men. Gleichwohl kénnen diese Prozesse auch als Quelle fir oxidativen Stress
dienen.[7]

Ein wesentliches Merkmal flr oxidativen Stress ist ein Ungleichgewicht zwi-
schen der Produktion von ROS und antioxidativ wirkenden Verbindungen oder
Enzymen. Hier flr gibt es zwei Mdglichkeiten: zum einen eine erhthte ROS-
Produktion und zum anderen eine verminderte Produktion beziehungsweise

Aufnahme antioxidativ wirkender Verbindungen und Enzyme. [11]

Oxidative Veranderungen sind alle chemischen Reaktionen die eine Redox-
Reaktion beinhalten, also eine Elektronenabgabe und eine Elektronenaufnah-
me. Wichtig ist, dass Sauerstoff nicht der einzig mdgliche Reaktionspartner ist,

allerdings sehr haufig beteiligt ist. [12]

Es gibt eine Vielzahl von Molekulen die oxidative Modifikationen verursachen
oder Ubermitteln kénnen. Fir biochemische Prozesse sind hierbei vor allem die
Folgeden zu nennen: Wasserstoffperoxid (H.O,), diverse Radikale des Sauer-
stoffs, wie zum Beispiel das Hydroxyldradikal (HO™), das Superoxidradikal (O
-), das protonierte Superoxidradikal (HOO-) und nicht gebundener Sauerstoff

(Oy) in wassriger Lésung. [7]

Radikale haben die besondere Eigenschaft, dass sie mindestens ein nicht-paa-
rig gebundenes, also einfaches, Elektron besitzen und somit mit vielen, an
sonst stabilen, Verbindungen eine Reaktion eingehen kdnnen.[13] Beachtens-
wert ist, dass ein Endprodukt einer solchen radikalischen Reaktion ebenfalls ein
Radikal sein muss, wenn eine ungerade Anzahl an radikalischen Elektronen be-

teiligt ist. Dies liegt darin begrindet, dass das ungepaarte Elektron nur mit ei-



nem anderen ungepaarten Elektron eine Paarung eingehen kann. [13] Auf die-
ses Art und Weise kann die radikalische Eigenschaft einer Verbindung Uber vie-

le Reaktionen hinweg weitergegeben werden.

Wie entsteht oxidativer Stress

Alle jene chemischen Verbindungen die oxidative Veranderungen im Korper
verursachen, kénnen auf sehr unterschiedliche Art und Weise entstehen. Hier-
bei spielen Prozesse, in denen oxidierende Verbindungen physiologisch und
kontrolliert genutzt werden eine wichtige Rolle. So kénnen Superoxidradikale
aus dem Cytochrom-P.s, Stoffwechsel entstehen. [7] Bei diesen Prozess wird
ein Sauerstoffmolekl reduziert, indem ihm ein Elektron spontan von einem Chi-

non-Molekul Gbertragen wird.[14]

Granulozyten sind in der Lage Wasserstoffperoxid zu bilden, indem zwei Super-
oxidradikale (O.:) und zwei Protonen in einer disproportionierenden Reaktion
umgesetzt werden. Das Enzym Superoxiddismutas (SOD) katalysiert diese Re-
aktion: [14][15]

20, + 2H" - O; + H0:.

Die Reaktion der SOD kann aber auch dazu genutzt werden, Superoxidradikale
in weniger langlebigereres und damit weniger gefahliches Wasserstoffperoxid
umzuwandeln. Die SOD kann somit auch als ein Enzym angesehen werden,
welches oxidativen Stress vermindert. Auf diese Ambivalenz von Mechanismen

des oxidativen Stresses wird in spateren Kapiteln genauer eingegangen.

Wie oben schon erwahnt wird die radikalische Eigenschaft einer Verbindung in
einer Reaktion weiter gegeben, wenn eine ungerade Anzahl ungepaarter Elek-
tronen beteiligt ist. Auf diese Art und Weise entstehen ganze Netzwerke aus
verschiedensten Reaktionen in denen immer wieder radikalische Verbindungen

entstehen und verbraucht werden.

Zwei sehr wichtige Reaktionen die in diesem Rahmen stattfinden sind die Fen-
ton-Reaktion [16] (es werden fiir die Ubersichtkeit mehrere Reaktionen sum-

miert)



Fe* + H,0; - Fe’*+ -OH + OH"
Fe’* + H.0; - Fe’* + O« +2H

und die Haber-Weiss-Raktion [16]
H.O; + Oy i e O,+-OH+ OH".

Wie man eindeutig sieht sind beide Reaktionen nicht klar voneinander trennbatr,
da sie viele Uberschneidungen in den Ausgangsstoffen und Endprodukten ha-
ben. Ebenfalls sehr wichtig ist, dass die Fenton-Reaktion durch Ubergangsme-
tallionen katalysiert wird. Hierbei ist es nicht entscheidend, ob es sich um Eisen-
lonen handelt. Es ist alleinig wichtig, ob es ein korrespondierendes lonenpaar
mit eine Oxidationsstufe Unterschied gibt, dass die Funktion des Elektronen-
transporters tibernehmen kann. Dies trifft auf eine ganze Reihe von Ubergangs-

metallionen zu.

Wie oben schon angedeutet spielen Ubergangsmetallionen bei Redox-Reaktio-
nen in physiologischer Umgebung eine entscheidende Rolle als Katalysatoren.
Allen voran ist nattirlich das lonenpaar Fe?* / Fe** zu nennen, da es mengenma-

Big im menschlichen Kérper sehr haufig ist.

Als zusatzliche Quelle fur Sauerstoffradikale, insbesondere Superoxidradikale,
ist die NADPH-Oxidase (NOX) zu nennen. [17][18] Diese Familie von Enzymen
katalysiert die Reduktion von freiem O, zu Superoxid (O,-) unter dem Ver-
brauch von NADPH als Elektronenquelle. [17] Sie kommen in den verschie-
densten Zellen von Saugetieren in unterschiedlichen Zellkompartimenten vor
und Ubernehmen dabei verschiedenste Aufgaben[17]. Dazu gehdren Zellen der
Immunabwehr, regulatorische Funktionen in der Entwicklung des Innenohrs[19],
die Funktion der Schilddriise[20] und viele andere. [17]

Eine wichtige Quelle fur intrazellulare ROS stellen die Mitochondrien dar. [15]
Schatzungsweise wird ein Prozent des in den Mitochondrien umgesetzten Sau-
erstoffs in ROS (vor allem Superoxid) umgewandelt. [21] Die so entstandenen
ROS koénnen sich in ihrer Wirkung und Funktion unterscheiden. Ausschlagge-
bend hierfir ist vor allem ihr Entstehungsort (Komplex I, Il oder 1ll). Vor allem
Komplex 11I-ROS nehmen regulatorischen Einfluss auf die Zelle. [15][22]
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Abbildung 2: Tautomere Grenzstrukturen von MDA
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Oxidative Modifikationen des Cysteins

Wie einleitend schon erwahnt, kann die freie Thiolgruppe des Cysteinrestes 34
oxditert werden. Dies ist durch verschiedene Verbindungen und unterschiedli-
che Umgebungsbedingungen mdglich. (siehe Seite 8 ff). Durch die fir diese Ar-
beit verwendete Methode der High Performance Liquid Chromatographie
(HPLC) kénnen drei verschiedene Gruppen von oxidativen Zustanden des Cy-
steinrestes unterschieden werden. Auf diese Trennung wird in spateren Kapiteln

(siehe Seite 18) genauer eingegangen.

I i i
Hs” " oH R/S\S/\‘AOH T/\‘)kOH

l

(a) (b) (c)
0 0
\ﬁ ‘ OH %|—o ‘ OH
0 NH, HO NH,

(d) (e)
Abbildung 3: Oxidative Modifikationen des Cysetinrestes. (a) Cystein ohne Modifikation, (b)
Disulfidbriickenbindung zu einem beliebigen Rest, (c) Sulfensére, (d) Sulfinséure, (e)
Sulfonséure

Abbildung 3 zeigt die Strukturen der haufigsten oxidativen Modifikationen des
Cysteins. Vor allem die Disulfidbriickenbindung (b) hat phyisologisch eine wich-
tige Bedeutung bei der Ausbildung der Sekundar- und Tertiarstruktur von Protei-
nen.

Oxidative Veranderungen von CYS 34 in humanem Serumalbumin stellen einen

Marker fUr oxidativen Stress dar. Es konnte gezeigt werden, dass dies bei ver-
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schiedenen Erkrankungen der Fall ist; als Beispiel ist hier das akute nach chro-

nischem Leberversagen (acute-on-chrinic liver failure [ACLF]) zu nennen. [23]

Malondialdehyd (MDA)

Die Verbindung Malondialdehyd (MDA) (Strukturformeln in Abbildung 2) ent-
steht bei der Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren und stellt somit einen
Marker fur die Lipidperoxidation dar. [16] Hier bietet MDA den Vorteil, dass
durch ein Radikal, in Folge einer Kettenreaktion, mehrere Molekile MDA entste-

hen kénnen, wodurch sich die Sensitivitat gegentber ROS erhoht.

Fur die Entstehung von MDA gibt es mehrere Ansatze, denen gemein ist, dass

die mehrfach ungesattigten Fettsauren aus der Zellmembran stammen. [11]

Als weiterer Parameter sind Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen (TBARS) zu
nennen. Diese sind, wie der Name schon andeutet, unspezifisch und werden
deshalb nicht mehr verwendet. Die Messung erfolgt durch eine farbverandernde
Reaktion mit Thiobarbitursdure und einer photometrischen Messung bei 530-
540 nm. [16] [11] MDA kann als prototypische Verbindung aus der Gruppe der
TBARS angesehen werden. Der Referenzbereich wird wie folgt angegeben:

Frauen: 1,05 bis 1,76 pmol/L
Manner: 1,10 bis 1,95 pumol/L. [16]

Welche Folgen hat oxidativer Stress

Die Interpretation erhéhter intra- und extrazellularer Konzentrationen verschie-
denster oxidativ modifizierter Verbindung ist noch nicht eindeutig geklart. Fur
eine bessere Ubersicht werden die intrazellularen und extrazellularen ROS-

Konzentrationen separat diskutiert.

Erhohte intrazellulare Konzentrationen von ROS kénnen onkogen wirken, in-
dem sie DNA-Basen oxidieren [24][25] oder in die Zellregulation eingreifen. Als
Beispiel ist der Einfluss von Wasserstoffperoxid auf den PI3K-Weg zu nennen.
Dieser wird aktiviert, und damit das Zelliiberleben geférdert, indem Wasserstoff-

peroxid PTEN an Cys 124 oxidiert und somit inaktiviert. [26] An diesem Punkt
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zeigen sich nicht nur die sehr unterschiedlichen Wirkungen von ROS, sondern
auch, dass eine klare Trennung von oxidativem Stress und erhéhten ROS-Kon-

zentrationen im Rahmen von regulierten Mechanismen nicht immer maoglich ist.

Andererseits stehen dieselben, oben genannten Verbindungen in Zusammen-
hang mit Zelltod. Zum einen lber Apoptose, indem sie die mitochondrale Apop-
tosekaskade aktivieren. [27] Zum anderen durch Blockade des Zellzykluses und

weitere indirekte Mechanismen wie zum Beispiel p53 oder AP-1. [28]

Welche dieser gegensatzlichen Wirkungen eintritt, ist von der Konzentration
und dem Ort abhangig. [15] Da viele ROS, allen voran das Superoxid-Radikal,
aber auch fast alle reaktiven Stickstoffspezies (RNS), eine extrem kurze Halb-
wertszeit haben, entspricht bei diesen der Bildungsort in etwa auch dem Wir-
kungsort. Hiervon klar auszunehmen ist Wasserstoffperoxid, das als ROS als
sehr stabil und langlebig gelten kann und die Fahigkeit besitzt membrangangig
zu sein. [15] Wasserstoffperoxid kann somit in andere Zellkompartimente wan-
dern oder die Zelle auch verlassen. Somit stellt Wasserstoffperoxid eine Quelle

fur extrazellularen oxidativen Stress dar.

Diese Studie befasst sich mit der Messung von extrazellularen Produkten des
oxidativen Stress, weshalb auf diesen im folgenden naher eingegangen werden
soll. Extra- und intrazellulare ROS Konzentrationen kdnnen sehr unterschiedlich
sein. Dies hangt von der durchschnittlich sehr geringen Diffusionsstrecke ein-
zelner ROS Molekile ab, weshalb von extrazelllularen Konzentrationen nicht

generell auf interne geschlossen werden kann.

Oxidative Veranderungen von Albumin kdénnen als Marker des Extrazelllularen
oxidativen Stress angesehen werden, da humanes Serumalbumin nicht intra-
zelllular vorkommt. HMA und HNA 1 interagieren im Serum mit Thiol-Verbindun-
gen, wobei die jeweiligen Anteile dies nur kurzzeitig widerspiegeln.[29] Dies gilt
jedoch nicht fur MDA. Wie zuvor beschrieben ist die wichtigste Quelle von MDA
die Peroxidation von mehrfach ungesattigten Fettsauren von Zellmembran. Dies
lasst keinen sicheren Rickschluss auf eine extrazellulare oder intrazelllulare
Entstehung zu. [16]
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Grundlagen zur akuten myeloischen Leukamie

Was ist akute myeloische Leukédmie

Unter Akuter Myeloischer Leukdmie (AML) versteht man eine maligne neoplasti-
sche Erkrankung des roten Knochenmarks ausgehend von einer entarteten
myeloischen Stammzelle,[30] deren Tochterzellen durch Ubermalige, unkontrol-
lierte Proliferation zu einer Verdrdngung des gesunden Knochenmarks fiihren.
[31]

Die Gruppe der Leukamien kann in zwei grol3e Untergruppen eingeteilt werden.
Zum einen die lymphatischen Leukamien, die ihren Ursprung in den Vorlaufer-
zellen der B- und T-Lymphozyten nehmen und zum anderen in die myeloischen
Leukamien, die aus Vorlauferzellen der myeloischen Zellen (Erythrozyten, Gra-

nulozyten, Megakaryozyten und somit Thrombozyten) entstehen.

Fur verschiedene Subgruppen der Leukamien sind mehrere oder einzelne ge-
netische Veranderungen bekannt, die gehauft oder exklusiv auftreten und zum
Teil mit unterschiedlichen therapeutischen und prognostischen Konsequenzen
verbunden sind. Das klassische Beispiel ist hier das BCR-ABL-Fusionsgen in
Form des Philadelphiachromosoms [t(9;22)] bei chronischer myeloischer Leuk-
amie (CML).[30]

Die Diagnose der AML wird nach den French-American-British (FAB) Kriterien
und jenen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) gestellt und eingeteilt.[32]

Nach der Uberarbeitung der WHO-Kriterien von 2008 wird nun zwischen 8 Sub-
typen unterschieden (nach [32]):

1. Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalieties
2. Acute myeloid leukemia with myelodysplastia-related changes
3. Therapy-related myeloid neoplasms

4. Acute myeloid leukemia, not otherwise specified (NOS)

5. Myeloid sarcoma
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6. Myeloid proloferation related to Down syndrome
7. Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm
8. Acute leukemias of ambiguous lineage

Vor allem der erste Subtyp wird aufgrund genetischer Veranderungen in weitere
Subgruppen unterteilt. Hier sind vor allem Inversionen und Fusionen von Chro-
mosomenabschnitten zu nennen. Gesondert hervorzuheben ist die Mutation
von FMS-related tyrosine kinase 3 (FLT3), die in vielen Subtypen vorkommt,
aber fir keinen von diesen obligat ist. FLT3 Mutationen sind jedoch prognos-
tisch relevant und stellen Treibermutationen fir weitere Veradnderungen dar. [33]

Im Gegensatz zur WHO-KIlassifikation, die vor allem auf zytogenitieschen und
molekulargenetischen Merkmalen beruht, basiert die FAB-Klassifikation der
AML auf morphologischen und zytochemischen Kriterien.[34] Durch deren Ver-
wendung kdnnen wiederum 8 Subtypen, MO bis M7, unterschieden werden:[30]

1. MO Akute undifferenzierte myeloische Leukamie
2. M1  Akute myeloische Leukamie ohne Ausreifung
3. M2  Akute myeloische Leukamie mit Ausreifung
4. M3  Akute Promyelozytenleukamie

5. M4  Akute myelomonozytare Leukamie

6. M5  Akute monozytare Leukamie

7. M6  Akute erythrozytare Leukamie

8. M7  Akute megakaryozytéare Leukamie.

Einzelne FAB-Subtypen weisen gehauft bestimmte genomische Verdnderungen

auf, die jedoch fir die Diagnose nicht entscheidend sind.

Oxidativer Stress und AML

Die bisherige Datenlage zu einem Zusammenhang von oxidativem Stress und
AML ist klein. Die Datenlage zu oxidativem Stress bei Patienten mit anderen

malignen Erkrankungen ist hingegen sehr umfangreich.
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Viele Studien zum Thema oxidativer Stress und AML befassen sich mit intrazel-
lularen oxidativen Modifikationen, deren Haufigkeit und Verteilung in verschie-
denen Erkrankungsstadien, sowie deren mdglichen regulatorischen Auswirkun-
gen auf den Zellstoffwechsel. Ein Grof3teil dieser Studien néhert sich dieser
Frage mit einem auf Zellkultur basiertem Ansatz.

Da die Umgebungsbedingnugen fur Zellen in Zellkultur jenen in vivo im besten
Fall sehr ahnlich, jedoch nicht gleich sein kbnnen, besteht immer nur eine ein-
geschranke Vergleichbarkeit zwischen Experimenten mit Zellen in Zellkultur und

in-vivo Studien.

Die Bedeutung erhéhter Konzentrationen primar intrazellularer ROS, die nicht
per se mit oxidativem Stress gleichzusetzten sind, ist nicht eindeutig geklart.
Zum einen scheinen erhohte intrazellulare ROS Konzentration auf einen erhoh-
ten Stress der Zelle(n) hinzudeuten. So gibt es einen Zusammenhang zwischen
oxidativem Stress und einer verminderten genetischen Stabilitat.[25][24] Als
Folge kdnnen oxidativer Stress und die damit verkommenden Veranderungen
der DNA als onkogen und forderlich fur Mutationen angesehen werden. Zum
anderen sind ROS auch ein Zeichen einer vermehrten Aktivitat des Immunsys-
tems.[24] In diesem Fall sind erhéhte ROS Konzentrationen antionkogen zu
werten. Somit kann ein Eingreifen in oxidativen Stress zu verschiedenen Effek-
ten fuhren. Es ist bekannt, dass durch Chemotherapeutika, wie zum Beispiel Ar-
sentrioxid (ATO), die intrazellularen Konzentrationen von ROS ansteigen. [35]

[27] Auch kann oxidativer Stress direkt Apoptose induzieren[25]

Es sind vergleichsweise sehr wenige in-vivo Studien zum Zusammenhang zwi-
schen oxidativem Stress und AML zu finden. Unter diesen ist die Arbeit von
Zhou et al. [36] hier gesondert hervorzuheben, weil sich die dort verwendeten
Methoden der Laborbestimmungen mit den in dieser Arbeit verwendeten ahn-
lich sind. Interessant an dieser Arbeit ist, dass sich hier kein ganz einheitliches
Bild Uber die Art und Weise, sowie das Mal3 an oxidativem Stress bei den unter-

suchten Patientinnen zeigt.
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Aufbau der Studie

Thesen und Konzept der Studie

Die vorliegende Studie befasst sich mit der Fragestellung, ob Patientinnen mit
AML vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt sind. Als Marker wird priméar der

Redoxzustand des Albumins verwendet.

Fur diese Fragestellung wurde ein prospektives Studiendesign nach dem Kon-
zept der Kohortenstudie gewahlt. Dieser Studienaufbau tragt dem Problem der
geringen Inzidenz und Pravalenz der AML Rechnung. Auch kann mit diesem
Aufbau der oxidative Stress in verschiedenen Phasen der AML verglichen wer-
den. Dazu wurden die Patientinnen gemaf ihrer Diagnose in drei Gruppen ein-
geteilt. Gruppe eins umfasst alle Patientinnen zum Zeitpunkt ihrer Erstdiagnose,
Gruppe zwei umfasst alle Patientinnen bei denen eine Remission erreicht wer-
den konnte. Da die Remissionsraten bei AML sehr hoch sind, ist zu erwarten,
dass diese beiden Gruppen eine ungefahr gleiche Grol3e aufweisen. Die Grup-
pe drei umfasst alle Patientinnen, die ein Rezidiv erlitten haben. Diese Gruppe
ist die kleinste der drei Patientinnengruppen, da bei weitem nicht alle Patientin-

nen ein Rezidiv erleiden.

Um eine gute statistische Vergleichbarkeit der erhobenen Daten zu erhalten,
wurden die Personen der Kontrollgruppe zu denen der Gruppe der Ersterkran-
ken (,Primum®) in Bezug auf die Faktoren Alter und Geschlecht gematcht. Fur
die Abweichung des Alters wurde eine Differenz von maximal 5 Jahren ak-
zeptiert.

Die Personen der Kontrollgruppe erflllen die gleichen Einschlusskriterien wie
die AML Patientinnen. Diese sind: Infektfreiheit, normal anzunehmende Nieren-

sowie Leberfunktion.
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Die Personen verteilen sich wie folgt auf die Gruppen:

Gruppe Anzahl Altersstruktur
Kontrolle n=14 @=57,3a;0=16,2
Erstdiagnose n =38 @=59,6 a; 0=13,94
Remission n=27 @=53,5a;0=8,7
Rezidiv n=16 @=59,7 a; 0=10,6

Tabelle 1 zeigt die Anzahl der Personen in den jeweiligen Gruppen, sowie
deren Alterstruktur mit Mittelwert (J; in Jahren) und die Standartabweichung

(0)

Ziele

Es soll gezeigt werden, dass Patientinnen abhangig von der Progredienz der
AML eine hoheres Mal3 an oxidativ veranderten Molekllen / oxidativem Stress
aufweisen als hamatologisch gesunde, infektfreie, gleich alte Kontrollpersonen.

Unter den vielen bekannten, und im sehr unterschiedlichem Mal3e etablierten,
Paramatern gehéren auch die fir diese Studie ausgewahlten: der oxidative Zu-

stand des Cysteinrestes 34 von Albumin und Malondialdehyd.

Material und Methoden

Da oxidativer Stress an vielen verschiedenen Orten im Korper stattfindet, gibt
es eine ganze Reihe verschiedener, mehr oder weniger etablierter, Labormar-

ker.[16] In dieser Studie werden folgende Marker verwendet:
1. oxidative Modifikationen des Cysteinrestes 34 des Albumins

2. Malondialdehyd (MDA) als Marker fur die Oxidation mehrfach un-

gesattigter Fettsduren[16]

Die oxidative Modifikation des Cysteinrestes 34 erlaubt es, humanes Serumal-

bumin in drei seperate Gruppen einzuteilen[37]:
1. humanes Mercapto-Albumin (HMA)
2. humanes non-Mercapto-Albumin 1 (HNA1)

3. humanes non-Mercapto-Albumin 2 (HNA2).

18



Die drei Gruppen ergeben sich gemaf? der Analytik mittels HPLC. Zwischen die-
sen Gruppen gibt es aufgrund der chemischen Einteilung keine Uberschneidun-
gen, da die oxidativen Modifikationen den Albumingruppen eindeutig zugeord-

net sind. (siehe Tabelle 2)

Albuminfraktion Modifikation(en) der Merkaptangruppe
HMA Thiolgruppe (reduzierter Grundzustand)
HNA 1 Sulfensdure, Disulfidgruppe
HNA 2 Sulfinsdure, Sulfonsdure

Tabelle 2: Zuordenung der Modifikationen der Merkaptangruppe an CYS 34 zu
ihren Albuminfraktionen, wie sie in der HPLC ersichtlich sind. Vergleiche dazu
Abbildung 3 auf Seite 11.

Die Auftrennung dieser Gruppen erfolgt Uber eine Gradientenelution der Albu-
minfraktione durch unterschiedliche Konzentratoinen an Ethanol im Laufmittel
und dem entsprechend Uber die Zeit. Als Ausgabe der HPLC entsteht ein
Graph, der die Signalintensitat im Zeitverlauf zeigt, wobei die Hohe der Maxima

die Konzentration in der jeweiligen Probe widerspiegelt.[37]

Die statistische Auswertung der Daten erfolgt als Prozentangabe, deren Be-
zugswert die Summe der Konzentrationen von HMA, HNA1 und HNA2 in der

Probe ist.

Um weitere und bessere Aussagen treffen zu kdnnen, wurden Laborwerte der
Routinediagnostik in die statistische Auswertung miteinbezogen. Hierfur wurden
die Parameter Creatinin, C-reaktives Protein (CRP), Asparagin-Aminotransfera-
se (AST), Alanin-Aminotranferase (ALT), Leukozytenzahl und der Blastenanteil
im peripheren vendsem Blut ausgewahlt. Die Referenzbereiche und Einheiten

sind in Tabelle 3 ersichtlich.
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Parameter Einheit Referenzbereich
Creatinin mg/dL bis 1,2

CRP mg/L bis 5

AST bei 37 °C uU/L Q bis 35; & bis 50
ALT bei 37 °C uU/L Q bis 35; & bis 50
Leukozytenzahl Giga/L 3,5 bis 10

Tabelle 3: Es werden die in dieser Studie verwendeten Routinelaborwerte,
sowie deren Einheit und der Referenzbereich dargestellt.[38]

Probenvorbereitung

Alle Proben stammen von Patientinnen der Klinischen Abteilung fir Hamatolo-
gie am Landeskrankenhaus Universitatsklinikum Graz. Im Rahmen einer Routi-
neblutabnahme wurde den informierten und aufgeklarten Patientinnen eine zu-
satzliche Blutprobe abgenommen. Die Zustimmung und Aufklarung erfolgte
nach den Kriterien der Deklaration von Helsinki und der Zustimmung der Ethik-

kommission der Medizinischen Universitat Graz (Nummer 24-139 ex 11/12).

Die Auswahl der Patientinnen erfolgte anhand der Diagnose der AML. Diese
wurde durch die Klinische Abteilung fir Hamatologie anhand der zuvor be-
schriebenen allgemeinen Klassifikationskriterien gestellt. Ausschlusskriterien
stellen andere maligne Neoplasien, Infektionen, Insuffizienzen von Niere oder

Leber, sowie kurz-postoperative Zustande dar.

Zur Abnahme wurde das Einmalblutentnahmesystem Vacuvette® der Firma
Greiner bio-one (Bad Haller StraRe 32, Kremsmiinster, Osterreich) verwendet.
Um eine Gerinnung der Blutprobe zu verhindern wurde ein Zusatz von Ethylen-
diamintetraacetat (EDTA) verwendet (Vacuvette®, K3EDTA, Greiner bio-one).

Es wurden jeweils circa 9 mL Vollblut abgenommen.

Nach der Abnahme wurde die Probe gekihlt (4 bis 7 °C) und innerhalb von 2
Stunden bei 2500 Umdrehungen pro Minute (1430 RCF) tber 10 Minuten zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde abgehoben und in 4 Teilen zu je 500 pL geteilt.
Die Proben wurden danach bei -70°C gelagert und nur zur Weiterverarbeitung

auf Raumtemperatur erwarmt und durch eine Schittelplatte durchmischt.
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Die maximale Lagerungszeit der Proben bis zur Messung betrug ein Jahr. Fur
diesen Zeitraum ist bei Lagerungsbedingungen von -70°C experimentell besté-
tigt, dass sich die Eigenschaften der Proben in Bezug auf die hier untersuchten

Eigenschaften nicht wesentlich verandern.

Bestimmung der Albuminoxidation

Die Bestimmung der Albuminoxidation erfolgt mittels HPLC nach einem Proto-
koll von Era et al.[37]. Die Probenvorbereitung verlief wie folgt. Zuerst wird die
gefroren gelagerte Probe auf Raumtemperatur erwarmt und durchmischt. An-
schlieBend werden 10 pL des Serums mit 990 uL Probenpuffer (3,4498 g NaH-
PO, 4,3825 g NaCl auf 250 ml Wasser; pH=6,87 mit NaOH eingestellt) ver-
dunnt. Die Losung wird durch einen Filter mit einer durchschnittlichen Maschen-

weite von 0,45 um filtriert.

Die so verdunnt Probe wird mittels HPLC aufgetrennt (Autosampler: Shimadsu
SIL-20 AC HT; Pumpe: Elite LaChrome; Saulenofen: Shimadsu CTO-10 AC UP;
Detektor: Hitachi F1050 Fluoresence Spectrometer). Es wird eine lonenaustau-
schersaule (Asahipak ES-502n 7C) ein einer Temperatur von 35 + 0,02°C be-

nutzt.

Als Laufmittel wird ein Puffer auf Basis von destilliertem, entgastem und filtrier-
tem Wasser mit 0,05 M Natrium-Acetat und 0,4 M Natriumsulfat bei einem pH-
Wert von 4,8 bei einer Flussrate von 1,0 ml/min verwendet. Um die Eluation zu
steuern wird ein Gradient (0 bis 10 %) von Ethanol nach folgendem Schema be-
nutzt [37]:

0 bis 5 Min 0%

5 bis 9 Min 0 bis 1 %; linear steigend
9 bis 13 Min 1 bis 3 %, linear steigend
13 bis 17 Min 3 bis 10 %; linear steigend.

Die Detektion erfolgt mit einem Fotodetektor nach dem Prinzip der Floures-
zenzchromatographie mit einer Anregungswellenlange von 280 nm und einer
Emissionswellenlange von 340 nm. Zur Auswertung und Steuerung dient die

Software Ezchome Elite von Shimadsu.
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Bestimmung von Malondialdehyd

Die Bestimmung der MDA-Konzentration im EDTA-Plasma erfolgt nach einem
Prinzip von Pilz et al. [39]. Dabei wird ein Derivat mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin
(DNPH) gebildet und mittels HPLC getrennt.

Fur die Hydrolyse von an Proteine gebundenes MDA werden 0,125 mL EDTA-
Plasma mit 25 pL Natriumhydroxidldsung (6 mol/L) fir 30 Minuten bei 60 °C in-
kubiert. AnschlieRend werden die Proteine mit 62,5 uL 35 %iger (V/V) Perchlor-
saure gefallt und fur 2 Minuten bei 14000 g abzentrifugiert. 125 uL des Uber-
standes werden mit 12,5 uL DNPH-L6sung fir 10 Minuten inkubiert.

Die so aufbereiteten Proben, eine Standartreihe (Konzentrationen von 0,625 bis
10 nmol/L) und Leerwerte, werden nun der HPLC zugeftuhrt (Injektionsvolumen

jeweils 40 pL).

Fir den MDA Standard werden zuerst 25 pL 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (TMP)
mit 100 pL doppelt destillierten Wasser zu einer Ausgangslésung von 1 mmol/L
verdunnt. Eine weitere Hydrolyse findet bei Raumtemperatur Gber 2 Stunden
unter Zugabe von 10 mL 1%iger Schwefelsdure zu 200 pL TMP Ausgangslo-
sung statt.[40] Der MDA Ausgangsstandard hat nun eine Konzentration von 20

nmol/L und wird mit 1 %iger Schwefelsdure weiter verdunnt.

Die DNPH-Derivate werden auf einer 5 um ODS hypersil Saule (150x4,6 mm)
getrennt, als Vorsaule dient eine 5 um ODS hypersil Saule (10x4,6 mm). Das
Laufmittel besteht aus 0,2 %iger (V/V) Essigsaure in doppelt destilliertem Was-
ser mit 50 % Acetonitril (V/V). Die HPLC-Trennung wird durchgefiihrt mit einem
L-2200 Autosampler, einer L-2130 HTA Pumpe und einem L-2450 Dioden Array
Detektor (alle: VWR Hitachi Vienna, Osterreich). Die Detektorsignale (bei einer
Absorption von 310 nm) wurden mit der Software EZchrom Elite (VWR) aufge-

nommen und ausgewertet.
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten, sowie deren graphische Darstellung, er-
folgte mit dem Programm R in Version 3.0.2 fur das Betriebssystem Ubuntu
14.04.1 LTS.

Die graphische Darstellung der Daten erfolgt als Boxplots, wobei die Linie in der
Box den Mittelwert wiedergibt, die graue Box jeweils die erste Standardabwei-
chung und die Auslaufer alle Werte einschlieRen. Extrem abweichende Werte
werden als einzelne Datenpunkte gezeigt. Als dazugehdrender Test fur das Si-
gnifikanzniveau wurde ein Welch-t-Test gewahlt. Dieser ist geeignet fur unab-
hangige Stichproben mit ungleicher Varianz und gibt den hier vorliegenden Fall
somit wieder. P-Werte von unter 0,05 werden als signifikant und unter 0,01 als

hoch signifikant angesehen.

Des weiteren werden Daten als Histogramm gezeigt, um die Verteilung tberbli-
cken zu kdnnen. Der Shapiro-Wilk-Test wurde als Test auf Normalverteilung
verwendet, weil er auch bei kleineren n valide Daten liefert. Ein W-Wert von O
verneint sicher eine Normalverteilung, wobei ein W von 1 einer vollstandigen

Normalverteilung entspricht.

Zur Korrelationsanalyse wurde ein Pearson-Korrelationstest verwendet. Der so-
mit erhaltene Pearson-Korrelationkoeffizient gibt die Bindung der beiden Para-
meter aneinander wieder. Bei einem Wert von 1 kann von einer positiven Korre-
lation, bei -1 von einer negativen Korrelation ausgegangen werden. Ein Koeffizi-
ent von 0 verneint eine Beziehung der Werte zueinander. Als graphische Dar-

stellung wurde eine zwei-Achsen Abbildung gewahlt.
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Ergebnisse der Studie

Ergebnisse

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse der oben angefiihrten Messungen ge-
zeigt werden, ebenso wie deren statische Auswertung. Dabei soll die Grundlage
fur die darauf folgende Interpretation und Diskussion der Ergebnisse geschaffen
werden, um die Frage zu beantworten, ob Personen mit AML, abhangig von ih-

rem Erkrankungsstadium, vermehrten oxidativen Stress aufweisen.

Dazu wurden die Proben der Patientinnen den Gruppen ,Primum*, ,Remission*

oder ,Rezidiv“, entsprechend ihres Verlaufes, zugeteilt.

Die Abbildungen 4, 5, 6 und 7 zeigen die fir diese Studie erhobenen Daten zu
den Werten HMA, HNA 1, HNA 2, sowie MDA als Boxplots. Die Rohdaten sind

im Anhang ersichtlich.
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Abbildung 4: Boxplot der HMA-Anteile in den 4 Studiengruppen. Es zeigen sich nur geringe
Unterschiede in den Mittelwerten zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen Remissi-

on und Rezidiv. Der Unterschied zwischen Kontrolle und Primum ist signifikant mit einem p-
Wert von 0,027. Aufféllig ist der deutliche Unterschied in den Standartabweichungen.
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Abbildung 5: Boxplot der HNA 1-Anteile Uiber die 4 Studiengruppen. Die stark erhéhte Stan-
dardabweichung in der Primérgruppe sticht hervor, ebenso der Unterschied in den Mittel-

werten der Primérgruppe auf der einen und den drei anderen Gruppen auf der anderen
Seite. Der p-Wert ist signifikant mit 0,013.
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Abbildung 6: Boxplot der HNA 2-Anteile (ber die 4 Studiengruppen. Die Mittelwerte, wie
auch die Standardabweichungen, liegen sehr eng bei einander.
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Abbildung 4 stellt die Konzentrationen von HMA in den vier Gruppen (Kontrolle,
Primum, Remission und Rezidiv) dar. Es ist nur ein geringer Unterschied in den
Durchschnittswerten der drei Gruppen Kontrolle, Remission und Rezidiv, aber
ein starker Unterschied in den Standardabweichungen zu erkennen. Es ist vor
allem hervorzuheben, dass die Primargruppe einen Anteil an HMA hat, der Uber
den aller anderen Gruppen hinausgeht. Dieser Unterschied ist signifikant mit ei-
nem p-Wert von 0,027. In Bezug hierauf ist ein Vergleich mit Abbildung 5 inter-
essant. Es zeigt sich, ebenso wie in Abbildung 4, nur ein geringer Unterschied
in den Mittelwerten, dafir aber ein ausgepragter Unterschied in den Standard-
abweichungen. Reziprok zu Abbildung 4 ist der Mittelwert des HNA 1 Anteils
(Abbildung 5) in der Priméargruppe vermindert. Auch dieser Unterschied ist signi-
fikant mit einem p-Wert von 0,013. Die Gruppen Remission, Rezidiv und Kon-

trolle unterscheiden sich nur gering von einander.

Abbildung 6 stellt die HNA 2 Anteile in den vier Gruppen dar. Dabei zeigt sich,
dass sich die Mittelwerte der einzelnen Gruppen und die Standardabweichun-

gen nur gering unterscheiden. Keiner der Unterschiede ist signifikant.
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Abbildung 7: Boxplot der MDA-Konzentrationen Uber die vier Studiengruppen; aufféllig
sind wieder die starken Unterschiede in den Standardabweichungen.
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Abbildung 7 enthalt die Boxplots zu den MDA Konzentrationen in den vier Grup-
pen. Auch hier gilt wieder, dass die Standardabweichung der Kontrollgruppe mit
deutlichem Abstand am kleinsten, und die der Primargruppe am grof3ten ist. Auf
diesen Umstand wird im Verlauf noch genauer eingegangen (siehe dazu Abbil-
dung 8).

Im Vergleich der vier hier angefiihrten Boxplots zeigt sich, dass sich die Grup-
pen Remission und Rezidiv in Bezug auf alle vier Werte nur gering unterschei-
den. Im Gegensatz steht die Gruppe der primar Erkrankten, die bei allen Wer-
ten die hochste Streuung zeigt und sich auch im Mittelwert am meisten abhebt.
Die Kontrollgruppe zeigt interessanterweise immer die geringste Streuung und
die gleichmaligste Verteilung (auRer bei MDA). Der W-Wert fir den Test auf
Normalverteilung betragt 0,93 (Ubersicht in Tabelle 4). Somit kann auch fur die-

se Datengruppe von einer Normalverteilung ausgegangen werden.

Gesondert zu erwahnen ist Abbildung 8. Diese stellt das Histogramm der MDA-
Konzentrationen in der Gruppe der priméar Erkrankten dar. Dieses Diagramm

wird prasentiert, weil alle anderen Datengruppen (HMA, HNA1 und HNA 2,

Histogramm von MDA in der Primargruppe

Haufigkeit

[ T T T T 1

0 1 2 3 4 5
MDA Konzentration in nmol/mL, n=38

Abbildung 8: Histogramm von MDA in der Primérgruppe; es zeigt sich eine Doppelgipflig-
keit mit einem Minimum zwischen den beiden Gruppen von 2,5 bis 3 nmol/mL.
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MDA in den drei Verlaufsgruppen, sowie in der Kontrollgruppe) sich im Histo-
gramm im Sinne einer Normalverteilung darstellen. Tabelle 4 biete eine Uber-
sicht Uber die Verteilungswahrscheinlichkeiten, auf die spater noch genauer ein-
gegangen wird. Auch ist diese Ansicht interessant, weil der Wertebereich in der
Priméargruppe bei MDA besonders grol3 ist.

Es zeigt sich vor allem graphisch, dass die Daten keiner Normalverteilung ent-
sprechen, sondern eine Doppelgipfligkeit aufweisen. Im weiteren werden nun
die beiden Primarsubgruppen (PSG) 1 (MDA unter 3 nmol/mL) und 2 (MDA
tber 3 nmol/mL) unterschieden. Die Daten verteilen sich wie folgt:

Gesamte Primargruppe: n=38
Primarsubgruppe 1: n=24
Primarsubgruppe 2: n=14

Der W-Wert fur diesen Datensatz des Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
betragt 0,96, der p-Wert 0,2 (vergleiche dazu Tabelle 4). Trotz dieses Ergebnis-
ses kann von einer Abweichung von einer Normalverteilung ausgegangen wer-
den, weil zum einen der p-Wert mit 0,2 eher gering ist, und zum anderen die
sehr knappe Uberlagerung zweier Subgruppen bei einem n von 38 durch den
Shapiro-Wilk-Test nicht endgultig wiedergegeben werden kann. Die graphische
Darstellung als Histogramm unterstreicht diesen Eindruck. Das Minimum zwi-
schen diesen beiden Subgruppen liegt im Bereich von 2,5 bis 3,5 nmol/mL
MDA.

Die Abbildungen 9, 10 und Fehler: Referenz nicht gefunden stellen die Anteile
an HMA, HNA 1 und HNA 2 in der Kontrollgruppe, der gesamten Primérgruppe,
sowie in den beiden Primérsubgruppen (PSG) 1 und 2 dar. Abbildung 9 zeigt
die HMA Anteile. Hierbei ist auffallig, dass sich die Primarsubgruppe 1 kaum
von der gesamten Primargruppe zu unterscheiden scheint, jedoch deutlich Un-
terschiede zu der Kontrollgruppe, sowie zur Primarsubgruppe 2 darstellen. Der
Unterschied zwischen der Primarsubgruppe 1 und der Kontrollgruppe ist signifi-
kant mit einem p-Wert von 0,0446.

Abbildung 10 stellt die Anteile von HNA 1 dar und zeigt das gleiche Muster, wie

der Vergleich Uber die gesamten Gruppen: HNA 1 ist erniedrigt, wenn HMA er-

28



hoht ist. Der Pearson-Korrelationskoeffizient von -0,99 zwischen den HMA An-
teilen und den HNA 1 Anteilen in der gesamten Primargruppe bestétigt dies.
Auch hier unterscheidet sich die Primarsubgruppe 1 wieder signifikant mit ei-
nem p-Wert von 0,029 von der Kontrollgruppe. Der Unterschied zur Primarsub-
gruppe 2 ist wiederum nicht signifikant.

Abbildung 11 zeigt die HNA 2 Verteilung in den Primarsubgruppen. Wie in der
gesamten Gruppe auch, sind die Unterschiede in den HNA 2 Anteilen nicht si-
gnifikant. Die Mittelwerte der Gruppen sind alle recht &hnlich, einzig der Antelil in
der Primérsubgruppe 2 ist erhoht. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant
mit einem p-Wert von 0,072. Dieser eher knappe Wert ist vermutlich der durch

die Aufspaltung entstandenen zu kleinen Fallzahl geschuldet (n=14).

Wie Tabelle 4 zeigt, kann fir die Signifikanzanalysen ein t-Test verwendet wer-
den, da die jeweiligen Datensétze, mit Ausnahme von den HNA 2 Anteilen in

der Rezidivgruppe, normalverteilt sind.
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Abbildung 9:Boxplot der HMA Anteile in den Primérsubgruppen, sowie in der gesamten Pri-
maérgruppe und in der Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen PSG 1 und der Kontrolle
ist signifikant mit einem p-Wert von 0,0446. Der Unterschied zwischen PSG 2 und Kon-
trollgruppe ist nicht signifikant (p-Wert: 0,24).

PSG=Primérsubgruppe
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HNA 1 in den Primarsubgruppen
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Abbildung 10: Boxplot der HNA 1 Anteile in den Primé&rsubgruppen, sowie in der gesamten
Primé&rgruppe und in der Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen PSG 1 und der Kon-

trolle ist signifikant mit einem p-Wert von 0,029. Der Unterschied zwischen PSG 2 und
Kontrollgruppe ist nicht signifikant (p-Wert: 0,127).PSG=Primérsubgruppe

HNA 2 in den Primarsubgruppen
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Abbildung 11:Boxplot der HNA 2 Anteile in den Primérsubgruppen, sowie in der gesamten
Primérgruppe und in der Kontrollgruppe. PSG=Primérsubgruppe
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Diese wurde mit einem Shapiro-Wilk-Test Gberpruft, da er sich auch fur kleine n
eignet. Ein W-Wert von 1 entspricht einer Normalverteilung, ein W-Wert von 0
verneint diese sicher. Der grau hinterlegte Wert (,Rezidiv‘/,HNA 2“) zeigt als
einziger eine deutliche Abweichung von einer Normalverteilung an. Das Histo-

gramm hierzu findet sich im Bildanhang unter der Nummer 27 auf Seite 48.

HMA HNA 1 HNA 2 MDA
Kontrolle 0,96 0,95 0,98 0,93
Primum 0,98 0,98 0,93 0,96
Remission 0,92 0,91 0,97 0,95
Rezidiv 0,97 0,94 0,55 0,94

Tabelle 4: Es werden die W-Werte nach dem Shapiro-Wilk-Test wieder gegeben. Bei
einem Wert von 1 sind die zu Grunde liegenden Daten komplett normalverteilt, bei 0
gibt es hingegen keinen Anhalt fiir eine Normalverteilung.

Zu den oben gerade beschriebenen experimentell ermittelten Daten der Albu-
minoxidation und der MDA Konzentration, gibt es noch klinische Routinedaten,
die vom gleichen Abnahmezeitpunkt wie die anderen stammen. Hierbei wurden
die Routinewerte CRP, Creatinin, ALT, AST, Leukozyten und Blastenanteil her-
angezogen. Damit soll unter anderem geklart werden, ob die jeweiligen Patien-
tinnen an einer Infektion erkrankt sind, oder eine Insuffizienz, beziehungsweise
Schadigung von Nieren oder Leber zeigen. Die Abbildungen 12, 13, 14 und 15
stellen diese Werte jeweils fur die einzelnen Gruppen als Boxplots dar.

Die Abbildung 12 stellt die CRP Konzentrationen in den drei Gruppen ,Primum®,
.Remissions* und ,Rezidiv* dar. Ersichtlich ist dabei, dass die Patientinnen der
Primargruppe signifikant mehr CRP aufweisen als die der Remissionsgruppe
(p-Wert: 0,0016 nach dem Welch T-Test), aber &hnlich viel wie jene der Rezidiv-
gruppe (p-Wert: 0,34).

Abbildung 13 zeigt ein dazu korrespondierendes Bild. Auch hier zeigt die Pri-
margruppe signifikant mehr Leukozyten (p-Wert: 0,00067), allerdings spielt hier
die AML selber mit einer gesteigerten Leukozytenzahl und einem Vorkommen
vom Blasten im peripheren Blut eine deutliche Rolle. Primérgruppe und Rezidiv-
gruppe unterscheiden sich hinsichtlich der Leukozytenkonzentrationen nicht si-

gnifikant bei einem p-Wert von 0,42.

31



CRP in den Gruppen
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Abbildung 12: Boxplot der CRP Konzentration (in mg/L im Vollblut) in den drei Patientin-
nengruppen. Die Gruppe Primum zeigt signifikant eine h6here CRP-Konzentraion gegen-
liber der Remissionsgruppe mit einem p-Wert von 0,0016.

Leukozyten in den Gruppen

(e}
o
o —
(qV]
(o]
=< o o
O W+ !
£ T 3
= !
g 0 1
> O
N = !
o 2 8 !
X |
=] !
(0] [ '
_I 1 [
o !
o !
o 4
T T T
Primum Remission Rezidiv

Abbildung 13 zeigt die Konzentration von Leukozyten in Giga/L in den drei Patientinne-
gruppen. Die Konzentration an Leukozyten ist in der Remissionsgruppe am geringsten.

Dies liegt an der nicht mehr nachweisbaren AML, die fiir die Remission erreicht werden
muss.
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AST in den Gruppen
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Abbildung 14: Boxplot der AST Konzentrationen in den drei Patientinnengruppen. Die

Gruppen unterscheiden sich kaum, es gibt jedoch eine starke Korrelation mit den ALT Kon-

zentrationen. Siehe dazu Tabelle 5.
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Abbildung 15: Boxplot der ALT Konzentrationen in den drei Patientinnengruppen. Die
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Remission Rezidiv

Gruppen unterscheiden sich nicht; die Werte korrelieren jedoch stark mit den AST Konzen-

trationen. Siehe dazu Tabelle 5.
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Die Abbildungen 14 und 15 zeigen die Boxplots von ALT, beziehungsweise von
AST in den drei Patientinnengruppen. Die Abbildungen werden zusammen ge-
nannt, weil sie zum einen zwei Werte darstellen die funktionell viel gemeinsam
haben, und zum anderen auch statistisch eng zusammenhangen. Dies zeigen
vor allem die Korrelationskoeffizienten von ALT und AST fir die drei Patientin-
nengruppen von 0,79 (,Primum®), 0,85 (,Remission“) und 0,83 (,Rezidiv").

An dieser Stelle kann auch auf Tabelle 5 verwiesen werden, die diese und wei-
tere Korrelationskoeffizienten mit entsprechenden p-Werten (in Klammern) dar-
stellt, sowie auf den Bildanhang (ab Seite 42) und hierfur im Speziellen auf die
Abbildungen 21, 22und 23 fir den Zusammenhang von ALT und AST.

Tabelle 5 zeigt Pearson-Korrelationskoeffizienten fur ausgewahlte Paare. Ne-
ben der schon erwahnten Kombination aus AST und ALT gibt es eine ganze
Reihe weiterer interessanter Korrelationspartner. Zum einen ist hier CRP und
HNA 2 in der Remissionsgruppe zu nennen, die mit einem Korrelationskoeffizi-
enten von 0,56 verbunden sind und auch im dazugehérigen Plot einen Zusam-
menhang zeigen (siehe dazu Abbildung 16 des Bildanhangs); dieser Eindruck

wird von einem p-Wert von 0,002 unterstitzt.

Auch ist interessant, dass CRP und MDA in den Gruppen ,Primum® und ,Rezi-
div* Zusammenhange zeigen. Die Korrelationskoeffizienten betragen hier -0,22
und 0,28. Die Plots (siehe Bildanhang Nummer 17 und 18) zeigen jedoch kei-
nen Zusammenhang; die jeweiligen p-Werte sind auch grof3er 0,1. Ein kausaler
Zusammenhang wurde auch den entgegengesetzten Koeffizienten widerspre-

chen und ist demzufolge abzulehnen.

Die Korrelation von Leukozytenzahl und Blastenanteil ist zu erwarten und zeigt
sich in den Gruppen ,Primum* (0,37) und ,Rezidiv* (0,8), nicht jedoch in der Re-

missionsgruppe, weil diese Patientinnen keine Blasten mehr aufweisen.

Auch sind die beiden Paare aus Blasten und HMA, beziehungsweise HNA 1 in
der Primérgruppe zu beachten (die Plots hierzu finden sich im Bildanhang unter
den Nummern 19 und 20). Diese beiden Werte weisen in die gleiche inhaltliche
Richtung, weil sie durch eine negative Korrelation (-0,99) miteinander verbun-

den sind und die Korrelationen entgegengesetzt sind. Ein echter Zusammen-
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hang kann jedoch abgelehnt werden, weil zum einen die Koeffizienten recht

niedrig ausfallen und zum anderen die p-Werte mit 0,19 und 0,21 zu grof3 sind.

Auch zeigen die Plots grafisch keinen Zusammenhang.

Korrelationspartner Primum Remission Rezidiv
CRP Blasten 0,09 -0,03 0,14
HMA -0,13 -0,12 0,02
HNA 1 0,09 0,03 -0,007
HNA 2 0,3 0,56 (0,002) -0,09
MDA -0,22 (0,18) 0,1 0,28 (0,28)
Leukozyten 0,06 -0,15 0,22
Blasten Leukozyten 0,37 * 0,8
HMA 0,22 (0,19) * 0,13
HNA 1 -0,21 (0,21) * -0,12
HNA 2 -0,11 * -0,1
MDA 0,1 * 0,3
AST HMA -0,18 0,14 0,22
HNA 1 0,2 -0,16 -0,19
HNA 2 -0,19 0,1 0,07
MDA -0,2 0,1 0,07
ALT 0,79 (5x10°) | 0,85 (2x10®°) 0,83 (8x10®)
Creatinin MDA -0,22 0,3 0,09
HMA 0,1 0,12 0,14
HNA 1 -0,09 -0,16 -0,09
HNA 2 -0,12 0,15 -0,32
Tabelle 5: zeigt die Korrelationen zwischen ausgewéhlten Wertepaaren in den
Gruppen Primum, Remission und Rezidiv. Es handelt sich um
Korrelationskoeffizienten nach dem Pearson-Korrelationstest. Zu grau

hinterlegten Feldern finden sich 2D-Plots im Bildanhang. Die Werte in
Klammern sind entsprechende p-Werte.
* Personen in der Remissionsgruppe haben im peripheren Blut keine Blasten .
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Diskussion

Wie einleitend schon erwéhnt, gibt es verschiedenste laborchemische Werte,
die als Marker fir den oxidativen Stress angesehen werden. Der Redoxzustand
des Albumins und die Konzentration von MDA im Plasma sind nur zwei Werte
aus diesem Kanon. Somit kann durch diese Studie allein der Zusammenhang
zwischen oxidativem Stress und AML nicht vollstandig geklart werden, auch
wenn vor allem MDA als gut etablierter Marker angesehen werden kann. Da
dieser Arbeit ein extrazellularer und ein intrazellularer Parameter fir den oxidati-
ven Stress zu Grunde liegt, kdbnnen jedoch zwei verschiedene Aspekte des glei-

chen Systems untersucht werden.

Wie in den Ergebnissen schon ausgefihrt, zeigen sich zum Teil signifikante Un-
terschiede zwischen den Gruppen, die miteinander korrelieren. Diese Unter-
schiede legen jedoch ein geringeres Mal3 an oxidativem Stress bei Patientinnen
mit AML als bei gesunden Kontrollpersonen nahe. Dieses Ergebnis widerspricht

der Ausgangshypothese deutlich.

Dies soll nun im Folgenden belegt werden. Zum einen zeigen die Abbildungen
5 und 6 (fur den Redoxzustand des Albumins), sowie 7 (fir MDA), dass sich die
Gruppen in den Mittelwerten nicht oder nur minimal unterscheiden. Eine Aus-
nahme bildet hier der Abteil von HNA 1 in der Gruppe der priméar Erkrankten
(Abbildung 5, ,Primum®) und jener von HMA in derselbigen (Abbildung 4, ,Pri-

mum?®).

Als Begrindung kann nicht auf eine statistische Schwankung verwiesen wer-
den, da der p-Wert fur den Unterschied bei HNA 1 zwischen Kontrollgruppe und
Primargruppe 0,013 betragt, und somit als signifikant anzusehen ist.! Selbiges
gilt korrespondierend fiir den Anteil von HMA in der Primargruppe (Pearson-
Korrelationskoeffizient: -0,99). Dieser ist deutlich erhéht gegenlber allen ande-
ren Gruppen. Der p-Wert zur Kontrollgruppe betragt hier 0,027 und ist deswe-
gen ebenso als signifikant zu bezeichnen. Die durch die Literatur gestiutzte Hy-

1 P-Werte nach dem Welch t-Test fiir unabhéngige Stichproben mit ungleicher
Standartabweichung unter 0,05 werden als signifikant angesehen, p-Werte unter 0,01 als
hoch signifikant.
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pothese des vermehrten intrazellularen und extrazellularen oxidativen Stresses

bei AML Erkrankten kann aufgrund dieser Werte somit nicht gestutzt werden.

Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Hypothese des vermehrten oxidativen
Stresses bei AML Patientinnen wird im Wesentlich aus 2 Grinden gestutzt.
Zum einen ist dies der Nachweis von vermehrtem oxidativem Stress bei Patien-
ten mit anderen malignen Erkrankungen [41] zum Beispiel bei Mammacarci-
nom. [42] Zum anderen gibt es eine wachsende Anzahl von Arbeiten, die eine
erhohte intrazellulare Konzentration von ROS bei Patientengruppen mit AML
zeigen konnten. [43][44][36] Der zweite Punkt zeigt jedoch einen wichtigen Un-
terschied zu den hier vorliegenden Daten auf, da es sich bei der Albuminoxidati-
on eindeutig um einen Parameter fur extrazellulare ROS abhéangige Verande-

rungen handelt.

Vergleicht man die eben erwéhnten Abbildungen weiter, dann fallt auf, dass die
Standardabweichungen der Kontrollgruppe immer kleiner sind, als die aller an-
deren Gruppen. Als Erklarungsversuch kann hier angefiihrt werden, dass es
durchaus Einflusse der AML auf das oxidative System gibt. Dies kann ange-
nommen werden, weil die Standardabweichungen tber alle Gruppen und alle
Parameter (HMA, HNA 1, HNA 2 und MDA) hinweg zugenommen haben. Die
Messungen der Kontrollgruppe und der Gruppe der Erkrankten erfolgten nach
dem exakt gleichen Protokoll; dies gilt fur die Werte der Albouminoxidation, sowie
fur die dazu separate Bestimmung der MDA Konzentrationen. Diese Umstéande

machen eine methodische Ursache sehr unwahrscheinlich.

Des weiteren zeigt die schon vorher separat beschriebene Abbildung 8 (Seite
27) deutlich, dass die MDA Konzentrationen Uber die gesamte Primargruppe
nicht normalverteilt sind, sondern sich als zwei getrennte Gruppen prasentieren.
Im weiteren werden nun diese beiden Gruppen miteinander verglichen.? Hierbei
sind auch die Abbildungen 9, 10 und Fehler: Referenz nicht gefunden (Seite 29
und folgende) zu nennen. Diese stellen die Anteile an HMA, HNA 1 und 2 in der
Kontrollgruppe, der gesamten Primargruppe, sowie in den beiden Primarsub-

gruppen (PSG) 1 und 2 dar. Wie im vorherigen Kapitel schon beschrieben, zei-

2 Es werden die beiden Primarsubgruppen 1 (MDA unter 3 nmol/mL) und 2 (MDA Uber 3
nmol/mL) unterschieden.
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gen sich hier signifikante Unterschiede trotz der verminderten Fallzahl, vor al-
lem zwischen der Primarsubgruppe 1 (MDA unter 3 nmol/mL) und der Kontroll-

gruppe in Bezug auf die Anteile HMA und HNA 1.

Zum einen haben Personen der Primarsubgruppe 1 signifikant einen héheren
HMA Anteil als Kontrollpersonen (p=0,0446), zum anderen haben sie auch si-
gnifikant weniger HNA 1 (p=0,029). Auch korreliert dieser Zusammenhang in-
vers bei einem Korrelationskoeffizinten von -0,99. Sie zeigen also weniger ex-
trazellularen oxidativen Stress. Diese Zusammenhdnge koénnen in den MDA
Konzentrationen jedoch nicht gezeigt werden.

Dies zeigt, dass sich die Primérpatientinnen hinsichtlich oxidativer Prozesse un-
terscheiden. Diese Feststellung passt zu der These, die sich aus den unter-
schiedlichen Standardabweichungen ergibt. Der Unterschied ist allerdings ent-
gegengesetzt zur Ausgangshypothese: AML Patienten zeigen in dieser Studie

signifikant weniger oxidativen Stress als gesunde Kontrollpersonen.

Tabelle 6 zeigt die Korrelationen zwischen MDA und den Werten der Albumin-
oxidation fur die Primérgruppe, deren beider Subgruppen, sowie der Supergrup-
pe®. Die grau hinterlegten Werte zeigen leicht korrelierende Kombinationen an;
die dazu gehdrenden Plots finden sich im Bildanhang unter den Nummern 24
25 und 26ab Seite 47. Auffallig ist hierbei, dass es in der gesamten Primargrup-
pe Uberhaupt keine Zusammenhange zu geben scheint und die Korrelationen in
den Subgruppen nur schwach ausfallen. Aufgrund der p-Werte und der Plots
kann ein Zusammenhang mit der Primarsubgruppe 2 verneint werden; sie be-
tragen lediglich 0,21, beziehungsweise 0,17, auch wenn n=14 recht niedrig ist.
Fur die Kombination von MDA und HNA 2 in der Priméarsubgruppe 1 betragt der
p-Wert 0,06 bei einem Koeffizienten von -0,38. Dieser Wert spricht im Gegen-
satz zu den vorherigen fur einen schwachen Zusammenhang zwischen diesen

Parametern.

3 Die Supergruppe fasst alle Patientinnen und Kontrollpersonen zu einer Gruppe, unabhéngig
von der Erkrankung oder dem Erkrankungsverlauf, zusammen.
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Primargruppe | Primarsubgruppe 1 | Primarsubgruppe 2| Supergruppe
HMA -0,07 -0,03 0,35 (0,21) -0,09
HNA1 0,08 0,08 -0,39 (0,17) 0,08
HNA 2 -0,05 -0,38 (0,06) 0,1 0,07

Tabelle 6 zeigt die Korrelationen mit der Konzentration von MDA in den
jeweiligen Primarsubgruppen und der Supergruppe. In Klammern befindet sich
der jeweilige p-Wert; es handelt sich um Korrelationkeoffizienten nach dem
Pearson-Korrelationstest. Die Plots zu den grau hinterlegten Kombinationen
finden sich im Bildanhang (Nummer 24, 25 und 26ab Seite 47).

Die Daten deuten an, dass es einen Zusammenhang zwischen MDA und HNA
2, also zwischen intra- und extrazellularem oxidativen Stress, geben kénnte. Al-
lerdings ware dieser Zusammenhang reziprok, was eine hemmende Verbindung-
dieser beider Systeme nahe legt. Warum sich dieser Zusammenhang in der ge-
samten Primargruppe nicht zeigt, bleibt jedoch ebenso unklar. Abschlie3end
kann diese These nicht als valide angesehen werden, weil sie keinerlei Anhalts-
punkte fur einen Zusammenhang in der Supergruppe zeigen und die vorherigen

Zusammenhange, wenn signifikant, widersprtchlich sind.

In den einzelnen Gruppen, sowie auch in der Supergruppe, zeigt sich kein Zu-
sammenhang zwischen MDA und der Albuminoxidation. Der Umstand, dass
verschiedenste Parameter fir den oxidativen Stress nicht miteinander korrelie-
ren ist aus anderen Untersuchungen bekannt [36] und zeigt, dass es verschie-
dene voneinander unabhé&ngige Anteile im System des oxidativen Stresses gibt.

Die in den Ergebnissen erwahnten klinischen Daten dienten auch dazu, Patien-
tinnen aus der statistischen Auswertung wieder auszuschlie3en, wenn sie pa-
thologische Werte zeigten. Diese Verkleinerung der Gruppen sollte gegebenen-
falls eine Prazision der statistischen Aussagen ermdglichen. Die Korrekturen
fallen jedoch nur minimal aus, weshalb sich auch nur geringste Unterschiede in

der statistischen Auswertung zeigen, die keine neuen Aussagen erlauben.
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AbschlieBende Interpretation

Die in dieser Studie gewonnenen und prasentierten Daten verneinen, zum Teil
signifikant, die durch die Literatur gebildete These des vermehrten oxidativen
Stresses bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie. Hierbei ist einerseits
hervorzuheben, dass die Signifikanz nur fir die Primargruppe erreicht wurde.
Dies liegt vermutlich daran, dass sie mit 38 eingeschlossenen Patientinnen die
gro3te Gruppe darstellt. Auf der anderen Seite ist zu nennen, dass die Literatur-
lage zu oxidativem Stress bei Patienten mit AML durchaus als nicht eindeutig
bezeichnet werden kann. Dabei spielen vor allem die verschiedensten Entste-
hungsprozesse und Einflussfaktoren des oxidativen Stresses eine grof3e Rolle.
Auch ist die Frage nach den Folgen und dem Ursprung von oxidativen Verande-

rungen nicht immer eindeutig zu beantworten.
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Anhang

Bildanhang

Konzentration von CRP im mg/L

Abbildung 16: Die Werte CRP und HNA 2 korrelieren in der Remissionsgruppe mit einem
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Pearson Korrelationskoeffizenten von 0,56 bei einem p-Wert von 0,002. Siehe dazu Tabel-

le 5.
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CRP gegen MDA in der Primargruppe
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Abbildung 17: Die Konzentration von CRP und die Konzentration von MDA korrelieren in-
der Primérgruppe zwar mit einem Koeffizienten von -0,22, zeigen in der Graphik jedoch
keinen Zusammenhang. Der p-Wert betragt 0,18.
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Abbildung 18: Die Konzentration von CRP und die Konzentration von MDA korrelieren in
der Rezidivgruppe zwar mit einem Koeffizienten von 0,28, zeigen in der Grafik jedoch kei-
nen klaren Zusammenhang. Der p-Wert betrégt 0,28.
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Blastenantelil in %
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Abbildung 19: Der Blastenanteil und die Konzentration von HMA korrelieren mit einem Ko-
effizienten von 0,22 in der Primé&rgruppe. Der p-Wert hierzu betrégt 0,19.
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Abbildung 20: Der Blastenanteil und die Konzentration von HNA 1 korrelieren mit einem
Koeffizienten von -0,21 in der Primédrgruppe. Der p-Wert hierzu betrégt 0,21
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AST gegen ALT in der Primérgruppe
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Abbildung 21: AST und ALT korrelieren mit einem Koeffizienten von 0,79 in der Primé&rgrup-

pe. Der p-Wert betrégt 5,4x10"-9.
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Abbildung 22: AST und ALT korrelieren in der Remissionsgruppe mit einem Koeffizienten-

von 0,85. Der p-Wert betragt 1,7x10"-8.
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AST gegen ALT in der Rezidivgruppe
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Abbildung 23: AST und ALT korrelieren in der Rezidivgruppe mit einem Koeffizienten von

0,83. Der p-Wert betrégt 7,8x10"-5.
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Abbildung 24: Die MDA Konzentration und der HMA Anteil korrelieren mit einem Koeffizien-

ten von 0,35 in der Primérsubgruppe 2 (PSG 2), der p-Wert betrégt jedoch 0,21.
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Abbildung 25: Die MDA Konzentration und der HNA 1 Anteil korrelieren mit einem Koeffizi-

enten von -0,39 in der Primdrsubgruppe 2 (PSG 2), der p-Wert betrégt jedoch 0,17.
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Abbildung 26: Die MDA Konzentration und der Anteil an HNA 2 korrelieren mit einem Koef-
fizienten von -0,38 bei einem p-Wert von 0,06. Diese Konstellation spricht am ehesten fiir
einen statistischen Zusammenhang.
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Histogramm von HNA 2 in der Rezidivgruppe
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Abbildung 27: Verteilung der HNA 2 Anteile in der Rezidivgruppe.
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Rohdaten

Gruppe HMA* HNA1 HNA2 MDA? Blasten® Leukozyten’Creatinin® CRP° ALT™ AST
Primum 80.87 16.56 2.57 2.31 0 0.75 0.84 2 42 55
Primum 86.81 10.68 2.51 1.27 68 156.6 1.89 55 24 62
Primum 86.48 11.46 2.05 3.63 58 46 1.07 71 13 26
Primum 79.21 18.13 2.67 2.43 0 1.2 0.91 17 21 19
Primum 70.44 26.01 3.54 3.19 7 46 0.73 133 26 32
Primum 60.46 37.12 241 2.78 14 115 1.71 13 18 31
Primum 68.82 29.83 1.35 2.30 29 9 0.99 16 17 16
Primum 63.90 32.91 3.19 3.30

Primum 68.52 26.88 4.61 3.16

Primum 61.89 33.94 4.17 3.37 68 75 1.7 243 124 175
Primum 57.19 40.94 1.88 2.31 0 1.3 1.29 3 35 29
Primum 58.86 37.44 3.71 1.93 14 165 1.2 27 71 65

4 Die Einheit der Werte HMA, HNA 1 und HNA 2 ist Prozent. Der Bezugswert ist die Summe der Absolutwerte aller drei Fraktionen.
5 Die Einheit von MDA ist nmol/mL.

6 Die Einheit ist Prozent. Der Bezugswert ist die gesamte periphere Leukozytenpopulation.

7 Die Einheit ist G/L.

8 Die Einheit ist mg/dL..

9 Die Einheit ist mg/L.

10 Die Einheit von ALT und AST ist U/L gemessen bei 37 °C.
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Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum

67.20
73.60
80.69
64.59
60.68
73.00
82.72
71.94
71.65
75.09
85.89
74.31
76.05
76.81
72.03
63.98
71.70
64.60
66.26
69.25

30.26
24.18
16.38
30.86
36.28
25.30
15.50
25.21
26.38
19.60
11.56
24.24
21.80
20.74
25.63
33.41
23.89
31.30
32.25
27.09

2.53
2.22
2.93
4.56
3.04
1.70
1.78
2.84
1.97
5.31
2.55
1.45
2.15
2.45
2.34
2.61
4.41
411
1.49
3.67

1.23

1.17
4.01
1.52
3.22
1.44
1.7

2.06
2.4

2.36
3.56
3.38
3.20
4.52
1.93
3.01
3.05

65

76

85
31

43

76
75

40
67

13
0.43
4.6
26.6
0.95
32
16
11
6.6
4.1

0.83
0.61
32

96
23.3
21.5
6.3
17.5

1.07
0.72
2.26
1.15
0.77
0.81
1.71
0.98
1.19
0.66
0.93
0.46
0.58
0.57
1.92
0.82
0.89
1.16
0.67
0.89

40
30
287
200
141
30
57
28
33
24
44
11
47
51
40
90
52
232
126
45

16
22
31
57
58
75
15
17
23

16
16
82

21
25
28

19
19
41
163
59
39
92
11
19
12
14

12
29
106
11
79
21
27
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Primum
Primum
Primum
Primum
Primum
Primum

Gruppe

Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission

68.81
73.29
70.20
78.83
72.30
70.02

HMA

66.35
67.71
63.57
61.33
63.76
71.21
61.65
66.83
88.01
73.50
64.56
62.56

26.26
24.46
26.41
19.19
24.88
28.01

HNA1

30.22
29.66
33.98
34.49
33.06
25.70
36.42
30.88
10.48
24.15
32.02
31.85

4.93
2.24
3.39
1.98
2.82
1.97

HNA2

3.43
2.63
2.45
4.18
3.18
3.09
1.92
2.29
1.50
2.35
3.42
5.59

2.08
3.85
1.55
1.66
0.82

MDA

2.67
15

2.5

3.15
1.88
2.31
1.10
2.25
2.59
1.05
4.64
2.44

14

65

67

Blasten

O O O O O O 0O 0o o o o o

0.4
6.44
2.11
92
0.81
33

Leukozyten

0.78
0.61
0

0.02
0.06

4.6

1.34
0.24
0.42

0.83
0.92
1.01
0.72
0.6

1.23

Creatinin

0.86
0.64
0

0.78
0.93

0.85
0.91
1.24
0.84

54
44

12
15

CRP

4
13
0

46
31

14
15
35
101

29
17
17
59
21
27

AST

27
30
0

23
12

27
17
15
18

23
11
15
110
34
14

ALT

33
31

76
25

47
36
24
41
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Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission
Remission

Gruppe

Rezidiv
Rezidiv

69.25
68.49
65.11
71.96
70.67
55.33
75.03
67.67
72.11
69.21
66.54
67.46
58.28
70.93
65.94

HMA

52.24
61.20

29.16
29.52
31.71
25.75
25.79
41.54
23.83
29.67
25.17
28.69
32.29
28.71
38.05
25.21
30.82

HNA1

40.20
36.08

1.59
1.99
3.18
2.28
3.54
3.13
1.14
2.66
2.72
2.10
1.17
3.82
3.67
3.87
3.24

HNA2

7.56
2.72

2.71
2.27
3.13
2.52
2.31
2.17
2.68
3.35
0.80
2.74
2.61
3.32
1.75
1.62
1.11

MDA

3.27
1.58

O O O O O O O O O O 0o o o o o

Blasten

32

8.3
0.8
2.5
1.8
0.22
5.3

4.6
5.7
4.07
8.1
15
0.04
4.1

Leukozyten

23

0.87
0.84
0.67
0.9

0.94
0.66
0.7

0.52
0.56
0.84
0.79
0.85
0.68
0.46
0.95

Creatinin

1.15

61

22
11

27

21

32

10

50
16

CRP

16

21
45
22
23
36
47
66

18
17
17
17
12
25

ALT

31

31
65
33
21
30
45
144

18
13
16
18
10
23

AST

38
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Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv
Rezidiv

Gruppe

Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle

70.65
67.47
68.18
87.92
64.99
63.48
64.64
76.75
69.55
59.92
62.35
74.20
76.25
70.01

HMA
65.1
71.8
68.1
73.4

27.38
29.80
29.94
10.22
32.89
34.18
33.14
21.19
28.46
37.95
33.61
23.38
21.15
27.67

HNA1
32.9
25.3
29.2
24.7

1.96
2.73
1.88
1.86
2.12
2.35
2.22
2.06
1.99
2.13
4.04
2.42
2.61
2.32

HNA2
1.9
2.9
2.7
1.9

4.2

2.40
2.72
1.95
1.71

0.88
2.50
2.54
3.22
3.33

0.80

MDA
2.65
2.80
2.68
2.68

58
18

41

44

63

83
85

75
11

99
34

8.6

2.5

1.4

41

90
230

153
0.93

0.88
0.82

0.85

0.96

131

0.68

1.18

1.07

0.78
1.14

12
10

16

107
266
58

122

19
17

34
37

28
25
15

21
66
36
32

51
30

16
32

30
22

11
32
37
25

64
16
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Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle

69.1
70.1
67.8
64.3
65.0
65.5
70.5
71.0
67.7
66.3

30.0
28.1
29.3
34.1
31.8
32.3
25.5
26.5
29.0
31.8

0.8
1.7
2.9
15
3.2
2.2
4.0
2.5
3.2
2.0

2.25
2.35
1.89
2.08
2.11
2.13
2.46
1.85
1.94
2.17
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