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Die erworbene Aplastische Anamie (AA) ist eine seltene
Erkrankung des blutbildenden Systems. In der Regel sind
alle drei Zellreihen betroffen: die Erythrozyten, Thrombo-
zyten und Granulozyten. Sie ist charakterisiert durch ein
funktionelles Versagen des Knochenmarks, in dessen Folge
es zu einer mehr oder weniger ausgepragten Panzytopenie
kommt. Die Patienten fallen zunachst meist durch eine aus-
gepragte Blutungsneigung auf, deren Ursache in der aus-
gepragten Thrombozytopenie liegt. Durch regelmafige
Transfusionen von Thrombozyten und Erythrozyten kénnen
Komplikationen wie schwere Blutungen, insbesondere Hirn-
blutungen und andmiebedingte Schwéche vermieden wer-
den. Den weiteren Krankheitsverlauf bestimmen jedoch
infektidse Komplikationen. Das Fehlen einer ausreichenden
Anzahl von Granulozyten erhoht die Anfalligkeit der Patien-
ten fiir bakterielle Infektionen und systemische Pilzinfektio-
nen. Letztere fuhren in der Agranulozytose auch unter dem
Einsatz moderner Antimykotika zu unbeherrschbaren
Erkrankungen.

Die AA wird folgerichtig in drei Schweregrade eingeteilt: die
nicht- schwere AA (NSAA) mit >500 Granulozyten/pl, die
schwere AA (SAA) mit <500 Granulozyten/ul, und die sehr
schwere AA (VSAA) mit <200 Granulozyten/pl.

Fur Patienten mit AA besteht ein deutlich erhéhtes Risiko,
eine maligne myeloische Erkrankung (myelodysplastisches
Syndrom, akute myeloische Leukémie) zu entwickeln (bis
zu 57% nach 8 Jahren).

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken jedes Jahr
20-25 Kinder unter 16 Jahren neu an einer AA, dies ent-
spricht einer altersstandardisierten Inzidenz von
0,2/100.000. Im Gegensatz zum Erwachsenen uberwiegen
beim Kind die schweren und sehr schweren Formen der AA
(50-60% VSAA, 30-40% SAA, <10% NSAA). Kinder mit
AA wurden bis 1994 in Deutschland und Osterreich weder
zentral erfasst, noch nach gemeinsamen Richtlinien diagno-
stiziert und behandelt. Seit 1994 erfolgt im Rahmen der
SAA94-Studie, dem ersten prospektiven, kooperativen
Therapieprotokoll fir Kinder mit AA fur Deutschland und
Osterreich, eine zentrale Erfassung samtlicher Neuerkran-
kungen im deutschsprachigen Raum. Die Studie steht unter
der Leitung von Frau Dr. M. Fuhrer und hatihren Sitzam Dr.
von Haunerschen Kinderspital, Minchen. In Zusammen-
arbeit mit dem Kinderkrebsregister in Mainz konnte prak-
tisch eine nahezu vollstindige flache ndeckende Erfassung
neuer SAA-Erkrankungen (97%) gewahrleistet werden.
Unter ausschlief3lich supportiver Therapie tberlebten in den
siebziger Jahren nur 25-30% der Patienten langer als 2
Jahre, 50% verstarben bereits in den ersten 6 Monaten.
Heute sichert eine intensivierte supportive Therapie das
Uberleben der Patienten wahrend langer panzytopenischer
Phasen. Der erste kausale Behandlungsansatz bestand im
Ersatz der Knochenmarkstammzellen durch Transplantation
(KMT). Die Beobachtung, dass sich die Knochenmarks-
funktion von Patienten mit AA nach ausschlieBlich immun-
suppressiver Konditionierung vor einer geplanten Knochen-
marktransplantation auch ohne die Infusion von Spender-
mark erholte, fihrte zur Entwicklung der immunsuppressi-
ven Therapie (IST).
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Abbildung 1:

Ansprechen auf die IST

Die Ursachen und Pathomechanismen, die zum Bild einer
AA fihren, sind letztlich noch immer unklar. Ein T-Zell ver-
mittelter, autoimmunologischer Prozess scheint eine wese nt-
liche Rolle zu spielen. Allerdings ist dieser Prozess in der
Regel bei der Erstvorstellung der Patienten weitestge hend
abgelaufen, die Zahl der koloniebidenden Zellen im Kno-
chenmark (vor allem der so genannten ,long-term culture
initiating cells®) ist dramatisch erniedrigt. Klinische Beobach-
tungen legen in vielen Féllen eine immunvermittelte
Unterdriickung der Hamatopoese nahe. So konnte in vitro
eine hemmende Wirkung von Patientenlymphozyten auf
das Zellwachstum hamatopoetischer Zellen und eine Uber-
produktion myelosuppressiver Zytokine wie Interferon-g und
TNF (tumor necrosis factor) nachgewiesen werden.
Darliber hinaus konnten verschiedene Gruppen einen
Komplexitatsverlust im T-Zell-Repertoire bei SAA-Patienten
zeigen, der eine oligokionale T-Zell-Expansion andeutet. Es
wird angenommen, dass diese T-Zellen wiederum im Zuge
einer Autoimmunreaktion direkt am Untergang der hdmato-
poetischen Stammzelen beteiligt sind, was zur Ausbildung
der aplastischen Anamie fuhrt.

Gensignaturen in Forschung und Diagnostik

Mehrere Arbeiten der vergangenen Jahren belegen das
enorme Potenzial, das die Erstelung von Gensignaturen
mittels Biochips besitzt. So kdnnen krankheitsspezifische
Gensignaturen dabei helfen, die Diagnostik fiir verschiede-
ne Erkrankungen zu verbessern, indem bestehende dia-
gnostische Kriterien erweitert werden. Auch sind sie dabei
hifreich, Erkrankungen zu einem friheren Zeitpunkt nach-
zuweisen und Merkmale auf das Ansprechen auf bestimm-
te Therapieformen aufzuzeigen, um frilhe Therapieentschei-
dungen zu erkeichtern.

Experimentelle Anwendungsgebiete liegen dabei beispiels-
weise in der Friherkennung von Kolon-Karzinomen, der
Detektion von Lungentumoren oder in Genexpressions-
analysen als Screening-Methode fir Patienten, die einem
erhohten Risiko einer Lungenembolie ausgesetzt sind
(thrombocheck, ogham GmbH). Auch im Falle von Brust-
krebserkrankungen befindet sich ein Genchip (CupPrint) in
der Entwicklung, der mit 88%iger Sicherheit anzeigt, ob es
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sich um einen ersten Herd oder Metastasen handelt. Ein
zweiter Chip zur Einschatzung des Metastasie ungspoten-
zials bei Brustkrebs mit einer Sicherheit von 80-90% (70
Gene: Wachstumsfaktoren und deren Bindungsstellen auf
Zelloberflachen, Aktivierungsmarker des Stoffwechsels und
DNA-Reparaturmechanismen) befindet sich ebenfalls in
Entwicklung, hier ist in den nachsten Monaten ein klinischer
Test mit 6000 Probandinnen geplant.

Neben diesen Ansdtzen sind bereits die ersten Biochips
nach erfolgreichen klinischen Tests auf dem Markt erhaltlich.
So gab die Firma Affymetrix die Verfligbarkeit des weltweit
ersten Microarray-Diagnostiksystems fir klinische Anwen-
dungen bekannt. Das GeneChip System 3000Dx ist geeig-
net, um nach genetischen Variationen zu suchen, die die
Effizienz von pharmazeutischen Wirkstoffen beeinflussen
und nachteilige Wirkstoffreaktionen hervorrufen kénnen.

Im Falle hamatologischer Erkrankungen konnte gezeigt
werden, dass sowohl ALL als auch AML Uber ein eigenes
spezifische s Expressionsprofil verfiigen. In einer Pilotstudie
wurden Knochenmarksproben von 27 ALL-Patienten und
von 11 AML-Patienten analysiert und diskriminatorische
Gene identifiziert, die eine Unterscheidung dieser beiden
grofRen Leukamiearten aufgrund ihres Expressionsprofils
erlauben. Eine Gruppe von 50 Genen war schlieBlich aus-
reichend, um die beiden Subgruppen akuter Leukamien in
dieser Studie zu Kassifizieren. Darauf aufbauend konnte
gezeigt werden, dass sich auch innerhalb derALL bzw. AML
die jeweiligen zytogenetisch-molekulargenetisch definierten
Subgruppen anhand ihrer spezifischen Gensignaturen
unterscheiden.

Prinzip der Gensignaturen

Durch die Biochiptechnologie wird in einem einzigen
Experiment die Aktivitat aller Gene in einer Gewebeprobe
oder Zellpopulation des Patienten bestimmt. Die gewonne-
nen Genexpressionsprofile geben Aufschluss tber die Akti-
vitat bestimmter Gene bei verschiedenen Erkrankungen.
Gene mit unterschiedlichen Expressionsprofilen in gesun-
dem und pathologischem Gewebe kdnnen eine entschei-
dende Rolle in der jeweiligen Erkrankung spielen und kon-
nen somit auch als diagnostischer Marker eingesetzt werden
(Gensignatur einer Erkrankung). Grundlage der Untersu-
chungen ist die Art und Weise, in der genetische Informatio-
nen vom Genom (der Gesamtheit aller Gene, genomische
DNA) in Proteine (Werkzeuge der Zelle) umge setzt werden.
Dieser Zwischenschritt geschieht Uber die Bildung einer
RNA. Dabei ist die Konzentration einer RNA in erster Nahe-
rung proportional zur Konzentration ihres entsprechenden
Proteins. Damit kann das Protein bzw. die Proteinkonzen-
tration, die fir eine Erkrankung verantwortlich ist, indirekt
Uber die Expression der spezifischen RNA nachgewiesen
werden.

Der Umweg Uber die RNA hat einige entscheidende experi-
mentelle Vorteile. Zum einen lassen sich RNA- und DNA-
Molekile im Vergleich zu Proteinen sehr leicht vervielfalt-
gen und zum spateren Nachweis auf dem Array markieren,
zum anderen lassen nur sie sich einfach Uber spezifische
Wechselwirkungen (Komplementaritat der Basen) mit
Sonden nachweisen.

Der Nachweis von Proteinen ist dagegen aufwandiger: sie
koénnen nur mit Antikdrpern nachgewiesen werden, die teuer
und langst nicht fir alle humanen Proteine erhéaltich sind.
Zudem ist der Nachweis von Proteinen abhangig von deren
raumlicher Struktur, die sie unter experimentelen Bedingun-
gen schnell verlieren kénnen und somit nicht mehr verlass-
lich nachweisbar sind.
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Abbildung 2:

Die Gene A, B, C sind aktiviert. Infolgedessen liegt je nach
Aktivierungsgrad eine bestimmte Konzentration der
RNAA, B oder C vor, die weiter in die entsprechenden
Proteine (Effektoren) umgesetzt wird. Durch die
Biochipanalysen werden die RNA-Konzentrationen aller
humanen Gene und somit die Gesamtheit aler
Genaktivitaten bestimmt. Auf diese Weise kénnen
individuelle Signaturen erstellt werden, die charakteristisch
fur eine Erkrankung wie der SAA sind und die zum Beispiel
zu einem frihen Zeitpunkt Auskunft dariiber geben, welche
Therapieform gewahlt werden sallte.

Festphasensynthese,
Aufbau und Prinzip der Biochips

Biochips werden im Wesentlichen durch zwei verschiedene
Verfahren hergestellt. Im Kontaktverfahren werden zu-
nachst die Oligonukleotidsonden chemisch synthetisiert,
bevor sie auf einen Tréger aus Glas oder Plastik aufge-
bracht werden. Die Sonden sind punktférmig auf dem Chip
angeordnet und zeichnen sich durch die spezifische Abfolge
von DNA-Bausteinen einzelner Gene aus. Ein Nachteil die-
ser Methode ist, dass die Sonden nur mit einer relativ gerin-
gen Dichte auf die Chips aufgebracht werden kénnen. Die
hier verwendeten Biochips werden durch die Festphasen-
synthese hergestellt. Dabei werden kurze DNA-Fragmente
(25 Basen lange Oligonukleotide) direkt auf einer Glasober-
flache synthetisiert. Dieses Verfahren ermdglicht die
Herstellung von so genannten Hochdichtearrays, bei denen
mehr als eine Million Oligonukleotide auf eine Flache von
etwa 15 cm2 aufgebracht sind. Entspricht die Sequenz
einer RNA aus dem Probenmaterial der Sequenz auf dem
Chip, bindet diese an der entsprechenden Stelle und kann
im spateren Verlauf detektiert werden.
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Fur jedes menschliche Gen werden 11 Fragmente aus ver-
schiedenen Genabschnitten aufgebracht: Als Kontrole fir
eine nicht- spezifische Bindung dienen weitere 11 Oligo-
nukleotide, in die beabsichtigt ,falsche” Nukleotide einge-
bracht werden und an die das Probenmaterial nicht binden
sollte. Mit weiteren Kontrollen, beispielsweise um die
Qualitat der Probenamplifikation oder die Hybridisierung zu
Uberpriifen, umfasst ein Biochip etwa 1,3 Milionen Oligo-
nukle otidsonden.

Abbildung 3:

Zur Analyse der SAA-Expressionsprdfile werden
Biochips der Firma Affymetrix eingesetzt.
Auf 1,5 cm? befinden sich 1,3 Millionen
Oligonuklotidsonden fir 38.500 humane Gene.

Abbildung 4:

VergréRerung des Biochips mit aufgebrachtem
Probenmaterial. Je mehr RNA eines Gens im Probenmaterial
vorhanden ist, desto intensiver werden einzelne Signale.
Durch Zuordnung der entsprechenden Position auf dem Chip
wird bestimmt, um welches Gen es sich handet.
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Abbildung 5:

Definierte Anordnung der DNA-Sonden auf den Biochips.
Diese Sonden sind gegen bestimmte RNAs gerichtet,
die nach bestimmten Gengruppen und ihren Funktionen
geordnet sind.

Erstellung einer
Probenbank und Probenaufarbeitung

Mit etwa 25 Neuerkrankungen von Kindern pro Jahr in
Deutschland ist die schwere Aplastische Anamie relativ sel-
ten. Im Rahmen der Therapieoptimie rungsstudie ,Schwere
Aplastische Anamie im Kindesalter* erhalten wir aus dem
gesamten Bundesgebiet, Osterreich und der Schweiz Kno-
chenmarkaspirationen von Verdachtsfallen und Verlaufs-
kontrollen bereits diagnostizierter Falle. Diese werden im
Rahmen diagnostischer Untersuchungen in unserer Arbeits-
gruppe auf Chromosomenaberrationen durch Fluoreszenz
in situ Hybridisierungen (FISH) untersucht, ein anderer Teil
der Proben wird der wissenschaftichen Begleitforschung
der Studie zur Verfiigung gestellt.

Durch die Erkrankung bedingt befinden sich nur wenige ha-
matopoetische Zellen im Untersuchungsmaterial. Durch die
Zellarmut des Knochenmarks, vor allem der fur das Projekt
noétigen hamatopoetischen Stammzellen, liegt eine beson-
dere Herausforderung darin, diese Zellen moglichst e ffektiv
und in sehr guter Qualitat aus dem Probenmaterial zu iso-
lieren. Dabei werden zundchst mononukleére Zellen von
Thrombozyten und Erythrozyten durch Dichtegradienten-
zentrifugation abgetrennt, mit Hilfe magnetischer Partikel
einzelne homogene Zellpopulationen isoliert und bei —80°C
gelagert.

Auf diese Weise werden jahrlich etwa 200 Einsendungen
bearbeitet und einzelne Zellpopulationen (CD34+, CD4+,
CD8+) aus Knochenmarkaspirationen und peripherem Blut in
einer Gesamtzahl von bisher etwa 1000 Einzelproben isoliert.




Forderprojekt der Mehr LEBEN fir krebskranke Kinder

- Bettina-Brau-Stiftung

Bericht tiber Untersuchungen zu Genexpressions-Signat uren
bei schwerer aplastischer Anéamie (AG Fuhrer, Borkha  rdt)

Fur jedes menschliche Gen werden 11 Fragmente aus ver-
schiedenen Genabschnitten aufgebracht: Als Kontrolle fir
eine nicht- spezifische Bindung dienen weitere 11 Oligo-
nukleotide, in die beabsichtigt ,falsche* Nukleotide einge-
bracht werden und an die das Probenmaterial nicht binden
sollte. Mit weiteren Kontrollen, beispielsweise um die
Quialitat der Probe namplifikation oder die Hybridisierung zu
Uberpriifen, umfasst ein Biochip etwa 1,3 Millionen Oligo-
nukleotidsonden.

Abbildung 3:

Zur Analyse der SAA-Expressionsprofie werden
Biochips der Firma Affymetrix eingesetzt.
Auf 1,5 cm? befinden sich 1,3 Milionen
Oligonuklotidsonden fiir 38.500 humane Gene.

Abbildung 4:

VergréRerung des Biochips mit aufgebrachtem
Probenmaterial. Je mehr RNA eines Gens im Probenmaterial
vorhanden ist, desto intensiver werden einzelne Signale.
Durch Zuordnung der entsprechenden Pasition auf dem Chip
wird bestimmt, um welches Gen es sich handelt.

" Magnified

Transporter
image

GF/Cytokine

Signal Transduction

Cell Cyel :
e L Apoptosis

TF Oncngener"NR‘ ‘

h d
Repair/Stress| Membraone " |
|

Receptor

Abbildung 5:

Definiete Anordnung der DNA-Sonden auf den Biochips.
Diese Sonden sind gegen bestimmte RNAs gerichtet,
die nach bestimmten Gengruppen und ihren Funktionen
geordnet sind.

Erstellung einer
Probenbank und Probenaufarbeitung

Mit etwa 25 Neuerkrankungen von Kindern pro Jahr in
Deutschland ist die schwere Aplastische Anamie relativ sel-
ten. Im Rahmen der Therapieoptimierungsstudie ,Schwere
Aplastische Anamie im Kindesalter* erhalten wir aus dem
gesamten Bundesgebiet, Osterreich und der Schweiz Kno-
chenmarkaspirationen von Verdachtsfallen und Verlaufs-
kontrollen bereits diagnostizierter Falle. Diese werden im
Rahmen diagnostischer Untersuchungen in unsererArbeits-
gruppe auf Chromosome naberrationen durch Fuoreszenz
in situ Hybridisierungen (FISH) untersucht, ein anderer Teil
der Proben wird der wissenschatftlichen Begleitforschung
der Studie zur Verfugung gestellt.

Durch die Erkrankung bedingt befinden sich nur wenige ha-
matopoetische Zellen im Untersuchungsmaterial. Durch die
Zellarmut des Knochenmarks, vor allem der fir das Projekt
nétigen hdmatopoetischen Stammzellen, liegt eine beson-
dere Herausforderung darin, diese Zellen mdglichst effektiv
und in sehr guter Qualitat aus dem Probenmaterial zu iso-
lieren. Dabei werden zunachst mononukledre Zellen von
Thrombozyten und Erythrozyten durch Dichtegradienten-
zentrifugation abgetrennt, mit Hilfe magnetischer Partikel
einzelne homogene Zellpopulationen isoliert und bei —80°C
gelagert.

Auf diese Weise werden jahrlich etwa 200 Einsendungen
bearbeitet und einzelne Zellpopulationen (CD34+, CD4+,
CD8+) aus Knochenmarkaspirationen und peripherem Blut in
einer Gesamtzahl von bisher etwa 1000 Einzelproben isoliert.




Forderprojekt der Mehr LEBEN fiir krebskranke Kinder - Bettina-Bréu-Stiftung

Bericht tber Untersuchungen zu Genexpressions-Signat uren
bei schwerer aplastischer Anédmie (AG Fuhrer, Borkha  rdt)




Forderprojekt der Mehr LEBEN fiir krebskranke Kinder - Bettina-Brau-Stiftung

Bericht tiber Untersuchungen zu Genexpressions-Signat uren
bei schwerer aplastischer Anéamie (AG Fuhrer, Borkha  rdt)

Unserer ganz besonderer Dank gilt der
Elterinitiative Intern 3, der
Mehr Mehr LEBEN fir krebskranke
Kinder — Bettina-Brau-Stiftung
und allen Eltern und Spendern,
die diese Arbeit mit
finanziellen Mitteln unterstitzen.

Bedanken mdchten wir uns auch bei
unseren Kooperationspartnern
Prof. Dr. Dr. Haferlach,
Munchner Leukamielabor GmbH und
Prof. Dr. Martin Dugas,
Institut fir Medizinische Informatik
und Biomathematik
der Universitat Miinster.




