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Kurzreferat

Einfiihrung. Dem Y-Box-bindenden Protein 1 (YBX1) kommt eine entscheidende Bedeutung bei
der Entstehung und Aufrechterhaltung verschiedener Malignome zu. Uber seine Rolle im Rahmen
maligner hdmatopoetischer Erkrankung ist bisher allerdings wenig bekannt. Ziel. Evaluation der
YBXI1-Expression im Knochenmark bei myeloproliferativen Neoplasien (MPN),
myelodysplastischen Syndromen (MDS) und akuten myeloischen Leuk&dmien (AML). Methoden.
Immunhistochemischer YBX1-Nachweis und semiquantitative Evaluation der Expression mittels
IRS-Score nach Remmele bei 89 MPN-, 61 MDS- und 50 AML-Féllen im Vergleich zu einer
unauffilligen Kontrollgruppe (n=32) und im Vergleich zu 12 Féllen mit der Diagnose
Immunthrombozytopenie (ITP). Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die YBX1-Expression
in den Zellen der Megakaryopoese gelegt. Ergebnisse. Es liegt eine deutliche YBXI1-
Uberexpression in den Megakaryozyten bei den BCR-ABL-negativen MPN vor (p < 0,001). Die
ITP weist ein dhnliches YBX1-Expressionsniveau auf (p 0,302). In den Zellen der {ibrigen
Himatopoese konnte lediglich bei der Polycythaemia vera (PV) eine signifikante Uberexpression
nachgewiesen werden (p 0,004). Im Rahmen der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) ist
immunhistochemisch keine vermehrte YBX1-Expression nachweisbar (Megakaryozyten p 0,253
bzw. iibrige Hdmatopoese p 0,379). Im Rahmen der MDS und der AML kommt es ebenfalls zu
einer signifikanten YBX1-Erhohung (Megakaryopoese: MDS p 0,007, AML p 0,032, {ibrige
Himatopoese: MDS p < 0,001, AML p <0,001). Schlussfolgerung. Im Rahmen der BCR-ABL-
negativen MPN, des MDS und der AML ist die YBX1-Expression im Knochenmark erhdht.

Allerdings ist diese Expression offenbar nicht spezifisch fiir hdmatopoetische Malignome.

Schliisselworter
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1. Einfiihrung

1.1. Ubersicht Knochenmarkerkrankungen

Der Ort der Himatopoese im menschlichen Korper ist das Knochenmark (1). Beim Erwachsenen
sind die hdmatopoetischen Zellen insb. im Axialskelett und in den proximalen Anteilen der langen
Rohrenknochen lokalisiert (2, 3). Die Hdmatopoese wird in die Myelo- und die Lymphopoese
unterteilt (4). Im Knochenmark finden sich neben den hdmatopoetischen Stammzellen
verschiedene Reifestufen der myeloischen Zellreihen sowie Lymphozyten, Plasmazellen und
Mastzellen (2, 3). Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Myelopoese, zu der Erythro-,
Granulo-, Monozyto- und Megakaryopoese zdhlen (4).

Zu diagnostischen Zwecken wird Knochenmark bevorzugt der posterioren Crista iliaca durch
Biopsie oder Aspiration entnommen (5). Bei der Diagnostik von Knochenmarkerkrankungen
kommt in Deutschland der interdisziplindren Zusammenarbeit zwischen Hématologen und
Pathologen eine entscheidende Rolle zu. Die Durchfiihrung einer Knochenmarkhistologie durch
den Pathologen wird meist empfohlen, da sie neben den von Hédmatologen erhobenen Befunden
zusitzliche Informationen liefert oder bei Punctio sicca eine Alternative zur Aspiration darstellt
(6). Durch die Knochenmarkhistologie ist neben der Beurteilung der Markzellularitit und der
anteiligen Zellreihen bzw. Reifungsstufen auch eine Untersuchung der kndchernen Bestandteile
sowie der Markraumarchitektur und des Fibrosegrades bzw. der Stromazusammensetzung
moglich (2, 7). Immunhistochemische, zytogenetische und molekularbiologische Untersuchungen
konnen ebenfalls anhand eines Knochenmarkbioptats erhoben werden (6). Zur genauen
histologischen Beurteilung der Markzellularitit, welche physiologisch mit zunehmendem
Lebensalter abnimmt, sollten mindestens drei intakte intratrabekuldare Markrdume erfasst sein (8,
9). Im normalen Knochenmark sind die myeloischen Vorstufen in der Regel perivaskuldr und
peritrabekuldr zu finden (2). Bei der Granulopoese findet eine Differenzierung von
markraumperipher nach markzentral statt (2, 3). Die Erythropoese ist in diffus verteilten,
markzentralen, erythroiden Inseln angeordnet (2, 3). Ebenfalls markraumzentral, bevorzugt
perisinusoidal, liegen Megakaryozyten und ihre Vorlduferzellen (2, 3). Die vom Pathologen
durchgefiihrte Knochenmarkhistologie ist ein Teilaspekt und kann nur unter Zusammenschau der
Befunde vollstindig gedeutet werden. Das Knochenmarkaspirat wird i.d.R. durch den

Hiamatologen zytomorphologisch, immunzytometrisch, zytogenetisch und molekularbiologisch



untersucht (6, 10). Auch das klinische Bild sowie Blutbild bzw. Differenzialblutbild und die
Ergebnisse des peripheren Blutausstrichs werden i.d.R. vom Hématologen erhoben (6, 10).

Verdnderungen der Knochenmarkzellularitét oder -architektur konnen u.a. im Rahmen nutritiv-
toxischer Storungen, Infektionen oder im Rahmen maligner Knochenmarkerkrankungen wie den
myeloproliferativen Neoplasien (MPN), den myelodysplastischen Syndromen (MDS) oder der
akuten myeloischen Leukdmie (AML) auftreten (2). Die Verdnderungen konnen alle oben
genannten zelluldren Bestandteile des Knochenmarks betreffen. Typisch fiir nutritive Stérungen
wie Vitamin B12- oder Folsduremangel sind eine Hyperplasie, Linksverschiebung und megalo-
bzw. makroblastire Verdnderungen der Erythropoese (2). Medikamente wie Metamizol oder
Valproinsdure flihren ebenfalls zu Knochenmarkverdnderungen, oft mit Reifungsstopp oder
Aplasie einer oder mehrerer myeloischer Zellreihen (2, 11, 12). Durch bakterielle Infektionen
kommt es zur granulopoetischen Hyperplasie mit Linksverschiebung (2). Eine
Immunthrombozytopenie (ITP), bei der es sich um eine erworbene Erkrankung mit vermehrtem
peripheren Auto-Antikdrper-vermitteltem Thrombozytenabbau handelt, resultiert in einer
Steigerung einer i.d.R. normalen Megakaryopoese im Knochenmark (2, 13). Auf die
Verdnderungen im Rahmen der malignen Knochenmarkerkrankungen soll im Folgenden am

Beispiel der MPN und der MDS genauer eingegangen werden.

1.2. Myeloproliferative Neoplasien (MPN)

Die MPN sind durch monoklonale, autonome Proliferation einer oder mehrerer pluripotenter
Stammzellen des Knochenmarks mit entsprechend vermehrtem Auftreten der jeweiligen Zellreihe
im peripheren Blut gekennzeichnet (14, 15). Die chronische myeloische Leukdmie (CML), die
Polycythaemia vera (PV), die essenzielle Thrombozythdmie (ET) und die primidre Myelofibrose
(PMF) wurden erstmals 1951 durch William Dameshek anhand knochenmarkmorphologischer
und klinischer Gemeinsamkeiten unter dem Begriff ,,Myeloproliferative Disorders® (MPD)
subsummiert (16, 17). Seit 2016 werden laut WHO zusitzlich die chronische Neutrophilen-
Leukdmie (CNL) sowie die chronische Eosinophilen-Leukdmie (CEL) zu den MPN gezéhlt (18).
Im Folgenden wird der Schwerpunkt auf die vier urspriinglichen Krankheitsbilder von Dameshek
gelegt.



1.2.1. Chronische myeloische Leukdmie (CML)

Bei der CML dominiert die klonale Proliferation der granulozytéren Zellreihe (19). Die Inzidenz
liegt bei ca. 1,5/100.000 Einwohner im Jahr (20, 21). Ménner sind héufiger betroffen (20, 21). Das
mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 55 und 65 Jahren (21). Zugrunde liegt das sogenannte
Philadelphia-Chromosom (22, 23), bestehend aus den langen Armen der Chromosomen 9 und 22
(24). Durch reziproke Translokation t(9;22)(q34;q11) entsteht das BCR-ABL1-Fusionsgen (24,
25). Die konstitutive Kinaseaktivierung fiihrt zu einer abnormalen, hdmatopoetischen Proliferation
mit Transformation zur CML (26-29). Es werden eine chronische und eine akzelerierte Phase
sowie die Blastenkrise unterschieden (18). Die hiufigsten Beschwerden sind Fatigue und
Lethargie, gefolgt von Blutungen, B-Symptomatik und Oberbauchbeschwerden (30, 31). Die
Diagnose kann anhand des typischen Befundes im peripheren Blut mit Leukozytose,
pathologischer Linksverschiebung, Basophilie, meist gemeinsam mit Eosinophilie und dem
Nachweis des Philadelphia-Chromosoms bzw. der BCR-ABL-Mutation gestellt werden (18, 32).
Ein Knochenmarkaspirat ist zur Phasenbestimmung und Karyotypisierung essenziell (18). In
Tabelle 1 sind die WHO-Diagnosekriterien der CML aufgefiihrt (18). Die Durchfiihrung einer
Knochenmarkhistologie wird insb. bei insuffizienter Aspiration durch vermehrte Faserbildung

empfohlen (6).

Chronische myeloische Leukdmie (CML), BCR-ABL 1+
Chronische Phase

<10 % Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark
Akzelerierte Phase

Mindestens eines der folgenden Kriterien muss erfiillt sein
(hier nicht aufgefiihrt: drei weitere, vorlaufige Kriterien, die abhdngig vom Ansprechen auf eine Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie sind)

1. Anhaltende oder zunehmende Leukozytose (> 10 x 10°/L), therapieresistent

Persistierende oder zunehmende Splenomegalie, therapieresistent
Anhaltende Thrombozytose (> 1000 x 10°/L), therapieresistent
Anhaltende Thrombozytopenie (< 100 x 10%/L), therapieunabhingig
> 20 % Basophile im peripheren Blut

10-19 % Blasten im peripheren Blut und/oder Knochenmark

IS el el B

Zusitzliche klonale Chromosomenabnormalitdten zum Diagnosezeitpunkt (neben Philadelphia-Chr.
(Ph): zweites Ph, Trisomie 8/19, Isochromosom 17q, komplexer Karyotyp, abnormales 3q26.2)

8. Neue klonale Chromosomenabnormalititen, die wihrend der Therapie auftreten
Blastenkrise

> 20 % Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark

Extramedulldre Blastenproliferation

Tabelle 1: WHO-Diagnosekriterien der BCR-ABL-positiven CML 2016 (18)



In der chronischen Phase der CML liegt i.d.R. ein hyperzelluldrer Befund mit insb. gesteigerter
Granulopoese vor (19, 33). Es sind unterschiedliche Reifungsstufen, meist reduzierte Adipozyten,
und eine variable Markfibrose zu finden (19, 33). Typisch sind auBerdem kleine, nicht
dysplastische, iiber den Markraum verteilte Megakaryozyten mit hypolobulierten Zellkernen (33,
34). Der Blastenanteil liegt unter 10 % (18, 19). Die akzelerierte Phase ist durch eine weitere
Zunahme der Hyperzellularitit und durch dysplastische Verdnderungen, einen erhdhten
Blastenanteil (10-19 %) und abnormale, megakaryozytire Cluster gekennzeichnet (33). Bei einer

Blastenkrise liegt der Blastenanteil bei mindestens 20 % (18).

1.2.2. BCR-ABL-negative MPN

Zu den BCR-ABL-negativen MPN zihlen die PV, die ET und die PMF (16, 17). Die Inzidenzen
der PV und der ET variieren in der Literatur stark mit 0,02-2,8/100.000 (35, 36) bzw. 0,59-
2,53/100.000 (35). Die PMF hat lediglich eine Inzidenz von 0,3-0,5/100.000 (37). Das mediane
Erkrankungsalter der PV liegt zwischen 60 und 70 Jahren (35, 36) und das der ET zwischen 65
und 70 Jahren (35). Das mittlere Erkrankungsalter der PMF betrégt 60 bis 65 Jahre (14, 37).

Im Vordergrund der PV steht die Erythropoetin-unabhingige Erythropoese (38—40). Neben der
peripheren Erythrozytose kann es ebenfalls zu einer Thrombo- und Leukozytose kommen (33, 14).
Bei der ET steht eine Zytokin-unabhéngige Proliferation besonders der megakaryozytdren
Zellreihe mit einer peripheren Thrombozytose im Vordergrund (41-43). Die PMF zeichnet sich
durch eine gestdrte Hamatopoese aus, meist einhergehend mit Andmie, Splenomegalie und
Leukozytose aus (18, 44). Im Verlauf kommt es zu einer progredienten Knochenmarkfibrose mit
Panzytopenie und Leukoerythroblastose (18). Es werden ein préfibrotisches und ein fibrotisches
Stadium unterschieden (18). Die PV und die ET konnen im Krankheitsverlauf ebenfalls in eine
Myelofibrose ilibergehen (45, 46). Auch bei der Pathogenese der BCR-ABL-negativen MPN
kommen Genmutationen eine entscheidende Rolle zu. Die grofite Bedeutung wird der JAK2-
Mutation zugerechnet. Diese liegt bei ca. 96 % der PV-, 65 % der PMF- und bei 55 % der ET-
Fille vor (47, 48). Bei der am hiufigsten auftretenden JAK2(V617F)-Mutation handelt es sich um
eine erworbene Guanin-zu-Thymin-Punktmutation des Nucleotids 1846 im Exon 12 auf
Chromosom 9p24 (48). Valin wird durch Phenylalanin an Position 617 der JH2-Pseudo-Kinase-
Doméne der Januskinase 2 ersetzt, welche so ihre autoinhibitorische Wirkung verliert (48—50).
Dies resultiert in einer Zytokin-Hypersensitivitdt und Zytokin-unabhingigen Proliferation der
hidmatopoetischen Zellen (48-50). Die JAK2(V617F)-Mutation induziert bei Mausen MPN-
dhnliche Krankheitsbilder (48, 51). Weitere hdufige Mutationen im Rahmen der ET und der PMF
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sind die MPL- und CALR-Mutation (45, 52-54). MPL-Mutationen sind bei 3 % der ET (52) und
7 % der PMF-Fille (53) vorhanden. CALR-Mutationen treten in 30 % der ET- (45) und in 35 %
der PMF-Fille (54) auf. Beide Mutationen fithren zu einer konstitutiven Aktivierung des JAK-
STAT-Signalwegs (55, 56). Den Genmutationen kommt zusétzlich eine prognostische Bedeutung
zu (46, 57, 58). Neben den genannten hdufigen Mutationen gibt es viele weitere; Beispiele sind
die TET2- (59), die ASXL1- (60) sowie die IDH1/IDH2-Mutation (61), die im Zusammenhang
mit den MPN stehen.

Die Klinik der PV, der ET sowie der prifibrotischen MF ist geprigt durch thromboembolische
Ereignisse und vaskuldre Komplikationen wie Blutungen (41, 62). Nicht selten handelt es sich bei
einem thromboembolischen Ereignis um eine MPN-Erstmanifestation (36). Bei 68,2 % der PV-
Patienten tritt auBerdem ein aquagener Pruritus auf (63). Im weiteren Krankheitsverlauf der PMF
bzw. im Rahmen einer post-PV/ET-MF kommt es zu progressiver Zytopenie, Kachexie und
Gewichtsverlust, begleitet von konstitutionellen Symptomen (insb. Fatigue) und Splenomegalie
(62). Etwa die Halfte der Patienten leidet an Mikrozirkulationsstérungen in Form von Taubheit,
Kopfschmerzen oder Schwindel (62). Abdominelle Schmerzen oder Unwohlsein treten bei
Patienten mit PMF wesentlich hiufiger auf als bei Patienten mit PV oder ET (62).

Diagnostisch kommt neben Anamnese, korperlicher Untersuchung und Laborbefund insb. der
Knochenmarkhistologie eine entscheidende Rolle zu. Sie wird zu den WHO-Hauptkriterien
gezédhlt (s. Tabelle 2) (18). Bei der PV zeigt sich knochenmarkhistologisch eine trilineédre
Hyperzellularitit mit polymorpher Megakaryopoese (18, 33). Die Erythropoese ist meist
linksverschoben mit vergroferten, bis in die Markraumperipherie reichenden Zellnestern (33). Das
Speichereisen ist im Krankheitsverlauf in den Makrophagen reduziert (33). Bei der ET kommt es
hauptséchlich zu einer Zunahme der Megakaryopoese mit vergroBerten, reifen Megakaryozyten
mit hyperlobulierten Nuclei (18, 33). Die Megakaryopoese ist liber die Markrdume verteilt und
bildet in Abgrenzung zur PMF i.d.R. keine Cluster (33). Meist sind Granulo- und Erythropoese
weder signifikant vermehrt noch linksverschoben (18, 33). In seltenen Féllen kann es zu einer
leichten Myelofibrose kommen (33). Im frithen, préfibrotischen Stadium der PMF ist das
Knochenmark noch hyperzelluldr (18, 33). Dominierend sind meist eine linksverschobene
Granulopoese und Megakaryopoese bei zum Teil leicht reduzierter, linksverschobener
Erythropoese (18, 33). Es sind charakteristische Verdnderungen der Megakaryopoese zu erkennen.
Sie ist in dichten Clustern bis in die Markraumperipherie angeordnet (33). Innerhalb der Cluster
variiert die GroBe der Zellen stark und sie weisen auffillige Kernformationen wie Wolkenkerne
und nackte Kerne auf (33). Mit Fortschreiten der Erkrankung zum fibrotischen Stadium nimmt die

Zellularitét ab, die Zellreihen werden zunehmend dysplastisch und es kommt zur zunehmenden
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Fibrose und endostalen Knochenneubildung (18, 33). Die histologische Einteilung der
Myelofibrosegrade 0-3 ist Tabelle 3 zu entnehmen (9). Ein weiteres wichtiges diagnostisches
Werkzeug ist die molekulargenetische Untersuchung auf die oben genannten héufig

vorkommenden Mutationen. Die diagnostischen Kriterien der WHO sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
PV ET PMF
Bedingung Alle 3 Hauptkriterien oder | 4 Hauptkriterien oder die ersten | 3 Hauptkriterien und mindestens
die ersten beiden 3 Hauptkriterien und das ein Nebenkriterium
Hauptkriterien und das Nebenkriterium
Nebenkriterium
Hauptkriterien
Labor Hb > 16,5 g/dl 3; Thrombozyten > 450 x 10"9/L
Hb > 16,0 g/dl @ oder
Hkt>49 % 3;>48 % @
oder RCM (red cell mass) >
25 % tiber Normwert
Knochenmark- Trilinedre Hyperzellularitét Hauptséchlich Proliferation der Préfibrotisches Stadium
biopsie (Panmyelosis) mit Megakaryozytenlinie mit Proliferation und Atypie d.er
pleomorphen, reifen vermehrten, vergroBerten, reifen Megakaryozyten; ohne retikulédre
Megakaryozyten Meeakarvozyten mit Fibrose > Grad 1; erhohte
(GroBenunterschiede) ceaxary . Y L altersabhéngige Zellularitat;
hyperlobulierten Nuclei, kein Granulozytenproliferation; hdufig
sign. Anstieg/Linksverschiebung erniedrigte Erythropoese
der Neutrophilen-Granulopoese
oder Erythropoese, selten geringe | Fibrotisches Stadium:
Zunahme (Grad 1) der Proliferation und Atypie der
Retikulinfasern Megakaryozyten mit retikuldrer
und/oder Kollagenfibrose Grad 2/3
Sonstiges Entspricht nicht den WHO- Entspricht nicht den WHO-
Kriterien der BCR-ABL1+ CML, Kriterien der BCR-ABL1+ CML,
PV, PMF, MDS oder anderer PV, ET, MDS oder anderer
myeloischer Neoplasien myeloischer Neoplasien
Mutationsstatus/ JAK2V617F- oder JAK2 JAK2, CALR, MPL Mutation JAK2, CALR, MPL Mutation oder
Sonstiges Exon 12-Mutation anderer klonaler Marker (z.B.
ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/2,
SRSF2, SF3B1) oder
Abwesenheit reaktiver, retikuldrer
Knochenmarkfibrose
Nebenkriterien Subnormaler Serum- Nachweis eines klonalen Markers | Erfiillung eines der folgenden
Erythropoetinspiegel oder Ausschluss einer reaktiven Kriterien in zwei
Thrombozytose aufeinanderfolgenden
Besonderheit: Bestimmungen:
Bei absoluter Erythrozytose a) Andmie, welche nicht einer
(8Hb>18,5 g/dI/Hkt>55,5% komorbiden Situation geschuldet ist
QHb>16,5 g/d/Hkt>49,5%) b)) lgelllk‘l’jytgsf z1 1X101A,9/ L
) c) Palpable Splenomegalie
un(.i EFﬁ.lllung aller anderen d) LDII)-I ober}[;alb des iberen
Kriterien kann auf Normwerts
Knochenmarkbiospie ¢) Leukoerythroblastose (nur bei
verzichtet werden fibrotischem Stadium)

Tabelle 2: WHO-Diagnosekriterien der BCR-ABL-negativen MPN 2016 (modif. nach 18)




MF-0 Zerstreutes, lineares Retikulin ohne Uberkreuzungen (crossovers), wie physiologisches
Knochenmark

MF-1  Loses Retikulin-Netzwerk mit vielen, insb. perivaskulir gelegenen Uberkreuzungen

MF-2 Diffuse, dichte Retikulin-Zunahme mit vielen Uberkreuzungen, gelegentlich mit fokalen, dicken
Kollagenfaserbiindeln und/oder fokaler Osteosklerose

MF-3  Diffuse, dichte Retikulin-Zunahme mit massiver Uberkreuzung, mit groben Biindeln dicker

Kollagenfasern, meist mit signifikanter Osteosklerose assoziiert

Tabelle 3: Myelofibrosegrade (MF 0-3) (modif. nach 9)

Die ET hat eine sehr gute Prognose ohne signifikante Reduktion der Lebenserwartung (64). Bei
der PV ist die Lebenserwartung mit einer 1,6-fach gesteigerten Mortalitétsrate hingegen etwas
reduziert (64). Hauptrisikofaktor sind thromboembolische Ereignisse, die bei der ET deutlich
seltener auftreten als bei der PV (64). Zu den negativen Prognosefaktoren der ET zdhlen
stattgehabte Blutungen oder thromboembolische Komplikationen, ein Alter von iiber 60 Jahren
und eine Thrombozytenzahl von iiber 1.500.000/ul (65-67). Die massive Thrombozytose ist
aufgrund eines erworbenen von-Willebrand-Syndroms mit einem erhohten Blutungsrisiko
assoziiert (66). Bei Vorliegen bereits eines Risikofaktors wird der Patient in die Hoch-Risiko-
Gruppe eingestuft (65). Die Lebenserwartung und die Lebensqualitit von PMF-Patienten ist
bedeutend schlechter (47). Die mediane Uberlebenszeit betriigt durchschnittlich 69 Monate (68).
Die MPN konnen im Krankheitsverlauf in eine AML {iibergehen (69). Sie ist fiir ca. 7,2 % der
Todesfille verantwortlich (70). Die AML-Inzidenz ist bei der PMF hoher als bei der ET und der

PV, welche im Verlauf jedoch auch in eine Myelofibrose iibergehen konnen (71).

1.3. Myelodysplastische Syndrome (MDS)

Bei den MDS werden eine primdre und eine therapieassoziierte Form unterschieden.
Chemotherapeutika (72) wie z.B. Alkylantien oder Topoisomerase 2-Hemmer (73) und Radiatio
(72) konnen ein MDS induzieren. Der Kontakt zu benzolhaltigen Stoffen (74) oder zu radioaktiver
Strahlung (75) wurden ebenfalls als Risikofaktor beschrieben. Die primidre Form tritt
durchschnittlich 20 Jahre spéter auf als die therapieassoziierte Variante (76). Laut Diisseldorfer
MDS-Register hat das MDS eine Inzidenz von 4-5/100.000 Einwohner pro Jahr, wobei Minner
hiufiger betroffen sind (76). Ménner erkranken friither als Frauen (medianes Erkrankungsalter:

Mainner 71 Jahre, Frauen 75 Jahre, 76).



Die WHO teilt die MDS-Subtypen in Abhédngigkeit von den morphologischen Dysplasien der
hédmatopoetischen Zellreihen, der peripheren Zytopenie, dem vorhandenen Karyotyp sowie einer
vorhandenen SF3B1-Mutation ein (18). Es werden die MDS mit unilinedrer (MDS-SLD), oder
multilinedrer Dysplasie (MDS-MLD), mit Ringsideroblasten (MDS-RS), mit isolierter del(5q),
mit Blastenexzess (MDS-EB) und die nicht klassifizierbaren MDS-Formen (MDS-U)
unterschieden (18). Neben dem Blutbild und der Bestimmung des Blastenanteils im Blutausstrich,
der zytologischen Beurteilung von Knochenmarkaspirat und der zytogenetischen und
molekulargenetischen Untersuchung ist die Knochenmarkhistologie von Bedeutung (18). Sie kann
zur Abschitzung der altersabhidngigen Zellularitit, des Blastenanteils, der Fibrose sowie zum
Nachweis abnormal lokalisierter unreifer Vorstufen, welche hiufig mit aggressiven MDS-Formen
assoziiert sind, genutzt werden (77, 78). AuBBerdem ist sie zum Beispiel bei bestehender Fibrose
(Punctio sicca) der Zytologie iiberlegen (77). Zur Diagnosestellung sollten Dysplasiezeichen in
mindestens 10 % einer oder mehrere Zellreihen nachgewiesen werden (18, 79). Haufig liegt ein
hyperzelluldres Knochenmark mit atypisch lokalisierter, hyperplastischer Erythro- und
Megakaryopoese sowie hypoplastischer, hypogranulierter, linksverschobener Granulopoese vor
(79). Die meist makroblastischen, erythropoetischen Vorlduferzellen bilden Gruppen gleicher
Reifegrade mit atypischen Kernformationen und teilweise Ringsideroblasten (79). Die
polymorphe Megakaryopoese, oft in lockeren Clustern angeordnet, zeichnet sich hiufig durch
kleine, hypolobulierte oder getrennte Kerne aus (79). Unreife Myeloblasten enthalten Nucleolen
mit oder ohne Granula (79). Nester atypisch lokalisierter Vorlduferzellen (ALIP) kénnen noch im
Markraumzentrum nachgewiesen werden (79). Der Karyotyp hat Einfluss auf die Prognose des
MDS. Bei normalem Karyotyp konnte eine mediane Uberlebenszeit von 53 Monaten festgestellt
werden, wohingegen diese bei komplexen Anomalien bei nur etwa neun Monaten liegt (80). Die
in Tabelle 4 aufgefiihrten Chromosomenanomalien sind von diagnostischer und prognostischer
Bedeutung (80). Auch das Vorkommen somatischer Genmutationen hat unterschiedliche Effekte
auf die Zytopenie, die Blastenproliferation und das Gesamtiiberleben (81, 82). Sie sind bei ca.
90 % der MDS-Patienten nachweisbar (82). Die hdufigsten Mutationen liegen in sechs Genen:
TET2-, SF3B1-, ASXLI1-, SRSF2-, DNMT3A- und RUNXI-Gen (82). Eine diagnostische
Besonderheit kommt dabei SF3B1-Genmutationen, welche mit dem Auftreten von
Ringsideroblasten (MDS-RS) assoziiert sind, zu (18, 83, 84).

Die klinische Symptomatik wird durch die Folgen der Zytopenien bestimmt. Meist steht dabei die
Andmiesymptomatik mit Miidigkeit, Schwéche, Blédsse, Dyspnoe oder Palpitationen im
Vordergrund. Durch Leuko- und Thrombopenie kann es auBerdem zu Infektanfilligkeit und

Blutungskomplikationen kommen (85, 86). Im Durchschnitt gehen 20-30 % der MDS in eine AML
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iiber (85, 87, 88). Bei der AML kommt es durch genetische Aberrationen zur unkontrollierten
Proliferation eines malignen, myeloischen Klons mit Nachweis von > 20 % unreifer Blasten im
Knochenmark und/oder im peripheren Blut (89, 90). Anhand des R-IPSS konnen fiinf
Risikogruppen beim MDS mit zunehmendem Risiko fiir eine AML-Transformation und Mortalitit
unterschieden werden (91). In den Score flieBen neben den zytogenetischen Verdnderungen das
Ausmal} der Zytopenie (Hb, Thrombozyten, neutrophile Granulozyten) und die Anzahl der Blasten

im Knochenmark ein (91).

Neben der beschriebenen Unterscheidung in MPN und MDS gibt es Krankheitsbilder, die bei
initialer Prasentation sowohl proliferative als auch dysplastische Merkmale aufweisen (18, 92).
Diese werden den MDS/MPN Overlap Syndromen zugeordnet (18). Unter diesem Begriff werden
in der aktuellen WHO-Klassifikation die folgenden fiinf Krankheitsbilder zusammengefasst:
aCML  (atypische (BCR-ABLI1-negative) CML), CMML (chronische myelomonozytire
Leukdmie), JMML (juvenile myelomonozytire Leukédmie), MDS/MPN-RS-T (MDS/MPN mit
Ring-sideroblasten und Thrombozytose) und MDS/MPN-U (MDS/MPN, nicht klassifizierbar)

(18).

Chromosomenanomalien beim MDS

-7 oder del(7q) idic(X)(q13) inv(3)(q21q26.2)

-5 oder del(5q) del(11q) t(6;9)(p23;q34)

-13 oder del(13q) del(9q) t(2;11)(p21;923)
i(17q) oder t(17p) t(11;16)(q23;p13.3) t(3;21)(q26.2;q22.1)
del(12p) oder t(12p) t(1;3)(p36.3;921.1)

Tabelle 4: Diagnostische Chromosomenanomalien bei MDS laut WHO 2008 (93)

1.4. Das Y-Box-bindende Protein 1 (YBX1)

Das Y-Box-bindende Protein 1 wurde erstmals 1988 durch Didier et al. beschrieben (94).
Namensgebend fiir dieses DNA-bindende Protein war die Interaktion mit der Y-Box (einer
invertierten ,,CCAAT-Box*) der Promotorregion des MHC-II Gens (94, 95). Neben anderen
DNA-Sequenzen kann YBX1 auch RNA binden oder mit anderen Proteinen interagieren (95-98).
Im Verlauf konnten weitere Mitglieder der Y-Box-bindenden Proteine identifiziert werden und es
erfolgte die Einteilung in die drei Subfamilien YB-1, YB-2 und YB-3 (99). Beispielhaft sind in
Tabelle 5 Mitglieder der humanen Y-Box-bindenden Proteine aufgefiihrt. [hnen gemein ist eine

hochkonservierte DNA-Sequenz, die zu ca. 40 % mit dem Cold shock protein A (CspA) von



Escherichia coli iibereinstimmt (99, 100). Daher gehdren die Y-Box-bindenden Proteine zur
Superfamilie der Cold shock Domain (CSD)-Proteine (99). In prokaryotischen Zellen fungieren
die Kalteschock-Proteine als RNA-Chaperone und wirken als Stressschutz bei niedrigen
Temperaturen (101). In eukaryotischen Zellen besitzt YBX1 vielféltige Funktionen. Parallel zu
den prokaryotischen Kilteschockproteinen spielt YBX1 im Rahmen der zelluldren Stressantwort

eine Rolle. Dariiber hinaus ist es an zahlreichen zelluliren Regulationsprozessen beteiligt (95).

YB-1 YB-2 YB-3
Homo sapiens | YBXI (Y-box-binding protein 1) YBX2 (Y-box-binding protein 2) dbpA (DNA-binding Protein A)
(human) NSEBP 1 (Nuclease sensitive Cotrin csdA (Cold shock domain protein A)
element binding protein 1) dbpC (DNA-binding protein C) Single-strand DNA-binding protein
dpbB (DNA-binding Protein B) NF-GMB

Tabelle S: Mitglieder der Y-Box-bindenden Proteine in humanen Zellen (Ausschnitt aus
Eliseeva et al., 2011 (99))

1.4.1. Aufbau und Struktur

YBXI1 besteht aus 324 Aminosduren und hat eine Molekiilmasse von 35,9 kDa (94, 102). Codiert
wird YBX1 durch acht Exons auf Chromosom 1p34 und umfasst einen DNA-Bereich von ca.
19 kb (103, 104). Wie alle Mitglieder der drei Y-Box-bindenden Proteinsubfamilien ist YBX1 aus
der bereits oben erwidhnten CSD und einer C- sowie einer N-terminalen Doméne aufgebaut (105,
106). Die CSD wird im Bereich der Exons 1-5 codiert (103). Thre Sequenz stimmt in den
verschiedenen Y-Box-bindenden Proteinen zu 90 % iiberein, wohingegen die C- und N-terminalen

Doménen deutliche Sequenzunterschiede aufweisen (99).

Die drei Doménen sind wie folgt aufgebaut (s. Abbildung 1):

1) Die CSD des YBXI1 bildet ein flinfstringiges, antiparalleles B-Fass (107). Sie ist die
evolutiondr am hochsten konservierte nukleinsdurebindende Proteindoméne, welche heute in
Bakterien und Eukaryoten bekannt ist (104, 108). Der CSD wird eine entscheidende
Bedeutung fiir die DNA- (98, 105) und RNA-Bindung (109) sowie fiir die intrazellulire
YBXI1-Lokalisation und den Transport zugeschrieben (95, 110). Wichtige Bestandteile sind
zwei RNA-bindende Sequenzen: RNP-1 und RNP-2 (107, 109). Die Doméne kann auflerdem
an Serin-102 phosphoryliert werden, was die YBX1-Funktion und -Lokalisation modifiziert
(111).
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2) Das N-terminale Ende (NTD) ist aus einer Alanin- und Prolin-reichen Sequenz aufgebaut (95).
Laut Kohno et al. konnte die NTD als sogenannte ,,trans-activation domain* fungieren und
somit an der Transkriptionsregulation beteiligt sein (95).

3) Am C-terminalen Ende (CTD) befinden sich alternierend Folgen von je ca. 30 iiberwiegend
basischen und sauren Aminoséuren, die sogenannten ,,B/A-Repeats* (95, 106, 112). Der CTD
wird eine entscheidende Rolle im Rahmen der Nukleinsdure-Bindung (113, 114) und Protein-
Protein-Interaktion  (95)  zugeschrieben.  AuBlerdem  besitzt die CTD zwei
Aminosduresequenzen, die an der Regulation der intrazelluldren YBX1-Lokalisation beteiligt

sind (115) sowie mehrere Phosphorylierungsstellen (95).

Da N- und C-terminale Doméne bei Bakterien nicht existent sind, konnten sic im Rahmen der

evolutiondren Entwicklung von ein- zu mehrzelligen Organismen entstanden sein (116).

1 51 129 324 A/P Alanin-/Prolin-reiche,
dbpB/YB-1 ’ AP I csD | B/A repeat | N-terminale Domine
CSD Cold Shock Doméne
B/A Repeat alternierende Folgen basischer

bzw. saurer Aminosiduren

Abbildung 1: Aufbau von YBX1, modifiziert nach Kohno et al. 2003 (95)

1.4.2. Funktion

Aufgrund seiner Struktur nimmt YBX1 Einfluss auf eine Vielzahl zelluldrer Prozesse. Hierzu
zdhlen abhédngig von der intrazelluldiren YBXI-Lokalisation Zellzyklusregulation, DNA-
Replikation und -Reparatur sowie verschiedene Bereiche der Proteinbiosynthese (99). Es konnten
zwei Aminosduresequenzen im Bereich der CTD nachgewiesen werden, welche fiir die
intrazelluldre Lokalisation entscheidend sind (115): Das NLS (nuclear localization signal)
zwischen den Aminosduren 186-205 und die CRS (cytoplasmic retention site) zwischen den
Aminosduren 247-267 (115). Durch Verlust der NLS-Sequenz ist eine Translokation in den
Nukleus unmdglich, wohingegen es durch proteolytische Abspaltung der CRS zur Aufhebung der
RNA-Bindung im Zytoplasma und zur nukledren Translokation kommt (115). Auch durch
Phosphorylierung wird die YBX1-Translokation zwischen Nukleus und Zytoplasma beeinflusst
(111). Eine YBXI1-Phosphorylierung geht mit einer erhdhten nukledren YBX1-Konzentration

einher (111). Unter normalen Bedingungen iiberwiegt die zytoplasmatische, insb. perinukledre
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Lokalisation von YBX1 (110). Im Rahmen zelluldrer Stresssituationen wie beispielsweise der
Zytostatikaexposition (117) oder im Rahmen von oxidativem Stress (118) findet eine nukleére
YBX1-Translokation statt. Durch YBXI-Sekretion wird iiber extrazellulire Rezeptoren das
umgebende Gewebe beeinflusst, die Zellproliferation der umliegenden Zellen stimuliert und die

Zellmigration gefordert (119).

Zellproliferation und Zellzykluskontrolle

YBXI1 wird in Geweben mit erhohter Proliferationsrate wie z.B. in embryonalen Zellen oder in
regenerierendem Lebergewebe vermehrt exprimiert (120). Im Rahmen der Embryonalentwicklung
von Hithnern nimmt die zellulire YBXI1-Konzentration ab (120). Das Protein nimmt eine
entscheidende Rolle bei der Zellproliferation ein. YBXI1-defiziente Maiuse weisen
hypoplasiebedingte Wachstumsretardierungen verschiedener Organsysteme auf (121). YBX1
nimmt auf die Zellproliferation u.a. iiber die transkriptionelle Aktivierung verschiedener
wachstumsregulierender Gene wie beispielsweise dem EGFR- (122) oder MET-Gen (123) oder
durch Translationsstimulation, beispielsweise des c-myc-Protoonkogens (124), Einfluss. Das
Protein ist — abhédngig von seiner intrazelluldren Lokalisation — an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt. Am Ubergang der G1- zur S-Phase wird YBX1 vom Zytoplasma in den Nukleus
transportiert und fordert u.a. durch Expressionsanstieg der Cykline A und B1 das Voranschreiten
des Zellzyklus sowie die DNA-Replikation (125). Zellzykluskontrollpunkte werden ebenfalls
beeinflusst (s. 1.4.3.).

Proteinbiosynthese

Erstmals wurde YBX1 1988 durch Didier et al. als Transkriptionsfaktor mit relativer Spezifitat fiir
die Y-Box der Promotorregion des MHC-Klasse II-Gens beschrieben (94). Spéter konnte gezeigt
werden, dass Mitglieder der YB-1-Familie sowohl an insb. Pyrimidin-reiche DNA-Doppel- und
Einzelstrange (96, 98, 120), als auch an RNA (97) binden konnen. Dadurch ist der Einfluss von
YBX1 auf die Proteinbiosynthese und das Zellwachstum sehr vielseitig (96). YBX1 hemmt oder
aktiviert die Transkription von Genen mit sehr unterschiedlichen Funktionen (s. Tabelle 6).
Reguliert werden so beispielsweise Gene, die fiir Proteine der Zellzyklusregulation (z.B. Cyclin
A, B1, 125), oder fiir Zellwachstumsinduktoren (z.B. EGFR, 122) codieren. Auch die Entwicklung

von Medikamentenresistenzen wird so beeinflusst (z.B. P-Glykoprotein, 126).
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Gen Einfluss von YBX1 auf Transkription Referenz
MMP-2 (matrix metalloproteinase 2) Aktivierung 127
EGFR (epidermal growth factor receptor) Aktivierung (122)
MET (hepatocyte growth factor receptor) Aktivierung (123)
MDRI1 (Multi Drug Resistance Gen 1) Aktivierung (126,128)
Cyclin A, Bl Aktivierung (125)

Fas (CD95/Apo-I) Hemmung (129)

p33 Hemmung (130)
VEGEF (vascular endothelial growth factor) Hemmung 131

Tabelle 6: Transkriptioneller YBX1-Einfluss auf die Regulation verschiedener Gene

Im Wesentlichen sind drei Wege der Einflussnahme auf transkriptioneller Ebene beschrieben: die
direkte  Interaktion mit der DNA-Promotorregion, die Beeinflussung anderer
Transkriptionsfaktoren im Sinne eines Co-Aktivators/-Repressors und die Interaktion mit der S1-

Phase-sensitiven Einzelstrang-DNA (s. Abbildung 2, 95).

A A YBX1 bindet direkt an die Y-Box oder verwandte
@ Sequenzen, allein oder mit anderen
\@, Transkriptionsfaktoren (TFs)
TIERILET T
- i~ B YBXI1 interagiert mit anderen TFs und wirkt als
ﬂ/ ~ Co-Aktivator/-Repressor
T I T
C
6\ C YBX1 bindet an die Einzelstrang-Promotor-
N Region und fordert bzw. unterbindet die DNA-
i Bindung durch andere TFs

Abbildung 2: Einfluss von YBX1 auf die Transkription, modif. nach Kohno et al. 2003 (95)

YBXI1 ist auBerdem Teil des SpleiBosoms und damit wichtiger Bestandteil des prd-mRNA-
Splicings (132). Im Zytoplasma bindet YBX1 die mRNA, stabilisiert diese und nimmt Einfluss
auf die Translation (133). Die mRNAs eukaryotischer Zellen bilden Ribonukleoproteinkomplexe,
sogenannte mRNPs (messenger ribonucleoprotein). Mitglieder der YB-1-Familie konnten als
dominierendes Protein der mRNPs identifiziert werden (133, 134). Bei hohem YBX1-Anteil sind
die mRNPs frei im Zytoplasma und somit wenig zugingig flir den Translations-Initiations-
Komplex (133). YBX1 wirkt bei hoher Konzentration als Repressor der Translation (133). Ein
niedriger YBX1-Anteil ist hingegen fiir polyribosomale mRNPs typisch und eine Translation kann
stattfinden (133). Mitglieder der YB-1-Familie sind auch fiir die Initiation der Proteinbiosynthese

- 13-



entscheidend (135). YBXI beeinflusst dariiber hinaus die Halbwertszeit der mRNAs, indem es
als Cap-abhingiger mRNA-Stabilisator fungiert und somit den mRNA-Abbau durch

Exonukleasen reduziert (136).

DNA-Reparatur
YBX1 besitzt eine erhohte Affinitdt zu abasischen (96) oder Cisplatin-modifizierten DNA-

Sequenzen (137, 138) sowie zu DNA mit enthaltenen Mismatch-Mutationen (137). Einfluss auf
die DNA-Reparaturvorginge nimmt YBX1 tiiber verschiedene Mechanismen: Unter bestimmten
Voraussetzungen konnte z.B. eine Aufspaltung von Doppelstrang-DNA in ihre Einzelstrdnge
(137) sowie eine Endonukleaseaktivitdt fiir DNA-Doppelstringe (138) nachgewiesen werden.
AuBlerdem zeigt das Protein eine 3°-5’-Exonukleaseaktivitét fiir DNA-Einzelstrdnge (113). Ein
weiterer Mechanismus besteht in der Einflussnahme auf verschiedene an DNA-

Reparaturvorgidngen beteiligte Proteine (138).

1.4.3. YBX1 und maligne Erkrankungen

Im Gegensatz zu seiner Reparaturfunktion kann YBX1 jedoch auch genetische Instabilitét, z.B.
durch Zentrosomen-Amplifikation oder Fehler wahrend der Mitose, induzieren und zur Entartung
von Zellen beitragen (139). 1997 erschien die erste Publikation, die eine YBX1-Uberexpression
in den Zellen des primidren Mammakarzinoms zeigte (140). Es konnte ein Zusammenhang der
YBXI1-Expression mit Therapieresistenz und Prognose nachgewiesen werden (140). Seitdem
konnte eine erhohte YBX1-Konzentration in Zellen verschiedener Malignome aufgezeigt werden
(141-144). Am Beispiel des Melanoms kann der Einfluss von YBX1 auf die Entstehung und das
Fortschreiten von Neoplasien verdeutlicht werden. Im Rahmen der malignen Transformation des
Melanoms kommt es zu einer moderaten YBX1-Uberexpression (145). Die nukleire YBXI-
Konzentration nimmt von den benignen Navi iliber den melanozytiren Primértumor zu den
Metastasen zu (145). Je nach Tumorart konnten fiir YBX1 abhdngig von seiner Lokalisation
unterschiedliche prognostische Zusammenhéange festgestellt werden. Bei soliden Neoplasien (z.B.
Ovarial-Karzinom oder hepatozelluldres Karzinom) steht ein nukledrer YBX1-Nachweis im
Zusammenhang mit Therapieresistenz oder schlechter Prognose (140, 141, 143, 144, 146). Zu den
Eigenschaften maligner Tumoren zdhlen neben einem unkontrollierten Zellwachstum das
Entgehen der Zellzykluskontrolle oder wachstumshemmender Signale und der Apoptose sowie
eine gesteigerte Angiogenese und im Verlauf die Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung (147).

Lasham et al. fassten 2013 zusammen, inwieweit YBX1 auf die einzelnen Tumoreigenschaften
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Einfluss nimmt (116). Durch seine zellproliferationsfordernde Wirkung fordert YBX1 das
unkontrollierte Tumorzellwachstum (116). Diese wird v.a. durch transkriptionelle und
translationelle Aktivierung verschiedener wachstumsaktivierender Gene (s. 1.4.2.) sowie durch
Aktivierung proliferationsfordernder Signalwege vermittelt (116). Eine YBXI1-Hemmung in
Brustkrebszellen fiihrt zu Wachstumsreduktion und Apoptose (148). Eine entscheidende Rolle in
der Onkogenese wird z.B. dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg zugeschrieben, dessen konstitutive
Aktivierung bei einigen Karzinomen und hdmatologischen Erkrankungen wie der AML oder bei
BCR/ABL- positivem Mutationsstatus vorliegt (149—151). Auch im Rahmen der JAK2(V617F)-
mutierten MPN kommt diesem Signalweg eine entscheidende Bedeutung zu (152, 153). Die
Aktivitdt des PI3K/Akt/mTor-Signalwegs wird durch YBX1 im Rahmen einer autoregulativen
Schleife erhoht (145, 154-156). Das fiir Tumorzellen typische Entgehen der Zellzykluskontrolle
wird ebenfalls durch YBX1 begiinstigt (116). YBX1 steigert die Expression verschiedener
Proteine, die das Voranschreiten des Zellzyklus fordern (vgl. 1.4.2.). Aullerdem befihigt YBX1
Zellen dazu, Zellzykluskontrollpunkte zu umgehen. Erwéhnt sei beispielsweise das Protein p53,
welches bei DNA-Schidden den Zellzyklusarrest zur DNA-Reparatur vermittelt oder aber die
Apoptose einleitet (116, 157). YBX1 hemmt den p53-Promotor (130) oder beeinflusst durch
direkte Interaktion (158) oder Hemmung der p53-vermittelten Transkription (159) den p53-
vermittelten Zellzyklusarrest. YBX1 ist auBerdem Repressor des Fas-Rezeptors (CD95/APO-1)
und greift somit in den Fas-vermittelten Apoptosesignalweg ein (116, 129). Wéhrend der
Tumorentstehung durchldauft Gewebe einen angiogenetischen Switch und es kommt zur Bildung
neuer Blutgefie (116). An diesem Prozess sind verschiedene Mediatoren und
Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF-A beteiligt (116). Unter normalen Bedingungen fungiert
YBX1 als Repressor der VEGF-Expression (131). Diese repressive Wirkung ist jedoch unter
hypoxischen Bedingungen aufgehoben und VEGF-A wird vermehrt exprimiert (131, 160). Es wird
angenommen, dass YBX1 {iber diesen Mechanismus Einfluss auf die vaskuldren Verdnderungen
im Rahmen der Onkogenese nimmt (116, 131, 160). YBX1 konnte ein fordernder Einfluss auf das
invasive Wachstum und die Metastasierung von Tumoren nachgewiesen werden (116). Das
Protein aktiviert z.B. die Transkription des MMP-2 Gens. MMP-2 beeintrichtig die Integritit der
Basallamina von Geweben und fordert somit Invasion und Metastasierung (99, 127). Fiir das
invasive Tumorwachstum und die metastatische Aussaat maligner Tumoren spielt die epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) eine entscheidende Rolle (116, 161). Durch Aktivierung der
Translation EMT-induzierender Proteine fordert YBX1 diese Prozesse (161). Fiir YBXI-

iiberexprimierende Tumorzellen konnte die Entstehung disseminierter, kleiner Tumoren
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nachgewiesen werden, wohingegen bei Tumorzellen ohne YBXI1-Uberexpression ein

iiberwiegend lokales Tumorwachstum besteht (161).

1.4.4. YBX1 und Hamatopoese

Die Rolle von YBX1 im Rahmen der Hadmatopoese ist bislang nicht génzlich verstanden. Es
hiufen sich jedoch Hinweise auf eine entscheidende Rolle von YBXI1 im Rahmen der
Differenzierung, Uberlebensfihigkeit, Proliferation sowie Apoptose von himatopoetischen
Zellen. 2003 wurde erstmals ein YBX1-Einfluss auf die Erythropoese festgestellt (162). In
hédmatopoetischen Progenitorzellen liegt eine erhohte nukledre YBX1-Expression vor, welche im
Rahmen der myeloischen Differenzierung abnimmt und in der differenzierten Zelle nur wenig
nachweisbar ist (163). Eine abweichende YBX1-Expression scheint zu Anomalien der zelluldren
Differenzierung zu filhren (162-164). In leukdmischen Zelllinien liegt in allen
Differenzierungsstadien eine erhdhte YBX1-Expression vor (163). Bhullar et al. zeigten, dass
durch Senkung des YBX1-Levels in einer humanen CML-Zelllinie ein Wachstumsstopp erreicht
und die Apoptose induziert werden kann (163). Diese Daten lassen vermuten, dass YBXI1 die
leukdmische Entwicklung iliber eine Hemmung der Zelldifferenzierung und Aktivierung der
Zellproliferation begiinstigt (163). Eine mogliche Wirkungsweise von YBX1 bei Entstehung und
Aufrechterhaltung der AML wurde von Liu et al. aufgezeigt (165). Die IKBKE-Kinase, welche in
myeloischen Leukémiezellen haufig vermehrt exprimiert wird, fiihrt tiber eine Signalkaskade zur
S104-Phosphorylierung von YBX1 (165). Aktiviertes YBX1 steigert die MY C-Expression auf
transkriptioneller Ebene durch Bindung an die Promotorregion (165). Die Hemmung dieses
Signalwegs fiihrt zu reduzierter Uberlebens- und Teilungsfihigkeit der AML-Zellen und resultiert
in einer reduzierten Krankheitslast (165). Auch beim MDS konnte im Knochenmark eine erhdhte

YBXI1-Expression nachgewiesen werden (114, 162).
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1.5. Fragestellung der Arbeit

Im Vorfeld der Arbeit wurde anhand einer umschriebenen Fallgruppe in Kooperation mit der
Forschungsgruppe um Professor Dr. med. Florian Heidel eine vermehrte YBX1-Expression im
Knochenmark von MPN-Patienten beobachtet (166). Ziel dieser Arbeit ist es, die YBXI-
Expression bei MPN genauer zu untersuchen. Sieht man eine signifikante YBX1-Expression bei
Untersuchung einer groBeren Studiengruppe? Im Vorfeld fiel bei einigen MPN-Stanzen ein
besonders starker YBX1-Nachweis in den Megakaryozyen auf. In welchen Zelllinien liegt die
YBX1-Uberexpression vor? Gibt es Expressionsunterschiede zwischen den MPN-Subtypen? Ist
die YBX1-Uberexpression immunhistochemisch auch bei MDS und AML vorhanden? Um diesen
Fragen nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit Beckenkammstanzbiopsien eines
Patientenkollektivs der Universititsklinik Magdeburg mit MPN-, MDS- oder AML-Diagnose
semiquantitativ mittels Immunhistochemie auf ihren YBX1-Gehalt hin untersucht. Dabei wurde
die YBX1-Expression in den Zellen der Megakaryopoese gesondert betrachtet. Die restliche
Hiamatopoese wurde zusammengetfasst untersucht. Zur Spezifititsanalyse wurde die ITP im Sinne

einer benignen Vergleichsgruppe in die Studie aufgenommen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv und Studiengruppen

Das Patientenkollektiv stammt aus der Datenbank des Instituts fiir Pathologie des
Universititsklinikums Magdeburg. Mithilfe eines hausinternen Zugangs zur Befunddatenbank
wurden alle Beckenkammstanzbiopsien mit histologischen Verdnderungen im Sinne einer MPN
(ET, PV, PMF, CML), eines MDS oder einer AML ermittelt, die zwischen Juni 2011 und Januar
2015 beurteilt wurden. Um den Zugriff auf klinische Daten sowie einheitliche Diagnosekriterien
zu gewihrleisten, wurden ausschlieBlich Stanzen von Patienten aus der Universititsklinik fiir
Héamatologie und Onkologie Magdeburg oder aus der himato-onkologischen Gemeinschaftspraxis
Dres. Uhle, Miiller, Kroning, Jentsch-Ullrich in Magdeburg ausgewéhlt. Zusétzlich wurden
Stanzen mit unverdnderter Knochenmarkhistologie untersucht. Proben von Patienten mit ITP

wurden als weitere Kontrollgruppe herangezogen.

Mittels eines Zugangs zum Medos®-System der Universititsklinik fiir Hamatologie und
Onkologie Magdeburg bzw. iiber die Datenbank der Gemeinschaftspraxis Dres. Uhle, Miiller,
Kroning, Jentsch-Ullrich wurden die klinischen Daten der Patienten ermittelt. Besonderer Wert
wurde dabei auf die klinische Diagnose und bei den MPN auf den JAK2-Mutationsstatus gelegt.
Im Folgenden wurden die klinische und die pathologische Diagnose verglichen. Da eine klinische
Diagnose unter Zusammenschau mehrerer Befunde gestellt wird, wurde diese hoher gewichtet.
Entscheidend fiir den Einschluss in die Studie und die Eingliederung in die Diagnosegruppen MPN
(ET, CML, PV, PMF), MDS und AML war daher die abschlieBende klinische Diagnose. 19 der
eingeschlossenen Knochenmarkschnitte mussten unter Zusammenschau der klinischen Daten
anderen Diagnosegruppen zugeordnet werden. 134 der so ermittelten Félle mussten mangels
genligend Material in Form von in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE)
Blocken im Archiv des Instituts fiir Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitit aus der

Betrachtung herausgenommen werden.

Von diesem Studienkollektiv wurden histologische Schnitte angefertigt und unter Verwendung
eines Fiarbeautomaten mittels Himatoxylin-Eosin (HE) geférbt. Es wurden nur Proben in die
Studie eingeschlossen, die mindestens 3 beurteilbare Markrdume enthielten. Die Beurteilung der
Représentativitdt erfolgte unter Aufsicht eines diagnostisch tétigen Pathologen. Von 259 auf diese

Weise ermittelten Fillen wurden immunhistologische YBXI1-Reaktionen angefertigt und
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histologisch ausgewertet. Bei ungleichmifiger Reaktionsverteilung, welche wahrscheinlich durch
insuffizientes Spiilen hervorgerufen wurde, oder bei ausgepriagter Hintergrundfarbung wurden die
immunhistochemischen YBX1-Reaktionen wiederholt. Bei 15 Fillen zeigte sich eine wiederholt
schlechten Qualitét. Diese Félle wurden bei nicht eindeutiger Beurteilbarkeit aus der Betrachtung

herausgenommen.

Sdmtliche Schnitte und Farbungen wurden im immunhistochemischen Labor des pathologischen
Instituts der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg durchgefiihrt.
2.2. Reagenzien

iVIEW DAB Detection Kit Ventana
1iVIEW Inhibitor 3 % Wasserstoffperoxidlosung

iVIEW Biotinylated Ig Secondary affinitétsgereinigtes biotinyliertes Ziege-Anti-Maus-

Antibody IgG und -IgM (< 200 pg/ml), biotinyliertes Ziege-
Anti-Kaninchen-IgG (< 200 pg/ml), Phosphatpuffer,
Konservierungsmittel ProClin 300

iVIEW SA-HRP konjugierte Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-
Losung (< 300 pg/ml), Proteinstabilisator,

Konservierungsmittel ProClin 300

iVIEW DAB Diaminobenzidin (2 g/l), Stabilisatorlosung,
Konservierungsmittel.

1VIEW H202 0,04 %-0,08 % Wasserstoffperoxid,
Phosphatpufferlosung

iVIEW Copper Kupfersulfat (5 g/l), Acetatpufter,
Konservierungsmittel

Endogenous Biotin Blocking Kit Ventana

Blocker A Losung 0,1 mg/ml Eiweil-Avidin, phosphatgepufferte
Kochsalzldsung, Konservierungsstoffe
Blocker B Losung 0,1 mg/ml freies Biotin, phosphatgepufferte

Kochsalzlosung, Konservierungsstoffe
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FFPE-Beckenkammstanzbiopsien
Primérantikorper

Antibody Diluent

Piifferlosung

Reaktionspuffer

Hamalaun nach Mayer

Corbit-Balsam
Xylol

Ethanol
Coverslip Losung

Aqua dest

2.3. Qerite

Féarbeautomat
Dampfkochtopf
Pipetten
Pipettenspitzen
Mikrotom
Glasobjekttrager
Deckgléser

ISP-Zugang
Medos-Zugang

Patientendatenbank

Datenerfassung/Textverarbeitung:

Microsoft Excel fur Mac 2019
Microsoft Word fur Mac 2019

Statistik:

Archiv des pathologischen Instituts der OvGU MD

Anti-YB1 antibody [EP2708Y], abcam
VENTANA
0,01M Natrium-Citrat-Ldsung pH 6,0, Merck

VENTANA

1g Hamatoxylin in 1000ml Aqua dest.; 0.2g
Natriumjodat und 50g reinem Kalialaun

Hecht

Zentralapotheke Universtitdtsklinik Magdeburg
Zentralapotheke Universtitdtsklinik Magdeburg
VENTANA

Zentralapotheke Universtitdtsklinik Magdeburg

NexES, VENTANA
Pascal, Dako
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
RM2155, Leica
Superfrost Plus, Menzel

Menzel

Pathologisches Institut OvGU MD

Klinik fiir Himatologie und Onkologie OvGU MD
Schwerpunktpraxis fiir Himatologie und Onkologie
Uhle, Miiller, Kroning, Jentsch-Ullrich, Magdeburg

Microsoft Deutschland GmbH

Microsoft Deutschland GmbH

IBM SPSS Statistics Version 26
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2.4. Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie konnen bestimmte Antigene in Formalin-fixierten, Paraffin-
gebetteten (FFPE) Geweben sichtbar gemacht und anschlieBend mittels Mikroskop qualitativ und
semiquantitativ beurteilt werden (167). Es existieren abhéngig vom Hersteller unterschiedliche
Detektionssysteme, beispielsweise die Avidin-Biotin-Complex (ABC)-, die Catalyzed Signal
Amplification (CSA)- oder die Labelles Streptavadin Biotin (LSAB)-Methode (168). Um YBX1
in den Knochenmarkschnitten darzustellen, wurde das iVIEW DAB Detection Kit von Ventana
verwendet (167). Es handelt sich um ein indirektes Biotin-Streptavidin-System, welches in der
Lage ist, Kaninchen-Primdrantikorper nachzuweisen (167). YBX1 wurde in den préiparierten
Knochenmarkschnitten mittels eines Anti-YBX1-Antikorpers lokalisiert (167). Gegen diesen
Antikorper richtet sich der biotinylierte Sekundédrantikorper (167). Ein Meerrettich-Peroxidase-
Enzym-Konjugat bindet das Biotin (167). Nach Zugabe einer farblosen Substrat-Chromogen-
Losung entsteht ein farbiges Prizipitat (vgl. Abbildung 3, 167).

DAB
Precipitate H,0,

Copper DAB
Streptavidin HRP

= (SA-HRP)
\,5

Biotinylated Secondary
Antibody

Primary ———]
Antibody / \
D Target Antigen

NIEW DAB Detection Kit

Tissue

Abbildung 3: Fiarbeprinzip aus VENTANA Iview DAB Detection Kid (167)

2.4.1. YBX1-Antikorper

Beim YBXI-Antikorper handelt es sich um einen monoklonalen IgG-Antikorper, der aus
Kaninchen gewonnen wurde und gegen humanes YBX1 nahe des C-terminalen Endes gerichtet
ist (169). Hergestellt durch die Firma abcam gehort er zur Reihe der RabMAb (Rabbit Monoclonal
Antibody products) und wird unter dem Namen Anti-YB1 antibody [EP2708Y] gefiihrt (169).
Gelost in 49 % PBS, 0,01 % Natriumazid, 50 % Glycerol und 0,05 % BSA besitzt der Antikorper
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eine Stammkonzentration von 0,415 mg/ml (169). Der Antikorper wurde bei einer Temperatur von

-20 °C autbewahrt und vor Gebrauch mit Ventana Antibody Diluent 1:400 verdiinnt (169).

2.4.2. Farbeverfahren

Die histologischen Schnittpdparate sowie die immunhistochemischen Reaktionen wurden am
Institut fiir Pathologie durch Mitarbeiterinnen des Routinelabors angefertigt. Mit Hilfe eines
Mikrotoms wurden zunéchst aus den FFPE-Blocken 2 um dicke Paraffinschnitte hergestellt und
auf einen Glasobjekttrager gezogen. Dieser wurde fiir mindestens 60 Minuten bei 60 °C
getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hilfe von Xylol dreimal 5 Minuten lang
entparaffiniert. Es folgte die Rehydrierung mittels einer absteigenden Alkoholreihe mit zweimal
1 Minute 100 % Ethanol, einmal 1 Minute 96 % Ethanol und einmal 1 Minute 75 % Ethanol.
Danach wurden die Proben mit Leitungswasser und anschliefend mit Aqua dest. gespiilt. Wahrend
der Fixierung an formalinsensitive Epitope entstehen Crosslinks, die zu einer Epitop-Maskierung
fithren kénnen. Zur Hitze-induzierten Epitop-Demaskierung folgte eine Inkubation mit 0,01M
Natrium-Citrat-Puffer (pH 6,0) fiir 10 Sekunden bei 120 °C in einem Dampfkochtopf (Retrieval
Solution). Nach der erneuten Spiilung mit Leitungswasser, Aqua dest. und einem Reaktionspuffer
wurden die Schnitte mithilfe des NexES Féarbeautomaten bearbeitet. Hierbei wurden die Schnitte
mit verschiedenen Reagenzien bei 37 °C fiir definierte Zeiten inkubiert. Nach jedem

Inkubationsschritt wurde ein Waschvorgang durchgefiihrt.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitit wurde der IVIEW-Inhibitor fiir 4 Minuten
inkubiert. Im zweiten Schritt kam es zum 32-miniitigen Einsatz des monoklonalen Kaninchen-
Anti-YB1-Antikorpers. Um unspezifische Farbungen durch endogenes Biotin zu minimieren, kam
das Endogenous Biotin Blocking Kit von Ventana zum Einsatz. Es besteht aus einer Avidin-
haltigen Losung (Blocker A) und aus einer Biotin-haltigen Losung (Blocker B) (170). Der Blocker
A bindet an endogenes Biotin und maskiert dieses. Der Blocker B blockiert die freien Biotin-
Bindungsstellen des Avadins (170). Beide Blocker wurden nacheinander mit einer Inkubationszeit
von je 4 Minuten eingesetzt. Folgend wurde der I-VIEW biotinierte Ig-Sekundérantikorper fiir
8 Minuten inkubiert. Nach einem zweifachen Waschvorgang und Coverslip-Auftragung wurde
das I-VIEW SA-HRP, ein Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase-Enzym-Konjugat, fiir 8§ Minuten
aufgetragen. Um die so entstandenen Immunkomplexe sichtbar zu machen, wurden die Schnitte
in einer Substrat-Chromogen-Losung mit [-VIEW DAB und H202 fiir 8§ Minuten inkubiert und
eine Kupfersulfat-Losung (I-VIEW COPPER) fiir 4 Minuten aufgetragen. Nach 2 weiteren
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Waschdurchldufen im Férbeautomaten wurden die Priparate in Leitungswasser und einem
Tropfen Spiilmittel per Hand gespiilt und mittels Aqua dest. gereinigt. Eine Gegenfarbung erfolgte
mit Hdmalaun-Losung nach Mayer. Mehrminiitiges Einstellen in Leitungswasser fiihrte pH-
abhingig zum bldulichen Farbumschlag. AnschlieBend folgte eine Dehydrierung mittels
aufsteigender Alkoholreihe: 1x1min 75 % Ethanol, 1x1min 96 % Ethanol, 2x1min 100 % Ethanol.
Abschliefend wurden durch zweifache flinfminiitige Xylol-Inkubation eventuell entstandene
Triibungen entfernt und die Schnitte mit Corbit-Balsam und Deckglas eingedeckt. Bei jedem

Farbedurchlauf wurden Positiv- und Negativkontrollen mitgefiihrt.

2.5. Histologische Auswertung

Die Auswertung der immunhistologischen YBX1-Reaktion erfolgte durch die Verfasserin dieser
Dissertationsschrift gemeinsam mit einem erfahrenen Pathologen. Um eine Beeinflussung zu
vermeiden, wurde sie randomisiert in zufdlliger Reihenfolge ohne Kenntnis der vorliegenden
Diagnose durchgefiihrt. Um die Qualitdt der YBX1-Reaktion zu beurteilen, wurden die Schnitte
zunidchst mit 100-facher VergroBerung unter dem Mikroskop betrachtet und hinsichtlich
unspezifischer Farbungen und insuffizientem Biotin-Block evaluiert. Bei insuffizientem Biotin-
Block oder inhomogener Firbung (a.e. durch insuffizienten Spiilvorgang) wurde die
immunhistochemische YBX1-Reaktion wiederholt. Bei zweimalig unzureichender Qualitét fielen
die Schnitte wie oben beschrieben aus der Betrachtung heraus. In den immunhistochemischen

YBX1-Reaktionen stellt sich YBX1 braun dar (vgl. Abbildung 4, 167).

Megakaryozyten und die iibrigen Zellen der Himatopoese wurden gesondert betrachtet und
jeweils hinsichtlich der Férbeintensitét und des prozentualen Anteils der gefarbten Zellen an der
Gesamtreihe beurteilt. Die Farbeintensitdt wurde dabei in keine (-), leichte (+), mittelstarke (++)
und starke Farbung (+++) eingeteilt. Sofern in einem Schnitt mehrere Intensititen vorhanden
waren, wurde die quantitativ liberwiegende gewertet. Die Bewertung erfolgte anhand des

folgenden Punktesystems:

Intensitat - 0 Punkte
Intensitat + 1 Punkt

Intensitat ++ 2 Punkte
Intensitat +++ 3 Punkte
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Die Farbeintensitit wird in Abbildung 4 am Beispiel der megakaryozytéren Zellreihe

demonstriert.

Abbildung 4: Farbeintensitit (FI)

Der prozentuale Anteil gefarbter Zellen wurde anschlieBend geschitzt. Zur vereinfachten
Auswertung wurde das Scoring-System des IRS nach Remmele verwendet, welches abhéngig vom

prozentualen Anteil gefdrbter Zellen (GZ) einer Zellreihe Punkte vergibt.

Anteil gefirbter Zellen

gefiarbte Zellen an gesamter Zellreihe Punkte (GZ)
1-9 % 1
10-50 % 2
51-80 % 3
81-100 % 4

Zur weiteren Auswertung wurde der IRS nach Remmele (171) verwendet und die nach obigem
Schema ermittelten Punktwerte filir die Farbeintensitit (FI) mit dem Anteil der gefarbten Zellen
(GZ) multipliziert (Tabelle 7, Abbildung 5). Der so ermittelte IRS wurde flir die Auswertung

verwendet.
GZ 0 1 2 3 4
FI
0 0
1 1 2 3 4
2 2 4 6 8
3 3 6 9 12

Tabelle 7: IRS (171) aus Farbeintensitit (FI) und Punkte nach Anteil gefiarbter Zellen (GZ)
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Abbildung 5: Beispiele fiir den IRS der megakaryozytiren Zellreihe (schwarze Pfeile),
abhiingig von Firbeintensitit (FI) und Punkten nach Anteil gefiarbter Zellen (GZ)

2.6. Datenanalyse

Die statistische Auswertung erfolgte gemeinsam mit einer Statistikerin des Instituts fiir Biometrie
und medizinische Informatik des Universititsklinkkums Magdeburg. Es wurde das
Statistikprogramm SPSS Statistics verwendet. Aufgrund einer fehlenden Normalverteilung und
der unabhéngigen Stichproben wurden entsprechende nichtparametrische Tests verwendet. Fiir
das ordinale Skalenniveau des IRS wurde der Zwei-Stichproben-Vergleich mittels Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Getestet wurde bei dem zweiseitigen Test mit einem
Signifikanzniveau o = 5 %. Zur Auswertung wurde die asymptotische Signifikanz herangezogen.
Bei Vergleich von mehr als 2 Stichproben kam entsprechend der Kruskal-Wallis-Test zur
Anwendung. Hier wurde ein Mehrfach-Paarvergleich mittels Dunns Prozedur angeschlossen. Um
das Problem des multiplen Testens zu umgehen, wurde ein Bonferroni-korrigiertes

Signifikanzniveau o verwendet.
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Es wurde untersucht, ob signifikante Unterschiede der YBXI-Expression in den
immunhistochemischen Reaktionen der Knochenmarkschnitte der oben genannten
Studiengruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe existieren. In einem zweiten Schritt wurden die
MPN gegen die ITP im Sinne einer nicht maligne verdnderten Vergleichsgruppe auf signifikante
Unterschiede der YBX1-Expression untersucht. Die Firbeintensitit kann als semiquantitatives
MaB fiir den YBX1-Gehalt in angeférbten Zellen gesehen werden. Je stirker die Intensitét, desto
hoher der YBX1-Gehalt. Der IRS, welcher die Fiarbeintensitit mit dem Anteil der YBXI-
exprimierenden Zellen an der megakaryozytéren bzw. den librigen hdmatopoetischen Zellreihen
kombiniert, spiegelt als indirektes Mall den YBXI1-Gehalt der jeweiligen histologischen

Knochenmarkschnitte wider.
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3. Ergebnisse

3.1.

Analyse des Patientenkollektivs

Basierend auf den anfangs festgelegten Kriterien fiir den Studieneinschluss (s. 2.1.) ergab sich ein

Studienkollektiv von 244 Patienten. Es wurden 89 MPN-, 61 MDS- und 50 AML- Fille in die

Studie eingeschlossen (s. Tabelle 8). Die prozentualen Anteile der Studienuntergruppen am

Gesamtkollektiv sind Abbildung 6 zu entnehmen. Die Gruppenmerkmale zu Alter und Geschlecht

sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Fallzahl
MDS 61
MPN: 89
1) CML 19
2) PMF 23
3)ET 30
4) PV 17
AML 50
Kontrolle 32
ITP 12
Gesamtanzahl 244

Tabelle 8: Studienkollektiv

_ITP 5%

Kontrolle 3’
13% |

‘/

j

MDS 25% MPN 36%

AML 21%

CML 8%

ELL12%

PMF 9%

PV 7%

Abbildung 6: Prozentuale Anteile der Studiengruppen

am Gesamtkollektiv

Kon-
Gesamt| MPN MDS | AML | trolle ITP
CML | PMF ET PV

Anzahl 244 89 19 23 30 17 61 50 32 12
m 141 54 11 16 14 13 41 24 19 3
W 103 35 8 7 16 4 20 26 13 9
m:w 1,369 | 1,543 | 1,375 | 2,286 | 0,875 3,25 2,05 0,923 | 1,462 | 0,333
Alter,
Median 65 61 52 71 61,5 62 72 67,5 57 61,5
Alter,
Mittelwert 63,111 | 59,652 | 51,947 | 66,83 58,1 61,29 | 68,16 | 65,52 | 60,094 | 61,083
Min. Alter 23 25 32 35 28 25 23 36 33 33
Max. Alter 90 84 81 84 80 77 90 83 83 83
Alter,
Spannweite 67 59 49 49 52 52 67 47 50 50

Tabelle 9: Gruppenmerkmale
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Fiir 61 der MPN-Patienten konnte der JAK2-Mutationsstatus ermittelt werden. Bei 37 Patienten
lag eine JAK2-Mutation vor. 24 MPN-Patientenproben waren JAK2-negativ.

Als Kontrollgruppe wurden Knochenmarkstanzen von 32 Patienten mit anderen Erkrankungen
ohne Beteiligung des Knochenmarks herangezogen. Als zusétzliche Vergleichsgruppe wurden 12
ITP-Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei der ITP kommt es zu einer Zunahme der
Megakaryozytenzahl im Knochenmark, jedoch ohne zytologische oder architektonische

Knochenmarkverdanderungen (172).
YBXI1 wurde bei allen Gruppen iiberwiegend zytoplasmatisch nachgewiesen. Lediglich bei einem

AML-, zwei CML-, zwei ET-, einem PMF- und vier MDS-Fillen war neben dem

zytoplasmatischen auch signifikant nukledres YBX1 nachweisbar.

3.2. Statistische Auswertung

Untersucht wurde der immunhistochemisch ermittelte YBX1-Gehalt in den Zellen der
Hiamatopoese in Knochenmarkstanzbiopsien. Als Maf} fiir die YBX1-Expression der Zellreihen
wurde der IRS nach Remmele verwendet (s. 2.5.). Die so ermittelte YBXI1-Expression im
Knochenmark der MPN-, MDS- und AML-Gruppe wurde mit histologisch unauffilligem
Knochenmark (Kontrollgruppe) verglichen. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die YBX1-
Expression in den Zellen der Megakaryopoese gelegt, welche gesondert betrachtet wurde. Die
Ergebnisse wurden mittels Boxplot visualisiert. Im Allgemeinen war der IRS der Zellen der
iibrigen Hamatopoese im Vergleich zu den Megakaryozyten niedriger. Ein Wert von 12 wurde in
den Zellen der iibrigen Hamatopoese nicht erreicht. Entsprechend wurde die Skalierung der

Boxplots angepasst.

3.2.1. Myeloproliferative Neoplasien (MPN)
3.2.1.1.  Zellreihe der Megakaryopoese

Da im Vorfeld der Arbeit bei einer kleinen MPN-Testpopulation eine besonders starke YBX1-
Reaktion in den Zellen der Megakaryopoese aufgefallen war, legten wir unser Augenmerk

zundchst auf die YBX1-Expression in den gut abgrenzbaren Megakaryozyten.
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Wie in Abbildung 7 dargestellt, fiel eine starke immunhistochemische YBX1-Reaktion in den
Megakaryozyten der MPN im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Mit einem mittleren IRS von
3,942 lag eine signifikante YBX1-Uberexpression bei den MPN vor (s. Tabelle 10, Abbildung 8).
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Abbildung 7: Immunhistochemische YBX1-Reaktion im Knochenmark bei a) chronisch
myeloische Leukimie (CML), b) essenzielle Thrombozythimie (ET), ¢) Polycythaemie vera
(PV), d) primére Myelofibrose (PMF), e) Kontrollgruppe
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Anzahl Mittelwert SD Median Minimum Maximum

MPN &9 3,942 3,942 4,00 0 12
BCR-ABL-neg. 70 6,06 3,893 8,00 0 12
ET 30 6,47 3,875 7,00 0 12

PMF 23 5,65 4,927 8,00 0 12

PV 17 5,88 4,045 8,00 0 12

CML 19 1,95 1,957 2,00 0 6
Kontrolle 32 1,031 1,858 0,00 0 8

Tabelle 10: IRS der megakaryozytiren Zellreihe der MPN-Subtypen und der
Kontrollgruppe

12

10

IRS-Score
(@)

O Kontrolle & MPN
p <0,001*

Abbildung 8: YBX1-Expression der megakaryozytiren Zellreihe, MPN vs. Kontrollgruppe
IRS der immunhistochemischen YBXI-Reaktion in der megakaryozytiren Zellrethe im
Knochenmark der MPN-Gruppe verglichen zur Kontrollgruppe mit unauffilligem
Knochenmark

Mann-Witney-U-Test

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05

Innerhalb der MPN-Subtypen bestanden deutliche Unterschiede beziiglich der YBX1-Expression.
Abbildung 7 zeigt bei der ET, der PV und der PMF im Gegensatz zur CML eine stérkere
megakaryozytire, immunhistochemische YBX1-Reaktion. Bei Betrachtung des mittleren IRS der

MPN-Subtypen bestdtigte sich der in Abbildung 7 beschriebene Unterschied der
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megakaryozytiren YBX1-Expression zwischen der CML mit 1,95 und den BCR-ABL-negativen
MPN mit 6,06 (s. Tabelle 10).

Passend zu den oben genannten Ergebnissen war die megakaryozytire YBXI1-Expression der
BCR-ABL-negativen MPN (ET, PMF, PV) im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht.
Bei der CML, welche aufgrund ihrer Pathogenese (BCR-ABL-Mutation) unter den hier
untersuchten MPN eine Sonderstellung einnimmt, lag im Vergleich zur Kontrollgruppe keine
YBX1-Uberexpression vor. Die BCR-ABL-negativen MPN exprimierten im Vergleich zur CML
signifikant mehr YBX1 in den Megakaryozyten (s. Abbildung 9). Innerhalb der Gruppe der BCR-
ABL-negativen MPN (ET, PV, PMF) ergab sich kein signifikanter Expressionsunterschied.

p <0,001*

= O Kontrolle
10 BCR-ABL-negative MPN
CML
" 8 ¢
G 6 ET
= PMF
4 @mPV

—

p <0,001*
p 0,253
p <0,001*
p <0,001*
p < 0,001*
Abbildung 9: YBX1-Expression der megakaryozytiren Zellreihe, MPN-Subtypen und
g p g yozy YP

Kontrollgruppe

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion in der megakaryozytéren Zellreihe im
Knochenmark der MPN-Subtypen und der Kontrollgruppe

Paarweiser Vergleich mittels Kruskal-Wallis-Test
p = Signifikanzwerte
* = signifikantes Ergebnis bei einem Signifikanzniveau 0,05 mit Bonferroni-Korrektur
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3.2.1.2.  Ubrige Himatopoese

Nach Betrachtung der gut abgrenzbaren Megakaryozyten wurden im Folgenden auch die anderen
Zellen der Hamatopoese auf ihre YBX1-Expression hin untersucht. In diesen Zellen lag bei den
MPN ebenfalls eine YBX1-Uberexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe vor (s. Tabelle 11,
Abbildung 10).

Anzahl  Mittelwert SD Median  Minimum Maximum

MPN 89 1,46 2,040 0,00 0 6
BCR-ABL-neg. 70 1,63 2,195 0,00 0 6
ET 30 0,87 1,676 0,00 0 6

PMF 23 1,91 2,214 1,00 0 6

PV 17 2,59 2,599 2,00 0 6
BCR-ABL-pos. 19 0,84 1,167 0,00 0 4
Kontrolle 32 1,32 0,594 0,00 0 6

Tabelle 11: IRS der iibrigen himatopoetischen Zellen (exklusive Megakaryopoese) bei
Myeloproliferativen Neoplasien (MPN) und der Kontrollgruppe

10
8
L
S 6 °
N
2 4 .
2 T
. | |

O Kontrolle MPN
p 0,038*

Abbildung 10: YBX1-Expression in den Zellen der iibrigen Himatopoese (exklusive
Megakaryopoese), MPN vs. Kontrollgruppe

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion im Knochenmark der MPN-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe

Mann-Witney-U-Test

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05
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Analog zur megakaryozytdren Zellreihe wurden die MPN-Subtypen einzeln untersucht. Bei der
PV lag mit einem mittleren IRS von 2,59 die hochste YBX1-Expression unter den MPN-Subtypen
vor (s. Tabelle 11). Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die YBX1-Expression der PV signifikant
gesteigert. Bei der PMF und bei der ET lag hingegen keine signifikante Expressionssteigerung in
den iibrigen hdmatopoetischen Zellen vor. Bei der BCR-ABL-positiven CML war dhnlich wie bei
den megakaryozytéiren Zellen die YBX1-Expression auch in den iibrigen hdmatopoetischen Zellen
nicht signifikant erhoht (s. Abbildung 11). Unter den MPN-Subtypen konnten keine signifikanten

Unterschiede im YBX1-Expressionsniveau nachgewiesen werden.

p 0.391

10 O Kontrolle
BCR-ABL-negative MPN
o S CML
; 6 ° ]
wn
4 ° ET
L PMF
2 &l O PV
0 —
p 0,026**
p 0,379
p 0,684
p 0,0 13
p 0,004*

Abbildung 11: YBX1-Expression der iibrigen hiimatopoetischen Zellen (exklusiv
Megakaryopoese), MPN-Subtypen und Kontrollgruppe
IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion im Knochenmark der MPN-Subtypen

Paarweiser Vergleich mittels Kruskal-Wallis-Test
p = Signifikanzwerte

* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05 mit Bonferroni-Korrektur
** = tendenziell signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05 mit Bonferroni-Korrektur
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3.2.1.3. JAK2-Mutationsstatus

Wir stellten uns die Frage, ob die YBX1-Uberexpression der BCR-ABL-negativen MPN im
Zusammenhang mit dem JAK2-Mutationsstatus steht. Fiir 61 der 70 BCR-ABL-negativen MPN
konnten wir den JAK2-Mutationsstatus ermitteln. Bei 37 Fillen lag ein positiver JAK2-
Mutationsstatus vor, 24 Félle waren negativ.

Zunichst wurde die YBX1-Expression in den Zellen der Megakaryopoese untersucht. Wie oben
beschrieben lag in diesen Zellen bei den BCR-ABL-negativen MPN im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine YBX1-Uberexpression vor. Eine Abhiingigkeit vom JAK2-Mutationsstatus
lieB sich nicht belegen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der YBX1-Expression bei
JAK2-positiven bzw. -negativen MPN (s. Tabelle 12, Abbildung 12).

MPN Anzahl Mittelwert SD Median Minimum Maximum
JAK2-positiv 37 5,97 4,031 6 0 12
JAK2-negativ 24 5,21 3,551 6 0 12

Tabelle 12: IRS der megakaryozytiren Zellen bei JAK2-positiven bzw. -negativen
Myeloproliferativen Neoplasien (MPN)
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Abbildung 12: YBX1-Expression der megakaryozytiren Zellreihe bei JAK2-positiven und
JAK2-negativen Myeloproliferativen Neoplasien (MPN)

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion in der megakaryozytéren Zellreihe im
Knochenmark JAK2-positiver und JAK2-negativer MPN

Mann-Witney-U-Test

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05

In den Zellen der iibrigen Himatopoese konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied im YBX1-
Expressionsniveau zwischen JAK2-positiven- und JAK2-negativen MPN nachgewiesen werden

(Tabelle 13, Abbildung 13).

MPN Anzahl Mittelwert SD Median Minimum Maximum
JAK2-positiv 37 1,70 2,197 1 0 6
JAK2-negativ 24 0,79 2,56 0 0 6

Tabelle 13: IRS der iibrigen himatopoetischen Zellen (exklusive Megakaryopoese) bei
JAK2-positiven bzw. -negativen Myeloproliferativen Neoplasien (MPN)
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Abbildung 13: YBX1-Expression der iibrigen himatopoetischen Zellen (exklusive
Megakaryopoese) bei JAK2-positiven und JAK2-negativen MPN

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion der tibrigen hdmatopoetischen Zellen im
Knochenmark JAK2-positiver und JAK2-negativer MPN

Mann-Witney-U-Test

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05

3.2.1.4.  Immunthrombozytopenie (ITP)

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die vermehrte YBX1-Expression in den Zellen der
Megakaryopoese der BCR-ABL-negativen MPN (PV, ET, PMF) ein spezifisches Merkmal
myeloproliferativer Neoplasien ist und somit im Rahmen der pathologischen Diagnostik bei der
Abgrenzung zu reaktiven Verdnderungen helfen kann. Es wurde daher die ITP als weitere
Vergleichsgruppe herangezogen, bei der ebenfalls die Megakaryopoese im Knochenmark

gesteigert ist.

Der IRS der ITP-Félle lag mit einem Wert von 4,83 etwas unter dem der BCR-ABL-negativen
MPN mit 6,06 (s. Tabelle 14). In den megakaryozytiren Zellen der ITP-Félle war die YBX1-
Expression ebenfalls signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (s. Abbildung 14).

Wie in Abbildung 14 dargestellt, konnte der IRS der megakaryozytéren Zellreihe der ITP aufgrund

der hohen YBX1-Expression nicht signifikant gegen die BCR-ABL-negativen MPN abgegrenzt

werden. Bei beiden Gruppen lag eine deutliche YBX1-Uberexpression vor.
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Anzahl Mittelwert SD Median Minimum  Maximum

ET, PMF, 70 6,06 3,893 8,00 0 12
PV

ITP 12 4,83 3,857 4,00 0 12
Normal 32 1,03 1,858 0,00 0 8

Tabelle 14: IRS der megakaryozytiren Zellen bei BCR-ABL-negativen MPN (ET, PMF,
PV), ITP und Kontrollgruppe
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p 0,001* p 0,302

Abbildung 14: YBX1-Expression Megakaryozytiire Zellreihe, ITP vs. Kontrollgruppe bzw.
BCR-ABL-negative MPN (ET, PMF, PV)

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion in der megakaryozytéren Zellreihe im
Knochenmark der ITP-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit unauffilligem
Knochenmark und zu den BCR-ABL-negativen MPN

Mann-Witney-U-Test
p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05
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3.2.2. Myelodysplastische Syndrome (MDS)
3.2.2.1.  Zellreihe der Megakaryopoese

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die YBX1-Expression in 61 Knochenmarkstanzbiopsien von
Patienten mit MDS untersucht. Diese wurden mit der Kontrollgruppe verglichen, die bereits oben
beschrieben wurde. Wie in Abbildung 15 dargestellt, fiel eine starke immunhistochemische
YBX1-Reaktion in den Zellen der Megakaryopoese bei MDS im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf. Mit einem mittleren IRS von 2,754 exprimierten die Megakaryozyten in den MDS-Proben
signifikant mehr YBX1 als in den Kontrollproben mit einem mittleren IRS von 1,031 (s. Tabelle
15, Abbildung 16). Somit zeigt sich, wie schon bei den BCR-ABL-negativen MPN, auch beim
MDS eine megakaryozytire YBX1-Uberexpression.
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Abbildung 15: Immunhistochemische YBX1-Reaktion (200-fache Vergroflerung) im

Knochenmark von a) MDS, b) Kontrolle

Anzahl Mittelwert SD Median Minimum  Maximum
MDS 61 2,754 3,233 2,00 0 12
Kontrolle 32 1,031 1,858 0,00 0 8

Tabelle 15: IRS der megakaryozytiren Zellreihe MDS und Kontrollgruppe
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Abbildung 16: YBX1-Expression Megakaryozytire Zellreihe, MDS vs. Kontrollgruppe
IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion in der megakaryozytéren Zellreihe im
Knochenmark der MDS-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe mit unauffélligem
Knochenmark

Mann-Witney-U-Test

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05

3.2.2.2.  Ubrige Himatopoese

In Abbildung 15 ist neben dem beschriebenen megakaryozytiren YBX1-Nachweis eine starke
YBX1-Uberexpression in den anderen himatopoetischen Zellen zu erkennen. Der IRS der iibrigen
hédmatopoetischen Zellen fiel fiir die MDS-Gewebeproben mit einem Mittel von 2,984 signifikant
hoher aus als der der Kontrollgruppe mit einem mittleren IRS von 0,59 (s. Tabelle 16, Abbildung
17). Es ist auf eine signifikant hohere YBX1-Expression in den iibrigen himatopoetischen Zellen

im Knochenmark von MDS-Patienten im Vergleich zu nicht-erkrankten Kontrollpatienten zu

schlieflen.

Anzahl Mittelwert SD Median Minimum  Maximum
MDS 61 2,984 2,460 2,00 0 6
Kontrolle 32 0,59 1,316 0,00 0 6

Tabelle 16: IRS der iibrigen himatopoetische Zellen (exklusive Megakaryozyten) bei MDS
und Kontrollgruppe
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Abbildung 17: YBX1-Expression iibriger himatopoetischer Zellen (exklusive
Megakaryozyten), MDS vs. Kontrollgruppe

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion im Knochenmark der MDS-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit unauftalligem Knochenmark

Mann-Witney-U-Test des IRS

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05

3.2.3. Akute myeloische Leukdmie (AML)

20-30 % der MDS-Fille gehen in eine AML {iber (85, 87, 88). Auch eine post-MPN-AML ist
moglich (69). Die Zahlen zur Inzidenz sind in der Literatur stark schwankend. Aufgrund der
erhohten YBX1-Expression bei MPN und MDS stellten wir uns die Frage, ob die erhohte
Expression auch im Rahmen der AML immunhistochemisch nachweisbar ist. In Abbildung 18 ist
bei der AML eine sehr starke immunhistochemische YBX1-Reaktion zu erkennen. Ausgehend
von der Annahme, dass ein Grof3teil der nicht-megakaryozytiren Zellen bei der AML Blasten sind,
wurden zunichst diese Zellen untersucht. Mit einem mittleren IRS von 3,28 exprimierten die
Zellen der AML signifikant mehr YBXI1 als die himatopoetischen Zellen der Kontrollgruppe (s.
Tabelle 17, Abbildung 19).
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Abbildung 18: Immunhistochemische YBX1-Reaktion AML, 100-fache Vergrofierung

Anzahl Mittelwert SD Median Minimum  Maximum
AML 50 3,28 2,899 2,50 0 9
Kontrolle 32 0,59 1,316 0,00 0 6

Tabelle 17: IRS iibrige himatopoetische Zellen (exklusive Megakaryopoese) bei AML und
Kontrollgruppe
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Abbildung 19: YBX1-Expression iibriger himatopoetischer Zellen (exklusive
Megakaryopzyten), AML vs. Kontrollgruppe

IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion von Knochenmarkschnitten von AML-Fallen
im Vergleich zur Kontrollgruppe mit unauffdlligem Knochenmark

Mann-Witney-U-Test des IRS

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05
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Interessanterweise war bei der AML auch eine YBX1-Uberexpression in den Megakaryozyten zu
erkennen. Diese war gegeniiber der Kontrollgruppe mit einem mittleren IRS von 2,74 ebenfalls

signifikant gesteigert (s. Tabelle 18, Abbildung 20).

Anzahl Mittelwert SD Median Minimum  Maximum
AML 50 2,74 3,475 0,00 0 12
Kontrolle 32 1,031 1,858 0,00 0 8

Tabelle 18: IRS megakaryozytirer Zellen bei AML und Kontrollgruppe
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Abbildung 20: YBX1-Expression Megakaryozytire Zellreihe, AML vs. Kontrollgruppe
IRS der immunhistochemischen YBX1-Reaktion in der megakaryozytéren Zellreihe im
Knochenmark der AML-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

Mann-Witney-U-Test

p = asymptotische Signifikanz (2-seitig)
* = signifikantes Ergebnis bei Signifikanzniveau von 0,05
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4. Diskussion

YBX1 nimmt Einfluss auf die Zellzykluskontrolle, die Zellproliferation und die
Proteinbiosynthese. Es wird in Geweben mit erhohter Proliferationsrate vermehrt exprimiert (120).
YBXI1 kann zur Induktion genetischer Instabilitdt und Entartung von Zellen beitragen (138).
Zusitzlich ist eine vermehrte YBX1-Expression bei Malignomen unterschiedlichster Art, auch bei
hidmatologischen Malignomen, nachweisbar und teilweise von prognostischer Bedeutung (141,
143, 146, 173, 174). AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass die YBX1-Expression bei himato-
poetischen Precursorzellen erhoht ist und im Rahmen der myeloischen Differenzierung abnimmt
(163). Dies deutet auf eine herausragende Rolle von YBX1 im Rahmen der Hdmatopoese hin. In
dieser Arbeit sollte deshalb YBX1 im Zusammenhang mit Erkrankungen der Hématopoese
genauer untersucht werden. Im Vorfeld dieser Arbeit wurde eine umschriebene Pilotstudie von
Professor Dr. med. F. Heidel in Kooperation mit PD Dr. med. N. Schroder, dem Betreuer dieser
Dissertation, durchgefiihrt. Bei einem Studienkollektiv von insgesamt 5 Patienten mit JAK2-
positiver MPN wurde eine erhdhte YBX1-Expression im Knochenmark im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe (n=4) nachgewiesen. Diese Ergebnisse wurden im Rahmen einer

Posterpridsentation bei der Jahrestagung der Society of Hematology 2014 vorgestellt (166).

In dieser Arbeit sollte zundchst die YBXI1-Expression bei MPN an einer groBeren
Studienpopulation untersucht werden. Ein wichtiger Punkt war auch, ob der Nachweis einer
Expression von YBX1 in Gewebeproben im Rahmen der pathologischen Diagnostik von Nutzen
sein kann. Wir untersuchten den immunhistochemisch ermittelten YBX1-Gehalt im Knochenmark
von 89 Patienten mit diagnostizierter MPN im Vergleich zu einer Kontrollgruppe von 32 Patienten
ohne Auffilligkeiten im Knochenmark. BCR-ABL-negative MPN wiesen dabei eine signifikante
YBX1-Uberexpression auf. Interessanterweise konnten wir sowohl bei der ET als auch bei der
PMF und der PV diese Uberexpression insbesondere in den Zellen der Megakaryopoese
nachweisen. Uber eine vermehrte YBXI1-Expression in den Zellen der Megakaryopoese im
Knochenmark BCR-ABL-negativer MPN war, mit Ausnahme der oben genannten Pilotstudie, bis
zu diesem Zeitpunkt nichts bekannt. Im Rahmen der ET, der PMF und der PV kommt es u.a. zu
einer Steigerung der Megakaryopoese (18, 33). Die vermehrte YBX1-Expression deckt sich somit
mit der in der Literatur beschriebenen Expressionserhdhung von YBX1 in Geweben mit erhohter
Proliferationsrate (120). Bei Betrachtung der iibrigen hdmatopoetischen Zellen der BCR-ABL-
negativen MPN liegt lediglich im Rahmen der PV eine signifikante YBX1-Uberexpression im

Vergleich zur Kontrollgruppe vor. Dieses erhdhte YBX1-Expressionsniveau bei PV ldsst sich
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durch die meist vorliegende trilinedre Hyperzellularitit im Knochenmark erkléren (18). Im
Rahmen der PMF und der ET zeigte sich keine signifikante YBX1-Uberexpression in den iibrigen
hédmatopoetischen Zellen. Bei der ET steht hauptséchlich die megakaryozytéire Proliferation im
Vordergrund. Meist kommt es zu keinem signifikanten Anstieg der Granulo- und Erythropoese
(18). Dabher ist ein fehlender YBX1-Nachweis in Zellen auBBerhalb der Megakaryopoese nicht
verwunderlich. Bei der prifibrotischen PMF liegt i.d.R. neben den megakaryozytdren Clustern
eine gesteigerte Granulopoese im Knochenmark vor (18), welche mit einer YBX1-Uberexpression
in dieser Zellreihe einhergehen kdnnte. Im Rahmen unserer Untersuchungen wurden die PMF-
Félle nicht abhédngig von Erkrankungsstadium und Fibrosegrad untersucht. Es wiren
Untersuchungen anzuschlieBen, inwieweit im prafibrotischen Stadium ggf. eine YBXI-

Expressionssteigerung insbesondere innerhalb der granulozytiren Vorstufen vorliegt.

Die hier nachgewiesene YBX1-Expression im Rahmen von BCR-ABL-negativen MPN bestétigt
die Ergebnisse unserer Kooperationsgruppe um Professor Dr. med. F. Heidel. Im Jahre 2020
wurden erste Ergebnisse diesbeziiglich publiziert. Es wurde eine erhohte YBX1-Expression in
Beckenkammstanzbiospien = JAK2-positiver = MPN, verglichen mit einer normalen
Vergleichsgruppe, nachgewiesen (175). Teile unserer Studienpopulation und Ergebnisse sind in
dieser Verdffentlichung enthalten (175). AuBerdem konnten Jayavelu et al. auch eine YBX1-
vermittelte Persistenz JAK2-mutierter Zellklone unter JAK-Inhibitor-Therapie nachweisen (175).
Eine YBX1-Eliminierung fiihrt zu erh6htem Therapieansprechen mit Induktion der Apoptose in
JAK2-mutierten Zellklonen und zur molekularen Remission (175). Eine genetische YBXI-
Inaktivierung hat keinen Effekt auf die normale Hamatopoese (175). Bei JAK2-positiven MPN
fungiert YBX1 als Mediator der Krankheitspersistenz (175). Im Rahmen dieser Publikation
wurden ausschlieSlich JAK2-positive MPN betrachtet. Eine JAK2-Mutation kann bei ca. 96 % der
PV-, 65 % der PMF- und bei 55 % der ET-Félle nachgewiesen werden (47, 48). In unserem
Studienkollektiv sind ebenfalls 37 JAK2-positive MPN enthalten. Wir konnten weder einen
YBX1-Expressionsunterschied in den Zellen der Megakaryopoese noch in den {ibrigen
hédmatopoetischen Zellen bei JAK2-positiven im Vergleich zu JAK2-negativen MPN nachweisen.
Dies spricht dafiir, dass eine YBX1-Expressionssteigerung kein JAK-2-abhidngiges Ereignis ist.
Bestitigt wird diese Annahme durch eine YBX1-Expressionsstiegerung im Rahmen der ITP, bei
welcher ebenfalls keine JAK-2-Mutationen vorliegen. Uber welche Mechanismen es zu einer
YBXI1-Expressionssteigerung bei hédmatologischen Erkrankungen kommt und welche
Regulationsprozesse beeinflusst werden, sollte Gegenstand weiterer Forschungen sein. Jayavelu

et al. konnten bereits zeigen, dass YBX1 bei JAK2-positiven MPN zur Krankheitspersistenz unter
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JAK-Inhibitortherapie iiber eine Sicherung des Splicings von Mitgliedern des MAPK/ERK-
Signalweges beitrdgt. Eine YBXI-Inaktivierung fiihrt, wie oben beschrieben, bei sonst

therapieresistenten JAK-2-positiven MPN-Zellen zu einer Eradikation (173, 175).

Wie oben angesprochen stellte sich fiir uns auch die Frage, inwieweit die immunhistochemisch
gut nachweisbare, starke YBX1-Uberexpression bei der Diagnostik der BCR-ABL-negativen
MPN im Vergleich zu benignen Knochenmarkerkrankungen helfen kann. Es wurde daher die ITP
im Sinne einer benignen Vergleichsgruppe herangezogen, da es im Rahmen dieser Erkrankung zu
einer gesteigerten Megakarypoese im Knochenmark kommt (2, 19). In unseren Ergebnissen zeigt
sich die megakaryozytdre YBX1-Expression im Rahmen der ITP ebenfalls stark erhoht. Bei der
ITP besteht in den Zellen der Megakaryopoese in unseren Daten eine mit den MPN vergleichbare,
starke ' YBX1-Uberexpression. Eine vermehrte YBXI-Expression ist daher offenbar nicht
spezifisch flir maligne Knochenmarkerkrankungen, sondern zeigt sich auch bei reaktiven
Verdnderungen. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen Gieseler-Halbach et al., die eine nukledre
YBX1-Erh6hung nicht nur in malignen, humanen T-ALL-Zelllinien, sondern auch in aktivierten
T-Zellen nachweisen konnten (176). Dies scheint auch bei somatischen Zellen der Fall zu sein. So
wurde eine erhohte YBX1-Expression in Geweben mit erhohter Proliferationsrate, wie z.B. im

Rahmen einer Leberregeneration, nachgewiesen (120).

Bei der CML konnte weder in der megakaryozytiren, noch in den iibrigen hdmatopoetischen
Zellreihen eine signifikant gesteigerte YBX1-Expression nachgewiesen werden. Aufgrund der
i.d.R. gesteigerten Granulopoese und des meist hyperzelluliren Knochenmarkbefundes hitten wir
bei der CML eine vermehrte YBX1-Expression in den Zellen der {ibrigen Himatopoese erwartet
(18). Hier liegt ein scheinbarer Widerspruch gegeniiber den Daten von Bhullar et al. vor, welche
einen vermehrten YBX1-Nachweis in humanen, myelogenen Leukémiezellen zeigen (163). Dort
wurde eine erhohte YBX1-Expression in K-562-Zellen im Vergleich zu normalen Precrusorzellen
mittels Westernblot nachgewiesen (163). Die K-562-Zellen wurden zwar einer 53-jihrigen
Patientin mit CML entnommen, allerdings geschah dies im Stadium der Blastenkrise. K-562-
Zellen stellen somit eine etablierte Erythroleukédmie-Zelllinie dar (177). Jiingst veroffentlichten
Chai et al. dhnliche Ergebnisse (178). Sie wiesen eine erhohte YBX1-Expression in CD34-
positiven Zellen bei der Mehrheit der CML-Patienten nach (178). Bei genauer Betrachtung der
Daten fillt jedoch auch hier eine im Rahmen der Blastenkrise besonders gesteigerte YBX1-
Expression auf (178). Die Daten von Chai et al. weisen jedoch auf eine essenzielle Rolle von

YBXI1 bei der Entstehung der CML hin. YBX1 nimmt offenbar Einfluss auf das Zellzyklus-
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Fortschreiten und das Umgehen der Apoptose von leukédmischen Stammzellen (LSC) im Rahmen

der CML (178).

Bei unseren CML-Fillen erfolgte keine Untersuchung des YBXI-Gehalts abhéngig vom
Erkrankungsstadium und Blastenanteil. In den Blasten der AML konnten wir passend zu den
Ergebnissen von Bhullar et al. und Chai et al. eine YBX1-Uberexpression nachweisen. Es wiiren
Untersuchungen der YBX1-Expression abhdngig vom Stadium der CML und dem Blastenanteil
anzuschlieBen. Die fehlende YBX1-Uberexpression bei CML in unseren Ergebnissen zeigt aber
auch, dass nicht jeder Prozess mit erhohter Proliferation zwingend mit einer YBX1-Erhohung

einhergeht.

Die YBX1-Expression nimmt im Rahmen der himatopoetischen Differenzierung ab. Somit stellte
sich fiir uns die Frage, ob eine erhohte YBX1-Expression im Rahmen eines MDS, also einer
Erkrankung mit hdmatopoetischen Ausreifungs- und Differenzierungsstérungen (18, 87, 163),
vorliegt. Vor Beginn dieser Dissertationsarbeit wurden erste Daten im Rahmen der oben genannten
Pilotstudie beziiglich der YBX1-Expression im Knochenmark von 11 MDS-Féllen erhoben.
Ahnlich wie bei den MPN-Fillen zeigte sich eine erhhte YBX1-Expression. Wir konnten diese
YBX1-Uberexpression mit einer deutlich groBeren Studienpopulation von 61 MDS-Fillen
insbesondere in den Zellen der iibrigen Hématopoese, aber auch in den Megakaryozyten,
bestdtigen. Da es im Rahmen der MDS meist zu einer abnormalen, erythroiden Differenzierung
mit atypisch lokalisierter, hyperplastischer Erythropoese kommt, gehen wir davon aus, dass die
YBXI-iiberexprimierenden Zellen vornehmlich der Erythropoese zuzuordnen sind (79, 114).
Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen von Yokoyama et al., welche eine erhohte YBX1-

Expression in MDS-RA Erythroblasten zeigten (164).

Interessanterweise fand sich, vergleichbar mit den MPN, auch in Knochenmarkbiopsien von
MDS-Patienten eine YBX1-Uberexpression in den Zellen der Megakaryopoese. Dies deckt sich
mit dem bekannten Phdnomen einer hiufig auftretenden, atypisch lokalisierten, hyperplastischen
Megakaryopoese im Knochenmark von MDS-Patienten (179). Lee et al. wiesen bei 5 MDS-Fillen
eine  YBXI1-Uberexpression nach, abhingig vom MDS-Typ zeigten sich jedoch sehr
unterschiedliche Genexpressionsmuster (114). Daher ist zu vermuten, dass die YBX1-Expression
vom MDS-Typ abhéngig ist. In unserer Arbeit sind die Fallzahlen der einzelnen MDS-Typen zu
gering, um eine verldssliche Aussage diesbeziiglich zu treffen. Dies sollte in Folgestudien mit

hoheren Fallzahlen angeschlossen werden. Auch sollte der Pathomechanismus des YBXI-
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Einflusses auf die MDS-Entstehung genauer untersucht werden. Ein in der Literatur beschriebener
moglicher Einfluss von YBX1 auf die Entstehung und Aufrechterhaltung der MDS ist die GATA-
I-Interaktion. Der Transkriptionsfaktor GATA-1 ist entscheidend an der Reifung der
erythropoetischen Zellreihe beteiligt (180). Ein Genknockdown fithrt zum Reifungsstopp und zur
Transformation von Erythroblasten (181, 182). In einer Studie von Yokoyama et al. konnte in der
Milz von GATA-1-Knockdown Miusen eine erhdhte YBX1-Konzentration nachgewiesen werden
(162). AuBlerdem konnte ein regulierender Einfluss von GATA-1/-2 auf die YBX1-Expression
iiber die 5"UTR-Region des YBX1-Gens demonstriert werden (162). Diese Daten lassen einen
Einfluss von YBXI1 auf die erythropoetische Zellreifung und auf die Entstehung einer
Dyserythropoese bzw. himatopoetischer Erkrankungen wie den MDS vermuten (162, 164).

Sowohl die MPN als auch die MDS konnen in eine AML {ibergehen (69, 85, 87, 88). In dieser
Dissertationsarbeit konnten wir anhand von 50 Patienten mit diagnostizierter AML eine deutliche
YBX1-Expression zeigen. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei den YBXI-
iiberexprimierenden Zellen iiberwiegend um Blasten handelt. Dies deckt sich mit den bereits oben
beschriebenen Ergebnissen von Bhullar et al., die eine verstirkte YBX1-Expression in einer

Erythroleukdmiezelllinie nachwiesen (163).

Ein Teil unserer Daten ist Bestandteil einer Publikation von Perner et al. (173). Perner et al.
konnten nachweisen, dass YBX1 im Rahmen der AML die Translation spezifischer, onkogener
Transkripte (z.B. MYC) vermittelt und fiir die Entstehung und das Fortschreiten der AML
erforderlich ist (173). Eine YBXI-Inaktivierung fiihrt zu einer Proliferationsabnahme der
leukdmischen Zellen, wéihrend normale Zellen weitgehend unbeeinflusst bleiben (173). Diese
Ergebnisse decken sich mit denen einer Studie von Liu et al., welche eine wichtige Rolle von
YBXI1 bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der AML iiber eine Steigerung der MYC-
Transkription beschreibt (165). Feng et al. kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass YBX1 fiir das
Uberleben der AML-Zellen benétigt wird (183). Eine weitere Rolle scheint YBX1 im Rahmen der
NPMc-induzierten leukdmischen Transformation himatopoetischer Zellen im Rahmen der AML-
Entstehung zu spielen (184). Eine jlingst veroffentlichte Publikation von Gouda et al. konnte
ebenfalls eine erhohte YBX1-Expression im Knochenmark von AML-Patienten mittels qPCR
nachweisen. Gouda et al. konnten zeigen, dass eine erhohte YBX1-Expression mit nachteiligen
Verdnderungen des Genoms sowie einer erhdhten Therapieresistenz und Rezidivrate assoziiert ist.
Interessanterweise zeigte sich bei kindlicher AML ein gegensétzliches Bild, hier ging eine erh6hte

YBXI1-Expression mit einer hoheren Rate an vollstindiger Remission und einem erhdhten
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Gesamtiiberleben einher (185). Gegenstand der weiteren Forschung sollte sein, wie YBX1 als

therapeutisches Target fungieren konnte.

Wie bereits erwihnt, ist im Bereich der histologischen Knochenmarkbeurteilung durch den
Pathologen ein interdisziplindrer Austausch mit den Hamatologen essenziell. Im Bereich der BCR-
ABL-negativen MPN zeigt sich eine eindeutige starke YBXI1-Firbung der Megakaryozyten.
Leider ist diese jedoch nicht spezifisch und ebenfalls im Rahmen einer ITP vorhanden. Ohne
genaue Kenntnis des Blutbildes ist die YBX1-Expression deshalb bei MPN schwer einzuordnen,
sie kann jedoch bei panzytopenen Patienten und insbesondere zur Abgrenzung einer CML von
diagnostischem Nutzen sein. Bei der endgiiltigen diagnostischen Zuordnung kann die YBX1-
Expression aber nur als ein Baustein von vielen genutzt werden. Im Rahmen der MDS-Diagnostik
kann insbesondere aufgrund der deutlichen YBXI1-Reaktion in den Zellen der {ibrigen
Hamatopoese der immunhistochemische YBX1-Nachweis fiir den Pathologen durchaus von
diagnostischem Nutzen sein. Die im Rahmen der Differenzierungsstorung dysplastisch

verdnderten Zellen sind durch eine YBX1-Férbung leichter zu differenzieren.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die durch uns erhobenen Daten eine deutliche,
immunhistochemisch nachgewiesene YBX1-Uberexpression bei malignen Erkrankungen der
Hiamatopoese zeigen. Die Analyse eines Datensatzes der Cancer Cell Line Encyclopedia durch
Perner et al. wies eine starke YBXI-Uberexpression in himotologischen Malignomen im
Vergleich zu anderen Krebszelllinien nach (173, 174). Dies unterstiitzt die Annahme, dass YBX1

eine entscheidende Rolle im Rahmen der Erkrankungen des himatopoetischen Systems spielt.

4.1. Diskussion des Patientenkollektivs und des Materials

Die Auswahl der Knochenmarkschnitte erfolgte nach den unter 2.1. genannten Einschlusskriterien.
Somit kann das Vorliegen einer MPN-, MDS- bzw. AML-Diagnose als gesichert betrachtet
werden. Zum Zeitpunkt der Auswertung lagen leider nicht bei allen Patienten Daten zum JAK?2-
Mutationsstatus vor. Mit dem Weggang von PD Dr. N. Schroder im Jahr 2014 und von Professor
Dr. F. Heidel im Jahr 2015 aus Magdeburg war die Aufarbeitung dieser Daten deutlich erschwert
und konnte nicht vervollstdndigt werden. Beckenkammstanzbiopsien werden nur bei begriindetem
Verdacht auf eine Knochenmarkerkrankung oder eine Knochenmarkbeteiligung durchgefiihrt.

Somit enthilt die Kontrollgruppe auch Patienten mit Blutbildauffdlligkeiten aber unauffélliger
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Knochenmarkstanze. Da es sich um eine retrospektive Untersuchung handelte, standen keine
entsprechenden Proben gesunder Probanden zur Verfiigung.

In der Studie wurde FFPE-Gewebe verwendet. Vorteilhaft hierbei ist der gute morphologische
Erhalt des Gewebes. Von Nachteil fiir die Untersuchung konnte jedoch die im Rahmen anderer
immunhistochemischer Untersuchungen beobachtete verminderte Reaktivitdt mit Antikorpern
sein. Dieses Problem konnten wir bei unseren YBX1-Untersuchungen jedoch nicht feststellen. Wir
sahen im Gegensatz dazu cher sehr ausgeprigte immunhistochemische YBXI1-Reaktionen.
Moglicherweise wiren nach den Erfahrungen anderer Studien beispielsweise Gefrierschnitte

ebenfalls gut geeignet. Diese standen jedoch nicht zur Verfiigung.

4.2. Diskussion der immunhistochemischen YBX1-Reaktion

Die immunhistochemische YBX1-Reaktion wurde nach dem im Material- und Methodikteil
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Bei einigen Schnitten wurde eine ungleichméBige
Verteilung des Antikorpers festgestellt. In diesen Féllen férbte sich insbesondere der Randbereich
der Schnitte, im mittleren Bereich war die Intensitit geringer. Diese Differenzen waren am ehesten
auf insuffizientes Spiilen wihrend des Féarbevorgangs zuriickzufiihren. Einige Immunreaktionen
zeigten eine hohe Hintergrundfarbung, welche moglicherweise auf eine insuffiziente Blockierung
des endogenen Biotins zuriickzufiihren ist. In beiden Féllen wurden erneute immunhistochemische
YBX1-Reaktionen durchgefiihrt, bei wiederholt schlechter Qualitét fielen die Fille aus der Studie
heraus. Gegebenenfalls hitte in diesen Féllen eine weitere Wiederholung der YBX1-Reaktion

durchgefiihrt werden konnen.

Es existiert eine Vielzahl an YBX1-Antikorpern, die gegen unterschiedliche Epitope gerichtet sind
(102). Die Datenlage beziiglich der intrazelluliren YBX1-Konzentration, der YBX1-Expression
und seiner prognostischen Bedeutung unterscheidet sich in den verschiedenen Studien (102).
Hinsichtlich der Frage, ob normales Gewebe YBXI1 exprimiert oder nicht, gibt es ebenfalls
unterschiedliche Auffassungen (102). Auffallend ist, dass in den verschiedenen Studien
unterschiedliche YBX1-Antikorper oder Farbeprotokolle verwendet wurden (102). So wiesen
beispielsweise Dahl et al. (186) beim Mammakarzinom eine Korrelation der nukledren YBX1-
Detektion mit einem reduzierten Gesamtiiberleben nach. Wu et al. (187) hingegen zeigten diesen
Zusammenhang bei der zytoplasmatischen YBX1-Detektion. In den beiden Studien wurden gegen
jeweils unterschiedlich Epitope gerichtete YBX1-Antikorper verwendet (102, 186, 187). In einer
Studie von Woolley et al. wurden drei YBX1-Antikorper, die sich gegen unterschiedliche Epitope
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richteten, verglichen (188). Alle drei zeigten unterschiedliche Farbemuster im gleichen Gewebe
(188). Erklart wurde dies mit der differierenden Zugénglichkeit der drei Epitope aufgrund der
Struktur der YBX1-Komplexe (188). AuBlerdem zeigte einer der Antikdrper Kreuzreaktionen mit
hnRNP Al, einem anderen nukledren Protein (188). Einer der beiden anderen Antikdrper war
gegen ein C-, der andere gegen ein N-terminales Epitop gerichtet (188). Beide zeigten eine erhohte
zytoplasmatische YBX1-Expression in Brustkrebszellen, jedoch war der YBXI-Gehalt bei
Verwendung des gegen das N-terminale Epitop gerichteten Antikorpers hoher (188). AuBBerdem
konnte hier im Gegensatz zu dem gegen das C-terminale Epitop gerichteten Antikorper eine
erhohte nukledre YBX1-Expression nachgewiesen werden (188). Der in dieser Arbeit verwendete
Antikorper richtet sich gegen ein C-terminal gelegenes Epitop. Laut der Studie von Woolley et al.
farben jedoch Antikorper gegen das N-terminale Epitop YBX1 suffizienter an, insbesondere das
nukledre (188). In unseren YBXI1-Féarbungen wurde bis auf wenige Ausnahmen vorwiegend
zytoplasmatisches YBX1 gefunden. Es wiren Untersuchungen mit einem Antikorper
anzuschlieBen, der eine hohere Affinitit zu nukledirem YBX1 hat, um die Expression
lokalisationsabhiingig =~ zu  untersuchen.  Insbesondere  hinsichtlich des  YBXI-
Expressionsvergleichs bei MPN und ITP wére interessant, ob ein N-terminal-gerichteter YBX1-
Antikorper ggf. Unterschiede detektieren wiirde und moglicherweise spezifischer fiir MPN wire.
Insgesamt wire fiir die Zukunft zur besseren Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien eine

Standardisierung des YBX1-Antikorpers und des Farbeprotokolls zu empfehlen.

4.3. Diskussion der histologischen Auswertung

Die histologische Auswertung wurde von einem erfahrenen Pathologen und der Verfasserin dieser
Dissertationsarbeit gemeinsam durchgefiihrt. Zur Gewéhrleistung einer neutralen Beurteilung
erfolgte die Auswertung randomisiert in zufdlliger Reihenfolge ohne Kenntnis der vorliegenden
Diagnose. Die Auswertung der immunhistochemischen Reaktion anhand des IRS nach Remmele
stellt ein semiquantitatives Verfahren dar und ist somit immer auch untersucherabhingig.
Selbstverstindlich erfolgte vor der Auswertung eine Schulung beziiglich des Vergleichs der
unterschiedlichen Fiarbeintensititen. Fehler konnen hier jedoch nicht sicher ausgeschlossen
werden, zumal die histologische Auswertung an unterschiedlichen Tagen stattfand. Um eine
subjektive Komponente bei der Einschéitzung der Farbeintensitidt und dem Anteil gefarbter Zellen
insbesondere in Abgrenzung zur Hintergrundfirbung weiter zu minimieren, wire eine
Zweitbeurteilung durch einen weiteren unabhédngigen Pathologen mit anschlieBender Mittelung

der Ergebnisse zu iiberlegen. Allerdings ist aufgrund der Beurteilung durch einen Pathologen von
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einer geringen Varianz der Ergebnisse auszugehen, zumal die Auswertung in groBeren Sitzungen,

in welchen zahlreiche Fille (ca. 40) hintereinander beurteilt wurden, stattfand.

Um die Objektivitdt weiter zu steigern, wire eine quantitative PCR (qQPCR) zur Messung der
YBX1-Genexpression beispielhaft fiir einige Patienten denkbar. Mittels qPCR koénnen in einer
Probe enthaltene Nukleinséuren nachgewiesen und quantifiziert werden. Die qPCR sollte anhand
zugehoriger Knochenmarkpunktate erfolgen, konnte jedoch mangels ausreichenden Materials
nicht durchgefiihrt werden. Es gab auch Uberlegungen, die gPCR anhand der vorhandenen FFPE-
Blocke durchzufiihren. Da es sich hierbei um eine sehr arbeits- und kostenintensive Methode
handelt, wurde diese jedoch auch aufgrund des Weggangs von PD Dr. Schréder aus Magdeburg
nicht durchgefiihrt. Eine YBX1-Quantifizierung mittels der objektiveren qPCR-Methode wire fiir

zukiinftige Studien sicherlich interessant.

Im Rahmen unserer Arbeit wurden die Zellen der Megakaryopoese gesondert betrachtet.
Beziiglich der Zellen der iibrigen Himatopoese erfolgte keine genaue Differenzierung. Wir
konnen also nicht sicher sagen, ob es sich bei den YBX1-iiberexprimierenden Zellen um Zellen
der Erythropoese, Granulopoese, Monozytopoese oder um Blasten handelt. Es ldsst sich nur
mutmafen, dass im Rahmen der MPN eine YBX1-Uberexpression am ehesten in der Zellreihe mit
einer Proliferationszunahme, wie beispielsweise der Erythropoese bei der PV, vorliegt. Beim MDS
wire eine starke Expressionssteigerung in den Blasten wie bei der AML denkbar. Da im Rahmen
des MDS der Blastenanteil jedoch unter 20 % liegt (18), ist davon auszugehen, dass
hochstwahrscheinlich die Zellen der Erythropoese, welche im Rahmen des MDS oft betroffen ist,
vermehrt YBX1 exprimieren (18). Es wire in einer Folgestudie zu liberpriifen, um welche YBX1-

exprimierende Zellreihe der iibrigen Hdmatopoese es sich genau handelt.

Laut VENTANA sollte die histologische Auswertung innerhalb von zwei bis drei Tagen nach
Farbung erfolgen. Diese zeitliche Vorgabe konnte aus organisatorischen Griinden nicht fiir alle
gefarbten Objekttrager eingehalten werden. Allerdings wurden die Schnitte nach Vorgabe des
Herstellers zwischen 15 und 25 °C gelagert. Laut VENTANA sollte die Farbung dann mindestens
zwei Jahre lang stabil sein. Dieses Vorgehen ist in der Pathologie iiblich und sollte zu keiner

Verzerrung der Ergebnisse fiihren.
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4.4. Diskussion der statistischen Auswertung

Die statische Auswertung erfolgte vollstdndig in Kooperation mit dem Institut fiir Biometrie und
medizinische Informatik der medizinischen Fakultit Magdeburg. Der Tatsache, dass die
gemessenen Werte keiner Normalverteilung entsprechen, wurde durch den Einsatz nicht-
parametrischer Testverfahren begegnet. Bei einigen Stichproben, insbesondere bei den
Vergleichen innerhalb einer Gruppe (z.B. MPN) konnte leider nur eine geringe Fallzahl erreicht
werden. Diese Problematik spiegelt sich in eher zuriickhaltend zu bewertenden statistischen
Ergebnissen wieder. Eine fehlende Signifikanz kann sowohl durch tatsdchliches
Nichtvorhandensein, jedoch auch durch eine zu geringe Fallzahl erkldrt werden. Um dem
Rechnung zu tragen, sollte die Studie mit einer hoheren Fallzahl wiederholt werden. Aufgrund des
Problems des multiplen Testens wurde bei Vergleich von mehr als zwei Stichproben ein
Bonferroni-korrigiertes Signifikanzniveau angewandt. Diese Methode zéhlt zu den konservativen
statistischen Verfahren. Dies hat den Nachteil, dass die Wahrscheinlichkeit, ein signifikantes
Ergebnis zu erreichen, an sehr gro3e Unterschiede zwischen den Gruppen gekniipft ist. Vorteilhaft
ist jedoch, dass verglichen mit progressiveren Testungen weniger falsch positive Ergebnisse

entstehen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Y-Box-bindenden Proteins 1
(YBXI1) im Knochenmark bei Patienten mit Myeloproliferativen Neoplasien (MPN),
Myelodysplastischen Syndromen (MDS) und akuten myeloischen Leukdmien (AML) untersucht.
Die YBX1-Expression wurde anhand immunhistochemischer YBX1-Reaktionen mittels IRS nach
Remmele semiquantitativ bestimmt. Bei MPN wurde eine deutliche YBX1-Uberexpression
insbesondere in den Megakaryozyten (p < 0,001, Mann-Withney-U-Test) nachgewiesen. Im
Folgenden wurden die MPN-Subtypen gesondert betrachtet. Bei der Polycythaemia vera (PV), der
essenziellen Thrombozythdmie (ET) und der priméren Myelofibrose (PMF) konnte eine starke
immunhistochemische Reaktion auf YBXI1-Antikorper in den Zellen der Megakaryopoese
nachgewiesen werden. Somit liegt eine deutliche YBX1-Uberexpression vor (p < 0,001, Kruskal-
Wallis-Test). Im Gegensatz dazu ist das megakaryozytire YBX1-Expressionsniveau der chronisch
myeloischen Leukdmie (CML), welche auch eine andere Pathogenese aufweist und durch eine
BCR-ABL-Mutation verursacht wird, nicht signifikant erhoht (p 0,253, Kruskal-Wallis-Test).
Zur Spezifititsanalyse der YBXI1-Expression in der Megakaryopoese wurde die
Immunthrombozythopenie (ITP) als Erkrankung mit ebenfalls gesteigerter Megakaryopoese
herangezogen. Die ITP-Kontrollgruppe weist in den Zellen der Megakaryopoese eine mit den
MPN-Fillen vergleichbar hohe YBXI1-Expression auf (p 0,302, Mann-Witney-U-Test). Eine
Abhingigkeit der YBX1-Uberexpression vom JAK2-Mutationsstatus lieB sich nicht belegen
(Megakaryopoese p 0,375, iibrige Hédmatopoese p 0,059, Mann-Witney-U-Test). Die YBX1-
Expression in anderen hdmatopoetischen Zellreihen bei MPN ist ebenfalls im Vergleich zur
Kontrollegruppe etwas gesteigert (p 0,038, Mann-Withney-U-Test). Bei Einzelbetrachtung der
Krankheitsentititen ist diese Uberexpression jedoch ausschlieBlich bei der PV im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch signifikant (PV p 0,004, Kruskal-Wallis-Test).

Bei MDS liegt eine signifikante YBX1-Uberexpression in allen Zellen der Himatopoese vor
(Megakaryopoese p 0,007, iibrige Hamatopoese p < 0,001, Mann-Witney-U-Test). Auch die
Zellen der AML exprimieren signifikant mehr YBX1 als die Kontrollgruppe (Megakaryopoese
p 0,032, iibrige Hidmatopoese p < 0,001, Mann-Witney-U-Test).

Diese Daten weisen auf einen Einfluss von YBX1 in der Entstehung hdmatopoetischer
Erkrankungen hin. Dariiber hinaus konnte die immunhistochemische Bestimmung von YBX1 die
Diagnostik solcher Erkrankungen erleichtern. Inwieweit YBX1 als therapeutische Zielstruktur

fungieren kann, sollte Gegenstand weiterer Forschungen sein.
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