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ABKÜRZUNGEN 

17-AAG 17-(Allylamino)-17-desmethoxygeldanamycin 

ALL Akute lymphoblastische Leukämie 

AML Akute myeloische Leukämie 

APL Akute Promyelozytenleukämie 

CR Complete remission (komplette Remission) 

DSV Dishevelled Protein 

EFS Event-free survival (Ereignis-freies Überleben) 

ELN European LeukemiaNet 

GMALL German Multicenter Study Group for Adult ALL (Deutsche Multizentrische 

Studiengruppe für ALL des Erwachsenen) 

HDAC Histondeacetylase 

HSP Hitzeschockprotein 

IC50 Half maximal inhibitory concentration (mittlere inhibitorische Konzentration) 

IGF Insuline-like growth factor 

IGFBP IGF Bindungsprotein 

MILE Microarray Innovations in LEukemia  

MRC Medical Research Council 

MRD Minimal residual disease (Minimale Resterkrankung) 

mRNA Messenger Ribonukleinsäure 

NK Normaler Karyotyp 

PFT-µ Pifithrin-µ 

RFS Relapse-free survival (Rezidiv-freies Überleben) 

RT-qPCR Reverse transcription-quantitative real-time polymerase chain reaction 

OS Overall survival (Gesamtüberleben) 

SAHA Suberoylanilide hydroxamic acid 

SCT Stem cell transplant (Stammzelltransplantation) 

SNP Single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus) 



 5 

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation) 

Wnt Wingless-type 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Akute Leukämien 

Akute Leukämien entstehen durch maligne Entartung unreifer Knochenmarkvorläuferzellen. 

Es kommt zur ungehemmten Proliferation leukämischer Blasten und zu einer Verdrängung 

der normalen Hämatopoese. Abhängig davon, ob die leukämischen Blasten Eigenschaften 

der myeloischen oder lymphatischen Zellreihe besitzen, wird zwischen akuter myeloischer 

Leukämie (AML) und akuter lymphoblastischer Leukämie (ALL) unterschieden. Die AML ist 

mit einer Inzidenz von 3-4/100000 pro Jahr und einem medianen Erkrankungsalter von 68 

Jahren die häufigere akute Leukämie im Erwachsenenalter.1 Die ALL zeigt eine bimodale 

Altersverteilung mit höchster Inzidenz bei Kindern zwischen 1-4 Jahren und einem zweiten 

Altersgipfel bei über 60 Jahren (Gesamtinzidenz 1.7/100000 pro Jahr).2 Symptome akuter 

Leukämien sind vor allem durch die Hemmung der normalen Hämatopoese bedingt - Luftnot 

und Abgeschlagenheit durch Anämie, Blutungsneigung durch Thrombozytopenie, sowie eine 

schwere Abwehrschwäche durch Mangel an neutrophilen Granulozyten. 

 

Zwei Drittel der ALL des Erwachsenen sind der B-Zellreihe zuzuordnen (B-Vorläufer ALL), 

25% gehören zur T-Zellreihe (T-ALL). Die weitere Einteilung der ALL erfolgt hauptsächlich 

durch Immunphänotypisierung anhand des Reifungsgrades der leukämischen Blasten in pro-

B ALL, common ALL und prä-B ALL (B-Vorläufer ALL), sowie pro-T ALL, thymische ALL und 

prä-T ALL (T-ALL). Für die Klassifikation der AML (WHO Klassifikation 2008)3 werden 

klinische, morphologische und (molekular)genetische Eigenschaften der Leukämie 

berücksichtigt. Die 4 Hauptgruppen beinhalten AML mit spezifischen zytogenetischen 

Aberrationen, AML mit multilineärer Dysplasie,  therapieinduzierte AML, sowie nicht weiter 

klassifizierte AML. 

 

Akute Leukämien sind mit intensiven Chemotherapien, die sich in verschiedenen 

Therapieblöcken (Induktionstherapien, Konsolidierungstherapien) über mehrere Monate 

erstrecken, potentiell heilbar. Das Rezidivrisiko unterscheidet sich jedoch stark zwischen 

einzelnen Subgruppen. Bei Hochrisikopatienten wird eine frühe Therapieintensivierung mit 

allogener Stammzelltransplantation (SCT) in erster Remission empfohlen. Da die allogene 

SCT mit einer hohen Morbidität und Mortalität assoziiert ist, ist eine präzise 

Risikoeinschätzung des einzelnen Patienten wesentlich.  

 

Obwohl akute Leukämien initial gut auf Chemotherapie ansprechen, ist das 

Langzeitüberleben erwachsener Patienten mit unter 50% nach wie vor enttäuschend und 

besonders infaust bei älteren Patienten mit AML (ca. 10%).4-6 Um die Langzeitprognose zu 
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verbessern, sind zwei Ansätze entscheidend. Erstens, die Identifikation prognostischer 

Marker für eine genauere Prognose- und Risikoeinschätzung des individuellen Patienten. Auf 

diese Weise kann die nötige Therapieintensität und damit die Balance zwischen Effektivität 

und Toxizität optimiert werden. Zweitens, die Entwicklung neuer zielgerichteter Substanzen, 

die mit Chemotherapien kombiniert werden können und potentiell die Eradikation 

chemoresistenter Klone ermöglichen. Zusätzlich müssen Patientengruppen identifiziert 

werden, die von diesen spezifischen Therapien profitieren.   

 

1.2 Genetische Veränderungen mit prognostischer Bedeutung bei akuten 
Leukämien 

Die Grundlage der Leukämieentstehung sind genetische Schäden in 

Knochenmarkvorläuferzellen. Durch gleichzeitiges Auftreten von Defekten in Genen die zu 

einer ungehemmten Proliferation führen und Genen die eine Ausreifung der Zellen 

verhindern, soll die leukämische Transformation ermöglicht werden.7 Neben Signalwegen 

der Proliferation und Differenzierung, scheinen aber auch die Kapazität der 

Selbsterneuerung leukämischer Stammzellen und Faktoren des Knochenmarkmikromilieus 

eine wichtige Rolle zu spielen. Außerdem tragen nicht nur genetische, sondern auch 

epigenetische Veränderungen zur Aktivierung leukämischer Signalwege bei. Unter 

Epigenetik werden Mechanismen verstanden, die Einfluss auf die Genexpression nehmen 

(z.B. DNA Methylierung), ohne dass es zu Veränderungen des genetischen Codes kommt.  

 

Eine Vielzahl rekurrenter genetischer und epigenetischer Alterationen wurde in akuten 

Leukämien beschrieben. Es wird vermutet, dass nur ein Teil dieser Veränderungen, 

sogenannte „driver“ Mutationen, essentiell für die Leukämogenese sind, während andere 

Veränderungen im Zuge der malignen Transformation entstehen, aber vermutlich keine 

wesentliche pathogenetische Rolle besitzen.8 Der Einfluss einer genetischen Alteration auf 

die Prognose der Leukämie kann Hinweis auf eine funktionelle Rolle in der Entstehung oder 

Aufrechterhaltung der Erkrankung geben.    

 

Im Folgenden werden genetische Veränderungen von prognostischer Bedeutung in B-

Vorläufer ALL und AML dargestellt. Die wichtigste Rolle spielen hierbei chromosomale 

Veränderungen (wie Deletionen, Translokationen oder Veränderung der Ploidie), die durch 

zytogenetische Methoden nachgewiesen werden können. Die genetische Charakterisierung 

wurde jedoch durch neuere molekulargenetische Methoden wesentlich erweitert und 

zahlreiche Alterationen wie Mikrodeletionen, Punktmutationen oder Änderung der 

Genexpression wurden identifiziert. 
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1.2.1 Genetische Prognosefaktoren in B-Vorläufer ALL 

Die Prognose erwachsener ALL Patienten ist mit einem Gesamtüberleben (OS) von 20-60% 

sehr heterogen. Neben klinischen Faktoren wie Patientenalter und Leukozytenzahl bei 

Diagnose sind vor allem genetische Alterationen für die Prognose ausschlaggebend. 

Vorkommen und Häufigkeit zytogenetischer Veränderungen unterscheiden sich zwischen 

Erwachsenen- und pädiatrischer ALL. Rekurrente Alterationen der B-Vorläufer ALL des 

Erwachsenen sind in Abbildung 1 dargestellt.  

 

 
Abbildung 1: Rekurrente zytogenetische Alterationen bei B-Vorläufer ALL des Erwachsenen (nach 
Armstrong et al.9 und Moorman et al.10)  
 

 

Die häufigste zytogenetische Veränderung stellt die Translokation t(9;22)(q34;q11) mit dem 

BCR-ABL Fusionsgen dar (ca. 20-36% der Fälle).4,11 Durch die Fusion mit BCR wird die ABL 

Tyrosinkinase konstitutiv aktiviert und führt zur ungehemmten Zellproliferation. Die 

Translokation t(9;22)/BCR-ABL sowie die Translokation t(4;11)(q21;q23) mit dem MLL-AF4 

Fusionsgen (ca. 5% der Fälle)4,10 sind die einzigen Veränderungen, die klar mit einer 

schlechteren Prognose vergesellschaftet sind und einheitlich für die Risikostratifikation von 

ALL Patienten herangezogen werden. Die prognostische Bedeutung der Translokation 

t(1;19) und des komplexen Karyotyps ist dagegen nicht eindeutig. Die kontroversen 

Ergebnisse unterschiedlicher Studien kommen wahrscheinlich durch die niedrige Frequenz 

dieser Alterationen und einer dementsprechend zu geringen Fallzahl zustande. In einer 

großen prospektiven Analyse zytogenetischer Daten von 1003 ALL Patienten der Britischen 

Medical Research Council (MRC) UKALL XII/ECOG E2993 Studien konnte der negative 

prognostische Wert des komplexen Karyotyps bestätigt werden (Abbildung 2).10 Darüber 

hinaus wurden der Karyotyp niedrig-hypodiploid/nahezu triploid und die Translokation t(8;14) 

als Risikomarker verifiziert. Die Karyotypen hohe Hyperdiploidie und del(9q) waren mit einer 
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besseren Prognose assoziiert, was jedoch in der multivariaten Analyse nicht unabhängig 

signifikant war. 

  

 
Abbildung 2: Gesamtüberleben von Patienten der MRC UKALL XII/ECOG E2993 Studien nach 
zytogenetischen Subgruppen10 (Graphik aus Rowe et al.12). HeH: hohe Hyperdiploidie, Ho/Tr: niedrig-
hypodiploid/nahezu triploid. 
 
 

In ca. 15-20% der Fälle liegt ein normaler Karyotyp (NK) vor und genetische Veränderungen 

können nur mit hochauflösenden molekulargenetischen Methoden nachgewiesen werden. 

Durch genomweite molekulargenetische Analysen wurden in den letzten Jahren neue 

genetische Läsionen und potentielle Zielstrukturen für spezifische Therapien identifiziert.  

Dabei wurden Alterationen der Gene IKZF1, CRLF2 und CDKN2A/B als neue molekulare 

Prognosefaktoren der B-Vorläufer ALL des Erwachsenen etabliert.  

 

Deletionen oder Mutationen von IKZF1 kommen in ca. 20% aller B-Vorläufer ALL und 80% 

der BCR-ABL positiven ALL Patienten vor.13,14 IKZF1 liegt auf Chromosom 7p12 und kodiert 

für den Ikaros Transkriptionsfaktor, einem wichtigen Regulator der lymphozytären 

Differenzierung.13 In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass IKZF1 Alterationen 

mit einer schlechten Prognose assoziiert sind, sowohl in BCR-ABL positiver als auch in BCR-

ABL negativer ALL.15,16  

 

Auch die Überexpression von CRLF2, welches für den Cytokine Receptor-like 2 Factor 

kodiert, wurde mit einer ungünstigen Prognose vergesellschaftet.17,18 CRLF2 Alterationen 

kommen nur in ca. 5% der B-Vorläufer ALL Patienten vor, sind jedoch gehäuft bei Down 

Syndrom-assoziierter ALL, sowie bei Fällen mit IKZF1 Alterationen und JAK1/2 Mutationen 

zu finden.17,19 Präklinische Studien legen nahe, dass CRLF2 alterierte Leukämien sensitiv auf 

JAK Inhibitoren sind,20 so dass Patienten mit CRLF2 Überexpression eventuell von diesen 

Therapien profitieren könnten.  
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Deletionen der Tumorsuppressoren CDKN2A/B sind in ca. 25% der BCR-ABL positiven ALL 

des Erwachsenen anzutreffen und mit einer höheren Rezidivrate und kürzerem OS 

assoziiert.21 Die Häufigkeit von CDKN2A/B Deletionen nimmt im Verlauf der 

Leukämieprogression zu, was eine pathobiologische Rolle von CDKN2A/B in ALL 

unterstreicht. 
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1.2.2 Genetische Prognosefaktoren in AML 

Zytogenetische Veränderungen haben den stärksten Einfluss auf die Prognose eines AML 

Patienten. Es werden 3 zytogenetische Risikogruppen unterschieden, wobei die exakte 

Definition leicht zwischen den verschiedenen Studiengruppen abweicht: günstiges Risiko 

(20-25% der Patienten), intermediäres Risiko (55-70% der Patienten) und ungünstiges Risiko 

(10-20% der Patienten). In Tabelle 1 sind die Subgruppen der häufig gebrauchten 

Risikoeinteilung nach dem Britischen MRC aufgeführt.22 Abbildung 3 zeigt das OS gemäß 

zytogenetischer Subgruppen von 5876 erwachsenen AML Patienten, die in den MRC AML 

10/12/15 Studien behandelt wurden.23 

 
Tabelle 1: Genetische Risikoeinteilung der AML 

Zytogenetische Risikogruppen (nach MRC) Genetische Risikogruppen (nach ELN) 

G
ün

st
ig

 t(15;17)(q22;q21) 

t(8;21)(q22;q22) 

inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) G
ün

st
ig

 t(8;21)(q22;q22) 

inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) 

Mut. NPM1 ohne FLT3-ITD (NK) 
Mut. CEBPA (NK) 

In
te

rm
ed

iä
r 

Weder als günstig noch ungünstig 

klassifiziert 

In
te

rm
ed

iä
r-

I 

Mut. NPM1 und FLT3-ITD (NK) 

Wildtyp NPM1 und FLT3-ITD (NK) 

Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD (NK) 

In
te

rm
ed

iä
r-

II 

Weder als günstig noch ungünstig klassifiziert 

U
ng

ün
st

ig
 

abn(3q) [ohne t(3;5)(q21~25;q31~35)], 

inv(3)(q21q26)/t(3;3)(q21;q26) 

add(5q)/del(5q), -5 

add(7q)/del(7q), -7 

t(11q23) [ohne t(9;11)(p21~22;q23) und 

t(11;19)(q23;p13)] 

t(9;22)(q34;q11) 

abn(17p) 

Komplexer Karyotyp 

U
ng

ün
st

ig
 

 

inv(3)(q21q26)/t(3;3)(q21;q26) 

del(5q), -5 

-7 

t(11q23) [ohne t(9;11)(p21~22;q23) ]  

t(6;9)(p23;q34) 

 

abn(17p) 

Komplexer Karyotyp 
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Abbildung 3: Gesamtüberleben von Patienten der MRC AML10/12/15 Studien nach zytogenetischen 
Subgruppen.23 
 

Patienten in der günstigen Risikogruppe erreichen mit konventioneller Chemotherapie eine 

komplette Remission (CR) in über 90% und ein OS von 55-85%, so dass hier eine primäre 

SCT nicht empfohlen wird.24 In diese Gruppe gehören die akute Promyelozytenleukämie 

(APL), charakterisiert durch die Translokation t(15;17)(q22;q21), sowie die sogenannten core 

binding factor Leukämien mit t(8;21)(q22;q22) oder inv(16)(p13.1q22)/t(16;16)(p13.1;q22). 

Aufgrund der spezifischen Pathogenese und Therapie wird die APL jedoch meist gesondert 

behandelt. Patienten der ungünstigen Risikogruppe haben eine CR Rate von nur 50-60% 

und ein kurzes OS von 10-20%.22,25 Neue Therapiestrategien sind daher für diese Patienten 

besonders bedeutend.   

 

Etwa 40-45% der Patienten besitzen einen NK und werden der intermediären 

zytogenetischen Risikogruppe zugeordnet.26 Die Identifikation neuer molekularer 

Prognosefaktoren in den letzten Jahren hat die Charakterisierung und 

Prognoseeinschätzung dieser großen, heterogenen Subgruppe deutlich verbessert. 

Inzwischen können über 90% der AML Fälle zytogenetisch oder molekulargenetisch 

charakterisiert werden.  

 

Bisher wurden nur 3 dieser neuen molekularen Marker in die klinische Praxis integriert: 

Mutationen des Gens NPM1 (Nucleophosmin), die interne Tandemduplikation des Fms-like 

Tyrosine Kinase 3 Gens (FLT3-ITD), sowie Mutationen im Gen CEBPA (CCAAT Enhancer 

Binding Protein alpha). Die unabhängige prognostische Bedeutung dieser Mutationen wurde 

in verschiedenen Studien bestätigt und daher in die genetische Risikoeinteilung der AML 

integriert.27 Dabei sind CEBPA Mutationen sowie NPM1 Mutationen ohne gleichzeitige FLT3-

ITD mit einer günstigen Prognose in NK-AML vergesellschaftet (Abbildung 4).28 Die am 
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weitesten verbreitete Klassifikation des European LeukemiaNet (ELN) ist in Tabelle 1 

aufgeführt.29  

 

 
Abbildung 4: Gesamtüberleben von AMLSG Studienpatienten mit NK-AML anhand der NPM1/FLT3-ITD 
und CEBPA Genotypen.28  
 

Darüber hinaus wurde die prognostische Relevanz von RUNX1 Mutationen, der partiellen 

Tandemduplikation von MLL (MLL-PTD), sowie einer hohen Expression von EVI1, BAALC, 

ERG, und MN1 in mehreren Studien gezeigt.23 In den letzten Jahren wurden zusätzlich 

Mutationen in Genen der epigenetischen Regulatoren TET2, IDH1/2, DNMT3A und ASXL1 

nachgewiesen, die vor allem in NK-AML häufig sind. Auch diese Gene scheinen 

prognostische Bedeutung zu besitzen, was jedoch nicht in allen Studien bestätigt werden 

konnte.27 Diese Mutationen sind auch in Hinblick auf ihre potentielle Modulierbarkeit mit 

epigenetischen Therapien interessant.  

 

Wie sich die Vielzahl neuer molekularer Marker in Zukunft sinnvoll in die Risikoklassifikation 

der B-Vorläufer ALL und AML integrieren lässt, muss in großen prospektiven Studien geprüft 

werden. Auch wird sich zeigen, welche der prognostischen Marker einen prädiktiven Wert für 

das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie besitzen. 
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1.3 Zielgerichtete Therapiekonzepte in AML 

Auf Grundlage der genetischen und epigenetischen Veränderungen, die in akuten 

Leukämien identifiziert wurden, konnten verschiedene spezifische Inhibitoren entwickelt 

werden. Tabelle 2 zeigt eine Auswahl zielgerichteter Substanzen, die derzeit in präklinischen 

und klinischen Studien in der AML getestet werden.  

 
Tabelle 2: Auswahl zielgerichteter Therapien in AML 

Zielstruktur Inhibitor Stadium der Entwicklung 

FLT3-ITD Multikinase Inhibitoren 
- Sorafenib 
- Midostaurin 
- Quizartinib 

 
Phase 2, randomisiert30,31 
Phase 332 
Phase 233 

c-KIT Mutation Multikinase Inhibitor Dasatinib Phase 3 (NCT02013648) 

Hedgehog 
Signalweg  

Hedgehog Inhibitor PF-04449913 Phase 2 (NCT01546038) 

Proteasom Proteasominhibitor Bortezomib Phase 234 

HDAC HDAC Inhibitoren 
- Valproat 
- Vorinostat 

 
Phase 235 
Phase 236 

RAS Farnesyltransferase Inhibitor Tipifarnib Phase 1/237-39 

Aurorakinasen Aurorakinase A/B Inhibitor AT9283 
Aurorakinase B Inhibitor Barasertib  

Phase 140 
Phase 1/241,42  

Wnt Signalweg β-Catenin/CBP Inhibitor PRI-724 
β-Catenin Inhibitor CWP232291 

Phase 1/2 (NCT01606579) 
Phase 1 (NCT01398462) 

MDM2/TP53 MDM2 Antagonist RG7112 
 

Phase 1/243,44 
 

CXCR4 CXCR4 Antagonist Plerixafor Phase 1/245 

HSP90 HSP90 Inhibitoren 
- 17-AAG 
- Alvespimycin 

 
Phase 146 
Phase 147 

IDH1/2 Mutation  Mut. IDH2 Inhibitor AG-221 
Mut. IDH1 Inhibitor AG-120  

Phase 148 
Phase 1 (NCT02074839) 

NPM1 Mutation CRM1 Inhibitoren Präklinische Studien49,50 

 

Als Zielstruktur dienen dabei spezifische Mutation, z.B. FLT3-ITD oder IDH1/2 Mutationen, 

aber auch Proteine oder Signalwege, die Subgruppen-übergreifend hochreguliert sind und 

als wichtig für Überleben und Proliferation leukämischer Blasten gelten [wie 

Hitzeschockproteine (HSP), Histondeacetylasen (HDAC) oder Proteine des Wingless-type 

(Wnt) Signalweges]. Für diese Substanzen stellt die Identifikation geeigneter Patienten eine 

besondere Herausforderung dar.  
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Die Entwicklung von Tyrosinkinaseinhibitoren für die Therapie der AML ist am weitesten 

fortgeschritten und der klinische Nutzen eines Tyrosinkinaseinhibitors konnte kürzlich 

erstmalig belegt werden. In der randomisierten, Plazebo-kontrollierten SORAML Phase 2 

Studie wurde gezeigt, dass die Hinzunahme von Sorafenib zur Standard Induktions- und 

Konsolidierungstherapie bei neu diagnostizierten AML Patienten unter 60 Jahren zu einem 

signifikant verlängerten Rezidiv-freien Überleben (RFS) und Ereignis-freien Überleben (EFS) 

führt.31 Dieser Effekt war allerdings unabhängig vom Vorliegen einer FLT3-ITD und somit auf 

die Multikinaseaktivität von Sorafenib zurückzuführen. Neuere, selektive FLT3 Inhibitoren wie 

Quizartinib scheinen spezifische Aktivität in FLT3-ITD positiven Patienten zu besitzen.33  

 

Die Identifikation prädiktiver Marker für das Ansprechen auf diese vielversprechenden neuen 

Therapien wird entscheidend sein, um passende Patientengruppen auszuwählen und eine 

individuelle, maßgeschneiderte Therapie zu ermöglichen. 
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG  

Die Identifikation molekularer Prognosefaktoren bei akuten Leukämien steht im Mittelpunkt 

dieser Arbeit.   

 

Genetische Marker als Risikofaktoren für Chemoresistenz oder eine hohe 

Rezidivwahrscheinlichkeit haben eine wichtige Bedeutung bei der initialen 

Prognoseeinschätzung eines Patienten mit akuter Leukämie. Eine präzise 

Risikoeinschätzung kann helfen, die Therapie für Hochrisikopatienten früh zu intensivieren 

und für Niedrigrisikopatienten zu de-eskalieren, um schwere Therapiekomplikationen zu 

vermeiden. Diese risikoadaptierte Therapiestratifizierung hat zu einer deutlichen 

Verbesserung der Prognose gewisser Leukämie-Subgruppen geführt. Allerdings gibt es 

große, heterogene Subgruppen, wie die Standardrisiko B-Vorläufer ALL, die bisher kaum 

charakterisiert wurden und für die eine bessere Risikoeinschätzung wesentlich ist. Die 

Standardrisiko ALL steht daher im Fokus des Interesses der Arbeiten zu molekularen 

Risikomarkern. In den Arbeiten sollte untersucht werden, wie sich neue molekulare Marker in 

die bestehende Risikostratifizierung der ALL integrieren lassen, um eine verbesserte 

Prognoseabschätzung zu ermöglichen. 

 

Darüber hinaus stellen molekulare Marker potentielle Zielstrukturen für spezifische 

Therapieansätze dar, einem weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit. Von besonderem Interesse 

war hierbei die AML, die häufigste Form der akuten Leukämie bei älteren Erwachsenen. 

Ältere AML Patienten haben eine extrem schlechte Prognose und kommen häufig für 

intensive Chemotherapien oder SCT nicht in Frage, so dass hier die Entwicklung 

zielgerichteter Therapien besonders wichtig ist. Molekulare Marker von prognostischer 

Relevanz können Aufschluss über die bei Leukämie veränderten Signalwege geben und zum 

Verständnis der Leukämieentstehung beitragen. Aufgrund der Bedeutung des Wnt- und 

Insulin-like growth factor (IGF) Signalweges für Überleben und Proliferation leukämischer 

Blasten, untersuchten wir Gene, die für Regulatorproteine dieser Signalwege kodieren - den 

Wnt Inhibitor CXXC5 und IGF Bindungsproteine (IGFBP). Durch die potentielle Rolle in der  

Dysregulation des Wnt- bzw. IGF Signalweges in AML, stellen diese Gene mögliche 

prädiktive Marker für Wnt- und IGF-gerichtete Therapien dar. Weiterführende 

Untersuchungen dieser Marker in Hinblick auf ihr spezifisches Genexpressionsmuster, ihr 

Zusammenspiel mit bekannten leukämischen Signalwegen, sowie deren Wirkung auf die 

Proliferation von Leukämiezellen sollten Einblick in deren funktionelle Rolle und potentielle 

Eignung als Zielstruktur gewähren.  
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3 EIGENE ARBEITEN 

3.1 Molekulare Prognosefaktoren in der B-Vorläufer ALL 

Trotz intensiver Chemotherapieprotokolle bleibt die Heilungsrate der B-Vorläufer ALL des 

Erwachsenen mit 20-60% ungenügend und weit hinter den Ergebnissen bei Kindern 

zurück.4,10,51 Die größten Fortschritte bezüglich einer Prognoseverbesserung bei ALL 

Patienten wurden in den letzten Jahren durch risikoadaptierte Therapiestratifizierung 

erreicht: Patienten, die bei Diagnose klinische oder molekulare Risikofaktoren aufweisen, 

werden primär intensiver behandelt als Patienten mit niedrigem Risiko. Etablierte 

Risikofaktoren sind hierbei eine hohe Leukozytenzahl bei Diagnose, der Immunphänotyp der 

pro-B ALL, das Ansprechen auf Induktionstherapie, sowie die beiden (molekular)genetischen 

Alterationen t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL und t(4;11)(q21;q23)/MLL-AF4. Durch die hohe 

Rezidivwahrscheinlichkeit bei Vorliegen eines oder mehrerer dieser Risikofaktoren ist eine 

primäre allogene SCT gerechtfertigt. Mit der Entwicklung von Tyrosinkinaseinhibitoren wurde 

es zudem möglich, Hochrisiko ALL Patienten mit BCR-ABL gezielt zu behandeln. Hierdurch 

wird das Therapieansprechen der BCR-ABL-positiven ALL deutlich erhöht52-54 und das 

Langzeitüberleben von 20% auf 40% verbessert.54  

 

Patienten die keinen klinischen oder genetischen Risikofaktor aufweisen werden der 

Standardrisikogruppe zugeordnet, wobei sich die exakte Definition zwischen verschiedenen 

Studiengruppen unterscheidet. In der Deutschen ALL Studiengruppe GMALL wird 

Standardrisiko wie folgt definiert: BCR-ABL- und MLL-AF4-negative Patienten mit CR nach 

erster Induktionstherapie und initialer Leukozytenzahl unter ≤ 30/nl. Standardrisiko ALL bildet 

eine große, heterogene Subgruppe der ALL, für die noch kein verlässlicher molekularer 

Prognosemarker identifiziert wurde, der eine spezifische Therapieanpassung erlaubt.  

 

Eine vielversprechende Methode, die Prognoseeinschätzung im Verlauf der Therapie für den 

einzelnen Patienten zu verbessern und Rezidive frühzeitig zu erkennen, stellt die Analyse 

der Minimalen Resterkrankung (MRD) dar.55,56 MRD Diagnostik basiert auf dem Nachweis 

spezifischer genetischer Veränderungen der Leukämiezellen, hauptsächlich durch 

Translokationen entstandene Fusionsgene oder klonale Rearrangements der Immunglobulin- 

und T-Zell-Rezeptor-Gene. Damit lassen sich mit hoher Sensitivität residuelle leukämische 

Blasten im Untersuchungsmaterial quantifizieren (üblicherweise 1 Blast unter 100000 nicht 

maligner Zellen). Es konnte gezeigt werden, dass Standardrisikopatienten mit hohem MRD 

Niveau zu verschiedenen Zeitpunkten während der ersten Monate der Therapie ein sehr 

hohes Rezidivrisiko haben.55 Bei der Mehrzahl der Standardrisikopatienten kann das 

Rezidivrisiko jedoch mittels MRD bisher nicht abgeschätzt werden. Ein weiterer Nachteil der 
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MRD Diagnostik besteht darin, dass das erhöhte Risiko nicht bereits bei Diagnose 

festgestellt wird, sondern erst bei bereits manifester Therapieresistenz. Die Identifikation 

prognostischer Marker zum Zeitpunkt der Diagnose würde ermöglichen, die Therapie von 

Beginn an risikoadaptiert zu modifizieren und könnte Ausgangspunkt für die Entwicklung 

zielgerichteter Therapien für diese Patienten sein.  

 

In den folgenden Arbeiten wurden zwei Kandidatengene, BAALC und LEF1, als 

prognostische Marker in B-Vorläufer ALL untersucht. Der Fokus lag hierbei auf der 

Standardrisiko ALL, sowie auf BCR-ABL- und MLL-AF4-negativen Patienten, die noch nicht 

durch einen molekularen Hochrisikomarker charakterisiert sind und keine spezifische 

Therapie erhalten. 

3.1.1 Das Gen BAALC 

Das Gen BAALC (Brain And Acute Leukemia, Cytoplasmic) auf Chromosom 8q22.3 wird in 

unreifen Knochenmarkvorläuferzellen und in verschiedenen Subgruppen der akuten 

Leukämien hoch exprimiert.57,58 Eine hohe Expression von BAALC wurde sowohl in NK-AML 

als auch in der T-ALL des Erwachsenen mit einem unreifen Leukämie-Phänotypen 

assoziiert.58-60 Es wird vermutet, dass BAALC durch Blockade der Zelldifferenzierung zur 

Leukämieentstehung beiträgt.61 In NK-AML59,62 und T-ALL60 konnte gezeigt werden, dass die 

hohe Expression von BAALC mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet ist. Die 

Expression von BAALC in B-Linien ALL war bisher nicht untersucht worden.  

 

Durch die linien-übergreifende prognostische Bedeutung von BAALC in akuten Leukämien 

vermuteten wir, dass BAALC auch in B-Vorläufer ALL von prognostischer Relevanz sein 

würde. Nachfolgend wurde die unabhängige prognostische Signifikanz der gesteigerten 

BAALC Expression in B-Vorläufer ALL gezeigt. 

  



 19 

3.1.1.1 Hohe BAALC Expression ist mit gesteigerter Chemoresistenz in B-Vorläufer 

ALL des Erwachsenen assoziiert 

 
Kühnl A, Gökbuget N, Stroux A, Burmeister T, Neumann M, Heesch S, Haferlach T, Hoelzer 
D, Hofmann WK, Thiel E, Baldus CD. High BAALC expression predicts chemoresistance in 
adult B-precursor acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2010 May 6; 115(18):3737-4. 
 

 

Ziel der Studie war, die prognostische Relevanz der gesteigerten BAALC Expression bei B-

Vorläufer ALL des Erwachsenen zu untersuchen. BAALC mRNA Expression wurde mittels 

quantitativer real-time RT-PCR (RT-qPCR) in 368 diagnostischen Knochenmarkproben von 

ALL Patienten zwischen 18 und 60 Jahren, die in den GMALL 06/99 und 07/03 

multizentrischen Studien behandelt worden waren, untersucht. Zusätzlich wurde die globale 

Genexpression BCR-ABL/MLL-AF4-negativer Patienten in Abhängigkeit der  BAALC 

Expression analysiert (Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 Genchips; 51 diagnostische 

Knochenmarkproben aus der multizentrischen MILE Studie63). Für die statistische 

Auswertung wurden Patienten anhand der BAALC mRNA Expressionswerte in Terzilen 

eingeteilt. Die mediane Beobachtungszeit betrug 44 Monate. Patienten mit höherer BAALC 

Expression wiesen eine höhere Rate an primärer Therapieresistenz auf, sowohl innerhalb 

der Gesamtkohorte (P=0.004), als auch innerhalb der  BCR-ABL- und MLL-AF4-negativen 

Patienten (P=0.009). In der multivariaten Analyse unter Einschluss der bekannten klinischen 

und molekularen Risikofaktoren (Leukozytenzahl, Patientenalter, CD20 Expression, BCR-

ABL, MLL-AF4, Immunphänotyp), war eine höhere BAALC Expression unabhängig prädiktiv 

für primäres Therapieversagen. In BCR-ABL- und MLL-AF4-negativen Patienten war eine 

höhere BAALC Expression mit kürzerem OS assoziiert (5-Jahres OS: oberste Terzile: 38%, 

mittlere Terzile: 52%, untere Terzile: 70%; P=0.004). In der multivariaten Analyse waren 

höhere BAALC Expression (P=0.03), hohe Leukozytenzahl (P<0.001) und höheres 

Patientenalter (P<0.001) unabhängige prognostische Faktoren für ein schlechteres OS. In 

der Genexpressionsanalyse war eine gesteigerte BAALC Expression mit der differentiellen 

Expression von 43 Genen assoziiert, wobei verschiedene Stammzell-Gene (CD34, CD99) 

und Chemoresistenz-Gene (TSPAN7, LYN) hoch exprimiert waren. Zusammenfassend 

konnte BAALC als neuer molekularer Prognosefaktor in der B-Vorläufer ALL identifiziert 

werden, welcher mit primärer Therapieresistenz verbunden ist. Die Bestimmung der BAALC 

Expression in ALL Patienten könnte zu einer besseren Risikostratifikation von bisher 

molekular nicht charakterisierten ALL Patienten beitragen.  
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Publikation I 

Kühnl A. High BAALC expression predicts chemoresistance in adult B-precursor 
acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2010 May 6; 115(18):3737-4. 

https://doi.org/10.1182/blood-2009-09-241943 
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3.1.2 Der Wnt Signalweg-Mediator LEF1 

LEF1 (Lymphoid Enhancer Factor 1) gehört zur Familie der LEF/T-cell factor (TCF) 

Transkriptionsfaktoren und ist ein Schlüsselprotein im kanonischen Wnt Signalweg.64 

Aktivierung des Wnt Signalweges führt zu einer Anreicherung von β-Catenin, welches im 

Zellkern einen Komplex mit LEF/TCF Proteinen formt und die Transkription verschiedener 

Zielgene aktiviert. Wnt Aktivierung fördert das Wachstum und Überleben von Leukämiezellen 

in vitro65-67 und scheint für die Leukämieentstehung eine wichtige Rolle zu spielen.65,68-71  

LEF1 wird in verschiedenen Lymphomen72-74 und akuten Leukämien70,75 hoch exprimiert. In 

vitro Experimente konnten zeigen, dass LEF1 das Überleben von Lymphom- und 

Leukämiezellen fördert65,73,74 Darüber hinaus führt eine hohe Expression von LEF1 im 

Mausmodell zur Entwicklung B-lymphoblastischer sowie myeloischer Leukämien.75 In 

pädiatrischer T-ALL wurden zudem inaktivierende LEF1 Mutationen identifiziert, die mit einer 

Tendenz zu einer besseren Langzeitprognose vergesellschaftet waren.76 Die Expression und 

prognostische Bedeutung von LEF1 in B-Linien ALL des Erwachsenen war bisher nicht 

untersucht worden.  

 

Aufgrund der Bedeutung von LEF1 für die Aktivierung des Wnt Signalweges und der 

potentiellen Rolle in der Leukämogenese, stellten wir die Hypothese auf, dass eine 

gesteigerte LEF1 Expression auch in B-Vorläufer ALL vorkommt und Einfluss auf die 

Prognose besitzt. Die unabhängige prognostische Relevanz einer hohen LEF1 Expression 

bei B-Vorläufer ALL wurde in der nachfolgenden Arbeit gezeigt. 
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3.1.2.1 Prognostische Bedeutung der LEF1 Expression in B-Vorläufer ALL 

Kühnl A, Gökbuget N, Kaiser M, Schlee C, Stroux A, Burmeister T, Mochmann LH, Hoelzer 
D, Hofmann WK, Thiel E, Baldus CD. Overexpression of LEF1 predicts unfavourable 
outcome in adult patients with B-precursor acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2011 Dec 
8;118(24):6362-7. 
 

 

Diese Studie untersuchte die prognostische Bedeutung der Expression von LEF1 in B-

Vorläufer ALL. LEF1 nimmt eine Schlüsselrolle in der Aktivierung des Wnt Signalweges ein. 

Die Expression von LEF1 wurde in 282 konsekutive Knochenmarkproben von Erwachsenen 

mit neu diagnostizierter ALL, die in den multizentrischen Studien GMALL 06/99 und  GMALL 

07/03 behandelt wurden, mittels RT-qPCR analysiert. Zusätzlich wurden 40 Patienten mit 

vorhandener genomischer DNA auf Mutationen in den Exonen 2 und 3 des LEF1 Gens 

untersucht. Patienten der 25% oberen LEF1 Messwerte wurden mit den übrigen 75% der 

Fälle verglichen. Beide Gruppen unterschieden sich nicht in CR Rate und Häufigkeit primärer 

Therapieresistenzen. Jedoch wiesen Patienten mit hoher LEF1 Expression eine höhere 

Rezidivrate auf (74% vs. 49%; P=0.03). Dies spiegelte sich in einem signifikant schlechteren 

RFS für Patienten mit hoher LEF1 Expression wider [5-Jahres RFS 27% vs. 47% (P=0.05) in 

der Gesamtkohorte und 36% vs. 57% (P=0.02) in der Standardrisikogruppe (n=91)]. Der 

Unterschied im OS zwischen beiden Gruppen war nicht statistisch signifikant, jedoch konnte 

eine Interaktion zwischen LEF1 Expression und Patientenalter festgestellt werden. Danach 

war der Einfluss von LEF1 auf das OS besonders hoch in Standardrisikopatienten über 35 

Jahren. In dieser Gruppe war eine hohe LEF1 Expression der einzige unabhängige 

prognostische Faktor für ein schlechteres OS in der multivariaten Analyse (Hazard Ratio 2.7; 

P=0.02). In der Mutationsanalyse fanden sich mit Ausnahme eines missense Asp85Asn 

Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) in 2 Patienten keine weiteren Mutationen. Im 

Gegensatz zur T-ALL scheinen LEF1 Mutationen somit eine geringe Rolle für die 

unterschiedliche Höhe der LEF1 Expression bei B-Vorläufer ALL zu spielen. Diese Studie 

zeigt die prognostische Bedeutung der LEF1 Expression für Therapierezidive bei B-Vorläufer 

ALL einschließlich der Standardrisikogruppe und bekräftigt eine mögliche Rolle des Wnt 

Signalweges in der Pathogenese der ALL. Standardrisikopatienten mit hoher LEF1 

Expression könnten von einer Therapie mit Wnt Inhibitoren profitieren. 
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Publikation II 

Kühnl A. Overexpression of LEF1 predicts unfavourable outcome in adult patients 

with B-precursor acute lymphoblastic leukemia. Blood. 2011 Dec 8;118(24):6362-7. 

 

https://doi.org/10.1182/blood-2011-04-350850 
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3.2 Prognosefaktoren und potentielle Zielstrukturen für neue Therapien in 
AML  

Aufgrund der schlechten Langzeitprognose von Patienten mit AML wird vermehrt versucht, 

zielgerichtete Substanzen mit konventionellen Chemotherapien zu kombinieren, um 

Ansprechraten zu verbessern und Rezidive zu vermindern. Die Entwicklung zielgerichteter 

Therapien erfolgt dabei in verschiedenen Schritten: 1. Identifikation eines für die 

Leukämogenese wichtigen Proteins/Signalweges, 2. Entwicklung eines pharmakologischen 

Inhibitors gegen dieses Protein/Signalweg, 3. Untersuchung der in vitro und in vivo anti-

leukämischen Aktivität des Inhibitors, 4. Untersuchung des Inhibitors in klinischen Studien, 5. 

Identifikation prädiktiver Marker und damit geeigneter Patientengruppen für den klinischen 

Einsatz.  

 

Die folgenden Studien zum Wnt Inhibitor CXXC5 und Regulatorproteinen des IGF 

Signalweges hatten zum Ziel, neue molekulare Prognosefaktoren und mögliche 

Zielstrukturen zu identifizieren, die darüber hinaus potentielle prädiktive Marker für das 

Ansprechen auf Wnt- bzw. IGF Inhibitoren darstellen. In einer weiteren Arbeit haben wir die 

in vitro anti-leukämische Aktivität eines neuen HSP70 Inhibitors untersucht.  

3.2.1 CXXC Proteine in AML 

Proteine der CXXC Familie, die durch eine CXXC Zinkfinger-Domäne charakterisiert sind,  

wurden vielfach mit Krebsentwicklung assoziiert. Die meisten der 12 bekannten CXXC 

Proteine haben eine Funktion in der epigenetischen Regulation, wie die DNA 

Methyltransferase DNMT1, die Histonmethyltransferasen MLL und MLL2, die 

Methylcytosindioxygenase TET1, sowie die Histondemethylasen KDM2A und KDM2B. MLL 

spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression der AML und ALL.77 Aber auch 

MLL2,78,79 DNMT1,80-82 TET182,83 und CXXC484 wurden in neueren Untersuchungen mit der 

Leukämogenese in Zusammenhang gebracht. 

 

CXXC5 wurde als Tumorsuppressor-Gen in soliden Tumoren identifiziert.85 Außerdem wurde 

gezeigt, dass CXXC5 im Normalgewebe den kanonischen Wnt Signalweg hemmt,86,87 

dessen Aktivierung in der Pathogenese der AML eine Rolle spielt.65,70,71 CXXC5 scheint 

zudem eine Funktion bei der Reifung hämatopoetischer Zellen zu besitzen, da das Protein 

während der Zytokin-vermittelten Differenzierung von Knochenmarkvorläuferzellen, aber 

auch während der all-trans Retinsäure-induzierten Differenzierung von APL Zellen 

hochreguliert wird.88 Das Gen CXXC5 liegt auf Chromosom 5q31.2 in einer Region, die bei 

AML gehäuft deletiert ist, was eine funktionelle Bedeutung für die AML nahe legt.  
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Durch die Rolle von CXXC Proteinen in der Tumorentstehung und der möglichen Interaktion 

von CXXC5 mit dem Wnt Signalweg stellt CXXC5 ein interessantes Kandidatengen in AML 

dar. Die prognostische Bedeutung der CXXC5 Expression in AML, mögliche 

Regulationsmechanismen von CXXC5, sowie dessen Interaktion mit dem Wnt Signalweg 

wurden in der folgenden Arbeit untersucht. 
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3.2.1.1 Verminderte Expression des Wnt Signalweg Inhibitors CXXC5 ist mit einer 

besseren Prognose in AML assoziiert  

Kühnl A, Valk PJ, Sanders MA, Ivey A, Hills RK, Mills KI, Gale RE, Kaiser MF, Dillon R, 
Joannides M, Gilkes A, Haferlach T, Schnittger S, Duprez E, Linch DC, Delwel R, Löwenberg 
B, Baldus CD, Solomon E, Burnett AK, Grimwade D. Down-regulation of the Wnt inhibitor 
CXXC5 predicts a better prognosis in acute myeloid leukemia. Blood. 2015 May 7; 
125(19):2985-94. 
 
 
Um die prognostische und funktionelle Rolle von CXXC5 in der AML näher zu untersuchen, 

wurde die Expression von CXXC5 aus Microarray-Daten 529 diagnostischer 

Knochenmarkproben von AML Patienten der multizentrischen HOVON/SAKK Studien 

bestimmt.89 In 231 Patienten wurde die Expression zusätzlich mittels RT-qPCR untersucht. 

84 AML Proben standen zudem für Mutationsanalysen und 46 Proben für 

Methylierungsanalysen der CXXC5 Promotor-Region zur Verfügung. Ein CXXC5-

assoziiertes Genexpressionsprofil wurde von Daten von 351 Patienten mit NK-AML aus der 

MILE Studie gewonnen.63 Wir konnten zeigen, dass die CXXC5 Expression in spezifischen 

genetischen Subgruppen der AML (AML mit MLL Rearrangements, Translokation t(8;21) und 

del(5q)) im Vergleich zu normalen Knochenmarkvorläuferzellen herunterreguliert ist. Es fand 

sich eine signifikante Korrelation zwischen CXXC5 Expression und der Expression von MN1, 

WT1, ERG, GATA2, MLL, DNMT3B und RUNX1, Genen, denen eine Rolle bei der 

Pathogenese der AML zugeschrieben wird. Interessanterweise konnten wir auch eine 

Herunterregulation der CXXC5 Expression in Patienten mit inaktivierenden GATA2 

Mutationen zeigen. Die Überexpression von GATA2 in 293T Zellen führte zu gesteigerter 

Expression von CXXC5, was eine funktionelle Interaktion beider Gene untermauert. Die 

Daten lassen vermuten, dass CXXC5 mit verschiedenen leukämischen Signalwegen 

interagiert und in spezifischen AML Subgruppen inhibiert ist. Die Analyse der CXXC5 

Promotor-Region zeigte, dass der Grad der Methylierung in einem umschriebenen Bereich 

des Promotors negativ mit der Höhe der CXXC5 mRNA Expression korreliert war. Die 

Demethylierung dieser Region in U937 und NB4 Zelllinien mittels Decitabine führte zu einer 

Hochregulation von CXXC5. Die Ergebnisse legen nahe, dass CXXC5 durch Promotor-

Methylierung inaktiviert werden kann. CXXC5 Mutationen als Mechanismus der 

Geninaktivierung wurden hingegen nicht gefunden. In weiteren funktionellen Analysen 

konnten wir nachweisen, dass CXXC5 den kanonischen Wnt Signalweg hemmt. Die 

Überexpression von CXXC5 in K562 und KG1a Zellen führte zur verminderten 

Hochregulation von β-Catenin und den Wnt Zielgenen AXIN2 und SURVIVIN nach Wnt 

Stimulation, sowie einer verminderten Wnt Aktivität im Wnt Reporterassay. CXXC5 

Expression führte außerdem zu verminderter Proliferation verschiedener AML Zelllinien nach 
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Wnt Aktivierung. Wir konnten ferner zeigen, dass CXXC5 in die p53-abhängigen Effekte 

nach DNA Schädigung involviert ist. Insgesamt lassen die funktionellen Analysen eine 

Tumorsuppressor-Funktion vermuten. Interessanterweise war eine niedrige CXXC5 

Expression mit einer besseren Prognose in AML vergesellschaftet. Patienten mit einer 

CXXC5 Expression unterhalb des Medians der Expressionswerte hatten eine niedrigere 

Rezidivrate (45% vs. 59%; P=0.007) und ein besseres OS und EFS [OS: 46% vs. 28% 

(P<0.001) und EFS: 36% vs. 21% (P<0.001)]. Dies war unabhängig von bekannten 

genetischen und molekularen Risikofaktoren der AML (zytogenetische Risikogruppen, FLT3-

ITD, sowie Mutationen von NPM1, CEBPA, DNMT3A, ASXL1, WT1). Zusammenfassend 

zeigen die Ergebnisse, dass CXXC5 in AML als Wnt Inhibitor fungiert und einen potentiellen 

Tumorsuppressor darstellt. Inaktivierung von CXXC5 ist mit verschiedenen genetischen 

Subgruppen und leukämischen Signalwegen assoziiert und charakterisiert eine 

Patientengruppe mit besserer Prognose, die besonders geeignet für den Einsatz von Wnt 

Inhibitoren sein könnte.  
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Publikation III 

Kühnl A. Down-regulation of the Wnt inhibitor CXXC5 predicts a better prognosis in 
acute myeloid leukemia. Blood. 2015 May 7; 125(19):2985-94. 
 

https://doi.org/10.1182/blood-2014-12-613703 
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3.2.2 IGF Bindungsproteine als prognostische Marker und potentielle Zielstrukturen 

bei AML  

Der IGF Signalweg spielt für eine Vielzahl zellulärer Prozesse wie Wachstum, 

Differenzierung und Apoptose eine wichtige Rolle, sowohl im normalen Gewebe, als auch in 

Tumoren.90 In der AML wurde gezeigt, dass die beiden Liganden IGF-I und IGF-II das 

Wachstum von leukämischen Blasten stimulieren91 und die Proliferation durch den Einsatz 

von IGF Inhibitoren entsprechend gehemmt wird.92-94 IGF aktiviert verschiedene 

nachgeschaltete zelluläre Signalwege, darunter die PI3K/AKT/mTOR und 

RAS/RAF/MEK/ERK Netzwerke.95 Die Bioverfügbarkeit von IGF-I und IGF-II wird durch 7 

regulierende Bindungsproteine (IGFBP1-7) gesteuert. Zusätzlich zur regulierenden Funktion 

wird eine von IGF-I und IGF-II unabhängige direkte Funktion auf das Zellwachstum 

vermutet.95 In Glioblastomzellen wurde beispielsweise eine direkte Aktivierung des 

EGFR/STAT3 Signalweges durch IGFBP2 gezeigt.96 

 

Die prognostische und funktionelle Bedeutung von IGFBP2 und IGFBP7 wurde nachfolgend 

untersucht. IGFBP2 wird in verschiedenen Tumoren, einschließlich der akuten Leukämien 

hoch exprimiert97-99 und wurde mit Tumorentstehung und Therapieresistenz in 

Zusammenhang gebracht.97,100 In pädiatrischen akuten Leukämien wurde eine hohe IGFBP2 

Expression mit einer ungünstigen Prognose assoziiert.99,101,102 Aufgrund der prognostischen 

Bedeutung bei pädiatrischer Leukämie haben wir einen ähnlichen Einfluss auf die Prognose 

der AML des Erwachsenen vermutet und in der nachfolgenden Arbeit bestätigt.   

 

Für IGFBP7 wurde eine Tumorsuppressor-Funktion in verschiedenen Tumoren nahe 

gelegt,103-105 die Bedeutung in hämatologischen Neoplasien jedoch kaum untersucht. In einer 

Analyse bereits publizierter Genexpressionsdaten von Patienten mit NK-AML,62 T-ALL63 

sowie normaler Knochenmarkvorläuferzellen,106 wurde IGFBP7 als eines von 4 Genen 

identifiziert, welches in allen 3 Expressionsprofilen mit einer hohen BAALC Expression 

korreliert war (Heesch et al. 2010). Wir stellten daher die Hypothese auf, dass IGFBP7 bei 

der BAALC-vermittelten Therapieresistenz in akuten Leukämien eine Rolle spielt. 
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3.2.2.1 Hohe Expression von IGFBP2 ist mit gesteigerter Chemoresistenz in AML 

verbunden 

Kühnl A, Kaiser M, Neumann M, Fransecky L, Heesch S, Radmacher M, Marcucci G, 
Bloomfield CD, Hofmann WK, Thiel E, Baldus CD. High expression of IGFBP2 is associated 
with chemoresistance in adult acute myeloid leukemia. Leuk Res. 2011 Dec;35(12):1585-90.  
 

 

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob IGFBP2 auch in der AML des Erwachsenen eine 

prognostische Rolle spielt und eine potentielle Zielstruktur für neue Therapien darstellt. Die 

IGFBP2 Expression wurde in 99 Knochenmarkproben von Patienten mit neu diagnostizierter 

AML, die zwischen 2003 und 2010 an der Charité Campus Benjamin Franklin mit Standard 

Cytarabin- und Anthrazyklin-haltiger Induktionstherapie behandelt worden waren, mit RT-

qPCR untersucht. Microarray-Daten einer unabhängigen Kohorte von 61 NK-AML Patienten 

aus der CALGB 9621 Studie standen zur Analyse eines IGFBP2-assoziierten 

Genexpressionsprofils zur Verfügung (Affymetrix U133 plus 2.0 GeneChips).62 Die 

Expression von IGFBP2 war im Knochenmark und Serum von AML Patienten signifikant 

höher verglichen mit Normalpersonen. AML Patienten der obersten IGFBP2 Quartile (die 

oberen 25% der Messwerte) wurden mit den übrigen Patienten verglichen. Hohe IGFBP2 

Expression war mit primärer Therapieresistenz assoziiert (65% vs. 32%; P=0.02) und stellte 

einen unabhängigen prädiktiven Faktor für Therapieresistenz in der multivariaten Analyse 

dar [Odds Ratio 3.6; P=0.02]. Das Genexpressionsprofil in AML mit hoher IGFBP2 

Expression wies eine Hochregulation von Genen auf, die in anderen molekularen 

Hochrisikogruppen hoch exprimiert werden, wie in AML mit FLT3-ITD (MEIS1, HOXB3, WT1) 

oder MLL Rearrangements (HOXA9, MYB, MEIS1). Unter den niedrig exprimierten Genen in 

Patienten mit hoher IGFBP2 Expression fanden sich potentielle Tumorsuppressor-Gene 

(CEBPD, G0S2, KLF4, KLF11) und das Wachstumsregulations-Gen GADD45B. 

Zusammenfassend ließ sich zeigen, dass IGFBP2 in AML überexprimiert wird und eine hohe 

Expression mit Therapieresistenz assoziiert ist. Dies spiegelt sich in einer resistenten, 

aggressiven Genexpressions-Signatur in AML mit hoher IGFBP2 Expression wider. IGFBP2 

stellt somit eine vielversprechende Zielstruktur für spezifische Therapieansätze dar. 

Patienten mit hoher IGFBP2 Expression sollten sowohl als Kandidaten für IGF-gerichtete 

Therapien als auch für Inhibitoren nachgeschalteter Signalwege in Erwägung gezogen 

werden.  
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Publikation IV 

Kühnl A. High expression of IGFBP2 is associated with chemoresistance in adult 
acute myeloid leukemia. Leuk Res. 2011 Dec;35(12):1585-90. 

 

http://dx.doi.org/10.1016/j.leukres.2011.08.006 
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3.2.2.2 Identifikation von IGFBP7 als neuen Marker für potentielle zielgerichtete 

Therapie bei akuten Leukämien 

Heesch S, Schlee C, Neumann M, Stroux A, Kuehnl A, Schwartz S, Haferlach T, Goekbuget 
N, Hoelzer D, Thiel E, Hofmann WK, Baldus CD. BAALC-associated gene expression 
profiles define IGFBP7 as a novel molecular target in acute leukemia. Leukemia. 2010 
Aug;24(8):1429-36. 
 

 

In einer Analyse BAALC-assoziierter Genexpressionsprofile von NK-AML, T-ALL und 

normalen Knochenmarkvorläuferzellen wurde IGFBP7 als neues Kandidatengen identifiziert, 

das linienübergreifend mit BAALC ko-aktiviert ist. Um die Rolle von IGFBP7 in akuten 

Leukämien näher zu untersuchen, wurde die IGFBP7 mRNA Expression mittels RT-qPCR in 

597 Patientenproben (230 B-Vorläufer ALL, 219 T-ALL, 81 AML, 23 undifferenzierte 

Leukämien und 44 Fälle mit myelodysplastischem Syndrom), sowie in 14 

Knochenmarkproben von Normalpersonen untersucht. ALL Proben stammten von Patienten 

der GMALL 06/99 und 07/03 Studien mit einer medianen Beobachtungszeit von 35.8 

Monaten. Patienten mit AML und undifferenzierter Leukämie zeigten eine im Vergleich zu 

Normalpersonen höhere IGFBP7 Expression (P≤0.001 und P=0.02). Die mediane IGFBP7 

Expression war in ALL nicht signifikant erhöht, jedoch zeigte sich in T-ALL eine breitere 

Varianz der Expression im Vergleich zu Kontrollen. Eine hohe IGFBP7 Expression in T-ALL 

war mit hoher Expression des Stammzellmarkers CD34 und des myeloischen Markers CD33 

assoziiert. Patienten mit hoher IGFBP7 Expression (die oberen 25% der Messwerte im 

Vergleich zu den restlichen 75%) hatten häufiger eine primär refraktäre Erkrankung (11% vs. 

3%; P=0.03). Das OS war in Patienten mit hoher IGFBP7 Expression signifikant verkürzt (4-

Jahres OS 42% vs. 55%; P=0.03). Der Effekt von rekombinantem IFBP7 Protein auf die 

Proliferation der leukämischen Zelllinien KG1a (AML) und Jurkat (T-ALL) wurden mittels 

Trypanblaufärbung und WST1 Assay über 7 Tage untersucht. Es konnte gezeigt werden, 

dass IGFBP7 Zellwachstum und Viabilität in beiden Zelllinien signifikant hemmt, was mit 

Zellzyklusarrest vergesellschaftet war. Ein Effekt auf Apoptose und Seneszenz der Zellen 

konnte nicht nachgewiesen werden. Die verminderte Proliferation bei gleichzeitig nicht 

gesteigerter Apoptose und Seneszenz könnte zu Chemoresistenz beitragen. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass IGFBP7 in verschiedenen leukämischen 

Subgruppen aberrant exprimiert wird. Eine gesteigerte IGFBP7 Expression ist in T-ALL mit 

Therapieresistenz verbunden, was durch den Einfluss von IGFPB7 auf die leukämische 

Zellproliferation herbeigeführt werden könnte. IGFBP7 stellt daher eine interessante 

Zielstruktur dar, um die Chemosensitivität akuter Leukämien zu verbessern. Patienten mit 

hoher IGFBP7 Expression könnten von einer Therapie mit IGF Inhibitoren besonders 

profitieren. 
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Publikation V 

Heesch S. BAALC-associated gene expression profiles define IGFBP7 as a novel 

molecular target in acute leukemia. Leukemia. 2010 Aug;24(8):1429-36. 

 

http://dx.doi.org/10.1038/leu.2010.130 
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3.2.3 Hitzeschockproteine als Zielstruktur in Leukämien 

Die Expression von HSP ist in einer Vielzahl von Krebsarten, einschließlich der AML 

erhöht.107 Eine hohe Expression von HSP90 in AML wurde mit Therapieresistenz und einer 

schlechten Prognose assoziiert.108,109 HSP90 stabilisiert unter zellulären Stressbedingungen 

verschiedene Onkogene, die für die Leukämieentstehung wichtig sind, wie KIT, JAK oder 

AKT. Die anti-leukämische Wirksamkeit verschiedener HSP90 Inhibitoren wurde in 

Zellkulturversuchen nachgewiesen.110,111 In einer Phase 1 Studie des HSP90 Inhibitors 

Alvespimycin wurde in 3 AML Patienten eine CR beobachtet.47 Weitere Phase 1/2 Studien 

werden derzeit durchgeführt.  

Nach HSP90 wurde auch HSP70, ein weiteres hoch exprimiertes HSP, als potentielle 

Zielstruktur bei Leukämien identifiziert. Wie HSP90 wird HSP70 durch zellulären Stress 

induziert und schützt die Zelle vor Apoptose, indem es Proteinkomplexe stabilisiert und die 

intrazelluläre Anhäufung beschädigter oder falsch gefalteter Proteine verhindert.112 Eine 

hohe Expression von HSP70 wurde in verschiedenen Karzinomen113,114 und in der 

AML109,115,116 mit schlechterer Prognose assoziiert. In vitro und in vivo Experimente legen 

eine Funktion von HSP70 als Onkogen117-119 und eine Rolle in der Entwicklung von 

Chemoresistenz nahe.120,121,122 Auch in leukämischen Blasten wurde eine funktionelle 

Bedeutung von HSP70 für Proliferation, Zellzykluskontrolle und Apoptose,123,124 sowie 

Therapieresistenz nachgewiesen.125,126 Daher stellt HSP70 eine vielversprechende 

Zielstruktur für anti-leukämische Therapie dar. Die Synthese selektiver HSP70 Inhibitoren ist 

im Vergleich zu HSP90 Inhibition jedoch schwierig und nur wenige Inhibitoren wurden bisher 

beschrieben.127 Leu et al. entdeckten das Molekül Pifithrin-µ (PFT-µ) als spezifischen 

Inhibitor von HSP70.128 Wir haben in dieser Arbeit erstmalig die in vitro anti-leukämische 

Aktivität von PFT-µ nachgewiesen. 

  



 68 

3.2.3.1 Antileukämische Aktivität des Hitzeschockprotein 70 Inhibitors Pifithrin-µ in 

AML  

Kaiser M*, Kühnl A*, Reins J, Fischer S, Ortiz-Tanchez J, Schlee C, Mochmann LH, Heesch 
S, Benlasfer O, Hofmann WK, Thiel E, Baldus CD. Antileukemic activity of the HSP70 
inhibitor pifithrin-µ in acute leukemia. Blood Cancer J. 2011 Jul;1(7):e28. doi: 
10.1038/bcj.2011.28 
*gleichwertige Kontribution 
 

 

In dieser Arbeit wurde die in vitro Aktivität des HSP70 Inhibitors PFT-µ in ALL und AML 

Zelllinien, sowie in 12 primären AML Patientenproben getestet. Hierfür wurden die humanen 

Zelllinien KG-1a (AML), NALM-6 (B-Vorläufer ALL), TOM-1 (BCR-ABL-positive B-Vorläufer 

ALL), Jurkat und BE-13 (T-ALL), sowie K562 (Blastenkrise einer chronischen myeloischen 

Leukämie) verwendet. Zusätzlich wurde eine Cytarabin-resistente K562 Linie getestet. Es 

konnte gezeigt werden, dass PFT-µ die Zellviabilität im WST1 Assay in sämtlichen Zelllinien, 

einschließlich der Cytarabin-resistenten Zelllinie, im mikromolaren Bereich hemmt (IC50 

Werte von 2.5 bis 12.7 µM). Auch alle getesteten AML Patientenzellen wurden im Wachstum 

gehemmt, wobei der hierfür benötigte mediane IC50 Wert von 8.9 µM vergleichbar mit dem 

der Zelllinien war. Um die Toxizität von PFT-µ in normalen Zellen zu überprüfen, wurden 

Knochenmark-Stromazellen von 4 AML Patienten, sowie mononukleäre Zellen (n=6) und 

CD34-selektierte Zellen (n=5) aus dem peripheren Blut gesunder Probanden untersucht. In 

einer Stromazell-Probe wurde der IC50 mit 100 µM PFT-µ nicht erreicht. Die verbliebenen 3 

Proben wiesen einen medianen IC50 Wert von 37.7 µM (36.3-44.1) auf. Der mediane IC50 

Wert gesunder mononukleärer Zellen lag bei 17.6 µM (10.4-42.3), der von CD34+ Zellen bei 

15.1 µM (8.0-20.0). Diese Ergebnisse zeigen eine im Vergleich mit leukämischen Blasten 

höhere Resistenz normaler hämatopoetischer Zellen und Stromazellen gegenüber PFT-µ. 

Die Hemmung der Zellviabilität durch PFT-µ war von einer dosis-abhängigen erhöhten 

Apoptoserate und Zellzyklusarrest begleitet. In NALM-6 Zellen wurden außerdem 

intrazelluläre Proteine mittels Durchflusszytometrie gemessen und beobachtet, dass PFT-µ 

die Konzentrationen von AKT und ERK1/2 reduziert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 

PFT-µ den zytotoxischen Effekt von Cytarabin, Sorafenib, 17-AAG und SAHA verstärkt. Der 

synergistische Effekt mit dem HSP90 Inhibitor 17-AAG und dem HDAC Inhibitor SAHA war 

dabei besonders ausgeprägt. Wir konnten zeigen, dass 17-AAG und SAHA zu einer 

Hochregulation von HSP70 führen, was die Synergie mit PFT-µ erklären könnte. 

Zusammenfassend haben wir erstmalig den anti-leukämischen Effekt des HSP70 Inhibitors 

PFT-µ demonstriert, sowohl als Monosubstanz als auch in Kombination mit anderen 

Substanzen der Leukämietherapie.  
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Publikation VI 

Kaiser & Kühnl. Antileukemic activity of the HSP70 inhibitor pifithrin-µ in acute 

leukemia. Blood Cancer J. 2011 Jul;1(7):e28.  

 

http://dx.doi.org/10.1038/bcj.2011.28 
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4 DISKUSSION 

Die Identifikation neuer prognostischer Marker ist von besonderer Bedeutung für Patienten 

mit Standardrisiko B-Vorläufer ALL, die nicht Träger der bekannten molekularen 

Risikofaktoren BCR-ABL und MLL-AF4 sind. Eine genauere molekulare Charakterisierung 

und Prognoseeinschätzung dieser Patienten könnte helfen, durch frühe Therapiemodifikation  

die Heilungsrate dieser heterogenen Subgruppe zu verbessern.  

 

In dieser Arbeit konnte die unabhängige prognostische Signifikanz der hohen BAALC und 

LEF1 Expression sowohl für die Gesamtkohorte der B-Vorläufer ALL, als auch für BCR-ABL- 

und MLL-AF4-negative Patienten gezeigt werden. BCR-ABL- und MLL-AF4-negative 

Patienten im obersten Drittel der BAALC Messwerte zeigten eine 15-fach erhöhte Rate an 

primärer Therapieresistenz und ein sehr kurzes 5-Jahres OS von 38%. Diese Ergebnisse 

demonstrieren die linienübergreifende prognostische Bedeutung von BAALC, nicht nur in der 

myeloischen und T-Zell Leukämie, sondern auch in der B-Zell Reihe. Standardrisikopatienten 

mit hoher LEF1 Expression (oberste 25% der Messwerte) zeigten ein 2,5-fach kürzeres RFS 

im Vergleich zu Patienten mit niedriger Expression. Der Einfluss der hohen LEF1 Expression 

auf das OS war altersabhängig und besonders ausgeprägt in Standardrisikopatienten über 

35 Jahren mit einem 5-Jahres OS von nur 27%.  

 

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Bestimmung der BAALC und LEF1 Expression bei 

Diagnosestellung die risikoadaptierte Therapiestratifikation in Standardrisiko- bzw. BCR-

ABL- und MLL-AF4-negativer ALL verbessern könnte. Das optimale Management dieser 

Patienten, insbesondere die Indikation für eine allogene SCT, ist nach wie vor unklar.129,130 

Eine mögliche Strategie ist, die Therapieintensivierung von Standardrisikopatienten am MRD 

Verlauf zu orientieren.55,56 Eine Kombination aus prospektiver MRD Bestimmung und prä-

therapeutischen Risikomarkern zum Zeitpunkt der Diagnose wäre jedoch optimal, um eine 

sehr genaue und frühzeitige individuelle Prognoseeinschätzung zu ermöglichen. MRD Daten 

der in dieser Arbeit untersuchten ALL Patienten lagen zum Zeitpunkt der Analysen noch 

nicht vor.  Die prognostische Bedeutung der BAALC und LEF1 Expression wurde daher nur 

mit etablierten diagnostischen Prognosefaktoren verglichen. In künftigen Arbeiten sollte 

untersucht werden, wie sich die neuen Marker BAALC und LEF1 in die MRD-gestützte 

Therapiestratifizierung integrieren lassen. 

 

Ein primäres Therapieversagen oder sehr frühe Krankheitsrezidive deuten auf primäre 

Chemoresistenz der Leukämie hin. Die Optimierung der Induktionstherapie zur besseren 

Eradikation chemoresistenter Klone stellt eine große Herausforderung dar. Für eine 
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Intensivierung myelosuppressiver Substanzen besteht wenig Spielraum, da dies die  

Therapie-assoziierte Mortalität erhöhen und die Tolerabilität nachfolgender Therapien 

deutlich einschränken würde. Ein vielversprechender Ansatz, Therapieresistenzen zu 

vermeiden, liegt in der Hinzunahme zielgerichteter Substanzen zur Standard-

Chemotherapie. Die Bestimmung von Resistenzmarkern wie BAALC könnte helfen, 

Patienten früh zu identifizieren, die von einer intensiveren Induktionstherapie oder der 

Hinzunahme neuer Substanzen profitieren könnten.    

 

Die Genexpressionsanalyse in Patienten mit hoher BAALC Expression zeigte eine 

differenzielle Überexpression von LYN und TSPAN7, Gene, die mit Therapieresistenz in 

myeloischen Leukämien in Zusammenhang gebracht wurden.131,132 Die BAALC-assoziierte 

Chemoresistenz in B-Vorläufer ALL könnte über die aberrante Expression dieser Gene 

vermittelt werden. Aktivierung der LYN Kinase scheint eine wichtige Rolle für die Proliferation 

leukämischer Blasten zu spielen133 und wurde als bedeutender Signalweg in AML mit FLT3-

ITD identifiziert.134,135 LYN ist durch Src Kinaseinhibitoren pharmakologisch hemmbar und 

stellt daher eine interessante Zielstruktur für Leukämiepatienten mit hoher BAALC 

Expression dar.136 Unter den differenziell herunterregulierten Genen in ALL mit hoher BAALC 

Expression waren RGS2, welches auch in FLT3-ITD AML supprimiert ist,137 sowie das Zell-

Zyklus-Regulator- und Tumorsuppressor-Gen CDKN1C/p57Kip2. CDKN1C/p57Kip2 ist in ALL 

aberrant methyliert und die Inaktivierung des Gens ist mit einer schlechten Prognose in BCR-

ABL-negativer ALL assoziiert.138 Die BAALC-assoziierte Genexpression deutet somit auf 

einen hoch proliferativen und resistenten ALL Subtypen der B-Vorläufer ALL hin, welcher 

Ähnlichkeiten mit anderen aggressiven Leukämie-Subtypen wie der FLT3-ITD AML aufweist.  

 

Patienten mit hoher LEF1 Expression zeigten keine erhöhte Rate an primär refraktären 

Erkrankungen, jedoch eine hohe Rate an Frührezidiven. Da der Wnt Signalweg für die 

Selbsterneuerungskapazität leukämischer Stammzellen wichtig ist,71,139,140 könnte das frühe 

Auftreten von Krankheitsrezidiven in Patienten mit hoher LEF1 Expression einen 

Überlebensvorteil leukämischer Stammzellen durch LEF1 widerspiegeln. Die Inhibition des 

LEF1/β-Catenin Komplexes durch neue Therapien könnte somit das Überleben residueller 

leukämischer Stammzellen im Knochenmark unterbinden.141,142  

 

Die Höhe der LEF1 Expression war invers assoziiert mit der Expression myeloischer Marker 

auf leukämischen Blasten. Dies unterstreicht die Tatsache, dass LEF1 vor allem in der 

Biologie lymphatischer Zellen eine wichtige Rolle spielt. In pro-B Zellen stimuliert das Protein 

die Proliferation und den Wiedereintritt in den Zellzyklus.143,144 Die LEF1 Expression zeigte 

keine Assoziation mit molekulargenetischen Subgruppen der ALL und scheint somit weder 
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von BCR-ABL noch von MLL-AF4 aktiviert zu werden. Eine Induktion von LEF1 durch AML1-

ETO und FLT3-ITD wurde in AML beobachtet.65,145 

 

Da inaktivierende LEF1 Mutationen in pädiatrischer T-ALL beschrieben wurden,76 

untersuchten wir die 2 Hotspot-Regionen in Exon 2 und 3 des LEF1 Gens in 40 Patienten mit  

B-Vorläufer ALL. In 2 Patienten wurde ein missense SNP (rs61752607) gefunden, welcher 

auch in 1 von 44 T-ALL Patienten detektiert worden war.76 Die klinische Relevanz dieses 

SNPs bleibt aufgrund der geringen Patientenzahlen unklar. Andere SNPs oder Mutationen 

wurden nicht gefunden. Die Häufigkeit von LEF1 Mutationen in der Studie von Gutierrez et 

al. lag bei 7% (3/44). Durch Array CGH konnten in weiteren 11% der Fälle fokale 

Mikrodeletionen der kodierenden Sequenz von LEF1 nachgewiesen werden.76 In 

pädiatrischer B-Vorläufer ALL wurden LEF1 Mikrodeletionen hingegen nur in 1,6% der Fälle 

detektiert.146 Die Ergebnisse unserer Arbeit unterstreichen, dass genomische Läsionen von 

LEF1 bei B-Vorläufer ALL im Gegensatz zur T-ALL eine untergeordnete Rolle spielen. 

 

Einen weiteren Schwerpunt der Arbeit stellte die Identifikation molekularer Prognosefaktoren 

und Zielstrukturen für spezifische Therapien in AML dar. Die Entwicklung neuer 

zielgerichteter Substanzen und die Identifikation von Patientengruppen, die für spezifische 

Therapien in Frage kommen, könnten dazu beitragen, die schlechte Langzeitprognose von 

AML Patienten zu verbessern.  

 

In dieser Arbeit wurde das 5q31 Gen CXXC5 als neuer Prognosemarker und potentielles 

Tumorsuppressor-Gen charakterisiert. Wir haben gezeigt, dass CXXC5 im Rahmen von 

Promotormethylierung, GATA2 Mutationen, sowie chromosomalen Veränderungen wie 

t(8;21), MLL Rearrangements und del(5q) supprimiert wird. Die Herunterregulation von 

CXXC5 könnte über eine Enthemmung des Wnt Signalweges zur Leukämieentstehung 

beitragen. Patienten mit niedriger CXXC5 Expression könnten daher von Wnt-gerichteten 

Therapien profitieren. Interessanterweise gibt es Hinweise, dass Wnt Inhibition besonders 

effektiv in leukämischen Zellen mit del(5q) ist.147 Darüber hinaus stellt CXXC5 selbst ein 

vielversprechendes Zielmolekül für neue Therapien dar.  

 

Der inhibitorische Effekt von CXXC5 auf den Wnt Signalweg in Leukämiezellen wurde in 

dieser Arbeit erstmalig nachgewiesen. Im Gegensatz zu vorherigen Arbeiten in 

Normalgewebe wurden jedoch keine Hinweise auf eine Interaktion von CXXC5 mit 

Dishevelled Proteinen (DSV) als Mechanismus der Wnt Inhibition gefunden.86,87 Allerdings 

zeigte die Studie von Kim et al., dass nicht die Interaktion mit DSV, sondern die CXXC 

Domäne des Proteins maßgeblich für die CXXC5-vermittelte Wnt Inhibierung ist.86 Die 
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genaue Interaktion von CXXC5 mit dem Wnt Signalweg in Leukämiezellen sollte in künftigen 

Arbeiten untersucht werden. In einer Genexpressionsanalyse Wnt-stimulierter Leukämie-

Zelllinien konnten wir zeigen, dass die Wnt Inhibitoren HBP1 und AXIN1 durch die Höhe der 

CXXC5 Expression moduliert werden und somit den inhibierenden Effekt auf den Wnt 

Signalweg vermitteln könnten.  

 

Es bleibt außerdem unklar, warum eine niedrige CXXC5 Expression mit aktivierender 

Funktion auf den Wnt Signalweg mit einer besseren Prognose in AML vergesellschaftet ist. 

In kleinen, heterogenen AML Patientenkohorten war eine hohe β-Catenin Expression mit 

einer schlechteren Prognose assoziiert worden.148 In unserer Arbeit zeigten Patienten mit 

niedriger CXXC5 Expression ein signifikant längeres EFS und OS, unabhängig von 

bekannten genetischen und klinischen Risikofaktoren. Dies bestätigt Ergebnisse von Astori 

et al., die Hinweise für eine günstige Prognose der niedrigen CXXC5 Expression bei der 

univariaten Analyse zweier AML Datensätze fanden.149 Für die bessere Prognose von 

Patienten mit niedriger CXXC5 Expression könnten Wnt-unabhängige Funktionen von 

CXXC5, wie die kürzlich beschriebene gesteigerte Chemosensitivität verantwortlich 

sein.149,150  

 

CXXC5 Mutationen als möglicher Mechanismus der Geninaktivierung wurden in dieser Arbeit 

nicht nachgewiesen. Dies bestätigt Ergebnisse vorangegangener Arbeiten.151 In der Studie 

von Murati et al. wurde eine CXXC5 Mikrodeletion in einem einzelnen Patienten mit NK-AML 

gefunden.152 Außerdem ist CXXC5 im Rahmen der del(5q) in den meisten Fällen deletiert. 

Insgesamt scheinen somatische Mutationen oder Deletionen von CXXC5 jedoch selten zu 

sein und können die breite Varianz der CXXC5 Expression in AML nicht erklären. 

Transkriptionelle Aktivierung durch Faktoren wie GATA2 und WT1, sowie epigenetische 

Mechanismen scheinen eine größere Bedeutung für die  Regulation der CXXC5 Expression 

zu besitzen. Interessanterweise konnten wir eine Suppression von CXXC5 durch 

Promotormethylierung nur in einem umschriebenen Bereich des sogenannten CpG Shores 

feststellen, nicht jedoch in anderen Regionen des Promotors. Dies könnte erklären, warum in 

der Arbeit von Treppendahl et al., welche eine einzige Region knapp 20kB upstream im 

CXXC5 Promotor untersuchte, keine Hypermethylierung gefunden wurde.151 Die genauen 

Mechanismen der Regulation von CXXC5, sowie dessen Rolle in der normalen und 

leukämischen Zellbiologie sollte in künftigen Studien untersucht werden. Entgegen der 

bisherigen Annahme, dass CXXC5 nur an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt ist, deuten 

neuere Arbeiten darauf hin, dass CXXC5 DNA bindet und sowohl als transkriptioneller 

Aktivator als auch als Repressor fungieren kann.153 Zusätzlich wurde kürzlich gezeigt, dass 

das paraloge Protein CXXC4 unmethylierte, CpG-reiche DNA bindet und mit TET2 
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interagiert.84 Eine ähnliche Funktion wurde auch für CXXC5 postuliert. TET2 und andere 

epigenetische Regulatorgene sind in AML häufig mutiert, v.a. in NK-AML. Eine Assoziation 

von TET2 Mutationen mit dem Methylierungsstatus des CXXC5 Promotors oder der Höhe 

der CXXC5 Expression wurde in dieser Arbeit nicht gefunden.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde außerdem erstmalig die prognostische Relevanz der IGF-

regulierenden Gene IGFBP2 und IGFBP7 in akuten Leukämien des Erwachsenen 

nachgewiesen. Die Expression von IGFBP2 und IGFBP7 war in AML im Vergleich zu 

Normalpersonen hochreguliert. Die Höhe der IGFBP7 Expression korrelierte 

linienübergreifend mit der Expression von BAALC und könnte an der BAALC-vermittelten 

Chemoresistenz beteiligt sein. Die Expression von IGFBP2 war in AML mit Chemoresistenz 

und einer niedrigeren CR Rate assoziiert. IGFBP2 stellt eine interessante potentielle 

Zielstruktur für spezifische Therapien dar. Es wird angenommen, dass IGFBP2 einen 

Speicher an IGF Liganden im Knochenmarkmilieu bereitstellt und so einen Wachstumsvorteil 

für leukämische Blasten bedingt.98 IGFBP2 scheint sowohl Proliferation als auch Migration 

der Blasten zu begünstigen.154 Die genaue Rolle von IGFBP2 in der Leukämiebiologie ist 

jedoch nach wie vor unklar und sollte in künftigen Studien untersucht werden.  

 

Die aberrante Aktivierung der Wnt- und IGF Signalwege in AML sind nicht auf eine einzige 

Genmutation zurückzuführen, sondern vielmehr Folge verschiedener genetischer oder 

epigenetischer Mechanismen. Daher existieren keine prädiktiven Marker für das Ansprechen 

auf Wnt- oder IGF Inhibitoren und es ist unklar, welche Patientengruppen von solchen 

Therapien profitieren könnten. Ein besseres Verständnis der Interaktion verschiedener 

Leukämiesignalwege und der Faktoren, die an der aberranten Aktivierung beteiligt sind, ist 

daher entscheidend. Die Identifikation der Wnt- und IGF-Regulatoren CXXC5 und IGFBP2 

als neue Prognosefaktoren in AML lässt eine Rolle dieser Gene bei der aberranten 

Signalwegsaktivierung vermuten. Patienten mit gesteigerter CXXC5 bzw. IGFBP2 

Expression könnten geeignete Kandidaten für Wnt/IGF-gerichtete Therapien sein. In 

Rhabdomyosarkomzellen wurde gezeigt, dass rekombinantes IGFBP2 Protein die anti-

Tumor-Aktivität des IGF-Rezeptor-Antikörpers R1507 steigert.155	   Ob sich CXXC5 und 

IGFBP2/7 selbst als Zielstrukturen eignen, muss geprüft werden wenn Inhibitoren dieser 

Proteine zur Verfügung stehen.  

 

Wir konnten in dieser Arbeit erstmalig die in vitro anti-leukämische Aktivität des neuen 

HSP70 Inhibitors PFT-µ nachweisen. PFT-µ war sowohl in verschiedenen AML Zelllinien, 

einschließlich einer Cytarabin-resistenten Zelllinie, als auch in T- und B-Linien ALL hoch 

effektiv. Zusätzlich wurde die potente anti-leukämische Aktivität in primären AML  
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Patientenproben gezeigt. Der mediane IC50 Wert von Knochenmark-Stromazellen war ca. 4-

fach höher verglichen mit dem leukämischer Blasten, wobei in einer Stromazell-Probe eine 

50%-ige Inhibition der Viabilität selbst mit 100 µM PFT-µ nicht erreicht wurde. Auch normale 

mononukleäre Zellen und CD34+ Zellen zeigten eine höhere Resistenz gegenüber PFT-µ. 

Dies lässt eine limitierte Aktivität von PFT-µ gegenüber normalen Knochenmarkzellen und 

damit eine akzeptable hämatologische Toxizität vermuten. Auch in der Studie von Leu et al. 

wurde eine selektive Aktivität von PFT-µ gegenüber soliden Tumorzellen gezeigt.128  

 

PFT-µ führte zu einem Abfall der intrazellulären Konzentration von AKT und ERK1/2 in 

leukämischen Zelllinien. Es ist bekannt, dass HSP70 AKT bindet und stabilisiert. In einer 

Arbeit an Brustkrebs-Zelllinien wurde gezeigt, dass der zytotoxische Effekt einer HP70 

Inhibition besonders ausgeprägt in Zellen mit AKT Dysregulation ist.156 Die aberrante 

Aktivierung des PI3K/PTEN/AKT/mTOR und RAF/MEK/ERK1/2 Signalweges ist für das 

Überleben leukämischer Zellen bedeutend.157 Eine Degradation von AKT und ERK1/2 durch 

PFT-µ könnte daher zum Proliferations-hemmenden und Apoptose-fördernden Effekt der 

Substanz beitragen. Interessanterweise waren die phosphorylierten Proteinformen p-AKT 

und p-ERK1/2, die vor allem durch HSP90 stabilisiert werden, durch PFT-µ nicht verändert. 

Die Kombination von PFT-µ mit einem HSP90 Inhibitor stellt daher eine interessante 

Möglichkeit dar, durch das gleichzeitige Angreifen der unphosphorylierten und 

phosphorylierten Kinaseformen einen synergistischen Effekt zu erzielen. Tatsächlich konnten 

wir im Rahmen dieser Arbeit einen synergistischen Effekt von PFT-µ in Kombination mit dem 

HSP90 Inhibitor 17-AAG, aber auch mit dem Multikinaseinhibitor Sorafenib und dem  HDAC 

Inhibitor SAHA zeigen. Für Sorafenib ist als erster Tyrosinkinaseinhibitor ein  

Überlebensvorteil in AML nachgewiesen worden,31 so dass die Substanz nun in Phase 3 

Studien untersucht wird. Eine Überexpression von HSP70 wurde als Resistenzmechanismus 

gegenüber Tyrosinkinaseinhibitoren beschrieben,128 so dass eine Kombination von Sorafenib 

und PFT-µ besonders attraktiv erscheint. Insgesamt konnten wir im Rahmen dieser Arbeit 

die Eignung von HSP70 als Zielstruktur in akuten Leukämien bestätigen. Auf der Grundlage 

unserer Ergebnisse sollte PFT-µ in weiterführenden Studien in AML untersucht werden.  

 

Die Identifikation molekularer Prognosefaktoren stand im Fokus dieser Arbeit. Wir konnten 

sowohl in der ALL als auch in der AML neue prognostische Marker identifizieren. Die neuen 

prognostischen Marker BAALC1 und LEF1 könnten zur molekularen Therapiestratifikation 

der B-Vorläufer ALL beitragen (s. Abbildung 5). Die Marker CXXC5 und IGFBP2/7 sind 

sowohl aus prognostischer Sicht, als auch als potentielle Zielstrukturen und prädiktive 

Marker in AML interessant (s. Abbildung 6). 
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Abbildung 5: Potentielle Bedeutung der neuen prognostischen Marker BAALC und LEF1 in B-Vorläufer 
ALL. 
 
 
 

 
Abbildung 6: Potentielle Bedeutung der neuen prognostischen Marker IGFBP2/7 (A) und CXXC5 (B). 
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Die neuen Marker müssen im Rahmen künftiger Studien in unabhängigen Patientenkohorten 

validiert werden. Mit Ausnahme von CXXC5 wurde die prognostische Signifikanz der Marker 

nur in jeweils einer Patientenpopulation untersucht. Darüber hinaus ist entscheidend, die 

prognostische Bedeutung der einzelnen Marker prospektiv zu validieren, da es sich bei den 

hier vorliegenden Arbeiten um retrospektive Studien handelt. Hierbei ist besonders kritisch, 

einen geeigneten Grenzwert für die einzelnen Expressionsmarker zu finden und zu 

validieren.158 Erst wenn die Methode zur Bestimmung eines neuen Risikomarkers 

standardisiert ist, kann dieser für eine Risikostratifizierung von Patienten herangezogen 

werden. Aufgrund der Schwierigkeit, einen spezifischen Grenzwert für prognostische 

Expressionsmarker zu definieren, sind standardisierte Assays bisher nur für einzelne Marker 

wie WT1, BAALC und EVI1 etabliert.158,159 Der Einsatz solcher Assays ist momentan auf 

klinische Studien beschränkt. Für eine breite Anwendung in der diagnostischen Praxis 

scheinen spezifischere, leichter zu standardisierende Marker wie Punktmutationen, 

geeigneter zu sein. 

 

In Anbetracht der steigenden Zahl neuer molekularer Marker wird es außerdem wichtig sein, 

in künftigen Studien die unabhängige Signifikanz der verschiedenen Marker gegeneinander 

zu untersuchen. Durch Integration verschiedener Risikomarker (somatische Mutationen, 

deregulierte Genexpression, epigenetische Veränderungen) mit Hilfe bioinformatischer 

Methoden können pathobiologische Subgruppen und übergeordnete Signalwege identifiziert 

werden, um ein robustes molekulares Risikomodell für akute Leukämien zu erstellen. 

In Bezug auf zielgerichtete Therapien bleibt abzuwarten, ob die hier identifizierten Marker 

prädiktiv für das Ansprechen auf spezifische Therapien sein werden.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Ziel der risikoadaptierten Therapiestrategie bei akuten Leukämien ist, Patienten die eine 

primäre Therapieintensivierung benötigen, früh zu identifizieren und gleichzeitig eine primäre 

allogene SCT in Patienten mit niedrigem Risiko zu vermeiden. BCR-ABL und MLL-AF4 

stellen wichtige molekulare Risikofaktoren in B-Vorläufer ALL dar, welche die Notwendigkeit 

einer frühen Therapieintensivierung anzeigen. Darüber hinaus existieren bisher keine 

verlässlichen diagnostischen molekularen Marker in B-Vorläufer ALL, die für eine 

Therapiestratifizierung herangezogen werden können. 

 

• Die hohe Expression der Gene BAALC und LEF1 stellen neue ungünstige 

Prognosefaktoren für die B-Vorläufer ALL dar. Die Bestimmung der BAALC und LEF1 

Expression könnte helfen, BCR-ABL- und MLL-AF4 negative Patienten zu 

identifizieren, die von einer frühen Therapieintensivierung profitieren. 

 

Die Langzeitprognose der AML ist besonders für ältere Patienten sehr schlecht und der 

Ausbau zielgerichteter Therapiekonzepte zur Verbesserung der Krankheitskontrolle 

entscheidend. Die Identifikation prognostisch und funktionell relevanter Gene/Signalwege 

bildet die Grundlage für die Entwicklung neuer Substanzen und für die Charakterisierung 

prädiktiver Marker für spezifische Therapien. 

 

• Das 5q31 Gen CXXC5 stellt einen potentiellen Tumorsuppressor in AML dar, der in 

verschiedenen AML Subgruppen herunterreguliert ist. CXXC5 inhibiert den Wnt 

Signalweg in AML und interagiert mit der p53-vermittelten Zellreaktion auf DNA 

Schädigung.    

• CXXC5 stellt eine vielversprechende neue Zielstruktur für spezifische Therapien dar. 

Gleichzeitig könnte eine niedrige CXXC5 Expression Patienten identifizieren, die für 

eine Therapie mit  Wnt Inhibitoren geeignet sind. 

• Die niedrige CXXC5 Expression ist mit einer günstigen Prognose in AML assoziiert, 

unabhängig von anderen zytogenetischen und molekularen Risikofaktoren. 

• IGFBP2 wird in AML aberrant exprimiert und stellt einen unabhängigen Marker für 

Therapieresistenz dar. 

• IGFBP7 wird in AML überexprimiert und ist linienübergreifend mit der Expression von 

BAALC assoziiert. IGFBP7 könnte an der BAALC-vermittelten Chemoresistenz in 

akuten Leukämien beteiligt sein.  

• Der HSP70 Inhibitor PFT-µ zeigt hohe anti-leukämische Aktivität in AML und 

synergistische Effekte in Kombination mit HDAC-, HSP90- und Multikinaseinhibition. 
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Diese Ergebnisse bestätigen die Eignung von HSP70 als Zielmolekül in AML und 

legen eine Weiterentwicklung von PFT-µ für die Therapie der AML nahe.   

 

Die Identifikation neuer effektiver anti-leukämischer Therapien und eine möglichst genaue 

Risikoeinschätzung und Subgruppencharakterisierung der Patienten ist ein wichtiger Schritt 

zur individualisierten Leukämie-Therapie und hat Potential, die nach wie vor schlechte 

Prognose erwachsener Patienten mit ALL und AML zu verbessern.   
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