
   
Aus der Medizinischen Poliklinik - Innenstadt  

der Ludwig  Maximilians Universität München 

Komm. Direktor: Prof. Dr. M. Reincke    

Expressionsanalyse pathophysiologisch relevanter 

Zytokine, Onkogene und Oberflächenmoleküle bei der 

kindlichen cALL  Zusammenhang mit dem späteren 

Auftreten eines Rezidivs     

Dissertation 

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin 

an der Medizinischen Fakultät der 

Ludwig-Maximilians-Universität zu München    

vorgelegt von 

Barbara Kreutzer  

aus Würzburg 

2008 



    
Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät 

der Universität München          

Berichterstatter:       Priv. Doz. Dr. Peter Nelson   

Mitberichterstatter:      Prof. Dr. Dolores Schendel            

Prof. Dr. Stefan Bohlander            

Prof. Dr. Thomas Kirchner 

Mitbetreuung durch den 

promovierten Mitarbeiter:    Dr. Irene Teichert von Lüttichau  

Dekan:          Prof. Dr. D. Reinhardt  

Tag der mündlichen Prüfung:  29.05.2008   



                            

Because scientists are all too human, most of them will, in the not too-distant future, 

become discouraged by the enormous complexity of the cytokine network 

Fortunately, some investigators will persist and I foresee a long-term future for the 

discipline of cytokinology as a biomedical  science.

  

Jost J. Oppenheim, International Journal of Hematology 2001
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1. Zusammenfassung  

Die akute lymphatische Leukämie  (ALL) ist die häufigste maligne Erkrankung im 

Kindesalter. 80% der Kinder können heute dauerhaft geheilt werden. Eine weitere 

Verbesserung des Therapieerfolges ist durch alleinige Intensivierung der Therapie 

nicht zu erreichen, vielmehr muss die Therapieintensität dem individuellen 

Rezidivrisiko angepasst werden  ( tailored therapy ). Hochrisikopatienten müssen 

frühzeitig identifiziert werden, um durch Intensivierung der Therapie bzw. neue 

Therapieformen deren Heilungschancen zu verbessern. Bei Niedrigrisiko Patienten 

ist das Ziel durch Therapiereduktion Toxizität und Spätfolgen zu minimieren, ohne 

jedoch die Heilungschancen zu verringern. In der Risikostratifizierung haben sich das 

Ansprechen auf Therapie und genetische Veränderungen als  besonders wichtige 

Parameter herausgestellt.  

Die ALL ist gekennzeichnet durch eine ungehemmte klonale Proliferation 

lymphatischer Vorläuferzellen. Physiologische Prozesse wie Wachstum, 

Differenzierung und Zelltod der Blasten sind gestört. Zytokine sind Botenstoffe, die 

interzellulär agieren und diese Prozesse regulieren. Bei der ALL spielen sie eine 

komplexe Rolle in der Genese und im Verlauf der Erkrankung. Sie beeinflussen die 

Expression von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, wirken direkt leukämiogen 

oder stimulieren die Blasten. Sie beeinflussen  u.a. die Apoptose von Leukämiezellen 

und das Ansprechen auf Therapie über veränderte Zytostatikaempfindlichkeit und 

Chemoresistenz. Auch die Effektivität der anti-leukämischen Immunantwort wird 

durch Zytokine reguliert.  

Die vorliegende Arbeit untersucht, im Sinne eines screenings, ob es einen 

Zusammenhang zwischen der Expression pathophysiologisch relevanter Zytokine, 

Onkogene sowie Oberflächenmoleküle und dem späteren Auftreten eines Rezidivs 

gibt. Dazu wurde von 26 Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie zum 

Diagnosezeitpunkt Knochenmark untersucht. Ziel war es neue prognostische 

Faktoren zu identifizieren. Bei 14 Patienten wurde zusätzlich der Einfluss 

verschiedener stimulatorisch wirkender Proteine auf das Expressionsmuster 

untersucht. Für einige Faktoren hat sich ein Zusammenhang zwischen initialer 

Expression und dem späteren Auftreten eines Rezidivs herausgestellt:  

Die Expression von IL4 in leukämischen Blasten ist ein stark positiv prognostischer 

Marker. Bei keinem Patienten, der IL4 exprimiert, tritt ein Rezidiv auf. Bei den hier 
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untersuchten Patienten ist die Expression von IL6 ein negativ prognostischer Marker. 

Die Expression von  IL10 korreliert mit dem Auftreten eines Rezidivs. Die IL1

 
Expression ist mit dem Auftreten eines Rezidivs assoziiert, bzw. die Nicht-Expression 

mit rezidivfreiem Überleben. 

Für einige maligne Erkrankungen konnte bereits die prognostische Aussagekraft von 

Zytokinexpressionen gezeigt werden. Auch bei der kindlichen ALL könnte die 

Expression bestimmter Zytokine prognostische Aussagekraft besitzen. Die hier 

dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass Zytokine bei der kindlichen ALL 

prognostische Relevanz haben können. Dies muss jedoch an einem größeren 

Patientenkollektiv verifiziert werden.  
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2. Einleitung   

2.1. B-Zell Entwicklung und Hämatopoese 

Die Hämatopoese findet im Knochenmark, in einem komplexen Milieu aus 

Stromazellen, lymphohämatopoetischen Zellen, extrazellulärer Matrix, Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren (=hämatopoetisches microenvironment) statt. Dieses 

Mikromilieu steuert und kontrolliert die Selbsterneuerung der hämatopoetischen 

Stammzellen, die Differenzierung und die funktionelle Aktivität der zirkulierenden 

reifen Zellen. Zytokine sind lösliche extrazelluläre Proteine und Glykoproteine. Sie 

werden von Zellen des hämatopoetischen Mikromilieus, aber auch von unreifen und 

differenzierten hämatopoetischen Zellen sezerniert und können die 

Entwicklungsprozesse der Hämatopoese in auto- oder parakriner Weise beeinflussen 

(Janowska-Wieczorek et al., 2001). Zytokine regulieren auch viele andere komplexe 

Prozesse im Körper, wie z.B. die Immunantwort (Oppenheim, 2001).  Neben 

löslichen Faktoren ist auch der direkte Kontakt zwischen den  Zellen der 

Hämatopoese und denen des lymphohämatopoetischen Mikromilieus für einen 

kontrollierten Ablauf der B-Zell Entwicklung unerlässlich (Bertrand et al., 2000). Die 

Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein wichtiger Kontrollmechanismus, der die 

normale Entwicklung sicherstellt. Beschädigte, unnötige oder potentiell gefährliche 

Zellen werden eliminiert und so die Zellzahl und Integrität des Organismus erhalten. 

Ein ausgewogener und geordneter Ablauf der B-Zell Entwicklung ist abhängig von 

Wachstumsfaktoren und akzessorischen Zellen, die Zell Wachstum, Proliferation, 

Differenzierung und programmierten Zelltod der B-Vorläuferzellen sowie das 

Überleben normaler B-Zellen regulieren (Bertrand et al., 2000; Wu et al., 2005c). 

Zytokine spielen in diesem Prozess eine entscheidende Rolle (Wu et al., 2005c). 

Störungen an Schüsselstellen der B-Zell Entwicklung können zur Entwicklung von 

Leukämien führen, insbesondere Veränderungen im Gleichgewicht zwischen 

Selbsterneuerung und Differenzierung (Billips et al., 1995) sowie die fehlende 

Elimination und Apoptose maligner Zellen.   
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Abb. 1: Stadien der B-Zell Entwicklung. Dieses Modell beschreibt 6 Entwicklungsstadien, 
angefangen bei der gemeinsamen lymphatischen Vorläuferzelle CLP bis hin zur unreifen B-Zelle.  Die 
Zahlen auf der Zelloberfläche  (19, 20) stehen für die CD Antigene, die die unterschiedlichen Stadien 
der B-Zell Entwicklung definieren. Intrazelluläre Expressionsmuster können mittels RT-PCR oder 
Immunfluoreszens ermittelt werden. Die gestrichelten Pfeile bezeichnen mögliche positive oder 
negative Wachstumsregulatoren und Chemokine, die von den Knochenmarksstromazellen produziert 
werden (LeBien, 2000).   

2.2. Akute lymphatische Leukämie  (ALL) 

Die ALL  (akute lymphatische Leukämie) ist charakterisiert durch die  fehlende 

Differenzierung und die klonale Proliferation der unreifen, lymphatischen 

Vorläuferzellen (Wu et al., 2005b). Während nicht maligne Zellen weitere Reifungs- 

und Differenzierungsschritte durchlaufen und schließlich absterben, stabilisiert sich 

bei den Leukämiezellen ein normalerweise transienter Phänotyp, sie reifen weder 

vollständig aus, noch werden sie als schädliche Zellen erkannt und eliminiert. Die 

pathogenetischen Ereignisse, die zur Entwicklung einer ALL führen sind noch nicht 

im Detail bekannt. Man geht von einem mehrstufigen Prozess aus. Eine Reihe 

leukämieassoziierter, genetischer Mutationen und Translokationen, z.T. schon 

pränatalen Ursprungs, sind bekannt. Sie verändern Schlüsselprozesse der 

Zellfunktion. Kontrollmechanismen der normalen Proliferation werden unterlaufen 

und die weitere Differenzierung wird blockiert, was zu  unbegrenzter 

Selbsterneuerung führt. Zum anderen kann Resistenzentwicklung gegenüber 
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Apoptose die Elimination entarteter Zellen verhindern (Pui et al., 2001; Pui and 

Evans, 1998; Pui et al., 2004). Auch die Empfindlichkeit der Blasten gegenüber 

Chemotherapie ist zu einem Teil genetisch bedingt und wird bei der Entwicklung 

einer ALL verändert. Wirksamkeit und Toxizität der Therapie werden durch 

metabolisierende Enzyme des Wirts sowie Transporter und Zielstrukturen von 

Pharmaka, wie Rezeptoren und Enzyme, der leukämischen Blasten beeinflusst. 

Genpolymorphismen für bestimmte Enzyme korrelieren mit erhöhten 

Medikamentenspiegeln, damit auch einer besseren Wirksamkeit, bei jedoch 

gleichzeitig erhöhter Toxizität (Pui et al., 2004). 

Die ALL ist die häufigste maligne Erkrankung im Kindesalter, die common ALL der 

häufigste Subtyp. Betroffen sind unreife lymphoblastische Vorläuferzellen der B-Zell 

Reihe (Gutjahr, 2004), charakterisiert durch die Expression von CD10, CD19 und 

TdT (Harms et al., 2003; Lemmers et al., 2000). Fast 80% der Kinder mit einer ALL 

können heute mit Polychemotherapie und, je nach Stadium der Erkrankung,  

Radiotherapie dauerhaft geheilt werden (Creutzig, 2002). Eine präzise initiale 

Evaluierung  des individuellen Risikos ist nötig, um die Therapie so zu steuern, dass 

der Patient weder zuviel Therapie erhält, mit dem Risiko schwerwiegender akuter 

und chronischer Nebenwirkungen, noch zu wenig mit dem Risiko eines Rezidivs. In 

den letzten 15 Jahren konnten Alter, Leukozytenzahl und frühes Therapieansprechen  

als Risikofaktoren etabliert werden. Heute werden auch molekulargenetische 

Veränderungen der Blasten zur Risikostratifizierung herangezogen. Seit Anfang der 

90er Jahre stehen Techniken zur Verfügung, mit deren Hilfe nach Erreichen der 

morphologisch kompletten Remission  (weniger als 5% Blasten im Knochenmark) im 

weiteren Therapieverlauf die minimale Resterkrankung  (MRD =minimal residual 

disease) bestimmt werden kann. MRD ist heute der wichtigste prognostische 

Parameter. Mit molekulargenetischen Methoden werden für den einzelnen Patienten 

zum Zeitpunkt der Diagnose individuelle T Zell-Rezeptor- und Immunglobulingen 

Rearrangements der Blasten identifiziert. Mit entsprechenden Genproben kann ein 

maligner Klon  (bei subklinischer Persistenz oder Rezidiv) mit einer Sensitivität von 

10-4 bis 10-5  detektiert werden (van Dongen et al., 1998). Grundlage für eine 

weitergehende Verbesserung der Prognose ist ein noch detaillierteres Verständnis 

der Pathogenese der Erkrankung (Pui et al., 2004). Die Suche nach neuen 

prognostischen Markern fokussiert auf die biologischen Eigenschaften der Blasten, 
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die Wachstum, Proliferation, Apoptoseverhalten, Immunantwort und Ansprechen auf 

Therapie beeinflussen.   

2.3.  Zytokine 

Zytokine sind lösliche extrazelluläre Proteine und Glykoproteine. Sie sind 

entscheidende Botenstoffe der interzellulären Kommunikation (Oppenheim, 2001) 

und wirken auf Zellen, die entsprechende Oberflächenrezeptoren für das jeweilige 

Zytokin exprimieren. Zytokine haben eine zentrale Funktion in der normalen 

Hämatopoese. Sie regulieren Zell-Wachstum, Proliferation, Differenzierung und 

programmierten Zelltod der hämatopoetischen Vorläuferzellen  (Bertrand et al., 2000; 

Wu et al., 2005c). Auch in der Biologie maligner Erkrankungen spielen Zytokine eine 

entscheidende Rolle. Sie sind beteiligt am Prozess der malignen Transformation, an 

der Regulation der Apoptose und der antileukämischen  Immunantwort (Wu et al., 

2005a).   

  

Abb. 2: Regulation der Hämatopoese durch Zytokine. Das Diagramm fasst vereinfacht die 
Aktionen und Interaktionen der wichtigsten Zytokine, insbesondere positive und negative 
Wachstumsregulation, zusammen. +/- steht für eine eher positive, -/+ für eine eher negative 
Regulation (Moqattash and Lutton, 2004).  
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2.3.1. Zytokine, Signaltransduktion und Transkription 

Von den spezifischen Oberflächenrezeptoren der Zytokine wird das Signal, über so 

genannten Januskinasen  (JAKs) und weiter über STATs  (signal transducers and 

activators of transcription) in den Zellkern geleitet (Male, 2005). STATs  sind DNA 

Bindungsproteine, die in den Zellkern eindringen und an spezifische 

Regulatorsequenzen binden, die die Transkription von Zielgenen aktivieren oder 

unterdrücken (O'Shea et al., 2002; O'Shea et al., 2005; Rawlings et al., 2004). Die 

Produkte dieser Gene sind die entsprechenden Antworten der Zelle auf das Zytokin 

(Male, 2005). JAK und STAT sind die Hauptsignalübertragungswege für eine Vielzahl 

von Zytokinen. Sie regulieren die zytokinabhängige Genexpression und wichtige 

Schritte der Hämatopoese, Apoptose und Immunantwort (O'Shea et al., 2002; 

Rawlings et al., 2004). Die Transkriptionsfaktoren wirken als Modulatoren der 

Zellproliferation und Differenzierung. Sie regulieren das Gleichgewicht zwischen der 

Aktivität apoptotischer und antiapoptotischer Gene (Seth and Watson, 2005). Bei der 

Entstehung und Progression maligner Erkrankungen ist die onkogene Aktivierung der 

Transkription ein Schlüsselereignis (Seth and Watson, 2005). Mutationen führen zur 

Entstehung von Fusionsgenen, die Proliferation fördern,  Tumorsuppressorgene 

hemmen oder Signalwege, die nötig sind zur Differenzierung, unterbrechen (Wilson 

et al., 2002). Die inadäquate Expression von Zytokinen und abnormale Aktivierung 

von Zytokinrezeptoren können genetische Aberrationen in der Leukämiogenese 

ergänzen, indem sie Überleben und Proliferation der Leukämiezellen zusätzlich 

unterstützen (Wu et al., 2005b). STAT3 und STAT5 werden über Zytokinrezeptoren 

aktiviert und führen zu zellulärer Expansion durch Aktivierung von Proteinen, die 

Zellüberleben fördern, wie antiapoptotisch wirkendes bcl-2 (O'Shea et al., 2002). Die 

Aktivierung von STAT Transkriptionsfaktoren, v.a. STAT3 und STAT5, bei vielen 

Krebsarten legt nahe, dass Zytokine eine wichtige Rolle bei Entwicklung und 

Wachstum von Tumoren spielen (Hodge et al., 2005). STAT5 ist bei bestimmten 

hämatoonkologischen Erkrankungen konstitutiv aktiviert, könnte also eine Rolle in 

der Leukämiogenese spielen. Die genaue Funktion in der hämatopoetischen 

Zelltransformation und Proliferation ist aber noch unklar (Baskiewicz-Masiuk and 

Machalinski, 2004).   
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2.3.2. Zytokine und Proliferation 

Überleben und Proliferation leukämischer Blasten werden vom Mikromilieu des 

Knochenmarkes, insbesondere durch Zytokine beeinflusst (Nishigaki et al., 1997). 

Autokrine Wachstumsschleifen, in denen Leukämiezellen ihre eigene 

Proliferationsfaktoren bilden, sind v.a. für myeloische Leukämien beschrieben 

(Janowska-Wieczorek et al., 2001). Aktuelle Studien haben gezeigt, dass auch bei 

der ALL eine inadäquate Zytokinexpression und abnorme Aktivierung der 

Rezeptoren zu klonaler Expansion von transformierten lymphatischen Vorläuferzellen 

führen kann (Wu et al., 2005c).   

2.3.3. Zytokine und Apoptose 

Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein Hauptkontrollmechanismus, durch den 

beschädigte oder entartete Zellen aus dem Körper eliminiert werden. Apoptose 

kontrolliert die Zellzahl und Proliferation im Rahmen der normalen Entwicklung 

(Ghobrial et al., 2005). Zytokine regulieren Apoptose. Veränderungen im Prozess der 

Apoptose sind ein wichtiger Schritt bei der Entstehung und Progression von malignen 

Erkrankungen. Zellen, die Gene exprimieren, wie c-myc, mutant p53 oder bcl-2, die 

Apoptose inhibieren,  zeigen in vivo eine erhöhte Leukämiogenität (Lotem and 

Sachs, 2002b). Bei normalen Zellen wirken Wachstumsfaktoren und Zytokine als 

Überlebensfaktoren, indem sie Apoptose verhindern und Differenzierung bis zur 

reifen Zelle ermöglichen (Lotem and Sachs, 2002b). Der Tumor Nekrose Faktor 

 

ist 

ein solches antiapoptotisch wirkendes Zytokin. Bei Patienten mit malignen 

Lymphomen korrelieren erhöhte TNF

 

Spiegel mit ungünstiger Prognose (Rothman 

et al., 2006). Der Mechanismus der Zytokin vermittelten Hemmung der Apoptose ist 

noch wenig verstanden. Mitglieder der bcl-2 Familie scheinen in diesen Prozess 

involviert. Bcl-2 schützt Zellen vor Apoptose, neoplastische Zellen auch vor 

medikamenteninduzierter Apoptose. Bax wirkt als bcl-2 Antagonist und fördert den 

Zelltod (Findley et al., 1997; Karawajew et al., 2000). In Wachstumsfaktor 

abhängigen Zellinien verzögert die Überexpression von bcl-2 die durch Zytokinentzug 

ausgelöste Apoptose. Eine Überexpression von bax induziert oder steigert den 

spontanen Zelltod (Karawajew et al., 2000).  
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Abb. 3: Leukämiogenese und mögliche Therapieansätze. Das Diagramm zeigt eine schematische 
Darstellung von Faktoren, die zur Entwicklung einer Leukämie führen können. Die gestrichelten Linien 
stehen für mögliche Therapieansätze (Moqattash and Lutton, 2004).   

2.3.4. Zytokine und Immunantwort 

Zytokine steuern die Immunantwort. Sie regulieren die Balance der T Helfer  (=TH)  

Zellen zwischen zellvermittelter TH1 Immunität und humoraler TH2 Immunität. TH1 

Zellen sind mitverantwortlich für die Elimination maligner Zellen. Sie produzieren so 

genannte TH1 Zytokine wie  IL2, die zellvermittelte Immunität und damit auch die 

anti-Tumor Antwort fördern. TH2 Zellen produzieren u.a. IL4, IL6 und IL10, die B-

Zellen aktivieren und die Immunglobulinproduktion fördern. Eine Imbalance zwischen 

TH1 und TH2 Zytokinen scheint bei der Entwicklung bestimmter maligner, 

insbesondere lymphatischer Erkrankungen, ein wichtiger pathogenetischer Faktor zu 

sein (Lan et al., 2006). TH2 Zytokine, wie IL10  könnten für die Tumor assoziierte 

immunologische Anergie mitverantwortlich zu sein, die es den Leukämiezellen 

ermöglicht, der  körpereigenen Überwachung zu entkommen und im Körper zu 

akkumulieren (Kebelmann-Betzing et al., 2001; Schulz et al., 2001). Erhöhte 

Zytokinspiegel, insbesondere für  IL6 und IL10, wurden bei Lymphom Patienten 

nachgewiesen und korrelieren mit schlechter Prognose und ungünstigem klinischen 

Ausgang der Erkrankung (Rothman et al., 2006). 
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2.3.5. Leukämie und Immunsystem 

Tiermodelle haben gezeigt, dass das Immunsystem Tumoren erkennen und 

abstoßen kann (Banchereau and Palucka, 2005). Beim Melanom oder 

Nierenzellkarzinom wird gelegentlich eine spontane Regression beobachtet, was die 

prinzipielle Kompetenz des Immunsystems unterstreicht (Velders et al., 2001). 

Tumoren besitzen jedoch die Fähigkeit sich der Entdeckung und Eindämmung durch 

das Immunsystem zu entziehen (De Vita et al., 1999).  

Die Immunantwort gegen Tumoren wird vorwiegend über T Zellen vermittelt. CD4+  

T Helfer (=TH) Zellen unterstützen als TH1 Zellen andere Zellen des Abwehrsystems 

bei der zellvermittelten Immunantwort. CD8+ zytotoxische T Zellen  (=CTL) können  

Tumor Zellen direkt eliminieren (Velders et al., 2001). Voraussetzung hierfür ist, dass 

die Tumor Zellen immunogenes Antigen, MHC I  (MHC =Major Histocompatibility 

Complex) und kostimulatorische Moleküle wie CD80, CD86 und CD40 exprimieren 

(Velders et al., 2001). Auf der Mehrzahl der Tumoren fehlt jedoch die Expression 

kostimulatorischer Moleküle. Die Aktivierung der T Zell Antwort ist dann abhängig 

von der Mithilfe antigenpräsentierender Zellen (=APCs) (Velders et al., 2001). 

Professionelle Antigen präsentierende Zellen, wie dendritische Zellen  (=DC), haben 

die Fähigkeit nekrotische und apoptotische Zellen  aufzunehmen sowie Antigen, das 

auf diesen Zellen exprimiert wird, zu prozessieren und den T Zellen zu präsentieren 

(Velders et al., 2001). DC sind die potentesten APCs des Immunsystems (Stripecke 

et al., 2002). Sie zeigen eine starke Expression von MHC und kostimulatorischen 

Molekülen (Stripecke et al., 2002). DC spielen bei der Immunabwehr gegen Krebs 

eine entscheidende Rolle, sie präsentieren nativen T Zellen Peptide und induzieren 

dadurch eine zelluläre Immunantwort die sowohl CD4+ T Helfer als auch CD8+ 

zytotoxische T Zellen involviert (Banchereau and Palucka, 2005). APCs sind auf 

Interaktion mit  TH Zellen angewiesen (Velders et al., 2001). Die T Helfer Zelle  

bindet mit ihrem CD40 Liganden  (=CD40L) an den Oberflächenrezeptor CD40 auf 

den APCs (Velders et al., 2001). Die Aktivierung über CD40 ist unerlässlich für die 

Funktion der APCs (Velders et al., 2001). Durch CD40 

 

CD40L Interaktion wird die 

MHC Expression auf APC heraufreguliert, die Zytokinproduktion, insbesondere von 

IL12, sowie die Expression kostimulatorischer Moleküle wie CD80 gefördert (Velders 

et al., 2001). 

Wichtig ist die Frage der immunologischen Toleranzentwicklung gegen Tumorzellen, 

die die Elimination maligner Zellen durch das Immunsystem verhindert (Velders et 
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al., 2001). Die Strategien der Tumorzellen hierfür sind unterschiedlich: Präsentation 

von Antigenen ohne kostimulatorische Moleküle (Velders et al., 2001), Verlust von 

MHC Molekülen, Abstoßen von Tumor-Antigenen mit nachfolgender Blockierung 

relevanter Immunzellrezeptoren, Hemmung der Funktion Antigen präsentierender 

Zellen, Expression wenig immunogener Tumor-Antigene, Produktion und Freisetzen 

löslicher Faktoren die spezifische Immunzellfunktionen unterdrücken (De Vita et al., 

1999).  

2.3.6. Kindliche ALL und Immuntherapie  

Insbesondere für Hochrisiko Patienten, die auf die üblichen Chemotherapieregime 

nicht ansprechen, ist die Entwicklung neuer Therapien wichtig. Die Immuntherapie 

könnte hier einen viel versprechenden Ansatz darstellen (D'Amico et al., 2004b). 

Dendritische Zellen sind entscheidend für die spezifische Immunabwehr gegen 

maligne Zellen. Sie präsentieren den T Zellen immunogene Peptide und lösen 

dadurch die zelluläre, antileukämische Immunantwort aus (Banchereau and Palucka, 

2005). Leukämiezellen sind in der Regel wenig immunogen, ihnen fehlen 

kostimulatorische Moleküle zur Aktivierung der T Zellen (Velders et al., 2001). Die 

Steigerung der Tumor Zell Immunogenität ist ein wichtiger Ansatz für die 

Immuntherapie (D'Amico et al., 2004b). Bei den Leukämien der B-Zellreihe 

verbessert die Expression des CD40 Liganden deutlich die Immunogenität der 

Leukämiezellen (Stripecke et al., 2002). Über die Interaktion mit dem CD40 Rezeptor  

(=CD40R) auf APCs werden diese aktiviert und die zelluläre Immunantwort in Gang 

gesetzt. Verschiedene Versuche haben gezeigt, dass über die Aktivierung von 

CD40L auf BCP  (b cell precursor =B-Vorläuferzellen)  ALL Zellen APCs generiert 

werden können, d.h. die Leukämiezellen präsentieren dem Immunsystem ihre 

eigenen leukämiespezifischen Antigene (D'Amico et al., 2004a). Diese Zellen 

könnten, nach initialer chemotherapeutischer Reduktion der Leukämiezellast, als 

autologe Vakzine genutzt werden, um die Immunantwort gegen eigene 

Leukämiezellen zu stimulieren (Stripecke et al., 2002).  

Ein Zusammenhang zwischen der Expression bestimmter Zytokine, Onkogene oder 

Oberflächenrezeptoren und -liganden und den biologischen Eigenschaften 

leukämischer Blasten - und damit auch Prognose - liegen vor diesem Hintergrund 
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nahe. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb einige der vielversprechendsten 

Kandidaten untersucht.  

2.4. Zusammenhang zwischen der ALL und den untersuchten Zytokinen,    

Onkogenen, Oberflächenrezeptoren und -liganden 

2.4.1. Interleukin 1  (IL1) 

IL1 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das vorwiegend von Makrophagen 

produziert wird und zusammen mit anderen Akutphaseproteinen die 

Entzündungsreaktion initiiert. Es stimuliert Proliferation, Differenzierung und Funktion 

von Granulozyten, Lymphozyten, NK Zellen und Makrophagen. Proliferative Effekte 

von IL1 auf myeloische Blasten bei der AML (im Sinne einer autokrinen 

Wachstumsschleife) sind beschrieben. Andererseits stimuliert IL1 Immunzellen  (u.a. 

T Zellen und NK Zellen) und fördert die Entwicklung einer anti-Tumor Immunantwort 

(Apte and Voronov, 2002).  

2.4.2. Interleukin 4  (IL4) 

IL4 wird von aktivierten T Zellen, Mastzellen und basophilen Granulozyten in 

nennenswerten Mengen produziert. Es spielt eine wichtige Rolle in der Hämatopoese 

und bei der Regulation der Immunantwort, insbesondere der T Zell Effektor Antwort 

(Brown and Hural, 1997). TH1 Zellen sind Effektorzellen der zellulären Immunität. IL4 

unterdrückt die Bildung von TH1 Zellen und fördert die durch Antikörper  (=AK) 

vermittelte TH2 Immunantwort (Brown and Hural, 1997; Li-Weber and Krammer, 

2003). Verschiebungen im Gleichgewicht zwischen TH1 und TH2 Immunantwort sind 

Grundlage verschiedener Erkrankungen. Ein Überwiegen der TH1 Antwort kann zu 

Autoimmunerkrankungen führen, ein Überwiegen der TH2 Antwort zu allergischer 

Entzündung (Li-Weber and Krammer, 2003). TH1 Zellen sind mitverantwortlich für 

die Elimination maligner Zellen. Eine Imbalance zwischen TH1 und TH2 Zytokinen 

wird als pathogenetischer Faktor bei der Entwicklung von Lymphomen diskutiert (Lan 

et al., 2006).   

2.4.3. Interleukin 6  (IL6) 

IL6 wird u.a. von B und T Zellen, Monozyten, Fibroblasten produziert (Naka et al., 

2002).  Es hat ein breites Spektrum an biologischen Aktivitäten bei der 
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Immunregulation und Hämatopoese und  spielt bei verschiedenen entzündlichen 

Erkrankungen eine Rolle (Hirano, 1998; Naka et al., 2002). IL6 wird auch von 

Tumorzellen gebildet und beeinflusst die Pathogenese maligner Erkrankungen in 

vielfältiger Weise: IL6 wirkt als auto- und parakriner Wachstumsfaktor, es unterdrückt 

die Apoptose maligner Zellen und hemmt die spezifische Immunantwort der 

dendritischen Zellen (Alberti et al., 2004; Fayad et al., 2001; Preti et al., 1997). Bei 

malignen lymphatischen Erkrankungen ist  IL6 als negativ prognostischer Faktor 

bekannt (Fayad et al., 1998; Fayad et al., 2001; Lai et al., 2002; Naka et al., 2002; 

Preti et al., 1997; Seymour et al., 1997; Yamamura et al., 1998).  

2.4.4. Interleukin 10  (IL10) 

IL10 wird von TH2 Zellen, Monozyten und Makrophagen, normalen und 

neoplastischen B-Zellen produziert (Fayad et al., 2001). Durch Hemmung der TH1 

Zytokine - und damit der zellulären Immunität -. hat IL10 eine starke 

immunsuppressive Wirkung. IL10 kontrolliert und limitiert Entzündungsreaktionen 

(Moore et al., 2001).  

Bei malignen Erkrankungen greift IL10 an verschiedenen Stellen an und fördert den 

Krankheitsprogress. TH2 Zytokine, wie IL10,  unterdrücken eine effektive spezifische 

und unspezifische  anti-Tumor Antwort und könnten für die Tumor assoziierte 

immunologische Anergie mitverantwortlich sein, die die Akkumulation maligner Zellen 

im Körper ermöglicht (Kebelmann-Betzing et al., 2001; Schulz et al., 2001). IL10 wirkt 

auch als Wachstumsfaktor bei malignen B-Zell Erkrankungen und hemmt die 

Apoptose maligner Zellen. Eine Assoziation von erhöhten IL10 Spiegeln mit 

negativer klinischer Prognose ist beschrieben (De Vita et al., 1999; Fayad et al., 

2001; Khatri and Caligiuri, 1998).   

2.4.5. Interleukin 2  (IL2)  

IL2 wurde zunächst als T Zell Wachstumsfaktor entdeckt (Nelson, 2004). IL2 steigert 

die T Zell Effektorantwort, auch die anti-Tumor Antwort. Bei soliden Tumoren wie 

dem metastasierten Melanom und Nierenzellkarzinom und bestimmten malignen, 

hämatologischen Erkrankungen konnte die klinische Wirksamkeit von IL2 in der 

Tumortherapie demonstriert werden (Atkins, 2002). IL2 findet therapeutische 

Anwendung in der Therapie von Leukämien nach haploidenter 
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Stammzelltransplantation bei Patienten mit hohem Rezidivrisiko. Viel versprechend 

sind auch Therapieansätze mit ex vivo IL2-aktivierten NK Zellen bei Patienten mit 

ALL und minimaler Resterkrankung (Koehl et al., 2004). Neuere Studien zeigen 

allerdings, dass die physiologischen Hauptaufgaben von IL2 die T Zell Toleranz und 

Limitierung der T Zell Antwort sind (Malek and Bayer, 2004).  

2.4.6. CD40 

Für die spezifische Tumorabwehr sind Antigen präsentierende Zellen  (APCs) und 

dendritische Zellen entscheidend. Sie präsentieren den T Effektorzellen Tumor 

Antigen und lösen damit die spezifische, zytotoxische anti-Tumor Antwort aus. CD 40 

ist ein Schlüsselmolekül für die Regulation der Immunantwort. Es wird als Rezeptor 

auf Antigen präsentierenden Zellen exprimiert. Über Ligation von CD40 werden 

APCs aktiviert und die zelluläre Immunantwort initiiert (D'Amico et al., 2004a). B ALL 

Zellen, die  CD40 Liganden  (CD40L) exprimieren sind immunogener und lösen eine 

effizientere antileukämische Immunantwort aus, als CD40L negative Leukämiezellen 

(Stripecke et al., 2002).  

2.4.7. c-fos und c-myc 

C-fos und c-myc sind Protoonkogene, die bei malignen Erkrankungen direkt als 

Wachstums- oder Transkriptionsfaktoren wirken (Volm et al., 2002). 

Transkriptionsfaktoren steuern über die Regulation der Genexpression 

Zellwachstum, Entwicklung, Differenzierung und Apoptose. Veränderungen dieser 

Kontrollmechanismen können zu malignen hämatologischen Erkrankungen führen 

(Crans and Sakamoto, 2001). Die Aktivierung von Protoonkogenen ist vermutlich ein 

wichtiger Schritt in der Pathogenese maligner hämatologischer Erkrankungen 

(Sauerbrey et al., 1996). C-fos führt zur Beschleunigung des Zell Zyklus, was die 

Proliferationsrate der Zellen steigert (Okada et al., 1999). Bei BCP  (=b cell 

precursor, B Vorläufer) Zellinien ist c-fos überexprimiert (Astier et al., 2003). C-myc 

hemmt die Differenzierung vieler Zelltypen. Konstitutive oder deregulierte Expression 

von c-myc findet man bei vielen Krebserkrankungen (Pelengaris et al., 2002). Mäuse 

die c-myc überexprimieren neigen u.a. zu Neoplasien der Pro B-Zellen (Janz, 2005).  
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2.4.8. Leukaemia inhibitory factor  (LIF) 

LIF wurde als ein Faktor entdeckt, der bei der myeloischen Leukämie M1 der Maus 

die ungehemmte Proliferation stoppt und die Ausreifung zu Makrophagen bewirkt 

(Metcalf, 2003).  

2.4.9. Transforming growth factor   (TGF ) 

TGF

 

spielt eine wichtige Rolle in der zellulären Homeostase, es reguliert 

Zellwachstum, Zellalterung, Differenzierung und Apoptose (Downing, 2004).  Das 

Wachstum wird durch Unterdrückung der c-myc Expression gehemmt. Imbalancen in 

diesem Gleichgewicht durch inaktivierende Mutationen oder verminderte TGF

 

Expression spielen eine wichtige Rolle bei der Krebsentwicklung (Lin et al., 2005). 

Bereits 1995 wurde eine verminderte TGF

 

Rezeptor Expression bei lymphoiden 

Tumorzellinien beschrieben (Capocasale et al., 1995). Bei der T ALL kann TGF

 

die 

T Zell Proliferation hemmen (Downing, 2004).   

2.4.10. Tumor necrosis factor   (TNF ) 

TNF ist ein potenter Immunmediator und ein proinflammatorisches Zytokin. Zentrale 

Bedeutung hat TNF in der Pathophysiologie der Sepsis (Fidani et al., 2004). Über 

Rezeptoren der TNF Familie wird die extrinsische Aktivierung der Apoptose 

getriggert. Die intrinsische Aktivierung findet in den Mitochondrien statt (Ghobrial et 

al., 2005). Apoptose, der programmierte Zelltod, führt zur Elimination transformierter 

Zellen. Dysregulation des extrinsischen Weges führt zu maligner Transformation. 

Mutationen in entsprechenden Genen findet man bei einigen malignen 

hämatologischen Erkrankungen wie dem NHL (Landowski et al., 2001). TNF kann 

selbst über Bindung an Oberflächenrezeptoren der TNF Familie und den fas 

Signalübertragungsweg Apoptose auslösen (Lauten et al., 2002). Auch 

Glucocorticoide, wichtige Chemotherapeutika bei der kindlichen Leukämie, 

induzieren Apoptose, allerdings über andere Mechanismen (Haarman et al., 2003). 

Sie diffundieren passiv in die Zelle, binden an intrazelluläre GC Rezeptoren und 

beeinflussen die Transkription pro- und antiapoptotischer Faktoren auf 

mitochondrialer Ebene  (sog. intrinsische Aktivierung der Apoptose) (Ghobrial et al., 

2005). Trotz unterschiedlicher Mechanismen der Apoptoseinduktion weisen 

Untersuchungen  bei Kindern mit einer cALL auf einen statistischen Zusammenhang 
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zwischen dem TNF Genotyp und dem Therapieansprechen auf Cortison hin. Der 

TNF Genotyp scheint das Rezidivrisiko bei Hochrisikopatienten zu beeinflussen: 

Patienten mit schlechtem Therapieansprechen auf Cortison, die das TNF2 Allel 

exprimieren, haben ein statistisch signifikant höheres Rezidivrisiko. Dieser 

Zusammenhang muss allerdings noch an einem größeren Studienkollektiv verifiziert 

werden (Lauten et al., 2002).   

Die  Expressionsanalyse der beschriebenen Parameter in den leukämischen Blasten 

kann zum besseren Verständnis der Pathophysiologie der Erkrankung beitragen. Das 

Expressionsmuster dieser Faktoren spiegelt das biologische Verhalten der Blasten 

wider. Es liegt nahe, dass biologisch aggressives Verhalten der Blasten sich auf den 

klinischen Verlauf auswirkt und damit in Zusammenhang mit dem Auftreten eines 

Rezidivs stehen könnte. In der vorliegenden Studie wurde deshalb bei Kindern mit 

einer cALL die Expression der oben beschriebenen Zytokine, Onkogene, 

Oberflächenrezeptoren und -liganden  in den leukämischen Blasten auf mRNA 

Ebene untersucht.  Die mögliche prognostische Aussagekraft der Expression wurde 

in Gegenüberstellung mit dem späteren Auftreten eines Rezidivs geprüft. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war, basierend auf einer umfangreichen und weitgefassten 

Testung möglicher Kandidaten, neue Prognoseparameter zu identifizieren. 

Eine gesteigerte Empfindlichkeit der Blasten für aktivierende und proliferativ wirkende 

Faktoren ist bei der kindlichen ALL denkbar. Die Zytokinexpression, als Antwort auf 

die Stimulation der Blasten, spiegelt den Aktivierungszustand der Zellen wider. Wir 

haben deshalb zusätzlich den Einfluss solcher Faktoren  (IL1, IL6 und Ionomycin) auf 

das Zytokinexpressionsmuster der leukämischen Blasten untersucht. 
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3. Problemstellung  

Die ALL ist die häufigste maligne Erkrankung im Kindesalter mit ca. 480 betroffenen 

Kindern pro Jahr alleine in Deutschland. Die Heilungsrate beträgt durch die 

multimodale Therapie und genaue Risikostratifizierung fast 80% (Schrappe, 2004c). 

Langzeitstudien zeigen jedoch, dass dieser Therapieerfolg z. T. mit 

schwerwiegenden Spätfolgen erkauft ist. Deshalb ist eine noch präzisere 

Abschätzung des individuellen Rückfallrisikos bei Diagnosestellung notwendig, um 

die Therapie individuell anzupassen und sowohl die Therapieergebnisse weiter zu 

verbessern, als auch Nebenwirkungen und Spätfolgen zu verringern. Ein genaues 

Verständnis der Pathophysiologie der Leukämie ist für die Identifizierung neuer 

prognostisch relevanter Marker, die zur Therapiestratifizierung dienen sollen, von 

grundlegender Bedeutung. 

Zytokine sind als biologic response modifiers beteiligt an Hämatopoese, B-Zell 

Entwicklung und B-Zellbiologie. Sie spielen eine Rolle bei der Pathogenese, dem 

Wachstum und der Abwehr maligner Erkrankungen und beeinflussen deren Verlauf 

(Apte and Voronov, 2002). Zytokinspiegel korrelieren mit Ausbreitung und Prognose 

der Erkrankung (De Vita et al., 1999; Fayad et al., 1998; Fayad et al., 2001; Khatri 

and Caligiuri, 1998; Kurzrock, 1997, , 2001; Kurzrock et al., 1993). 

Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob die Expression definierter Zytokine, 

Onkogene und Oberflächenrezeptoren in leukämischen Blasten eine Korrelation mit 

dem Auftreten oder Ausbleiben eines Rezidivs zeigt. 

Die untersuchten Zytokine, Onkogene und Oberflächenrezeptoren  sind auf 

unterschiedliche Weise in die Biologie maligner Erkrankungen involviert. Die 

Expression bzw. Nicht-Expression jedes analysierten Markers wurde mit dem 

späteren Auftreten eines Rezidivs korreliert, um die prognostische Aussagekraft zu 

definieren. Die Expression von Zytokinen, Onkogenen und Oberflächenrezeptoren  

wird in vivo durch eine Vielzahl von Faktoren reguliert. Deshalb wurde in der 

vorliegenden Arbeit nicht nur die Basisexpression untersucht, sondern auch das 

Expressionsmuster nach Stimulation mit einigen ausgewählten Faktoren. 

Ziel der Arbeit war es, durch Analyse des Zytokinexpressionsmusters leukämischer 

Blasten, neue Risikofaktoren zu etablieren, mit Hilfe derer die Stratifizierung der 
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Therapie für den einzelnen Patienten oder Patientengruppen bereits bei  

Diagnosestellung individuell adaptiert werden kann. 
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4. Material und Methoden  

4.1. Material 

4.1.1. Patienten  

In die statistische Auswertung gingen 26 neuerkrankte Patienten mit einer akuten 

lymphatischen Leukämie  (ALL)  ein  (Erstdiagnose 1990-1996). Von diesen 

Patienten wurde Knochenmark untersucht. 

Bei den Patienten wurde initial protokollgemäß, nach Einverständniserklärung der 

Patienten oder ihrer Erziehungsberechtigten, eine diagnostische 

Knochenmarkspunktion durchgeführt. Die Diagnose wurde morphologisch und mittels 

Durchflußzytometrie gestellt. Nach Versand des Materials zur Diagnosestellung 

wurde das Restmaterial für die im folgenden beschriebenen Untersuchungen 

verwendet. Bei 3 Patienten  war nicht ausreichend Knochenmark vorhanden. Für die 

Untersuchungen wurde deshalb auf peripheres Blut zurückgegriffen. 

In der nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsten Charakteristika der Patienten 

dargestellt.  

Patienten       26 

Geschlecht: männlich/weiblich     1,6 

Alter bei Diagnose  (Median in Jahren)     4,0  (2,0  15,6 J) 

Beobachtungszeit  (Median in Jahren)     9,1  (7,0  10,6J) 

Überlebende                  22 

verstorbene 4 

  

Risikogruppe   

Niedrig        13 

Hoch 13 

  

Rezidiv            

Kein Rezidiv                   17 

Rezidiv 9 

Tabelle 1: klinische Merkmale der untersuchten Patienten 
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Material  

Knochenmark      23 

Peripheres Blut       3 

Blastenanteil im untersuchten Material  (Mittelwert %)         83  (30-95) 

Tabelle 2: untersuchtes Material  

Alle pädiatrischen onkologischen Patienten werden im Rahmen von klinischen 

Therapieoptimierungsstudien betreut. Diese umfassen sowohl diagnostische als auch 

therapeutische Richtlinien. Nach der Einschätzung des individuellen Rückfallrisikos, 

entsprechend der jeweiligen prognostischen Kriterien, werden die Patienten in Hoch- 

und Niedrigrisiko Gruppen eingeteilt. Die Therapie wird dementsprechend 

risikoadaptiert durchgeführt, d.h. die Hochrisikopatienten werden mit einer 

intensivierten Therapie behandelt.  

22 der untersuchten Patienten haben an den Studien COALL-89 und COALL-92 

teilgenommen, 3 Patienten wurden in der ALL-BFM 90 Studie behandelt. Ein Patient 

wurde nach Protokoll NHL-BFM 90 im Therapiezweig PBLL behandelt, der der ALL 

BFM Therapie entspricht. 

Nachfolgend sind Übersichten der Therapieprotokolle COALL 92 und ALL-BFM 90 

abgebildet. 
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Abbildung 4: Therapieprotokoll COALL 92. Risikostratifizierung: Die Patienten werden 
entsprechend der COALL Risikokriterien in die Niedrig- und Hochrisiko Gruppe eingeteilt. Die 
risikoadaptierte Chemotherapie läuft in Blöcken ab: An eine Vorphase mit Daunorubicin schließt sich 
die Induktionstherapie an, gefolgt von einer Intensivierung mit ZNS Phase  (CNS =central nervous 
system) und erneuter Reinduktion. Nach Ende der intensiven Chemotherapie folgt eine langdauernde 
orale Erhaltungstherapie an. Die einzelnen Therapieblöcke bestehen jeweils aus mehreren 
Chemotherapeutika, die im Wechsel verabreicht werden (Harms et al., 2003).   

Die Indikation zur Schädelbestrahlung wurde in COALL-92, im Vergleich zur 

vorausgegangenen Studie COALL-89, zurückhaltender gestellt um neurotoxische 

Spätfolgen zu vermeiden. In der Erhaltungstherapie wurden zwei verschiedene 

Purinanologa  (Mercaptopurin und Thioguanin) randomisiert appliziert.  Abgesehen 

von diesen Veränderungen sind beide Therapien vergleichbar. 
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Abbildung 5: Therapieprotokoll ALL-BFM 90. Risikostratifizierung: die Patienten werden 
entsprechend der ALL-BFM Risikokriterien in die Niedrig-, mittlere und Hochrisiko Gruppe eingeteilt. 
Die risikoadaptierte Chemotherapie läuft in Blöcken ab: eine initiale Induktionstherapie, 
anschließender Konsolidierung, gefolgt von einer erneuten Reinduktion. Nach Ende der intensiven 
Chemotherapie schließt eine lang dauernde orale Erhaltungstherapie an. Hochrisiko Patienten 
erhalten nach einer verkürzten Induktionstherapie 9 hochdosierte, kurze Therapieblöcke, bzw. bei 
entsprechender Indikation eine Knochenmarkstransplantation. Die einzelnen Therapieblöcke bestehen 
jeweils aus mehreren Chemotherapeutika, die im Wechsel verabreicht werden (Schrappe et al., 2000).   

Beide Therapieprotokolle verwenden ähnliche Medikamente in leicht veränderter 

Abfolge. Die Therapie nach  COALL 92 unterscheidet sich von der Therapie nach 

ALL-BFM 90 im Wesentlichen für Patienten mit niedrigem Rezidivrisiko durch eine 

initiale Daunorubicingabe, eine hochdosierte Cytarabingabe und einmalige Gabe 

VM26, ein Epipodophyllotoxin. Für die Hochrisikopatienten wurden in der ALL-BFM 9 

Blöcke hochdosierter Chemotherapie eingeführt. Die 5 Jahres Überlebensraten  (=5 

EFS) der beiden Therapienstudien unterscheiden sich nicht wesentlich. In der ALL-

BFM 90 Studie beträgt das 5J EFS für alle Patienten 78%, für Patienten mit Standard 

Risiko  (=SR) 84%, mit mittlerem Risiko  (=MR) 82%, mit hohem Risiko  (=HR) 44% 

(Schrappe, 2000). In der COALL 92 Studie beträgt das 5J EFS für alle Patienten 

78% (Harms et al., 2003),  für Patienten mit Standard Risiko 82%, für 

Hochrisikopatienten 75% (Harms and Janka-Schaub, 2000).  

Um das vorliegende Patientenkollektiv zum Gesamtkollektiv der COALL-92 

Therapiestudie in Relation zu setzen, sind im folgenden Abschnitt die vergleichenden 
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Prozentangaben aus den Studienauswertungen zu Geschlecht, Alter, Risikogruppen, 

Rezidiven und Überlebenszeiten in Klammern angegeben. 

16 der 26 untersuchten Patienten waren männlich, 10 weiblich. Dies entspricht einem 

Verhältnis männlich zu weiblich von 1,6  (vgl. (Harms and Janka-Schaub, 2000) 

männlich : weiblich 1,4). Das Alter bei Diagnosestellung betrug im Median 4,0 Jahre  

(vgl.(Schrappe, 2004a) Alter bei Diagnosestellung im Median 7J). Die 

Nachbeobachtungszeit, d.h. die Zeit von der Erstdiagnose bis zur letzten Meldung, 

betrug bei den rezidivfrei überlebenden Patienten mindestens 7 Jahre, maximal 10,6 

Jahre. In der vorausgegangenen Therapiestudie COALL-89 änderte sich das EFS  

(=event free survival) nach 5 Jahren nur noch geringfügig, das EFS nach 5 Jahren  

betrug 78,5%, nach 10 Jahren 75,0% (Harms and Janka-Schaub, 2000). Der Großteil 

der Rezidive trat innerhalb der ersten 3 Jahre nach Diagnosestellung auf (Harms and 

Janka-Schaub, 2000). Man kann also davon ausgehen, dass bei den in dieser 

Untersuchung als rezidivfrei gewerteten Patienten auch in Zukunft kein Rückfall der 

Grunderkrankung auftreten wird. Die Daten der Patienten wurden zuletzt im Juli 2003 

aktualisiert.  

4.1.1.1. Diagnose 

Die Diagnose einer ALL wurde morphologisch und mittels Immunfluoreszenz gestellt.  

Definitionsgemäß musste der Anteil der Blasten an den kernhaltigen Zellen des 

Knochenmarks mehr als 25% betragen oder es waren Blasten im Liquor 

nachweisbar. Knochenmark, Blutausstriche und Liquorpräparate wurden zentral im 

Labor der Studie in Hamburg mitbegutachtet. Die immunophänotypischen 

Untergruppen der ALL wurden nach den Kriterien der European Group for the 

Immunological Characterization of Leukemias bestimmt: die common ALL  war 

durch folgende Kriterien definiert: TdT+  (=terminale Desoxynucleotidtransferase), 

CD19+, CD10+, cyIgM-  (=zytoplasmatisches Immunoglobulin M),  sIg-  (=surface Ig). 

Der Nachweis der Oberflächenantigene wurden als positiv gewertet, wenn 

mindestens 20% der Blasten das Antigen exprimierten (Harms et al., 2003; Lemmers 

et al., 2000). 

Der Blastenanteil betrug bei den untersuchten Patienten im Mittel 83%.   
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4.1.1.2. Risikogruppen 

Jeweils die Hälfte der untersuchten Patienten  (je 13) wurde nach COALL-92 

Kriterien in die Niedrig- bzw. Hochrisikogruppe eingeteilt  (vgl.(Harms and Janka-

Schaub, 2000) COALL-92: 48% low risk, 52% high risk). Die Kriterien für die 

Einteilung in Hoch- und Niedrigrisikogruppe sind nachfolgend aufgeführt (Harms and 

Janka-Schaub, 2000).  

Einteilung in Risikogruppen nach COALL-92 

Niedriges Risiko  Hohes Risiko 

Leukozyten <25/nl bei Diagnose und  Leukozyten >25/nl bei Diagnose oder 

Alter 1 bis <10 Jahre  und  Alter 10 Jahre  oder 

Common ALL oder prä-B-ALL und  Pro-B-ALL oder T ALL oder 

Komplette Remission am Tag 29 

im Knochenmark 

und  Keine komplette Remission am Tag 
29 im Knochenmark 

oder 

Tabelle 3: Einteilung in Risikogruppen entsprechend den Kriterien der Therapiestudie COALL-
92. Die Daten wurden bei Diagnosestellung erhoben. Die Einteilung in die immunophänotypischen 
Untergruppen erfolgte gemäß den Richtlinien der European Group for the Immunological 
Characterization of Leukemias (Harms et al., 2003; Lemmers et al., 2000). Protokollgemäß wird für 
alle Patienten nach der Induktionstherapie am Tag 29 eine Kontrollpunktion zur Beurteilung der 
Remission im Knochenmark durchgeführt. Definitionsgemäß wird das Rezidivrisiko als niedrig 
eingeschätzt, wenn alle aufgeführten Kriterien erfüllt sind. Ein hohes Rezidivrisiko liegt bereits vor, 
wenn eines der genannten Hochrisikomerkmale erfüllt ist.  

Die Patienten der ALL-BFM 90 Studie wurden für die statistische Auswertung gemäß 

COALL 92 Kriterien den Risikogruppen zugeordnet.  

4.1.1.3. Rezidiv 

Ein Rezidiv einer ALL kann entweder im Knochenmark, im Liquor oder in den Hoden 

auftreten. Auch ein kombinierter Befall ist möglich. Die Diagnose wird gestellt, wenn 

nach erfolgreicher Therapie im Knochenmark erneut >25% Blasten, bzw. im Liquor 

oder Hodenbiopsat Blasten nachweisbar sind (Schrappe, 2004a).  

Bei 9 von 26 Patienten, das entspricht 35% der untersuchten Patienten, trat ein 

Rezidiv auf, 65% der Patienten blieben innerhalb des Beobachtungszeitraums 

rezidivfrei  (vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) COALL-92 EFS nach 5 J  78,5%). 

Tabelle 4 schlüsselt die Rezidive innerhalb der Risikogruppen auf.  
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Rezidive innerhalb der einzelnen Risikogruppen 

Niedrigrisiko Gruppe: 4 von 13 Patienten  (30%) erlitten ein Rezidiv  (vgl.(Harms and Janka-Schaub, 
2000) 6% COALL-92) 

Hochrisiko Gruppe: 5 von 13 Patienten  (38%) erlitten ein Rezidiv  (vgl.(Harms and Janka-Schaub, 
2000) 30% COALL-92) 

 

Rezidivpatienten, aufgeschlüsselt nach ihrer  initialen Risikoeinteilung 

44% der Rezidivpatienten waren initial in die Niedrigrisiko Gruppe eingeordnet worden   

(vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) 31% COALL-92) 

56% der Rezidivpatienten waren initial in die Hochrisiko Gruppe eingeordnet worden   

(vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) 69% COALL-92) 

Tabelle 4: Rezidivrate innerhalb der Risikogruppen. Nicht alle Patienten werden initial, mit Hilfe der 
bekannten prognostischen Parameter als Hochrisiko Patienten erkannt. Ein Großteil der Rezidiv 
Patienten wird zunächst als Niedrigrisiko eingestuft und möglicherweise so untertherapiert. Hier 
differiert der Anteil in unserem Patientenkollektiv mit 30% Rezidiven innerhalb der Niedrigrisiko 
Gruppe am deutlichsten vom Studienkollektiv mit 6% (Harms and Janka-Schaub, 2000).  

Bei den hier untersuchten Patienten trat bei 4/13 Patienten der Niedrigrisiko Gruppe  

(vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) 6% COALL-92) und bei 5/13 Patienten der 

Hochrisikogruppe  (vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) 30% COALL-92) ein 

Rezidiv auf. Das bedeutet, dass 44% der Rezidivpatienten initial der Niedrigrisiko 

Gruppe zugeordnet wurden  (vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) 31% COALL-92).    

4.1.1.4. Versuchsgruppen 

Zwei Versuchsansätze mit unterschiedlicher Fragestellung wurden durchgeführt und 

ausgewertet. Von allen 26 oben beschriebenen Patienten wurde bei Erstdiagnose die 

spontane Expression der vorher beschrieben Zytokine, Onkogene, Rezeptoren und 

Liganden in nicht kultivierten Zellen im Knochenmark bzw. im peripheren Blut  (n=3) 

untersucht und in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Bei 14 

dieser Patienten war ausreichend Material vorhanden um die Expression der Targets 

zusätzlich nach Kultivierung und Stimulation zu untersuchen. Statistisch entsprechen 

diese 14 Patienten einer zufälligen Patientenauswahl. Die Ergebnisse der 

Stimulationsuntersuchungen stehen damit für das Gesamtkollektiv. 

In der nachfolgenden Tabelle sind die klinischen Merkmale dieser 14 Patienten 

aufgeführt.   
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Patienten, bei denen Stimulationsversuche durchgeführt wurden  14 

Geschlecht: männlich/weiblich     1,8 

Alter bei Diagnose  (Median in J)     4,9  (2,0  12,7) 

  
Risikogruppe  

Niedrig        6 

Hoch 8 

  

Rezidiv            

Kein Rezidiv                   7 

Rezidiv 7 

Tabelle 5: klinische Merkmale der Patienten, bei denen zusätzlich der Einfluss von Stimulantien 
auf das Expressionsmuster untersucht wurde  

9 der 14 Patienten waren männlich, 5 weiblich. Das entspricht einem Verhältnis 

männlich : weiblich von 1,8  (vgl.(Harms and Janka-Schaub, 2000) COALL-92 

männlich : weiblich 1,4). Das Alter bei Diagnosestellung betrug im Median 4 Jahre  

(vgl.(Schrappe, 2004a) 4,7 J). 

6 von 14 Patienten wurden bei Diagnosestellung in die Niedrigrisikogruppe  

(entspricht 43%), 8 von 14 Patienten in die Hochrisikogruppe  (entspricht 57%) 

eingestuft  (vgl. (Harms and Janka-Schaub, 2000) COALL-92 48% low risk, 52% high 

risk;). Bei 7 von 14 Patienten  (entspricht 50%) trat ein Rezidiv auf  (vgl.(Harms and 

Janka-Schaub, 2000) 5J EFS 78,5%).   
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4.1.2. Labormaterial  

4.1.2.1. Allgemeiner Laborbedarf und Geräte 

Einmalpipetten  

steril, 1, 2, 5, 10 und 25 ml 

Costar, Cambridge MA, USA 

Mikropipetten  

200-1000µl, 50-250µl, 10-100µl, 
0,5-10µl 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen  

steril, mit Filter für 
Eppendorfpipetten 

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Reaktionsgefäße 

steril, 50 ml 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße, Safe Lock  

steril, 0,5 bzw. 2 ml 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

96-well Mikrotiterplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland 

Zentrifuge Hettich rotanta TRC 

für Reaktionsgefäße von 10-50 ml 

Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Zentrifuge Hettich Typ 1306 

für Reaktionsgefäße von 0,5 - 2ml 

Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

sterile Werkbank RETEC C4301-1 Retec, Mühlheim Ruhr, Deutschland 

Brutschrank Funktion Linie

 

37 0C, 5% CO2 

Heraeus, Hanau, Deutschland 

Schüttler VF2 IKA-Werk, Staufen, Deutschland 

DNA Thermal Cycler Perkin-Elmer, Rodgau  Jügesheim, 
Deutschland 

Elektrophoresebox  

UV-Platte Fluo-Link Bachofer, Reutlingen, Germany  

4.1.2.2.  Reagenzien 

Borsäure Fluka, Steinheim, Deutschland 

Zitronensäure 30% Merck, Darmstadt, Deutschland 

Diethyl-Pyrocarbonat Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

DTT  (=Dithiothreitol) Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

EDTA  (Na2) Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure 99% Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Ethanol 70 % und 100 % unvergällt Apotheke der Universitätsklinik der LMU, 
München, Deutschland 

Ethidiumbromid Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Fetales Kälberserum  (FCS) Pan-Systems, Aidenbach, Deutschland 

Ficoll-Paque 

spezifisches Gewicht 1,077 g/ml 

Pharmacia, Upsala, Schweden 

Gel loading solution Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Glycerol Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Guanidinium-Thiocyanat Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Metaphor Agarose   FMC Bio Products, Rockland, USA 

Mineralöl Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Molekulargewichtsmarker  

pBR322 HaeIII Digest 

Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Na3Citrat Merck, Darmstadt, Deutschland 

Na-Acetat 3xH2O Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland 

NaHCO3 Merck, Darmstadt, Deutschland 

NH4Cl Merck, Darmstadt, Deutschland 

N-Lauroylsarcosin Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Non-Idet P-40 Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

Phenol-Chloroform 1:5  

 (Wasser gesättigt) 

Sigma  Aldrich, München, Deutschland 

RPMI 1640 Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland 

Tris Base Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau Sigma  Aldrich, München, Deutschland  

4.1.2.2. Enzyme 

AMV Reverse Transkriptase  

 (25.000 U/ml ) 

Böhringer, Mannheim, Deutschland 

RNAse Inhibitor  

 (10-50 x 103 U/ml) 

Böhringer, Mannheim, Deutschland 

Taq DNA-Polymerase 

 (1-5 x 103 U/ml) 

Böhringer, Mannheim, Deutschland  
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4.1.2.3. Nukleotide 

Oligo dT 

 (1A260 U in 50 µl gelöst) 

Böhringer, Mannheim, Deutschland 

dNTP 

 (dATP, dDTP, dDTP, dGTP  

je 100 mM) 

Pharmacia  

4.1.2.4. PCR-primer 

primer 

 (1 µM/RT-PCR Ansatz) 

Stratagene, La Jolla, USA  

In der nachfolgenden Tabelle sind die Sequenzen der einzelnen primer aufgeführt.  

Interleukin 1

  

Sense primer 5´GAG AGC ATG GTG GTA GTA GCA ACC 3´   

Antisense primer 5´CTG ATG ACC CAC ACG AAC CGT CCC 3´ 

  

Interleukin 1

  

Sense primer 5´CTT CAT CTT TGA AGA AGA ACC TAT CTT CTT 3´ 

Antisense primer 5´ATC TCG ACC TCT CAC ATC TAG GGT TTT TAA 3´ 

  

Interleukin 2  

Sense primer  5´ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT T 3´ 

Antisense primer 5´AGT TTC GTA GTA GAG TTG TGA CTG 3´ 

  

Interleukin 4  

Sense primer 5´ ATG GGT CTC ACC TCC CAA CTG CT 3´ 

Antisense primer 5´TAC TCT CTC TTT ATA AGT TTC ACA AGC 3´ 

  

Interleukin 6  

Sense primer 5´ ATG AAC TCC TTC TCC ACA AGC GC 3´ 

Antisense primer 5´TCA GGT CGG ACT CCC GAG AAG 3´ 

  

Interleukin 6 Rezeptor  

Sense primer  5´CAT CTT TCT CGA CAG AGG GAG 3´ 

Antisense primer 5´CCG TTC AGC CCG ATA TCT GAG 3´ 
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Interleukin 10  

Sense primer  5´AAG GAT CCA TGC ACA GCT CAG CAC TGC 3´ 

Antisense primer 5´CTG CTC CAC TGC CTT GCT CTT ATT 3´ 

  
CD40 Ligand Sequenzen vom Hersteller nicht angegeben 

  

CD40 Rezeptor Sequenzen vom Hersteller nicht angegeben 

  

c-fos  

Sense primer  5´CTA CGA GGC GTC ATC CTT 3´ 

Antisense primer 5´TCT GTC TCC GCT TGG AGT 3´ 

  

c-myc  

Sense primer 5´CCA GCA GCG ACT CTG GTA 3´ 

Antisense primer 5´CCA AGA CGT TGT GTG TTC 3´ 

  

Leukemia Inhibitory Factor  

Sense primer  5´ GCC ATA CGC CAC CCA TGT CAC AAC 3´ 

Antisense primer 5´GAC CTG TTC GAT ACA CCG GGG TTG 3´ 

  

Transforming Growth Factor 1

  

Sense primer 5´ CAG AAA TAC AGC AAC AAT TCC TGG 3´ 

Antisense primer 5´CTG CTG TGC CTA TTG TGT GAC GTT 3´ 

  

Tumor Necrosis Factor 

  

Sense primer 5 CGG GAC GTG GAG CTG GCC GAG GAG 3´ 

Antisense primer 5´CTC  GAC TCT CTA TTG GTC GAC CAC 3´ 

  

ß-Aktin  

Sense primer  5´ TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA 3´ 

Antisense primer 5´GG GAG GTA GCA GGT GGC GTT ACG AAG ATC 3´ 

  

GAPDH  

Sense primer 5´CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA 3´ 

Antisense primer 5´TCT ACA CGG CAG GTC AGG TCC ACC 3´ 

Tabelle 6: Sequenzen der primer für die RT-PCR. Mit diesen primern wurde mittels RT-PCR 
Zytokinexpression in der mononukleären Fraktion des KM untersucht.  
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4.1.2.5. Stimulantien 

rekombinantes humanes IL1

 
 (3000 U/ml) 

genetics institute, Cambridge, USA 

rekombinantes humanes IL6 

 (11.220 U/ml) 

genetics institute, Cambridge, USA 

Ionomycin 

 (50 µM) 

Sigma  Aldrich, München, Deutschland  

4.1.2.6. Lösungen und Puffer 

Der gewünschte pH Wert der Lösungen wurde mit NaOH oder HCl eingestellt. 

DEPC Wasser  (Diethyl-Pyrocarbonat Wasser) 

Diethyl-Pyrocarbonat  (Sigma) 2 ml 

aqua bidest   ad 2000 ml 

unter dem Abzug 2h rühren, dann autoklavieren.  

PBS 1x  (phosphate buffered saline) 

Na2HPO4 2H2O 50,60 g 

KH2PO4 12,17 g 

NaCl 21,92 g 

aqua bidest ad 5 l  

TBE-Puffer 

Tris Base 10,8 g 

Bor Säure 5,5 g 

EDTA 0,5 M, pH 8 4 ml 

aqua bidest  ad 1000 ml 

EDTA 0,5M Lösung: 9,3 g in 50 ml aqua bidest, pH 8 einstellen  
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Hämolysepuffer 

NH4Cl  8,3 g 

NaHCO3 1,0 g 

EDTA  (Na2) 40 mg 

aqua bidest ad 1000 ml 

pH 7,2 einstellen   

0,75 M Na3Citrat 

Na3Citrat 44,12 g 

aqua bidest ad 200 ml 

mit 30% Zitronensäure pH 7,0 einstellen 

Autoklavieren 

Zitronensäure 30%: 30g Zitronensäure + 100ml Aqua bidest  

2 M Na-Acetat 

Na-Acetat 3xH2O  (Sigma)   54,44 g 

DEPC-H2O ad 200 ml 

mit Essigsäure 99% pH 4,0 einstellen  

3 M Na-Acetat 

Na-Acetat 3xH2O  (Sigma) 81,66 g 

DEPC-H2O ad 200 ml 

mit Essigsäure 99% pH 5,2 einstellen  

4.1.2.7. Lösungen für die RNA Isolation 

4,4 M Guanidinium-Thiocyanat 

Guanidinium-Thiocyanat  (Sigma) 104 g 

aqua bidest ad 200 ml 

kann nicht autoklaviert werden  
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Sacrosyl 10% 

N-Lauroylsarcosin  (Sigma) 10 g 

aqua bidest   ad 100 ml 

Autoklavieren  

Chomczynski-Lösung oder Lösung D  (=Denaturierungslösung) 

4,4 M Guanidinium-thiocyanat 6 ml 

0,75 M Citrat 220 µl 

Sarcosyl 10% 330 µl 

Mercaptoethanol 47,5 µl 

die Chomczynski-Lösung kann nicht autoklaviert werden.  

4.1.2.8. Lösungen für die Verdünnung der AMV-RT 

1 M K+-Phosphat Lösung 

K2HPO 4 22,82 g 

DEPC Wasser 100 ml  

KH2PO 4 13,61 g 

DEPC Wasser 100 ml  

40,1 ml der K2HPO 4 Lösung und 9,4 ml der KH2PO 4 Lösung mischen, pH 7,4 
einstellen und autoklavieren  

20mM DTT 

DTT  3,084 g 

DEPC Wasser 1000 ml 

Autoklavieren  
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Verdünnungslösung für AMV-RT 

Glycerol 1 ml 

1 M K+ Phosphat 100 µl 

Non idet P40  20 µl 

DTT 20 mM 1 ml 

DEPC Wasser 7880 µl 

ergibt 10 ml Verdünnungslösung für AMV-RT   

4.1.2.9. Lösung für die cDNA-Synthese 

Der Inkubationspuffer wurde mit der AMV Reverse Transkriptase geliefert   

(Böhringer, Mannheim, Deutschland) 

Inkubationspuffer  

Tris Cl 250 mM 

MgCl 40 mM 

KCl 150 mM 

DTT 5 mM 

pH 8,5.  

4.1.2.10. Lösungen für die RT-PCR 

Der PCR-Reaktionspuffer wurde mit der TaqDNA Polymerase geliefert  (Böhringer, 

Mannheim, Deutschland) 

PCR-Reaktionspuffer  (10x-konzentriert)  

Tris-HCl 100 mmol/l 

MgCl2 15 mmol/l 

KCl 500 mmol/l 

pH 8,3    
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dNTP (1,25 mM) 

dATP 100nM 15 µl 

dCTP 100nM 15 µl 

dGTP 100nM 15 µl 

dTTP 100nM 15 µl 

aqua bidest 1140µl  

PCR-Master Mix 

PCR-Reaktionspuffer  (10x-konzentriert)  10 µl 

dNTP 1,25 mM 16 

aqua bidest  51,5 µl   

4.2. Methoden 

4.2.1. Prinzip des Versuchsablaufs 

Die mRNA Expression verschiedener, für die Biologie der ALL interessanter Proteine, 

durch die Leukämiezellen wurde untersucht. Der Nachweis der Expression mittels 

RT-PCR wurde für jeden der untersuchten Stoffe in Relation zum späteren Auftreten 

eines Rezidivs gesetzt, um die prognostische Aussagekraft zu prüfen. Die 

Untersuchungen wurden an mononukleären Zellen des Knochenmarks, das den 

Patienten zu initialer klinischer Diagnostik entnommen wurde, durchgeführt. Der 

Anteil leukämischer Blasten lag im Mittel bei 83%.  

Vereinfacht spielt sich die Bildung von Proteinen in folgenden Schritte ab: Nach 

Aktivierung bestimmter Gene durch Transkriptionsfaktoren werden im Zellkern 

Kopien des entsprechenden Gens in Form von RNA erstellt  (=Transkription). Diese 

messenger RNA  (mRNA) wird ins Zytosol der Zelle transportiert, um dort als Matrize 

für die eigentliche Proteinproduktion zu dienen  (=Translation). Je nach Anzahl der 

gebildeten mRNA-Moleküle wird später eine unterschiedliche Menge des Proteins, 

z.B. eines bestimmten Zytokins, gebildet. Die RT-PCR detektiert die in der Zelle 

kursierenden mRNA Moleküle für ein bestimmtes Protein. Somit lässt sich der 

Aktivierungszustand der Zelle auf dem Niveau der mRNA, also der Transkription, 

bestimmen.  
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Folgende Schritte sind notwendig, um in den Zellen die mRNA zu detektieren:  

1. Isolierung der Gesamt RNA  (siehe Material und Methoden 4.2.5.)  

2. Reverse Transkription der RNA in cDNA  (siehe Material und Methoden 

4.2.6.)  

3. Detektion durch Vervielfältigung der cDNA mittels Polymerase Kettenreaktion  

(PCR)  (siehe Material und Methoden 4.2.7.)  

4. Visualisierung der PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese  (siehe Material 

und Methoden 4.2.8.) 

Die mononukleären Zellen wurden von allen 26 Patienten direkt unkultiviert und ohne 

weitere Zusätze verarbeitet. Von 14 Patienten war ausreichend Material für weitere 

Versuchsansätze vorhanden.  Die Zellen wurden kultiviert und mit verschiedenen 

Stimulantien inkubiert, um Veränderungen der Expression nach Stimulation zu 

untersuchen. 

In den nachfolgenden Tabellen sind die untersuchten Proteine und die verwendeten 

Stimulantien aufgeführt.  

Untersuchte Zytokine, Rezeptoren, Liganden und Onkogene Abkürzung 

Interleukin 1

 

IL1 

 

Interleukin 1

 

IL1 

 

Interleukin 2 IL2 

Interleukin 2-Rezeptor IL2R 

Interleukin 4 IL4 

Interleukin 6 IL6 

Interleukin 6-Rezeptor IL6R 

Interleukin 10 IL10 

CD40 Ligand CD40L 

CD40 Rezeptor CD40R 

c-fos c-fos 

c-myc c-myc 

Leukemia Inhibitory Factor LIF 

Transforming Growth Factor 1 TGF

 

Tumor Necrosis Factor 

 

TNF

 

-Aktin -Aktin 

Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase GAPDH 

Tabelle 7: Untersuchte Zytokine, Rezeptoren, Liganden und Onkogene. Die aufgeführten Stoffe 
spielen eine Rolle in der Biologie der ALL. Die Expression wurde auf mRNA Ebene untersucht und der 
mögliche Zusammenhang mit dem späteren Auftreten eines Rezidivs geprüft. 
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Verwendete Stimulantien Abkürzung 

Interleukin 1

 
IL1 

Interleukin 6 IL6 

Ionomycin Iono 

Tabelle 8: verwendete Stimulantien.  Untersucht wurde, ob diese Stimulantien das 
Expressionsmuster der Blasten für die oben aufgeführten Stoffe verändert.  

4.2.2. Vorversuche und Kontrollen 

Um den Versuchsablauf zu etablieren wurden Vorversuche mit Zellen der JM9-

Zellinie  (Jurkat), einer T Zell Leukämie Zellinie (Gillis and Watson, 1980) und 

peripherem Blut von freiwilligen Spendern durchgeführt.   

4.2.2.1.  Festlegung der Zellzahl, aus der RNA extrahiert wurde 

Mehrere Versuchsreihen mit unterschiedlichen Zellzahlen wurden durchgeführt. Bei 

einer Zellzahl von 250.000 war für alle untersuchten RT-PCR Amplifikate ein 

deutliches Signal in der Gelelektrophorese nachweisbar. Von den untersuchten 

Patienten wurde aus 250.000 Zellen direkt RNA extrahiert und in cDNA 

umgeschrieben. Pro Stimulation  (mit IL1, IL6 und Ionomycin) wurden ebenfalls 

250.000 Zellen eingesetzt, stimuliert, anschließend die RNA extrahiert und in cDNA 

umgeschrieben.  

4.2.2.3. -Aktin und GAPDH als interne Kontrollen 

Als interne Kontrolle für den fehlerfreien Ablauf wurde bei jeder RT-PCR die 

Expression von -Aktin und GAPDH untersucht. -Aktin und GAPDH werden in 

menschlichen Zellen konstitutiv exprimiert. Beide Kontrollen waren in den 

ausgewerteten Versuchen stets deutlich nachzuweisen.  

4.2.2.4.  Negativkontrollen zum Ausschluss von Verunreinigungen 

Zum Nachweis möglicher Verunreinigungen mit RNA oder DNA wurden 

Negativkontrollen eingeführt: Pro Versuch wurde eine PCR ohne cDNA durchgeführt. 

In der Gelelektrophorese durfte kein Amplifikat, weder für Zytokine noch -Aktin oder 

GAPDH nachweisbar sein. In den Versuchen waren keine Verunreinigungen 

nachweisbar. 
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4.2.2.5. Test auf fehlerfreie Funktion der eingesetzten primer 

Alle RT-PCR primer wurden an peripherem Blut und Jurkat Zellen getestet. In der 

Gelelektrophorese konnten für die einzelnen primer PCR-Amplifikate definierter 

Länge nachgewiesen werden.   

4.2.3. Zellseparation 

Mononukleäre Zellen  (MNC =mononuclear cells) wurden aus dem 

Knochenmarksaspirat  (bzw. aus dem peripheren Blut bei 3 Patienten) durch 

Dichtegradientenzentrifugation separiert. 

Die Knochenmarksproben waren mit Heparin als Antikoagulans versetzt. Sie wurden 

in 50 ml Reaktionsgefäße transferiert und mit PBS auf ein Endvolumen von ca. 30-35 

ml verdünnt. Anschließend wurde Ficoll-Hypaque-Lösung unter die Proben 

geschichtet  (ca. 10-15 ml). Auf Grund der höheren spezifischen Dichte der Ficoll-

Lösung fand keine Durchmischung statt. Nach Zentrifugation mit 400g bei 25 0C für 

20 Minuten hatten Erythrozyten und Granulozyten, wegen ihres höheren spezifischen 

Gewichts, die Zuckerlösung durchwandert und sedimentierten auf den Boden des 

Gefäßes  (die Granulozyten bildeten, wegen des vergleichsweise geringeren 

Gewichts, eine dünne Schicht über den Erythrozyten). Auf der Ficollschicht  bildete 

sich eine so genannte Interphase, in der sich Lymphozyten, Monozyten und 

Thrombozyten fanden, darüber dann das verdünnte Plasma mit Antikörpern und 

anderen Proteinen. Diese Interphase wurde vorsichtig in ein neues Gefäß 

transferiert.  

Für die weitere Aufarbeitung der Zellen und später auch zur Stimulation  (siehe 4.2.4. 

Material und Methoden) wurde PBS mit FCS  (=fetal calf serum) angereichert als 

Medium verwendet. FCS wurde vor Herstellung des Mediums, zur Inaktivierung von 

Komplement, für 40 min auf 60 0C erhitzt.  

Durch zwei weitere  Waschschritte mit PBS mit 2% FCS wurden verunreinigende 

Erythrozyten und Thrombozyten entfernt  (Zentrifugation jeweils mit 300g bei 4 0C für 

10 min). Das  Zellpellet wurde mit RPMI mit 2% FCS resuspendiert und dann wurde 

die Zellzahl in der Neubauerzählkammer bestimmt. Mit der Trypanblaufärbung wurde 

der Anteil der toten Zellen nachgewiesen   (bei den untersuchten Proben Vitalität 

>95%).  
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War nach der Separation der Anteil der verbleibenden Erythrozyten zu groß  

(makroskopische Rotfärbung), erfolgte eine Lyse der Erythrozyten mit dem oben 

beschriebenen Hämolysepuffer. Anschließend wurden die Zellen noch zweimal 

gewaschen und dann wie beschrieben weiterverarbeitet. 

Bei gefrorenem Material wurde folgendermaßen vorgegangen: Die Proben waren 

gemäß den üblichen Protokollen in RPMI mit FCS  eingefroren und in flüssigem 

Stickstoff bei 178 0C gelagert worden. Sie wurden bei Bedarf im 37 0C Wasserbad 

rasch aufgetaut, anschließend 2x mit RPMI bei 300g gewaschen (Stachel et al., 

2004). Mittels Trypanblaufärbung wurde die Vitalität der aufgetauten Zellen bestimmt  

(bei den verwendeten Proben >95%).  

4.2.4. Stimulation der Zellen 

Die isolierten mononukleären Zellen dieser  14 Patienten wurden für 2 Stunden unter 

Zusatz von Stimulantien kultiviert, um den Einfluss der einzelnen Substanzen auf 

Expressionsmuster zu untersuchen. Als Referenzwert wurde von jedem Patienten ein 

Ansatz ohne weitere Zusätze kultiviert. Die Expression nach Stimulation wurde mit 

diesem Basiswert, d.h. der Expression ohne Zusatz von Stimulantien kultivierter 

Zellen verglichen und so der Einfluss dieser Stimulantien auf das Expressionsmuster 

der Zellen verifiziert. 

In der nachfolgenden Tabelle sind die unterschiedlichen Versuchsansätze 

beschrieben.  
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Benennung Aufarbeitung der Zellen Fragestellung 

unkultiviert Unmittelbare Extraktion der RNA

 
Die spontane Expression der 
Zellen wird untersucht 

unstimuliert kultiviert Die Zellen werden für 2 Stunden 
ohne Zusatz von Stimulantien 
kultiviert 

Die Expression kultivierter Zellen 
wird untersucht. Sie dient als 
Referenzwert für das 
Expressionsmuster der Zellen 
nach Stimulation 

stimuliert kultiviert Die Zellen werden für 2 Stunden 
mit verschiedenen Stimulantien 
kultiviert 

Die Expression stimulierter 
Zellen wird untersucht. Durch 
den Vergleich mit dem 
Expressionsmuster kultivierter 
Zellen soll der Einfluss der 
Stimulantien untersucht werden. 

Tabelle 9: Versuchsansätze: unkultivierte, unstimulierte und stimulierte Zellen wurden hinsichtlich 
ihres Expressionsmusters untersucht. An unkultivierten Zellen wird die spontane Expression 
gemessen. Die Expression nach Kultur ohne Stimulantien (=unstimuliert) spiegelt den Zustand der 
Zellen nach 2h wieder und dient gleichzeitig als Bezugsgröße, bzw. Basiswert für die Untersuchungen 
zum Einfluss der Stimulantien auf das Expressionsmuster. Die Ergebnisse aller 3 Ansätze werden in 
Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt, um die prognostische Aussagekraft der 
Expressionsmuster zu testen.  

Von allen Ansätzen, d.h. unkultiviert, unstimuliert kultiviert und stimuliert wurde der 

Zusammenhang zwischen Expressionsmuster und dem späterem Auftreten eines 

Rezidivs geprüft, um mögliche neue prognostische Marker zu identifizieren. In einer 

Gegenüberstellung des Expressionsmusters unstimulierter und stimulierter Zellen 

sollte untersucht werden, ob die Stimulation der Zellen, eine Veränderung des 

Expressionsmusters bewirkt. 

Genetics institute, Cambridge, stellte uns freundlicherweise rekombinantes humanes 

IL1

  

und IL6  als Stimulantien zur Verfügung. 1 Einheit des entsprechenden 

Zytokins ist definiert als die Konzentration mit dem halbmaximalen Stimulationseffekt 

im entsprechenden Proliferationsversuch. Zur Stimulation von je 250.000 Zellen pro 

Ansatz wurden 50 U des jeweiligen Zytokins verwendet,  was, nach den Angaben 

des Herstellers, einer Zugabe im Überschuss  entspricht. Ionomycin wurde in einer 

Konzentration 100 nM/ml verwendet (Alli et al., 2005). Die Stimulantien wurden mit 

RMPI 10% FCS auf das 10-fache der gewünschten Endkonzentration verdünnt: IL1 

und IL6 auf 500 U/ml, Ionomycin auf eine 1 µM Lösung. Nach der Zellzählung wurde 

mit RPMI mit 10% FCS die gewünschte Zellkonzentration eingestellt  (1Mio Zellen in 

900 µl). Pro Stimulationsansatz wurden 225 µl dieser Zellsuspension verwendet, was 

250.000 Zellen entspricht. Dazu wurden jeweils 25 µl Stimulans gegeben. Die 

Endzellkonzentration betrug dann  106Zellen/ml, die Konzentration der Stimulantien: 



Material und Methoden 

  

48 

50 U/ml für IL1 und IL6, 100 nM für Ionomycin. Die Zellen wurden in 96-well 

Mikrotiterplatten für 2 h im Brutschrank bei 370C inkubiert. Nach einer 

Inkubationsdauer von 2 h ist eine RNA Expression für die untersuchten Substanzen 

als Antwort auf die Stimulation zu erwarten (Crabtree, 1989).  

Zur Untersuchung der spontanen Expression wurden aus den Zellen unmittelbar die 

RNA extrahiert  (im Folgenden unkultiviert genannt). In 2 weiteren Ansätzen wurden 

die Zellen für 2h in Kultur genommen, zu einem Ansatz wurde anstelle des Stimulans 

die entsprechende Menge RPMI 10% FCS zugegeben  ( unstimuliert kultiviert ). 

Dieser Ansatz wurde als Vergleichsansatz für die Stimulationsansätze 

herangezogen, für die die Zellen nach Zugabe von verschieden Stimulantien kultiviert 

wurden. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen in Eppendorfröhrchen 

transferiert und zweimal mit PBS gewaschen  (Zentrifugation mit 400g bei 4C°). 

Daran anschließend wurde sofort die RNA isoliert.  

4.2.5. RNA Präparation 

Die RNA-Präparation erfolgte nach dem Protokoll von Chomczynski und Sacchi 

(Chomczynski and Sacchi, 1987). Die Zellen wurden sofort  (unkultivierte Zellen 

unmittelbar nach Separation, die kultivierten Zellen nach 2 h Inkubation) 

weiterverarbeitet. Das Zellpellet wurde in 0,5 ml Chomczynski-Lösung aufgenommen  

(ab diesem Schritt waren die Zellen fixiert und konnten bei 20 °C mehrere Wochen 

gelagert werden). 50 µl 2 M Na-Acetat und 0,6 ml Phenol-Chloroform 5:1 wurden 

zugegeben und kräftig gemischt, dann für 15 min auf Eis inkubiert und anschließend 

20 min bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert. Die RNA fand sich danach im wässrigen 

Überstand, DNA und Proteine in der darunterliegenden Inter- und Phenolphase. Die 

wässrige Phase mit der RNA wurde vorsichtig ohne Interphase mit der Pipette 

abgenommen und in ein neues Eppendorfröhrchen transferiert. 1,2 ml eisgekühltes 

100% Ethanol wurden zugegeben, um die RNA zu präzipitieren. Dazu wurde 

mindestens für 1 h bei 20 °C inkubiert  (Inkubation auch über Nacht möglich). 

Abschließend wurde 15 min mit 10.000g bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand 

abpipettiert. Das verbleibende RNA Pellet wurde in 150 µl Chomczynski-Lösung 

aufgenommen, 10 µl 3 M Na-Acetat und 300 µl 100% Ethanol  (eisgekühlt) wurden 

zugegeben, anschließend nur vorsichtig aufgeschüttelt und nochmals mindestens 1 h 

bei 20 °C inkubiert. Dann wurde nochmals mit 70 % Ethanol gewaschen und zuletzt 

die RNA in 38,8 µl DEPC Wasser aufgenommen.  
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Die gelöste RNA wurde unverzüglich in stabile cDNA umgeschrieben  (=Reverse 

Transkription). Die cDNA kann problemlos bei 200 C aufbewahrt werden.  

4.2.5.1. Maßnahmen im Umgang mit RNA 

RNA ist ubiquitär vorkommenden RNasen ausgesetzt und sehr viel instabiler als 

DNA. Im Umgang mit RNA war besondere Sorgfalt notwendig: Tragen von 

Einmalhandschuhen, Verwendung eines gesonderten Pipettensatzes mit Filtern, 

Arbeiten unter dem sterilen Abzug. Reagenzien und Lösungen für das Arbeiten mit 

RNA wurden soweit möglich autoklaviert  (mit Ausnahme von Guanidinium 

Thiocyanat und der Denaturierungslösung). Wasser wurde zuvor mit DEPC  (Diethyl-

Pyrocarbonat) behandelt, welches die  RNasen inaktiviert.  

4.2.6. Reverse Transkription - cDNA Synthese 

Durch die Reverse Transkription wird von sämtlichen mRNA (=messenger RNA) 

Strängen der Probe mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase eine Kopie in DNA 

erstellt. Diese cDNA  (=complementary DNA) kann mittels der 

Polymerasekettenreaktion  (=PCR) detektiert werden. Die mRNA ist charakterisiert 

durch eine PolyA Sequenz  (ca. 100-200 Basenpaare) an ihrem 3 Ende. Gibt man 

Thymidin-Basen  (Oligo-dT) als primer hinzu, lagern sich diese an  die Poly-A-

Sequenz an  (primer-annealing). Die  Reverse Transkriptase setzt dann genau hier 

an, um den Strang komplett in cDNA zu übersetzen. Ausgehend von der so 

entstandenen cDNA können verschiedene spezifische Sequenzen mittels PCR 

nachgewiesen werden. 

Für die Reverse Transkription wurde  die AMV-RT verwendet  (=avian myeloblastosis 

virus reverse Transkriptase)  (Boehringer, Mannheim). Das Enzym wird in einer 

Konzentration von 25.000 U/ml geliefert, im Reaktionsansatz nach Firmenprotokoll 

beträgt die Enzymkonzentration 2000 U/ml. Durch Verdünnung auf eine 

Endkonzentration von 250-500 U/ml lässt sich die Enzymaktivität auf ca. das 

Doppelte steigern. Das Enzym wurde für jeden Ansatz mit der oben beschriebenen 

Lösung  1:5 verdünnt  (Endkonzentration 400 U/ml)(Krug and Berger, 1987). 

Für die Reverse Transkription wurde die in DEPC Wasser gelöste RNA für 10 min im 

65 °C Wasserbad erwärmt und anschließend auf Eis gegeben. Durch diesen Schritt 
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werden die Tertiärstrukturen der RNA aufgebrochen, die Effizienz der Reversen 

Transkription wird gesteigert.  

Reaktionsansatz für die RT  

Inkubationspuffer  16 µl 

Oligo dT  (primer dT) 8 µl 

dNTP 8 µl 

RNase Inhibitor 2,4 µl 

AMV-RT  (verdünnt)  6,8 µl 

RNA gelöst in DEPC Wasser 38,8 µl 

Gesamtmenge 80 µl  

Die einzelnen Proben wurden mit je 50 µl Mineralöl überschichtet und in den 

Thermocycler eingesetzt. Das Thermocycler Programm für die Reverse Transkription 

läuft wie folgt ab:   

420C für 60 min 

990C für 5 min 

50C für 5 min 

anschließend abkühlen auf 40C

 

Die cDNA wurde bei 800C aufbewahrt.  

4.2.7. Polymerasekettenreaktion  (PCR) 

Die einzelnen Stränge der gewonnenen cDNA lassen sich selektiv mittels PCR 

exponentiell vervielfältigen  (amplifizieren). Die Amplifikate können durch 

Ehtidiumbromid, einen fluoreszierenden Farbstoff, sichtbar gemacht werden.  

Das Grundprinzip der PCR besteht in der enzymatischen Duplikation einer 

definierten DNA-Sequenz. Spezifische primer binden selektiv an cDNA Stränge der 

gewünschten Sequenz. In sich wiederholenden Zyklen von Hitzedenaturierung der 

DNA, Hybridisierung Sequenz-spezifischer Oligonukleotid-primer und Synthese der 

DNA, wird der zwischen den primern liegende Sequenzbereich amplifiziert. Pro PCR-

Zyklus erstellt das Enzym  Polymerase eine Kopie des markierten cDNA Strangs. 

Das Patientenmaterial lag nur in begrenzter Menge vor. Um alle gewünschten 

Untersuchungen durchführen zu können, wurde die cDNA verdünnt. Laut Protokoll ist 
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für die PCR mit der verwendeten Taq Polymerase der Einsatz von 10 µl gelöster 

DNA pro Ansatz vorgesehen. Die aus 250.000 Zellen extrahierte RNA lag, nach der 

RT, als cDNA in insgesamt 80µl gelöst vor. Bei einem Einsatz von 2 µl gelöster 

cDNA war reproduzierbar ein gleichbleibend starkes Amplifikat wie bei 10µl gelöster 

cDNA in der Gelelektrophorese nachweisbar. 2µl gelöste cDNA deshalb wurden für 

einen PCR Reaktionsansatz mit 8µl DEPC Wasser verdünnt.  

Der Reaktionsansatz für die PCR setzte sich wie folgt zusammen:  

Reaktionsansatz PCR 

PCR-Mastermix  (ohne Enzym) 38,75 µl 

Taq Polymerase 0,25 µl 

DEPC Wasser 8 µl 

cDNA  2 µl 

Primer  (1µM) 2 µl 

Gesamtvolumen 51 µl  

Die einzelnen Proben wurden mit je 50 µl Mineralöl überschichtet und in den 

Thermocycler eingesetzt. Das Thermocycler PCR-Programm läuft wie folgt ab:   

1 Zyklus 940C

 

für

 

5 min 600C

 

für

 

5 min    

35 Zyklen

 

720C

 

für

 

90 sec

 

940C

 

für

 

45 sec

 

600C

 

für

 

45 sec

 

1 Zyklus 720C

 

für

 

10 min

       

Danach auf 40C abkühlen.  

Das Grundprinzip der PCR besteht in der enzymatischen Duplikation einer 

spezifischen DNA-Sequenz. Nach fünfminütigem Schmelzen der DNA-Doppelstränge 

bei 94°C und anschließendem Abkühlen auf 600C, dem sog. pretreatment, wurden 

35 Amplifikationszyklen, bestehend aus jeweils 3 Schritten durchgeführt: 

Hitzedenaturierung der DNA  (94°C für 45 sec), annealing  (=Anlegen der primer)  

(60°C für 45 sec) und die eigentliche DNA-Synthese  (72°C für 90 sec). Als 

posttreatment bezeichnet man die abschließende, einmalige Elongation über 10 min 

bei 72°C. Anschließend kühlte die PCR-Maschine auf 4°C ab. Diese Temperatur 

wurde bis zur Probenentnahme konstant gehalten. 

Anschließend werden die PCR-Produkte bei 200C aufbewahrt. 
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4.2.8. Gelelektrophorese 

Zum Nachweis und zur Identifikation der PCR-Amplifikate wurde eine 

Gelelektrophorese durchgeführt. Die Amplifikate wurden in einem elektrischen 

Spannungsfeld aufgetrennt. Sie wandern unterschiedlich weit, abhängig von ihrem 

Molekulargewicht  (Basenpaarlängen). Als Referenz wurde ein  standardisierter 

Molekulargewichtsmarker  (Molekulargewichtsmarker pBR322 HaeIII Digest, Sigma), 

entsprechend der zu erwartenden Basenpaarlängen der PCR-Amplifikate, gewählt. 

Die im Gel enthaltenen PCR-Amplifikate wurden mit Ethidiumbromid angefärbt und 

waren dann als fluoreszierende Banden im Gel unter UV-Licht sichtbar. 

Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, indem es sich zwischen benachbarte Basen 

schiebt. So kann es UV-Strahlung absorbieren und diese Energie als Fluoreszenz 

wieder freisetzen.  

PCR-Amplifikate  

Interleukin 1

 

564 bp  

Interleukin 1

   

332 bp 

Interleukin 2 457 bp 

Interleukin 4 456 bp 

Interleukin 6                    628 bp 

Interleukin 6 Rezeptor 240 bp 

Interleukin 10 432 bp 

CD40 Ligand 293 bp 

CD40 Rezeptor 434 bp 

c-fos 482 bp 

c-myc   345 bp 

Leukemia Inhibitory Factor 564 bp  
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Transforming Growth Factor 1     332 bp 

Tumor Necrosis Factor 

 
457 bp 

-Aktin 456 bp 

GAPDH 628 bp 

Tabelle 10: Länge der PCR-Amplifikate  (bp =Basenpaare). Die PCR-Amplifikate wurden in der 
Gelelektrophorese, im Vergleich zu einem standardisierten Molekulargewichtsmarker, anhand ihrer 
charakteristischen Basenpaarlänge identifiziert.  

Zur Herstellung des Gels wurden 300 ml TBE-Puffer und 6 g Metaphor unter Rühren 

auf einer Wärmeplatte  bei 2500C für 20 min erhitzt, danach auf 700C abgekühlt und 

dann in die entsprechende Form gegossen. Dort kühlte das Gel 40 min aus und 

härtete anschließend noch mindestens 40 min bei 40C aus. Jeweils 1 µl PCR-

Amplifikate wurden mit 9 µl der Gel loading solution markiert, in eine Geltasche 

gegeben und 2 ! h einer Spannung von 120 V ausgesetzt. Zur Kontrolle der Größe 

der PCR-Amplifikate wurde der Molekulargewichtsmarker an den Anfang jeder 

Gelzeile auftragen. Anschließend wurde das Gel in 500 ml TBE-Puffer mit 25 µl 

Ethidiumbromid versetzt gefärbt. Die Auswertung der Banden erfolgte auf der UV-

Platte  (10 mW/cm2). Die PCR-Amplifikate wurden anhand ihrer Länge, die im 

Vergleich mit dem  Molekulargewichtsmarker ermittelt wurde, identifiziert. 

Die übliche Verifizierung der PCR-Amplifikate wurde im Anschluss an diese Arbeit als 

southern blot durchgeführt. Die PCR Amplifikate wurden auf eine Nylonmembran 

transferriert, anschließend mit einer chemisch luminiszierenden Gensonde markiert 

und auf Photopapier detektiert. Die Ergebnisse gingen nicht mehr in die Auswertung 

ein.  

4.2.9. Statistische Auswertung 

Ein positives Versuchsergebnis ist definiert als sichtbare Bande an der typischen 

Stelle im Gel, d.h. der Nachweis eines PCR-Amplifikats der  entsprechenden Länge 

laut Tabelle 8. Ein negatives Ergebnis ist als Fehlen dieser Bande definiert. Für die 

statistische Auswertung wurde einem positiven Versuchsergebnis der Wert 1, einem 

negativen der Wert 0 zugeordnet.    
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4.2.9.1. Fisher Test  

Um die prognostische Aussagekraft der untersuchten Marker statistisch zu prüfen,  

wurden die Patienten in einer 2x2 Kreuztabelle nach den Merkmalen Expression des 

Markers ja/nein und Rezidiv ja/nein gruppiert. Das folgende Schema zeigt die 

Einordnung der Patienten in der 2x2 Kreuztabelle.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 
Patienten, die den Marker 
nicht exprimieren und 
rezidivfrei überleben 

Patienten, die den Marker 
nicht exprimieren und ein 
Rezidiv erleiden 

Anzahl der  Patienten, 
die den Marker nicht 
exprimieren 

Expression

 

ja 
Patienten, die den Marker 
exprimieren und rezidivfrei 
überleben 

Patienten, die den Marker 
exprimieren und ein 
Rezidiv erleiden 

Anzahl der  Patienten, 
die den Marker 
exprimieren 

Gesamt 
Anzahl der  Patienten, die 
kein Rezidiv erleiden 

Anzahl der  Patienten, die 
ein Rezidiv erleiden 

Anzahl aller 
ausgewerteten Patienten

 

Tabelle 11: Eingruppierung der Patienten in der 2x2 Kreuztabelle nach den Merkmalen Rezidiv 
und Expression: Für den jeweils untersuchten Marker wurde die Expression mittels RT-PCR und 
anschließender Gelelektrophorese nachgewiesen/bzw. nicht nachgewiesen. Jedem Patienten wurden 
2 Merkmale zugeordnet: Expression ja/nein, späteres Auftreten eines Rezidivs ja/nein. Entsprechend 
der individuellen Merkmalskombination werden die Patienten in die 2x2 Kreuztabelle eingeordnet.  

Der Fisher Test untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten bzw. 

Ausbleiben eines Rezidivs und der Expression, bzw. Nicht-Expression der 

untersuchten Marker besteht (Volm et al., 1997). Der Zusammenhang gilt als 

signifikant - und damit der Marker als prognostisch aussagekräftig - wenn im 2-

seitigen Fisher Test p<=0,1 ist.  

Es gibt negativ und positiv prognostische Marker mit einseitiger oder zweiseitiger 

Aussage. In den folgenden Tabellen sind die verschiedenen Möglichkeiten 

beschrieben. Negativ prognostische Marker korrelieren mit dem Auftreten eines 

Rezidivs, positiv prognostische Marker mit rezidivfreiem Überleben. Die 

nachfolgenden Tabellen sind exemplarisch für die Ergebnisdarstellung.  
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4.2.9.1.1. Die Expression eines Markers korreliert mit dem Auftreten eines     

Rezidivs  (negativ prognostisch)   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 7 0 7 
Expression

 

ja 0 7 7 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p= 

Tabelle 12: Beispiel einer 2x2 Kreuztabelle für negativ prognostische Marker. Es handelt sich 
hier um einen zweiseitig negativ prognostischen Marker, d.h. die Expression korreliert mit dem 
Auftreten eines Rezidivs, die Nicht-Expression mit Rezidivfreiheit.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 7 2 9 
Expression

 

ja 0 5 5 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p= 

Tabelle 13: Beispiel einer 2x2 Kreuztabelle für negativ prognostische Marker. Es handelt sich 
hier um einen einseitig negativ prognostischen Marker, d.h. die Expression korreliert mit dem Auftreten 
eines Rezidivs; Nicht-Expression tritt bei Nicht-Rezidiv- und Rezidivpatienten auf und erlaubt keine 
prognostische Aussage.   

4.2.9.1.2. Die Expression eines Markers korreliert mit dem Ausbleiben eines    

Rezidivs  (positiv prognostisch)   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 0 7 7 
Expression

 

ja 7 0 7 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p= 

Tabelle 14: Beispiel einer 2x2 Kreuztabelle für positiv prognostische Marker. Es handelt sich hier 
um einen zweiseitig positiv prognostischen Marker, d.h. die Expression korreliert mit Rezidivfreiheit; 
Nicht-Expression korreliert mit dem Auftreten eines Rezidivs.   
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Rezidiv 

 
kein Rezidiv Rezidiv 

Gesamt 

nein 2 7 9 
Expression

 
ja 5 0 5 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p= 

Tabelle 15: Beispiel einer 2x2 Kreuztabelle für positiv prognostische Marker. Es handelt sich hier 
um einen einseitig positiv prognostischen Marker, d.h. die Expression korreliert mit Rezidivfreiheit; 
Nicht-Expression tritt bei Rezidivpatienten und rezidivfrei überlebenden Patienten auf und erlaubt 
keine prognostische Aussage.   

4.2.9.1.3. Die Nicht-Expression eines Markers korreliert mit dem Auftreten 
eines Rezidivs  (negativ prognostisch)   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 0 5 5 
Expression

 

ja 7 2 9 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p= 

Tabelle 16: Beispiel einer 2x2 Kreuztabelle für negativ prognostische Marker. Es handelt sich 
hier um einen einseitig negativ prognostischen Marker, d.h. Nicht-Expression korreliert mit Rezidiv, 
aber Expression tritt bei rezidivfrei überlebenden Patienten und Rezidivpatienten auf und erlaubt keine 
prognostische Aussage.   

4.2.9.1.4. Die Nicht-Expression eines Markers korreliert mit dem Ausbleiben     

eines Rezidivs  (positiv prognostisch)   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 5 0 5 
Expression

 

ja 2 7 9 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p= 

Tabelle 17: Beispiel einer 2x2 Kreuztabelle für positiv prognostische Marker. Es handelt sich hier 
um einen einseitig positiv prognostischer Marker, d.h. die Nicht-Expression korreliert mit 
Rezidivfreiheit, aber Expression tritt bei Rezidivpatienten und rezidivfrei überlebenden Patienten auf 
und erlaubt keine prognostische Aussage.  
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4.2.10.2. Mc Nemar Test  

Von 14 Patienten war ausreichend Material vorhanden um die Expression nach 

vorangegangener Stimulation zu untersuchen. Die  Blasten wurden für 2h mit IL1, IL6 

und Ionomycin stimuliert. Für den direkten Vergleich wurden Zellen 2h im 

Brutschrank ohne Zusatz von Stimulans inkubiert  (=unstimuliert). Somit gelten 

dieselben Latenzzeiten für die Zytokinexpressionen und die selben 

Umgebungsbedingungen  (Inkubation im Brutschrank, Ruhephase und Erholung  

der Zellen nach der Aufarbeitung).  In einer 2x2  Kreuztabelle werden die Ergebnisse 

der unstimulierten und der stimulierten Expression gegenübergestellt. Der Mc Nemar 

Test prüft die Änderung der Merkmalsverteilung  (hier Expression, bzw.  Nicht-

Expression eines Markers) in der 2x2 Kreuztabelle bei verändertem Versuchsaufbau  

(hier kultiviert, bzw. verschiedene Stimulationen). Konkret: Ändert eine Stimulation 

signifikant die Expression einer untersuchten Substanz  (vorher 

 

nachher).  Tabelle 

18 zeigt die verschiedenen Möglichkeiten, die sich nach  vorheriger Stimulation  der 

Blasten ergeben können.   

Expression unstimuliert kultivierter Zellen 

 

nein ja 
Gesamt 

nein 

Patienten, die weder 
unstimuliert noch nach 
Stimulation den Marker 
exprimieren 

Patienten, die unstimuliert 
nicht, aber nach 
Stimulation den Marker 
exprimieren 

Anzahl der Patienten, 
die nach Stimulation 
den Marker nicht 
exprimieren Expression 

nach 
Stimulation 

ja 

Patienten, die unstimuliert 
den Marker exprimieren, 
aber nach Stimulation 
nicht mehr exprimieren 

Patienten, die sowohl 
unstimuliert als auch 
stimuliert den Marker 
exprimieren 

Anzahl der Patienten, 
die nach Stimulation 
den Marker 
exprimieren 

Gesamt 
Anzahl der Patienten, die 
unstimuliert den Marker 
nicht exprimieren 

Anzahl der Patienten, die 
unstimuliert den Marker 
exprimieren 

Anzahl aller 
untersuchter Patienten

 

Tabelle 18: 2x2 Kreuztabelle: Einfluss der Stimulatoren auf die Expression der Blasten. Die 
Blasten wurden mit verschiedenen Substanzen stimuliert und anschließend wurden mittels RT-PCR 
die Expression der bereits beschriebenen Stoffe untersucht. Vergleicht man das Expressionsmuster 
der Blasten in unstimuliertem und stimuliertem Zustand, lässt sich der Einfluss der Stimulantien auf die 
Expression beurteilen.  

Stimulantien können die Expression eines Markers fördern, d.h. vor Stimulation fehlt die Expression, 
nach Stimulation ist eine Expression nachweisbar. Sie können aber auch hemmend wirken, d.h. eine 
unstimuliert nachweisbare Expression ist nach Stimulation nicht mehr vorhanden.  

Verschiedene Aussagemöglichkeiten ergeben sich. Ein Stimulans kann die 

Expression fördern, d.h. in unstimuliertem Zustand ist keine Expression nachweisbar, 

nach Stimulation ist die Expression nachweisbar. Auch ein hemmender Effekt des 

Stimulans ist möglich. Das bedeutet, eine in unstimuliertem Zustand nachweisbare 
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Expression ist  nach Stimulation nicht mehr vorhanden. Stimulantien, die keinen 

Effekt haben, verändern die Expression nicht. Das heißt eine unstimuliert 

nachweisbare Expression bleibt auch nach Stimulation nachweisbar, eine 

unstimuliert fehlende Expression ist auch nach Stimulation nicht vorhanden. 
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5. Ergebnisse und Auswertung  

Zytokine, Onkogene und Oberflächenmoleküle können Entstehung, Pathophysiologie 

und Verlauf einer Leukämie beeinflussen. Sie spielen eine Rolle bei der malignen 

Transformation von Zellen, der Proliferation von Leukämiezellen, der Apoptose und 

der antileukämischen Immunantwort. Ihre Wirkung ist jedoch ambivalent, d.h. sie 

können das Krankheitsgeschehen propagieren oder inhibieren und die Dynamik des 

Krankheitsverlaufs widerspiegeln. Ihre Expression kann mit dem weiteren 

Krankheitsverlauf, d.h. dem Ausbleiben oder Auftreten eines Rezidivs, assoziiert 

sein.  

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster von ausgesuchten 

Zytokinen, Onkogenen und Oberflächenmolekülen in leukämischen Blasten bei 26 

Kindern mit einer cALL untersucht. Aus Knochenmark, das im Rahmen der initialen 

diagnostischen Punktion gewonnen wurde, wurde mRNA isoliert. Die Expression  der 

Faktoren wurde mittels  Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion  (RT-

PCR) analysiert. Diese Methode wurde gewählt, weil sie die in der Zelle aktivierten 

Proteine erfasst und durch ihre hohe Sensitivität, auch bei nur in geringer Quantität 

vorhandenem Untersuchungsmaterial, eine genaue Auswertung ermöglicht.  

Die Expression der Zytokine IL1

 

und , IL2, IL4, IL6, IL10, LIF, TGF

 

und TNF ,  

der Oberflächenmolekülen und Rezeptoren  (CD40R, CD40L, IL2R, IL6R) und der 

Onkogene c-fos, c-myc wurde analysiert. Wir haben untersucht, ob die Expression 

dieser Proteine, in Zusammenhang mit dem späteren Auftreten eines Rezidivs steht 

und damit prognostische Aussagekraft besitzt. 

Die Homeostase normaler Zellen beinhaltet die Kontrolle des Wachstums- und 

Differenzierungspotentials und der Apoptose. Zytokine steuern in einem fein 

abgestimmten Netzwerk diesen Prozess und verändern den Aktivierungszustand der 

Zellen. In leukämischen Zellen funktioniert die Regulation des 

Entwicklungsprogramms nicht, was zu autonomem Wachstum, klonaler Expansion 

und Resistenz gegenüber Apoptose führen kann. So sind z.B. für IL1 und IL6 

autokrine Wachstumsschleifen beschrieben. Wir haben bei einem Teil der Patienten 

die Zellen kultiviert, mit IL1, IL6 und Ionomycin stimuliert und die Änderung des 

Zytokinexpressionsprofils untersucht.  
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5.1. Zusammenhang zwischen Expression und Rezidiv  

Ziel der Arbeit war es, prognostische Marker  (Expressionsmuster) zu finden, die 

bereits bei Diagnosestellung erfasst werden und Hinweise auf die Prognose geben 

können. Hierfür wurde die Expression der oben beschriebenen Zytokine, 

Oberflächenmoleküle und Onkogene untersucht. Das Expressionsmuster der 

unkultivierten, kultivierten und stimulierten Zellen wurde dem späteren Auftreten, 

bzw. Ausbleiben eines Rezidivs gegenübergestellt und hinsichtlich seiner 

prognostischen Aussagekraft überprüft  (siehe auch Material und Methoden Tabelle 

9). Im Folgenden sind die interessanten Ergebnisse, sortiert nach der Expression der 

untersuchten Proteine aufgeführt.  

5.1.1. Interleukin 4 Expression und Rezidiv 

Die Expression von IL4 wurde untersucht, weil es die Proliferation von BCP-

Leukämiezellen hemmt und die Apoptose fördert (Manabe et al., 1994; Okabe et al., 

1991; Pandrau et al., 1992) und somit einen positiven Einfluss auf den 

Krankheitsverlauf haben könnte. In Tabelle 19 ist die IL4 Expression der 

unkultivierten Blasten dem Auftreten eines Rezidivs gegenübergestellt.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 9 9 18 
Expression

 

ja 8 0 8 

Gesamt 17 9 26 

2-seitiger Fisher Test p=0,023 

Tabelle 19: Zusammenhang zwischen unkultivierter IL4 Expression und dem Auftreten eines 
Rezidivs. Der Nachweis von IL4 in den unkultivierten Blasten mittels RT-PCR wurde in Relation zum 
späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Bei keinem Patienten, der IL4 exprimierte trat ein Rezidiv 
auf. Der  Fisher Test wies einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Expression von 
IL4 und rezidivfreiem Überleben nach.  

Die Ergebnisse zeigen, dass Patienten, die IL4 exprimieren kein Rezidiv erleiden. 

Eine fehlende Expression von IL4 kann sowohl bei Patienten, die ein Rezidiv erleiden  

(9/9) wie auch bei Patienten, die kein Rezidiv erleiden  (9/17), vorkommen. Die IL4 

Expression ist in dem untersuchten Patientenkollektiv ein statistisch signifikanter, 

positiv prognostischer Marker. Nach Kultivierung für 2h  (ohne Zusatz von 

Stimulantien) wird IL4 nur von 2/7 rezidivfrei überlebenden Patienten exprimiert. Dies 
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könnte darauf hinweisen, dass das Maximum der IL4 Expression in den Zellen zu 

einem früheren Zeitpunkt  (<2h) liegt und die Expression anschließend wieder 

abnimmt. 

Es ist denkbar, dass Aktivierung der Blasten durch proliferativ wirkende Faktoren wie 

IL1 und IL6 oder auch Ionomycin, die Expression protektiver Faktoren wie IL4 

hemmt. Nach IL1 und Ionomycin Stimulation exprimieren nur 2/7 rezidivfrei 

überlebenden Patienten IL4; es ist keine Korrelation mit rezidivfreiem Überleben 

nachweisbar  (jeweils p=1,0). 

In Tabelle 20 ist die IL4 Expression nach Stimulation der Blasten mit IL6 dem 

Auftreten eines Rezidivs gegenübergestellt.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 4 7 11 
Expression

 

ja 3 0 3 

Gesamt 7 7 14 

Im 2-seitigen Fisher Test p=0,192 

Tabelle 20: Zusammenhang zwischen IL4 Expression nach IL6 Stimulation und dem Auftreten 
eines Rezidivs. Der Nachweis von IL4 in den mit IL6 stimulierten Blasten mittels RT-PCR wurde in 
Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Kein Patient, der IL4 exprimierte erlitt ein 
Rezidiv. Allerdings war dieser Zusammenhang im  Fisher Test nicht statistisch signifikant  (p=0,192).   

3/7 rezidivfrei überlebenden Patienten exprimieren IL4, allerdings fehlt bei 4/7 die IL4 

Expression. Kein Patient, der rezidiviert, exprimiert IL4. Die Stimulation mit IL6 

scheint die Expression von IL4 weniger zu beeinträchtigen als die Stimulation mit IL1 

und Ionomycin.  

5.1.2. Interleukin 6 Expression und Rezidiv 

IL6 wirkt als auto- und parakriner Wachstumsfaktor bei verschiedenen malignen 

lymphatischen Erkrankungen (Preti et al., 1997), hohe IL6 Zytokinspiegel korrelieren  

mit ungünstiger klinischer Prognose (Fayad et al., 2001). In unserem Kollektiv zeigt 

sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen IL6 Expression und ungünstiger 

Prognose. In der folgenden Tabelle ist die IL6 Expression der unkultivierten Blasten 

dem Auftreten eines Rezidivs gegenübergestellt.  
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Rezidiv 

 
kein Rezidiv Rezidiv 

Gesamt 

nein 15 5 20 
Expression

 

ja 2 4 6 

Gesamt 17 9 26 

2-seitigen Fisher Test p=0,138 

 

Tabelle 21: Zusammenhang zwischen unkultivierter IL6 Expression und dem Auftreten eines 
Rezidivs. Der Nachweis von IL6 in den unkultivierten Blasten mittels RT-PCR wurde in Relation zum 
späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. IL6 wurde v.a. von Rezidivpatienten exprimiert, der Großteil 
der rezidivfrei überlebenden Patienten exprimierte kein IL6. Diese Korrelation erwies sich im Fisher 
Test als nicht statistisch signifikant  (p=0,138).  

In unkultiviertem Zustand wird IL6 überwiegend von Rezidivpatienten exprimiert. 4/9 

Rezidivpatienten exprimieren IL6, nur 2/17 rezidivfrei überlebenden Patienten 

exprimieren IL6.  

Stimulation mit potentiellen Wachstumsfaktoren wie IL1 und IL6 könnte, im Sinne 

einer autokrinen Wachstumsschleife, die IL6 Expression weiter steigern. Für IL1

 

ist 

eine stimulierende Wirkung auf die IL6 Produktion in leukämischen Blasten 

beschrieben (Apte and Voronov, 2002).  Die Gegenüberstellung von IL6 Expression, 

nach vorangegangener Stimulation mit IL1, zeigt die folgende Tabelle.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 7 3 10 
Expression

 

ja 0 4 4 

Gesamt 7 7 14 

Im 2-seitigen Fisher Test p=0,07 

Tabelle 22: Zusammenhang zwischen der IL6 Expression nach vorheriger Stimulation mit IL1 
und dem Auftreten eines Rezidivs. Der Nachweis von IL6 in den mit IL1 stimulierten Blasten mittels 
RT-PCR wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Wie in der 2x2 
Kreuztabelle dargestellt, wurde IL6 ausschließlich von Rezidivpatienten exprimiert, alle rezidivfrei 
überlebenden Patienten exprimierten kein IL6. Im Fisher Test erwies sich dieser Zusammenhang als 
statistisch signifikant  (p=0,07). Die IL6 Expression nach IL1 Stimulation ist ein negativer 
prognostischer Marker.  

Alle Patienten, die IL6 exprimieren, erleiden ein Rezidiv, allerdings exprimieren 3/7 

Rezidivpatienten kein IL6. Die IL6 Expression ist ein negativer prognostischer 

Marker. Kein rezidivfrei überlebender Patient exprimiert IL6  (7/7). IL1 scheint die IL6 
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Expression zu stimulieren, 4/7 Rezidivpatienten exprimieren nach IL1 Stimulation IL6, 

im Gegensatz zu 4/9 Patienten im nativen Zustand. 

Die folgende Tabelle stellt die IL6 Expression, nach vorangegangener Stimulation mit 

Ionomycin, dem Auftreten eines Rezidivs gegenüber.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 7 4 11 
Expression

 

ja 0 3 3 

Gesamt 7 7 14 

Im 2-seitigen Fisher Test p=0,192 

Tabelle 23: Zusammenhang zwischen der IL6 Expression nach vorheriger Stimulation mit 
Ionomycin und dem Auftreten eines Rezidivs. Der Nachweis von IL6 in den mit Ionomycin 
stimulierten Blasten mittels RT-PCR wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. 
Wie in der 2x2 Kreuztabelle dargestellt, wurde IL6 ausschließlich von Rezidivpatienten exprimiert, alle 
rezidivfrei überlebenden Patienten exprimierten kein IL6. Allerdings war dieser Zusammenhang im  
Fisher Test nicht statistisch signifikant  (p=0,192).   

Auch nach Ionomycin Stimulation exprimieren nur Rezidivpatienten IL6; dieser 

Zusammenhang ist jedoch statistisch nicht signifikant  (p=0,192). Die Aktivierung 

über Ionomycin steigert die IL6 Expression im Vergleich zum Nativzustand nicht. 

In den übrigen Versuchen, kultiviert ohne Stimulans und nach IL6 Stimulation, ließ 

sich keine Korrelation zwischen der IL6 Expression und dem Auftreten eines Rezidivs 

herstellen.  

5.1.3. Interleukin 10 Expression und Rezidiv 

IL10 spielt eine Rolle bei der Pathogenese maligner Lymphoproliferation (Khatri and 

Caligiuri, 1998) und wirkt als autokriner Wachstumsfaktor bei verschiedenen 

malignen B-Zell Erkrankungen  (ALL, CLL, Burkitt Lymphom, AIDS assoziierte 

Lymphome) (Fayad et al., 2001). Außerdem hemmt IL10 eine effektive spezifische 

anti-Tumor Antwort (De Vita et al., 1999), wodurch es zu einer Akkumulation von 

Leukämiezellen kommen kann (Schulz et al., 2001). Die Expression von IL10 könnte 

ein negativer prognostischer Marker sein. In Tabelle 24 ist die IL10 Expression der 

kultivierten, unstimulierten Blasten dem Auftreten eines Rezidivs gegenübergestellt.  
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Rezidiv 

 
kein Rezidiv Rezidiv 

Gesamt 

nein 6 2 8 
Expression

 

ja 1 5 6 

Gesamt 7 7 14 

2-seitiger Fisher Test p=0,103 

Tabelle 24: Zusammenhang zwischen der IL10 Expression in kultivierten, unstimulierten 
Blasten und dem Auftreten eines Rezidivs. Der Nachweis von IL10 in den kultivierten, 
unstimulierten Blasten mittels RT-PCR wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs 
gesetzt. IL10 Expression fand sich fast ausschließlich bei Rezidivpatienten, eine fehlende Expression 
vorwiegend bei rezidivfrei überlebenden Patienten. Im zweiseitigen Fisher Test war p=0,103, d.h. es 
zeigt sich eine mögliche Korrelation, der Zusammenhang ist aber nicht statistisch signifikant.   

IL10 wird in unserem Patientenkollektiv vorwiegend von Rezidivpatienten exprimiert. 

5/6 Patienten, die IL10 exprimieren, erleiden ein Rezidiv. Eine fehlende IL10 

Expression findet sich vorwiegend bei rezidivfrei überlebenden Patienten. 6/8 

Patienten, die kein IL10 exprimieren erleiden kein Rezidiv. Für 11/14 Patienten 

stimmt eine Zuordnung nach dem IL10 Expressionmuster mit dem späteren Auftreten 

bzw. Ausbleiben eines Rezidivs überein. Nur ein Nicht-Rezidivpatient exprimiert IL10, 

bzw. 2 Rezidivpatienten exprimieren kein IL10. Die IL10 Expression könnte ein 

negativer prognostischer Marker, bzw. eine fehlende IL10 Expression ein positiv 

prognostischer Marker sein. Es lässt sich jedoch keine statistische Signifikanz 

nachweisen. Die Aussage muss an einem größeren Kollektiv verifiziert werden. 

Ohne Kultivierung sowie nach IL1 und IL6 Stimulation besteht kein Zusammenhang 

zwischen der IL10 Expression und dem Auftreten eines Rezidivs  (p=1,0). Es 

exprimieren mehr Nicht-Rezidivpatienten und weniger Rezidivpatienten IL10: 

unkultiviert 5/2 Nicht-Rezidivpatienten und 4/7 Rezidivpatienten, nach IL1 Stimulation 

3/7 Nicht-Rezidiv Patienten und 4/7 Rezidiv Patienten, nach IL6 Stimulation 2/7 

Nicht-Rezidiv Patienten und 2/7 Rezidiv Patienten. Insgesamt scheint IL6 die IL10 

Expression zu verringern  (4/14 vs. 6/14 unstimuliert kultiviert). Nach Ionomycin 

Stimulation wird IL10 zwar von der Mehrzahl  (4/7) der Rezidivpatienten exprimiert 

und der Mehrzahl  (5/7) der rezidivfrei überlebenden Patienten nicht exprimiert. Es 

lässt sich aber keine statistische Signifikanz nachweisen  (p=0,592).  
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5.1.4. Interleukin IL1 Expression und Rezidiv

 
Eine Beteiligung von IL1 an der Leukämiogenese durch Verlust von 

Kontrollmechanismen während der Proliferation von multipotenten hämatopoetischen 

Stammzellen wird diskutiert (Apte and Voronov, 2002). Parakrine 

Wachstumsschleifen sind beschrieben: Von leukämischen Blasten sezerniertes IL1

 

induziert die Produktion anderer proliferativ wirkender  hämatopoetischer Zytokine in 

malignen Zellen und KM Stromazellen (Apte and Voronov, 2002).  In Tabelle 25 ist 

die IL1

 

Expression der Blasten, nach vorheriger Stimulation mit Ionomycin, dem 

Auftreten eines Rezidivs gegenübergestellt.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 
Gesamt 

nein 6 2 8 
Expression

 

ja 1 5 6 

Gesamt 7 7 14 

Im 2-seitigen Fisher Test p=0,103 

Tabelle 25: Zusammenhang zwischen der IL1

 

Expression nach Stimulation mit Ionomycin und 

dem Auftreten eines Rezidivs. Der Nachweis von IL1

 

in den mit Ionomycin stimulierten Blasten 
mittels RT-PCR wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. IL1

 

Expression 
fand sich fast ausschließlich bei Rezidivpatienten exprimiert, eine fehlende Expression vorwiegend bei 
rezidivfrei überlebenden Patienten. Im zweiseitigen Fisher Test war p=0,103, d.h. es zeigt sich eine 
mögliche Korrelation, der Zusammenhang ist aber nicht statistisch signifikant. Die IL1

 

Expression 
könnte ein negativer prognostischer Marker, eine fehlende Expression ein positiv prognostischer 
Marker sein.  

IL1

 

Expression findet sich v.a. bei Rezidivpatienten. 5/6 Patienten, die IL1

 

exprimieren, erleiden ein Rezidiv. Eine fehlende IL1

 

Expression liegt gehäuft bei  

rezidivfrei überlebenden Patienten vor. 6/8 Patienten, die kein IL1

 

exprimieren, 

erleiden kein Rezidiv. Für 11/14 Patienten stimmt die Zuordnung in die Rezidiv-, bzw. 

Nicht-Rezidivgruppe nach IL1

 

Expressionmuster mit dem späteren Auftreten, bzw. 

Ausbleiben eines Rezidivs überein. Nur ein Nicht-Rezidivpatient exprimiert IL1 , bzw. 

2 Rezidivpatienten exprimieren kein IL1 . Jedoch ist dieser Zusammenhang nicht 

statistisch signifikant. In unkultiviertem Zustand besteht keine Korrelation zwischen 

der IL1

 

Expression und dem Auftreten eines Rezidivs. Unstimuliert kultiviert wird 

IL1

 

zwar von der Mehrzahl  (4/7) der Rezidivpatienten exprimiert und der Mehrzahl  

(5/7) der rezidivfrei überlebenden Patienten nicht exprimiert. Es lässt sich aber keine 

statistische Signifikanz nachweisen  (p=0,592). 
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Nach IL1 Stimulation exprimieren mehr Rezidivpatienten  (4/7) als Nicht-

Rezidivpatienten  (3/7) IL1 ; es besteht aber keine statistische Signifikanz  (p=1,0). 

Nach IL6 Stimulation exprimieren insgesamt mehr Patienten IL6  (10/14), jedoch 

Patienten, die kein Rezidiv erleiden ebenso wie Rezidivpatienten  (jeweils 5). Damit 

lässt sich keine Korrelation zwischen Expression und Rezidiv nachweisen.  

5.1.5. Interleukin 2 Expression und Rezidiv 

Interleukin 2 besitzt unspezifische und spezifische anti-Tumor Aktivität. In vitro 

werden Leukämiezellen durch IL2 aktivierte NK Zellen und oder AG spezifische T 

Zellen abgetötet (Atkins, 2002). In Tabelle 26 ist die IL2 Expression der Blasten nach 

vorheriger Stimulation mit IL1 dem Auftreten eines Rezidivs gegenübergestellt.   

Rezidiv 

 

kein Rezidiv Rezidiv 

Gesamt 

nein 4 7 11 
Expression

 

ja 3 0 3 

Gesamt 7 7 14 

Im 2-seitigen Fisher Test p=0,192 

Tabelle 26: Zusammenhang zwischen der IL2 Expression nach Stimulation mit IL1 und dem 
Auftreten eines Rezidivs. Der Nachweis von IL2 in den mit IL1 stimulierten Blasten mittels RT-PCR 
wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Kein Patient, der IL2 exprimierte, 
erlitt ein Rezidiv. Allerdings war dieser Zusammenhang im  Fisher Test nicht statistisch signifikant  
(p=0,192).   

IL2 wird ausschließlich von Nicht-Rezidivpatienten exprimiert. Dieser 

Zusammenhang ist nicht statistisch signifikant. Bei allen Rezidivpatienten fehlt die IL2 

Expression. 

In den übrigen Versuchen zeigt sich unkultiviert, nach IL6 und Ionomycin Stimulation 

ebenfalls, dass IL2 vorwiegend von rezidivfrei überlebenden Patienten exprimiert 

wird. Der Zusammenhang ist aber nicht statistisch signifikant  (unkultiviert p =0,576,  

nach IL6 Stimulation p=0,462, nach Ionomycin Stimulation p=1,0). Unstimuliert 

kultiviert exprimiert kein Patient IL2.    
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5.1.6. Zytokine, Onkogene und Oberflächenmoleküle, deren Expression nicht    

in Zusammenhang mit dem Auftreten eines Rezidivs stehen 

IL1  wird sowohl von Rezidiv- als auch Nicht-Rezidivpatienten exprimiert. Unkultiviert 

exprimieren 9 der 26 Patienten IL1 , 7/17 Nicht-Rezidivpatienten und  2/9 

Rezidivpatienten. Die IL1

 
Expression besitzt somit keine prognostische 

Aussagekraft. Der IL6 Rezeptor

 

wird von 16 von 17 Patienten konstitutiv exprimiert.  

Die Onkogene c-fos

 

und c-myc

 

werden von allen 17 untersuchten Patienten 

exprimiert. Diese Marker haben wir deshalb nach den ersten 17 Patienten nicht 

weiter untersucht. Der CD40 Rezeptor

 

wird ebenfalls von der Mehrzahl der Patienten 

exprimiert. Bei 22/26 Patienten war die Expression in unkultiviertem Zustand 

nachweisbar. Auch für die Expression des  CD40 Liganden

 

lässt sich keine 

Korrelation zum späteren Auftreten eines Rezidivs herstellen. In unkultiviertem 

Zustand wird der CD40 Ligand von 14/17 Nicht-Rezidivpatienten und 8/9 

Rezidivpatienten exprimiert. Für LIF

 

und TGF

 

lässt sich ebenfalls kein eindeutiger 

Zusammenhang mit dem Auftreten eines Rezidivs herstellen. In unkultiviertem 

Zustand wird LIF von 6/17 Nicht-Rezidivpatienten und 6/9 Rezidivpatienten 

exprimiert, TGF

 

von 13/17 Nicht-Rezidivpatienten und 7/9 Rezidivpatienten. Für 

TNF

 

war in den hier vorliegenden Untersuchungen nur bei 1/26 Patienten in der 

Gelelektrophorese eine eindeutige Bande nachweisbar. TNF

 

wird v.a. von 

Makrophagen und T Zellen produziert (Vassalli, 1992), müsste also von 

mononukleären Zellen des peripheren Blutes oder T Zellinien exprimiert werden . In 

den Vorversuchen an peripherem Blut und Zellinien  (u.a. Jurkat, einer T Zell 

Leukämie Zellinie) war TNF

 

nur selten und schwach nachzuweisen, gleichzeitig 

waren für andere primer und die Positivkontrollen eindeutige Amplifikate 

nachweisbar. Als Ursache hierfür ist am ehesten ein  technisches Problem des TNF

 

primers anzunehmen.   

5.1.7. Einfluss des Blastenanteils im untersuchten Material auf das   

Expressionsmuster 

Der Blastenanteil, bezogen auf die mononukleäre Zellfraktion, lag im untersuchten 

Material zwischen 30% und 95%  (Mittelwert 83%). Bei 23/26 untersuchten Patienten 

waren mindestens 75% Blasten nachweisbar, bei den 3 Patienten  (im folgenden 

P14, 18 und 26) mit dem niedrigsten Blastenanteil im Untersuchungsmaterial lag der 

Blastenanteil bei 53%, bzw. 30%, bzw. 70%. Bei diesen 3 Patienten lag nicht 
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ausreichend Material für Stimulationsversuche vor; es wurde daher nur das native 

Expressionsmuster untersucht. Damit beeinflussen diese Patienten auch nicht die 

Ergebnisse der Stimulationsversuche. 

Nachfolgend werden die interessanten Untersuchungsergebnisse noch einmal für 

diese Patienten gesondert betrachtet, um festzustellen, ob der geringe Blastenanteil 

und damit gleichzeitig höhere Anteil an MNC - insbesondere T Zellen - Einfluss auf 

die Untersuchungsergebnisse hat, bzw. die Ergebnisse dieser Patienten sich von 

denen des Gesamtkollektivs unterscheiden.  

Die IL4 Expression korreliert in unseren Untersuchungen mit rezidivfreiem 

Überleben. In der Gruppe der Patienten mit niedrigem Blastenanteil  (<75%) 

exprimiert ein Patient mit einem Blastenanteil von 30%, entgegen dem 

Expressionsmuster der rezidivfrei überlebenden Patienten, kein IL4, was auf den 

geringeren Blastenanteil zurückzuführen sein könnte.   

Patient

 

Blastenanteil

 

Rezidiv

 

IL4 Expression unkultivierter Zellen 

P14 53% 1 0 

P18 30% 0 0 

P26 70% 1 0 

Tabelle 27: IL4 Expression unkultivierter Zellen bei Patienten mit geringem Blastenanteil  
(<75%) im untersuchten Material. Der Nachweis von IL4 in den unkultivierten Blasten mittels RT-
PCR wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Im Gesamtkollektiv zeigt sich 
eine Korrelation zwischen der IL4 Expression und rezidivfreiem Überleben. P18, mit einem 
Blastenanteil von 30%, zeigt keine IL4 Expression, trotz rezidivfreien Überlebens und fällt damit aus 
dem Expressionsmuster des Gesamtkollektivs heraus.  

Die IL6 Expression zeigt im Gesamtkollektiv eine mögliche Korrelation zum späteren 

Auftreten eines Rezidivs. In der Gruppe der Patienten mit niedrigem Blastenanteil  

(<75%) exprimiert Patient 26  (70% Blasten im Untersuchungsmaterial), bei dem im 

Verlauf ein Rezidiv diagnostiziert wird, IL6. Bei Patient 14, mit einem Blastenanteil 

von 53%, der ebenfalls später ein Rezidiv erleidet,  fehlt der Expressionsnachweis für 

IL6. Dies könnte wiederum auf den geringen Blastenanteil zurückzuführen sein.  
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Patient

 
Blastenanteil

 
Rezidiv

 
IL6 Expression unkultivierter Zellen 

P14 53 1 0 

P18 30 0 0 

P26 70 1 1 

Tabelle 28: IL6 Expression unkultivierter Zellen bei Patienten mit geringem Blastenanteil  
(<75%) im untersuchten Material. Der Nachweis von IL6 in den unkultivierten Blasten mittels RT-
PCR wurde in Relation zum späteren Auftreten eines Rezidivs gesetzt. Im Gesamtkollektiv zeigt sich 
eine mögliche Korrelation zwischen der IL6 Expression und späterem Auftreten eines Rezidivs. P14, 
mit einem Blastenanteil von 53%, zeigt keine IL6 Expression, trotz späteren Auftretens eines Rezidivs 
und fällt damit aus dem Expressionsmuster des Gesamtkollektivs.  

5.1.8. Zusammenfassung der Ergebnisse über den Zusammenhang von     

Expression und Rezidiv 

Die Expression oder auch Nicht-Expression kann mit dem rezidivfreien Überleben 

oder Auftreten eines Rezidivs korrelieren und damit prognostische Aussagekraft 

besitzen. In unseren Untersuchungen haben sich einige interessante Kandidaten 

herausgestellt.  

In Tabelle 29 ist die prognostische Aussage der Expression, bzw. Nicht-Expression 

der untersuchten Marker zusammengefasst:  

Prognostische Aussage der untersuchten Marker Fisher Test 

IL1

 

keine Aussage möglich  

IL1

 

Expression korreliert fraglich mit negativer Prognose 

Nicht-Expression korreliert fraglich mit positiver Prognose 

P=0,1 

IL2 Expression korreliert fraglich mit positiver Prognose P=0,19 

IL4  Expression =positiv prognostisch P=0,02 

IL6 Expression =negativ prognostisch P=0,07 

IL6R keine Aussage möglich  

IL10   Expression korreliert fraglich mit negativer Prognose 

Nicht-Expression korreliert fraglich mit positiver Prognose 

P=0,1 

CD40L  keine Aussage möglich  

CD40R  keine Aussage möglich  

c-fos keine Aussage möglich  

c-myc  keine Aussage möglich  
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LIF keine Aussage möglich   

TGF

 
keine Aussage möglich  

TNF

 
keine Aussage möglich  

Tabelle 29: prognostische Aussage der untersuchten Parameter hinsichtlich des 
Rezidivrisikos. Die Expressionsdaten der aufgeführten Marker wurden mittels des Fisher Tests in 
Bezug zum klinischen Verlauf gesetzt. Expression, aber auch fehlende Expression, können mit dem 
Ausbleiben oder Auftreten eines Rezidivs korrelieren, d.h. positiv oder negativ prognostische 
Aussagekraft besitzen. Als aussagekräftig wurden Marker gewertet, bei den p<0,1 im zweiseitigen 
Fisher Test. Für p zwischen 0,1 und 0,2 wurde der Zusammenhang als fragliche Korrelation ohne 
statistische Signifikanz beschrieben. Für p>0,2 wurden die Werte nicht aufgeführt.  

Die Expression von IL4, eine fehlende Expression von IL1

  

(nach Ionomycin 

Stimulation) und von IL10  (unstimuliert kultiviert) sowie die Expression  von IL2  

(nach IL1 Stimulation) finden sich häufiger bei Patienten, die kein Rezidiv erleiden. 

Die stärkste prognostische Aussagekraft hat die spontane IL4 Expression der 

unkultivierten Zellen.  Sie ist statistisch signifikant (p =0,02 im 2-seitigen Fisher Test) 

mit dem rezidivfreien Überleben der Patienten assoziiert. Kein Patient der initial IL4 

exprimiert erleidet später ein Rezidiv. Ebenfalls mit positiver Prognose könnten die 

fehlende Expression von IL1

 

und IL10 assoziiert sein  (p =0,1 im 2-seitigen Fisher 

Test). Auch die Expression von IL2 ist ein Merkmal, das sich nur bei Nicht-

Rezidivpatienten findet. Es lässt sich aber keine statistische Signifikanz nachweisen  

(p =0,19 im 2-seitigen Fisher Test). 

Bei Rezidivpatienten findet man häufiger die Expression von IL6  (nach IL1 und 

Ionomycin Stimulation), die Expression von IL1

  

(nach Ionomycin Stimulation) und 

die Expression von IL10  (unstimuliert kultiviert). Die Expression von IL6 ist ein 

negativ prognostischer Marker und korreliert mit dem Auftreten eines Rezidivs   

(p =0,07 im 2-seitigen Fisher Test). Patienten, die kein Rezidiv erleiden, exprimieren 

kein IL6. Auch die Expression von IL1

 

und IL10 sind Proteine, die fast 

ausschließlich von Rezidivpatienten exprimiert werden  (p =0,1 im 2-seitigen Fisher 

Test). IL1

 

und IL10 könnten für beide Patientengruppen von prognostischer 

Aussagekraft sein: Bei  Nicht-Rezidivpatienten fehlt überwiegend die Expression; 

Rezidivpatienten exprimieren in der Mehrzahl IL1  und IL10.   
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5.2. Expressionsmusters vor und nach Stimulation  

Von 14 Patienten wurden die  Blasten für 2h kultiviert, mit IL1, IL6 und Ionomycin 

stimuliert und anschließend das Expressionsmuster untersucht. Mit dem Mc Nemar 

Test wurde verifiziert, ob eine bestimmte Stimulation eine signifikante Änderung der 

Expressionsmuster bewirkt.  In einer 2x2  Kreuztabelle wird die stimulierte der 

unstimulierten Expression gegenübergestellt  (siehe auch Material und Methoden 

Tabelle 16).  

5.2.1. Veränderung der IL6 Expression nach IL6 Stimulation 

IL6 wirkt als autokriner Wachstumsfaktor bei verschiedenen malignen lymphatischen 

Erkrankungen (Preti et al., 1997). IL6 könnte auch bei der ALL seine eigene 

Expression steigern.   

unstimulierte Expression  

 

nein ja 
Gesamt 

nein 7 0 7 Expression

 

nach 

Stimulation

 

ja 4 3 7 

Gesamt 11 3 14 

Im 2-seitigen Mc Nemar Test p=0,125 

Tabelle 30: Kreuztabelle, die Einfluss der IL6 Stimulation auf die IL6 Expression darstellt. Die 
Expression von IL6 in den Blasten nach IL6 Stimulation wurde mit der unstimulierten Expression 
verglichen. Nach IL6 Stimulation ist bei 4 Patienten eine IL6 Expression nachweisbar, die in 
unstimuliertem Zustand fehlte; d.h. IL6 könnte die IL6 Expression in den Blasten fördern. Im Mc 
Nemar Test ist diese Veränderung der Expression nach IL6 Stimulation aber nicht statistisch 
signifikant  (p=0,125).  

Die Anzahl der Patienten, die IL 6 exprimieren, steigt nach IL6 Stimulation an. Bei 

4/11 Patienten, die unstimuliert kein IL6 exprimieren, ist nach Stimulation mit IL6 eine 

IL6 Expression in den Zellen nachweisbar. 

In unseren Versuchen korreliert die IL6 Expression nach IL1 Stimulation mit dem 

Auftreten eines Rezidivs  (p=0,07)  (siehe Tabelle 20). 

3/7 Rezidivpatienten exprimieren IL6, kein Patient, der rezidivfrei überlebt, exprimiert 

IL6. Der Anstieg der IL6 nach IL6 Stimulation könnte auf einen autokrinen 

Mechanismus hindeuten. Die übrigen getesteten Stimulatoren zeigen keine 

signifikante Änderung des Expressionsmuster. 
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5.2.2. Zusammenfassung der Ergebnisse der Stimulationsversuche  

Der Einfluss der Stimulationen ist uneinheitlich. Für Expression protektiver Faktoren 

besteht für IL4 eine signifikante Korrelation zwischen Expression und rezidivfreiem 

Überleben in unstimuliertem Zustand, die IL2 Expression ist bei Nicht-

Rezidivpatienten nach IL1 Stimulation am stärksten ausgeprägt. Auch für Faktoren 

mit potentiell negativem Einfluss auf das Krankheitsgeschehen lässt sich kein 

einheitlicher Trend nachweisen. Die IL6 Expression der späteren Rezidivpatienten ist 

nach IL1 Stimulation am stärksten ausgeprägt. Dieses Phänomen wurde bereits für 

myeloische Leukämien beschrieben (Apte and Voronov, 2002). Für die unstimulierte 

IL10 Expression und für die IL1

 

Expression nach vorheriger Ionomycin Stimulation 

zeigt sich eine mögliche Korrelation zum späteren Auftreten eines Rezidivs. 
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6. Diskussion  

Jährlich erkranken in Deutschland etwa 480 Kinder unter 15 Jahren an einer ALL 

(Bender-Götze, 2003). Die Therapie wird risikoadaptiert mit Polychemotherapie und 

Schädelbestrahlung durchgeführt. Die Initialdiagnostik dient, neben der 

Diagnosestellung, einer möglichst präzisen Abschätzung des Rezidivrisikos und der 

Einteilung in die entsprechende Therapiegruppe. Prognosefaktoren wie Alter, initiale 

Leukozytenzahl, Immunphänotyp und molekulargenetische Veränderungen werden 

zur Entscheidung über die Intensität der Therapie herangezogen. Eine besonders 

gute prognostische Aussagekraft bei der ALL im Kindesalter hat das Ansprechen auf 

Therapie, d.h. die Blastenreduktion nach der Induktionstherapie mit Cortison und die 

Bestimmung der minimalen Resterkrankung im weiteren Therapieverlauf (Schrappe, 

2004b). MRD  (MRD =minimal residual disease) ist heute der wichtigste 

prognostische Parameter (Eckert et al., 2001; Schrappe, 2004c; van Dongen et al., 

1998). Der Einfluss pharmakodynamischer und pharmakogenetischer Parameter auf 

das Therapieansprechen - und damit die Prognose - wird zurzeit an einem größeren 

Kollektiv untersucht. Lag 1960 die Heilungsrate noch bei 5%, werden heute bis zu 

80% der Kinder dauerhaft geheilt (Eckert et al., 2001; Kersey, 1997). 20%-30% aller 

Kinder erleiden jedoch einen Rückfall (Eckert et al., 2001). Auch nach erneuter 

intensiver Therapie überleben von diesen Kindern nur 30% (Eckert et al., 2001). Mit 

den insgesamt verbesserten Heilungschancen erhöht sich auch die Zahl der 

Überlebenden. Im Jahre 2010 wird einer von 250 jungen Erwachsenen zwischen 15 

und 45 Jahren Überlebender einer Krebserkrankung im Kindes- und Jugendalter sein 

(Calaminus G, 2000). Damit gewinnt auch das Problem der therapieassoziierten 

Spätfolgen zunehmend an Bedeutung. Im Anschluss an eine ALL Therapie sind dies 

in erster Linie Hirntumoren und neuropsychologische Defizite als Folge der ZNS 

Bestrahlung, Kardiomyopathien durch Anthrazyklintherapie und Entwicklung einer 

AML  (=akute myeloische Leukämie)  ausgelöst durch den Einsatz von 

Topoisomerasehemmern (Pui and Evans, 1998; Pui and Relling, 2000).  

Aktuelle Bemühungen, das Überleben der Kinder mit einer ALL weiter zu verbessern 

beinhalten eine möglichst präzise Risikoeinteilung, um Über- und Untertherapie zu 

vermeiden, d.h. angestrebt wird eine Therapiereduktion für Kinder mit niedrigem 

Rezidivrisiko, um Therapietoxizität und Spätfolgen zu vermeiden, ohne gleichzeitig 

die Heilungschancen zu verringern. In der Gruppe der Hochrisikopatienten soll das 
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Überleben durch frühzeitige Therapieintensivierung und neue Therapieansätze 

verbessert werden (Pui et al., 2001).  

Nicht für alle Patienten wird initial, mit Hilfe der bekannten prognostischen 

Parameter, das Rückfallrisiko richtig eingeschätzt. Rezidive treten sowohl bei als 

Hochrisiko eingestuften Patienten, als auch bei Niedrigrisiko Patienten auf. Für die 

Gruppe der Niedrigrisiko Patienten, die rezidivieren, ist die Suche nach neuen 

prognostischen Markern von besonderem Interesse. Bei diesen Patienten wurde mit 

den bekannten Markern das hohe Risiko nicht erkannt, sie wurden deshalb 

möglicherweise untertherapiert. Die Rezidivquote innerhalb der Niedrigrisiko Gruppe 

liegt in unserem Patientenkollektiv bei 30%  (vgl. 6% COALL-92,(Harms and Janka-

Schaub, 2000)), für Patienten der Hochrisikogruppe bei 38%  (vgl.  30% COALL-

92(Harms and Janka-Schaub, 2000)). Das bedeutet 44% der späteren 

Rezidivpatienten wurden initial der Niedrigrisiko Gruppe zugeordnet  (vgl. 31% 

COALL-92, (Harms and Janka-Schaub, 2000)).  Diese Patientengruppe könnte von 

einer frühzeitig intensivierten Therapie, wie sie in den Hochrisiko Therapiezweigen 

vorgesehen ist, profitieren. Diese Zahlen verdeutlichen die Notwendigkeit, neue 

Parameter zur Prognoseeinschätzung heranzuziehen, um möglichst alle Patienten 

adäquat zu therapieren. 

Zytokine können das biologische Verhalten der Blasten und der Zellen des 

microenvironments und Immunsystems beeinflussen, indem sie z.B. die 

Leukämiogenese fördern, Zellproliferation stimulieren, Apoptose unterdrücken oder 

die Immunantwort hin zu einer relativen Anergie gegenüber der Leukämiezelle 

modulieren (Kebelmann-Betzing et al., 2001). 

In der vorliegenden Arbeit haben wir analysiert, ob die Expression für die Biologie der 

ALL wichtiger Faktoren in Zusammenhang mit dem späteren Auftreten eines 

Rezidivs steht und damit prognostische Aussagekraft besitzt. 

Die Hämatopoese ist von einer fein abgestimmten Interaktion von Faktoren 

abhängig, die die Balance zwischen Zellwachstum, Proliferation, Differenzierung und 

Apoptose regulieren. Zytokine sind Schlüsselmoleküle in diesem Prozess (Wu et al., 

2005b). Bei der ALL finden sich genetische Veränderungen, die die normale 

Differenzierung der lymphatischen Zellen auf Ebene der Stammzellen oder der 

frühen lymphatischen Vorläuferzellen beeinträchtigen. Aktuelle Studien haben 

gezeigt, dass diese transformierten lymphatischen Vorläuferzellen durch inadäquate 

Zytokinexpression und abnorme Aktivierung der Rezeptoren überleben und klonal 
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expandieren können. Das heißt genetische Aberrationen und deregulierte Zytokine 

wirken bei der Leukämieentstehung zusammen (Wu et al., 2005b). Zytokine haben 

außerdem entscheidenden Einfluss auf das Immunsystem. Sie können die 

Immunüberwachung und immunkompetente Zellen schwächen und damit die 

Expansion maligner Zellen fördern (Wu et al., 2005b). IL10 z.B. wirkt suppressiv auf 

die Tumorantigenpräsentation: Kostimulatorische Moleküle, wie CD40, werden auf 

den Tumorzellen herunterreguliert ebenso die MHC II Expression auf 

antigenpräsentierenden Zellen. Dadurch wird sowohl die Immunogenität der 

Tumorzellen als auch die antigenpräsentierende Kapazität der Immunzellen 

vermindert und die Elimination der malignen Zellen durch das Immunsystem 

gehemmt (Schulz et al., 2001). Zytokine beeinflussen die Apoptose (Lotem and 

Sachs, 2002a); IL4 z.B. löst den programmierten Zelltod bei BCP ALL Zellen in Kultur 

aus (Manabe et al., 1994). Apoptose, der programmierte Zelltod ist ein 

Hauptkontrollmechanismus, durch den schadhafte Zellen aus dem Körper eliminiert 

werden (Ghobrial et al., 2005). Bei Krebserkrankungen finden sich Imbalancen 

zwischen pro- und antiapoptotischen Regulatoren, ein Übergewicht antiapoptotischer 

Proteine fördert das Überleben maligner Zellen (Reed and Pellecchia, 2005). Einige 

Krebsarten, wie die B CLL, sind charakterisiert durch Defekte in der Apoptose, die 

zur Entwicklung immortaler Zellklone führen (Ghobrial et al., 2005). Ein Teil der 

antileukämischen Therapie, insbesondere  die Glucocorticoide, basieren auf 

Induktion von Apoptose.  

Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass bei der ALL abnorme Zytokinexpression die 

klonale Expansion der maligne transformierten Zellen bewirkt (Kebelmann-Betzing et 

al., 2001; Wu et al., 2005b). In der vorliegenden Studie wurden die leukämische 

Blasten  mit IL1, IL6 und Ionomycin stimuliert und die Änderung des 

Zytokinexpressionsprofils im Vergleich zum unstimulierten Zustand untersucht. Die 

untersuchten Knochenmarksproben zeigten mRNA Expression für ein Vielzahl von 

Zytokinen, Oberflächenmolekülen und Onkogenen; als besonders interessant haben 

sich IL4, IL6, IL10 und IL1

 

herausgestellt. Die Expression von IL4 ist ein positiv 

prognostischer, die Expression von IL6 ein negativ prognostischer Marker. Für die 

Expression von IL10 und IL1

 

scheint eine Korrelation mit dem Auftreten eines 

Rezidivs möglich. 

Teilt man die Patienten in zwei Gruppen, nämlich solche, die ein Rezidiv erleiden und 

solche, die kein Rezidiv erleiden, ergibt sich für die jeweilige Gruppe ein 
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Expressionsmuster von potentiell prognostischer Relevanz. Nicht-Rezidivpatienten 

exprimieren IL2 und IL4; sie exprimieren  kein IL1 , kein IL6 und kein IL10. Das 

Expressionsmuster für IL1 , IL2R, IL6R, CD40L, CD40R, c-fos, c-myc, LIF, TGF

 
und TNF

 
steht in keinem Zusammenhang mit dem rezidivfreien Überleben. 

Rezidivpatienten exprimieren IL1 , IL10 und TGF , sie exprimieren kein IL2. Das 

Expressionsmuster für IL1, IL2R, IL4, IL6, IL6R, CD40L, CD40R, c-fos, c-myc, LIF 

und TNF  steht in keinem Zusammenhang mit dem Auftreten eines Rezidivs. 

IL4 hat sich in den Versuchen als statistisch signifikanter, positiv prognostischer 

Marker herausgestellt. Keiner der Patienten, dessen Knochenmarkszellen in 

unkultiviertem Zustand IL4 exprimieren, erleidet ein Rezidiv. IL4 ist ein pleiotropes 

Zytokin, welches Immunsystem, Zellwachstum und Apoptose beeinflusst. Es wird in 

erster Linie von den TH2 Zellen produziert (Nelms et al., 1999) und spielt eine 

wichtige Rolle bei der Regulation der T Zell Effektor Antwort: Es fördert die Antikörper 

vermittelte TH2 Immunantwort und unterdrückt die Bildung von TH1 Zellen, die u.a. 

auch für die antileukämische Immunantwort zuständig sind (Brown and Hural, 1997; 

Li-Weber and Krammer, 2003).  IL 4 wurde ursprünglich als B-Zell Wachstums- und 

Differenzierungsfaktor entdeckt. Ob IL4 das Wachstum von  BCP ALL Zellen 

stimuliert oder hemmt, ist noch nicht eindeutig geklärt (Kebelmann-Betzing et al., 

2001). Bei malignen lymphatischen Erkrankungen wie der ALL, dem B-NHL und 

multiplem Myelom, hemmt IL4 in vitro die Proliferation der malignen Zellen (Akashi, 

1993). Ein hemmender Effekt von IL4  auf die in vitro Proliferation von ALL Zellen 

wurde auch in anderen Arbeiten beschrieben (Ouaaz et al., 1993; Pandrau et al., 

1992). Auf die weitere Differenzierung der unreifen ALL Zellen hin zu reifen B-Zellen 

hat IL4 keinen Effekt (Pandrau et al., 1992). In vitro konnte ein irreversibel toxischer 

Effekt von IL4, durch Förderung der Apoptose, auf normale und leukämische BCP 

gezeigt werden (Manabe et al., 1994). Der genaue Mechanismus Zytokin vermittelter 

Apoptose ist nicht bekannt (Karawajew et al., 2000). Beim ALL Rezidiv war keine 

Expression von IL4 in den Blasten nachweisbar (Kebelmann-Betzing et al., 2001), 

was ebenfalls für einen positiven Effekt von IL4 auf den Krankheitsverlauf spricht.  

Die IL6 Expression, nach IL1 Stimulation, korreliert statistisch signifikant mit dem 

Auftreten eines Rezidivs  (p=0,07) ist also ein negativer prognostischer Marker. Etwa 

die Hälfte der Rezidivpatienten exprimiert initial IL6, während es bei den Nicht-

Rezidivpatienten die Ausnahme ist. IL6 hat ein breites Spektrum an biologischen 

Aktivitäten bei der Immunregulation und Hämatopoese, es spielt auch bei malignen 
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Erkrankungen eine Rolle (Hirano, 1998; Naka et al., 2002). In transgenen Mäusen ist 

die IL6 Expression mit der Entwicklung von Lymphomen assoziiert, bei 

immungeschwächten Patienten korrelieren IL6 Spiegel mit dem Lymphomrisiko 

(Fayad et al., 2001). IL6 wirkt auch auf den Progress maligner lymphatischer 

Erkrankungen als auto- und parakriner Wachstumsfaktor. So korreliert  z.B. die IL6 

Produktion von Lymphomzellen mit der Proliferationsrate und Ausbreitung der 

Erkrankung (Preti et al., 1997). Bei der CLL fördert IL6 das Überleben und die 

Akkumulation der Blasten, indem es die Apoptose unterdrückt (Fayad et al., 2001). 

Die immunsuppressive Wirkung von IL6 hat zusätzlich negativen Einfluss auf das 

Krankheitsgeschehen. IL6 hemmt die Differenzierung von dendritischen Zellen in 

vitro, was weiteres Tumorwachstum unterstützt (Alberti et al., 2004). Erhöhte IL6 

Spiegel sind etablierter negativ prognostischer Faktor bei M. Hodgkin, NHL und 

multiplem Myelom, aber auch bei soliden Tumoren wie  

Nierenzell-, Prostata- und Ovarialkarzinom (Fayad et al., 1998; Fayad et al., 2001). 

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen könnte IL6 bei der 

kindlichen BCP ALL ebenfalls ein negativer prognostischer Marker sein. Allerdings 

sind, so auch in der Literatur (Fayad et al., 2001; Preti et al., 1997), die Daten mit 

Bedacht zu interpretieren. IL6 ist Teil der Akutphasereaktion im Rahmen von 

Infektionen. Viele ALL Patienten werden initial mit Fieber und Infektion als Folge ihrer 

Abwehrschwäche im Rahmen der Grunderkrankung, aufgenommen. Es bleibt unklar, 

ob die IL6 Expression der Grunderkrankung zuzuschreiben und als Produkt der 

Blasten  anzusehen ist oder ob es sich vielmehr um ein parainfektiöses Geschehen 

handelt, bei dem periphere MNC inflammatorische Mediatoren produzieren. Die IL6 

Expression ist deshalb mit Zurückhaltung zu bewerten. In den Arbeiten von Fayad et 

al. und Preti et al. (Fayad et al., 2001; Preti et al., 1997) wurden bei 

Lymphompatienten IL6 Serumspiegel mit klinischen Prognosefaktoren und 

Überleben korreliert. Auch hier blieb unklar, ob reaktive normale Lymphozyten oder 

maligne Lymphomzellen Quelle der Zytokinproduktion waren. Zeichen  der Infektion 

wie Fieber wurden in der Auswertung ebenfalls nicht berücksichtigt. 

Für die Expression von IL10 lässt sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang 

nachzuweisen. Es zeigt sich aber nach den von uns erhobenen Daten ein Trend für 

eine Korrelation von IL10 Expression und dem Auftreten eines Rezidivs. IL10 wird 

vorwiegend von  Rezidivpatienten exprimiert  (5/7). Von den rezidivfrei überlebenden 

Patienten exprimiert nur 1/7 Patienten IL10  (p=0,1). Diese Ergebnisse könnten durch 
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die stark immunsuppressive Wirkung von IL10 begründet werden. IL10 hemmt 

verschiedene immunologische Funktionen, die für eine effektive anti-Tumor Antwort 

wichtig sind: die T Lymphozyten Proliferation, die TH1 Zytokin Produktion, 

Zytotoxizität tumorreaktiver T Zellen (De Vita et al., 2000). IL10 schwächt auch die 

spezifische anti-Tumor Immunantwort: es hemmt die MHC II Expression auf  APC 

und reguliert die Expression von kostimulatorischen Molekülen auf Tumorzellen 

herunter (Bohlen et al., 2000; De Vita et al., 1999). Durch seine immunsuppressive 

Wirkung ermöglicht IL10 die Akkumulation von Leukämiezellen in vivo (Schulz et al., 

2001). Außerdem wird ein Zusammenhang zwischen IL10 und der Entwicklung von 

Lymphomen vermutet (Bohlen et al., 2000). Verschiedene Studien haben einen 

Zusammenhang zwischen IL10 und der Pathogenese maligner B-Zell Proliferation 

und maligner Lymphome gezeigt (Khatri and Caligiuri, 1998). IL10 wurde als 

autokriner Wachstumsfaktor für maligne Erkrankungen der B-Zell Reihe, auch der 

ALL, beschrieben (Fayad et al., 2001; Khatri and Caligiuri, 1998; Lauten et al., 2002). 

Zudem fördert IL10 die bcl-2 Überexpression (Levy and Brouet, 1994) und damit die 

Resistenz der malignen Zellen gegenüber Apoptose. Bei der kindlichen ALL gibt es 

unterschiedliche Beobachtungen zur IL10 Expression in Korrelation mit dem 

Krankheitsverlauf. Wu et al. konnten beim kindlichen ALL Rezidiv zeigen, dass die 

IL10 Expression mit  Krankheitsprogress assoziiert ist (Wu et al., 2005b). IL10 

induziert antiapoptotisch wirkendes bcl-2, was möglicherweise die Chemoresistenz 

beim Rückfall der ALL unterstützt. Zudem hemmt IL10 die antileukämische 

Immunantwort und kann, wie auch bei anderen malignen B-Zellerkrankungen, 

autokrin die Zellproliferation stimulieren (Wu et al., 2005a). Das Zusammenspiel 

dieser Effekte führt zu einem selektiven Wachstumsvorteil der neoplastischen Zellen 

(Wu et al., 2005a; Wu et al., 2005b). Lauten et al. dagegen fanden einen 

Zusammenhang zwischen hohen IL10 Spiegeln und gutem Therapieansprechen auf 

Cortison, was per se ein positiv prognostisches Kriterium ist (Lauten et al., 2002).  

Um den genauen Einfluss von IL10 auf die Biologie der ALL zu klären sind weitere 

Untersuchungen nötig.  

Auch für die IL1

 

Expression zeigte sich in unseren Untersuchungen im Trend ein 

möglicher Zusammenhang mit dem Auftreten eines Rezidivs gezeigt, der jedoch 

nicht statistisch signifikant war. IL1

 

wird vorwiegend von  Rezidivpatienten 

exprimiert  (5/7), von den rezidivfrei überlebenden Patienten exprimiert nur 1/7 

Patienten IL1

  

(p=0,1 im zweiseitigen Fisher Test). IL1 ist ein proinflammatorisches 
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Zytokin und hat diverse stimulierende Effekte auf Immunzellen, u.a. T Zellen und NK 

Zellen (Apte and Voronov, 2002; Dinarello, 2000). IL1 wirkt auch als ein 

regulatorisches Zytokin im Zellzyklus, es fördert die Expression von Genen, die an 

Zellüberleben und -proliferation beteiligt sind (Ricote et al., 2004). Eine Beteiligung 

von IL1 an der Entstehung von Leukämien über den Verlust von 

Kontrollmechanismen während Proliferation von multipotenten hämatopoetischen 

Stammzellen wird diskutiert (Apte and Voronov, 2002). Eine konstitutive Expression 

von IL1 findet sich v.a. bei myeloischen Leukämien. IL1 wirkt bei diesen Leukämien 

als autokriner oder parakriner Wachstumsfaktor, über Induktion hämatopoetisch 

proliferativ wirkender Zytokine wie GM-, G-CSF und IL6 in den malignen Zellen und 

Knochenmarkstromazellen (Apte and Voronov, 2002; Beaupre et al., 1999). Auch bei 

einer ALL der B-Zellreihe konnte eine autokrine Wachstumsschleife für IL1 

nachgewiesen werden (Mori et al., 1994).  Die Expression von IL1 in den ALL 

Blasten könnte einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. 

Die hier erhobenen Daten erscheinen im biologischen Kontext sinnvoll. IL4 fördert 

die Apoptose der Leukämiezellen in vitro und wirkt so mit an der Elimination der 

malignen Zellen (Manabe et al., 1994). Eine fehlende Expression von IL4 in den per 

se biologisch aggressiveren Blasten beim ALL Rezidiv passt in diesen Kontext 

(Kebelmann-Betzing et al., 2001). Die Expression von IL4 scheint ein positiver 

prognostischer Marker zu sein. IL6 ist zum Einen mit der Entwicklung maligner 

lymphatischer Erkrankungen assoziiert (Hirano, 1998; Naka et al., 2002) und fördert 

die Proliferation der malignen Zellen (Preti et al., 1997). Zum Anderen hemmt es die 

spezifische anti-Tumor Abwehr an der Elimination der entarteten Zellen (Alberti et al., 

2004). IL6 könnte, wie auch bei anderen malignen, lymphatischen Erkrankungen 

(Alberti et al., 2004; Fayad et al., 1998; Fayad et al., 2001) ein negativer 

prognostischer Parameter sein. IL10 hat ein breites immunsuppressives Spektrum, 

insbesondere auch eine hemmende Wirkung auf die spezifische anti-Tumor Antwort 

(Bohlen et al., 2000; De Vita et al., 1999; De Vita et al., 2000; Schulz et al., 2001) 

und könnte dadurch die  Akkumulation von Leukämiezellen in vivo ermöglichen. 

Außerdem fördert IL10 die bcl-2 Überexpression (Levy and Brouet, 1994) und damit 

die Resistenz der malignen Zellen gegenüber Apoptose, auch gegenüber 

therapieinduzierter Apoptose durch Steroide und Doxorubicin (Vassilakopoulos et al., 

2002). Beide Effekte könnten die Korrelation der IL10 Expression mit dem Auftreten 

eines Rezidivs erklären. 
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In dieser Studie wurden Knochenmarksproben, die ein Gemisch aus ALL Blasten 

und MNC (=mononuclear cells) enthalten, untersucht. Unklar bleibt, ob die 

nachgewiesenen Zytokinexpressionen den Blasten oder kontaminierenden 

peripheren MNC, insbesondere den T Zellen, zuzuschreiben sind. Jedoch sind viele 

Arbeiten mit diesem Problem behaftet (Manabe et al., 1994; Wu et al., 2005b). 

Weiterführend wäre z.B. eine Immunfluoreszenzuntersuchung mit Doppelmarkierung 

von leukämiespezifischen Oberflächenmarkern und intrazellulären Zytokinen. Die  

Zytokinexpression könnte  so eindeutig den Blasten zugeordnet und von der 

Expression kontaminierender, nicht leukämischer Zellen des peripheren Blutes 

unterschieden werden. Ein Zellsorten , d.h. eine Positivanreicherung der Blasten 

nach Markierung mit spezifischen Oberflächenmarkern, ist auf Grund der geringen 

zur Verfügung stehenden Materialmenge und dem Stress für die Zellen durch diese 

Prozedur und damit veränderter Zytokinexpression problematisch. Im Anschluss an 

diese Arbeit wurden weiterführende Untersuchungen durchgeführt, die sich mit der 

Quelle der IL10 Produktion bei Patienten mit einer kindlichen BCP ALL befasst 

haben (Stachel et al., 2006; Stachel et al., 2004). Mit zwei unterschiedlichen 

Verfahren wurde nachgewiesen, dass IL10 sowohl von Leukämiezellen als auch von 

T und NK Zellen produziert wird, wobei der Grossteil der IL10 Produktion der T/NK 

Zellfraktion zuzuschreiben ist. Der Gehalt an IL10 mRNA in der T/NK Zellfraktion lag 

in der TaqMAN Untersuchung 33-fach höher.  

Unsere Daten zeigen, dass die Expressionsanalysen von Zytokinen im Knochenmark 

von Leukämiepatienten das biologische Verständnis der Erkrankung vertiefen sowie 

potentielle prognostische Faktoren definieren können. Für eine Verifizierung der 

Aussage sind jedoch weitere Untersuchungen an einem größeren Kollektiv mit 

spezifischeren Nachweismethoden nötig. 
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7. Anhang  

7.1. Abkürzungen  

AG Antigen 

AIDS aquired immunodeficency syndrome 

AK Antikörper 

ALL Akute lymphatische Leukämie 

ALL BFM ALL Studie Berlin Frankfurt Münster 

AML Akute myeloische Leukämie 

AMV-RT Avian myeloblastosis virus reverse transkriptase 

APC Antigen präsentierende Zellen 

BCP B cell precursor, B Vorläufer Zellen 

Bp Basenpaare 

cALL common ALL 

CD Cluster of differentiation 

cDNA complementary DNA =komplementäre Desoxyribonukleinsäure

 

CLP  common lymphoid progenitor, gemeinsame lymphatische 

Vorläuferzelle, die sich zu B, T, NK und dendritischen Zellen 

entwickeln kann. 

COALL Cooperative ALL Studie 

CTL cytotoxic T cells=zytotoxische T Zellen 

cyIgM  zytoplasmatisches Immunoglobulin M 

DC dendritic cells 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DEXA Dexamethason 

DNA Desoxyribonukleinsäure 
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DNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylen Diamin Tetra Acetat 

EFS Event free survival Zeit bis zum Auftreten von Rezidiv, Tod 

oder Zweitmalignom. 

FCS fetal calf serum 

GAPDH Glycerinaldehydphosphat Dehydrogenase 

HR Hohes Risiko 

Ig Immunglobuline 

IL Interleukin 

LIF Leukemia inhibitory factor 

MHC major Histokompatibilitätskomplex 

MNC mononuclear cells 

MR mittleres Risiko 

MRD minimal residual disease 

mRNA Messenger Ribonukleinsäure 

NHL Non Hodgkin Lymphom 

NHL-BFM NHL Studie Berlin Frankfurt Münster 

NK natural killer cells 

Oligo-dt Oligo Desoxy-Thymidin 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PRED  Prednison 

RNA Ribonukleinsäure 

RT Reverse Transkription 

sIg  surface Ig =Oberflächenimmunglobulin 



                                                                                         Anhang      

  

83 

SR Standard Risiko 

STAT Signal transducers and activators of transcription 

TdT Terminale Desoxynucleotidtransferase 

TGF transforming growth factor 

TH T Helferzellen TH0, TH1, TH2 

TNF tumor necrosis factor 

UV Ultraviolett  
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