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1. Einleitung 

1.1 Hintergrund 

Mit einer Häufigkeit von 3-4 Fällen pro 100.000 Einwohner im Jahr ist die Akute Myeloische Leukämie 

(AML) die häufigste akute Blutkrebserkrankung bei Erwachsenen. Die AML ist eine genetisch 

heterogene Erkrankung. Während etwa die Hälfte der AML-Patienten mindestens eine chromosomale 

Aberration aufweist, wird die andere Hälfte als zytogenetisch normal (CN-AML) eingeordnet. Im Laufe 

des letzten Jahrzehnts wurde bei AML Patienten eine wachsende Anzahl von wiederholt auftretenden, 

somatischen Mutationen identifiziert. Trotz ihrer pathologischen und prognostischen Bedeutung, ist 

keine dieser Mutationen allein ausreichend, um AML auszulösen. Die Untersuchung von 200 

unselektionierten AML-Patienten durch das TCGA-Konsortium erbrachte eine Liste von 23 signifikant 

mutierten Genen (TCGA, 2013) (Abb. 1). Allerdings wurden bei dieser wegweisenden Arbeit 

Mutationen nicht erfasst, die nur in definierten genetischen Subgruppen auftreten. Lawrence und 

Kollegen schätzten, dass ein umfassender Katalog von häufigen (>20%) und selteneren (2-20%) 

somatischen krebsrelevanten Punktmutationen die Untersuchung von etwa 2000 Tumoren pro Entität 

erfordert (Lawrence et al., 2014). Meine Forschung fokussiert sich daher auf die Untersuchung von 

genetischen Subgruppen der AML, in denen bei der Erkrankung insgesamt eher seltene Mutationen 

oft gehäuft auftreten und Hinweise auf die individuelle Krankheitsursache geben. 

 

Abb. 1 Übersicht der Veränderungen von 23 signifikant mutierten Genen in 200 AML Patienten (TCGA, 2013). 
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1.2 Klinik, Diagnose und Klassifikation der AML 

Durch die klonale Expansion von unreifen Blastenzellen (>20%) im Knochenmark kommt es bei der 

AML zu einer Unterdrückung der normalen Blutbildung mit den typischen Symptomen Anämie, 

Infektanfälligkeit und Blutungsneigung. Die French–American–British (FAB) Klassifikation teilt die AML 

in acht Subtypen ein (M0-M7) anhand morphologischer und zytochemischer Eigenschaften (Bennett et 

al., 1976). Bei der WHO-Klassifikation werden auch zyto- und molekulargenetische Kriterien 

berücksichtigt (Arber et al., 2016; Vardiman et al., 2009) (Tab. 1). 

WHO 2008 classification of acute myeloid leukemia ( Vardiman et al, 2009)  

• Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalities 

• Acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes 

• Therapy-related myeloid neoplasms 

• Acute myeloid leukemia, not otherwise specified 

Tab. 1: Hauptkategorien der AML gemäß der WHO-Klassifikation. 

Darüber hinaus hat eine Expertengruppe des European LeukemiaNet (ELN) genetische 

Risikogruppen der AML definiert, um die Vergleichbarkeit von klinischen Studien zu erleichtern 

(Dohner et al., 2017; Dohner et al., 2010). Beispielsweise gehen die Translokation t(8;21) und die 

Inversion inv(16) mit einem eher günstigen Krankheitsverlauf einher, während ein komplexer Karyotyp 

mit einer ungünstigen Prognose assoziiert ist. 

 

1.3 Therapie der AML 

Die Induktionschemotherapie der AML hat sich in den letzten 30 Jahren kaum geändert. Zumeist 

handelt es sich um die Gabe von Hochdosis Ara-C in Kombination mit einem Anthrazyklin wie z.B. das 

sog. 7+3 Schema. Je nach Alter, erreichen 40-80% der AML-Patienten eine Vollremission, definiert 

durch eine Reduktion der Blasten im Knochenmark auf <5% (Burnett et al., 2011). Im Anschluss 

erfolgt ggf. als Postremissionstherapie eine Konsolidierung, die entweder weitere 

Chemotherapiezyklen oder eine allogene Stammzellstransplantation beinhaltet. Die Empfehlung für 

eine allogene Stammzellstransplantation hängt vor allem vom genetischem Risikoprofil sowie vom 

Alter der Patienten ab (Dohner et al., 2015). Angesichts der hohen Therapie-assoziierten Mortalität der 

allogenen Stammzellstransplantation, hat die Stratifizierung anhand von genetischen Markern einen 

sehr hohen Stellenwert bzw. weitreichende Konzequenzen für die Patienten. 

Bei Patienten, die nicht mit einer intensiven Chemotherapie behandelt werden können (z.B. aufgrund 

von Komorbititäten), werden oftmals niedrig dosiertes Ara-C, Hydroxy-Harnstoff oder DNA-

Hypomethylierende Substanzen im Rahmen einer palliativen Behandung verabreicht (Dohner et al., 

2015).      
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2. Eigene Arbeiten 

2.1 Oncogene Kollaboration in genetischen Subgruppe n der AML 

2.1.1 AML mit CALM/AF10 Fusionsgen 

Die Translokation t(10;11)(p13;q14) führt zu der Fusion der Proteine CALM und AF10 (Dreyling et al., 

1996). Eine derartige Translokation kommt sowohl bei der Akuten Lymphatischen Leukämien (ALL), 

als auch bei der AML sowie bei malignen Lymphomen vor (Bohlander et al., 2000). Bei einigen 

Patienten ist die t(10;11) die einzige zytogenetische Veränderung, was darauf hin weist, dass die 

CALM/AF10 Fusion ein ursächliches Ereignis bei der Leukämogenese ist. Die Expression von 

CALM/AF10 in hämatopoetischen Zellen führt zur Entwicklung einer aggressiven Leukämie in murinen 

Modellen (Caudell et al., 2007; Deshpande et al., 2006; Dutta et al., 2016). CALM (Clathrin Assembly 

Lymphoid Myeloid leukemia gene) hat eine Funktion bei der Clathrin-vermittelten Endocytose (Tebar 

et al., 1999). AF10, ein putativer Transkriptionsfaktor mit einem PHD-Motiv (plant homeo domain) und 

einer Leuzinzipper-Domäne, wurde ursprünglich als Fusionspartner von MLL kloniert (Chaplin et al., 

1995; Linder et al., 2000). Durch welchen Mechanismus das CALM/AF10 Fusionsprotein zur 

Entstehung von Leukämien beiträgt, ist noch weitgehend unbekannt. Wir haben gezeigt, dass AF10 

über die Leuzinzipper-Domäne mit dem Transkriptionsfaktor Ikaros (IKZF1) interagiert (Greif et al., 

2008). Interessanterweise handelt es sich bei Ikaros um einen Schlüsselregulator der Hämatopoese. 

Ikaros wird insbesondere für eine normale Differenzierung bzw. Proliferation der B- und T-

Lymphozyten benötigt (Georgopoulos et al., 1994; Georgopoulos et al., 1992; Georgopoulos et al., 

1997). Durch Interaktion mit einer Vielzahl von Faktoren im Zellkern kann Ikaros anscheinend sowohl 

eine aktivierende als auch eine hemmende Wirkung auf die Transkription haben. In verschiedenen 

Formen der ALL sowie bei der chronischen myeloischen Leukämie (CML) konnten Deletionen von 

Ikaros nachgewiesen werden (Herold et al., 2016; Mullighan et al., 2008). Im Maus-Modell löst die 

Expression einer dominant-negativen Isoform von Ikaros Leukämien und Lymphome aus (Winandy et 

al., 1995). Während AF10 und Ikaros im Zellkern kolokalisieren, führt die Koexpression von 

CALM/AF10 und Ikaros zu einer veränderten zytoplasmatischen Ikaros-Lokalisation (Abb. 2) (Greif et 

al., 2008). Der hemmende Einfluss von AF10 auf Ikaros-abhängige Repression der Transkription ist 

bei CALM/AF10 abgeschwächt. Der lymphatische Phänotyp der Leukämie-propagierenden Zelle in 

A 

 

B 

 

Abb. 2: Subzelluläre Lokalisation nach Immunfluoreszenzfärbung in NIH 3T3 Zellen von (A) AF10 und (B) CALM/AF10 

jeweils in Kombination mit Ikaros (Greif et al., 2008).  
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einem retroviralen CALM/AF10 Mausmodell (Deshpande et al., 2006) ist möglicherweise durch die 

beeinträchtigte Ikaros-Funktion bedingt. 

Kürzlich haben wir in einem transgenen CALM/AF10 Mausmodell mittels Exom-Sequenzierung 

systematisch nach sekundären genetischen Läsionen gesucht und dabei Mutationen in Flt3 und 

Ptpn11 gefunden, wobei das humane PTPN11 auch in CALM/AF10 positiven Patienten rekurrent 

mutiert ist (Dutta et al., 2016). Diese Ergebnisse zeigen, dass onkogene Kollaborationen in 

Mausmodellen und Patienten durchaus vergleichbar sind.  

 

2.1.2 AML mit t(15;17) Translokation (Akute Promyel ozytenleukämie; APL)  

Die Akute Promyelozytenleukämie (APL) ist gekennzeichnet durch die Translokation t(15;17), die zur 

PML/RARA Fusion führt und dadurch die myeloische Differenzierung blockiert (de The´ H, 1990; de 

The´ H, 1991). Zur systematischen Suche nach sekundären genetischen Veränderungen haben wir 

drei APL Patienten mittels Exomsequenzierung untersucht und dabei u.a. Mutationen in den 

bekannten Driver-Genen KRAS und WT1 identifiziert (Greif et al., 2011b). Darüber hinaus fanden wir 

Mutationen in den Kandidatengenen LYN und TMEM56, welche vor kurzem ebenfalls in einer 

unabhängigen Kohorte von 25 APL Patienten als rekurrent mutiert beschrieben wurden (Ibanez et al., 

2016). TMEM56 kodiert ein bisher weitgehend unbekanntes Transmembranprotein, während die 

Tyrosinkinase LYN eine wichtige Rolle für die Erythropoese spielt (Slavova-Azmanova et al., 2013). 

Funktionelle Experimente wie z.B. Expression in Ba/F3 Zellen sind erforderlich, um das 

Transformationspotential von LYN Mutationen zu überprüfen. 
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2.1.3 AML mit biallelischen CEBPA Mutationen 

Mittels Exomsequenzierung haben wir eine spezifische Assoziation von Mutationen in den 

interagierenden Transkriptionsfaktoren CEBPA und GATA2 entdeckt (Greif et al., 2012a). Diese 

Transkriptionsfaktoren sind für die Regulation der myeloischen Blutbildung wichtig. Erbliche und 

erworbene Läsionen der beiden Gene sind ursächlich mit der Entwicklung von Leukämie 

vergesellschaftet (West et al., 2014). Interessanter Weise fanden wir somatische GATA2 Mutationen 

ausschließlich bei AML Patienten mit biallelischen CEBPA Mutationen (13/33, 39.4%) (Abb. 3 A). 

Dabei handelt es sich um eine wichtige klinische Subgruppe mit einer eher günstigen Prognose 

(Dufour et al., 2009; Green et al., 2010; Wouters et al., 2009). Innerhalb der Subgruppe von Patienten 

mit CEBPA Doppelmutation beobachteten wir einen günstigeren Krankheitsverlauf für die Patienten 

mit zusätzlicher GATA2 Mutation, während andere Studiengruppen diesen Zusammenhang nicht 

bestätigen konnten (Theis et al., 2016). 

In funktionellen Experimenten zeigten wir, dass durch diese Genmutationen der Synergismus der 

Transkriptionsfaktoren bei der Aktivierung von Zielgenen verloren geht (Abb. 3 B). Vereinbar mit 

diesem Mechanismus beobachteten wir bei den Patienten mit Mutationen in beiden 

Transkriptionsfaktoren eine Deregulation von CEBPA Zielgenen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass 

die scheinbare genetische Komplexität der AML definierte Läsionen in Signalwegen widerspiegelt, 

welche für die Leukämieentstehung eine entscheidende Rolle spielen. Dabei scheint die zeitliche 

Reihenfolge der Mutationen nicht beliebig zu sein. Die Allelfrequenzen sprechen dafür, dass die 

CEBPA Mutationen initial auftreten, gefolgt von sekundären GATA2 Mutationen. Möglicherweise 

versetzt die frühere Mutation die betroffene blutbildende Zelle in einen Zustand, der sie für 

Veränderungen in einem oder wenigen bestimmten weiteren Genen anfällig macht. Erwirb die Zelle 

mit der ersten Läsion dagegen zufällig eine weitere Mutation in einem Gen, dessen veränderte 

Funktion mit dem ersten Hit inkompatibel ist, geht die Zelle entweder daran zu Grunde (synthetische 

Letalität) oder ihr wird der weitere Weg in Richtung Leukämie auf eine andere Weise versperrt.  

A 

 

B 

 

Abb. 3: (A) Häufigkeit von zusätzlichen genetischen Läsionen in 33 AML Patienten mit bi-allelischen CEBPA Mutationen. (B) 

Transkriptions-Assay unter Verwendung eines CEBPA-responsiven Luciferase-Reporters. Der Synergismus zwischen CEBPA 

and GATA2 bei der Transkriptionsaktivierung (grüner Pfeil) ist signifikant reduziert bei drei verschiedenen GATA2 ZF1 

Mutationen, aber nicht bei einer GATA2 ZF2 Mutation, welche als Kontrolle verwendet wurde (Greif et al., 2012a). 
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2.1.4 AML mit RUNX1 Mutation 

Der Transkriptionsfaktor RUNX1 ist ein entscheidender Regulator der Blutbildung und insbesondere 

an der Stammzellregulation beteiligt (Swiers et al., 2010). Punktmutationen in RUNX1 wurden zuerst 

bei sekundärer AML beschrieben (Osato, 2004). Zur Untersuchung der prognostischen Relevanz von 

RUNX1 Mutationen untersuchten wir mittels Sanger-Sequenzierung 93 AML Patienten mit normalem 

Karyotyp (CN-AML) auf RUNX1 Mutationen (Greif et al., 2011a; Greif et al., 2012b). Insbesondere die 

RUNT-Domäne von RUNX1 war häufig von Mutationen betroffen (Abb. 4 A). RUNX1 Mutationen in 

unserer Kohorte (13/93, 16.1%) waren mit einem ungünstigen klinischen Verlauf (Abb. 4 B) sowie mit 

der Überexpression von lymphatischen Regulatoren wie HOPX, DNTT und BLNK assoziiert (Greif et 

al., 2012b). Unsere Ergebnisse waren weitgehend konsistent mit vergleichbaren Studien in 

unabhängigen Kohorten (Gaidzik et al., 2011; Mendler et al., 2012; Schnittger et al., 2011; Tang et al., 

2009). In die aktuelle WHO-Klassifikation wurde die AML mit RUNX1 Mutation als provisorische Entität 

mit schlechter Prognose aufgenommen (Arber et al., 2016). Gemäß der aktuellen ELN-Klassifikation 

führt der Nachweis einer RUNX1-Mutation zu einer Einordnung in die prognostisch ungünstige 

(adverse) Gruppe (Dohner et al., 2017).  

Beachtlicher Weise treten RUNX1-Mutationen so gut wie nie zusammen mit den häufigen NPM1-

Mutationen auf, was auf alternative bzw. inkompatible Mechanismen der Leukämogenese hinweist.  

Nachdem wir bei einem RUNX1-mutierten Patienten mittels Transkriptom-Sequenzierung auch eine 

Mutation in TLE4 fanden, das einen RUNX1-Proteininteraktor kodiert, haben wir TLE4 in der 

Gesamtkohorte sequenziert und zwei weitere TLE4-Mutationen gefunden, die allerdings unabhängig 

von RUNX1 Mutationen auftraten (Greif et al., 2011a). Somit scheint es sich beim Auftreten von 

mehreren Punktmutationen im RUNX1-TLE4 Proteinkomplex um ein seltenes Ereignis zu handeln. 

Allerdings tritt die Deletion von TLE4 in der 9q Region häufig zusammen auf mit der t(8;21) 

Translokation, die zur RUNX1/RUNX1T1 Fusion führt, was auf eine onkogene Kooperation hinweist 

(Dayyani et al., 2008). 

A 

 

B 

 
Abb. 4: (A) RUNX1 Mutationen bei CN-AML Patienten. (B) Gesamtüberleben von CN-AML Patienten stratifiziert nach RUNX1 

Mutationsstatus (Greif et al., 2012b). 
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2.1.5 AML mit Trisomie 13 

Bei der AML ist seit langem bekannt, dass man anhand von bestimmten Chromosomen-

Veränderungen der Leukämiezellen den Verlauf der Erkrankung vorhersagen kann. Bei den seltener 

vorkommenden Mutationen ist die prognostische Bedeutung bisher zumeist unklar. Dies galt zum 

Beispiel auch für das Auftreten eines zusätzlichen Chromosoms 13 (erworbene Trisomie 13), was nur 

bei etwa einem Prozent der AML-Patienten beobachtet wird (AML+13). Bisher wird die Trisomie 13 

nach ELN einer intermediären Prognose zugeordnet (Dohner et al., 2017; Dohner et al., 2010). Um die 

klinische Relevanz von derartig seltenen Veränderungen erforschen zu können, sind deshalb sehr 

hohe Fallzahlen notwendig. Das Rezeptor-Tyrosinkinase-Gen FLT3, dessen aktivierende Mutationen 

bei der AML häufig sind, liegt auf Chromosom 13. Es wurde daher ein FLT3-Dosismechnismus bei der 

AML+13 postuliert (Dicker et al., 2007; Silva et al., 2007).  

Die angeborene Trisomie 13 ist Ursache des Pätau-Syndroms, eine schwerwiegende 

Entwicklungsstörung mit Anenzephalie und Herzfehlern, die oft bereits während der Schwangerschaft 

oder innerhalb des ersten Lebensjahrs zum Tode führt (Baty et al., 1994). Außerdem besteht beim 

Pätau-Syndrom eine Tumorneigung (Satge and Van Den Berghe, 1996). In der Literatur ist ein 

einziger Fall von Pätau-Syndrom mit myeloischer Leukämie beschrieben (Schade et al., 1962).  

Anhand der klinischen Auswertung von rund 7000 AML Patienten konnten wir zeigen, dass AML 

Patienten mit der seltenen Trisomie 13 nicht nur ein homogenes Mutationsprofil mit Veränderungen in 

Spliceosom-Genen aufweisen (Abb. 5 A), sondern auch eine sehr ungünstige Prognose haben (Abb. 

5 B) (Herold et al., 2014). Solche Spliceosom-Mutationen treten oft gemeinsam auf mit RUNX1 

Mutationen, welche ebenfalls mit einer geringen Überlebensrate bei CN-AML Patienten 

vergesellschaftet sind (Greif et al., 2012b). Spliceosom-Inhibitoren wie z.B. E7107 befinden sich 

derzeit in der präklinischen Erprobung (Lee and Abdel-Wahab, 2016; Lee et al., 2016). Somit könnten 

die häufigen Spliceosom-Mutationen bei der AML mit Trisomie 13 ein Ziel für pharmakologische 

Interventionen liefern. 

A 

 

B 

 

Abb. 5: (A) Häufigkeit von zusätzlichen Mutationen in 16 AML Patienten mit isolierter Trisomie 13 (AML+13). 

(B) Gesamtüberleben von AML+13 im Vergleich zu ELN intermediate 2 Patienten, die innerhalb der AMLCG-99 Studie 

behandelt wurden (Herold et al., 2014). 
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2.1.6 Core-binding Factor Leukämie  

RUNX1 bildet zusammen mit CBFB den Core-Binding Factor (CBF) Proteinkomplex, der eine wichtige 

Rolle für die physiologische Hämatopoese spielt. Sowohl die Translokation t(8;21) als auch die 

Inversion inv(16) führen durch die resultierenden Fusionen RUNX1/RUNX1T1 und CBFB/MYH11 zu 

einer gestörten Funktion des CBF-Komplexes, was eine Beeinträchtigung der myeloischen 

Differenzierung zur Folge hat (Marcucci, 2006). Derartige CBF-Rearrangements findet man in 15-20% 

der de novo AML Fälle bei Erwachsenen und sind mit einer eher günstigen Prognose assoziiert 

(Mrozek and Bloomfield, 2008; Speck and Gilliland, 2002). Trotz ihrer ursächlichen Relevanz für die 

Erkrankung reichen die Fusionen RUNX1/RUNX1T1 und CBFB/MYH11 allein nicht aus, um Leukämie 

auszulösen (Castilla et al., 2004; Schessl et al., 2005; Speck and Gilliland, 2002). Bei CBF-Leukämien 

findet man häufig zusätzliche Mutationen in Genen, die Signalwege regulieren, wie z.B. KIT, FLT3 

oder RAS (Bacher et al., 2006; Boissel et al., 2006; Paschka et al., 2006). In einem erheblichen Teil 

der Patienten findet man jedoch keine solcher bekannten zusätzlichen Läsionen.  

2.1.6.1 N676K Mutationen bei der AML mit inversion inv(16) 

Um systematisch nach zusätzlichen somatischen Läsionen zu suchen, untersuchten wir das 

Knochenmark eines CBFB/MYH11-positiven AML Patienten mittels Exomsequenzierung und fanden 

eine N676K Mutation im wachstumsregulierenden FLT3 Rezeptor (Opatz et al., 2013). In einer 

Kohorte von 84 AML inv(16) Patienten (AML M4eo nach der FAB-Klassifikation) fanden wir eine 

derartige Veränderungen in insgesamt fünf Fällen (6%) (Abb. 6 A). Zuvor waren bei FLT3 

Aminosäuresubstitutionen an der Position N676 nur im Zusammenhang mit Resistenz gegenüber 

Tyrosinkinase-Inhibitoren bei gleichzeitig bestehender interner Tandem-Duplikation (ITD) beschrieben 

(Cools et al., 2004; Heidel et al., 2006; Pauwels et al., 2012). Unser Patient hatte jedoch keine 

zusätzliche FLT3-ITD Mutation. Durch retrovirale Expression von FLT3-N676K in Ba/F3 Zellen 

konnten wir zeigen, dass es sich um eine aktivierende Mutation handelt (Abb. 6 B), deren Effekt durch 

Tyrosin-Kinase Inhibitoren (TKI) gehemmt werden kann. Diese Ergebnisse liefern die Grundlage um 

CBF-AML Patienten gezielt auf FLT3-N676K zu untersuchen und ggf. eine TKI-Behandlung in 

Erwägung zu ziehen. 

A 

 

B 

 

Abb. 6: (A) Häufigkeit von zusätzlichen Mutationen in 84 AML Patienten mit CBFB/MYH11 Rearrangement. 

(B) Ba/F3 Zellen wurden mit verschiedenen FLT3-Konstrukten transduziert. IL-3 unabhängiges Wachstum weist auf 

aktivierende Mutationen der Rezeptor-Tyrosin-Kinase FLT3 hin (Opatz et al., 2013).  

 



Dr. med. Philipp A. Greif    Habilitationsschrift 

11 

 

2.1.6.2 ZBTB7A Mutationen bei der AML mit Transloka tion t(8;21)  

Die Translokation t(8;21) wurde bei der Akuten Myeloischen Leukämie (AML) von Janet Rowley 

entdeckt und lieferte den ersten Beleg für eine genetische Ursache von Krebserkrankungen (Rowley, 

1973). Zahlreiche Studien zeigten jedoch, dass dieser Chromosomenumbau allein nicht ausreicht, um 

Leukämie auszulösen (Hatlen et al., 2012). Während einige AML Patienten mit t(8;21) Translokation 

zusätzliche Mutationen in Genen wie KIT, NRAS oder FLT3 aufweisen, war der Mechanismus der 

Leukämieentwicklung bei einem erheblichen Teil der Fälle bisher unklar. Mittels Exomsequenzierung 

fanden wir bei rund einem Viertel (13/56; 23%) der AML Patienten mit Translokation t(8;21) im 

ZBTB7A-Gen neuartige Mutationen (Abb. 7 A), die das Wachstum der Krebszellen begünstigen 

(Hartmann et al., 2016). Die Häufigkeit von ZBTB7A Mutationen in unabhängigen AML t(8;21) 

Kohorten war mit unseren Ergebnissen vergleichbar (Faber et al., 2016; Lavallee et al., 2016). In 

gesunden Zellen reguliert der Transkriptionsfaktor ZBTB7A die Glykolyse und wirkt somit wie eine 

Handbremse für den Stoffwechsel. Ist das Gen defekt, erhalten die Krebszellen mehr Energie, um sich 

ungebremst zu teilen (Liu et al., 2014). Wir konnten zeigen, dass die stabile Überexpression von 

Wildtyp-ZBTB7A das Wachstum von t(8;21) positiven Leukämiezellen hemmt und diese 

Tumorsuppressor-Funktion durch Mutationen der Zinkfingerdomäne verloren geht (Abb. 7 B). Bei der 

AML mit normalem Karyotyp fanden wir eine prognostische Relevanz der ZBTB7A-Expression: 

Patienten mit hoher ZBTB7A-Expression lebten deutlich länger, als solche, bei denen das Gen 

weniger oder gar nicht aktiv war (Abb. 7 C). Diese Ergebnisse legen nahe, dass bei der AML 

allgemein ein Zusammenhang zwischen der ZBTB7A Funktion und dem Wachstum der Tumorzellen 

besteht. Für die Entwicklung neuer Therapieansätze ist dieser Mechanismus vielversprechend. Mit 

modifizierten Zuckermolekülen (z.B. 2-Deoxyglucose) lässt sich der Energiegewinnungsprozess von 

Tumorzellen gezielt hemmen (Liu et al., 2015).  

A 

 
B 

 

C 

 
Abb. 7: (A) ZBTB7A Mutationen bei der AML t(8;21). (B) Wachstum von Kasumi-1 Zellen, die stabil ZBTB7A Wildtyp oder 

Mutanten exprimieren. (C) Überleben von CN-AML Patienten stratifiziert nach ZBTB7A Expression (Hartmann et al., 2016). 
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2.2 Diagnostische Anwendungen 

2.2.1 Korrelation von NGS-Daten mit Zytogenetik 

Mittels DNA-Sequenzierung im Hochdurchsatzverfahren können neben Punktmutationen und kleinen 

Insertionen oder Deletionen auch größere Deletionen, Amplifikationen sowie unbalancierte 

chromosomale Veränderungen (sog. Copy Number Alterations; CNAs) nachgewiesen werden. Daher 

haben wir bioinformatische Algorithmen zum Nachweis von somatischen CNAs bei der AML entwickelt 

(Abb. 8). In vielen Fällen gelingt uns damit der Nachweis von (aus der Routinediagnostik) bekannten 

zytogenetischen Veränderungen wie z.B. Aneuploidie oder Deletionen (Vosberg et al., 2016b). 

Limitierend ist allerdings die klonale Architektur der Leukämie, so dass subklonale CNAs in den 

Sequenzdaten oft nicht erfasst werden, wohl aber in der Zytogenetik auf Einzelzellebene erkennbar 

sind. Umgekehrt gibt es jedoch auch Fälle, in denen wir CNAs detektieren, die entsprechenden Zellen 

aber evtl. in Kultur nicht wachsen und somit in der Zytogenetik nicht nachweisbar sind. Für künftige 

AML-Diagnostik werden also weiterhin komplementäre Untersuchungsverfahren benötigt. 

 

 

Abb 8: Beispiel für die Detektion von copy number alterations (CNAs) in Exomdaten eines AML Patienten mit einer 

unbalanzierten Translokation t(9;11), die zu einem MLL/AF9 Fusionsgen und Deletion der 3’ Region von MLL (KMT2A) 

sowie benachbarten Genen führt. Dargestellt ist das Verhältnis der normalisierten Lesetiefe von AML- und 

Remissionsprobe auf Chromosome 11. Das Ergebnis bestätigt den FISH-Befund (Vosberg et al., 2016b). 
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2.3 Klonale Tumorevolution 

Aktuell untersucht meine Arbeitsgruppe die klonale Evolution der AML von der Erstdiagnose zum 

Rezidiv anhand von jeweils mehreren Verlaufsproben. Dabei zeigt sich in vielen Fällen eine Persistenz 

von bekannten Leukämie-auslösenden Mutationen (z.B. in DNMT3A), trotz scheinbar erfolgreicher 

Chemotherapie, bei fehlendem mikroskopischen Nachweis von Leukämiezellen (<5% Blasten im 

Knochemark; komplette Remission). Andere initial gefundene Mutationen (z.B. in FLT3) waren 

dagegen in Remission nicht mehr oder nur noch auf niedrigem Niveau nachweisbar (Allelfrequenz 

<5%). Diese Ergebnisse sind vereinbar mit der Existenz von präleukämischen Klonen, welche im 

Gegensatz zu den Leukämiezellen, gegenüber der Therapie vergleichsweise unempfindlich sind und 

evtl. in ursächlichem Zusammenhang mit dem Rückfall der Erkrankung stehen (Jan and Majeti, 2013). 

Anhand von 50 CN-AML Fällen haben wir  die Stabilität der Mutationen im Krankheitsverlauf bestimmt 

(Vosberg et al., 2016a). Stabile Mutationen, die sowohl bei Erstdiagnose als auch im Rezidiv 

nachweisbar sind, weisen auf krankheitsinitiierende Ereignisse hin und eignen sich besonders als 

diagnostische Marker zur Überwachung des Krankheitsverlaufs und der Therapiesteuerung. Rezidiv-

spezifische Mutationen können unter dem Selektionsdruck der Therapie entstehen und Mechanismen 

der Therapie-Resistenz aufzeigen (Abb. 9 A). Interessanter Weise war der Zugewinn von genetischen 

Veränderungen im Rezidiv in unserer Kohorte mit einem längeren Rezidiv-freien Überleben assoziiert 

(Abb. 9 B). Diese Beobachtung weist darauf hin, dass bei einigen AML Patienten klonale 

Tumorevolution über einen längeren Zeitraum benötigt wird, um Therapie-Resistenz zu erlangen. Der 

Resistenzmechanismus von Mutationen in Kandidatengenen, die z.B. Histondemethylasen kodieren, 

wird derzeit funktionell untersucht. 

 

 

A 
 

B 

 

Abb. 9: (A) Schematische Darstellung der klonalen Evolution bei der AML. (B) Rezidiv-freies Überleben stratifiziert nach dem 

vorhandenden oder fehlenden Nachweis eines Zugewinns von genetischen Veränderung im Rezidiv (Vosberg et al., 2016a)  
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3. Ausblick 

Die oben genannten Beispiele aus meiner Forschung verdeutlichen, dass der genetischen 

Heterogenität der AML individuelle Läsionen in kollaborierenden Onkogenen zugrunde liegen. Unsere 

Entdeckung von genetisch und klinisch homogenen Subgruppen bei der AML weckt die Hoffnung auf 

maßgeschneiderte Behandlungen unter Berücksichtigung der individuellen Krankheitsursache. In wie 

fern der genetische Hintergrund zum Erwerb von krankheitsauslösenden Mutationen prädisponiert, ist 

noch weitgehend unbekannt. Allerdings verdichten sich die Hinweise, dass eine initiale genetische 

Läsion die Aquisition von definierten weiteren Mutationen begünstigt. Beispiele dafür sind 

Megakaryoblastenleukämie beim Down-Syndrom (konstitutive Trisomie 21) mit somatischen GATA1 

Mutationen in nahezu allen Fällen (Wechsler et al., 2002), die spezifische Assoziation zwischen 

somatischen GATA2 ZF1 und biallelischen CEBPA Mutationen (Greif et al., 2012a) sowie die 

erworbene Trisomie 13 in Kombination mit zusätzlichen Spliceosom-Mutationen (Herold et al., 2014). 

Die Erkundung der individuellen Krankheitsursache von AML Patienten, welche heutzutage zumeist 

mit einer sehr ähnlichen Chemotherapie behandelt werden, bietet die Perspektive auf neue 

Angriffspunkte für Therapien unter Berücksichtigung des individuellen Mutationsprofils. Hochsensitive 

Messverfahren für Patienten-spezifische Leukämiemarker können eine bessere Therapiesteuerung 

und somit eine schonendere Behandlung ermöglichen.  
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Zusammenfassung 

Neuartige Sequenzierverfahren ermöglichen die systematische Identifikation von somatischen 

Mutationen in Tumorproben. Mittels Exomsequenzierung haben wir Subgruppen der Akuten 

Myeloischen Leukämie (AML) untersucht und spezifische Assoziationen von Mutationen entdeckt. 

Beispielsweise fanden wir Läsionen im CEBPA-GATA2 Transkriptionsfaktor-Komplex, welche die 

Aktivierung von Zielgenen stören. Außerdem identifizierten wir in der AML M4eo Subgruppe die 

N676K Mutation im FLT3-Rezeptor, deren wachstumssteigernder Effekt mit Tyrosinkinase-Inhibitoren 

gehemmt werden kann. AML Patienten mit Trisomie 13 zeigten einen sehr ungünstigen klinischen 

Verlauf sowie ein homogenes Mutationsprofil mit häufigen Mutationen in Spliceosomgenen. Bei der 

AML mit t(8;21) Translokation fanden wir häufige genetische Läsionen in ZBTB7A, die zu einer 

Deregulation des Tumorstoffwechsels führen. Weiterhin detektierten wir in den Sequenzdaten 

somatische Copy Number Alterations (CNAs), welche die zytogenetischen Befunde in der 

Routinediagnostik ergänzen können. Die Veränderung der Mutationsprofile im Krankheitsverlauf war 

mit dem Rezidiv-freien Überleben korreliert und wies auf Mechanismen der Therapieresistenz hin. Das 

Verständnis der individuellen Krankheitsursache der AML liefert neue pharmakologische 

Angriffspunkte und bereitet den Weg für maßgeschneiderte Behandlungen. 
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