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ExpErimEntEllE thErapiEEntwicklung 
für diE akutE lymphatischE lEukämiE
Susanne Fischer

Zusammenfassung

Bei leukämie handelt es sich um eine Entartung von Vorläufer-
zellen der weißen Blutzellen (leukozyten). die hier betrachtete 
form dieser Erkrankung ist die akute lymphatische leukämie 
(all), bei der vor allem rückfallpatienten eine schlechte dia-
gnose haben. demnach wird nach neuen therapien gesucht, 
die neue angriffspunkte für die Behandlung der all bieten. die 
getestete substanz 5-azacytidin hat zwei therapeutische wirk-
mechanismen. Zum einen das hervorrufen des selbstinduzier-
te Zelltod (apoptose) und zum anderen einen epigenetischen 
Effekt. der epigenetische Effekt bewirkt eine Veränderung der 
genregulation (Veränderung der genaktivität) ohne die dna-
Sequenz zu beeinflussen. Dies kann mithilfe eines Screenings 
(micoarraytechnologie) in behandelten und unbehandelten 
proben verglichen werden. da das screening sehr global ist, 
erfolgt für eine auswahl therapeutisch relevanter gene eine 
Verifizierung mittels einer molekularbiologischen Methode 
(qrt-pcr). dabei wurden gene mit erhöhter aktivität bestä-
tigt, maEl; tmEm56; il1B; Bcl6; ms4a1 und flt3. für jedes 
dieser gene konnte ein positiver nutzen für die therapie einer 
all diskutiert werden. für flt3 erfolgte sogar eine positive 
kombination mit einer anderen therapeutischen substanz. der 
therapeutische Einsatz des 5-azacytidins kann zukünftig eine 
wichtige therapieoption für patienten mit all darstellen. 

Abstract

leukemia is a clonal disorder of the bone marrow resulting in 
degenerated precursors of white blood cells (leukocytes). this 
study reports about acute lymphoblastic leukemia (all). Espe-
cially, relapsed all patients have a bad diagnosis. in order to 
improve the chances for these patients, new targeted thera-
pies need to be developed. the analyzed substance, 5-azacy-
tidine, hast two main therapeutic effects. On the one hand it 
causes the self-induced cell death (apoptosis) and on the other 
hand there is an epigenetic effect. the epigenetic effect causes 
a change in gene regulation (change in gene activity) without 
affecting the dna sequence. with the help of a screening (mi-
croarray technology), comparing treated and untreated samp-
les changes in gene activity were detected. For the verification 
of therapeutic relevant genes (maEl, tmEm56, il1B, Bcl6, 
ms4a1 and flt3) a molecular biological technique (qrt-pcr) 
was used. herein, for each of these genes a new therapeutic 
option is discussed. in addition, a combination of 5-azacyti-
dine and another therapeutic substance (targeting flt3) was 
tested. In the future, the therapeutic benefits of 5-azacytidine 
may be an important treatment option for patients suffering 
from all. 

» i. EinlEitung 

in deutschland erkranken jährlich ca. 
10.000 menschen an leukämie. da-
mit machen leukämien einen anteil 
von 2,1 % aller krebserkrankungen in 
deutschland aus (medac). Bei der hier 
betrachteten akuten form einer leu-
kämie handelt es sich um eine hoch-
gradig maligne Erkrankung. Bei dieser 
Erkrankung entarten Vorläuferzellen 
der leukozyten (der weißen Blutzellen) 
zu sogenannten unausgereiften Blasten 
und infiltrieren die blutbildenden Or-
gane und die Blutbahnen. diese akute 
Erkrankung führt ohne intensive che-
motherapie binnen weniger wochen 
zum tod des patienten (cancerquest). 
im folgenden wird hier die all be-
trachtet. Bei dieser Erkrankung sind Vor-
läuferzellen der B- oder t-lymphozyten 
entartet und es gibt eine zweigipflige 
altersverteilung. dabei ist sie zum einen 

die häufigste Krebserkrankung bei Kin-
dern und gleichzeitig findet sich ein 
gehäuftes auftreten der Erkrankung im 
höheren lebensalter (ribera 2011). im 
kindesalter liegen die heilungsraten 
der all bei etwa 90  %. problematisch 
gestaltet sich dabei, dass es bei mehr 
als 20 % der jungen patienten zu einem 
rückfall kommt. die heilungsraten nach 
einem rückfall sind wesentlich schlech-
ter als bei einer Erstdiagnose (Bhatla et 
al. 2012). die komplette remission der 
all im Erwachsenenalter kann derzeit 
bei 85-90  % der patienten erreicht wer-
den. die langzeitüberlebensrate liegt 
aber nur bei etwa 40-50 %. auch hier 
sind Verschlechterungen der heilungs-
raten bei einem rückfall zu verzeichnen 
(gökbuget et al. 2012). als mögliche 
therapieoption wurde für diese studie 
eine substanz eingesetzt, deren posi-
tive therapeutische wirkung für akute 
myeloische leukämie bereits klinisch  

eingesetzt wird. Es handelt sich dabei 
um die substanz 5-azacytidin, welche 
sowohl zytotoxisch auf leukämiezellen 
wirkt sowie auch einen epigenetischen 
wirkmechanismus, die dna-methylie-
rung, aufweist. unter Epigenetik ver-
steht man einen Bereich der moleku-
larbiologie, der sich mit Modifikationen 
von genen in einer Zelle beschäftigt. 
Diese Modifikationen erfolgen ohne 
Beeinflussung der DNA-Sequenz und 
sind reversibel. in diesem fall entfernt 
5-azacytidin methylierungen, die an 
einer spezifischen Base der DNA (dem 
cytosin) angebracht sein können. dazu 
interferiert es als rna-Baustein bei der 
transkription oder wird als umgewan-
delte desoxy-form direkt in die dna ein-
gebaut. dort wird es für dna-methyl-
transferasen (dnmts) zum substrat. im 
Vergleich zu normalen cytosin-nukleo-
tiden bindet 5-azacytidin die dnmts ko-
valent, sodass diese nicht abdissoziieren  
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können und somit inaktiviert sind. Bei 
den folgenden dna-replikationen wird 
dann an dieser stelle keine methylgrup-
pe mehr übertragen (leone et al. 2002). 
dieses methylierungsmuster ist bei je-
dem menschen unterschiedlich und vor 
allem bei malignen Erkrankungen stark 
verändert. wichtige grundmechanis-
men der Zellen sind dadurch verändert 
und ändern somit auch die funktionali-
tät der Zellen (piekarz und Bartes 2009). 
Veränderungen des methylierungsmus-
ters durch epigenetische substanzen 
wie 5-azacytidin führen somit zu neu-
erlich veränderten Expressionsmustern 
in den malignen Zellen. dementspre-
chend können in dem so veränderten 
Expressionsmuster gene untersucht 
werden, deren auftreten einen neuen 
und geeigneten therapeutischen ansatz 
bei der Behandlung der all darstellen. 
infolgedessen wurden für diese arbeit 
affymetrix-daten erhoben, die einen 
Vergleich der genexpression von unbe-
handelten und behandelten (5-azacy-
tidin) all Zelllinien (nalm-6 und BE13) 
ermöglichen. auf der grundlage dieser 
daten konnten nun differentiell expri-
mierte gene analysiert werden. da die 
auswertung der genechips mit einer 
normalisierung über den gesamten 
chip einhergeht, können fehlerhafte 
Expressionen auftreten. darum ist es 
unbedingt notwendig diese Ergebnisse 
nur als grundlage für weitere untersu-
chungen anzusehen. 
Eine Verifizierung der Ergebnisse erfolg-
te daher mittels qrt-pcr. 

» ii. mEthOdEn 

Die Verifizierung der ermittelten Kan-
didatengene erfolgte mit etablierten 
molekularbiologischen methoden. Zu-
nächst erfolgte dabei eine kultivierung 
der etablierten Zelllinien nalm-6 und 
BE13 bei 4x105 Zellen/ml, 37  °c und 
5 % cO2. diese wurden dann über 72 
stunden mit 5-azacytidin behandelt 
(nalm-6: 1,3 µm und BE13 1 µm). als 
referenzkontrolle galten Zellen, die mit 
dem lösungsmittel des 5-azacytidins 
(dimethylsulfoxid) behandelt wurden. 
aus dem gewonnenen Zellmaterial 
konnte dann die rna isoliert werden 
und im anschluss in cdna (comple-
mentary dna) umgeschrieben werden. 
diese dient als template für die qrt-pcr 
(quantitativ real-time polymerase chain 
reaction). die auswertung der Ergeb-
nisse erfolgte dann nach der 2-∆∆CT von 
schmittgen und livak, 2008. Bei den 
kombinationsversuchen von 5-azacy-
tidin und sorafenib wurden die Zellen 
zunächst mit 5-azcytidin und anschlie-
ßend mit sorafenib behandelt. die aus-
wertung erfolgte mittels der proliferati-
onsreagenz wst-1. 
Zellen mit einer gesunden stoffwech-
selaktivität können das rot gefärbte te-
trazoliumsalz wst-1 in formazan umzu-
setzen (peskin und winterbourn 2000). 
dieser farbumschlag kann dann bei 450 
nm photometrisch bestimmt werden. 

» iii. ErgEBnissE  

die mittels affymetrix-daten ermittelten 
dysregulationen wurden durch qrt-
PCR verifiziert. Dazu musste zunächst 
für jedes kandidatengen ein primerpaar 
desingt und getestet werden. danach 
erfolgte die qrt-pcr. anhand der fold 
change analyse nach schmittgen und 
livak (2008) konnten relative Expressio-
nen der behandelten proben gegenüber 
den unbehandelten kontrollproben er- 
mittelt werden. dabei war auffällig, 
dass bei der B-all (Zelllinie nalm-6) 
und t-all (Zelllinie BE13) unterschiedli-
che gene dysreguliert waren. Es gab je-
doch auch eine schnittmenge von 109 
gemeinsam hochregulierten genen. 
für drei der ausgewählten kandidaten-
gene (Bcl6, il1B und ms4a1) konnten 
die dysregulationen nur in B-all also 
nalm-6 Zellen nachgewiesen werden. 
B-all haben einen anteil von 80 % aller 
all Erkrankungen, deshalb ist eine se-
parate Betrachtung dieser Erkrankung 
durchaus sinnvoll. die anderen kandi-
datengene maEl und tmEm56 sind in 
beiden Zelllinien nach der Behandlung 
mit 5-azacytidin verstärkt exprimiert. in 
abb. 1a sind die Ergebnisse der qrt-pcr 
für die in nalm-6 hochregulierten kan-
didatengene dargestellt. 

die ermittelten Ergebnisse ließen sich 
reproduzieren und konnten mindestens 
als signifikant eingestuft werden (nicht 
dargestellt). Eine besonders starke dys-
regulation weist maEl auf. sowohl in 
nalm-6 als auch in BE13 (abb. 1b) Zel-
len kann eine enorme Expressionserhö-
hung verzeichnet werden. da es sich bei 
all um eine sehr heterogene Erkran-
kung handelt, kommen für eine thera-
pie immer substanzkombinationen zum 
Einsatz. das für die substanz sorafenib 
bekannte targetgen flt3 war in den 
mittels affymetrix erhobenen daten 
ebenfalls hochreguliert. auch hier konn-
te die erhöhte Expression per qrt-pcr 
verifiziert werden (Abb. 2).

sorafenib ist ein multi-kinase-inhibitor 
und wird klinisch bei der Behandlung 
von schwerem nieren- oder leberkrebs 
eingesetzt. der Einsatz von sorafenib 
führt dazu, dass die proliferation der tu-
morzellen herabgesetzt wird (pharma-
zeutische Zeitung). Bei der kombination 
von sorafenib und 5-azacytidin konnte 
sowohl in BE13 als auch in nalm-6 Zellen 

Abb. 1a) Ergebnis der qRT-PCR für IL1B, BCL6 und 
MS4A1 in Nalm-6 Zellen. Für einen Versuch (pro Gen) 
wurden jeweils drei Kontrollen und drei Proben (5-Aza-
cytidin 1,3 µM) dargestellt. Zudem zeigt die Grafik die 
Veränderung des fold changes (auf der Ordinate als 
Expression qRT-PCR angegeben) der Proben gegen-
über den Kontrollen. Die Kontrollen sind dabei auf 1 
normiert. Die Fehlerbalken geben die minimale und 
maximale Abweichung vom Mittelwert an. 

Abb. 1b) Ergebnis der qRT-PCR für MAEL in BE13 Zellen. 
Für einen Versuch wurden jeweils drei Kontrollen und 
drei Proben (5-Azacytidin 1 µM) dargestellt. Zudem 
zeigt die Grafik die Veränderung des fold changes (auf 
der Ordinate als logarithmische Expression qRT-PCR 
angegeben) der Proben gegenüber den Kontrollen. Die 
Kontrollen sind dabei auf 1 normiert. Die Fehlerbalken 
geben die minimale und maximale Abweichung vom 
Mittelwert an.
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Abb. 2) Ergebnis der qRT-PCR für FLT3 in Nalm-6 Zellen. 
Ein Versuch mit jeweils drei Kontrollen und drei Proben 
(5-Azacytidin 1,3 µM) ist dargestellt. Zudem zeigt die 
Grafik die Veränderung des fold changes (auf Ordinate 
als Expression qRT-PCR angegeben) der Proben gegen-
über den Kontrollen. Die Kontrollen sind dabei auf 1 
normiert. Die Fehlerbalken geben die minimale und 
maximale Abweichung vom Mittelwert an.
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ein positiver kombinationseffekt ermit-
telt werden. für nalm-6 ist das Ergebnis 
der kombination in abb. 3 dargestellt.

wie in abb. 3 zu erkennen, liegt die Via-
bilität der Zellen (nalm-6) nach einer Be-
handlung mit sorafenib (4 µm) bei 90 %. 
die konzentrationen von 5-azacytidin 
wurden in diesem Versuch variiert. die 
rote kurve gibt den Verlauf der Einzel-
konzentrationen von 5-azacytidin wie-
der. die blaue kurve verdeutlicht den 
Verlauf der Effekte verschiedener 5-aza-
cytidinkonzentrationen mit 4 µm sora-
fenib. so kann beispielsweise bei einer 
konzentration von 2 µm 5-azacytidin 
eine Viabilität von 86 % gemessen wer-
den. die Viabilität von 4 µm sorafenib 
liegt, wie bereits beschrieben, bei 90 %. 
durch die kombination beider substan-
zen proliferieren jedoch nur noch 62 % 
der Zellen.

die Viabilität bezeichnet hier die anteilig 
lebenden Zellen in einer Zellpopulati-
on. die kombination von 5-azacytidin 
und sorafenib zeigt sehr gute kombi-
nationseffekte (abb. 3). die erhöhte Ex- 
pression eines targetrezeptors (von so-
rafenib) mittels 5-azacytidin ist somit 
ein guter ansatz für eine therapie mit  
sorafenib.

» iV diskussiOn

die hier durchgeführten untersuchun-
gen erfolgten in kooperation mit dem 
forschungsbereich der hämatologi-
schen und onkologischen abteilung der 
charité Berlin-steglitz. die Ergebnisse 
wurden im rahmen einer masterar-
beit des studiengangs Biosystemtech-
nik/Bioinformatik der th wildau [fh]  

erhoben. wie bereits für das targetgen 
flt3 gezeigt, werden immer substanz-
kombinationen für die therapie einer 
all eingesetzt. für die 5 weiteren kan-
didatengene gibt es dabei spezifische 
kombinationsmöglichkeiten. 
die erhöhte Expression des Bcl6 scheint 
auf den ersten Blick problematisch, denn 
Bcl6 hemmt das natürliche reparatur-
system der dna und ermöglicht somit 
das überleben von malignen Zellen (ra-
nuncolo et al, 2007). Jedoch ist es auch 
eine targetstruktur für einen anti-Bcl6-
inhibitor. weiterführend wäre somit zu  
untersuchen, inwiefern eine Vorbehand- 
lung der Zellen mit 5-azacytidin, also 
eine überexpression von Bcl6, die 
wirksamkeit des anti-Bcl6 inhibitors 
verstärkt. il1B ist ein Entzündungsmedi-
ator und Botenstoff, welcher Einfluss auf 
verschiedenste Bereiche der Zellregula-
tion hat. dazu zählen Zellproliferation, 
Zelldifferenzierung und auch die apo-
ptose (cancer). die erhöhte Expression 
des il1B nach 5-azacytidinbehandlung 
kann zu einer aktivierung des körperei-
genen immunsystems führen, welches 
die Bekämpfung der malignen Zellen 
durch körpereigene abwehrmechanis-
men anregt. Für das Oberflächenanti-
gen ms4a1 (auch als cd20 bekannt) 
gibt es bereits eine zugelassene the-
rapie. MS4A1 ist B-Zell spezifisch und 
kann mithilfe des chimären antikörpers 
rituximab angegriffen werden. Eine Er-
höhung der Oberflächenantigene durch 
die Behandlung mit 5-azacytidin erhöht 
somit die anzahl an targetgenen für ri-
tuximab. Bei tmEm56 handelt es sich 
ebenfalls um ein Oberflächenantigen, 

das einen potentiellen Einsatz als tar-
getstruktur ermöglicht. Es gibt jedoch 
kaum informationen über die funktion 
von tmEm56. hierfür müsste zunächst 
untersucht werden, ob es ausschließlich 
auf malignen Zellen eine starke Expres-
sion aufweist. dies konnte für maEl be-
reits gezeigt werden. xiao et al. (2010) 
berichteten, das maEl in normalem 
gewebe nicht exprimiert wird. in ma-
ligen Zellen dagegen ist die Expression 
erhöht und nach einer demethylieren-
den Behandlung gibt es eine enorme 
Expressionserhöhung. diese konnte 
auch in dieser studie nach Behandlung 
mit 5-azacytidin gezeigt werden (vergl. 
abb. 1b). somit ist maEl ein geeigne-
tes tumorantigen, welches z. B. als tu-
mormarker Verwendung finden kann. 
Einen überblick über die dargestellten 
therapieoptionen gibt tabelle 1. sie 
zeigt zunächst einen überblick aller 
kandidatengene und ihrer potentiellen 
funktionen für die therapie einer all. 
weiter gibt sie eine übersicht, in wel-
chen Zelllinien das jeweilige gen durch 
5-azacytidinbehandlung hochreguliert 
werden konnte. auch die Zuordnung 
in verschiedene gengruppen und der 
mögliche therapeutische Einsatz, sind 
dargestellt.

» V ZusammEnfassung

durch die Behandlung von all Zelllini-
en mit 5-azacytidin kann die auftritts-
häufigkeit einzelner Gene verändert 
werden (differentielle genexpression). 
in dieser arbeit wurden beispielhaft 

Abb. 3) Viabilitätsmessung von Nalm-6 nach Inkubation mit 5-Azacytidin und Sorafenib. Die Abszisse entspricht den 
5-Azacytidinkonzentrationen in μM, die Ordinate der Viabilität in Prozent. Die Abnahme der Viabilität kann durch 
Einsatz von 5-Azacytidin und Sorafenib mono, aber auch in Kombination gezeigt werden.
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hochreguliert in Zuordnung zu 
relevanten gengruppen

möglicher 
therapeutischer Einsatz

Bcl6 nalm-6 (B-all) Onkogen targetgen für den 
anti-Bcl6 inhibitor

il1B nalm-6 (B-all) Entzündungsmarker aktivierung des körper-
eigenen immunsystems

ms4a1 nalm-6 (B-all) Oberflächenantigen antikörpertherapie 
mittels rituximab

tmEm56 nalm-6 (B-all)
BE13 (t-all)

mögliches tumoranti-
gen

impfstrategien, 
antikörpertherapie

maEl nalm-6 (B-all)
BE13 (t-all)

tumorantigen impfstrategien, 
tumormarker

Tabelle 1) Übersicht über die ausgewählten Kandidatengene und ihre möglichen Einsatzmöglichkeiten bei der The-
rapie von ALL. Zudem ist dargestellt, in welcher Zelllinie eine Hochregulation des jeweiligen Gens nach 5-Azacytidin-
behandlung zu detektieren ist. 

kandidatengene ausgewählt, für die 
zusätzlich eine mögliche kombinati-
onstherapie getestet oder diskutiert 
werden kann. der positive kombinati-
onseffekt des 5-azacytidins mit sorafe-
nib zeigt das potential der substanz, da 
kombinationstherapien für die Behand-
lung von leukämien grundlegend sind. 
Zudem wird durch 5-azacytidin ein  

zelleigener mechanismus aktiviert, der 
den selbstprogrammierten Zelltod der 
Zelle einleitet (apoptose). die Ergebnis-
se dieser studie zeigen, dass der Einsatz 
von 5-azacytidin für die Behandlung ei-
ner all durchaus positive Effekte erzielt 
und eine neue therapieoption für pati-
enten mit all darstellt.


