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1. Einleitung 

1.1 Einführung und Zielsetzung 
	  
Die akute myeloischen Leukämie ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden 

Systems. Die unkontrollierte Proliferation hämatopoetischer Vorläuferzellen führt zur 

Verdrängung der normalen Hämatopoese, was bei unbehandelten Patienten bereits nach 

wenigen Wochen bis einigen Monaten zum Tod führt (Haferlach, Perne et al. 2010). 

Allerdings zeigen auch die klassischen Therapieansätze häufig nicht den erwünschten 

Erfolg. So liegt trotz großer Fortschritte bei der Therapie - einschließlich der Ein-

führung der allogenen Stammzelltransplantation - die 5-Jahres-Überlebensrate für alle 

registrierten AML Patienten in den USA bei nur knapp über 20 Prozent (SEER Nov. 

2010). 

 
Tumorantigene (TAA), zu denen auch die Cancer-Testis-Antigene zählen, stellen 

Zielstrukturen für neue diagnostische und therapeutische Ansätze dar. Gegenüber 

anderen TAA haben CT-Antigene den Vorteil, dass sie außer in verschiedenen 

Malignomen ausschließlich in immunprivilegiertem Gewebe exprimiert werden. Für 

einige durch Cancer-Testis-Antigene kodierte Proteine konnte ihre Immunogenität und 

ihre Fähigkeit, sowohl humorale als auch zelluläre Immunantworten bei Krebspatienten 

auszulösen, bereits nachgewiesen werden (Simpson, Caballero et al. 2005). Sie stellen 

somit besonders vielversprechende Targets für Vakzine oder Antikörpertherapien dar 

und könnten etablierte Therapiemethoden unterstützen oder sogar ersetzen.  

 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, das Expressionsmuster sowie die Expressionsfrequenz von 

Cancer-Testis-Antigenen im Knochenmark bzw. peripheren Blut von an AML 

erkrankten Patienten zu analysieren und dadurch neue Zielstrukturen für 

immuntherapeutische Ansätze zu ermitteln. Darüber hinaus wird die mögliche 

Korrelation zwischen der Expression von CT-Antigenen und verschiedenen klinischen 

Parametern wie Alter, Geschlecht, Blastenkonzentration, FAB-Klassifikation, 

Vortherapie und zytogenetischem Risikoprofil untersucht. Um eine mögliche 

prognostische Aussagekraft der Expression von Cancer-Testis-Antigenen über den 

Verlauf einer AML-Erkrankung zu untersuchen, wird zuletzt der Einfluss der 

Expression auf das 5-Jahres-Überleben der Patienten untersucht.  
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1.2 Akute myeloische Leukämie 

1.2.1 Definition und Epidemiologie 

	  
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine klonale Erkrankung einer frühen, 

myeloisch determinierten Vorläuferzelle mit gestörter Ausreifung und unkontrollierter 

Proliferation leukämischer Blasten im Knochenmark und meistens auch im peripheren 

Blut (Classen, Diehl et al. 2004). Die AML kann als de novo Leukämie ohne 

offensichtliche Vorerkrankung oder auf dem Boden von Knochenmarksstörungen, wie 

z.B. dem myelodysplastischen Syndrom, der aplastischen Anämie oder der Fanconi 

Anämie, sowie nach einer vorangegangenen Chemotherapie entstehen. Infolge der 

hohen Proliferationsrate der malignen Zellen entwickeln sich akute Leukämien in der 

Regel kurzfristig, innerhalb von wenigen Wochen. Bei älteren Patienten bzw. bei der 

sekundären AML kann die Krankheitsentwicklung gelegentlich auch protrahierter 

verlaufen (Ehninger, Link et al. 2008). 

 

Prinzipiell kann die akute myeloische Leukämie in jedem Alter auftreten. 

Typischerweise manifestiert sie sich jedoch im höheren Lebensalter. In 

unterschiedlichen Studien ergab sich ein mittleres Alter von 55 bis 60 Jahren bei 

Erstdiagnose (Arlin, Case et al. 1990). Im Gegensatz zu Kindern, bei denen nur etwa 

15-20% aller akuten Leukämien ihren Ursprung in einer myeloischen Vorläuferzelle 

haben, sind es beim Erwachsenen etwa 80 - 90%. In Deutschland liegt die geschätzte 

jährliche Inzidenz der AML bei 4,3/100.000 für Männer und 2,9/100.000 für Frauen 

(Ehninger, Link et al. 2008). Weltweit finden sich die höchsten Inzidenzen der AML 

beim erwachsenen Menschen in Nordamerika, Australien und Westeuropa (Jemal, 

Thomas et al. 2002). 

 

1.2.2 Pathophysiologie und Ätiologie 

	  
Die Entstehung der akuten myeloischen Leukämie beruht auf genetischen Alterationen 

der myeloischen Vorläuferzellen. Diese genetischen Veränderungen führen zur 

Aktivierung von wachstumsfördernden Onkogenen, zur Inaktivierung von  Suppressor- 

Genen oder zur Veränderung von Transkriptionsfaktoren (Kelly, Clark et al. 2002; 

Scandura, Boccuni et al. 2002) und somit zu einer malignen Transformation und 
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klonalen Expansion der myeloisch determinierten Stammzelle mit Verdrängung der 

physiologischen Blutbildung (Classen, Diehl et al. 2004). 

 

Die genaue, vermutlich multifaktorielle Ätiologie der AML ist aber in vielen Punkten 

noch unklar. Mit großer Wahrscheinlichkeit entsteht ein überwiegender Teil der 

Erkrankungen durch den Kontakt zu speziellen Noxen im Laufe des Lebens (Ehninger, 

Link et al. 2008). Nur ein kleiner Prozentsatz der AML-Fälle beruht auf Mutationen in 

der Keimbahn. So haben z.B. Patienten mit Trisomie 21 ein zehn- zwanzigfach  

erhöhtes Risiko, an einer Leukämie zu erkranken (Mitelman, Heim et al. 1990). Andere 

Risikofaktoren als Folge der Veränderung der Keimbahn sind Mutationen im CCAAT 

enhancer binding protein alpha (Smith, Cavenagh et al. 2004), Mutationen der 

NAD(P)H-Quinone-Oxidoreduktase 1 (Smith, Wang et al. 2001), die Ataxia 

teleangiectatica, Osteogenesis imperfecta (Classen, Diehl et al. 2004), das Klinefelter-

Syndrom (Deschler and Lubbert 2006), das Li-Fraumeni-Syndrom (Potzsch, 

Voigtlander et al. 2002), die Fanconi Anämie und die Neurofibromatose (Aquino 2002). 

Externe Noxen, die das Risiko erhöhen an einer AML zu erkranken, sind Benzol 

(Austin, Delzell et al. 1988; Jacobs 1989; Hayes, Yin et al. 1997), ionisierende Strahlen, 

wie sie beim Einsatz von Atombomben entstehen (Bizzozero, Johnson et al. 1966), aber 

auch bei der therapeutischen Bestrahlung eingesetzt werden (Darby, Doll et al. 1987), 

Zigarettenrauch (Sandler, Shore et al. 1993) und vorausgegangene Chemotherapien mit 

Alkylanzien (Andrieu, Ifrah et al. 1990), Etoposid oder anderen 

Topoisomerasehemmern (Pui, Ribeiro et al. 1991). Sowohl bei der durch 

Strahlentherapie ausgelösten als auch bei einer nach Chemotherapie auftretenden AML 

spricht man von der sogenannten sekundären akuten myeloischen Leukämie. 

 

1.1.3 Klinik und Diagnostik 

	  
Die ersten Symptome der AML sind variabel, eher unspezifisch und in der Regel durch 

die Knochenmarksinsuffizienz hervorgerufen. Meist beginnt das manifeste 

Krankheitsbild der akuten myeloischen Leukämie innerhalb von drei Monaten mit 

unspezifischen Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit, Leistungsminderung, 

Müdigkeit, Appetitlosigkeit, Knochenschmerzen, Nachtschweiß, Fieber und Gewichts-

verlust (Michl 2008). Protrahierte oder schwerwiegende Infekte, die sich vornehmlich 

im HNO-Bereich manifestieren, sind in der Regel auf eine Granulozytopenie 
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zurückzuführen. Relativ häufig berichten die Patienten auch von einer erhöhten 

Blutungsneigung, verursacht durch eine Thrombozytopenie, die sich durch zum Beispiel 

schwer stillbares Nasen- und/oder Zahnfleischbluten äußert oder zu Hämatomen und 

Petechien führt. Seltener auftretende Symptome sind Gingivahyperplasie, Hauttumore, 

granulozytäre Sarkome (Chlorome), Kopfschmerzen, Meningismus, Photophobie 

(Meningiosis leukaemica) und Lymphadenopathien. Diese seltener auftretenden 

klinischen Anzeichen sind auf die Proliferation und Infiltration maligner Zellen in den 

jeweiligen Geweben zurückzuführen.  

 

Schon in der frühen Phase der Erkrankung kann es zu erheblichen, lebensbedrohlichen 

Komplikationen kommen. Dazu gehören die Hyperleukozytose, das Tumorlysesyndrom 

und schwerwiegende Hämorrhagien. Bei der Hyperleukozytose kommt es durch 

Leukostase zur Verlegung von Kapillaren, vor allem der Endstromgebiete von Lunge 

und Gehirn, und somit schließlich zum Multiorganversagen (Dutcher, Schiffer et al. 

1987). Ein Tumorlysesyndrom tritt selten spontan auf. Oft wird es erst durch die 

eingeleitete Therapie ausgelöst.  

 

Bei dem klinischen Verdacht auf eine akute myeloische Leukämie wird zunächst ein 

Blutbild angefertigt. Auffällig können hierbei quantitative Veränderungen aller drei 

Zellreihen sein, wobei sich der maligne Verdrängungseffekt im peripheren Blutbild als 

typischerweise normozytäre Anämie mit erniedrigter Retikulozytenzahl und 

Thrombozytopenie bemerkbar macht. Die Leukozytenwerte können sowohl im 

Normbereich sein als auch durch eine Leukozytose oder Leukopenie auffallen. Nach der 

WHO-Klassifikation kann die Diagnose einer akuten Leukämie beim Nachweis von 

>20% blastärer Zellen im peripheren Blut oder im Knochenmark gestellt werden 

(Vardiman, Harris et al. 2002), ein niedrigerer Wert schließt sie jedoch nicht aus. Auch 

bei Patienten mit >30% blastären Zellen im Differenzialblutbild ist eine 

Knochenmarkspunktion obligat, da nur Knochenmarksmaterial wichtige nachfolgende 

Untersuchungen mit höherer Sensitivität möglich macht (Cheson, Bennett et al. 2003).  

 

Zur Diagnosesicherung und Prognoseeinschätzung sollten zytomorphologische und 

zytochemische Untersuchungen des peripheren Bluts und des Knochenmarks 

durchgeführt werden. In dem nach Pappenheim (May-Grünwald-Giemsa) gefärbten 

Knochenmarksausstrich findet sich typischerweise eine stark erhöhte Zelldichte von 
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unreifen, blastären Zellen und eine stark verminderte oder fehlende reguläre 

Hämatopoese. Ein besonderer morphologischer Marker, beweisend für den myeloischen 

Ursprung der Blasten, sind Auer-Stäbchen, die bei etwa jeder vierten AML im 

Zytoplasma nachweisbar sind. Mit Hilfe zytochemischer Färbungen werden 

Myeloperoxidase-positive Blasten mit myeloischer Herkunft unterschieden von α-

Naphthyl-azetatesterase-positiven Blasten mit monozytärem Ursprung. Darüber hinaus 

sollte eine Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometrie zum Nachweis 

linienspezifischer Oberflächenantigene vorgenommen werden sowie zytogenetische und 

molekularbiologische Untersuchungen zur Darstellung genetischer Veränderungen 

stattfinden.  

 

Um mögliche Komplikationen rechtzeitig zu erkennen, sollten regelmäßig Elektrolyte, 

Leber- und Nierenfunktionswerte, LDH, CRP, Procalcitonin und der Gerinnungsstatus 

kontrolliert werden. Bei der Erstdiagnostik einer akuten myeloischen Leukämie sollten 

darüber hinaus eine EBV-, CMV-, Hepatitis-B-, Hepatitis-C- und eine HIV-Serologie 

erfolgen. Dies dient sowohl der Klärung von Differentialdiagnosen als auch dem 

Management der weiteren Behandlung. Eine Aspergillusinfektion wird mittels eines 

Aspergillus-Galactomannan-Tests ausgeschlossen. Um eine eventuell notwendige 

Stammzellspendersuche nicht zu verzögern, sollte eine frühzeitige HLA-Typisierung 

des Patienten erfolgen. Vor dem Beginn einer intensivierten Therapie muss die 

Organfunktion mittels apparativer Routinediagnostik eingeschätzt werden. Hierzu 

gehören eine Röntgenuntersuchung des Thorax, eine abdominelle Ultraschall-

untersuchung, ein EKG sowie die echokardiographische Untersuchung des Herzens. 

 

1.2.4 Klassifikation 

	  
Die Einteilung der akuten myeloischen Leukämie erfolgt gegenwärtig entsprechend der 

WHO-Klassifikation (siehe Tabelle 1) der Tumoren des hämatopoetischen und 

lymphatischen Gewebes aus dem Jahre 2001 (Jaffe, World Health Organization et al. 

2001). In dieser wird die AML in erster Linie nach genetischen Veränderungen 

klassifiziert. Dabei werden jedoch die von der FAB-Gruppe festgelegten 

morphologischen und immunologischen Kriterien zur Abgrenzung einzelner Subtypen 

weiterhin beibehalten. Gegenwärtig lassen sich jedoch nur etwa 30% der AML-Fälle 
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anhand der durch die WHO festgelegten Kriterien genetisch definieren (Ehninger, Link 

et al. 2008).  

 

Die von Benett 1976 publizierten Vorschläge der French-American-British Cooperative 

Group berücksichtigen neben zytomorphologischen auch zytochemische Kriterien. In 

der FAB-Klassifikation (siehe Tabelle 2) wird anhand der Linienzugehörigkeit 

(granulozytäre, monozytäre, erythroide bzw. megakaryozytäre Zellreihe) und 

Differenzierung der Blasten zwischen acht Subgruppen unterschieden (Sack 2007). 

 

1.2.5 Therapie 

	  
Die akute myeloische Leukämie ist eine Erkrankung, bei der für große 

Patientengruppen bislang keine Standardtherapie etabliert werden konnte. Dies rückt die 

Notwendigkeit der Behandlung innerhalb von prospektiven klinischen Studien in den 

Vordergrund (Ehninger, Link et al. 2008).  

 

1.2.5.1 Chemotherapie 

	  
Nach wie vor bildet die Chemotherapie die Basis der AML-Therapie. Unterschieden 

wird zwischen einer First-Line-Therapie (Primärtherapie) nach Diagnosestellung und 

einer Second-line-Therapie (Sekundärtherapie) bei Therapierefraktärität. Ob eine 

intensive, kurative Chemotherapie durchgeführt wird oder die Therapie palliativ erfolgt, 

hängt von der Konstitution und den Komorbiditäten des Patienten ab. Ziel der 

intensivierten Chemotherapie ist das Erreichen einer kompletten hämatologischen 

Remission. Diese definiert sich durch eine stattgehabte Regeneration des peripheren 

Blutbildes (>1000 Neutrophile/µl und ≥100.000 Thrombozyten/µl), durch das 

Vorliegen von < 5% Blasten ohne Auer-Stäbchen im Knochenmark und das erwiesene 

Fehlen von Blasten im peripheren Blut oder extramedullären Leukämiemanifestationen 

(Cheson, Bennett et al. 2003).   

 

Die am häufigsten eingesetzten Zytostatika sind Cytosin-Arabinosid (ARA-C), 

Anthrazykline, Mitoxantron, Amsacrin (m-AMSA), 6-Thioguanin (6-TG), Etoposid 

(VP-16) und Fludarabin. Beim Ablauf der Chemotherapie unterscheidet man die 

Induktionstherapie, die in der Regel aus zwei Zyklen einer intensiven Kombinations-
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chemotherapie besteht, von der Konsolidations- bzw. Postremissionstherapie. Die 

Induktionstherapie dient der deutlichen Reduktion der Tumorlast und damit dem 

Erreichen einer kompletten Remission. Ziel der Konsolidationstherapie ist es, ein 

Rezidiv dauerhaft zu verhindern. Eine Erhaltungstherapie erbringt gegenüber der 

intensiven Konsolidationstherapie keinen Überlebensvorteil (Miyawaki, Sakamaki et al. 

2005). Aus diesem Grund wird sie nicht mehr durchgeführt. Ausnahmen sind die akute 

Promyelozytenleukämie und ältere Patienten, denen eine intensive Konsolidations-

therapie nicht mehr zugemutet werden kann. 

 

Eine Besonderheit in der Therapie stellt die Promyelozytenleukämie FAB M3 mit der 

Translokation t(15;17) dar. Durch die Gabe von all-trans-Retinsäure (ATRA), einem 

Vitamin A Metaboliten, oder Arsentrioxid (ATO) kann der Reifungsblock der 

Promyelozyten aufgehoben und eine Remission erreicht werden. Eine neu 

diagnostizierte akute Promyelozytenleukämie wird derzeit mit einer Kombination aus 

ATRA und Chemotherapie behandelt. Mit dieser Kombination  werden Remissionsraten 

von 85-95% erreicht (Sanz, Montesinos et al. 2008). Die Behandlung mit ATRA alleine 

ist meist nicht erfolgreich, da es unter andauernder Therapie zu Resistenzen und 

Rezidiven kommt. 

 

1.2.5.2 Blutstammzelltransplantation 

	  
Ein weiteres etabliertes Therapieverfahren zur Behandlung der AML ist die Stamm-

zelltransplantation. Man unterscheidet hierbei die autologe, bei der spendereigene 

Stammzellen nach der Therapie retransfundiert werden, von der allogenen 

Transplantation, bei welcher der Patient die Stammzellen eines gesunden, gewebe-

verträglichen Spenders erhält. Besonders zugenommen hat die Stammzell-

transplantation von nicht verwandten Spendern, die im Jahr 2005 bereits etwa 62% der 

allogenen Ersttransplantationen in Deutschland ausmachte (Ottinger 2006).  

 

Die autologe Stammzelltransplantation scheint der konsolidierenden Therapie mit 

hochdosiertem ARA-C in erster Remission gleichwertig zu sein (Cassileth, Harrington 

et al. 1998; Farag, Ruppert et al. 2005). Lediglich infektiöse Komplikationen im 

Rahmen vorausgegangener Therapiezyklen könnten auf Grund einer deutlich verkürzten 

Neutropeniedauer für eine autologe Stammzelltransplantation sprechen (Ehninger, Link 
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et al. 2008). Besonders positive Ergebnisse konnten mit der autologen Blut-

stammzelltransplantation (BSZT) bei der akuten Promyelozytenleukämie (FAB M3) in 

zweiter kompletter Remission erreicht werden (de Botton, Fawaz et al. 2005). Auch bei 

anderen Entitäten ist eine autologe Transplantation in zweiter Remission mit guten 

Ergebnissen assoziiert. Jedoch sollte vor dieser mit Hilfe einer Rezidivtherapie eine 

erneute Remission angestrebt werden (Craddock, Tauro et al. 2005).  

 

Bei der allogenen Transplantation ist neben dem zytoreduktiven Faktor der 

Konditionierung vor allem der Graft-versus-Leukämie-Effekt (GvL) ein wesentliches 

Therapieprinzip und trägt in erheblichem Maß zum Heilungserfolg bei. Durch diesen 

Effekt liegt die Rezidivwahrscheinlichkeit nach allogener Transplantation wesentlich 

niedriger als nach autologer Blutstammzelltransplantation (15% vs. 40%) (Ehninger, 

Link et al. 2008). Aus diesem Grund sollte bei Patienten unter 60 Jahren sofort nach 

Diagnosestellung ein Familienspender gesucht werden. Lässt sich ein kompatibler 

Spender finden, sollte in erster kompletter Remission, mit Ausnahme von Patienten mit 

prognostisch günstigem Karyotyp, eine allogene Stammzelltransplantation angestrebt 

werden (Classen, Diehl et al. 2004). Nachdem sich inzwischen die Ergebnisse der 

allogenen Blutstammzelltransplantation von nicht verwandten Spendern zunehmend den 

Ergebnissen der Transplantationen von verwandten Spendern annähern, wird bei 

Patienten mit Hochrisikozytogenetik auch in erster Remission eine BSZT von einem 

unverwandten Spender durchgeführt (Anasetti, Perkins et al. 2006). Auch bei der 

Rezidivtherapie nimmt die allogene Transplantation einen höheren Stellenwert ein als 

die autologe. So kann bei einer langsamen Proliferationskinetik des Rezidivs und einer 

schnellen Spenderidentifikation die allogene BSZT auch ohne Rezidivtherapie direkt 

durchgeführt werden. Zum Zeitpunkt des Konditionierungsbeginns sollten jedoch im 

Blut keine Blasten zirkulieren (Wong, Shahjahan et al. 2005). 

 

1.2.5.3 Strahlentherapie 

	  
Ziel einer lokalen Strahlentherapie ist es, das Auftreten von Rezidiven in den Regionen 

zu verhindern, die entweder wegen eines großen initialen Tumorvolumens oder auch 

durch besondere anatomische Gegebenheiten nicht oder nicht ausreichend durch die 

Chemotherapie erreicht werden können und somit möglicherweise einen 

Ausgangspunkt für Rezidive darstellen (Ehninger, Link et al. 2008). Kinder im 1. 



	   9	  

Lebensjahr sollten grundsätzlich keine ZNS-Bestrahlung erhalten. Bei manifestem 

initialem ZNS-Befall ("Meningeosis leukemica": >5 Zellen/mm3) und eindeutigen 

Blasten im Liquor ist nach Ansicht der meisten europäischen und amerikanischen 

Leukämietherapeuten bei allen Patienten (nach Erreichen des 1. Lebensjahres) auch eine 

ZNS-Bestrahlung notwendig (Hämatologie 05/2008).  

 

Eine andere Form der Bestrahlung ist die Ganzkörperbestrahlung (Total Body 

irradiation, TBI). Sie ist wegen der relativ hohen Strahlenempfindlichkeit myeloischer 

und lymphatischer Zellen ein wichtiger Teil traditioneller Strahlen- und 

Chemotherapieprotokolle vor allogener und autologer Knochenmark- oder Blut-

stammzelltransplantation. Die Wirkmechanismen beinhalten die Vernichtung klonaler 

maligner Zellen, die myeloablative Therapie und im Fall einer allogenen 

Transplantation die immunablative Konditionierungstherapie (Bremer and Karstens 

2002). In einer randomisierten Studie konnte gezeigt werden, dass die Konditionierung 

mit TBI bei Patienten mit AML einer TBI-losen Konditionierung überlegen war (Blaise, 

Maraninchi et al. 1992; Blaise, Maraninchi et al. 2001). 

 

1.2.5.4 Neue Therapieverfahren  

	  
Das zunehmende Wissen über Ursachen und molekurbiologische Hintergründe der 

akuten myeloischen Leukämie führt in der Behandlung zur Entwicklung ständig neuer 

Therapieansätze. Dazu gehören Tyrosinkinaseinhibitoren, Angiogenesehemmer, die 

Hemmung RTK-aktivierter Signalwege, die Modulation der Multi Drug Resistance und 

die Apoptose Induktion. Darüber hinaus werden immuntherapeutische Verfahren wie 

die Zytokintherapie, die Antikörpertherapie, die allogene Donor-Leukozyten-Infusion, 

die Vakzinierung, die T-Zell-Therapie und die NK-Zell-Therapie bei der akuten 

myeloischen Leukämie eingesetzt.  

 

1.2.6 Prognose 

	  
Trotz aggressiver Therapie und ständiger Neuentwicklungen in der Behandlung ist die 

Prognose von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie unbefriedigend. Die 

Langzeitüberlebensrate von Patienten unter 60 Jahren liegt nicht über 40%, bei 

Patienten über 60 Jahren nicht über 20% (Büchner, Berdel et al. 2009). Wie bei allen 
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Erkrankungen haben Patienten mit vielen Komorbiditäten und funktioneller 

Einschränkung eine schlechtere Prognose als Patienten mit geringerer Beeinträchtigung 

(Estey, Smith et al. 1989; Appelbaum, Gundacker et al. 2006; Estey 2007). Einer der 

wichtigsten patientenbezogenen Prognosefaktoren der AML ist das Erkrankungsalter. 

Da ältere Patienten auch innerhalb definierter biologischer Risikoklassen eine 

signifikant schlechtere Prognose als jüngere aufweisen, hängt dies nicht nur mit den 

zunehmenden Komorbiditäten zusammen (Büchner, Berdel et al. 2007).  

 

Anhand spezieller, regelmäßig auftretender zytogenetischer Veränderungen ist es 

möglich, verschiedene Risikogruppen einzuteilen. Dabei geht zum Beispiel die 

Translokation t(8,21) mit einer verbesserten Prognose einher (Stone 2009). Ein 

besonders ungünstiger Verlauf der Erkrankung wird bei Patienten beobachtet, die drei 

oder mehr Chromosomenaberrationen aufweisen (Haferlach, Kern et al. 2004). Da sich 

diese Fälle gegenüber der zytostatischen Therapie meist als besonders refraktär 

erweisen, stellen sie ein großes therapeutisches Problem dar (Ehninger, Link et al. 

2008). Als Folge der zunehmenden molekulargenetischen Diagnostik konnte die 

prognostische Bedeutung einiger weniger, aber häufig auftretender Mutationen unter 

der derzeit üblichen Therapie untersucht werden. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass 

Patienten mit Nachweis einer NPM1-Mutation, aber ohne Nachweis von FLT3-ITD-

Mutationen (ca. bei 10-15% aller AML Patienten) im Gegensatz zur Gesamtpopulation 

eine deutlich bessere Prognose haben (Thiede, Koch et al. 2006). 

 

1.3 Tumorimmunologie und Immuntherapie 
	  
Von einer idealen Krebstherapie erhofft man sich die selektive Zerstörung möglichst 

aller malignen Zellen bei gleichzeitiger Schonung des gesunden Gewebes. Dies wäre 

am besten durch die Aktivierung des körpereigenen Immunsystems gegen 

tumorspezifische Strukturen zu erreichen. In der Tat spielt das Immunsystem eine 

wichtige Rolle bei der Entstehung maligner Tumoren, wobei es auch in der Lage ist, 

diese zu bekämpfen (Dunn, Bruce et al. 2002). Gestützt wird diese Hypothese durch 

Spontanremissionen bei Krebserkrankungen und die Rückbildung von Tumoren durch 

das Auftreten zytotoxischer T-Zell Infiltrate (Mackensen, Carcelain et al. 1994). Auch 

das erhöhte Malignomrisiko nach einer immunsuppressiven Therapie (Penn 2000) und 

nach immunsupprimierenden Erkrankungen (Boshoff and Weiss 2002) unterstreicht die 
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Bedeutung des Immunsystems bei der Entstehung verschiedener Malignome. 

Verschiedene Arbeitsgruppen haben die prognostische und prädiktive Bedeutung von 

Tumor-Infiltrierenden Lymphozyten beschrieben. Im Besonderen gilt dies für das 

Kolonkarzinom, aber auch für viele andere Tumoridentitäten (Pages, Berger et al. 2005; 

Gao, Qiu et al. 2007; Tomsova, Melichar et al. 2008; Ogino, Nosho et al. 2009). Dabei 

geht das Vorhandensein von TIL in den meisten Studien mit einer besseren Prognose 

der Erkrankung einher (Zhang, Conejo-Garcia et al. 2003; Sato, Olson et al. 2005; 

Galon, Costes et al. 2006; Horne, Jack et al. 2011). 

 

Seit Beginn des 21. Jahrhunderts spricht man von "Immunoediting", wenn es um das 

komplexe System der Tumor-Immunsystem-Auseinandersetzung geht. Dieser Prozess 

des Immunediting wird in drei Phasen unterteilt: "elimination" (Elimination), 

"equilibrium" (Gleichgewicht) und "escape" (Entkommen) (Dunn, Old et al. 2004). 

Dabei bezeichnet "escape" die Phase, in welcher der Tumor der immunologischen 

Überwachung und Begrenzung entkommt und klinisch sichtbar wird (Nargosen 2007). 

Zu diesem Zeitpunkt kann das Immunsystem sogar einen wachstumsfördernden 

Einfluss auf Tumore ausüben (DeNardo, Johansson et al. 2008). Die Tumor-

immunologie versucht, die immunologischen Zusammenhänge aufzuklären und die neu 

gewonnen Erkenntnisse direkt für die Entwicklung spezifischer Therapien oder neuer 

diagnostischer Verfahren zu nutzen. 

 

1.3.1 Immuntherapeutische Ansätze bei der AML 

	  
Mit Ausnahme der allogenen Stammzelltransplantation spielen immuntherapeutische 

Behandlungsoptionen bei der AML weiterhin eine kleinere Rolle als bei vielen anderen 

malignen Erkrankungen. Dies liegt zum einen daran, dass auf Grund der auffälligen 

Wachstumskinetik der Progress der Leukämie häufig schneller verläuft als der Aufbau 

einer effektiven Immunabwehr und zum anderen die Immunogenität der myeloischen 

Leukämiezellen geringer ausfällt als die anderer Tumorentitäten (Ehninger, Link et al. 

2008). In klinischen Studien werden derzeit verschiedene Ansätze auf ihre Wirksamkeit 

untersucht. 
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1.3.1.1 Allogene Donorleukozyteninfusionen und NK-Zell-Therapie 

	  
Durch die Übertragung von Spenderleukozyten kann bei Patienten mit chronischer 

myeloischer Leukämie (CML), die nach allogener Transplantation ein Rezidiv erleiden, 

in der überwiegenden Zahl der Fälle eine erneute Remission und in der Regel auch eine 

Heilung der Erkrankung erzielt werden (Kolb, Mittermuller et al. 1990; Ehninger, Link 

et al. 2008). Bei der AML ist der Erfolg sehr viel geringer und auf ein kleines 

Patientenkollektiv begrenzt (Kolb, Schattenberg et al. 1995; Porter, Roth et al. 1996; 

Collins, Shpilberg et al. 1997; Schmid, Labopin et al. 2007). Ein großes Problem stellt 

die hohe Inzidenz an schweren GvH-Erkrankungen nach Donorleukozyteninfusionen 

dar. Bei allogenen Lymphozyteninfusionen außerhalb einer Stammzelltransplantation 

werden die Spenderlymphozyten rasch abgestoßen und können so nur vorübergehend 

wirken (Ehninger, Link et al. 2008).  

 

Natürliche Killerzellen unterliegen keiner MHC-Restriktion und sind in der Lage, 

andere Zellen abzutöten, ohne dafür zuvor sensibilisiert worden zu sein (Lanier, Phillips 

et al. 1986; Ritz, Schmidt et al. 1988; Trinchieri 1989). Sie spielen unter anderem eine 

wichtige Rolle bei der Zerstörung von Tumorzellen, der Resistenz gegen virale 

Infektionen und der Regulierung der Hämatopoese (Herberman and Ortaldo 1981; 

Trinchieri 1989). In Studien konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen auch einen Graft-

versus-Leukämie Effekt besitzen (Oshimi, Oshimi et al. 1986; Lotzova, Savary et al. 

1987; Fierro, Liao et al. 1988; Savary and Lotzova 1989). Durch die Behandlung mit 

haploidenten NK-Zellen konnte teilweise sogar eine komplette Remission bei Patienten 

mit fortgeschrittener AML erreicht werden (Miller, Soignier et al. 2005). 

 

1.3.1.2 Spontane und Zytokin-induzierte Immunantworten  

	  
In den letzten Jahren wurden mehrere Studien publiziert, die eine spontane 

Auseinandersetzung des Immunsystems mit der AML belegen. So findet sich zum 

Beispiel bei etwa einem Drittel der an AML erkrankten Patienten eine humorale und 

eine zelluläre Immunantwort gegen das Proteinprodukt des Wilms-Tumorgens-1 

(WT1), das bei der AML einen für die Proliferation der Blasten entscheidenden 

Transkriptionsfaktor darstellt (Gaiger, Carter et al. 2001; Elisseeva, Oka et al. 2002). 

Um diese spontane autologe Immunantwort oder den nach der Stammzelltransplantation 

gewünschten Graft-versus-Leukämie Effekt gegen die myeloischen Blasten zu 
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verstärken, werden in verschiedenen klinischen Studien Stoffe eingesetzt, die zu einer 

unspezifischen Immunstimulation führen. Meist handelt es sich dabei um rekombinante 

Zytokine. Umfangreiche klinische Erfahrungen hat man hauptsächlich mit den 

Zytokinen Interleukin 2 (IL-2) und Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierender 

Faktor (GM-CSF) (Ehninger, Link et al. 2008). Während unter der rIL-2 Therapie kein 

Überlebensvorteil für die Patienten über 60 Jahre beobachtet werden konnte (Baer, 

George et al. 2008), ließ sich wiederholt zeigen, dass durch eine Kombination von GM-

CSF und Chemotherapie eine Verbesserung der Remissionsrate und des rezidivfreien 

Überlebens erzielt werden kann (Thomas, Raffoux et al. 2007). Da jedoch auch ein Teil 

der leukämischen Blasten Rezeptoren für IL-2 und GM-CSF besitzen, ist die 

zytokininduzierte Blastenproliferation eine schwere potenzielle Nebenwirkung (Carron 

and Cawley 1989; Schmetzer, Gerhartz et al. 1999).  

 

1.3.1.3 Immuntherapie mit monoklonalen Antikörpern 

	  
Die passive humorale Immuntherapie zeichnet sich durch die Verabreichung von 

exogenen Antikörpern aus (Beers and MSD Sharp & Dohme GmbH 2007). 

Monoklonale Antikörper gewinnen in der Krebstherapie auf Grund ihrer Eigenschaft 

auch körpereigene Strukturen zu erkennen immer mehr an Bedeutung und sind bei 

vielen Erkrankungen bereits fester Bestandteil des klinischen Alltags. Der Durchbruch 

in der therapeutischen Anwendung gelang mit der Herstellung chimärer Antikörper. 

Diese humanisierten Antikörpermoleküle ermöglichen eine nebenwirkungsarme 

Anwendung durch Reduktion allergischer Reaktionen und die Verhinderung der 

Bildung neutralisierender Antikörper. Unterschieden werden unkonjugierte mono-

klonale Antikörper, die ihre Wirkung über die Antikörper-vermittelte zelluläre 

Zytotoxizität, die Aktivierung der Komplementkaskade sowie durch Apoptose entfalten, 

von konjugierten monoklonalen Antikörpern. Diese sind entweder an ein chemo-

therapeutisches Agens, an Immunotoxine oder an radioaktive Strahler mit kurzer 

Eindringtiefe gekoppelt und können so die Zielzellen eliminieren, ohne dabei gesundes 

Gewebe anzugreifen.  

 

Seit 2000 ist der konjugierte monoklonale Antikörper Gemtuzumab in den USA für die 

Rezidivbehandlung  der AML bei CD33-positiven Patienten über 60 Jahren zugelassen 

(Giles, Estey et al. 2003). Klinische Studien zeigten bei Patienten mit rezidivierter AML 
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eine Ansprechrate von etwa 30% sowie eine Rate kompletter Remissionen von etwa 

15% (Larson, Sievers et al. 2005). In Europa wurde die Zulassung 2008 auch auf Grund 

der zum Teil erheblichen Nebenwirkungen abgelehnt (EMEA 2008). Andere Antigene, 

die in klinischen Studien als Zielstrukturen für antikörper-basierende Therapien dienen, 

sind zum Beispiel CD45 und CD66 (Abutalib and Tallman 2006). 

 

1.3.1.4 Tumorvakzinierung 

	  
Das Ziel der Vakzinierung ist die Induktion einer tumorantigenspezifischen T-Zell 

Antwort, die eine Kontrolle des malignen Zellklons erlaubt. Durch letal bestrahlte oder 

chemisch modifizierte Leukämieblasten lassen sich sowohl in vivo als auch in vitro T-

Zellantworten induzieren. Allerdings konnte sich dieses Verfahren während der 

klinischen Erprobung nicht durchsetzen. Vielversprechender scheint die Nutzung 

spezifischer Antigene zur Immunisierung (Huber and Ackermann 2008). Potenzielle 

Antigene, die bei der AML für eine solche Vakzinierung in Frage kommen, sind WT1, 

RHAMM, Proteinase-3, OFA-iLRP, hTERT, PRAME, Survivin und CD33. (Ehninger, 

Link et al. 2008). Verschiedene Epitope, die sich von diesen Antigenen ableiten, werden 

bereits in klinischen Studien zur Vakzinierung eingesetzt (Greiner, Dohner et al. 2006). 

Sowohl für das WT1-Peptid (Mailander, Scheibenbogen et al. 2004; Keilholz, Letsch et 

al. 2009) als auch für PR1 (Muzaffar, Qazilbash. et al. 2004) und RHAMM-R3 

(Greiner, Schmitt et al. 2008; Schmitt, Schmitt et al. 2008) konnte bei Vakzinierungs-

Studien eine antigenspezifische T-Zellinduktion und ein gewisses klinisches 

Ansprechen gezeigt werden. 

 

Ein weiterer Ansatz ist die Vakzinierung mittels dendritischer Zellen. Dendritische 

Zellen sind professionelle Antigenpräsentierende Zellen mit der einmaligen Fähigkeit, 

native T-Zellen zu stimulieren (Lanzavecchia and Sallusto 2001; Palucka, Laupeze et al. 

2005). Hierfür werden die Dendritischen Zellen ex vivo mit dem Antigen beladen 

(Ehninger, Link et al. 2008) oder direkt aus leukämischen Blasten generiert (Cignetti, 

Bryant et al. 1999; Kohler, Plettig et al. 2000; Kufner, Fleischer et al. 2005; Li, 

Reinhardt et al. 2005; Reichardt and Brossart 2005) und anschließend dem Patienten 

injiziert. Klinische Studien haben die Durchführbarkeit des Ansatzes bei der AML und 

anderen hämatologischen Erkrankungen gezeigt (Galea-Lauri 2002; Li, Giannopoulos et 
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al. 2006; Berneman, Van de Velde et al. 2008; Schmitt, Casalegno-Garduno et al. 

2009).  

 

1.4 Tumorantigene 
	  
Tumorassoziierte Antigene (TAA) sind Tumorproteine, die als Zielstrukturen für das 

Immunsystems dienen. Sie können sich sowohl auf der Zellmembran als auch im 

Plasma oder im Zellkern befinden. Fast alle bisher identifizierten TAA werden auch in 

der Tasche der MHC-I Moleküle präsentiert und sind somit potentiell der zytotoxischen 

Antwort der CD8+ T-Zellen ausgesetzt (Van den Eynde and van der Bruggen 1997). 

Tumorassoziierte Antigene können in verschiedene Unterkategorien eingeteilt werden 

(De Smet, Lurquin et al. 1997; Wang and Rosenberg 1999; Thompson, Brinckerhoff et 

al. 2000; Renkvist, Castelli et al. 2001). Die Grenzen zwischen den einzelnen Gruppen 

sind jedoch fließend, und einzelne Antigene können verschiedenen Kategorien 

zugeordnet werden: 

 
• Onkofetale Antigene 

• Onkovirale Antigene 

• Überexprimierte Antigene 

• Cancer-Testis-Antigene 

• Mutierte Antigene 

• Posttranslationale modifizierte Antigene 

• linienspezifische Antigene 

• Differenzierungsantigene 

• tumorassoziierte Autoantigene 
 

Idealerweise wird ein Tumorantigen spezifisch und homogen in malignen Zellen 

gebildet und über MHC-Moleküle präsentiert. Zudem besitzt es eine hohe 

Immunogenität um eine breite CD4+ und CD8+ T-Zellantwort zu induzieren. Während 

des Zellzyklus sollte keine Herunterregulierung erfolgen. Die meisten detektierten 

tumorassoziierten Antigene sind jedoch nicht malignomspezifisch und werden auch in 

gesundem Gewebe exprimiert. 
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1.4.1 Tumorantigene bei der akuten myeloischen Leukämie 

	  
Im letzten Jahrzehnt wurden verschiedene Leukämie Assoziierte Antigene (LAA) bei 

Patienten mit AML identifiziert (Greiner, Bullinger et al. 2008). Für die Antigene 

BAGE (Boel, Wildmann et al. 1995), BCL-2 (Andersen, Svane et al. 2005), OFA-iLRP 

(Siegel, Wagner et al. 2003), FLT3-ITD (Graf, Heidel et al. 2007), G250 (Vissers, De 

Vries et al. 1999), hTERT (Vonderheide, Hahn et al. 1999), PRAME (Kessler, 

Beekman et al. 2001), Proteinase 3 (Molldrem, Lee et al. 1999; Molldrem, Lee et al. 

2003), RHAMM (Greiner, Li et al. 2005), Survivin (Schmidt, Schag et al. 2003) und 

WT-1 (Ohminami, Yasukawa et al. 2000) konnte gezeigt werden, dass sie eine 

spezifische T-Zell Antwort auslösen können. Einige Epitope dieser LAA sind sogar 

imstande, spezifische zytotoxische T-Zellen zu induzieren und darüber die 

exprimierenden Zielzellen zu lysieren (Molldrem, Lee et al. 1999; Vissers, De Vries et 

al. 1999; Vonderheide, Hahn et al. 1999; Kessler, Beekman et al. 2001; Molldrem, Lee 

et al. 2003; Greiner, Li et al. 2005; Greiner, Schmitt et al. 2006).  

 

1.4.2 Cancer-Testis-Antigene (CTA) 

	  
Mit Ausnahme von immunpriviligiertem Gewebe wie Hoden und Plazenta werden 

Cancer-Testis-Antigene nicht in gesundem Gewebe exprimiert, lassen sich jedoch in 

histologisch unterschiedlichen Malignomen nachweisen (Scanlan, Simpson et al. 2004). 

Einige dieser Antigene, wie zum Beispiel MAGEA1 und MAGEA3, werden auch in 

den Ovarien und im Trophoblasten gebildet (Old 2001). Die Expression in Malignomen 

unterliegt einer sehr großen Varianz (30-40%). Stark exprimiert werden CTA in 

Melanomen, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, hepatozellulären Karzinomen 

und Harnblasentumoren (Scanlan, Simpson et al. 2004). Für einen Teil der durch 

Cancer-Testis-Antigene kodierten Proteine konnte ihre Immunogenität und die 

Fähigkeit, sowohl humorale als auch zelluläre Immunantworten in Krebspatienten 

auszulösen, nachgewiesen werden (Simpson, Caballero et al. 2005). Eine weitere 

Gemeinsamkeit der CTA ist die häufige Kodierung auf dem X-Chromosom. Dies führt 

zu der Unterteilung in "CT-X" und "non-X CT" Genen (Simpson, Caballero et al. 

2005). Etwa 10% der identifizierten Gene auf dem X-Chromosom sind CT-Gene (Ross, 

Grafham et al. 2005). Im Gegensatz zu den "non-X" CT gibt es von den "CT-X" Genen 

meist mehrere Kopien (Caballero and Chen 2009). Auf Grund der stark differenzierten 
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Expression in malignen Geweben sind CTAs eine potentiell wichtige Gruppe von 

Tumorantigenen im Hinblick auf eine gezielte Immuntherapie. Da die CTA- 

exprimierenden Zellen im Hoden, die Spermatogonien (Jungbluth, Busam et al. 2000; 

Old 2001), keine MHC-I Moleküle aufweisen, bleiben sie von der Immunantwort 

unbehelligt (Haas, D'Cruz et al. 1988).  

 

1991 wurde das erste Cancer-Testis-Antigen MAGEA1 von Boon und seiner 

Arbeitsgruppe in einer Melanomzelllinie entdeckt (van der Bruggen, Traversari et al. 

1991). Für ihre Suche benutzten sie eine sehr komplizierte und zeitaufwendige T-Zell 

basierende  Klonierungsstrategie (van der Bruggen, Traversari et al. 1991). Nachdem 

1995 die sogenannte SEREX (serological expression cloning) Technik eingeführt 

wurde, wuchs die Zahl der entdeckten Tumorantigene sehr schnell (Sahin, Tureci et al. 

1995). Geprägt wurde der Name Cancer-Testis-Antigen jedoch erst 1997, nachdem 

festgestellt worden war, dass die einzelnen Gene bis auf ihr Expressionsprofil sehr 

wenig gemeinsam haben (Chen, Scanlan et al. 1997). Derzeit werden mehr als 200 

CTAs in der Literatur beschrieben, die sich in über 100 Genfamilien organisieren (LICR 

2009). Die unterschiedlichen Definitionen variieren jedoch sehr. Verschiedene in der 

Literatur beschriebene Kriterien sind die ausschließliche Expression in Spermatogonien 

und Malignomen (Scanlan, Gordon et al. 2002; Scanlan, Simpson et al. 2004), die 

überwiegende Expression in Hodengewebe (Zendman, Ruiter et al. 2003), ein 

mögliches zusätzliches Vorkommen in Plazenta und Ovarien sowie die epigenetische 

Regulation (Costa, Le Blanc et al. 2007) und die Zugehörigkeit zu einer Genfamilie und 

Lokalisation auf dem X-Chromosom (Kalejs and Erenpreisa 2005). Die selektive 

Expression im Hodengewebe konnte bei einigen als CTA beschriebenen Genen in 

späteren Versuchen nicht bestätigt werden (Scanlan, Simpson et al. 2004).   

 

Um diese Vielfalt besser einzuschränken, wurden 153 CT-Gene auf ihr Expressions-

muster in verschiedenen Geweben untersucht. Aus dieser Untersuchung resultiert eine 

genauere Spezifizierung der CT-Gene und eine Einteilung in die drei Gruppen "testis-

restricted", "testis/brain-selective" und "testis-selective". 39 der 153 Gene werden 

ausschließlich in erwachsenem Hodengewebe und in der Plazenta exprimiert ("testis-

restricted"), 14 Gene lassen sich darüber hinaus auch in verschiedenen Regionen des 

Gehirns ("testis/brain-selective") und 85 der Gene in unterschiedlicher Ausprägung 

auch in histologisch verschiedenen, nicht-immunpriveligierten Geweben nachweisen 
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("testis-selective"). Da ein Großteil der CTAs, die ausschließlich in immun-

priveligiertem Gewebe exprimiert werden, auf dem X-Chromosom liegen, spielen 

gerade im Hinblick auf therapeutische Interventionsmöglichkeiten CT-X Gene eine 

besondere  Rolle (Hofmann, Caballero et al. 2008). 

 

Beim Multiplen Myelom korreliert die Expression von MAGEA1, MAGEA3, 

MAGEA4 und MAGEC1 mit dem Grad und dem Risiko der Erkrankung (Dhodapkar, 

Osman et al. 2003; Condomines, Quittet et al. 2006; Atanackovic, Luetkens et al. 2009). 

Aber auch für andere Krebsarten konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte CTA- 

Expression mit einem schlechteren Outcome korreliert (Brasseur, Rimoldi et al. 1995; 

Yakirevich, Sabo et al. 2003; Gure, Chua et al. 2005; Kim, Reber et al. 2006; 

Velazquez, Jungbluth et al. 2007; Riener, Wild et al. 2009). In einigen Tumoren konnte 

auch die Koexpression  mehrerer CTAs nachgewiesen werden (Bolli, Schultz-Thater et 

al. 2005). 

 

Auf Proteinebene wird die Expression von Cancer-Testis-Antigenen mit Hilfe von 

monoklonalen beziehungsweise polyklonalen Antikörpern und immunhistochemischen 

Techniken untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass die meisten CT-Antigene im 

Hodengewebe in den Spermatogonien exprimiert werden. Darüber hinaus gelang der 

Nachweis jedoch auch in primären und sekundären Spermatozyten sowie reifen 

Spermien. In der Regel sind die Proteine im Nukleus lokalisiert, aber nicht selten 

kommen sie auch im Zytoplasma vor. In Tumoren hingegen ist die Expression auf 

Proteinebene nur für einige wenige CTAs untersucht worden. Für diese konnte jedoch 

gezeigt werden, dass die Protein-Expression mit der mRNA-Expression korreliert und 

die CT-Proteine oft sehr heterogen in den Tumoren verteilt sind (Caballero and Chen 

2009). 

 

Bei der Regulierung der CTA-Expression, besonders der CT-X Gene, spielen 

epigenetische Veränderungen eine wichtige Rolle. Mit Hilfe des demethylierenden 

Agenz 5-Aza-2-Deoxycytidine und/oder Histon-Deacetylase Inhibitoren kann die 

Expression einiger CTAs induziert werden (De Smet, Lurquin et al. 1999; Sigalotti, 

Fratta et al. 2004; Oi, Natsume et al. 2009). Diese Induktion mit Decitabine, die in den 

meisten Tumor-Zelllinien gelingt, konnte in primären Fibroblasten nicht nachgewiesen 

werden (Weber, Salgaller et al. 1994).  
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Auch wenn die genaue biologische Funktion der meisten CT-X Antigene sowohl in 

gesundem Gewebe als auch in Malignomen nicht genauer bekannt ist, so konnte doch 

für einige wenige ein Zusammenhang zwischen ihrer Expression und der Tumorgenese 

hergestellt werden. Am besten untersucht zeigen sich dabei die Antigene der MAGE-

Familie. So konnte z.B. ein Zusammenhang zwischen ihrer Expression und der 

Unterdrückung der p53-abhängigen Apotose hergestellt werden (Yang, O'Herrin et al. 

2007). Darüber hinaus zeigte sich in einer anderen Studie eine Resistenz gegen spezielle 

Chemotherapeutika bei Überexpression von MAGE- bzw. GAGE-Genen (Duan, Duan 

et al. 2003). Im Gegensatz zu den CT-X sind die non-X-CT Antigene auf den 

Autosomen lokalisiert, und die meisten ihrer Genprodukte spielen eine Rolle bei 

Spermatogenese und Befruchtung (Meuwissen, Meerts et al. 1997; Robert and Gagnon 

1999; Ono, Kurashige et al. 2001; Hamer, Gell et al. 2006; Depa-Martynow, Kempisty 

et al. 2007; Zhao, Lee et al. 2008).  

 

In mehreren klinischen Studien werden derzeit immuntherapeutische Ansätze getestet, 

bei denen CTAs als Zielstrukturen dienen. Auf Grund ihrer meist zytoplasmatischen 

Lokalisation scheinen sie eher für Impfungen als für Antikörpertherapien geeignet 

(Caballero and Chen 2009).  
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Patientenproben 

	  
Für diese Arbeit wurden 94 Proben von 64 an akuter myeloischer Leukämie erkrankten 

Patienten untersucht. Entnommen wurden die Proben im Rahmen diagnostischer 

Verlaufsuntersuchungen in der II. Medizinischen Klinik des Universitätsklinikums 

Hamburg-Eppendorf. Die Proben wurden routinemäßig als Knochenmarkaspiration aus 

dem Beckenkamm entnommen oder mittels peripherer Blutentnahme gewonnen und 

ohne Zwischenlagerung direkt im Labor weiterverarbeitet, bevor sie bis zur weiteren 

Verwendung in Flüssigstickstoff eingelagert wurden. Von einigen wenigen Patienten 

lagen sowohl Knochenmarksproben als auch peripheres Blut zur Untersuchung vor. 

Einziges Einschlusskriterium der Patienten war die Diagnose einer akuten myeloischen 

Leukämie. Die schriftliche Einverständniserklärung der Patienten zur Entnahme und 

wissenschaftlichen Nutzung des entnommenen Materials sowie ein positives Votum der 

Ethikkommission der Hamburger Ärztekammer wurden eingeholt. 

 

2.1.2 Proben der Kontrollgruppe 

	  
Bei der Kontrollgruppe handelte es sich um 10 gesunde Knochenmarksspender, bei 

denen Knochenmarksproben zur Diagnostik und zur allogenen Stammzell-

transplantation im Stammzelltransplantationszentrum des Onkologischen Zentrums der 

Universitätsklinik Hamburg-Eppendorf entnommen wurden. Die schriftlichen 

Einverständniserklärungen der Spender zur Entnahme und wissenschaftlichen Nutzung 

der Proben liegen vor. 

 

2.1.3 Studiendesign 

	  
In einer Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe wurden zur Überprüfung einer generellen CT-

Antigen Expression bei der akuten myeloischen Leukämie zunächst 10 AML-Zelllinien 

(GF-D8, HL-60, KASUMI-1, MUTZ-2, MUTZ-3, ML-2, MONO-MAC-1, MV4-11, 

SKM-1 und OCI-M1) auf die Expression von 21 CT-Genen (BAGE, KKLC1, LAGE, 
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LDHC, MAGEA1, MAGEA3, MAGEA8, MAGEC1, MAGEC2, NXF2, NY-ESO-1, 

PRAME, NY-SAR-35 ROPN1, SCP1, SLLP1, SPANXB, SPO11, SSX1, SSX2, SSX4) 

untersucht. Sieben dieser 21 Antigene ließen sich in unterschiedlich vielen Zelllinien 

nachweisen. 

	  

Bei dieser Studie handelt es sich um eine experimentelle Arbeit zum Nachweis der 

Expression von CT-Antigenen bei an AML erkrankten Patienten. Untersucht wurde die 

Expression der sieben CT-Antigene PRAME, NY-SAR-35, MAGEA3, ROPN1, SCP1, 

SLLP1 und SPO11 sowie dem Haushaltsgen GAPDH mittels RT-PCR in 

Knochenmarks- und peripheren Blutproben von an AML erkrankten Patienten. Bei 

positivem Ergebnis der PCR wurde diese wiederholt und nur bei erneuter Bestätigung 

als positiv gewertet. Bei Patienten, von denen mehrere Proben zur Untersuchung 

vorlagen, wurde die Probe mit maximaler CTA-Expression gewertet. Zur Kontrolle 

erfolgte die Gensequenzierung und der Abgleich mit einer Genomdatenbank.  

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellseparation 

	  
Die Separation der mononukleären Zellen aus den Proben erfolgte durch eine Dichte-

gradientenzentrifugierung in Ficoll Paque (Biochrom). Auf Grund ihrer höheren Dichte 

wandern Erythrozyten und neutrophile Granulozyten dabei durch eine Membran, 

während die peripheren mononukleären Zellen oberhalb dieser einen weißen Ring im 

Plasma bilden.  

 

Zunächst wurde in ein 50 ml Probenröhrchen mit Filtereinheit 15ml Ficoll (Biocoll 

Separating Solution) gefüllt und eine Minute bei Raumtemperatur mit 1200 rpm 

zentrifugiert. Auch das Citrat Vollblut wurde in ein 50 ml Röhrchen gegeben und 1:1 

mit DPBS (Gibco) gemischt. Dieses Blut-DPBS-Gemisch wurde nun auf die 

Filtereinheit gegeben und 15 Minuten ohne Bremse bei Raumtemperatur mit 2000 rpm 

zentrifugiert. Danach wurden etwa 15 ml Plasma abpipetiert, wobei darauf geachtet 

wurde, die weiße Bande auf alle Fälle in dem Röhrchen zu belassen. Der Rest wurde in 

ein neues 50 ml Röhrchen überführt und mit DPBS aufgefüllt. Dieses Gemisch wurde 



	   22	  

daraufhin zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 1200 rpm zentrifugiert. Der 

verbliebene Überstand wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurde in 5 ml 

Erylysepuffer (8,29g NH4CL, 1g KHCO3, 45,2mg EDTA, 11 Aqdest.) aufgenommen 

und fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Röhrchen bis 30 ml 

mit DPBS aufgefüllt und zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 1200 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde erneut verworfen und das entstandene Pellet in DPBS 

aufgenommen.  

 

Für die Zellzählung wurden nun 90 µl Tryptanblau und 10 µl Zellsuspension gemischt. 

Von dieser Mischung wurden 10 µl  in eine Neubauer Zählkammer gegeben und die 

Zellen in den großen Quadranten gezählt. Die Zellzahl/ml berechnete sich wie folgt: 

Zellzahl eines Quadranten x 104 x 10.  

 

Das restliche Gemisch wurde nun erneut zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 1200 

rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zur RNA-Analyse wurden die Zellen in 

500 µl RLT-Puffer + Mercaptoethanol aufgenommen und bei -80°C eingefroren. 

 

2.2.2 RNA-Isolation und Spektrometrie 

	  
Für die RNA Isolation wurden die Zellen zunächst durch den QUIAshredder (Quiagen, 

zwei Minuten bei 13.000 rpm) und die 1:1 Mischung (350 bzw 600 µl) mit 70%igem 

Ethanol zerstört und aus diesem Gemisch nun mittels RNAeasy Mini Kit (Qiagen) die 

RNA isoliert. Hierfür wurde die Probe (max. 700 µl) auf eine RNAeasy Säule gegeben 

und bei 10.000 rpm für 15 Sekunden zentrifugiert. Dabei blieb die RNA in der 

Membran der Säule hängen, und der Durchfluss wurde verworfen. Um das restliche 

Ethanol zu entfernen, erfolgten nun mehrere Waschschritte mit verschiedenen Puffern. 

Zuerst wurden 700 µl RW1 Puffer auf die Säule gegeben und bei 10.000 rpm 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, und es erfolgte eine zweimalige 

Waschung mit 500 µl RPE Puffer, zuerst 15 Sekunden bei 10.000 rpm, danach 2 

Minuten bei 10.000 rpm. Zum Abschluss wurde die Säule für eine Minute bei 13.000 

rpm trocken zentrifugiert. 
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Um die RNA aus der Membran zu gewinnen, wurden 40 µl Ribonuklease (RNAse) und 

Desoxynuklease (DNAse) freies Wasser (Sigma) in die RNeasy Säule pipetiert und alles 

eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die gewonnene RNA wurde in ein 

Eppendorf-Tube pipettiert und die Menge mittels Spektrometer bestimmt. Hierfür 

wurden 58 µl RNAse- und DNAse-freies Wasser mit 2 µl RNA gemischt. Die 

Nulleichung erfolgte mit 60 µl RNAse- und DNAse-freiem Wasser. Danach wurde die 

RNA in cDNA umgeschrieben oder bei -80° C eingefroren.   

 

2.2.3 cDNA-Gewinnung 

	  
Durch ihre Einzelstrangstruktur und das häufige Vorkommen von RNAsen ist 

Ribonukleinsäure im Gegensatz zu doppelsträngiger DNA sehr viel instabiler und wird 

schneller enzymatisch abgebaut. Aus diesem Grund wurde die gewonnene RNA in 

cDNA umgeschrieben. Dazu wurden 2 µg RNA in 9 µl RNAse freiem Wasser, einem 

Ansatz aus 

 

• 4 µl Mgcl2 (Promega), 

•  2 µl 10x Puffer (Promega), 

•  2 µl dNTPs (dATP, dGTP, dUTP, dCTP; Invitrogen), 

•  0,5 µl RNAsin (Promega),  

• 1,5µl AMV Reverse Transkriptase (Promega)  

• und 1µl Random Primer 

 

hinzugefügt. Das Reverse Transkriptions-Programm des Eppendorf Master Cycler 

gradient lief für 45 Minuten bei 42°C und zur Enzyminaktivierung für 5 Minuten bei 

95°C. Die entstandene cDNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.   

 

2.2.4 Qualitative-PCR 

	  
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in-vitro-Verfahren zur Amplifizierung 

von DNA. Dadurch wird die Erkennbarkeit von Nukleinsäuren einschließlich der 

Details ihrer Basensequenzen deutlich verbessert. Zur Untersuchung der CT-

Antigenexpression wurden 4µl cDNA amplifiziert mit: 
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• 2µl MgCl2 (Perkin-Elmer) 

• 2,5µl  10xPuffer (Perkin-Elmer) 

• 2µl dNTPs (dATP, dTTP, DCTP, dGTP; Invitrogen) 

• 2µl  Primer (Vorwärts- und Rückwärtsprimer; MWG-Biotech) 

• 0,13 µl  AmpliTaqGold Polymerase (Perkin-Elmer) 

• 12,38 µl RNAse, DNAse freies Wasser (Sigma)  

 

Dieser Ansatz wurde nun in 0,2 ml Kettentubes (Sarstedt) pipettiert und im Eppendorf 

Mastercycler gradient amplifiziert. Nach der Spaltung der DNA-Doppelstrangstruktur in 

Einzelstränge durch Denaturierung (erhitzen auf 95°C) lagern sich die spezifischen 

Primer am 3’- Ende des abzulesenden Abschnitts an und bilden somit das Startsignal für 

die Taq-Polymerase. Durch die Polymerasen wird die DNA-Sequenz abgelesen und die 

entsprechenden Nukleotide (dNTPs) angelagert. Dies dauert etwa eine Minute und 

benötigt die für die Primer notwendige Anlagerungstemperatur (Annealingtemperatur). 

Anschließend werden bei 72°C die angelagerten Basentripletts verknüpft. Diese Schritte 

werden 35 mal wiederholt, wobei bei jedem Zyklus die Zahl der DNA-Stränge 

verdoppelt wird. 

 

Alle verwendeten cDNA Proben wurden mittels des Haushalts-Gens GAPDH auf ihre 

Qualität überprüft. Als Positivkontrolle diente cDNA von humanem Testisgewebe 

(Ambion) und als Negativkontrolle wurde RNAse- und DNAse-freies Wasser (Sigma) 

verwendet. 

 

2.2.5 Gelelektrophorese 

	  
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode zur größen-

abhängigen Auftrennung von RNA und DNA. Um die negativ geladenen Nukleinsäure-

Moleküle durch die Gelmatrix zu ziehen, wird ein elektrisches Feld verwendet. Je 

kleiner die Moleküle sind, desto schneller durchwandern sie das Gel. Somit erfolgt eine 

Auftrennung der Stränge nach ihrer Größe. 

 

Für die Herstellung des Gels wurde zunächst ein 50 x TAE Puffer angesetzt. Hierfür 

wurden 121 g Tris base (Sigma-Aldrich) mit 28,55 ml Eisessig (Sigma-Aldrich) und 50 
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ml EDTA (Sigma-Aldrich) mittels Magnetrührer zu einer klaren Flüssigkeit verrührt. 

Diese wurde dann mit destilliertem Wasser (Th. Geyer) auf 500 ml aufgefüllt. Um den 

benötigten 1 x TAE Puffer zu erhalten, wurden nun 20 ml 50 x TAE Puffer mit 980 ml 

destilliertem Wasser (Th. Geyer) vermischt. Für das eigentliche Gel wurden 1,5 g 

Agarose (Lonza) mit 100 ml 1 x TAE Puffer vermischt. Um eine spätere Beurteilung 

der cDNA-Banden unter UV-Licht zu ermöglichen, wurden zusätzlich 8 µl 

Ethidiumbromid (Invitrogen) zu dem Gemisch hinzugegeben. Die Aushärtung des Gels 

dauerte etwa 30 Minuten.  

 

Für die elektrophoretische Auftrennung der cDNA wurde das PCR-Amplifikat mit 1,5 

µl Ladepuffer gemischt. Von diesem Gemisch wurden 20 µl in eine Agarose-Gel- 

Tasche pipetiert und bei 120 V Spannung und 250 mA Stromstärke in einer 

Gelelektrophorese-Kammer (Bio-Rad DNA-Subcell und Model 1000/500 power 

supply) separiert. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer. Das bei der Gelherstellung 

verwendete Ethidiumbromid interkalierte dabei zwischen die Basen der DNA und 

ermöglichte durch Veränderung des Anregungsspektrums die Fluoreszenz unter einer 

UV-Lichtlampe. So war es möglich, die im Gel entstandenen DNA-Banden sichtbar zu 

machen und das Ergebnis mit einer CCD-Kamera (Appegene imager) zu fotografieren.  

 

Sichtbare Banden mit der dem Antigen entsprechenden Produktlänge wurden bei 

negativer Wasserkontrolle als positiv gewertet. Bei jedem positiven Ergebnis wurde die 

PCR unter gleichen technischen Bedingungen wiederholt. Blieb sie positiv, wurde sie 

als solche gewertet. Bei negativer zweiter PCR wurde das negative Ergebnis 

angenommen. Keine sichtbare Bande bedeutete ein negatives Ergebnis. Als 

Negativkontrolle diente eine mit RNAse-freiem Wasser (Sigma-Aldrich) durchgeführte 

PCR. Die Positivkontrolle erfolgte mit von Human-Testis-RNA (Ambion) 

abstammender cDNA. 

 

2.2.6 Sequenzierung  

	  
Bei jeweils einer positiven Probe pro CTA erfolgte zur Überprüfung des PCR-

Ergebnisses die Kontrolle mittels Sequenzierung. Hierfür wurde das unter  UV-Licht 

fluoreszierende PCR-Produkt aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des 

Qiaquick GelExtraction Kit (Quiagen) aufgereinigt. Zur Herstellung des 
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Markierungsansatzes wurde das kommerziell erhältliche BigDyeKit V.1.1 (Applied 

Biosystems) verwendet. In diesem sind ein 2,5%-Puffer, dNTP, BigDye, Taq sowie 

Vorwärts- und Rückwärtsprimer enthalten. Dieser Mix wurde mit 6 µl des 

aufgereinigten PCR-Produkts im Mastercycler gradient (Eppendorf) amplifiziert und 

das Ergebnis mittels 2 µl Natrium-Acetat und 60 µl 100%igem-Ethanol (J.T. Baker) 

ausgefällt. Nach der Zentrifugation (Biofuge 13R, Heraeus Sepatech) für 30 Minuten 

bei 13.000 rpm wurde der Überstand abpipettiert und 70%igem Ethanol zugefügt. 

Mittels weiterer Zentrifugation wurde das entstandene Produkt in der Speedvac 

(Hetovac, Intermed CT60 e) getrocknet und im ABI Prism 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) auf Glaskapillaren aufgetragen. Die entstandenen 

Kettenabbruchprodukte wurden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit 

Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Das dabei entstandene Chromatogramm 

gab direkt die Sequenz der Basen des sequenzierten DNA-Stranges wieder. 

 

2.2.7 Statistik und Darstellung 

	  
Die statistischen Berechnungen erfolgten in dieser Arbeit mit der Software SPSS 

statistics 17. Die Korrelation zwischen Antigenexpression und klinischen Parametern 

wurde mit Hilfe der Pearson-Korrelation überprüft. Der Logrank-Test diente dem 

Vergleich unterschiedlicher Überlebensraten in den verschiedenen Stichproben. Die 

graphische Darstellung der Überlebenszeitanalysen erfolgte mittels Kaplan-Meier- 

Kurven mit SPSS 17. Alle weiteren Graphiken wurden mit dem Programm Microsoft 

Excel 2008 für Macintosh erstellt.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Eigenschaften des Patientenkollektivs und der Proben 
	  
Wie in Tabelle 3 des Anhangs zu sehen, zeigte sich bei Betrachtung aller Patienten ein 

im Median 59 Jahre altes Kollektiv, in dem sich mehr Männer als Frauen befanden. Fast 

ein Drittel der Patienten war an einer akuten myelomonozytären Leukämie (FAB M4) 

erkrankt. Außerdem im Patientenkollektiv häufig vertretene FAB Klassifikationen 

waren die akute myeloische Leukämie mit Ausreifung (FAB M2) sowie die akute 

myeloische Leukämie ohne Ausreifung (FAB M1). Die genetische Risikoeinteilung 

erfolgte an Hand der Karyotypen in 3 Gruppen, wobei die Translokationen t(15;17) und 

t(8;21) sowie die Inversion 16 mit einem verbesserten 5-Jahres Überleben einhergehen 

und somit der "good risk"-Gruppe zugeteilt wurden. Zur "poor risk"-Gruppe wurden 

Patienten mit Deletionen auf Chromosom 7 sowie 5q oder solche mit mehr als drei 

chromosomalen Abnormalitäten gerechnet, da diese als Riskofaktoren für einen 

schwereren Verlauf der Erkrankung gelten. Aus dem für diese Arbeit untersuchten 

Kollektiv wurde der größte Teil der Patienten der "intermediate risk"- Gruppe 

zugeordnet. Hierzu zählen Erkrankte mit normalem Karyotyp sowie alle weiteren 

pathologischen Veränderungen (Stone 2009). Mehr als die Hälfte der Patienten erhielt 

zum Zeitpunkt der Probenentnahme noch keine Chemotherapie. 

 

Der größere Teil der untersuchten Proben waren Knochenmarkspunktate, wobei die 

peripher entnommenen Blutproben mit einem Median von 56% im Durchschnitt eine 

höhere Blasteninfiltration zeigten (siehe Tabelle 4). Von 14 Patienten wurde sowohl das 

Knochenmark als auch peripheres Blut auf die Expression von Cancer-Testis-Antigenen 

untersucht. 
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3.2 Expression von CT-Antigenen  
	  
Untersucht wurde die Expression von den 7 CT-Antigenen PRAME (siehe Abb. 1B), 

NY-SAR-35 (siehe Abb. 1C), SLLP1 (siehe Abb. 1C), SCP1 (siehe Abb. 1C), ROPN1 

(siehe Abb. 1C), SPO11 und MAGEA3 sowie dem Haushaltsgen GAPDH (siehe Abb. 

1A) mittels RT-PCR in 94 Knochenmark- und peripheren Blutproben von 64 an AML 

erkrankten Patienten. 

 

 
 

Abbildung 1: A: Ergebnisse der RT-PCR des Haushaltsgens GAPDH zur Kontrolle der 

Probenqualität B: Ergebnisse der RT-PCR des CT-Antigens PRAME C: Ergebnisse der 

Kontroll-RT-PCR der CT-Antigene NY-SAR-35, SLLP1, SCP1 und ROPN1 
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Bei mehr als der Hälfte der Patienten ließ sich die Expression von mindestens einem der 

untersuchten CT-Antigene nachweisen, wobei dies in peripheren Blutproben ohne 

signifikanten Unterschied (p=0,192) etwas häufiger gelang als in Knochenmarksproben 

(siehe Abb. 2). Die maximal exprimierte Anzahl von drei Cancer-Testis-Antigenen in 

ein und derselben Probe zeigte sich nur bei sehr  wenigen Patienten. 

 

 

 
 

Abbildung 2: Graphische Darstellung der Anzahl der exprimierten CT-Antigene bei 

allen Patienten (N=64) bzw. im Vergleich zwischen Knochenmark- (N=28) und 

peripheren Blutproben (N=36). 

 

 

Während MAGEA3 und SPO11 in keiner der untersuchten Proben exprimiert wurden, 

ließen sich die CT-Antigene ROPN1 und SCP1 bei einer kleinen Minderheit der 

Patienten auf mRNA-Basis nachweisen. SLLP1 zeigte sich bei 5 und NY-SAR-35 

immerhin bei 8 der AML Patienten. Mit Abstand am häufigsten exprimiert wurde das 

CT-Antigen PRAME, das sich bei der Hälfte der untersuchten Patienten nachweisen 

ließ (siehe Abb. 3).   
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der prozentualen Expression der einzelnen CT-

Antigene bei 64 an AML erkrankten Patienten. 
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3.3 Korrelation der CTA-Expression mit klinischen Parametern 
	  
Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen der CTA-Expression und 

spezifischen klinischen Parametern besteht, wurden an Hand von Alter, Geschlecht, 

Blastenkonzentration, FAB-Klassifikation, Vortherapie und dem zytogenetischen 

Risikoprofil verschiedene Patientengruppen gebildet.  

 

3.3.1 Korrelation von Geschlecht und CTA-Expression 

	  
Während sich bei knapp der Hälfte aller untersuchten Männer die Expression 

mindestens eines Antigens nachweisen ließ, exprimierten über zwei Drittel der Frauen 

des Kollektivs Cancer-Testis-Antigene. Bei Betrachtung der einzelnen untersuchten 

Antigene zeigte sich diese Expressionsdominanz beim weiblichen Geschlecht für alle 

untersuchten CTAs (siehe Abb. 4). Eine signifikante Korrelation zwischen dem 

Geschlecht und der CT-Antigenexpression bestand nach Pearson allerdings nicht 

(p=0,103).   

 

 

  
 

Abbildung 4: Graphische Darstellung der prozentualen CTA-Expression im Vergleich 

zwischen Männern (N=35) und Frauen (N=29). 
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3.3.2 Korrelation von Patientenalter und CTA-Expression 

 

Die akute myeloische Leukämie ist typischerweise eine Erkrankung des älteren 

Menschen. Um festzustellen, ob es einen  Einfluss des Erkrankungsalters auf die 

Expressionsfrequenz gibt, wurde das Patientenkollektiv für die Untersuchung in zwei 

Altersgruppen aufgeteilt. Hierbei zeigten Patienten über 55 Jahre eine etwas häufigere 

Expression der Antigene als die jüngere Vergleichsgruppe (siehe Abb. 5). Ein 

signifikanter Unterschied konnte allerdings nicht festgestellt werden (p=0,272). Auch 

Patienten, bei denen sich mehr als ein Antigen nachweisen ließ, zeigten kein erhöhtes 

Durchschnittsalter (Median 55,8 Jahre, Range: 31,6 - 72,9 Jahre). 

 
	  

 
 

Abbildung 5: Graphische Darstellung der prozentualen CTA-Expression bei Patienten 

über (N=36) und unter (N=28) 55 Jahren. 
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3.3.3 Korrelation von Blastenkonzentration und CTA-Expression 

	  
Die prozentuale Blasteninfiltration des Knochenmarks ist bei der AML sowohl ein 

wichtiges diagnostisches als auch prognostisches Kriterium. Eine signifikante 

Korrelation der prozentualen Blastenkonzentration und der CTA-Expression konnte bei 

dem für diese Arbeit untersuchten Patientenkollektiv jedoch nicht festgestellt werden 

(p=0,450). Allerdings zeigte sich eine deutliche Häufung der Expression des CT-

Antigens PRAME bei Patienten mit einem Blasteninfiltrationsgrad von über 20% (siehe 

Abb. 6). Bei Proben, in denen sich drei Antigene nachweisen ließen, lag der 

Blastenanteil sogar über 60%. 

 

 

 
 
 
Abbildung 6: Graphische Darstellung der CTA-Expression bei Patienten mit einer 

Blasteninfiltration von über 50% (N=23), von 20-50% (N=10) und von unter 20% 

(N=12). 
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3.3.4 Korrelation von FAB-Klassifikation und CTA-Expression 

	  
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Klassifikation der akuten myeloischen Leukämie 

an Hand der FAB-Klassifikation. In dem untersuchten Kollektiv befanden sich mit 

Abstand am häufigsten Patienten mit einer AML FAB M4, M2 oder M1. Verglich man 

diese in ihrer CTA-Expressionsfrequenz, ließ sich mit 78,6% am häufigsten bei 

Patienten mit einer FAB M2 mindestens eins der untersuchten Antigene nachweisen 

(FAB M4 55,6%, FAB M1 45,5%). Auch bei Betrachtung der einzelnen Antigene fiel 

eine Häufung der Expression bei der akuten myeloischen Leukämie mit Ausreifung 

(FAB M2) auf (siehe Abb. 7). Eine signifikante Korrelation zwischen FAB-

Klassifikation und CTA-Expression zeigte sich allerdings nicht (p=0,234). 

 
	  
	  

 
 
Abbildung 7: Graphische Darstellung der CTA-Expression in Abhängigkeit von den 

FAB-Klassifikationen FAB M1 (N=11), FAB M2 (N=14) und FAB M4 (N=18). 

 

 

	  
	  
	  

Prozentuale+Expressionsfrequenz+

5,6%+

0,0%+

11,1%+

55,6%+

0,0%+

14,3%+

28,6%+

64,3%+

0,0%+

0,0%+

9,1%+

55,6%+

0,0%+ 10,0%+ 20,0%+ 30,0%+ 40,0%+ 50,0%+ 60,0%+ 70,0%+

SCP1+

SLLP1+

NYDSARD35+

PRAME+

FAB+M1+

FAB+M2+

FAB+M4+



	   35	  

3.3.5 Korrelation von CTA-Expression und Vortherapie 

	  
Der Großteil der Patienten wurde zum Zeitpunkt der Probeentnahme noch nicht 

therapiert. Nur etwa ein Drittel erhielt bereits eine konventionelle Chemotherapie. In 

Art und Anzahl der exprimierten CT-Antigene unterschieden sich die behandelten von 

den unbehandelten Patienten nur marginal (siehe Abb. 8). Eine signifikante Korrelation 

bestand nicht (p=0,836). Allerdings hatten beide Patienten, bei denen die maximale 

Anzahl von drei CT-Antigenen nachgewiesen wurde, bereits eine Chemotherapie 

erhalten, bevor die Probe entnommen wurde. 

 

 

 
 

Abbildung 8: Graphische Darstellung der CTA-Expression bei Patienten mit (N=23) 

und ohne (N=32) Chemotherapie vor Probeentnahme. 
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3.3.6 Korrelation von CTA-Expression und zytogenetischem Risikoprofil 

	  
Zytogenetische Veränderungen spielen sowohl eine sehr wichtige Rolle bei der 

prognostischen Einschätzung der AML als auch bei ihrer Klassifikation. In dem 

untersuchten Patientenkollektiv exprimierten Erkrankte der "good risk -" Risikogruppe 

deutlich häufiger CT-Antigene als Patienten, die der "Intermediate risk -" oder der "poor 

risk-" Gruppe zugeordnet worden waren (siehe Tabelle 5) . Eine signifikante 

Korrelation zwischen dem zytogenetischen Risikoprofil und der Expression mindestens 

eines CT-Antigens bestand jedoch nicht (p=0,220). Allerdings fällt auch bei 

Betrachtung der einzelnen untersuchten Antigene eine Häufung in der "good risk -" 

Gruppe auf (siehe Abb. 9).  

 

 

 
 

Abbildung 9: Graphische Darstellung der CTA-Expression bei unterschiedlichen 

zytogenetischen Risikoprofilen: "good risk" (N=7), "intermediate risk" (N= 29), "poor 

risk" (N=13). 
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3.4 Einfluss der CTA-Expression auf das Gesamtüberleben 
	  
In dem folgenden Kapitel wird ein möglicher Einfluss der CTA-Expression auf das 

Gesamtüberleben untersucht. 39 der 62 Patienten, von denen Überlebensdaten zur 

Verfügung standen, waren zum Zeitpunkt der Untersuchung bereits verstorben. Der 

Untersuchungszeitraum betrug fünf Jahre ab der Erstdiagnose, wobei die mediane 

Überlebenszeit bei ca. zwei Jahren lag. Mit Hilfe von Kaplan Meier Kurven erfolgt die 

graphische Darstellung der Überlebenszeitanalysen in den Abbildungen 10 bis 14. Eine 

mögliche Korrelation wurde mittels Logrank-Test überprüft. 

 

Die Expression aller CT-Antigene bis auf SLLP1 gingen mit einer Verschlechterung des 

geschätzten medianen Überlebens einher. Ein signifikanter Unterschied bestand 

allerdings nur bei Patienten, die das Antigen SCP1 exprimierten (p<0.004). 

 

 

 
 

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei PRAME-negativen 

(N=28) bzw. PRAME-positiven (N=31) Patienten (p=0,651; geschätztes medianes 

Überleben: 3,9 zu 2,0 Jahren). 
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei NY-SAR-35-negativen 

(N=51) bzw. NY-SAR-35-positiven (N=8) Patienten (p=0,54; geschätztes medianes 

Überleben: 2,3 zu 0,9 Jahren). 

 

 

 
 

Abbildung 12: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei SLLP1-negativen 

(N=54) bzw. SLLP1-positiven (N=5) Patienten (p=0,29; geschätztes medianes 

Überleben: 1,7 zu 5 Jahren). 
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei SCP1-negativen (N=57) 

bzw. SCP1-positiven (N=2) Patienten (p=0,004; geschätztes medianes Überleben: 2,0 

zu 0,2 Jahren). 

 

 

 
 
	  
Abbildung 14: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei ROPN1-negativen 

(N=57) bzw. ROPN1-positiven (N=2) Patienten (p=0,7; geschätztes medianes 

Überleben: 2,0 zu 0,6 Jahren). 
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3.5 Einfluss der Expression von PRAME auf das Gesamtüberleben 

innerhalb der zytogenetischen Risikogruppen 
	  
Im folgenden Kapitel wird der Einfluss der Expression des Antigens PRAME auf die 

Überlebenszeit der einzelnen zytogenetischen Risikogruppen untersucht und in Abb. 16 

bis 18 mittels Kaplan Meier Kurven dargestellt. Wie in Abbildung 15 gut zu erkennen 

ist, ging auch in dem für diese Arbeit untersuchten Patientenkollektiv die Zugehörigkeit 

zur "poor risk-" Risikogruppe mit einer verkürzten Überlebenszeit einher. Vor allem in 

der "intermediate risk-", aber auch in der "high risk-" Gruppe zeigten Patienten, bei 

denen sich das CT-Antigen PRAME nachweisen ließ, eine Verschlechterung des 

geschätzten medianen Überlebens.   

	  

	  

 
 
 

Abbildung 15: Graphische Darstellung der Überlebenszeit in Abhängigkeit des 

zytogenetischen Risikos: "good risk" (N=7), "intermediate risk" (N=28) und poor risk 

(N=12) (p=0,338) 
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei PRAME-negativen 

(N=1) bzw. PRAME-positiven (N=6) Patienten der zytogenetischen "good risk-" 

Gruppe.   

 

 

	  
	  

	  

Abbildung 17: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei PRAME-negativen 

(N=13) bzw. PRAME-positiven (N=15) Patienten der zytogenetischen "intermediate 

risk-" Gruppe.   
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Überlebenszeit bei PRAME-negativen 

(N=7) bzw. PRAME-positiven (N=5) Patienten der zytogenetischen "poor risk-" 

Gruppe.   
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4. Diskussion 
	  
Die Prognose von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie ist trotz neuer intensiver 

Chemotherapien und der Möglichkeit einer allogenen Knochenmarkstransplantation in 

vielen Fällen immer noch sehr schlecht. Die Langzeitüberlebensrate liegt, abhängig 

vom Alter der Patienten, zwischen 16-37% (Büchner, Berdel et al. 2009). Aus diesem 

Grund ist es sehr wichtig, sowohl neue Therapieansätze zu entwickeln und zu etablieren 

als auch prognostische und prädiktive Faktoren zu detektieren. 

 

Ein relativ innovativer und erfolgversprechender Ansatz sind immuntherapeutische 

Behandlungen, die die Immunogenität der Krebszelle nutzen, um diese unter 

Ausnutzung des Immunsystems gezielt zu zerstören oder eine Apoptose auszulösen. Um 

gesunde Zellen zu schützen und Nebenwirkungen so gering zu halten wie möglich, 

benötigt man geeignete Zielantigene, die ausschließlich von malignen Zellen exprimiert 

werden. Eine wichtige Rolle bei der Suche nach geeigneten Zielstrukturen für 

immuntherapeutische Ansätze spielen Cancer-Testis-Antigene, da sie - mit Ausnahme 

von immunprivilegiertem Gewebe wie Hoden und Plazenta - nicht in gesundem 

Gewebe exprimiert werden, aber in histologisch unterschiedlichen Malignomen 

aktiviert sind (Scanlan, Simpson et al. 2004). Darüber hinaus konnte in mehreren 

Studien eine spontane Immunantwort auf verschiedene CT-Antigene nachgewiesen 

werden (Stockert, Jager et al. 1998; Jager, Nagata et al. 2000; Gnjatic, Atanackovic et 

al. 2003; Goodyear, Pratt et al. 2008; Lendvai, Gnjatic et al. 2010).  

 

Bei einigen speziellen hämatologischen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Multiplen 

Myelom, konnte bereits eine häufige und sehr starke Expression mehrerer Cancer-

Testis-Antigene nachgewiesen werden (Atanackovic, Hildebrandt et al. ; Pabst, Zustin 

et al. ; Jungbluth, Ely et al. 2005; Atanackovic, Arfsten et al. 2007). Anders stellt sich 

dies bei myeloischen Neoplasien dar. Über das komplette Expressionsmuster von CT-

Antigenen bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie ist bisher wenig bekannt. In 

einer Vorarbeit unserer Arbeitsgruppe wurde die Expression von 21 CT-Antigenen in 

10 AML-Zelllinien auf mRNA-Basis untersucht. Aus diesen 21 CT-Antigenen 

kristallisierten sich sieben potenziell interessante Antigene heraus (PRAME, NY-SAR-

35, SLLP1, SCP1, ROPN1, MAGEA3, SPO11), von denen sich keines in den Proben 

10 gesunder Knochenmarksspender nachweisen ließ. 
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4.1 Expressionsmuster der CT-Antigene bei AML Patienten 
	  
Basierend auf den oben beschriebenen Untersuchungsergebnissen an AML-Zelllinien, 

wurde das Expressionsmuster von sieben CT-Antigenen bei 64 an akuter myeloischer 

Leukämie erkrankten Patienten untersucht. Bei den untersuchten Patienten handelte es 

sich um ein auf der Basis einer Stichprobe zufällig ausgewähltes Patientenkollektiv, das 

hinsichtlich der prozentualen Geschlechtsverteilung mit den in der Literatur 

beschriebenen Angaben für die AML übereinstimmt und sich im Median etwa 5 Jahre 

jünger zeigte (A. Hellenbrecht 2006). 

 

Mehr als die Hälfte der Patienten exprimierte mindestens ein CT-Antigen, wobei sich 

die Antigene MAGEA3 und SPO11 bei keinem der Patienten nachweisen ließen. Schon 

in einer früheren Studie wurde dies bereits für verschiedene Mitglieder der MAGEA 

Familie bei Leukämien gezeigt (Chambost, van Baren et al. 2001). Anders stellt sich 

dies in einer Studie der Arbeitsgruppe um Martinez dar. Hier wurde die Expression von 

MAGEA3 bei 10 von 32 an AML erkrankten Patienten beschrieben (Martinez, Olarte et 

al. 2007). Über das Expressionsmuster von SPO11 bei Leukämien hat es bisher keine  

Veröffentlichungen gegeben, wobei sich jedoch das Antigen bei verschiedenen soliden 

Tumoren nachweisen ließ (Koslowski, Tureci et al. 2002; Atanackovic, Blum et al. 

2006). 

 

Jeweils 2 der Patienten exprimierten die Antigene SCP1 und ROPN1, die auch von 

anderen Autoren bereits im Zusammenhang mit der AML beschrieben wurden. 

Während ROPN1 in einer früheren Studie bei einem kleinen Anteil an AML Patienten 

sowie bei anderen hämatologischen Erkrankungen wie dem Multiplem Myelom oder 

der chronisch lymphatischen Leukämie nachgewiesen wurde (Li, Li et al. 2007), wird 

das Vorkommen von SCP1 bei der AML mit 0-10% angegeben (Lim, Austin et al. 

1999; Niemeyer, Tureci et al. 2003; Guinn, Gilkes et al. 2005). Die physiologische 

Funktion der beiden Proteine ist bisher noch nicht vollständig geklärt. Während man 

annimmt, dass Ropporin an der Spermienbeweglichkeit beteiligt ist (Chen, Wang et al. 

2011), scheint SCP1 eine wichtige Rolle während der Meiose zu spielen (Ollinger, 

Alsheimer et al. 2005). Allerdings spielen diese beiden Antigene auf Grund ihres relativ 

seltenen Vorkommens eher keine Rolle bei der Suche nach Zielstrukturen für 

immuntherapeutische Ansätze bei der akuten myeloischen Leukämie. 
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Die Expression des CT-Antigens SLLP1 konnte in der vorliegenden Studie bei fünf 

Patienten gezeigt werden. In einer früheren Studie, in der allerdings nur neun Patienten 

mit akuter myeloischer Leukämie eingeschlossen wurden, ließ sich das Antigen bei 

zwei der Erkrankten nachweisen. Darüber hinaus zeigte es sich auch bei anderen 

hämatologischen Neoplasien wie der CLL, CML oder dem Multiplen Myelom. 

Zusätzlich wiesen einige dieser Patienten auch hohe IgG-Antikörper Titer gegen SLLP1 

auf (Wang, Zhang et al. 2004), womit es als Zielstruktur für eine Immuntherapie 

durchaus in Frage kommt. Bei gesunden Probanden ließ sich das Protein in den 

Akrosomen von Spermien nachweisen (Mandal, Klotz et al. 2003) und könnte dort eine 

Aufgabe bei der Verschmelzung von Spermium und Eizelle übernehmen (Herrero, 

Mandal et al. 2005). Auf Grund seiner relativ seltenen Expressionsfrequenz sollte der 

Einsatz bei einer Immuntherapie jedoch eher in Form eines polyvalenten Impfstoffs in 

Kombination mit weiteren Antigenen erfolgen. 

 

Als zweithäufigstes Cancer-Testis-Antigen ließ sich bei etwa 13% der Patienten NY-

SAR-35 auf mRNA-Ebene nachweisen. Dieses CT-Antigen, das auch unter dem Namen 

FMR1NB bekannt ist, wurde in der Literatur erstmals 2003 beschrieben. Es wird in 

unterschiedlicher Frequenz bei verschiedenen soliden Tumoren exprimiert und ist in der 

Lage, bei einigen Patienten eine spontane humorale Immunantwort auszulösen (Lee, 

Obata et al. 2003). Bisher gibt es keine Veröffentlichungen über das Expressionsmuster 

bei hämatologischen Neoplasien. Das Gen ist wie die meisten anderen Cancer-Testis-

Antigene auf dem kurzen Arm des X Chromosoms lokalisiert (Xq27.3-q28) und lässt 

sich in vitro durch Hypomethylierung einer CpG Insel in der Promotor Region 

aktivieren (Park, Song et al. 2011). Über Funktion und Lokalisation des Proteins ist 

bisher nichts bekannt. Als potentielles Zielantigen für Immuntherapien scheint die 

Nutzung von NY-SAR-35 durchaus in Frage zu kommen. Die Expressionshäufigkeit 

sollte jedoch in weiteren Studien an einer größeren Patientenzahl untersucht und die 

physiologische Funktion des Proteins bestimmt werden. 

 

Mit Abstand am häufigsten konnte in dem für diese Arbeit untersuchten 

Patientenkollektiv die Expression des CT-Antigens PRAME nachgewiesen werden. Bei 

der Hälfte der Erkrankten ließ sich dieses Antigen auf mRNA-Ebene detektieren. 

PRAME wurde 1997 das erste Mal beschrieben und wurde bis heute bei vielen 

verschiedenen Malignomen nachgewiesen (Cuffel, Rivals et al. ; Ikeda, Lethe et al. 
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1997; Pellat-Deceunynck, Mellerin et al. 2000; Boon, Edwards et al. 2003; Oberthuer, 

Hero et al. 2004; Figueiredo, Mamede et al. 2006; Doolan, Clynes et al. 2008). Für die 

akute myeloische Leukämie wurden Expressionsfrequenzen von 35-64% beschrieben 

(van Baren, Chambost et al. 1998; Greiner, Ringhoffer et al. 2000; Matsushita, Ikeda et 

al. 2001; Greiner, Ringhoffer et al. 2004; Zhou, Li et al. 2007; Qin, Zhu et al. 2009). 

PRAME wird - ausgenommen von Hoden, Ovar, Endometrium, Plazenta  Nebennieren 

und Nieren - nicht in gesundem Gewebe exprimiert, vor allem nicht in den 

Knochenmarksproben, peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) sowie CD34+-

Progenitorzellen von 23 gesunden Knochenmarksspendern (Liggins, Lim et al. ; Ikeda, 

Lethe et al. 1997; Andrade, Vettore et al. 2008; Luetkens, Schafhausen et al. 2010). 

Innerhalb der Zelle ist das Protein sowohl im Nukleus als auch im perinukleären Raum 

lokalisiert (Wadelin, Fulton et al. ; Tajeddine, Gala et al. 2005). Besonders interessant 

ist der Einfluss von PRAME auf Proliferation und Differenzierung hämatopoetischer 

Progenitorzellen. So beschreibt eine Arbeitsgruppe um Oehler die hemmende Wirkung 

einer Überexpression von PRAME auf die Differenzierung myeloischer Vorläuferzellen 

(Oehler, Guthrie et al. 2009). Auch scheint die Inhibierung der Expression von PRAME 

zur Apoptose leukämischer Zellen zu führen (Tanaka, Wang et al. 2011). Im Gegensatz 

hierzu beschreibt die Arbeitsgruppe um Tajeddine den Zelltod-induzierenden Einfluss 

von PRAME und der daraus verbesserten Prognose bei Überexpression des Antigens 

(Tajeddine, Gala et al. 2005). Die physiologische Funktion des CT-Antigens und dessen 

Einfluss auf den Zellzyklus sind offensichtlich noch nicht ausreichend untersucht 

worden und sollten in weiteren Studien mit größerem Augenmerk betrachtet werden. 

Sowohl in vivo als auch in vitro zeigt sich eine spontane zellluläre Immunantwort gegen 

PRAME (Ikeda, Lethe et al. 1997; Quintarelli, Dotti et al. 2008; Rezvani, Yong et al. 

2009), so dass es bei Patienten mit metastasiertem Melanom bereits in einer Phase I 

Studie für eine gezielte Immuntherapie genutzt werden konnte (Weber, Vogelzang et al. 

2011). Die vergleichsweise hohe Expressionsfrequenz, die Selektivität und die 

Immunogenität von PRAME heben dieses Antigen gegenüber den anderen untersuchten 

CTAs als Primärziel antigenspezifischer Immuntherapien bei akuter myeloischer 

Leukämie deutlich hervor.   
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4.2 Korrelation mit klinischen Parametern 
	  
In Übereinstimmung mit früheren Studien konnte in der vorliegenden Arbeit keine 

signifikante Korrelation zwischen der CTA-Expression und verschiedenen klinischen 

Parametern wie Geschlecht, Alter, Blastenkonzentration, Vortherapie, FAB- 

Klassifikation und dem zytogenetischen Risikoprofil festgestellt werden (Paydas, 

Tanriverdi et al. 2005; Zhou, Li et al. 2007; Zhu, Liu et al. 2007). Allerdings ließ sich 

das Antigen PRAME deutlich häufiger bei Patienten mit einem Blasteninfiltrationsgrad 

von über 20% nachweisen. Durch die Annahme einer blastenabhängigen CTA- 

Expression ließe sich sowohl die bessere Nachweisbarkeit der Antigene im peripheren 

Blut als auch die beobachtete Häufung der Expression beim weiblichen Geschlecht 

erklären. Mit 56% zeigten die untersuchten peripheren Blutproben eine deutlich stärkere 

mediane Blasteninfiltration als die Knochenmarksproben (43%), und über 40% der 

Frauen wiesen eine Blastenkonzentration von über 50% auf (Männer: 31%). Am 

ehesten ist die häufigere Nachweisbarkeit bei einem erhöhten Blasteninfiltrationsgrad 

auf eine bessere Detektion bei größerer Tumormasse zurückzuführen. Es ist jedoch 

nicht auszuschließen, dass es bei fortgeschrittener Erkrankung zu einer verstärkten 

CTA-Expression kommt. 

 

In einer früheren Studie zeigte sich ein starker Zusammenhang zwischen der 

Translokation t(8,21) und der Nachweisbarkeit von PRAME (van Baren, Chambost et 

al. 1998). Obwohl in der hier  untersuchten Stichprobe nur fünf der Patienten diese 

zytogenetische Veränderung aufwiesen, ließ sich bei vier von ihnen PRAME in den 

untersuchten Proben nachweisen. Auch beim Vergleich der verschiedenen FAB-

Klassifikationen fiel eine Häufung der Expression von PRAME bei der für die 

Translokation t(8,21) typischen FAB-M2 auf. Auf Grund dieses Ergebnisses sollten  

weitere Untersuchungen bezüglich der biologischen Zusammenhänge zwischen der 

Expressionssteuerung von PRAME und dem aus der Translokation t(8,21) entstandenen 

Fusionsgen AML1/ETO erfolgen. 

 

Relativ neu eingesetzte Medikamente zur Therapie der AML sind demythelierende 

Substanzen, wie zum Beispiel Decitabine und 5-Azacytidine (Blum, Garzon et al. 2010; 

Al-Ali, Jaekel et al. 2011). Eine Hypothese über den Wirkmechanismus dieser 

Substanzen ist die epigenetische Hochregulierung immunpotenter Antigene in den 

Krebszellen durch das demethylierende Agens (Claus, Almstedt et al. 2005). Allerdings 
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sind diese Effekte meist nur an Zelllinien erforscht und nicht bei Patienten 

nachgewiesen. In dem für diese Arbeit untersuchten Kollektiv erhielt nur einer der 

Patienten im Rahmen seiner Therapie 5-Azacytidine vor der Probeentnahme. In der 

entnommenen peripheren Blutprobe ließ sich ausschließlich das CT-Antigen PRAME 

nachweisen. Eine Referenzprobe aus der Zeit vor Beginn der Chemotherapie lag leider 

nicht vor. Um den genauen Effekt der demethylierenden Substanzen auf leukämische 

Blasten zu untersuchen, sollte die Expressionsfrequenz von Tumorantigenen bei mit 

Decitabine oder 5-Azacytidine anbehandelten Patienten in einer größeren Studie 

untersucht werden. 

 

4.3 CT-Antigen-Expression und Gesamtüberleben 
	  
In verschiedenen Studien wird ein Zusammenhang hergestellt zwischen der Expression 

von PRAME und einem längeren krankheitsfreien Überleben bei Kindern mit AML und 

bei Patienten mit einer AML FAB-M3 (Steinbach, Hermann et al. 2002; Santamaria, 

Chillon et al. 2008; Tajeddine, Louis et al. 2008). Im Gegensatz dazu geht die 

Nachweisbarkeit von PRAME bei anderen hämatologischen Erkrankungen wie der 

CML, aber auch bei einigen soliden Malignomen, wie zum Beispiel dem 

Mammakarzinom, mit einem verschlechterten Gesamtüberleben einher (Epping, Hart et 

al. 2008; Luetkens, Schafhausen et al. 2010).  

 

In dem für diese Arbeit untersuchten Kollektiv konnte bei der Betrachtung aller 

Patienten kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von PRAME und 

einer Verschlechterung oder Verbesserung des Gesamtüberlebens festgestellt werden. 

Mit Ausnahme von SCP1, das auf Grund seiner sehr geringen Expressionsfrequenz 

nicht aussagekräftig ist, galt dies auch für die anderen untersuchten Antigene. Ein 

anderes Ergebnis zeigte sich jedoch bei isolierter Betrachtung der zytogenetischen 

Risikogruppen. Hier scheint sich die Expression von PRAME vor allem bei der 

"intermediate risk" Patientengruppe negativ auf die Überlebenszeit auszuwirken. Dies 

widerspricht einer Studie der Arbeitsgruppe um Santamaria, die eine hohe 

Expressionsfrequenz von PRAME bei Patienten mit AML ohne zytogenetische 

Veränderungen als prognostisch positiv bewertete (Santamaria, Chillon et al. 2009). 

Allerdings wird auch dieses Ergebnis in einer neueren Arbeit nicht bestätigt (Damm, 
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Heuser et al. 2011). Überhaupt scheint es fraglich zu sein, ob der Verlauf der 

Erkrankung durch das Vorhandensein von PRAME direkt beeinflusst wird, wie es eine 

Studie um Epping erwarten lässt (Epping, Wang et al. 2005), oder ob die Expression 

des Antigens nicht vielmehr mit anderen Faktoren, wie zum Beispiel zytogenetischen 

Veränderungen zusammenhängt, die mit einer positiven bzw. negativen Beeinflussung 

der AML einhergehen. Auf Grund dieser Tatsachen sollte die Steuerung der 

Transkription sowie die genaue Funktion von PRAME in den verschiedenen 

Malignomen genauer untersucht werden.  

 

4.4 Kritik 
	  
Wichtigster Kritikpunkt bei dieser Arbeit ist die geringe Patientenzahl der untersuchten 

Stichprobe. Gerade bei der Einteilung des Kollektivs nach einzelnen klinischen 

Charakteristika gehören manchen Untergruppen nur noch einige wenige Patienten an. 

Das macht sich besonders bemerkbar bei der sehr inhomogenen Verteilung der FAB 

Klassifikation. So sind die FAB Klassifikationen M0, M3, M4Eo, M5, M5a und M5b 

nur mit einigen wenigen Patienten vertreten, und keiner der Untersuchten ist an einer 

FAB M6 bzw. M7 erkrankt. Allerdings wird diese Einteilung der akuten myeloischen 

Leukämie auch mehr und mehr durch die neuere WHO-Klassifikation, die ein relativ 

großes Augenmerk auf zytogenetischen Veränderungen legt, abgelöst. Durch den 

retrospektiven Charakter der Studie kamen jedoch einige molekulargenetische 

Untersuchungsmöglichkeiten, die heute zum Standard der AML Diagnostik gehören, 

bei vielen Patienten gar nicht zum Einsatz.  

 

Gleiches gilt auch für die zytogenetischen Veränderungen. So zeigt insbesondere die 

"good risk" Gruppe eine zu geringe Patientenanzahl, um eine aussagekräftige 

Überlebenszeitanalyse durchführen zu können. Darüber hinaus wird die direkte 

Vergleichbarkeit der Überlebenszeiten durch die Verwendung unterschiedlicher 

Bewertungsmethoden zur Beurteilung der Expressionsfrequenz erschwert. So 

quantifizieren andere Arbeitsgruppen die Expression einzelner Cancer-Testis-Antigene 

zur Risikobeurteilung, während in der vorliegenden Arbeit das Vorhandensein lediglich 

mit positiv oder negativ beurteilt wird.   
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung  
	  
Trotz zahlreicher Fortschritte bei der Behandlung der akuten myeloischen Leukämie ist 

die Prognose bei vielen erkrankten Patienten noch sehr schlecht. Gerade ältere und 

multimorbide Patienten profitieren oft nur sehr gering von aggressiven Therapien, und 

nicht selten können diese wegen ihres Nebenwirkungsprofils gar nicht erst zum Einsatz 

kommen. Große Hoffnungen werden deshalb auf den Einsatz neuer Immuntherapien 

gesetzt, für die man jedoch geeignete Zielantigene benötigt. Auf der Suche nach 

spezifischen Targets spielen Cancer-Testis-Antigene auf Grund ihrer selektiven 

Expression eine wichtige Rolle.   

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster von CT-Antigenen bei 

Patienten mit akuter myeloischer Leukämie untersucht. Als Untersuchungsmaterial 

dienten Knochenmarks- sowie periphere Blutproben von 64 an AML erkrankten 

Patienten. Mit Hilfe der qualitativen Real Time PCR konnte auf mRNA-Ebene gezeigt 

werden, dass die meisten Cancer-Testis-Antigene nicht oder in nur sehr geringem 

Ausmaß exprimiert werden. Dennoch ließ sich bei fast 60% der Patienten mindestens 

eins der untersuchten CT-Antigene nachweisen. Hierbei fiel vor allem das CT-Antigen 

PRAME auf, das von der Hälfte der Patienten exprimiert wurde. Weitere Antigene, die 

zumindest für einen Teil der Patienten für Vakzinierungsstrategien in Frage kommen, 

sind NY-SAR-35 sowie SLLP1. Hieraus ergibt sich die potentielle Möglichkeit, 

monovalente bzw. polyvalente Vakzine, wie sie bereits bei anderen Krebserkrankungen 

innerhalb von Studien erfolgreich getestet wurden, zur Therapie der AML einzusetzen.  

 

Eine Korrelation zwischen der Expression von Cancer-Testis-Antigenen mit den  

untersuchten klinischen Parametern konnte bei dem vorliegenden Patientenkollektiv 

nicht festgestellt werden. Allerdings scheint sich die Expression von PRAME negativ 

auf die Überlebenszeit der Patienten mit intermediärem Risiko-Karyotyp auszuwirken. 

Da bei den sehr heterogenen Verläufen der AML die Prognose einen sehr großen 

Stellenwert einnimmt und auch durchaus mit in das geplante Therapiekonzept einfließt, 

sollte die genaue prognostische Aussagekraft von PRAME in einer größeren Studie 

untersucht werden.    
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Obwohl sich bei dieser Arbeit gezeigt hat, dass die Expression von CT-Antigenen bei 

der akuten myeloischen Leukämie deutlich geringer ausfällt als bei anderen malignen 

Erkrankungen, könnte doch über die Hälfte der Patienten von einem Einsatz CT-

Antigen spezifischer Immuntherapien profitieren. Größtes Augenmerk sollte bei 

weiteren Studien auf das Cancer-Testis-Antigen PRAME gelegt werden. 
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Tabellen 
 

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML (Kroschinsky F. 2008) 
 
FAB-SUBTYP BEZEICHNUNG 

MO AML mit minimaler myeloischer Differenzierung 

M1 AML ohne Ausreifung 

M2 AML mit Ausreifung bzw. mit t(8;21) (AML1/ETO) 

M3 Akute Promyelozytenleukämie 

M3V AML mit t(15;17) (PML/RARa) 

M4 Akute myelomonozytäre Leukämie 

M4Eo AML mit inv16 oder t(16;16) (CBFϐ/MYH11) 

M5A Akute Monoblastenleukämie 

M5B Akute Monozytenleukämie 

M6 Akute Erythroleukämie 

M7 Akute Megakaryoblastenleukämie 
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Tabelle 2: WHO-Klassifikation der AML (Kroschinsky F. 2008) 
 
KATEGORIEN LEUKÄMIEFORM 

AML mit typischen zytogenetischen 
Veränderungen 
 
 
 
 
 
 

• AML mit t(8;21)(q22;q22); AML1/ETO 
• AML mit abnormen Knochenmark- 

eosinophilen und inv(16)(p13;q22); 
CBFß/MYH11 

• Akute Promyelozyteleukämie - AML M3 
mit t(15;17)(q22;q11-12) (PML/RARa) - 
und Varianten 

• AML mit 11q23-(MLL-)Anomalien 

AML mit multilineärer Dysplasie 
(mindestens 2 Linien betroffen) 
 
 
 

• AML mit vorausgegangener 
Myelodysplasie/myeloproliferativem 
Syndrom 

• De-novo-AML ohne vorausgegangenes 
Syndrom 

Therapieinduzierte  AML und 
therapieinduziertes myelo- 
dysplastisches Syndrom (MDS) 
 

• AML/MDS nach Gabe von Alkylanzien 
• AML/MDS nach Therapie mit 

Topoisomerase-II-Inhibitoren 
• AML/MDS nach sonstiger Chemo-/ 

Strahlentherapie 
AML ohne andere 
Einordnungsmöglichkeit 

• AML, minimal differenziert (FAB M0) 
• AML ohne Ausreifung (FAB M1) 
• AML mit Ausreifung (FAB M2) 
• Akute myelomonozytäre Leukämie (FAB 

M4) 
• Akute monozytäre Leukämie (FAB M5a, 

b) 
• Akute Erythroleukämie (FAB M6) 
• Akute Megakaryoblastenleukämie (FAB 

M7/ 
• Akute Basophilenleukämie 
• Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
• Myelosarkom/Chlorom                                              
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Tabelle 3: Primersequenzen, Anlagerungstemperatur und Größe 
 

GEN PRIMERSEQUENZ °C BP 

For. 5‘-TGA TGA CAT CAA GAA GGT GG-3’ 
GAPDH 

Rev. 5‘-TTT CTT ACT CCT TGG AGG CC-3‘ 
60°C 246 

For. 5‘-GAA GCC GGC CCA GGC TCG-3‘ MAGE-A3 / 
CT1.3 

Rev. 5‘-GAA GTC CTC ATA GGA TTG GCT-3‘ 
60°C 432 

For. 5‘-CTT GGT GCG ATC AGC CTT AT-3’ NY-SAR-35 / 
CT37 

Rev. 5‘-TTG ATG CAT GAA AAC AGA ACT C-3‘ 
55°C 375 

For. 5‘-CTG TAC TCA TTT CCA GAG CCA GA-3’ 
PRAME / CT130 

Rev. 5‘-TAT TGA GAG GGT TTC CAA GGG GTT-3‘ 
63°C 556 

For. 5‘-GCG AAT TCA TGG CTC AGA CAG ATA AGC-3’ 
ROPN-1 / CT91 

Rev. 5‘-ATG GAT CCG TTA CTC CAG CCA AAC CCT-3‘ 
66°C 652 

For. 5‘-GTA CAG CAG AAA GCA AGC AAC TGA ATG-3’ 
SCP-1 / CTB 

Rev. 5‘-GAA GGA ACT GCT TTA GAA TCC AAT TTC C-3‘ 
55°C 564 

For. 5‘-AAG CTC TAC GGT CGT TGT GAA CTG-3’ 
SLLP-1 / CT54 

Rev. 5‘-CTA GAA GTC ACA GCC ATC CAC CCA-3‘ 
66°C 387 

For. 5‘-AAG ATA CAT CGA GGA AGA TGG-3’ 
SPO11 / CT35 

Rev.	   5‘-‐CTC	  TGG	  CAA	  TCA	  GAG	  TTC	  TTC-‐3‘	  
60°C 676 
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Tabelle 4: Verwendete Materialien 
Zellseparation    

Ficoll Paque 

Phosphate-buffered saline 

Zentrifuge Megafuge 1.OR 

2-ß-Mercaptoethanol  

Tryptan blue solution 0,4% 

Mikroskop Telaval 31 

RLT-Puffer 

Biochrom AG 

Gibcoll 

Heraeus 

Carl Roth GmbH 

Sigma-Aldrich 

Zeiss 

Quiagen 

Berlin, Deutschland 

Paisley, GB 

Hanau, Deutschland 

Karlsruge, Deutschland 

St. Louis, MO, USA 

Jena, Deutschland 

Hilden, Deutschland 

RNA-Isolation und Spekrometrie   

Rneasy Mini Kit 

Quiashredder  

70% Ethanol 

DEPC-behandeltes Wasser 

Mikrozentrifugenröhrchen 

Eppendorf Bio Photometer 

UVette 

Quiagen 

Quiagen 

J.T. Baker 

Sigma-Aldrich 

Eppendorf 

Eppendorf 

Eppendorf 

Hilden, Deutschland 

Hilden, Deutschland 

Denventer, Niederlande 

Steinheim, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

cDNA-Synthese    

10xPuffer 

MgCl2 

Random Primer 

dNTP (dATP, dGTP, dUTP, dCTP) 

RNAsin 

AMV Reverse Transcriptase 

DEPC-behnadeltes Wasser 

Mastercycler Gradient  

Promega 

Promega 

Invitrogen 

Invitrogen 

Promega 

Promega 

Sigma-Aldrich 

Eppendorf 

Mannheim, Deutschland 

Mannheim, Deutschland 

Karlsruhe, Deutschland 

Karlsruhe, Deutschland 

Mannheim, Deutschland 

Mannheim, Deutschland 

Steinheim, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

RT-PCR     

MgCl2 

10xPuffer 

dNTP (dATP, dGTP, dUTP, dCTP) 

Custom Primer 

AmpliTaqGold 

DEPC-behandeltes Wasser 

0,2ml Röhrchen-Kette 

Human Testis RNA 

Mastercycler Gradient 

PerkinElmer 

PerkinElmer 

Invitrogen 

MWG-Biotech 

PerkinElmer 

Sigma-Aldrich 

Sarstedt 

Ambion 

Eppendorf 

Waltham, MA, USA 

Waltham, MA, USA 

Karlsruhe, Deutschland 

Ebersberg, Deutschland 

Waltham, MA, USA 

Steinheim, Deutschland 

Nümbrecht, Deutschland 

Austin, TX, USA 

Hamburg, Deutschland 
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Gelelektrophorese    

Tris base 

Aqua Bidest 

100%ige Essigsäure  

EDTA (0,5M EDTA, pH 8) 

DEPC-behandeltes Wasser 

Elektrophoresekammer 1000/500 

Ethidiumbromid 

The Imager (CCD-Kamera) 

Sigma-Aldrich 

Th. Geyer 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Bio-Rad 

Invitrogen 

Appligene 

Steinheim, Deutschland 

Berlin, Deutschland 

Steinheim, Deutschland 

Steinheim, Deutschland 

Steinheim, Deutschland 

München, Deutschland 

Karlsruhe, Deutschland 

Cedex, Frankreich 

Sequenzierung    

Qiaquick Gel Extraction Kit 

Isopropanol 

Vortex Genie 2 

Wasserbad 

Eppendorf Centrifuge 

0,5ml Eppendorf Röhrchen 

BigDyeKit V.1.1 

Primer 

DEPC-behandeltes Wasser 

Mastercycler Gradient 

100%-Ethanol 

70%-Ethanol 

Zentrifuge, Biofuge 13R 

Speedvac, Hetovac, Intermed CT60 e 

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer 

Quiagen 

Fluka 

Bender & Hobein AG 

GFL 

Eppendorf 

Eppendorf 

Applied Biosystems 

MWG Biotech 

Sigma-Aldrich 

Eppendorf 

J.T. Baker 

J.T. Baker 

Heraeus Sepatech 

Heto 

Applied Biosystems 

Hilden, Deutschland 

Buchs, Schweiz 

Zürich, Schweiz 

Burgwedel, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

Foster City, CA, USA 

Ebersberg, Deutschland 

Steinheim, Deutschland 

Hamburg, Deutschland 

Denventer, Niederlande 

Denventer, Niederlande 

Hanau, Deutschland 

Holten, Deutschland 

Foster City, CA, USA 
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Tabelle 5: Eigenschaften des Patientenkollektivs 
 

Eigenschaft 
 

Anzahl der 
Patienten 

Expression von mindestens 
einem CT Antigen 
 

Signifikanz 

Gesamt 
 

64 57,8%  

Geschlecht 
Frauen 
Männer 
 

 
29  
35 

 
69,0% 
48,6% 

p=0,103 
 

Alter bei Erstdiagnose   
(Range: 20 bis 79 Jahre) 
< 55 Jahre 
≥ 55 Jahre 
 

 
 
28 
36 

  
 
50,0% 
63,9% 

 P=0,272 
 

zytogenetisches Risiko 
low risk 
intermediate risk 
high risk 
 

 
7 
29 
13 

 
85,7% 
58,6% 
53,8% 

p=0,220 
 

Vortherapie 
keine Vortherapie 
konventionelle 
Chemotherpaie 
 

 
32 
23 

 
59,4% 
56,5% 

p=0,836 
 

FAB Klassifikation 
M0 
M1 
M2 
M3 
M4 
M4Eo 
M5 
M5a 
M5b 

 
3 
11 
14 
1 
18 
3 
1 
1 
1 

 
100% 
45,5% 
78,6% 
100% 
55,6% 
33,3% 
0% 
0% 
100% 

p=0,234 
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Tabelle 6: Eigenschaften der Proben 
 
Eigenschaften Anzahl der 

Proben  
Expression von mindestens 
einem CT-Antigen 
 

Signifikanz 

Gesamt 94 
 

61,7%  

Art 
Knochenmark 
peripheres Blut 

 
52 
42 
 

 
55,8% 
69,0 % 

p=0,192 
 

Blastenkonzentration in 
Knochenmarkproben 
(Range 0% bis 99%) 
0-20% 
21-50% 
>50% 
 

 
 
 
14 
13 
16 

 
 
 
71,4% 
46,2% 
56,3% 

p=0,435 
 

Blastenkonzentration in 
peripheren Blutproben 
(Range 2% bis 91%) 
0-20% 
21-50% 
>50% 

 
 
 
7 
3 
13 

 
 
 
42,9% 
100% 
69,2% 
 

p=0,330 
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