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1 Einleitung 

1.1 Chronische lymphatische Leukämie (CLL) 

1.1.1 Definition  

Die 2008 überarbeitete WHO-Klassifikation für Tumore lymphatischen Gewe-

bes (4. Auflage) definiert die chronische lymphatische Leukämie (CLL) als B-

Zell-Neoplasie mit monoklonalen CD19, CD5 und CD23-positiven Lymphozy-

ten. Darüber hinaus müssen die Beteiligung von extramedullären Geweben 

oder mindestens 5×109/L CLL-Zellen im peripheren Blut vorliegen. Die WHO-

Klassifikation betrachtet dabei die CLL und das small lymphocytic lymphoma 

als unterschiedliche Manifestationen der gleichen Erkrankung (142,101). Der „In-

ternational Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia“ verlangt für die Di-

agnose der CLL ebenfalls mindestens 5×109/L monoklonale B-Zellen im peri-

pheren Blut für mindestens 3 Monate und definiert das small lymphocytic 

lymphoma als Lymphom mit CLL-Phänotyp und der Beteiligung von extrame-

dullären Geweben sowie weniger als 5×109/L monoklonalen B-Zellen im peri-

pheren Blut (81). 

1.1.2 Klinische Manifestation 

1.1.2.1 Symptome vor Diagnosestellung 

Die subjektiv empfunden Symptomatik von CLL-Patienten vor Diagnosestel-

lung ist meist uncharakteristisch. Die ersten Symptome sind in der Regel 

Lymphknotenschwellungen sowie Abgeschlagenheit und Leistungsminderung. 

Etwa ein Viertel der Patienten hat gehäuft fieberhafte Infekte. Sehr häufig be-

richten die Patienten über Gewichtsverlust und Schweißneigung. Einige Pati-

enten berichten von abdominellen Schmerzen, welche meist Folge einer Sple-

nomegalie oder mesenterialer Lymphome sind (138). Ein erheblicher Anteil der 

CLL-Diagnosen, je nach Studie 31-80%, wird in frühen, asymptomatischen 

Stadien bei Routineuntersuchungen gestellt (58,129,121).  
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1.1.2.2 Symptome bei Diagnosestellung 

Leitsymptome bei Diagnosestellung sind die Lymphozytose, Lymphknoten-

schwellungen sowie Spleno- und Hepatomegalie. 

Etwa 70-80% der Patienten weisen Lymphknotenschwellungen bei der Diag-

nose auf (88,90,41), welche am häufigsten zervikal, axillär und inguinal lokalisiert 

sind. Bei der Palpation imponieren die befallenen Lymphknoten in der Regel 

hart, nicht druckschmerzhaft und subkutan verschieblich (138). Bei 54-75% der 

Patienten liegt bei Diagnosestellung eine Splenomegalie (177) und bei etwa 45-

75% eine Hepatomegalie vor (14,148). Außerdem berichtet etwa ein Fünftel der 

Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung über eine B-Symptomatik (138). 

1.1.2.3 Komplikationen 

Gastrointestinaltrakt: 

Bei Hepatosplenomegalie kann es durch Kompression des Magens zu einem 

„small stomach syndrom“ mit abdominellem Drückgefühl und Appetitlosigkeit 

kommen (141). In Autopsiepräparaten weisen die Wände des Gastrointestinal-

traktes in allen Fällen mikroskopische und in 9-15% der Fälle makroskopisch 

sichtbare Infiltrationen vor allem der Mukosa und Submukosa auf. Diese Infilt-

rationen können zu Durchfällen, Hämorrhagien und Malabsorption führen (88). 

Im Bereich des Ileums können polypöse Infiltrationen zur „Pseu-dopolyposis 

lymphatica ilei“ und Ileus-Komplikationen führen (181). Die Infiltrationen können 

auch Ulzerationen und in Verbindung mit der Immundefizienz Perforationen 

und Phlegmonen im Gastrointestinaltrakt zur Folge haben (177). 

Sekundärneoplasien: 

Viele Studien beschreiben eine erhöhte Inzidenz von Sekundärneoplasien bei 

CLL-Patienten, darunter Karzinome der Haut (120,77), der Lunge (77,123), der Nie-

re (123) sowie Sarkome (123) und Neoplasien des Zentralnervensystems (97). 

Ferner sind Transformationen der CLL in Non-Hodgkin-Lymphome (3% der 

Fälle), in Hodgkin-Lymphome (0,5% der Fälle) und in Plasmozytome (0,1% der 

Fälle) beschrieben worden (189). Außerdem kommt es in etwa 3% der Fälle zu 
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einer sogenannten Richter-Transformation mit rapidem Wachstum der malig-

nen Zellen und plötzlicher Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Pa-

tienten (161). 

Autoimmunerkrankungen: 

Etwa 5-37% der Patienten entwickeln im Laufe der Erkrankung eine autoim-

munhämolytische Anämie (6,42,46,88,141,138). Des Weiteren tritt bei 6-36% der Pa-

tienten eine „pure red cell anaemia“ auf (24 zitiert nach 138).  

Herz: 

In seltenen Fällen sind Infiltrationen des Perikards mit ausgeprägten Peri-

kardergüssen beschrieben worden (12). 

Lunge: 

Bei ausgeprägter hilärer und mediastinaler Lymphknotenschwellung kann es 

zu Atelektasen durch Bronchuskompression kommen (24). Darüber hinaus tre-

ten Lungeninfarkte und in ca. 17-40% der Fälle (88,109) meist einseitige Pleu-

raergüsse auf. 

Urogenitaltrakt: 

Es finden sich in 60-70% der Fälle lymphatische Infiltrationen der Niere (88). 

Diese können zu Kompression der Glomeruli und hypoxischen Tubulusschädi-

gungen führen. In 15-20% der Fälle kommt es zu einer Hämaturie (90).  

Neurologische Komplikationen: 

Infiltrationen und Blutungen können eine Vielzahl von zentralnervösen Symp-

tomen von Kopfschmerzen bis zum Koma hervorrufen (90). Relativ häufig 

kommt es zu zentralen Fazialisparese (88) und in etwa 20% der Fälle treten 

Störungen der akustischen Wahrnehmung auf (90). 
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Infektionen: 

Viele Faktoren beeinflussen die Immunantwort bei CLL-Patienten. In erster 

Linie dürfte die Immundefizienz durch die krankheitsbedingte Hypogammalo-

bulinämie und Granulozytopenie sowie durch die immunsuppressiv wirksame 

Therapie mit Zytostatika und Steroiden bedingt sein (138). Infektionen bei CLL-

Patienten treten vor allem im Bereich der Atemwege auf (180,4). Komplikationen 

durch Infektionen treten in etwa 60-80% der Fälle auf (2,28,131,132,180). In 60-73% 

der Fälle versterben die Patienten an infektiösen Komplikationen (100,88). 

1.1.1 Epidemiologie 

1.1.3.1 Alter- und Geschlechtsverteilung 

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 65 Jahren (64,47,10,128) und die Inzi-

denz nimmt mit steigendem Alter deutlich zu (63). Viele Studien ermittelten eine 

erhöhte Inzidenz der CLL bei Männern (119,26,113,144,10). Des Weiteren zeigen 

Frauen mit CLL ein signifikant besseres Ansprechen auf Therapien (10) und 

haben eine längere Überlebenszeit als Männer (25,10). 

1.1.3.2 Inzidenz und geographische Verteilung 

In der westlichen Welt macht die CLL etwa 30% aller Leukämien aus. Die Inzi-

denzraten liegen zwischen 1,5 und 4,2 pro 100.000 Einwohnern (64,47,10,63,128). 

In Asien hingegen macht die CLL nur etwa 2-3% aller Leukämien aus (63). 

Auch Asiaten, die nach Amerika emigriert sind, haben immer noch eine deut-

lich niedrigere CLL-Inzidenz (136). 
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1.1.4 Pathogenese 

1.1.4.1 Funktionelle Aspekte der Zell-Akkumulation und Mikroumgebung 

Zur Akkumulation der CLL-Zellen kommt es weniger durch erhöhte Proliferati-

on als durch Apoptoseresistenz und verlängertes Überleben. Dieser Effekt 

geht in normalen Zellkulturen sehr schnell verloren. Dort beginnen die CLL-

Zellen innerhalb von Stunden, in Apoptose zu gehen (37). Daher scheint die In-

vivo-Umgebung ein wesentlicher Faktor zu sein, welcher die Apoptoseresis-

tenz und die Akkumulation von CLL-Zellen im menschlichen Körper erst er-

möglicht. Die CLL-Zellen schaffen sich im Knochenmark und befallenen 

Lymphknoten ihre eigene Mikroumgebung, die ihre Proliferation und ihr Über-

leben sichert. Entscheidend dabei sind auch nicht-neoplastische Zellen wie T-

Zellen, Stroma-Zellen (21), „nurse-like cells“ und follikulär dendritische Zellen 
(29). Die „nurse-like cells“ entwickeln sich durch die Interaktion mit CLL-Zellen 

aus Cluster of differentiation 14 (CD14) positiven Monozyten und schützen die 

CLL-Zellen vor Apoptose (179). CLL-Zellen exprimieren die Integrine 

CD49d/CD11a und CD11b/CD18, welche mit CD54 und CD106 auf Stroma-

Zellen interagieren und einen überlebensverlängernden Effekt auf die CLL-

Zellen haben (149). Die Stroma-Zellen produzieren darüber hinaus die Interleu-

kine IL-6, IL-7, IL-10 sowie den Transforming growth factor β (TGF-β), den 

Stem cell factor (SCF) und den Vascular endothelial growth factor (VEGF) und 

gehen so eine komplexe Interaktion mit den CLL-Zellen ein (67). Die CLL-Zellen 

selbst sekretieren unter anderem den proliferationsinduzierenden Liganden 

APRIL und den B-cell activating factor (BAFF) und schützen sich auf diese 

Weise selbst in einer autokrinen Schleife vor Apoptose (105). In Lymphknoten 

und in geringerem Maße im Knochenmark formen die CLL-Zellen sogenannte 

pseudofollikuläre Proliferationszentren, welche bei keinem anderen Lymphom 

auftreten (195). In diesen pseudofollikulären Proliferationszentren finden sich 

neben nicht-malignen Zellen auch CLL-Zellen mit blastenähnlichem Phänotyp, 

welche positiv für den Proliferationsmarker Ki67 sind (75,70). Daher wird vermu-

tet, dass die pseudofollikulären Proliferationszentren das Hauptkompartiment 

für die Proliferation der neoplastischen Zellen bei der CLL sind. Innerhalb und 

um die pseudofollikuläre Proliferationszentren kommt eine große Zahl CD3-
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positiver T-Zellen vor, von denen die meisten ebenfalls CD40L- und CD4-

positiv sind (75). Diese Zellen stimulieren die CLL-Zellen durch die Interaktion 

von CD40 und CD40L und wirken synergistisch mit dem B-Zell-Rezeptor-

Stimulus (69). Außerdem werden in pseudofollikuläre Proliferationszentren spe-

zifisch große Mengen des Apoptose-Caspasen-Inhibitors Survivin exprimiert 
(75). 

1.1.4.2 Genetische Ursachen 

Etwa 80% der CLL-Fälle weisen typische genetische Aberrationen auf. Diese 

Aberrationen haben Einfluss auf Prognose und Verlauf der Erkrankung (siehe 

1.1.5.3.2). 

Die 13q14-Deletion tritt mit etwa 55% am häufigsten auf (49). Die pathogeneti-

sche Bedeutung dieser Deletion liegt wahrscheinlich in dem Verlust der Mikro-

ribonukleinsäure-Gene (microRNAs) mir‑15a und mir‑16‑1. Ziele dieser mic-

roRNAs sind vermutlich antiapoptotische Proteine wie T-cell-leukemia 1 

(TCL1) und B-cell-lymphoma 2 (BCL2), die durch die Deletion dann vermehrt 

exprimiert werden (23,22). Außerdem fanden Mertens et al. Hinweise, dass 

durch diese Deletion ein epigenetischer Tumorsupressor-Regulator-

Mechanismus betroffen sein könnte (124). 

In etwa 25% der Fälle tritt eine 11q22-q23-Deletion bei CLL-Patienten auf (195). 

In dieser Region liegt das Ataxia-telangiectasia-mutated-Gen (ATM). In etwa 

einem Drittel der Deletionsfälle sind beide Allele dieses Gens betroffen (5). 

ATM spielt eine zentrale Rollen in der zellulären Reaktion auf DNS-

Doppelstrangbrüche. Ein Mangel führt zum Ataxie-Telangiektasie-Syndrom mit 

einer Prädisposition für lymphatische Erkrankungen, genomischer Instabilität 

und hoher Sensitivität gegenüber ionisierenden Strahlen (112). Kalla et al. konn-

ten weiterhin zeigen, dass der Ubiquitin-abhängige Apoptoseregulator Cullin 5 

in Patienten mit 11q-Deletion nur vermindert exprimiert wird (104). 

Deletionen des Bereichs 17p13 treten in 4-9% der CLL-Patienten auf 
(48,49,78,195). Die pathogenetische Bedeutung dieser Deletion liegt in dem Verlust 

des TP53-Gens, welches für den Tumorsuppressor p53 kodiert. In über 80% 
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der Patienten mit monoallelischer TP53-Deletion ist das verbleibende Allel mu-

tiert und es kommt zu einem vollständigen Verlust der p53-Funktion (194). Be-

sonders bedeutsam ist, dass die Wirkung von Purinanaloga und anderer Zy-

tostatika durch den Verlust der p53-Funktion deutlich herabgesetzt oder sogar 

aufgehoben wird (18,48,118,139,182,193,194). 

Da Verwandte ersten Grades von CLL-Patienten ein etwa 7,5-fach erhöhtes 

Risiko haben, ebenfalls eine CLL zu entwickeln, liegt der Verdacht einer ge-

wissen erblichen Prädisposition nahe (73,51). Di Bernardo et al. fanden in einer 

genom-weiten Analyse CLL-Risiko-Loci in den Banden 2q13, 2q37.1, 6p25.3, 

11q24.1, 15q23 und 19q13.32. Dabei wies der Locus 6p25.3, welcher das In-

terferon-regulatory-factor-4-Gen umgibt, die stärkste Assoziation mit familiärer 

Häufung von CLL-Erkrankungen auf (45). 

1.1.4.3 Aberrante intrazelluläre Signalkaskaden 

1.1.4.3.1 B-Zell-Rezeptor-Signalweg 

Der B-Zell-Rezeptor besteht aus einem membrangebundenen Immunglobulin 

und einem CD79a/CD79b-Heterodimer (183). Die Aktivierung des B-Zell-

Rezeptors führt seinerseits zur Aktivierung von Tyrosinkinasen der Src-Familie 

(Blk, Fyn, und Lyn), erhöhter intrazellulärer Kalziumkonzentration und im End-

effekt zur Zellproliferation (191,17). CLL-Klone von geographisch und familiär 

unabhängigen Patienten weisen im Vergleich zu gesunden B-Zellen ein sehr 

eingeschränktes Repertoire von Immunoglobulin-heavy-chain variable-region-

Genen (IGVH) auf (107,190). Über 20% der unabhängigen CLL-Fälle weisen ste-

reotype Rezeptoren auf, wobei die Wahrscheinlichkeit, dass zwei unabhängige 

B-Zellen per Zufall den gleichen B-Zell-Rezeptor exprimieren, extrem gering ist 
(134,174). In vielen Fällen sind die von CLL-Zellen exprimierten Antiköper autore-

aktiv (z.B. Rheumafaktor, anti-DNS- oder anti-Cardiolipin-Antikörper), haben 

molekulare Strukturen zum Ziel, die auf apoptotischen Zellen exprimiert wer-

den, oder sie sind gegen häufige Bakterien gerichtet (174,125,94).  



1 Einleitung 

8 

Ein weiterer Aspekt, der für eine bedeutende Rolle von Autoantigenstimulatio-

nen in der Pathogenese der CLL spricht, ist, dass pseudofollikuläre Proliferati-

onszentren außer bei der CLL nur bei Autoimmunerkrankungen wie der rheu-

matoiden Arthritis oder der multiplen Sklerose auftreten, jedoch bei keinem 

anderem Lymphom (176,38,68).  

1.1.4.3.2 Wnt-Signalkaskade 

Die Wnt-Signalkaskade hat ihre physiologische Bedeutung im Wesentlichen im 

Rahmen der Embryogenese, der Differenzierung von hämatopoetischen 

Stammzellen sowie der Proliferation in der frühen Stadien der B-Zell-

Entwicklung (106,158,159). Die Signalkaskade wird aktiviert durch die Bindung von 

Wnt-Proteinen an den Frizzled-Rezeptor und dessen Korezeptor LDL-

receptor-related-protein 5 oder 6. Dies führt zur Aktivierung eines Mitgliedes 

der Dishevelled-Proteinfamilie, welches dann den β-Catenin-Degradations-

komplex hemmt. Letzterer besteht aus der Glycogen-synthase Kinase 3β, Axin 

und dem Adenomatous polyposis coli (APC) Protein. Wird β-Catenin in diesem 

Komplex gebunden, erfährt es eine Phosphorylierung durch die Glycogen-

synthase-Kinase 3β und wird proteasomal degradiert. Wenn der Degradati-

onskomplex hingegen durch die aktive Wnt-Signalkaskade gehemmt wird, ak-

kumuliert β-Catenin im Zytoplasma und transloziert in den Zellkern. Dort bindet 

es und aktiviert Mitglieder der T-cell-factor (TCF) / Lymphoid enhancer-binding 

factor 1 (LEF1) Transkriptionsfaktorfamilie. Dies wiederum führt zur Transkrip-

tion der Zielgene, welche Einfluss auf Proliferation und Differenzierung der 

entsprechenden Zelle nehmen.  

Die aberrante Aktivierung der Wnt-Signalkaskade ist für viele maligne Neopla-

sien wie z. B. das Bronchial-, das Kolon-, das Ovarial- oder das Mammakarzi-

nom beschrieben worden (150,157,72). Bei der CLL ist die Expression von Wnt-

Inhibitoren durch epigenetische Modifikationen reduziert (30), wohingegen die 

Wnt-Proteine überexprimiert werden. Dies führt zu einer hochaktiven Wnt-

Signalkaskade in der CLL (116). Eine besonders große Rolle spielt hierbei der 

Transkriptionsfaktor LEF1 (siehe 1.2.2). 
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1.1.4.4 Dysbalance von pro- und antiapoptotischen P roteinen 

In der CLL sind mehrere antiapoptotische Proteine überexprimiert, während 

proapoptotische Proteine herunterreguliert bzw. inhibiert werden. Von beson-

derer Bedeutung ist das antiapoptotische Protein BCL2, welches in der CLL 

überexprimiert wird (87). BCL2 inhibiert proapoptotische Proteine durch die Bil-

dung inaktiver Heterodimere. Außerdem stabilisiert es die 

Mitochondrienmembrane und verhindert somit die Freisetzung apoptoseindu-

zierender Faktoren wie Cytochrome C (87). In einem transgenen Mausmodell 

konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von BCL2 im B-Zell-

Kompartiment alleine schon ausreichend ist, um B-Zell-Lymphome hervorzuru-

fen (1). Ein weiteres Protein der BCL2-Familie ist das Myeloid leukemia-cell-

differentiation-protein 1, dessen Expression mit Therapieresistenz bei CLL-

Patienten assoziiert ist (108). Auch der X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) ist 

ein antiapoptotisches Protein, das in der CLL überexprimiert wird (19,167). XIAP 

gehört zur Familie der Inhibitors-of-apoptosis-Proteins (IAPs), welche durch 

direkte Inhibition der Apoptose-Caspasen den programmierten Zelltod verhin-

dern (44).  

Außerdem ist das Protoonkogen TCL1 in einem Großteil der CLL-Fälle über-

exprimiert (92,93). TCL1 ist ein Koaktivator der Akt-Kinase, welche wiederum 

proapoptotische Proteine inaktiviert (111,40,43). Hohe TCL1-Expression ist bei 

CLL-Patienten mit einer ungünstige Prognose assoziiert (93,16). Darüber hinaus 

führt die Überexpression von TCL1 im B-Zell-Kompartiment von Mäusen zu 

der Entwicklung einer B-Zell-Neoplasie, welche der aggressiven CLL sehr äh-

nelt (192,11). Des Weiteren zeigen fast alle CLL-Fälle eine deutlich verminderte 

Expression des proapototischen Proteins Death-Associated-Protein-Kinase 1 
(155). 
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1.1.5 Prognose der CLL 

1.1.5.1 Allgemeine Prognose 

Der Median der Überlebenszeiten von CLL-Patienten liegt bei etwa 8-9 Jahren 
(128,10). Die Prognose der CLL ist dabei ausgesprochen heterogen. Der Median 

der Überlebenszeiten schwankt bei verschiedenen Patientenkollektiven zwi-

schen 2 und 20 Jahren (9). 

1.1.5.2 Klassifikationen 

Die Klassifikationen nach Binet (13) und Rai (153,152) haben sich in der klinischen 

Anwendung durchgesetzt. Dabei wird im europäischen Raum vorwiegend die 

Klassifikation nach Binet verwendet, während in den USA hauptsächlich nach 

Rai klassifiziert wird. Beide Klassifikationen teilen die Patienten in drei Risiko-

gruppen.  

Tabelle 1: Klassifikation nach Binet (13) 

Stadium Definition Medianes Überleben 

Binet A 

Hämoglobinkonzentration > 10,0 g/dl, 

Thrombozytenzahl > 100 G/l, < 3 ver-

größerte Lymphknotenregionen 

> 10 Jahre 

Binet B 

Hämoglobinkonzentration > 10,0 g/dl, 

Thrombozytenzahl > 100 G/l, ≥ 3 ver-

größerte Lymphknotenregionen 

5 Jahre 

Binet C 
Hämoglobinkonzentration ≤ 10,0 g/dl, 

Thrombozytenzahl < 100 G/l 
2 Jahre 
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Tabelle 2: Klassifikation nach Rai (153,152) 

Risiko Stadium Definition Mediane Über-
lebenszeit 

niedrig 0 
Lymphozytose > 15.000/mm³ 

Knochenmarkinfiltration > 40% 
> 10 Jahre 

intermediär 

I 
Lymphozytose > 15.000/mm³ 

Lymphadenopathie 

7Jahre 

II 

Lymphozytose > 15.000/mm³ 

Hepatomegalie und/oder Spleno-
megalie 

Lymphadenopathie irrelevant 

hoch 

III 

Lymphozytose > 15.000/mm³ 

Hämoglobinkonzentration <11,0 g/dl 

Lymphadenopathie irrelevant Hepa-
tosplenomegalie irrelevant 

1,5 Jahre 

IV 

Lymphozytose > 15.000/mm³ 

 Thrombozytenzahl < 100.000 / µl 

Lymphadenopathie irrelevant Hepa-
tosplenomegalie irrelevant Hämog-

lobinkonzentration irrelevant 

 

1.1.5.3 Prognostische Marker 

1.1.5.3.1 Klinische Symptomatik und hämatologische Parameter 

Die in der körperlichen Untersuchung erfassbare Symptomatik wie z. B. Lym-

phadenopathie sowie Spleno- und Hepatomegalien haben für sich genommen 

kaum unabhängige prognostische Aussagekraft (9). Auch das Alter der Patien-

ten scheint bei CLL-Patienten kein unabhängiger prognostischer Marker zu 

sein (127). Blutbildveränderungen im Sinne einer Anämie, Thrombozytopenie 
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oder das Ausmaß der Lymphozytose zeigen nicht in allen multivariaten Analy-

sen einen unabhängigen prognostischen Wert. Sie sind jedoch aufgrund der 

einfachen und kostengünstigen Bestimmbarkeit nach wie vor von klinischem 

Nutzen (9). Die klinische Symptomatik und die Blutbildveränderungen zeigen 

ihren größten prognostischen Wert in ihrer Kombination im Rahmen der Klas-

sifikationen nach Binet und Rai. Insbesondere die Klassifikation nach Binet 

hatte in vielen multivariaten Analysen einen unabhängigen prognostischen 

Wert (152,13,9,184,169). Jedoch wird in frühen Stadien eine Subgruppe der Patien-

ten mit besonders schlechter Prognose von beiden Klassifikationen nicht als 

solche erfasst (169,9,126). Daher sind weitere prognostische Marker notwendig, 

die insbesondere bereits in frühen Stadien eine bessere Auflösung der Prog-

nose erzielen. 

1.1.5.3.2 Genetische Anomalien und laborchemische P arameter 

Im Laufe der letzten Jahre konnten sich zwei molekulargenetische Anomalien 

als diagnostische Kriterien mit prognostischer Relevanz durchsetzen. So konn-

te gezeigt werden, dass die Deletion 17p13 (Genlocus von p53) sowie p53-

Mutationen mit schlechter Prognose und Therapieresistenz gegenüber Fluda-

rabin assoziiert sind (9,48,48,66,193,118). Des Weiteren ist ein unmutierter IGVH-

Status mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer schlechten Progno-

se verbunden (39,85).  

Darüber hinaus scheint auch die 11q-Deletion mit verstärkter Lymphadenopa-

thie und schlechter Prognose einherzugehen (50,49,78). Jedoch konnte dies in 

manchen multivariaten Analysen nicht bestätigt werden (103,140). Die Deletion 

13q14 scheint hingegen bei isoliertem Vorkommen mit einer guten Prognose 

assoziiert zu sein (9).  

Bei den laborchemischen Parametern ist die Thymidinkinase hervorzuheben, 

deren prognostischer Wert in mehreren multivariaten Analysen gezeigt werden 

konnte (83,84,32). Andere Marker wie β2-Microglobulin oder CD23 werden kont-

rovers diskutiert (9). 
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1.1.5.3.3 Immunphänotypische Marker 

Der Prozentsatz der CD38-exprimierenden Zellen zeigt eine Assoziation mit 

schlechter Prognose (139). CD38 scheint dabei ein unabhängiger prognosti-

scher Marker zu sein. Er hat jedoch den Nachteil, dass seine Expression im 

Laufe der Erkrankung variieren kann (86). Ein weiterer prognostischer immun-

phänotypischer Marker ist die Zeta-chain-associated-protein-Kinase 70 

(ZAP70). Dieser Marker zeigt eine hohe Assoziation mit unmutiertem IGVH-

Status und wird daher häufig als Surrogatmarker für den IGVH-Status verwen-

det (154). Eine neue Studie konnte jedoch auch für ZAP70 eine deutliche Ver-

änderung der Ausprägung im Verlauf der Erkrankung bei einem Drittel der Pa-

tienten zeigen (188). 

1.1.6 Diagnose der CLL 

Die Verdachtsdiagnose der CLL ergibt sich aus Anamnese, körperlicher Un-

tersuchung und Differentialblutbild. Hinweisend auf eine CLL ist, wie bereits im 

Abschnitt 1.1.2.2 erwähnt, das Leitsymptom der Lymphozytose sowie der 

Gumprecht’schen Kernschatten im Blutausstrich. Anamnestisch sollte nach 

Leistungsschwäche, häufigen Infekten und B-Symptomen gefragt werden. In 

der körperlichen Untersuchung finden sich häufig das Vorliegen von Lymph-

knotenschwellungen, Spleno- und Hepatomegalie sowie eventuell klinische 

Zeichen einer Anämie oder Thrombozytopenie. Die Leitlinie der deutschen 

Gesellschaft für Hämatologie und Onkologie empfiehlt außerdem die serologi-

sche Untersuchung von LDH, CRP, eine Protein-Elektrophorese sowie eine 

Thoraxröntgenaufnahme mit der Fragestellung nach mediastinalen Lymphkno-

tenvergrösserungen, Pleuraergüssen und Hinweisen auf eine inaktive Tuber-

kulose (82). 

Zur Diagnosesicherung bedarf es einer zytologischen Untersuchung sowie 

einer immunphänotypischen Analyse. Der „International Workshop on Chronic 

Lymphocytic Leukemia“ verlangt mindestens 5×109/L CLL-Zellen im periphe-

ren Blut. Dabei müssen im Blutausstrich kleine, morphologisch reif wirkende 

Lymphozyten mit einem schmalen Zytoplasmasaum und dichten Zellkernen 

ohne erkennbare Nucleoli vorhanden sein. Diese können durchmischt sein mit 
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bis zu 55% atypischen Zellen oder Prolymphozyten. Immunphänotypisch muss 

eine Koexpression von CD5, CD19, CD20 und CD23 vorliegen. Charakteris-

tisch ist außerdem die schwache Expression von CD20 und CD79b. Des Wei-

teren muss mit Hilfe der Leichtkettenrestriktion (κ oder λ) die Monoklonalität 

der Zellen bewiesen werden (81). 

Wenn weniger als 5×109/L monoklonale B-Zellen im peripheren Blut vorliegen 

und außerdem keinerlei Symptomatik wie beispielsweise Lymphknotenschwel-

lung, Spleno- und Hepatomegalie, Anämie oder Thrombozytopenie erkennbar 

ist, spricht man von einer monoklonalen Lymphozytose unbekannter Signifi-

kanz beziehungsweise einer „Monoclonal B-lymphocytosis“ (156). 

1.1.7 Therapie der CLL 

1.1.7.1 Therapieindikation 

Im Allgemeinen sollten Patienten in frühen Stadien (Rai 0-II, Binet A und B) 

außerhalb von klinischen Studien nicht therapiert, sondern vorerst nur über-

wacht werden. In mehreren Studien sowie deren Metaanalyse konnte gezeigt 

werden, dass die Therapie mit Alkylanzien in frühen Stadien zu keinem Über-

lebensvorteil führt (35). Somit besteht außerhalb klinischer Studien nur eine 

Therapieindikation für Patienten in fortgeschrittenen Stadien (Rai III-IV, Binet 

C) oder bei Patienten mit hoch aktiver symptomatischer Erkrankung unabhän-

gig vom Krankheitsstadium (80). 

1.1.7.2 Therapie in Abhängigkeit von Patienten- und  Erkrankungs-

Charakteristiken 

Besteht eine Indikation zur Therapie, so ist die Wahl der Therapie abhängig 

vom Allgemeinzustand und der Komorbidität des Patienten sowie des geneti-

schen Risikoprofils des CLL-Klons. Patienten mit einem normalen Kreatinin-

Clearance sowie einem niedrigen Wert in der “cumulative illness rating scale” 
(59) sollten einer Kombinationstherapie aus den Zytostatika Fludarabin und 

Cyclophosphamid sowie dem monoklonalen Anti-CD20-Antikörper Rituximab 
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zugeführt werden (80). Komorbide Patienten hingegen sollten eine Chlorambu-

cil- oder eine Fludarabin-Therapie mit reduzierter Dosis als Monotherapie oder 

in Kombination mit anderen Therapeutika erhalten. Hochrisikopatienten mit 

einer 17p-Deletion / p53-Mutation weisen eine hohe Resistenz gegenüber 

Standardtherapien auf und sollten daher mit experimentellen Therapie-

Regimen und wenn möglich mit einer allogenen Stammzelltransplantation the-

rapiert werden (80). 

Bei einem Rezidiv kann die Initialtherapie wiederholt werden, falls die 

rezidivfreie Zeit länger als 12 (bzw. 24 Monaten bei modernen Chemoimmuno-

therapien) angedauert hat. Liegt jedoch ein Frührezidiv innerhalb von 6 Mona-

ten oder eine 17p-Deletion / p53-Mutation vor, sollte das Therapieregime ge-

ändert werden (80). Die Therapieoptionen erstrecken sich dann auf Flavopiridol 
(20) oder Lenalidomid (27) innerhalb klinischer Studien oder auf Alemtuzumab 

Mono- (151) bzw. Kombinationstherapie (57) sowie die allogenen Stammzell-

transplantation (54). 

1.1.7.3 Supportive Therapie 

Bei IgG-Werten unter 0,5 g/L und häufigen oder sehr schweren bakteriellen 

Infektionen kann nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Hämato-

logie und Onkologie die Gabe von Immunglobulinen erfolgen (82). Außerdem 

können manche Patienten mit Anämie von der Behandlung mit Erythropoietin 

profitieren (117,115). Des Weiteren können während einer myelosuppressiven 

Therapie Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel der Granulocyte-colony 

stimulating factor (G-CSF) hilfreich sein (143,172).  

1.1.7.4 Stammzelltransplantation 

Da selbst eine myeloablative Therapie mit anschließender autologer Rück-

transplantation der eigenen hämatologischen Stammzellen nicht in der Lage 

ist, die CLL zu heilen, gilt die allogene Stammzelltransplantation als einziger 

kurativer Therapieansatz bei Patienten mit CLL (52). Wegen der hohen thera-

piebedingten Mortalität und Morbidität wird sie nur bei Patienten mit ausge-
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sprochen schlechter Prognose aber guter körperlicher Fitness eingesetzt (sie-

he 1.1.7.2).  

Der Vorteil der allogenen Transplantation gegenüber der autologen beruht da-

bei auf dem immunologischen Angriff des fremden Immunsystems gegen die 

Leukämiezellen. Man spricht vom sogenannten Graft-versus-leukemia-Effekt 

(GVL). Dabei gilt, dass ein Rezidiv der Leukämie umso weniger wahrscheinlich 

ist, je aggressiver sich das transplantierte Immunsystem gegenüber dem 

Wirtsorganismus verhält (Graft-versus-host disease (GVHD)) (53,178,60).  

Mit Hilfe der allogenen Stammzelltransplantation kann ein progressionsfreies 

Langzeitüberleben in 30-60% der Hoch-Risiko-CLL-Patienten erreicht werden. 

Dabei liegt die therapiebedingte Mortalität bei modernen Konditionierungsre-

gimen mit reduzierter Intensität im Bereich 15-25% (52). 

1.1.7.5 Neue therapeutische Verfahren 

Da die klassischen, auf Zytostatika basierenden, Therapieregime vergleichs-

weise unspezifisch wirken und somit viele Nebenwirkungen verursachen, wird 

bei neueren therapeutischen Verfahren versucht, eine spezifische Wirkung der 

Therapie auf die Leukämiezellen zu erreichen. Ein therapeutischer Ansatz ist 

hierbei die Gabe von Antikörpern gegen CLL-typische Oberflächenantigene 

wie zum Beispiel Rituximab (anti-CD20 Antikörper), der bereits breite Anwen-

dung findet, und Alemtuzumab (anti-CD52 Antikörper), der bei Fludarabin-

refraktärer CLL eingesetzt wird (80). Weitere noch in der klinischen Testung 

befindliche Antikörper sind Lumiliximab (anti-CD23 Antikörper) und Ofatumu-

mab (anti-CD20 Antikörper). Ein weiterer neuer therapeutischer Ansatz ist die 

Verwendung von Immunmodulatoren wie Thalidomid und Lenalidomid, welche 

die Mikro-Umgebung der CLL verändern (173). Eine andere Klasse neuer The-

rapeutika sind Tyrosin-Kinase-Inhibitoren wie beispielsweise das semi-

synthetische Flavonoid Flavopiridol, welches unabhängig vom p53-Signalweg 

cyclin-abhängige Kinasen hemmt und zur Herabregulation antiapoptotischer 

Proteine führt (173). Außerdem werden derzeit Inhibitoren von antiapoptotischen 

Proteinen wie Oblimersen, welches die mRNA des BCL2 Proteins inhibiert 
(145,80), oder der pan-BCL2-Inhibitor Obatoclax (137) getestet. 
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1.2 Lymphoid enhancer-binding factor 1 

1.2.1 Physiologisches Vorkommen und Funktion von LE F1 

Der Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF1) ist Teil der LEF1/TCF Trans-

kriptionsfaktor-Familie. Diese Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rol-

le in der Regulation von Zielgenen der Wnt-Signalkaskade (7,99). Die Wnt-

Signalkaskade erfüllt vielfältige Funktionen während der Embryogenese und 

wird danach weitgehend deaktiviert. LEF1 ist jedoch auch im adulten Orga-

nismus notwendig für das Überleben und die Proliferation in frühen Stadien 

der B-Zellentwicklung (159).  

1.2.2 LEF1 in der CLL und anderen neoplastischen Er krankungen 

In Microarray-Studien konnte eine Überexpression von LEF1 in der CLL ge-

zeigt werden (102,110). Dabei zeigte die LEF1-Expression eine hohe Variabilität 

zwischen den einzelnen Patienten. Frühere Forschungsergebnisse liefern 

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Ausprägung der LEF1-

Überexpression und schlechter Prognose in leukämisch verlaufenden Mali-

gnomen. Wang et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die LEF1-

Expression in hochgradig malignen akuten Leukämien relativ zu niedrigmalig-

nen chronischen Leukämien signifikant erhöht ist (189). Des Weiteren haben 

Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie und hoher LEF1-Expression 

durch epigenetische Transkriptionshemmung von Wnt-Suppressoren eine 

schlechtere Prognose als solche mit relativ niedriger LEF1-Expression (164). 

Gutierrez et al. fanden außerdem Hinweise, dass die Zellen der Monoclonal B-

lymphocytosis LEF1 in geringerem Maße überexprimieren als die Zellen der 

manifesten CLL (79). Weitere Studien fanden Hinweise auf Effekte der LEF1-

Expression auf die Malignität neoplastischer Erkrankungen. Beispielsweise 

scheint LEF1 Tumorwachstum und Invasivität in androgenabhängigen Prosta-

takarzinomen zu fördern (114). Auch in Mamakarzinomen konnten Hinweise auf 

einen verstärkenden Effekt von LEF1 auf die Invasivität des Tumors gefunden 

werden (135). Des Weiteren gibt es Hinweise, dass die unkontrollierte Expressi-

on von LEF1 ein wichtiger Schritt in der Entwicklung von verschiedenen malig-
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nen Erkrankungen sein könnte. Beispielsweise kann LEF1 die Repression des 

C-Myc-Onkogens durch den TGF-β unterbinden (166). Außerdem konnten Rivat 

et al. zeigen, dass LEF1 an der Induktion der Matrix-Metalloproteinasen Matri-

lysin beteiligt ist, welche eine Schlüsselrolle in der lokalen Invasivität von Tu-

moren des Verdauungstraktes einnimmt (160). Des Weiteren konnte die neo-

plastische Transformation durch LEF1 sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt 

werden. Aoki et al. konnten beispielweise den onkogenen Effekt von LEF1 auf 

Hühner-Fibroblasten nachweisen (3). Außerdem führt unkontrollierte LEF1-

Expression in hämatopoetischen Stammzellen zu akuten lymphatischen und 

myeloiden Leukämien in Mäusen (146). 
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1.3 Fibromodulin 

1.3.1 Physiologisches Vorkommen und Funktion von Fi bromodulin 

Fibromodulin hat ein Molekulargewicht von 59 kDa und ist das am häufigsten 

vorkommende leucinreiche Protein. Die Erstbeschreibung erfolgte durch 

Hedbom und Heinegård im Jahre 1989. 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Fibromodu lin (modifiziert 

nach (91)) 

Fibromodulin ist durch seine Wechselwirkungen mit Kollagen vom Typ I und II 

am Aufbau der Extrazellularmatrix beteiligt. Es kommt am häufigsten im Ge-

lenkknorpel sowie in Ligamenten und der Sclera vor (89,89).  

Darüber hinaus kann Fibromodulin TGF-β binden und dessen biologische Ak-

tivität inhibieren (96). Des Weiteren wird die Fibromodulin-Expression in Myofib-

roblasten bei Verletzungen stark erhöht (7). Außerdem scheint Fibromodulin an 

der Regulation der Narbenbildung beteilig zu sein (175). Dies lässt vermuten, 

dass Fibromodulin eine wichtige Rolle bei der Wundheilung spielt.  

Es konnte außerdem gezeigt werden, dass Fibromodulin die Komplementkas-

kade aktivieren kann und somit wahrscheinlich auch an Entzündungsprozes-

sen beteiligt ist (171). Des Weiteren ist Fibromodulin sowohl in Chondrozyten als 

auch in Osteoblasten während der fetalen Knochenentwicklung im Mausmo-

Leucin-reiche Region 

Keratansulfat-Kette 

Sulfatierte Tyrosine 

C-Terminus 
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dell hochreguliert und somit vermutlich an der intramembranösen und 

enchondralen Knochenbildung beteiligt (74). 

1.3.2 Fibromodulin bei der CLL 

Fibromodulin ist ein hochgradig überexprimiertes Gen in der CLL. Klein und 

Mitarbeiter konnten als erste mittels Microarray-Analysen eine sehr hohe Fib-

romodulin-Expression in CLL-Zellen nachweisen (110). Jelinek et al. ermittelten 

eine im Durchschnitt 2188-fache Überexpression von Fibromodulin in primären 

CLL-Proben im Vergleich zu gesunden B-Zellen (102). Giannopoulos und Mitar-

beiter fanden mit Hilfe der konventionellen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

63% Fibromodulin-mRNA-positive CLL-Fälle bei keinem einzigen positiven Fall 

in der gesunden Kontrolle (71).  

1.3.3 Therapeutische und prognostische Bedeutung vo n Fibromodulin in 

der CLL 

Mayr et al. gelang es, mittels CD40L-stimulierten CLL-Zellen autologe T-Zellen 

zu aktivieren und die Zahl der fibromodulin-spezifischen T-Zellen um den Fak-

tor 10 zu vergrößern. Diese T-Zellen sezernierten Interferon-γ bei Kontakt zu 

Fibromodulin (122). Außerdem konnten Choudhury et al. zeigen, dass der siR-

NA knockdown von Fibromodulin selektiv Apoptose in CLL-Zellen induziert (31). 

Des Weiteren zeigt Fibromodulin eine höhere Expression in CLL-Zellen mit 

p53-Mutationen und erfährt in diesen Zellen nach DNA-Schädigung durch ioni-

sierende Strahlung eine weitere Induktion (182). Somit scheint eine erhöhte Fib-

romodulin-Expression bei CLL-Zellen mit einer Resistenz gegen Apoptosein-

duktion durch DNA-Schäden assoziiert zu sein. 
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1.4 Zielsetzung und Hypothese dieser Arbeit 

Sowohl für das extrazelluläre Matrixprotein Fibromodulin als auch für den Wnt-

Transkriptionsfaktor LEF1 konnte in Microarray-Analysen gezeigt werden, 

dass sie in der CLL erheblich höher exprimiert sind als in gesunden B-Zellen 
(102,110). Für LEF1 konnte eine wichtige Rolle für Pathogenese und Aggressivi-

tät vieler neoplastischer Erkrankungen nachgewiesen werden (siehe 1.1.2). 

Der Fibromodulin-Promotor enthält eine mögliche Bindungsstelle für Wnt-

Transkriptionsfaktoren. Außerdem zeigt Fibromodulin eine erhebliche Assozia-

tion mit der p53-Mutation in der CLL, welche wiederum mit schlechter Progno-

se und Therapieresistenz assoziiert ist (182).  

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass LEF1 die Transkription von 

Fibromodulin reguliert und beide eine Assoziation mit schlechter Prognose und 

fortgeschrittener Erkrankung in der CLL aufweisen. Zur Untersuchung dieser 

Hypothese soll  

 

1. mittels effizienz-korrigierter quantitativer real-time-PCR die Überexpres-

sion von LEF1 und Fibromodulin in der CLL bestätigt werden;  

 

2. der Effekt einer LEF1-Überexpression auf die Fibromodulin-Expression 

einer Wnt-negativen Ziellinie untersucht werden; 

 

3. der Effekt einer LEF1-Hemmung auf die Fibromodulin-Expression pri-

märer CLL-Zellen und einer CLL-ähnlichen Zelllinien untersucht wer-

den; 

 

4. die Assoziation von LEF1 und Fibromodulin in primären CLL-Zellen un-

tersucht werden und außerdem kontrolliert werden, ob auch der Wnt-

Transkriptionsfaktor TCF4 eine Assoziation mit Fibromodulin in der CLL 

zeigt; 

 

5. die Assoziation von LEF1 und Fibromodulin mit prognostischen Mar-

kern, der Tumorlast und dem Krankheitsstadium untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

In den laborexperimentellen Untersuchungen dieser Dissertation kamen die in 

den folgenden Unterabschnitten aufgeführten Materialien, Geräte und Compu-

terprogramme zum Einsatz. 

2.1.1 Verbrauchsmaterial 

Kryoröhrchen 1,5 ml, Sarstedt 

Leucosep®-Zentrifugenröhrchen Leucosep®, Greiner 

Mikroskopier-Deckgläser 24 x 24 mm, Brand 

Nitrozellulose-Membran incl. Filterpapier LC2000, Invitrogen 

Objektträger 76 x 26 mm, Engelbrecht 

Pipettenzubehör Standardtips 10 µl, Eppendorf; 

10-100 µl, 100 - 1000 µl, 

Sarstedt; Dualfilter PCRclean, 

sterile,10 µl, 200 µl,1000 µl, 

Eppendorf 

Plastikpipetten (steril) 5 ml, 10 ml, 25 ml, Costar 

Polyacrylamidgele NuPage® 4-12% Bis-Tris, Invit-

rogen 

Reaktionsgefäße LoBind 0,5 ml, Eppendorf; 1,5 

ml, Sarstedt 

RT-PCR Kapillaren LightCycler Capillaries 20 µl, 

Roche Diagnostics 

Spritzen 10 ml, 20 ml, Braun 

Spritzen-Kanülen Microlance 3, 0,9x40 mm, BD 

Sterilfilter Sterifix , 0,2 µm, Braun 

Zellkultur Multiwell-Platten 6er-Well, 12er-Well, 96er Well, 

Nunc 

Zellkulturflaschen 175 cm2, 75 cm2, 25 cm2, Nunc 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml, Greiner 
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2.1.2 Chemikalien 

Agarose  Carl Roth 

Albumin Fraktion V  Carl Roth 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Carl Roth 

Dithiothreitol (DTT)  Sigma 

Eisessig Roth 

Ethanol absolut Carl Roth 

Ethidiumbromid (EtBr) Serva 

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-  Roth 

tetraessigsäure (EGTA)  

Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz  Carl Roth 

(EDTA)  

Ficoll-Hypaque (Lymphoprep)  Axis-Shield 

Formaldehyd  Carl Roth 

Methanol  Carl Roth 

Milchpulver Carl Roth 

Natriumchlorid  Carl Roth 

PBS Tabletten  Gibco 

Ponceau S  Carl Roth 

Protease-Inhibitorkocktail (Complete ®) Roche 

Roti-Blok ®  Carl Roth 

Roti-Nanoquant ® Carl Roth 

Salzsäure (HCL) Carl Roth 

TRIS-Base  Carl Roth 

Tween20  Serva 

2.1.3 Geräte 

Agarosegel Kammer  DNA Sub Cell, Bio Rad 

Autoklave Varioklav Typ 400, Labortech-

nik GmbH 

Filmentwickler Curix 60, Agfa 

Gefrierschrank -80 °C Labotect -80 °C ilShin® 

DF8524 
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Geldokumentationseinheit 

UV/VIS Transluminator LTF Labortechnik 

Kamera Hama 

Thermoprinter P91, Mitsubishi 

Bildschirm Sony  

Haemozytometer Neubauer, Labortechnik 

Heizblock  TB1 Thermoblock, Biometra 

Inkubator  B 5060 EK/C02, Hereaus; 

Labotect Incubator C200, 

BeLoTecLab  

Kapillar-Kühler  Light Cycler Cooling block, 

Roche 

Laborwaage TE 153S, Sortius 

Luminometer  MicroLumatPlus LB 96V, 

Berthold 

MACS® Separator  Miltenyi Biotec 

Mikroskope  Diavert, Leitz; Axiolab, Carl 

Zeiss 

Mikrozentrifugen  Biofuge fresco, Hereaus (Rotor: 

3325B; Hereaus); Biofuge pico, 

Hereaus (Rotor: 3328, 

Hereaus) 

Netzteile  Power Pac 200, BioRad; Power 

Pac 1000, BioRad 

Nucleofector Amaxa 

PAGE System  X-cell SureLock, Invitrogen 

pH-Meter  pH Level1, inoLab 

Photometer  µ Quant, BioTek Instruments; 

Ultrospec 3000, Pharmacia Bio-

tech 

Pipetten Research, Eppendorf; 

Multipette stream, Eppendorf; 

PreCision, Biozym; PreCision 

Multi, Biozym; Proline, Biohit; 
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RT-PCR Systeme LightCycler 2.0 Instruments, 

Roche Diagnostics; LightCycler 

480, Roche Diagnostics; 

LightCycler Carousel Centrifuge 

2.0, Roche Diagnostics; Centri-

fuge 5430, Eppendorf 

Rüttelschüttler Vortex K-550-GE, Bender & 

Holbein 

Schüttelplatte Rocky RT-1S, Uniequip 

Sterilbanken HLB 2448, Hereaus; SterilGard 

III Advance, Baker Company 

Ultraschallsystem  Sonoplus HD 2070, Bandelin 

Wasserbad GFL-1004, Gesellschaft für La-

bortechnik 

Western-Blot System  Xcell II blot module, Invitrogen 

Zentrifuge  Laborfuge 400R. Hereaus (Ro-

tor: 8172, Hereaus) 

 

2.1.4 Zellkultur-Materialien 

2.1.4.1 Reagenzien für die Zellkultur 

 

Fötales Kälberserum (FKS)      Biochrom 

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsäure (HEPES) (1 M) Gibco 

Penicillin/ Streptomycin-Lösung (10000 µg/ml Streptomycinsulfat 

und 10000 U/ml Penicillin G)     Biochrom 

RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin    Biochrom 

G418    Invivogen 
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2.1.4.2 Nährmedien für die Zellkultur 

Nährmedium für primäre Zellen 

20% (V/V)  FKS  

100 U/ml  Penicillin 

10 µg/ml  Streptomycin 

10 mM  HEPES-Puffer 

gelöst in RPMI-1640 Zellkulturmedium 

 

Nährmedium für Zelllinien 

10% (V/V)  FKS  

100 U/ml  Penicillin 

10 µg/ml  Streptomycin 

10 mM  HEPES-Puffer 

gelöst in RPMI-1640 Zellkulturmedium 

 

Nährmedium für LEF1 tranfizierte Hela-Zellen 

10% (V/V)  FKS  

100 U/ml  Penicillin 

10 µg/ml  Streptomycin 

10 mM   HEPES-Puffer 

500 µ/ml   G418  

gelöst in RPMI-1640 Zellkulturmedium 

2.1.4.3 Zelllinien 

JVM3-Zellen 

Die CLL-ähnliche Zelllinie JVM3 wurde etabliert aus dem Blut eines 73-

jährigen Mannes mit einer B-Prolymphozyten-Leukämie. Um eine stabile Zell-

linie zu etablieren, wurden die Zellen EBV-transformiert. 

 

Hela-Zellen 

Die epitheloide Hela-Zelllinie wurde 1951 aus dem Zervixkarzinom einer 31-

jährigen Frau etabliert. 
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2.1.4. Primäre Zellen 

Die primären CLL-Proben wurden aus den anonymisierten Resten von routi-

nediagnostisch untersuchten Blutproben von CLL-Patienten gewonnen. Die 

gesunden B-Zellen wurden aus den anonymisierten Abfallprodukten der Auf-

arbeitung des Blutes gesunder Blutspender gewonnen. Es wurde nur Material 

von Patienten und Blutspendern verwendet, die ihr Einverständnis zur anony-

misierten wissenschaftlichen Verwendung ihres Materials gegeben hatten.  

2.1.5 Puffer und Lösungen 

2.1.5.1 Puffer und Lösungen für Nukleinsäureanalyse n 

 

Ethidiumbromid-Lösung  

 

Verwendet wurde 1% (m/V) Ethidiumbromid, gelöst in bidestilliertem Wasser 

und bei 4°C gelagert. 

 

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer 50x 

 

Verwendet wurde 1 M Eisessig und 50 mM EDTA, gelöst in bidestilliertem 

Wasser und titriert auf einen pH-Wert von 7,6.  

Der Ansatz wurde bei Zimmertemperatur gelagert und vor Gebrauch 1:50 mit 

bidestilliertem Wasser verdünnt. 

 

DNA-Größenmarker  

TrackIt® 100 und 1000 bp DNA Ladder   Invitrogen 

gelagert bei 4°C. 

2.1.5.2 Puffer und Lösungen für die Proteinanalyse 

Phosphatpuffer (PBS) 

1 Tablette wurde zu 500 ml gelöst in bidestilliertem Wasser  

Block I -Lösung 
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10% Rotiblok® und 5% Milchpulver gelöst in PBS und filtriert. Bei 4°C ist die 

Lösung ein bis zwei Wochen verwendbar. 

 

Block II -Lösung  

5% Milchpulver gelöst in PBS und filtriert. Bei 4°C  ist die Lösung ein bis zwei 

Wochen verwendbar. 

 

Ponceau-S-Lösung 

2% (m/V) Ponceau S, 30% (m/V) Trichloressigsäure und 30% (m/V) Sulfosali-

cylsäure gelöst in bidestilliertem Wasser. Vor Gebrauch wurde die Lösung 3:1 

mit bidestilliertem Wasser verdünnt. 

 

Protein-Lysepuffer 

10 ml M-PER® mammalian protein extraction reagent (Roche), eine Tablette  

Proteinaseinhibitor Complete (Roche) und kurz vor Verwendung 1µl/ml DTT. 

Die Lösung ist bei 4°C bis zu 2 Wochen verwendbar. 

 

Protein-Molekulargewichtsstandard 

SeeBlue Plus 2 Prestained Standard (Invitrogen) 

gelagert bei 4°C 

 

Antikörper 

Anti LEF1 (C12A5) monoklonaler Kaninchenantikörper        Cell Signaling 

Anti Kaninchen IgG HRP-gekoppelter Ziegeantikörper Dako Cytomation 

Anti β-Actin monoklonaler Mausantikörper   BD Biosciences 

Anti Maus IgG HRP-gekoppelter Ziegeantikörper  Dako Cytomation 

2.1.5.3 Vorgefertigte Puffer und Lösungen 

Agarosegelelektrophorese-Probenpuffer (6x)   Fermentas 

ECL Western blotting detection reagents (I+II)   Amersham 

Erythrozyten-Lyse-Puffer    Qiagen 

Kollagen-Essigsäure-Lösung  

(2 mg/ml in 0,1% Essigsäure)    Serva 

Lymphoprep®    Axis Shield 
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M-PER® mammalian protein extraction reagent   Roche 

NaCl 0,9% Lösung (steril)    Braun 

NuPage® Antioxidant    Invitrogen  

NuPage® LDS Sample Buffer (4x)    Invitrogen 

NuPage® MES SDS Running Buffer (20x)    Invitrogen 

NuPage® Sample Reducing Agent (10x)    Invitrogen 

NuPage® Transfer Buffer (20x)    Invitrogen 

PolyFect Transfection Reagent    Qiagen 

Rosette Sep ®  

B-cell enrichment antibody cocktail  Stemcell technologies 

Trypanblaulösung (0,5%)    Biochrom 

 

Alle vorgefertigte Puffer und Lösungen wurden bei 4°C gelagert. 

2.1.6 Komplette Labor-Kits 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems 

Cell line nucleofection kit V   Amaxa 

LightCycler® FastStart DNA MasterPlus  

Hybridization Probes   Roche Applied Science 

MACS® cell separation Kit   Miltenyi Biotec 

Maxi Kit    Qiagen 

QIAamp® RNA Blood Mini Kit   Qiagen 

SuperScript® III First-Strand Synthesis  

System for RT-PCR   Invitrogen 

2.1.7 Primer 

Die Primer und Sonden wurden von TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen. Die Pri-

mer wurden in diethyldicarbonat-behandeltem Wasser zu 100 µM und die 

Sonden zu 10 µM gelöst und bei -20°C gelagert.  

 

 

 

RT-PCR Primer 
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LEF1 Vorwärtsprimer:  5´-GCCACGGACGAGATGATCC-3´ 

LEF1 Rückwärtsprimer:  5´-TGTCTGGCCACCTCGTGTC-3´ 

LEF1 Sonde: 

5’-6FAM-TCAAGGACGAGGGCGATCCTCAGAAGGAA-Dabcyl-3’ 

 

Fibromodulin Vorwärtsprimer: 5’-ATGACCCTCATTGGTGGTTCC-3’  

Fibromodulin Rückwärtsprimer: 5’-GGAGGTGATCTGGTTGTTCTGGA-3’ 

Fibromodulin Sonde: 

5’-6FAM-TACGGCTCTCCATCCCCTCCAGATCCCCGCGACT–TMR-3’ 

 

ABL Vorwärtsprimer (8):  

5´-TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3´ 

ABL Rückwärtsprimer (8): 

5´-GATGATGTTGCTTGGGACCCA-3´ 

ABL Sonde (8): 

5´- 6FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-Dabcyl -3´ 

 

TCF4 Vorwärtsprimer: 5´-TATGCTCCATCAGCAAGCAC-3´ 

TCF4 Rückwärtsprimer: 5´-AGAGTTGCCCAACATTCCTG-3´ 

TCF4 Sonde:  

5’-6FAM-CTTCTTCATGCAAGATGGCCATCACAGCAGT–TMR-3’ 

 

C-MYC Vorwärtsprimer:  5´-GCAGCCGTATTTCTACTGCGAC-3´ 

C-MYC Rückwärtsprimer:  5´-CTTCCAGATATCCTCGCTGGG-3´ 

C-MYC Sonde: 

5’-6FAM-ACTTCTACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGAGCT-Dabcyl-3’ 

 

CCND1 Vorwärtsprimer:  5´-AGTGCAAGGCCTGAACCTG-3´ 

CCND1 Rückwärtsprimer:  5´-GGCAGTCTGGGTCACACTTGA-3´ 

CCND1 Sonde: 

5’-6FAM-TTCCTGTCCTACTACCGCCTCACACGCTTC-Dabcyl-3’ 

 

 

Sequenzierungsprimer 
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CMV-Profor Primer (168): 5´-ATGGGCGGTAGGCGTG-3´ 

M13for Primer (168):   5´-TGTAAAACGACGGCCAG-3´ 

2.1.8 Plasmide und small interfering ribonuclein ac ids (siRNAs) 

ON-TARGET plus SMARTpool LEF1 siRNA   Dharmacon 

ON-TARGETplus siCONTROL    Dharmacon   

Green fluorescent protein (GFP) Plasmid   Amaxa 

IOH27038-pDEST26 LEF1 Plasmid   Deutsches Ressourcen-

zentrum für 

Genomforschung GmbH 

2.1.9 Software 

Chromas Lite 2.0   Technelysium Pty. Ltd. 

GraphPad Prism 4    GraphPad Software 

G*Power 3.1.2 (61) 

Office 2007 (Word, Excel)   Microsoft 

Reference Manager 11.0.1   Thomson 

SPSS 17.0    SPSS 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Aufbereitung primärer Zellen 

Um die RNA-Expression bestimmter Gene von CLL-Zellen und gesunden B-

Zellen exakt messen zu können, müssen diese erst von den anderen Blutbe-

standteilen getrennt und aufgereinigt werden. 

Primäre CLL-Zellen  

Das Blut der CLL-Patienten wurde dazu mit einer Antikörper-Mischung (Roset-

te Sep ®) in einem Mischungsverhältnis von 40 µl pro ml Blut 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Das weitere Vorgehen richtete sich nach dem Pro-

tokoll des Herstellers. Die Antikörper-Mischung enthält Antikörper gegen Ober-

flächenmarker aller mononukleärer Zellen im peripheren Blut, die nicht B-

Zellen beziehungsweise CLL-Zellen sind (CD2, CD3, CD16, CD36, CD56, 

CD66b, und GlykophorinA). Die Antikörper verbinden diese Zellen mit mehre-

ren Erythrozyten und werden dann unter Einsatz eines Ficoll-Hypaque-

Dichtegradient-Mediums (LymphoPrep®) zusammen mit allen anderen zellulä-

ren Blutbestanteilen abzentrifugiert. Die übrigen mononukleären Zellen (B-

Zellen und CLL-Zellen) verbleiben dabei an dem Dichtegradienten und können 

selektiv abpipettiert werden. 

Gesunde B-Zellen 

Die gesunden B-Zellen wurden entweder mit der gleichen Methode wie die 

CLL-Zellen aufgereinigt oder mit Hilfe von gegen CD19 gerichteten Antikör-

pern selektiert. Für diese Methode wurde das MACS®-cell-separation-Kit von 

Miltenyi Biotec verwendet. Aus den in der Transfusionsmedizin nicht verwend-

baren Blutspende-Abfällen gesunder Blutspender wurden zuerst mit Hilfe des 

Ficoll-Hypaque-Dichtegradient-Mediums (LymphoPrep®) die mononukleären 

Zellen von den restlichen Blutbestanteilen getrennt. Die mononukleären Zellen 

wurden dann mit magnetisch markierten Anti-CD19-Antikörpern inkubiert. An-

schließend wurde dieser Ansatz in eine MACS®-Säule pipettiert. Die Säule 

befand sich dabei in einem Permanentmagneten, so dass die magnetisch 
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markierten CD19-positiven B-Zellen in der Säule verblieben, während die rest-

lichen Zellen in mehreren Waschschritten eluiert wurden. Nach Entfernung der 

Säule aus dem Permanentmagneten konnten die isolierten B-Zellen ebenfalls 

eluiert und in Zellkulturmedium aufgenommen werden. 

2.2.2 Zellkultur 

Alle Zellen wurden im Inkubator bei 37°C in wasserd ampfgesättigter Luft mit 

5% CO2 kultiviert. Alle offenen Arbeiten an den Zellkulturen wurden unter einer 

Sterilbank durchgeführt. 

Kultivierung von Hela-Zellen: 

Die Hela-Zellen wurden als adhärente Zelllinie in liegenden Zellkulturflaschen 

bis zur vollständigen Konfluenz der Zellen kultiviert. Bei vollständiger Kon-

fluenz wurden die Zellen 3-mal mit Medium ohne FKS gewaschen und an-

schließend mit Hilfe einer Trypsin-Lösung vom Boden der Kulturflasche gelöst. 

Die gelösten Zellen wurden dann mit einer Dichte von etwa 106 Zellen/40 cm² 

wieder in Kultur genommen. 

Kultivierung von JVM3-Zellen: 

Die JVM3-Zellen wurden als Suspensionskultur in stehenden Zellkulturfla-

schen kultiviert. Alle 36 bis 48 Stunden wurden die Zellen gezählt, abzentrifu-

giert und mit einer Dichte von 5 x 105 Zellen/ml in frischem Medium wieder in 

Kultur genommen. 

2.2.3 Bestimmung der Zellkonzentration in einer Zel lsuspension 

Um die Zellkonzentration zu ermitteln, wurden die Zellen erst 1:1 mit einer 

Trypanblau-Lösung verdünnt. Trypanblau färbt selektiv tote Zellen blau an, 

wohingegen lebende Zellen nicht angefärbt werden. Somit kann der Prozent-

satz toter Zellen und die genaue Konzentration lebender Zellen in der Kultur 

ermittel werden. Die Zählung der Zellen wurde in angemessener Verdünnung 

mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer durchgeführt und anschließend auf das 

Volumen der ursprünglichen Zellsuspension hochgerechnet.  
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2.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zell en 

Zur Kryokonservierung wurden die abzentrifugierten Zellen bei einer Konzent-

ration von 107 Zellen/ml in Medium mit 20% FKS und 10% DMSO gelöst. Die-

se Zellsuspension wurde dann in Kryoröhrchen zu 1 ml aliquotiert und mit Hilfe 

eines methanol-gefüllten Einfrierbehälters langsam auf -80°C abgekühlt. Nach 

mindestens 24 Stunden bei -80°C erfolgte dann die L angzeitlagerung in flüssi-

gem Stickstoff. 

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das entspre-

chende Aliquot in einem Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut und in 10 ml 

Zellkulturmedium aufgenommen. Um das im Einfriermedium enthaltene DMSO 

restlos zu entfernen, wurden die Zellen anschließend abzentrifugiert und in 10 

ml frischem Zellkulturmedium wieder in Kultur genommen.  

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.5.1 Proteinisolierung 

Um ein Proteinlysat aus einer Zellsuspension anzufertigen, wurden die 2 x 107 

Zellen abzentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde 

das Zellpellet in 250µl kaltem Protein-Lysepuffer resuspendiert und 30 min auf 

Eis inkubiert. Danach wurde das Lysat dreimal für jeweils 10 s bei 50%iger 

Leistung mit dem Ultraschallstab behandelt und dann bei 4°C und 13.000 Um-

drehungen pro Minute für 30 min zentrifugiert. Der Überstand wurde dann 

entweder direkt der weiteren Analyse zugeführt oder bei -80°C gelagert. Alle 

Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Insbesondere zwischen den ein-

zelnen Behandlungen mit dem Ultraschallstab wurde auf ausreichende Küh-

lung geachtet. 

2.2.5.2 Photometrische Protein-Konzentrationsbestim mung 

Die Protein-Konzentrationsbestimmung wurde unter Verwendung von Roti® 

Nanoquant durchgeführt. Roti® Nanoquant arbeitet auf Basis der Protein-

Konzentrationsbestimmung nach Bradford (15). Dabei bildet der Farbstoff 
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Commassie Brilliant Blau G 250 in saurem Milieu einen blauen Komplex mit 

den kationischen und hydrophoben Seitenketten der Proteine. Die Konzen-

tration dieser blauen Komplexe kann anhand einer Standardkurve photome-

trisch bestimmt werden. Als Proteinstandardkurve wurde eine Verdünnungs-

reihe mit bovinem Serumalbumin verwendet. Vor der photometrischen Mes-

sung wurden die Proteinlysate angemessen verdünnt (meist 1:50 und 1:100) 

und zwei Verdünnungsreihen mit bovinem Serumalbumin von 5 bis 125 µg/ml 

hergestellt. Anschließend wurden je 50 µl der Proteinverdünnung und der 

Standardverdünnungsreihe in eine 96-Well Platte pipettiert und mit jeweils je 

200 µl Roti® Nanoquant versetzt. Nach einer fünfminütigen Inkubationszeit 

wurden die photometrische Messung bei 590 nm und 450 nm durchgeführt. 

Eine lineare Konzentrationskurve ergibt sich aus dem Quotient der optischen 

Dichte bei 590 nm mit der optischen Dichte bei 450 nm. Alle Messungen wur-

den mit mindestens zwei Ansätzen durchgeführt und die Messergebnisse an-

schließend gemittelt. 

2.2.5.3 Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der Proteinlysate nach dem Molekulargewicht der einzelnen 

Proteine wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

durchgeführt. Dabei wandern die denaturierten und durch die Behandlung mit 

SDS negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld in Abhängigkeit von ih-

rem Molekulargewicht durch das Trenngel zur Kathode. Mithilfe eines farbig 

markierten Molekulargewichtsstandard kann dann das Molekulargewicht der 

einzelnen Proteine bestimmt werden. Es wurde bei der Gelelektrophorese 

nach dem NuPage®-Protokoll der Firma Invitrogen vorgegangen. Unter Ver-

wendung von NuPage® 4-12% Bis-Tris Fertiggelen, NuPage® MES SDS 

Laufpuffer, NuPage® LDS Probenpuffer, NuPage® Sample Reducing Agent 

und NuPage® Antioxidans wurde die Gelelektrophorese in einer Invitrogen 

Elektrophoresekammer durchgeführt.  
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2.2.5.4 Western-Blot 

Zur weiteren Analyse wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine 

nach dem Western-Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulose-Membran übertra-

gen. Dabei wurde unter Verwendung einer Western-Blot-Kammer von Invitro-

gen und dem NuPage® Transfer Puffer nach dem NuPage®-Protokoll der 

Firma Invitrogen vorgegangen. Um den Erfolg und die Qualität des Blots beur-

teilen zu können, wurde anschließend eine reversible Färbung mit Ponceau S 

durchgeführt. Nach Beurteilung des Blots und dem Ausschluss von Luftblasen 

auf der Membran während des Transfers wurde die Membran durch mehrma-

liges Waschen mit PBS-Puffer wieder entfärbt. 

2.2.5.5 Immunoblot 

Um selektiv und spezifisch Proteine auf der Nitrozellulose-Membran detektie-

ren zu können, wurde ein Immunoblot durchgeführt. Zuerst wurde die Mem-

bran eine Stunde bei Raumtemperatur mit Block-I-Lösung inkubiert, um un-

spezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend wurde die Membran 

10 Minuten unter ständigem Schwenken mit PBS-Puffer gewaschen und 12 

Stunden bei 4°C mit dem jeweiligen proteinspezifisc hen Antikörper in entspre-

chender Verdünnung mit Block-I-Lösung inkubiert. Dann wurde die Membran 

viermal 10 Minuten lang mit PBS-Puffer gewaschen und anschließend mit dem 

Sekundär-Antikörper in Block-II-Lösung bei Raumtemperatur für eine Stunde 

inkubiert. Danach wurde die Membran erneut viermal 10 Minuten lang mit 

PBS-Puffer gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit den 1:1 ge-

mischten ECL-Reagenzien 60 Sekunden lang benetzt und zwischen zwei Foli-

en luftblasenfrei in eine Filmkassette eingeklebt. Je nach Signalstärke wurde 

der Film bis zu 30 Minuten lang belichtet und dann mithilfe des Foto-

Entwicklers entwickelt. Anhand des Fotos konnten nun die LEF1-Banden ver-

glichen werden. β-Aktin wurde als „Housekeeping“ -Protein beziehungsweise 

Ladekontrolle verwendet. 
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2.2.6. Molekulargenetische Methoden 

2.2.6.1 Transfektionen 

2.2.6.1.1 LEF1-Plasmid Transfektion 

Das LEF1-Plasmid wurde mithilfe von Hitzeschock-Transformation kompeten-

ter Bakterienzellen vervielfältig und unter Verwendung des Qiagen Maxi Kit 

aufgereinigt. Die photometrische Testung des aufgereinigten Plasmides ergab 

eine hohe Reinheit von doppelsträngiger DNA. Anschließend wurde das LEF1-

Insert des Plasmides mit Hilfe des BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit von Applied Biosystems sequenziert und dessen korrekte Sequenz bestä-

tigt. 

Für die Transfektion der Hela-Zellen mit dem LEF1-Plasmid wurde das 

PolyFect® Transfection Reagenz von Quiagen verwendet. Das PolyFect® Re-

agenz verpackt die DNA in eine kompakte Hülle, welche dann an die Zellober-

fläche bindet und über unspezifische Endozytose in die Zelle aufgenommen 

wird. Im Endosom wirkt das Reagenz als Puffer und führt so zur pH-

abhängigen Hemmung von endosomalen Nukleasen. 

Um das Transfektionsverfahren zu etablieren, wurde zuerst Transfektionen mit 

einem green fluorescent protein (GFP) Plasmid von Amaxa durchgeführt und 

anschließend der Prozentsatz grün fluoreszierender Zellen mikroskopisch be-

stimmt. Das von Quiagen empfohlene Protokoll zur Transfektion von Hela-

Zellen führte nur zu einer Transfektionseffizienz von rund 1% nach 24 und 4% 

nach 48 Stunden. Daher wurde das Protokoll schrittweise optimiert, bis unter 

Verwendung von 4 x 105 Hela- Zellen in einer 60 mm Kulturschale mit 5 µg 

Plasmid in 150 µl RPMI-Medium und 25 µl PolyFect® Transfection Reagenz 

eine Transfektionseffizienz von rund 25% nach 48 Stunden erreicht werden 

konnte. Um Kulturen mit 100% transfizierten Hela-Zellen zu erhalten, wurden 

500 µg/ml G418 zum Zellkulturmedium hinzugegeben. Durch die vom LEF1-

Plasmid ebenfalls kodierte Resistenz sind die erfolgreich transfizierten Zellen 
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vor der G418-Wirkung geschützt, wohingegen die untransfizierten Zellen einer 

Kontrollkultur innerhalb von sechs Tagen vollständig abgetötet wurden. 

2.2.6.1.2 siRNA Transfektion 

Small interfering RNAs (siRNA) sind kleine doppelsträngige RNA-Moleküle, die 

aus 20-25 Nukleotiden bestehen und die posttranskriptionale Hemmung von 

Genen auf RNA-Ebene bewirken können (55,56). Für die siRNA-

Transfektionsexperimente wurden eine Mischung aus siRNAs, die gegen un-

terschiedliche Teile der LEF1 mRNA gerichtet sind (ON-TARGET plus 

SMARTpool LEF1 siRNA), und eine Mischung aus nicht zielgerichteten siR-

NAs (ON-TARGETplus siCONTROL) verwendet. 

Die Transfektion der siRNAs in die primären CLL-Zellen und JVM3-Zellen 

wurde mit Hilfe des Amaxa nucleofection systems I durchgeführt. Dazu wurden 

jeweils 107 Zellen in 100 µl des Cell line solution kit V und siRNA in einer Kon-

zentration von 0,5 µM mit dem Programm U-013 des Amaxa nucleofection 

systems I behandelt. 

2.2.6.2 RNA-Isolierung und Aufbereitung 

Die Isolierung der RNA wurde mit Hilfe des QIAamp® RNA Blood Mini Kit von 

Qiagen durchgeführt. Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorge-

gangen. Die so erhaltene aufgereinigte RNA wurde unter Verwendung des 

SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR von Invitrogen 

nach den Angaben des Herstellers in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben. Die 

cDNA wurde anschließend bei -20°C gelagert. 

2.2.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) können spezifische Nukleotid-

Sequenzen selektiv amplifiziert werden. Bei einer 100%-Effizienz der Reaktion 

wird die Zahl der Moleküle mit jedem Schritt verdoppelt. Somit steigt die Zahl 

der Kopien exponentiell und es können auch sehr kleine Mengen an Nukleo-

tidsequenzen schnell amplifiziert werden. Der Reaktionsansatz durchläuft da-
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bei schrittweise eine bestimmte Sequenz verschiedener Temperaturbereiche. 

Bei dem zuerst erfolgenden Denaturierungsschritt wird die doppelsträngige 

DNA bei 94-96°C in Einzelstränge aufgeschmolzen. An schließenden erfolgt 

der „anealing“-Schritt, bei dem zwei kurze Oligonukleotide, die als Primer be-

zeichnet werden, jeweils an das 3´-Ende des codogenen und des komplemen-

tären Stranges der zu amplifizierenden Sequenz binden. Die Temperatur bei 

diesem Schritt wird so gewählt, dass sie knapp unter dem Schmelzpunkt der 

Primer liegt. Danach erfolgt in der Elongationsphase die Amplifikation durch 

die DNA-Polymerase. Diese beginnt an dem 3´-Ende der Primer und syntheti-

siert zu den DNA-Einzelsträngen den jeweiligen komplementären Strang. Dies 

geschieht bei der für die DNA-Polymerase optimalen Temperatur, welche übli-

cherweise bei etwa 72°C liegt. Da jedes neu erzeugt e Nukleotid im nächsten 

Schritt selbst auch wieder amplifiziert werden kann, entwickelt sich eine expo-

nentielle Reaktionskinetik (133). 

2.2.6.3 Real-time-PCR 

Um mittels PCR die Menge einer spezifischen Nukleotidsequenz in einer Pro-

be zu quantifizieren, kann eine sogenannte Real-time-PCR durchgeführt wer-

den. Dabei wird die entstandene DNA-Menge in Echtzeit (real-time) nach je-

dem PCR-Zyklus gemessen. Die Messung der DNA-Menge kann mit Hilfe ei-

nes Fluoreszenzfarbstoffs wie beispielsweise SYBR-green erfolgen (130). Der 

Nachteil dieser Methode ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff alle Nukleotid-

Moleküle anfärbt und somit auch unspezifische Amplifikationen und Primerdi-

mere in die Messung mit eingehen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit 

sogenannte TaqMan®-Sonden verwendet. Die TaqMan®-Sonde ist ein se-

quenzspezifisches Oligonukleotid, das an dem einen Ende mit einem Fluoro-

phor und an dem anderen Ende mit einem Fluoreszenzlöscher, einem soge-

nannten Quencher, versehen ist. Die bei dieser Methode verwendete Taq-

polymerase verfügt über eine 5´-3´Exonukleaseaktivität und hydrolysiert so die 

Sonde von ihrem 5´-Ende aus, während sie den komplementären DNA-Strang 

synthetisiert. Die dadurch entstehende räumliche Trennung von Fluorophor 

und Quencher verhindert die Fluoreszenzlöschung und führt somit zu einem 

Fluoreszenzsignal nach der Elongationsphase. In den ersten PCR-Zyklen wird 
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die Fluoreszenz der freigesetzten Fluorophore noch von der Hintergrundfluo-

reszenz überlagert. Der Zyklus, nach dem die Fluoreszenz zum ersten Mal 

deutlich über der Hintergrundfluoreszenz liegt, wird als Ct (threshold cycle) 

bezeichnet (95). Da eine Probe mit einer hohen Anfangskonzentration der Ziel-

sequenz den Ct früher erreicht als eine Probe mit niedriger Anfangskonzentra-

tion, kann von dem Ct einer Probe auf deren Konzentration der Zielsequenz 

geschlossen werden. 

2.2.6.3.1 Reaktionsbedingungen der verschiedenen Re al-time-PCRs 

Alle Real-time-PCRs wurden mit Hilfe des LightCycler® FastStart DNA Mas-

terPlus Hybridization Probes Kit durchgeführt. Dazu wurden 5 µl der zu mes-

senden cDNA-Probe mit jeweils 0,5 µl der auf 100 µM verdünnten Primer und 

der auf 10 µM verdünnten Sonde sowie 4 µl des LightCycler® Mastermix, 0,25 

µl Uracil-Glycosylase und 9,25 µl Diethyldicarbonat behandeltem Wasser in 

eine LightCycler® Kapillare pipettiert. Bei jedem Lauf wurde eine Negativkon-

trolle mit Wasser anstelle von cDNA mitgemessen, um eine Kontamination der 

Reagenzien ausschließen zu können. 

Jedes PCR-Programm begann mit Denaturierungszyklus mit 40°C für 5 min, 

gefolgt von weiteren 5 min bei 95°C. Danach folgte das Amplifikations- und 

Quantifizierungs-Programm, welches für jede der verschiedenen PCRs spezi-

fisch optimiert wurde. Das Amplifikations- und Quantifizierungs-Programm 

wurde jeweils 45 mal wiederholt. Zuletzt folgte ein Abkühlungszyklus mit 40°C 

für 5 min. 

Amplifikations- und Quantifizierungs-Programme für die verschieden PCRs: 

LEF1-PCR:    95°C für 10 s, 62°C für 15 s und 72°C für 15 s.  

Fibromodulin-PCR:   95°C für 10 s und 65°C für 20 s .  

ABL-PCR:    95°C für 10 s, 60°C für 15 s und 72°C f ür 15 s 

Die CCND1- und C-Myc-PCR wurden mit dem gleichen Programm wie ABL 

durchgeführt. 
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2.2.6.3.1 Auswertung der PCR-Daten 

Um eine Aussage über die Zahl der jeweiligen RNA-Moleküle pro Zelle treffen 

zu können, müssen die PCR-Daten gegen ein sogenanntes „Housekeeping“-

Gen normalisiert werden. Ein „Housekeeping“-Gen ist ein Gen, das in jeder 

Zelle gleich stark exprimiert und in seiner Expression nicht durch äußere Ein-

flüsse moduliert wird. In dieser Arbeit wurde das Abelson protoonkogene 

(ABL) als „Housekeeping“-Gen verwendet. Die Normalisierung gegen ein 

„Housekeeping“-Gen funktioniert aber nur dann zuverlässig, wenn die Effizienz 

der „Housekeeping“-Gen PCR identisch mit der des Zielgenes ist. Da dies nur 

selten erreicht werden kann, müssen die Werte für eine genaue Messung zu-

sätzlich auch effizienzkorrigiert werden. 

Um die Effizienz der einzelnen PCRs bestimmen zu können, wurde aus einer 

Mischung verschiedener cDNAs eine Verdünnungsreihe angefertigt. Die da-

raus ermittelten Ct-Werte wurden dann gegen den dekadischen Logarithmus 

der entsprechenden Konzentrationen aufgetragen und die Steigung der besten 

Geraden durch diese Punkte bestimmt. Bei allen Standardkurven war der Kor-

relationskoeffizient nach Pearson größer als 0,99 und die PCR somit nahezu 

perfekt linear. Aus der Steigung der Graden lässt sich nach der Formel 

Effizienz =10 −1 / Steigung
  

die Effizienz der jeweiligen PCR errechnen (147). 

Mit den Cts von Zielgen und „Housekeeping“-Gen, den jeweiligen Effizienzen 

der beiden PCRs und der Verwendung eines Kalibrators lassen sich relative 

Expressionsraten (RERs) nach der Formel 

KCtPCt
H

PCtKCt
Z

HHZZ EERER −− ×=  

EZ :  Zielgen-PCR 
EH:  Effizienz „Housekeeping“-Gen-PCR 
CtZ:  Ct Zielgen 
CtH:  Ct „Housekeeping“-Gen 
K:  Kalibrator 
P:  zu messende Probe 

berechnen (162). In der vorliegenden Arbeit wurden alle Proben gegen gesunde 

B-Zellen oder die jeweilige Kontrolle kalibriert. 



2 Material und Methoden 

42 

2.2.7 Statistik 

Vor allen statistischen Analysen wurden mit Hilfe des F-Tests nach Fischer 

sowie des Kolmogorov-Smirnov-Tests die Stichproben auf ihre Vereinbarkeit 

mit den Vorrausetzungen des Allgemeinen Linearen Modells überprüft. Bei 

nicht Vereinbarkeit kamen nonparametrische Testverfahren wie der U-Test 

nach Mann und Whitney sowie die Korrelationsanalysen nach Kendall (τ) und 

Spearman (ρ) zum Einsatz.  

Der Mittelwertsvergleich zweier Stichproben wurde mithilfe des U-Tests nach 

Mann und Whitney durchgeführt. Dabei wurde ab einer Stichprobengröße von 

30 der p-Wert mittels gaußscher Approximation berechnet. Alle p-Werte in die-

ser Arbeit korrespondieren zweiseitigen Tests. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expression von LEF1 und Fibromodulin in der CLL  

3.1.1 Untersuchung der Fibromodulin-Expression in C LL-Zellen im Ver-

gleich zu gesunden B-Zellen 

Um die Expression von Fibromodulin in CLL-Zellen mit der Expression in ge-

sunden B-Zellen zu vergleichen, wurden mithilfe effizienzkorrigierter quantitati-

ver Real-Time-PCR relative Expressionsraten (RERs) von Fibromodulin in 98 

unabhängigen primären CLL-Proben erhoben. Diese wurden mit den RERs 

von sechs mittels CD19-Microbeats isolierten unabhängigen gesunden B-Zell-

Proben verglichen. Die Expressionsraten wurden dabei relativ zum Mittelwert 

der gesunden B-Zellen berechnet. Der Mittelwert der gesunden B-Zellen be-

trägt somit per definitionem Eins. Die Expressionsraten der CLL-Zellen werden 

hingegen als Vielfaches der Expression gesunder B-Zellen angegeben. 

3.1.1.1 Deskriptive Statistik der Fibromodulin-Expr ession in CLL-Zellen 

und gesunden B-Zellen sowie inferenzstatistischer V ergleich der Stich-

proben 

In der erhobenen Stichprobe war das arithmetische Mittel der Fibromodulin-

Expression in den primären CLL-Zellen 15,81-mal höher als das der gesunden 

B-Zellen (siehe Abbildung 2). Die Messwerte der gesunden B-Zellen verhielten 

sich dabei mit einer Standardabweichung von 1,09 sehr homogen. Die CLL-

Zellen hingegen wiesen eine erhebliche Heterogenität bei einer Standardab-

weichung von 29,71 auf. 

Ein Vergleich der (quadrierten) Standardabweichungen mittels Fishers F-Test 

ergab signifikant unterschiedliche Varianzen der beiden Stichproben (F(97, 5) 

= 740.48, p < 0,001). Außerdem erwiesen sich die Residuen der CLL-

Stichprobe im Kolmogorov-Smirnov-Test als nicht normalverteilt (p < 0,05) 

Daher wurde zum inferenzstatistischen Vergleich der Mittelwerte beider Stich-

proben ein nonparametrischer U-Test nach Mann und Whitney durchgeführt. 

Der zweiseitige U-Test fiel hochsignifikant aus (U = 46, p < 0,001), so dass die 
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höhere Fribomodulin-Expression in den CLL-Zellen als statistisch gesichert 

gelten kann. 

 
Abbildung 2: Mittlere Fibromodulin-Expression und S tandardschätzfehler 

in gesunden B-Zellen und primären CLL-Zellen (Mann- Whitney U = 46, p 

< 0,001). 

3.1.2 Untersuchung der LEF1-Expression in CLL-Zelle n im Vergleich zu 

gesunden B-Zellen 

LEF1 RERs wurden in 120 unabhängigen primären CLL-Proben erhoben. Die-

se wurden mit den relativen Expressionsraten von vier unter Verwendung von 

CD19-Microbeats und weiteren drei mittels Rosettesep®-isolierten unabhängi-

gen gesunden B-Zell-Proben verglichen. Die Expressionsraten wurden wieder 

relativ zum Mittelwert der gesunden B-Zellen berechnet.  

3.1.2.1 Deskriptive Statistik der LEF1-Expression i n CLL-Zellen und ge-

sunden B-Zellen sowie inferenzstatistischer Verglei ch der Stichproben 

In der erhobenen Stichprobe war der Mittelwert der LEF1-Expression in den 

CLL-Zellen 39,56-mal höher als jener der gesunden B-Zellen (siehe Abbildung 

3). Die mithilfe der beiden verschieden Methoden aufgereinigten B-Zellen un-

terschieden sich nicht signifikant in ihrer LEF1-Expression. Die Messwerte der 
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gesunden B-Zellen verhielten sich wie bei der Fibromodulin-Expression sehr 

homogen mit einer Standardabweichung von 1,03. Die CLL-Zellen wiesen mit 

einer Standardabweichung von 51,96 eine noch größere Variabilität der LEF1-

Expression auf als das bei der Fibromodulin-Expression der Fall war.  

Im F-Test zeigten sich wieder hoch signifikant unterschiedliche Varianzen der 

beiden Stichproben (F(119, 6) = 2549, p < 0,05). Außerdem war die Verteilung 

der Residuen in der CLL-Stichprobe im Kolmogorov-Smirnov-Test wiederum 

nicht vereinbar mit der Normalverteilung. Daher wurde zum Vergleich der bei-

den LEF1-Stichprobenmittelwerte ein zweiseitiger U-Test nach Mann und 

Whitney durchgeführt, der erneut hochsignifikant ausfiel (U = 33, p < 0,001). 
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Abbildung 3: LEF1 Punktdiagramm mit Mittelwerten fü r gesunde B-Zellen 

und primäre CLL-Zellen (Mann-Whitney U = 33, p < 0,001).
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3.2 Korrelation der Wnt-Transkriptionsfaktoren LEF1  und TCF4 mit Fi-

bromodulin in primären CLL-Zellen  

3.2.1 Korrelation von LEF1 und Fibromodulin in prim ären CLL-Zellen  

Um einen Zusammenhang zwischen LEF1- und Fibromodulin-Expression in 

der CLL zu untersuchen, wurden Korrelationsanalysen der beiden Expressi-

onsraten durchgeführt. Hierzu wurden die RERs von 96 primären CLL-Proben 

jeweils gegen den Mittelwert der gesunde B-Zellen kalibriert und Korrelations-

analysen unterzogen. Da die Residuen der beiden Stichproben im Kolmogo-

rov-Smirnov-Test nicht mit der Normalverteilung vereinbar waren, wurden 

nichtparametrischen Korrelationsanalysen nach Kendall (τ) und Spearman (ρ) 

verwendet. Dabei ergab die τ-Korrelationsanalyse nach Kendall einen Korrela-

tionskoeffizienten von τ = 0,302, welcher bei einem p-Wert von unter 0,001 als 

hochsignifikant positiv einzustufen ist. Die ρ-Korrelationsanalyse nach Spear-

man ergab einen Korrelationskoeffizienten von ρ = 0,450 und war mit einem p-

Wert von unter 0,001 ebenfalls hochsignifikant positiv.  

 
Abbildung 4: Beziehung zwischen LEF1-RERs und Fibro modulin-RERs 

für 96 primäre CLL-Proben (jeweils gegen gesunde B- Zellen kalibriert). 
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3.2.2 Assoziation von LEF1 und Fibromodulin im LEF1  Median-Split  

Um die Assoziation zwischen der Expression von LEF1 und Fibromodulin et-

was deutlicher zu machen, wurde ein LEF1-Median-Split durchgeführt. Die 

Patienten wurden dazu in zwei Gruppen aufgeteilt, von denen die eine alle 

Patienten enthielt, deren LEF1-RER über dem Median lag, und die andere 

Gruppe alle Patienten mit LEF1-RERs unterhalb des Medians. Dabei wies die 

Gruppe mit der hohen LEF1-Expression eine mittlere Fibromodulin-RER von 

34,14 auf. Die Gruppe mit der niedrigen LEF1-Expression zeigte hingegen ei-

nen Mittelwert von nur 4,19. Wegen Verletzung der Verteilungsvoraussetzun-

gen parametrischer Verfahren wurde ein zweiseitiger U-Test nach Mann und 

Whitney durchgeführt. Es ergab sich ein hochsignifikantes U von 554,00 (p < 

0,001). 
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Abbildung 5: Mittlere Fibromodulin-Expression und S tandardschätzfehler 

für „Niedrig LEF1“-Patienten (LEF1-RER < Median) un d „Hoch LEF1“-

Patienten (LEF1-RER > Median) (Mann-Whitney U = 554,00, p < 0,001). 
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3.2.3 Korrelation von LEF1 und TCF4 in primären CLL -Zellen  

Da häufig beschrieben wurde, dass LEF1/TCF Transkriptionsfaktoren Zielgene 

von anderen Mitgliedern der LEF1/TCF Transkriptionsfaktorfamilie sind 
(165,98,62), wurde auch die Assoziation von LEF1 und TCF4 in primären CLL-

Zellen untersucht (vgl. Abbildung 6). In der Analyse von 84 primären CLL-

Proben ergab sich ein τ-Korrelationskoeffizienten nach Kendall von 0,499 und 

einen ρ-Korrelationskoeffizient nach Spearman von 0,687 für die RERs von 

LEF1 und TCF4. Beide Korrelationskoeffizienten waren mit p-Werten von unter 

0,001 hochsignifikant.  

 
Abbildung 6: Beziehung zwischen LEF1-RERs und TCF4- RERs für 84 

primäre CLL-Proben (jeweils gegen gesunde B-Zellen kalibriert). 

3.2.4 Korrelation von TCF4 und Fibromodulin in prim ären CLL-Zellen  

Um zu überprüfen, ob neben LEF1 auch andere LEF/TCF Transkriptionsfakto-

ren in der CLL mit der Fibromodulin-Expression assoziierten sind, wurde auch 

auf eine mögliche Korrelation mit TCF4 getestet. Für die Korrelationsanalyse 

von Fibromodulin und TCF4 wurden die RERs von 94 primären CLL-Proben 
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jeweils gegen gesunde B-Zellen kalibriert und Korrelationsanalysen nach Ken-

dall und Spearman unterzogen. Die τ-Korrelationsanalyse nach Kendall ermit-

telte einen Korrelationskoeffizienten von τ = 0,102, welcher bei einem p-Wert 

von 0,171 nicht signifikant war. Die ρ-Korrelationsanalyse nach Spearman 

ergab einen Korrelationskoeffizient von ρ = 0,163 und war mit einem p-Wert 

von 0,137 ebenfalls nicht signifikant. Es konnte somit kein statistisch signifi-

kanter Zusammenhang zwischen der Expression von Fibromodulin und dem 

Transkriptionsfaktor TCF4 in primären CLL-Zellen nachgewiesen werden.  

3.3 Effekt einer LEF1-Überexpression auf die Fibrom odulin-Expression 

einer Wnt-Signalkaskade-negativen Ziellinie  

3.3.1 Transfektion von Hela-Zellen mit einem LEF1-Ü berexpressions-

plasmid 

In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob die gezielte Überexpressi-

on von LEF1 in einer Wnt-Signalweg-negativen Zelllinie einen Einfluss auf die 

Fibromodulin-Expression dieser Zelllinie hat. Als Wnt-negative Zelllinie wurden 

Hela-Zellen verwendet und mit einem CMV-Promotor-gesteuerten LEF1-

Überexpressionsplasmid transfiziert.  

3.3.2 LEF1-mRNA-Expression transfizierter Hela-Zell en 

Nach Transfektion und Aufreinigung konnten mehre Subkulturen mit sehr ho-

her LEF1-mRNA-Expression etabliert werden. Um die Expressionsrate ver-

gleichbar zu machen, wurden die RERs für untransfizierte Hela-Zellen, primäre 

CLL-Zellen und der transfizierten Hela-Subkulturen gegen den Mittelwert der 

untransfizierten Hela-Zellen kalibriert. Somit beträgt der Mittelwert der untrans-

fizierten Hela-Zellen per definitionem Eins, wohingegen die Expressionsrate 

der primären CLL-Zellen und der transfizierten Hela-Subkulturen als Vielfa-

ches der Expression der untransfizierten Hela-Zellen angegeben werden. Die 

120 primären CLL-Proben wiesen eine im Mittel 5779-mal höhere LEF1-

Expression auf als die untransfizierten Hela-Zellen. Die relative LEF1-
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Expression der verschiedenen transfizierten Hela-Subkulturen lag bei 170434, 

36927, 72, 47 und 1806 (siehe Abbildung 7). 
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Abbildung 7: LEF1-RERs relativ zu untransfizierten Hela-Zellen für primä-

re CLL-Zellen und fünf LEF1-transfizierte Hela-Subk ulturen. 

3.3.3 LEF1-Protein-Expression transfizierter Hela-Z ellen 

Um sicherzugehen, dass die erfolgreich überexprimierte LEF1-mRNA in den 

Hela-Zellen auch zu einem Protein translatiert wird, wurde eine Western-Blot-

Analyse durchgeführt. Es wurden dazu Proteinlysate von vier Hela-

Subkulturen, zwei untransfizierten Hela-Kulturen und JVM3-Zellen als Positiv-

kontrolle untersucht. Dabei konnte das LEF1-Protein in den transfizierten Hela-

Subkulturen nachgewiesen werden, wohingegen die untransfizierten Subkultu-

ren keine nachweisbare Expression zeigten (siehe Abbildung 8).  

 

Abbildung 8: LEF1 Western-Blot für vier LEF1-transf izierte Hela-

Subkulturen, zwei untransfizierten Hela-Kulturen un d JVM3-Zellen als 

Positivkontrolle 
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3.3.4 Expression von Fibromodulin und bekannter LEF 1-Zielgene in 

transfizierten Hela-Zellen 

Bei nachgewiesener Überexpression von LEF1 in den transfizierten Hela-

Zellen wurde nun die Expression der Fibromodulin-mRNA untersucht. Es 

konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der Fibromodulin-Expression 

zwischen den transfizierten und den untransfizierten Hela-Zellen festgestellt 

werden (Mann-Whitney U = 2, p = 0,143). 
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Abbildung 9: Fibromodulin-RERs relativ zu untransfi zierten Hela-Zellen (und 

Standardfehler) für untransfizierte Hela Zellen und  fünf LEF1-transfizierte Hela-

Subkulturen (Mann-Whitney U = 2, p = 0,143). 

Darüber hinaus zeigte sich auch kein klarer dosisabhängiger Effekt der LEF1-

Expression auf die Fibromodulin-Expression in den transfizierten Hela-Zellen 

(siehe Abbildung 10). 
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Abbildung 10: LEF1-RERs abgetragen gegen Fibromodul in-RERs für fünf 

LEF1-transfizierten Hela-Subkulturen. 

Um zu prüfen, ob das transfizierte LEF1 wirklich als Transkriptionsfaktor in den 

Hela-Zellen fungiert, wurde auch die Expression von cyclin-D1 (CCND1) und 
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C-Myc ermittelt. CCND1 und C-Myc sind bekannte Zielgene der TCF/LEF1-

Transkriptionsfaktoren (166,170). Es konnte jedoch auch für die Expression von 

CCND1 und C-Myc kein wesentlicher Unterschied zwischen den transfizierten 

und den untransfizierten Hela-Zellen festgestellt werden (siehe Abbildung 11). 
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Abbildung 11: A C-Myc-RERs relativ zu untransfizier ten Hela-Zellen für 

zwei LEF1-transfizierte Hela-Subkulturen. B CCND1-R ERs relativ zu un-

transfizierten Hela-Zellen für LEF1-transfizierte H ela-Subkulturen. 

3.4 Effekt einer LEF1-Hemmung auf die Fibromodulin- Expression primä-

rer CLL-Zellen und einer CLL-ähnlichen Zelllinie  

Der zweite Ansatz, mit dem die transkriptionelle Regulation von Fibromodulin 

durch LEF1 untersucht werden sollte, war die gezielte Hemmung von LEF1 in 

Wnt-Signalweg-positiven Proben. Dazu wurden in primäre CLL-Zellen und 

Proben der CLL-ähnlichen Zelllinie JVM3 mithilfe des Amaxa Nucleofectors 

gegen LEF1 gerichtet siRNA eingebracht. Anschließend wurden für die LEF1-

siRNA-Probe, eine Kontroll-siRNA-Probe, eine Probe, die ohne siRNA dem 

A 

B 



3 Ergebnisse 

53 

Nucleofector ausgesetzt wurde, und eine unbehandelte Probe LEF1-

Expressionsraten bestimmt. Diese Expressionsraten wurden gegen die Kon-

troll-siRNA-Probe kalibriert. Es zeigte sich, dass die LEF1-mRNA-Werte in 

JVM3-Zellen durch die siRNA auf 54% der Kontrolle reduziert werden konnten 

(siehe Abbildung 12). In den CLL-Zellen war die LEF1-mRNA im Vergleich zur 

Kontrolle auf 62% reduziert (siehe Abbildung 13). 
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Abbildung 12: JVM3-Zell-Nucleofector-Experiment: Mi ttlere LEF1-RERs 

(und Standardschätzfehler) relativ zum Mittelwert d er Kontroll-siRNA-

Proben, für LEF1-siRNA-Proben, Kontroll-siRNA-Probe n, unbehandelte 

Proben, und Proben, die ohne siRNA dem Nucleofector  ausgesetzt wurde 

(jeweils n=3). 
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Abbildung 13: CLL-Zell-Nucleofector-Experiment: Mit tlere LEF1-RERs 

(und Standardschätzfehler) relativ zum Mittelwert d er Kontroll-siRNA-
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Probe für die LEF1-siRNA-Probe, die Kontroll-siRNA- Probe, eine un-

behandelte Probe und eine Probe, die ohne siRNA dem  Nucleofector 

ausgesetzt wurde. 

Nachdem eine erfolgreiche Reduktion der LEF1-mRNA durch das Einbringen 

der LEF1-siRNA gezeigt werden konnte, wurden nun RERs für Fibromodulin 

und die bekannten Zielgene CCND1 und C-Myc erhoben. Es zeigte sich je-

doch auch hier wieder kein wesentlicher Unterschied der Expression sowohl 

von Fibromodulin als auch der bekannten Zielgene (vgl. Abbildungen 14 und 

15). 
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Abbildung 14: JVM3-Zell Nucleofector Experiment: Fi bromodulin RERs 

(und Standardschätzfehler) relativ zum Mittelwert d er Kontroll-siRNA-

Proben, jeweils für drei LEF1-siRNA-Proben, Kontrol l-siRNA-Proben, 

Proben, die ohne siRNA dem Nucleofector ausgesetzt wurden, und un-

behandelte Proben. 
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Abbildung 15: CLL-Zell-Nucleofector-Experiment: Fib romodulin-RERs 

relativ zum Mittelwert der Kontroll-siRNA-Probe für  die LEF1-siRNA-

Probe, Kontroll-siRNA-Probe, eine unbehandelte Prob e und eine Probe, 

die ohne siRNA dem Nucleofector ausgesetzt wurde. 

3.5 Assoziation von Fibromodulin mit prognostischen  Markern, der Tu-

morlast und dem Krankheitsstadium  

Um die Assoziation von Fibromodulin mit der CLL-Prognose zu untersuchen, 

wurden die Fibromodulin-RERs von 88 primären CLL-Proben auf Korrelatio-

nen mit dem Anteil von ZAP70- und CD38-positiven Zellen sowie dem Pro-

zentsatz von Lymphozyten im Differentialblutbild untersucht. Da sich die Resi-

duen der Fibromodulin-RERs im linearen Regressionsmodell mittels Kolmogo-

rov-Smirnov-Test als nicht normalverteilt erwiesen, wurden erneut die 

nonparametrischen Korrelationsanalysen nach Kendall und Spearman ver-

wendet. Außerdem wurde die Fibromodulin-Expression von neu diagnostizier-

ten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression von behandlungsbedürf-

tigen Patienten verglichen.  
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3.5.1 Assoziation von Fibromodulin mit dem Anteil Z AP70-positiver Zel-

len 

Für den Anteil ZAP70-positiver Zellen und die Fibromodulin RERs ermittelte 

die τ-Korrelationsanalyse nach Kendall einen Korrelationskoeffizienten von τ = 

0,073, welcher mit einem p-Wert von 0,332 nicht signifikant war. Die ρ-

Korrelationsanalyse nach Spearman war mit einem p-Wert von 0,332 bei ei-

nem Korrelationskoeffizienten von ρ = 0,105 ebenfalls nicht signifikant.  

Außerdem wurden die CLL-Proben in ZAP70-positive und ZAP70-negative 

Proben aufgeteilt und in ihrer Fibromodulin-Expression miteinander verglichen. 

Rassenti et al. folgend wurde alle Proben mit mehr als 20% ZAP70-positiven 

Zellen als ZAP70-positiv deklariert, alle anderen als ZAP70-negativ (154). Für 

die ZAP70-positiven CLL-Proben wurde eine mittlere Fibromodulin-RER von 

27,64 errechnet. Die ZAP70-negativen Proben zeigten hingegen einen Mittel-

wert von nur 15,46. Zur Signifikanzprüfung wurde ein zweiseitiger U-Test nach 

Mann und Whitney durchgeführt. Bei einem U von 703,00 (p = 0,347) war der 

Unterschied der beiden Stichproben nicht signifikant (siehe Abbildung 16). Ei-

ne statistische Poweranalyse zeigte jedoch, dass die Power zur Entdeckung 

mittelstarker Effekte (d = 0,5) (36) bei einem Signifikanzniveau von 5% und den 

hier gegebenen Stichprobenumfängen lediglich 0,50 beträgt (61). Die Wahr-

scheinlichkeit, mindestens mittelstarke Effekte zu entdecken, beträgt in diesem 

Falle also lediglich 50%. Üblicherweise fordert man eine statistische Power 

von mindestens 80% (36). Mit anderen Worten: Unter den gegebenen Bedin-

gungen können mittlere und kleine Unterschiede der beiden Stichproben nicht 

zuverlässig erfasst werden. 
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Abbildung 16: Mittlere Fibromodulin-Expression und Standardschätzfeh-

ler für ZAP70-positive- und ZAP70-negative-CLL-Prob en (Mann-Whitney 

U = 703, p = 0,347). 

3.5.2 Assoziation von Fibromodulin mit dem Anteil C D38-positiver Zellen 

Für den Anteil CD38-positiver Zellen und die Fibromodulin RERs ergab sich 

ein τ-Korrelationskoeffizienten nach Kendall von τ = -0,030 welcher mit einem 

p-Wert von 0,678 nicht signifikant war. Auch der ρ-Korrelationskoeffizient nach 

Spearman, der mit einem Wert von ρ = -0,050 errechnet wurde, war mit einem 

p-Wert von 0,646 nicht signifikant.  

Des Weiteren wurden die CLL-Proben in CD38-positive und -negative Proben 

aufgeteilt und in ihrer Fibromodulin-Expression verglichen. Alle Proben mit 

mehr als 30% CD38-positiven Zellen wurden Hamblin et al. folgend als CD38-

positiv eingestuft (86). Die mittlere Fibromodulin-RER für die CD38-positiven 

CLL-Proben betrug 20,46. Die CD38-negativen Proben zeigten einen Mittel-

wert von 17,51. Ein Mann-Whitney U-Test erbrachte hierfür ein insignifikantes 

U von 951,50 (p = 0,907). Die Fibromodulin-Expression war somit in CD38-

positiven CLL-Proben nicht signifikant höher als in CD38-negativen (siehe Ab-

bildung 17). 
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Abbildung 17: Mittlere Fibromodulin-Expression und Standardschätzfeh-

ler für CD38-positive und CD38-negative CLL-Proben (Mann-Whitney U = 

951,50, p = 0,907). 

3.5.3 Assoziation von Fibromodulin mit der Tumorlas t 

Um den Zusammenhang zwischen der Tumorlast und der Fibromodulin-

Expression in der CLL zu untersuchen, wurde ermittelt, ob der Prozentsatz von 

Lymphozyten im Differentialblutbild mit der Fibromodulin-Expression korreliert 

ist. Die τ-Korrelationsanalyse nach Kendall ermittelte einen Korrelationskoeffi-

zienten von τ = 0,107, welcher bei einem p-Wert von 0,141 als nicht signifikant 

einzustufen war. Die ρ-Korrelationsanalyse nach Spearman war mit einem p-

Wert von 0,135 bei einem Korrelationskoeffizienten von ρ = 0,161 ebenfalls 

nicht signifikant. Es konnte somit keine signifikante Korrelation zwischen der 

Fibromodulin-Expression und dem Prozentsatz von Lymphozyten im Differen-

tialblutbild festgestellt werden. 

3.5.4 Assoziation der Fibromodulin-Expression mit d er Schwere der Er-

krankung und dem Krankheitsstadium 

Die Assoziation von Fibromodulin mit der Schwere der Erkrankung und dem 

Krankheitsstadium wurde überprüft, indem die Fibromodulin-Expression von 

neu diagnostizierten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression von be-

handlungsbedürftigen Patienten verglichen wurde. Als behandlungsbedürftig 
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gelten dabei nur Patienten im Stadium C nach Binet oder Patienten mit hoch 

aktiver symptomatischer Erkrankung unabhängig vom Krankheitsstadium (80). 

Vallat et al. konnten zeigen, dass in p53-mutierten CLL-Zellen Fibromodulin 

eine Induktion durch DNA-Schädigung erfährt (182).Eine Therapie könnte somit 

die Fibromodulin-Expression bei behandlungsbedürftigen Patienten erhöhen 

und somit das Ergebnis verfälschen. Daher wurden nur Patienten untersucht, 

die noch keine Therapie erhalten hatten. Es wurden die Fibromodulin-RERs 

von 38 Patienten im Stadium Binet A mit denen von 48 behandlungsbedürfti-

gen Patienten verglichen. Die behandlungsbedürftigen Patienten zeigten eine 

mittlere Fibromodulin-RER von 14,94 wohingegen die Patienten im Stadium 

Binet A eine RER von 12,21 aufwiesen. Zur Signifikanzprüfung wurde wiede-

rum ein zweiseitiger U-Test nach Mann und Whitney durchgeführt. Der Unter-

schied der beiden Stichproben war bei U = 610,00 (p = 0,995) nicht signifikant. 

Die Poweranalyse ergab jedoch, dass die Power zur Entdeckung mittelstarker 

Effekte (d = 0,5) (36) bei einem Signifikanzniveau von 5% unter den hier unter-

suchten Stichprobenumfängen nur 0,52 beträgt (61). Wiederum können also 

mittlere und kleine Unterschiede der beiden Stichproben im vorliegenden Test 

nicht zuverlässig erfasst werden. 
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Abbildung 18: Mittlere Fibromodulin-Expression und Standardschätzfeh-

ler für gesunden B-Zellen, Patienten im Stadium Bin et A und behand-

lungsbedürftigen Patienten (Mann-Whitney U = 610, p = 0,995). 
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3.6 Assoziation von LEF1 mit prognostischen Markern , der Tumorlast 

und dem Krankheitsstadium  

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen LEF1-Expression und der 

CLL-Prognose wurden die LEF1-RERs von 112 primären CLL-Proben auf Kor-

relationen mit dem Anteil von ZAP70- und CD38-positiven Zellen sowie dem 

Prozentsatz von Lymphozyten im Differentialblutbild untersucht. Wegen Ver-

letzung der Verteilungsvoraussetzungen des Allgemeinen Linearen Modells 

fanden erneut nonparametrische Korrelationsanalysen nach Kendall und 

Spearman Anwendung. Zusätzlich wurde die LEF1-Expression von neu diag-

nostizierten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression von behand-

lungsbedürftigen Patienten mittels U-Test verglichen.  

3.6.1 Assoziation von LEF1 mit dem Anteil ZAP70-pos itiver Zellen 

Bei der Korrelationsanalyse zwischen LEF1-Expression und dem Anteil 

ZAP70-positiver Zellen ermittelte die τ-Korrelationsanalyse nach Kendall einen 

Korrelationskoeffizienten von τ = 0,203. Diese positive Korrelation erwies sich 

bei einem p-Wert von 0,002 als signifikant. Auch die ρ-Korrelationsanalyse 

nach Spearman ermittelte einen positiven Korrelationskoeffizienten von ρ = 

0,300. Diese Korrelation war mit einem p-Wert von 0,001 ebenfalls als signifi-

kant einzustufen.  

Des Weiteren wurden die CLL-Proben in ZAP70-positive und -negative Proben 

aufgeteilt und hinsichtlich ihrer LEF1-Expression verglichen. Wieder wurden 

alle Proben mit mehr als 20% ZAP70-positiven B-Zellen als ZAP70-positiv de-

klariert (154). Die ZAP70-positiven CLL-Proben zeigten eine mittlere LEF1-RER 

von 53,72. Für die ZAP70-negativen Proben wurde hingegen einen Mittelwert 

von nur 37,10 ermittelt. Bei einem Mann-Whitney U = 866,50 und p = 0,004 

erwies sich die LEF1-Expression in den ZAP70-positiven Proben als signifikant 

höher (siehe Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Mittlere LEF1-Expression und Standard schätzfehler für ZAP70-

positive und ZAP70-negative CLL-Proben (Mann-Whitne y U = 881,50, p = 0,004). 

3.6.2 Assoziation von LEF1 mit dem Anteil CD38-posi tiver Zellen 

Der τ-Korrelationskoeffizienten nach Kendall zwischen dem Anteil CD38-

positiver Zellen und den LEF1-RERs betrug τ = -0.100. Bei einem p-Wert von 

0,119 war diese Korrelation jedoch als nicht signifikant einzustufen. Der ρ-

Korrelationskoeffizienten nach Spearman betrug ρ = -0,152 und war mit einem 

p-Wert von 0,111 ebenfalls nicht signifikant.  

Außerdem wurden CD38-positive und CD38-negative CLL-Proben in Bezug 

auf ihre LEF1-Expression verglichen. Alle Proben mit mehr als 30% CD38-

positiven Zellen wurden als CD38-positiv eingestuft (86). Die mittlere LEF1-RER 

für die CD38-positiven CLL-Proben betrug 35,41. Die CD38-negativen Proben 

zeigten hingegen einen Mittelwert von 51,39. Der U-Test nach Mann und 

Whitney ergab U = 1424,50 bei einer Überschreitungswahrscheinlichkeit von p 

= 0,446. Die LEF1-Expression war somit in CD38-positiven CLL-Proben nicht 

signifikant unterschiedlich von der Expression in den CD38-negativen Proben 

(siehe Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Mittlere LEF1-Expression und Standard schätzfehler für 

CD38-positive und CD38-negative CLL-Proben (Mann-Wh itney U = 

1424,50, p = 0,446). 

3.6.3 Assoziation der LEF1-Expression mit der Tumor last 

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Höhe der LEF1-Expression und 

der Tumorlast in der CLL wurde untersucht, in dem der Prozentsatz von Lym-

phozyten im Differentialblutbild mit der LEF1-Expression korreliert wurde. Die 

τ-Korrelationsanalyse nach Kendall ermittelte einen Korrelationskoeffizienten 

von τ = 0,296, welcher bei einem p-Wert unter 0,001 als hoch signifikant ein-

zustufen war. Die ρ-Korrelationsanalyse nach Spearman war ebenfalls mit ei-

nem p-Wert unter 0,001 bei einem Korrelationskoeffizienten von ρ = 0,440 

hoch signifikant. Es konnte somit eine starke positive Korrelation zwischen der 

LEF1-Expression und dem Prozentsatz von Lymphozyten im Differentialblut-

bild festgestellt werden (siehe Abbildung 21).  
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 Abbildung 21: Punktdiagramm zur Illustration des Z usammenhangs zwi-

schen dem Prozentsatz von Lymphozyten im Differenti alblutbild und den 

LEF1-RERs von 112 primären CLL-Proben (grün: Lympho zyten bis ma-

ximal 50%; gelb: mehr als 50% Lymphozyten und LEF1- RER < 70; rot: 

alle Patienten mit einer LEF1-RER > 70 ).  

Außerdem lassen sich anhand des Punktdiagramms in Abbildung 21 drei Un-

tergruppen unterscheiden, welche im Punktdiagramm jeweils grün, gelb und 

rot eingefärbt wurden. Um die Relevanz der Gruppenzugehörigkeit für Progno-

se und Krankheitsstadium zu untersuchen, wurden die Patientencharakteristi-

ken der einzelnen Gruppen ermittelt und miteinander verglichen.  

Die erste Gruppe mit grünen Punkten im Punktdiagramm rekrutiert sich aus 

Patienten mit normalen oder nur leicht erhöhten Lymphozyten bis maximal 

50%. Alle Patienten dieser Gruppe haben eine LEF1-RER von unter 50 (siehe 

Abbildung 21), 14% sind behandlungsbedürftig und keiner ist ZAP70-positiv.  

Die zweite Gruppe mit gelb eingefärbten Punkten besteht aus Patienten mit 

mehr als 50% Lymphozyten im Blut und einem LEF1-RER von weniger als 70. 

Die Hälfte dieser Patient ist behandlungsbedürftig und 25% sind ZAP70-

positiv.  

Die dritte Gruppe mit roten Punkten enthält alle Patienten mit einer LEF1-RER 

von über 70 (siehe Abbildung 21). Jeder Patient dieser Gruppe hat mindestens 

80% Lymphozyten im Differentialblutbild. Insgesamt 90% der Patienten dieser 

Gruppe sind behandlungsbedürftig und 55% sind ZAP70-positiv.  
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3.6.4 Assoziation von LEF1 mit der Schwere der Erkr ankung und dem 

Krankheitsstadium 

Zur weiteren Überprüfung der Assoziation von LEF1 mit der Schwere der Er-

krankung und dem Krankheitsstadium wurde die LEF1-Expression von neu 

diagnostizierten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression bei behand-

lungsbedürftigen Patienten verglichen. Als behandlungsbedürftig gelten dabei 

wieder nur Patienten im Stadium C nach Binet oder Patienten mit hoch aktiver 

symptomatischer Erkrankung unabhängig vom Krankheitsstadium (80). Um ei-

nen möglichen Einfluss von Zytostatika auf die LEF1-Expression auszuschlie-

ßen, wurden nur Patienten untersucht, die noch keine Therapie erhalten hat-

ten. Es wurden die LEF1-RERs von 48 Patienten im Stadium Binet A mit de-

nen von 33 behandlungsbedürftigen Patienten verglichen.  

Die Patienten im Stadium Binet A hatten eine mittlere LEF1-RER von nur 

22,01. Die behandlungsbedürftigen Patienten hingegen zeigten eine mittlere 

LEF1-RER von 85,61. Bei einem Mann-Whitney U = 341,50 und einer Über-

schreitungswahrscheinlichkeit p < 0,001 erwies sich der Unterschied der bei-

den Stichproben als hoch signifikant (siehe Abbildung 22).  
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Abbildung 22: Mittlere LEF1-Expression und Standard schätzfehler für 

gesunden B-Zellen, Patienten im Stadium Binet A und  behandlungs-

bedürftigen Patienten (Mann-Whitney U = 341,50, p <.001). 
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3.7 ROC-Kurven zur Diskriminierung zwischen behandl ungsbedürftigen 

und nicht behandlungsbedürftigen CLL-Patienten  

Zur Veranschaulichung der Trennschärfe zwischen behandlungsbedürftigen 

Patienten und Patienten im Stadium Binet A wurden Receiver Operating 

Characteristic-Kurven (ROC-Kurven) für die LEF1- und Fibromodulin-

Expression im Vergleich zu den prognostischen Markern ZAP70 und CD38 

erstellt. ROC-Kurven stammen ursprünglich aus den Ingenieurwissenschaften 

und dienen der Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen „Treffern“ 

(richtig positive Urteile) und „falschen Alarmen“ (falsch positive Urteile) bei zu-

nehmend liberaleren Urteilskriterien. ROC-Kurven lassen sich nutzbringend 

auch in der medizinischen Diagnostik anwenden, indem man für einen hin-

sichtlich der diagnostischen oder prognostischen Brauchbarkeit zu bewerten-

den Parameter die Sensitivität gegen das Komplement der Spezifität (100% – 

Spezifität) für verschiedene Cut-off-Punkte des Parameters abträgt. Je steiler 

die Sensitivität in diesem ROC-Diagramm ansteigt (d. h. je mehr Fläche unter-

halb der ROC-Kurve liegt), desto brauchbarer ist der betreffende Parameter. 

Wenn ein Parameter in keinerlei Zusammenhang mit der Behandlungsbedürf-

tigkeit steht, würde mit steigender Sensitivität die Spezifität in gleichem Maße 

abnehmen. Die entsprechende Kurve würde somit auf der Indifferenzlinie (sie-

he Abbildung 23) verlaufen. Um die ROC-Kurven für verschiedene Parameter 

vergleichen zu können, wird üblicherweise die Fläche unter jeder ROC-Kurve 

berechnet und der Unterschied zur Indifferenzlinie jeweils einem Signifikanz-

test unterzogen. 

In der aktuellen Anwendung wurden für die LEF1- und Fibromodulin-RERs 

sowie den Prozentsatz von ZAP70- und CD38-positiven Zellen ROC-Kurven 

zur Diskriminierung behandlungsbedürftiger und nicht-behandlungsbe-dürftiger 

CLL-Patienten erstellt (siehe Abbildung 23). Um Verfälschungen der Werte 

durch bereits erhaltene Therapien auszuschließen, wurden in diese Untersu-

chung nur unbehandelte Patienten einbezogen.  
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Abbildung 23: ROC-Kurven zur Diskriminierung zwisch en behandlungs-

bedürftigen Patienten und Patienten im Stadium Bine t A für LEF1- und 

Fibromodulin RERs sowie die Prozentsätze von ZAP70- und CD38-

positiven Zellen. 

Außerdem wurden die Flächen unter den Kurven berechnet und deren Abwei-

chung von der Indifferenzlinie auf Signifikanz geprüft (siehe Tabelle 3). 

Tabelle 3: Stichprobengrößen, Flächen unter den Kur ven und p-Werte 

der ROC-Kurven zur Trennung zwischen behandlungsbed ürftigen Patien-

ten und Patienten im Stadium Binet A für LEF1- und Fibromodulin RERs 

sowie die Prozentsätze von ZAP70- und CD38-positive n Zellen. 

Parameter Binet A Behandlungs-

bedürftig 

Fläche unter 

der Kurve 

p-Wert 

LEF1 n = 48 n = 33 0,7844 p < 0,001 

Fibromodulin n = 38 n = 33 0,5072 p = 0,917 

% ZAP70 n = 48 n = 33 0,6313 p = 0,046 

% CD38 n = 48 n = 33 0,5713 p = 0,278 
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Die o.g. Tabelle zeigt, dass lediglich die LEF1-RER und der Prozentsatz 

ZAP70-positiver Zellen signifikant zwischen behandlungsbedürften und nicht-

behandlungsbedürften CLL-Patienten trennen, letzterer allerdings weit weniger 

eindeutig als die LEF1-RER. Zu beachten ist, dass weder die Fibromodulin-

RER noch der Prozentsatz CD38-positiver Zellen signifikant zwischen beiden 

Gruppen trennt. 
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4 Diskussion 

Die CLL ist die häufigste Leukämie in der westlichen Welt und gilt nach wie vor 

als nicht heilbar. Ein weiteres hervorstechendes Merkmal der CLL ist der au-

ßerordentlich heterogene Verlauf der Erkrankung mit einerseits fulminanten 

Verläufen, die innerhalb von Monaten zum Tode des Patienten führen, und 

andererseits Patienten, die jahrzehntelang fast symptomfrei mit der Erkran-

kung leben (9). Das frühzeitige Erkennen von Hochrisiko-Patienten ist eine der 

wesentlichen Herausforderungen in der Therapie der CLL und mit hohen Kos-

ten verbunden. Auch die Ätiologie und die molekulare Pathogenese der CLL 

sind größtenteils noch weitgehend ungeklärt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die prognostische Bedeutung und die Regu-

lation des Transkriptionsfaktors LEF1 sowie des extrazellulären Matrixproteins 

Fibromodulin in der CLL untersucht. 

4.1 Überexpression von Fibromodulin in der CLL 

Die Überexpression von Fibromodulin in der CLL konnte bereits in mehreren 

Studien gezeigt werden. In den Arbeiten von Klein et al. und Jelinek et al. wur-

de die Überexpression mit Hilfe von Microarray-Analysen nachgewiesen. Klein 

et al. ermittelten dabei eine 287-fache Überexpression (110) und Jelinek et al. 

eine 2188-fache Überexpression (102) relativ zu gesunden B-Zellen. Die Dis-

krepanz dieser Ergebnisse erklärt sich vermutlich dadurch, dass sich Microar-

ray-Analysen zwar hervorragend als Suchtest eignen, jedoch leider eine ge-

wisse Messungenauigkeit aufweisen. Giannopoulos et al. konnten mit Hilfe der 

konventionellen PCR nur eine qualitative Aussage über die Fibromodulin-

Expression machen. Mit dem von ihnen gewählten PCR-Protokoll konnten sie 

in 63% der CLL-Fälle Fibromodulin-mRNA nachweisen, jedoch in keiner der 

gesunden Kontrollen (71). In der vorliegenden Arbeit wurde die Fibromodulin-

Expression erstmalig mit Hilfe hochspezifischer effizienzkorrigierter TaqMan®-

Sonden-Real-time-PCR in der CLL untersucht und die Überexpression im Ver-

gleich zu gesunden B-Zellen (15,81-fach) konnte bestätigt werden.  
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4.2 Überexpression von LEF1 in der CLL 

Klein et al. und Jelinek et al. konnten ebenfalls die Überexpression von LEF1 

mit Hilfe von Microarray-Analysen nachweisen. Klein et al. ermittelten für LEF1 

eine 80-fache (110) und Jelinek et al. eine 832-fache Überexpression (102) im 

Vergleich zu gesunden B-Zellen. Auch für LEF1 konnte in dieser Arbeit unter 

Verwendung hochspezifischer TaqMan®-Sonden-Real-time-PCR die Überex-

pression von LEF1 in der CLL im Vergleich zu gesunden B-Zellen (39,56-fach) 

bestätigt werden.  

4.3 Korrelation der Wnt-Transkriptionsfaktoren LEF1  und TCF4 mit Fib-

romodulin in primären CLL-Zellen 

4.3.1 Korrelation von LEF1 und Fibromodulin in prim ären CLL-Zellen  

Im LEF1-Median-Split zeigte sich eine über 8-mal höhere Fibromodulin-

Expression in den Patienten mit hoher LEF1-Expression im Vergleich zu de-

nen mit relativ niedriger LEF1-Expression. Bei einem p-Wert von unter 0,001 

kann von einer hochsignifikanten Assoziation zwischen Fibromodulin und 

LEF1-Expression in der CLL ausgegangen werden.  

Des Weiteren zeigten die Korrelationsanalysen nach Kendall und Spearman 

hochsignifikant positive Korrelationskoeffizienten für LEF1 und Fibromodulin. 

Somit kann die Aussage getroffen werden, dass in den untersuchten CLL-

Proben die Fibromodulin-Expression umso höher ist, je höher LEF1 exprimiert 

wird. Dieser Aspekt weist auf einen möglichen funktionellen Zusammenhang 

zwischen LEF1 und Fibromodulin in der CLL hin. Es kann jedoch hieraus nicht 

zwingend geschlossen werden, dass es sich um einen direkten funktionellen 

Zusammenhang handelt. So kann beispielsweise nicht ausgeschlossen wer-

den, dass sowohl LEF1 als auch Fibromodulin in gleichem Maße von einem 

dritten Faktor in ihrer Expression moduliert werden. 
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4.3.2 Korrelation von LEF1, TCF4 und Fibromodulin i n primären CLL-

Zellen 

Es wurde beschrieben, dass LEF1/TCF Transkriptionsfaktoren häufig Zielgene 

von sich selbst beziehungsweise anderen Mitglieder der LEF1/TCF Transkrip-

tionsfaktorfamilie sind (165,98,62). Es wäre also denkbar, dass sowohl LEF1 also 

auch Fibromodulin von einem weiteren LEF1/TCF Transkriptionsfaktor in ihrer 

Expression moduliert werden. Da für den Transkriptionsfaktor TCF4 mehrfach 

gezeigt werden konnte, dass er für die Transkription von Wnt-Zielgenen ver-

antwortlich ist (165,166,34), wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen 

TCF4, LEF1 und Fibromodulin-Expression in der CLL besteht. Es zeigte sich 

eine stark positive Korrelation zwischen LEF1 und TCF4, jedoch keine signifi-

kante Korrelation zwischen TCF4 und Fibromodulin. Falls einer der beiden 

Transkriptionsfaktoren die Transkription von Fibromodulin in den CLL-Zellen 

reguliert, kann also davon ausgegangen werden, dass es mit hoher Wahr-

scheinlichkeit LEF1 und nicht TCF4 ist. 

4.4 Gezielte Überexpression von LEF1 in Hela-Zellen  

Hela-Zellen exprimieren sowohl LEF1 als auch Fibromodulin nur in sehr gerin-

gem Ausmaß im Vergleich zu CLL-Zellen. Um eine mögliche transkriptionelle 

Regulation von Fibromodulin durch LEF1 zu untersuchen, wurde mit Hilfe ei-

nes CMV-Promotor-gesteuerten Plasmides LEF1 in den Hela-Zellen gezielt 

überexprimiert. Anschließend wurde untersucht, ob diese Überexpression 

auch zu einer Steigerung der Fibromodulin-Expression führt. Zur Kontrolle 

wurden auch die Expressionen der bekannten LEF1-Zielgene CCND1 und C-

Myc untersucht. 

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, konnte jedoch trotz erfolgreicher Überexpres-

sion von LEF1 auf mRNA und Proteinebene keine Änderung der Expression 

von Fibromodulin nachgewiesen werden. Da sich auch keine Änderung in der 

Expression der bekannten Zielgene zeigte, muss davon ausgegangen werden, 

dass das transfizierte LEF1 keine Wirkung als Transkriptionsfaktor in den He-

la-Zellen hatte.  
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Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass der His-Tag des transfizierten 

LEF1 dessen Funktion als Transkriptionsfaktor stört. Möglicherweise wird auch 

das LEF1-Protein in den Hela-Zellen wiederum durch die Ladung des His-

Tags oder auch durch eine abnorme Chaperon-Umgebung in den Hela-Zellen 

nicht korrekt gefaltet. Die Funktion von LEF1 in Hela-Zellen könnte auch durch 

Mutationen oder epigenetische Modifikationen verhindert werden. Da β-

Catenin notwendig für die Funktion von LEF1 als Transkriptionsfaktor ist, wäre 

es auch denkbar, dass keine ausreichenden Mengen β-Catenin oder nur nicht 

funktionales β-Catenin in den Hela-Zellen vorliegt. Eine weitere mögliche Ur-

sache für die fehlende Funktion als Transkriptionsfaktor könnte die Expression 

von dominant negativem LEF1 in den Hela-Zellen sein. Außerdem wäre es 

denkbar, dass das LEF1-Protein in den Hela-Zellen posttranslationalen Modifi-

kationen unterliegt oder die Hela-Zellen nach der Transfektion ein eigenes 

verändertes LEF1 produzieren. Diese Vermutung wird gestützt durch die Wes-

tern Blot Analyse der transfizierten Hela-Zellen (siehe Abbildung 8). In den 

transfizierten Hela-Zellen sind zwei Banden mit unterschiedlichem Molekular-

gewicht zu sehen. Da die untransfizierten Hela-Zellen keinerlei Proteinbanden 

aufweisen, ist es unwahrscheinlich, dass es sich um eine unspezifische Bande 

handelt. Somit ist zu vermuten, dass zwei verschiedene LEF1-Varianten nach 

der Transfektion in den Hela-Zellen vorliegen, wovon eventuell eine die Funk-

tion der anderen behindern könnte. 

4.5 Gezielte Hemmung von LEF1 in JVM3- und primären  CLL-Zellen 

Da mit der Transfektion von Hela-Zellen die Regulation von Fibromodulin 

durch LEF1 weder gezeigt noch widerlegt werden konnte, wurde ein anderer 

experimenteller Ansatz gewählt. In diesem Experiment sollte in Zellen, die so-

wohl LEF1 als auch Fibromodulin exprimieren, die LEF1-Expression selektiv 

gehemmt werden. Falls Fibromodulin von LEF1 reguliert wird, sollte nach se-

lektiver Hemmung von LEF1 auch Fibromodulin konsekutiv herabreguliert 

werden. Zur Kontrolle wurden wieder auch die Expressionen der bekannten 

LEF1 Zielgene CCND1 und C-Myc untersucht. 

Es gelang eine siRNA-mediierte Reduktion der LEF1-mRNA auf 54% in JVM3-

Zellen und auf 62% in primären CLL-Zellen. Es zeigte sich jedoch weder eine 
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signifikante Änderung der Expression von Fibromodulin noch eine Expressi-

onsänderung der bekannten Zielgene. Da die Reduktion der LEF1-mRNA kei-

nen Effekt auf die Expression bekannter Zielgene hatte, kann wiederum keine 

fundierte Aussage darüber getroffen werden, ob auch Fibromodulin zu den 

Zielgenen gehört.  

Eine mögliche Erklärung für den fehlenden Effekt der LEF1-Reduktion auf die 

Zielgene könnte sein, dass die Transkription durch andere Mitglieder der 

LEF/TCF-Transkriptionsfaktorfamilie aufrecht erhalten wird. Des Weiteren wä-

re es denkbar, dass deutlich mehr LEF1 in den Zellen vorhanden ist als für 

eine maximale Transkription nötig ist und somit eine Reduktion auf 54% be-

ziehungsweise 62% nicht ausreichend ist, um einen Effekt sichtbar zu ma-

chen. 

4.6 Assoziation von Fibromodulin mit prognostischen  Markern, der Tu-

morlast und dem Krankheitsstadium  

In den 96 untersuchten primären CLL-Proben in der vorliegenden Arbeit fand 

sich eine sehr heterogene Fibromodulin-Expression in den CLL-Proben, wo-

hingegen die Expression der gesunden B-Zellen relativ konstant war. Die He-

terogenität der CLL in Bezug auf Aggressivität und Prognose könnte sich also 

möglicherweise unter anderem auch in der Fibromodulin-Expression manifes-

tieren. Diese Hypothese wird gestützt durch die Assoziation von hoher Fibro-

modulin-Expression mit p53-Mutationen in CLL-Zellen, welche durch Vallat et 

al. gezeigt werden konnte (182).  

Um die prognostische Relevanz der Fibromodulin-Expression zu untersuchen 

wurde zuerst der Zusammenhang zwischen Fibromodulin und bekannten 

prognostischen Markern untersucht. Ein häufig verwendeter prognostischer 

Marker ist ZAP70. ZAP70 gilt als guter Surrogatmarker für unmutierten IGVH-

Status (154), welcher wiederum mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und 

einer schlechten Prognose verbunden ist (39,85). In der Aufteilung der Patien-

tenproben in ZAP70-positive und ZAP70-negative nach Rassenti et al. (154) 

zeigte sich eine im Mittel fast doppelt so hohe Fibromodulin-Expression in den 

ZAP70-positiven Proben im Vergleich zu den ZAP70-negativen. Dieser Unter-
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schied erwies sich im U-Test nach Mann und Whitney als nicht signifikant. Die 

statistische Poweranalyse zeigte jedoch, dass unter den gegebenen Umstän-

den die Stichprobengröße nicht ausreichend war, um mittlere und kleine Un-

terschiede zwischen den beiden Stichproben sicher zu erfassen. Auch in den 

Korrelationsanalysen nach Kendall und Spearman konnte keine signifikante 

Korrelation zwischen dem Prozentsatz ZAP70-positiver Zellen und der Fibro-

modulin-Expression festgestellt werden.  

Ein weiterer prognostischer Marker ist CD38 (139). Wie auch schon im Falle von 

ZAP70 konnte sowohl durch Aufteilung in CD38-positive und CD38-negative 

Patientenproben nach Hamblin et al. (86) als auch durch nonparametrische Kor-

relationsanalysen kein signifikanter Zusammenhang zwischen CD38 und der 

Fibromodulin-Expression festgestellt werden. Zusammenfassend lässt sich 

sagen, dass sich ein Zusammenhang zwischen der Fibromodulin-Expression 

und prognostischen Markern nicht statistisch untermauern ließ.  

Neben den prognostischen Markern wurde auch die Assoziation der Fibromo-

dulin-Expression mit der Höhe des Prozentsatzes von Lymphozyten im Diffe-

rentialblutbild sowie der Schwere der Erkrankung und dem Krankheitsstadium 

untersucht. Wie schon bei den immunphänotypischen Markern zeigte der Pro-

zentsatz von Lymphozyten im Differentialblutbild als Surrogatmarker für die 

Tumorlast keine signifikante Korrelation mit der Fibromodulin-Expression. Es 

konnte ebenfalls keine signifikant höhere Fibromodulin-Expression bei be-

handlungsbedürftigen Patienten im Vergleich zu Patienten im neu diagnosti-

zierten Stadium A nach Binet nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18). 

Wegen nicht ausreichender statistischer Power des Tests können jedoch mitt-

lere und kleine Unterschiede der beiden Gruppen wiederum nicht sicher aus-

geschlossen werden.  

In Übereinstimmung mit dem Vergleich von behandlungsbedürftigen Patienten 

mit Patienten im Stadium A nach Binet konnte auch in der ROC-Kurve zur Be-

handlungsbedürftigkeit kein signifikanter Zusammenhang mit der Fibromodu-

lin-Expression festgestellt werden (siehe Kapitel 3.7 ROC-Kurven zur Diskri-

minierung zwischen behandlungsbedürftigen und nicht behandlungsbedürfti-

gen CLL-Patienten ). 
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4.7 Assoziation von LEF1 mit prognostischen Markern , der Tumorlast 

und dem Krankheitsstadium  

Die LEF1-Expression der untersuchten gesunden B-Zellen verhielt sich mit 

einer Standardabweichung von 1,03 sehr homogen. Die 120 primären CLL-

Zellen wiesen hingegen mit einer Standardabweichung von 51,96 eine noch 

ausgeprägtere Variabilität der LEF1-Expression auf als das bei der Fibromodu-

lin-Expression der Fall war. Dies wirft erneut die Frage auf, ob die Heterogeni-

tät in der LEF1-Expression mit der Variabilität der CLL hinsichtlich Aggressivi-

tät und Prognose in Verbindung steht. Diese Vermutung wird gestützt durch 

mehrere Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Ausprägung der 

LEF1-Expression und schlechter Prognose in anderen leukämisch verlaufen-

den Malignomen nachweisen konnten. Beispielsweise konnten Wang et al. 

zeigen, dass die LEF1-Expression in hochmalignen akuten Leukämien relativ 

zu niedrigmalignen chronischen Leukämien signifikant erhöht ist (189). Des Wei-

teren haben Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie und hoher LEF1-

Expression eine schlechtere Prognose als solche mit relativ niedrigerer LEF1-

Expression (164). Gutierrez et al. fanden außerdem Hinweise, dass die Zellen 

der Monoclonal B-lymphocytosis LEF1 in geringerem Maße überexprimieren 

als die Zellen der manifesten CLL (79). Außerdem konnte in mehreren Studien 

ein Zusammenhang zwischen LEF1-Expression und der Aggressivität sowie 

der Invasivität neoplastischer Erkrankungen gezeigt werden. Beispielsweise 

scheint LEF1 Tumorwachstum und Invasivität in androgenabhängigen Prosta-

takarzinomen zu fördern (114). Auch in Mamakarzinomen könnten Hinweise auf 

einen verstärkenden Effekt von LEF1 auf die Invasivität des Tumors gezeigt 

werden (135). 

4.7.1 Assoziation von LEF1 mit ZAP70 und CD38 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen 

der LEF1-Expression und dem Prozentsatz ZAP70-exprimierender Zellen im 

peripheren Blut gezeigt werden. Außerdem war in der Aufteilung in ZAP70-

positive und ZAP70-negative Patientenproben nach Rassenti et al. (154) die 

LEF1-Expression in den ZAP70-positiven Proben signifikant höher. Dies ist ein 
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starker Hinweis auf eine Assoziation zwischen hoher LEF1-Expression und 

schlechter Prognose sowie unmutiertem IGVH-Status in der CLL. 

Es fand sich hingegen sowohl in der Aufteilung in CD38-positive und CD38-

negative Patientenproben nach Hamblin et al. (86) als auch in den Korrelations-

analysen kein signifikanter Zusammenhang zwischen CD38 und der LEF1-

Expression. Da gezeigt werden konnte, dass CD38 ein IGVH-Mutationsstatus-

unabhängiger prognostischer Faktor ist, wäre als Erklärung denkbar, dass die 

CD38-positive prognostische Subgruppe auch LEF1-unabhängig ist. Des Wei-

teren wäre es möglich, dass die bereits nachgewiesene Variabilität der CD38-

Expression im Verlauf der Erkrankung die Korrelation zwischen CD38 und 

LEF1 reduziert (86). 

4.7.2 Assoziation von LEF1 mit der Tumorlast  

Es fand sich eine hochsignifikant positive Korrelation zwischen dem Prozent-

satz von Lymphozyten im Differentialblutbild und der Höhe der LEF1-

Expression. Dies weist auf einen Zusammenhang zwischen LEF1-Expression 

und der Tumorlast hin und unterstützt die Annahme, dass hohe LEF1-

Expression mit schlechter Prognose und fortgeschrittenem Krankheitsstadium 

assoziiert ist. 

Des Weiteren lassen sich im Punktdiagramm, in dem LEF1-Expression gegen 

den Lymphozyten-Prozentsatz im Differentialblutbild abgetragen wird (siehe 

 Abbildung 21) drei Subgruppen unterscheiden. Besonders interessant ist 

hierbei die dritte Gruppe (rote Punkte). Wenn man in Analogie zu ZAP70 und 

CD38 jeden Patienten mit einer LEF1-RER von über 70 als LEF1-positiv defi-

nieren würde, dann wären in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkol-

lektiv 90% der LEF1-positiven Patienten behandlungsbedürftig. Außerdem hät-

te jeder LEF1-positive Patient mindestens 80% Lymphozyten im Differential-

blutbild und über die Hälfte wäre auch ZAP70-positiv. Dies unterstreicht die 

mögliche prognostische Bedeutung der LEF1-Expression bei CLL-Patienten. 

Allerdings wäre selbstverständlich noch zu prüfen, ob sich die prognostische 
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Bedeutung der LEF1-Expression auch in einer prospektiven klinischen Studie 

mit entsprechend langer Beobachtungsdauer bestätigen lässt. 

4.7.3 Assoziation von LEF1 mit dem Krankheitsstadiu m und der Thera-

piebedürftigkeit von CLL-Patienten 

Die Bedeutung der LEF1-Expression in Bezug auf Prognose und Krankheits-

stadium wird bei dem Vergleich von neu diagnostizierten Patienten im Stadium 

A nach Binet mit behandlungsbedürftigen Patienten deutlich. In der vorliegen-

den Arbeit konnte bei einem p-Wert von unter 0,001 eine etwa viermal höhere 

LEF1-Expression bei den behandlungsbedürftigen Patienten nachgewiesen 

werden. Auch die Aufteilung in „LEF1-positive“ und „LEF1-negative“ Patienten 

(siehe Abbildung 21) deutet daraufhin, dass eine hohe LEF1-Expression ein 

starker Prädiktor für die Behandlungsbedürftigkeit von Patienten mit CLL zu 

sein scheint. Dieser Aspekt wird weiterhin deutlich im Vergleich der ROC-

Kurven zur Behandlungsbedürftigkeit (siehe Abbildung 23). Dort konnte ge-

zeigt werden, dass die LEF1-Expression in erheblich stärkerem Maße mit der 

Behandlungsbedürftigkeit von CLL-Patienten assoziiert ist als ZAP70. CD38 

wies demgegenüber keinen signifikanten Zusammenhang mit der Behand-

lungsbedürftigkeit auf. Die Messung der LEF1-Expression könnte somit mögli-

cherweise als weiterer Parameter zur Feststellung der Behandlungsbedürftig-

keit oder zur Verlaufsbeurteilung von CLL-Erkrankungen im klinischen Bereich 

Anwendung finden. 

4.8 LEF1 als mögliches therapeutisches Ziel  

Die erhebliche Überexpression von LEF1 sowie die Assoziation mit schlechter 

Prognose und fortgeschrittenem Krankheitsstadium in der CLL machen LEF1 

zu einem möglichen therapeutischen Ziel. LEF1 erscheint auch deshalb als 

therapeutisches Ziel vielversprechend, weil mehrfach gezeigt werden konnte, 

dass die unkontrollierte Expression von LEF1 ein funktionell wichtiger Schritt in 

der Entwicklung von malignen Erkrankungen zu sein scheint. So konnte durch 

LEF1 verursachte neoplastische Transformation sowohl in vitro als auch in 

vivo gezeigt werden (3,146). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass LEF1 
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eine bedeutende funktionelle Rolle bei der Invasivität und Aggressivität ver-

schiedener maligner Erkrankungen spielt (114,135,160). Darüber hinaus konnten 

Gandhirajan et al. zeigen, dass die gezielte Hemmung von LEF1 in vitro zu 

einer signifikant erhöhten Apoptoserate bei CLL-Zellen führt. Diese Aspekte 

zusammengenommen stützen die Hypothese, dass LEF1 ein vielversprechen-

des therapeutisches Ziel in der CLL sein könnte. 

Da LEF1 in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor abhängig von β-Catenin 

ist, könnte durch die Hemmung von β-Catenin auch die Funktion von LEF1 

beeinträchtigt werden. Die Hemmung von β-Catenin wurde bereits in mehre-

ren neoplastischen Erkrankungen erfolgreich getestet. So konnte die spezifi-

sche Hemmung von β-Catenin in Kolonkarzinom-Zellen sowohl in vitro als 

auch im Mausmodell die Proliferation der neoplastischen Zellen signifikant re-

duzieren (76,163,186). Auch für Oesophaguskarzinom-Zellen konnte eine Hem-

mung der Proliferation sowie eine erhöhte Apoptoserate nach gezielter Hem-

mung von β-Catenin gezeigt werden (185). Des Weiteren konnte sowohl in einer 

Zelllinie der myeloischen Leukämie als auch der akuten T-Zell-Leukämie mit-

hilfe von dominant negativem β-Catenin eine Proliferationshemmung erreicht 

werden (33). Der Nachweis der Wirksamkeiten einer β-Catenin-Hemmung in 

der CLL steht jedoch noch aus. 

Zwei mögliche Therapeutika zur direkten und gezielten Hemmung von LEF1 

sind die Substanzen PKF115-584 und CGP049090. Diese beiden Substanzen 

können die für die Transkriptionsinduktion notwendige Komplexbildung von 

LEF1 und β-Catenin gezielt verhindern. Außerdem konnte in In-vitro-

Experimenten gezeigt werden, dass PKF115-584 und CGP049090 effektiv 

CLL-Zellen töten, wohingegen gesunde B-Zellen von den Substanzen nicht 

signifikant beeinträchtigt werden. Auch in einem Xenograft-Mausmodell mit der 

CLL-ähnlichen Zelllinie JVM3 führten die beiden Substanzen bei guter Verträg-

lichkeit zu signifikant verringertem Tumorwachstum und verlängertem Überle-

ben (65).  

4.9 Ausblick 
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4.9.1 Regulation der Fibromodulin-Expression in der  CLL 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine hoch signifikante, von TCF4 unabhän-

gige Korrelation der Fibromodulin-Expression mit LEF1 gezeigt werden. Dies 

ist ein Hinweis darauf, dass Fibromodulin von LEF1 reguliert werden könnte. In 

den Transfektionsexperimenten konnte jedoch die transkriptionelle Regulation 

von Fibromodulin durch LEF1 weder gezeigt noch widerlegt werden.  

Um die Regulation funktionell nachzuweisen, wäre es möglicherweise sinnvoll, 

das LEF1-Überexpressionsplasmid in einer anderen Zelllinie zu testen. Außer-

dem wurde in einer Studie von Sasaki et al. deutlich, dass die alleinige Über-

expression von LEF1 nur einen geringen Effekt auf die Expression des Ziel-

gens C-Myc hat und ein deutlicher Effekt erst nach der Ko-Transfektion mit 

einem β-Catenin-Überexpressionsplasmid nachweisbar ist (166). Daher sollte 

auch für die Untersuchung der Fibromodulin-Regulation die Ko-Transfektion 

mit einem β-Catenin-Überexpressionsplasmid erwogen werden. 

Ein weiterer vielversprechender Ansatz wäre die Klonierung der Fibromodulin-

Promotor-Region in ein Reporter-Plasmid und die anschließende Ko-

Transfektion mit einem LEF1-Überexpressionsplasmid. Sollte das Reporter-

Plasmid nach der Ko-Transfektion mit einem LEF1-Überexpressionsplasmid 

erheblich stärker abgelesen werden als bei der alleinigen Transfektion des 

Reporter-Plasmides, wäre die Regulation von Fibromodulin durch LEF1 als 

sehr wahrscheinlich anzusehen. 

Außerdem kann unter Verwendung eines electrophoretic mobility shift assays 

(EMSA) untersucht werden, ob LEF1 an bestimmte Bereiche des Fibromodu-

lin-Promotors bindet. Dazu würde man die Bereiche des Promotors, die für 

eine Bindung in Frage kommen, mittels PCR amplifizieren. Anschließend wür-

den die Amplifikate mit rekombinantem LEF1 und eventuell zusätzlich auch mit 

rekombinantem β-Catenin inkubiert. Sollte dann im EMSA das mit dem Ampli-

fikaten inkubierte LEF1 deutlich langsamer laufen als das reine Protein, kann 

von einer Bindung zwischen Fibromodulin-Promotor und LEF1 ausgegangen 

werden. 
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Um darüber hinaus die Bindung von LEF1 an die Fibromodulin-Promotorregion 

in vivo zu zeigen, wäre es möglich, bei primären CLL-Zellen eine Chromatin-

Immunopräzipitation mit anschließender PCR durchzuführen. Sollte man unter 

Verwendung einer spezifischen RT-PCR nach der Immunopräzipitation mit 

gegen LEF1 gerichteten Antikörpern Teile des Fibromodulin Promotors nach-

weisen können, wäre die Funktion von LEF1 als Transkriptionsfaktor für Fib-

romodulin als wahrscheinlich anzusehen.  

4.9.2 LEF1 als therapeutisches Ziel in der CLL 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass LEF1 in vorgeschritte-

nen Krankheitsstadien mit schlechter Prognose im Mittel etwa viermal höher 

exprimiert wird als in neu diagnostizierten Patienten mit guter Prognose. Daher 

ist zu vermuten, dass eine gegen LEF1 gerichtete Therapie in vorgeschritte-

nen Krankheitsstadien beziehungsweise bei Patienten mit schlechter Progno-

se möglicherweise eine besonders ausgeprägte Wirkung hat. Eine solche The-

rapie, zum Beispiel mit den Substanzen PKF115-584 und CGP049090, könnte 

also in Studien mit Patienten in fortgeschritten Krankheitsstadien in Kombinati-

on mit etablierten Therapieschemata getestet werden. 

Da darüber hinaus mehrfach gezeigt werden konnte, dass deregulierte LEF1-

Expression eine onkogene Wirkung hat (3,146) und den Malignitätsgrad neoplas-

tischer Erkrankungen steigert (114,135,160), ist es außerdem denkbar, dass durch 

gezielte Hemmung von LEF1 bereits in frühen Stadien ein Fortschreiten der 

Erkrankung verhindert und ein milderer Verlauf erreicht werden kann. Daher 

erscheinen auch klinische Studien mit gegen LEF1 gerichteten Therapeutika 

bei neu diagnostizierten Patienten mit dem Ziel einer Verhinderung der Krank-

heitsprogression interessant. 

4.9.3 LEF1 als prognostischer Marker 

Um Patienten mit schlechter Prognose bereits bei Diagnosestellung identifizie-

ren zu können und somit in der Lage zu sein, möglichst frühzeitig eine ent-

sprechende Therapie einzuleiten, bedarf es prognostischer Marker. Diese 
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Marker sollten also im Idealfall auch bereits bei Diagnosestellung positiv sein 

und nicht erst mit dem Fortschreiten der Erkrankung positiv werden. Für den 

prognostischen Marker CD38 ist bereits seit längerem bekannt, dass dessen 

Ausprägung im Verlauf der Erkrankung variieren kann (86). Eine neue Studie 

konnte auch für den prognostischen Marker ZAP70 eine deutliche Verände-

rung der Ausprägung bei einem Drittel der Patienten zeigen (187). Diese Varia-

bilität der Marker schränkt deren prognostische Aussagekraft ein. Da das di-

rekte Ermitteln des IGVH-Mutationsstatus oder der 17p-Deletion sehr aufwän-

dig ist, besteht Bedarf an zuverlässigen und einfach zu bestimmenden prog-

nostischen Markern. 

Bislang ist noch unklar, ob die LEF1-Expression im Laufe der Erkrankung vari-

iert und ob Patienten mit schlechter Prognose sich aufgrund ihrer LEF1-

Expression bereits frühzeitig identifizieren lassen. Zur weiteren Validierung der 

in dieser Arbeit festgestellten Assoziation zwischen hoher LEF1-Expression 

und schlechter Prognose ist eine klinische Studie mit langer Dauer bei neu 

diagnostizierten Patienten notwendig. Mit Hilfe einer solchen Studie ließe sich 

feststellen, ob Patienten, die einen aggressiven Krankheitsverlauf entwickeln, 

bereits initial bei der Erstdiagnose eine hohe LEF1-Expression aufweisen. 

Wenn dies der Fall wäre, könnte die LEF1-Expression zur Vorhersage des 

Krankheitsverlaufs herangezogen werden. 

Des Weiteren wäre es wünschenswert, die direkte Assoziation zwischen 

LEF1-Expression und dem IGVH-Status zu untersuchen. Der unmutierte 

IGVH-Status ist eine Eigenschaft früher B-Zell-Stadien vor der somatischen 

Hypermutation im Keimzentrum. Da LEF1 physiologischerweise in frühen Sta-

dien der B-Zellentwicklung hochreguliert ist (159,79), liegt der Verdacht nahe, 

dass IGVH-unmutierte CLL-Klone sich möglicherweise durch eine höhere 

LEF1-Expression im Vergleich zu mutierten Klonen auszeichnen. Zusammen-

genommen mit den Ergebnissen der vorliegen Arbeit wäre somit durchaus 

denkbar, dass LEF1 ein vergleichbar guter oder möglicherweise sogar besse-

rer Surrogatmarker für den IGVH-Mutationsstatus ist als ZAP70. 
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4.9.4 Fibromodulin als prognostischer Marker 

Für Fibromodulin konnte in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Assozia-

tion mit prognostischen Markern oder der Tumorlast nachwiesen werden.  

Da p53-Mutationen nur bei einem sehr geringen Prozentsatz der Patienten 

vorliegen, kommen diese bei einer Stichprobe von 96 Patienten wahrscheinlich 

nicht signifikant zum Tragen. Somit stehen die hier ermittelten Ergebnisse 

nicht im Widerspruch zu der von Vallat et al. veröffentlichten Studie (182). Es 

wäre daher sehr interessant, die von Vallat et al. festgestellte Assoziation zwi-

schen der Fibromodulin-Expression und p53-Mutationen sowie Therapieresis-

tenz weiter zu untersuchen. Darüber hinaus wäre es interessant, auch das 

Screening nach 17p-Deletionen in die Studie mit einzubeziehen. Vallat et al. 

ermittelten in ihrer Studie lediglich den p53-Mutationsstatus. Da aber das p53-

Gen auf 17p lokalisiert ist und in über 80% der Patienten mit monoallelischem 

Verlust von p53 das verbleibende Allel mutiert ist (194), liegt eine Verbindung 

zwischen Fibromodulin-Expression und 17p-Deletionen nahe. Es wäre also 

wünschenswert zu untersuchen, ob sich die Patienten mit p53-Mutation bezie-

hungsweise 17p-Deletion durch die Höhe ihrer Fibromodulin-Expression zu-

verlässig von den anderen Patienten unterscheiden lassen.  

Es wurde außerdem beschrieben, dass Fibromodulin in den p53-mutierten 

CLL-Klonen durch DNA-Schädigung induziert wird, während die Expression in 

unmutierten Klonen konstant bleibt (182). Auch dieser Aspekt könnte zur Hilfe 

genommen werden, um Patienten mit p53-Mutation beziehungsweise 17p-

Deletion zu identifizieren. Man könnte beispielsweise die Expression von Fib-

romodulin vor und nach DNA-Schädigung der CLL-Zellen in vitro messen und 

untersuchen, ob sich anhand des Quotienten (Expression nach DNA-

Schädigung / Expression vor DNA-Schädigung) die p53-mutierten bezie-

hungsweise 17p-deletierten Fälle zuverlässig von den anderen CLL-Klonen 

unterscheiden lassen.  

So könnte durch ein Screening der Fibromodulin-Expression möglicherweise 

die kleine aber klinisch hochrelevante Gruppe von Patienten mit p53-Mutation 
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und 17p-Deletion mit geringem finanziellen Aufwand frühzeitig identifiziert und 

entsprechend behandelt werden. 
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5 Zusammenfassung 

In früheren Studien konnte mit Hilfe von Microarray-Analysen gezeigt werden, 

dass der Wnt-Transkriptionsfaktor LEF1 in der CLL erheblich höher exprimiert 

ist als in gesunden B-Zellen. Er spielt darüber hinaus eine wichtige Rolle für 

Pathogenese und Aggressivität vieler neoplastischer Erkrankungen. 

Auch das extrazelluläre Matrixprotein Fibromodulin ist in erheblichem Maße in 

der CLL überexprimiert. Außerdem zeigt Fibromodulin eine Assoziation mit der 

p53-Mutation in der CLL, welche wiederum mit schlechter Prognose und The-

rapieresistenz assoziiert ist. Des Weiteren enthält der Fibromodulin-Promotor 

eine mögliche Bindungsstelle für Wnt-Transkriptionsfaktoren. Dies weist auf 

einen möglichen Zusammenhang zwischen der Überexpression von Fibromo-

dulin und dem Wnt-Transkriptionsfaktor LEF1 hin. 

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels effizienzkorrigierter quantitativer Re-

al-time-PCR die Überexpression von LEF1 und Fibromodulin in der CLL bestä-

tigt werden. Außerdem konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen 

der LEF1- und der Fibromodulin-Expression in primären CLL-Zellen nachge-

wiesen werden. Der funktionelle Nachweis der Regulation von Fibromodulin 

durch LEF1 konnte in Transfektionsexperimenten jedoch weder gezeigt noch 

eindeutig widerlegt werden.  

Darüber hinaus konnte eine erhebliche Assoziation von hoher LEF1-

Expression und schlechter Prognose sowie fortgeschrittenem Krankheitsstadi-

um bei CLL-Patienten gezeigt werden. Die Höhe der LEF1-Expression war mit 

dem prognostischen Marker ZAP70 und dem Prozentsatz an Lymphozyten im 

Differentialblutbild hochsignifikant positiv korreliert. Dabei war die LEF1-

Expression gemäß Aufteilung nach Rassenti et al. in ZAP70-positiven Patien-

ten signifikant höher als in ZAP70-negativen Patienten. Darüber hinaus war 

die LEF1-Expression bei behandlungsbedürftigen Patienten bei einem p-Wert 

von unter 0,001 im Mittel etwa vier Mal höher ausgeprägt als bei neu diagnos-

tizierten Patienten im Stadium A nach Binet. Anhand von ROC-Kurven konnte 

des Weiteren gezeigt werden, dass die LEF1-Expression stärker mit der Be-

handlungsbedürftigkeit von Patienten assoziiert ist als die gängigen prognosti-

schen Marker ZAP70 und CD38. Die Messung der LEF1-Expression könnte 

somit möglicherweise zukünftig zur Risikoabschätzung und/oder Überwachung 

der Krankheitsaktivität bei Patienten mit CLL eingesetzt werden. 
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