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1. Einleitung  
 

1.1 Die akute myeloische Leukämie 
 

Leukämie ist eine Erkrankung des blutbildenden Systems, bei der es zu einer 

ungehemmten, monoklonalen Proliferation von unreifen Vorläuferzellen der 

Leukozyten kommt. Unbehandelt entwickelt sich eine Verdrängung und 

Insuffizienz der anderen Zellreihen des Knochenmarks. Es kann dabei zu einer 

Ausschwemmung der neoplastischen Zellen in das Blut kommen, wovon sich 

der Begriff Leukämie ursprünglich ableitet. Eine erste, grobe Unterscheidung 

wird zwischen der Herkunft der Zellen und dem klinischen Verlauf getroffen. 

Während lymphatische Leukämien von Vorläuferzellen der Lymphozyten 

ausgehen, entarten bei myeloischen Leukämien die Vorläufer der 

Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten. Der natürliche Verlauf 

erlaubt eine zweite Unterteilung in akute und chronische Leukämien. Die 

akute Form kann durch die rapide Entwicklung einer hämatopoetischen 

Insuffizienz unbehandelt innerhalb weniger Wochen zum Tod führen.  

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der akuten myeloischen Leukämie 

(AML). Die AML ist eine klonale, genetisch heterogene Erkrankung einer 

frühen myeloischen Vorläuferzelle und ist mit einer Inzidenz in Deutschland 

von 2,5/100.000 Einwohner/Jahr die häufigste akute Leukämieform im 

Erwachsenenalter; das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 65 Jahren 

(Herold 2010; Harrison u. Fauci 2009). 

Bis zu Beginn der 90er Jahre wurde die AML nach rein morphologischen 

Kriterien mittels FAB-Klassifikation (French-American-British-Group) in 

mehrere Subtypen eingeteilt.  
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Basierend auf den Forschungsergebnissen der letzten Jahre, wurde diese 

Klassifikation weiterentwickelt und das Vorhandensein genetischer 

Aberrationen, sowie spezifischer Zelloberflächenmarker berücksichtigt.  

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass circa 55% der AML-

Erkrankungen mit Chromosomenaberrationen einhergehen. Diese 

Veränderungen können als wichtigster prognostischer Faktor für eine 

komplette Remission (CR), rezidiv-freies Überleben (RFS) und das 

Gesamtüberleben (OS) gesehen werden (Döhner et Döhner 2008; Bullinger et 

al. 2010; Döhner u. Gaidzik 2011). Anhand des Karyotyps werden die Patienten 

in eine der drei Risikogruppen (günstige, intermediäre und ungünstige 

Risikogruppe) eingeteilt (Döhner et al. 2010; Lin u. Smith 2011; Byrd et al. 

2002). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Einleitung 

 

3 
 

Tabelle 1 | Risikostratifizierung anhand des Karyotyps in Bezug auf das Gesamtüberleben 

modifiziert nach Byrd et al CALGB-Studiengruppe 2002 (del: Deletion, t: Translokation, abn: 

Abnormalität, inv: Inversion, p: kurzer bzw. p-Arm eines Chromosoms, q: langer bzw. q-Arm eines 

Chromosoms, Y: Y-Chromosom) 

Risikogruppe Karyotyp 

günstig inv(16) oder t(16;16) 

t(8;21) 

del(9q) 

intermediär Normaler Karyotyp 

t(9;11) 

-Y 

del(5q)del(7q) 

+11 

del(11q) 

abn(12p) 

+13 

del(20q) 

+21 

ungünstig Komplexer Karyotyp 

≥ 3 Abnormalitäten 

t(6;11) 

-7 

+8 [alleinig oder mit einer weiteren Abnormalität außer (8;21), t(9;11)   

     und inv(16) oder t(16;16)] 

t(11;19)(q23;p13.1) 

inv 3 oder t(3;3) 

t(6;9) 
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Aufgrund der zunehmenden prognostischen Relevanz molekulargenetischer 

Aberrationen, wurden in der letzten Auflage der WHO-Klassifikation 

(Weltgesundheitsorganisation) im August 2008 erstmals auch die 

molekularen Marker NPM1 (Nucleophosmin 1) und CEBPA (CCAAT/ enhancer 

binding protein alpha Gen) als sogenannte „provisorische Entitäten“ mit 

aufgenommen. 

 

Tabelle 2 | Akute myeloische Leukämie (AML) und ähnliche Vorläuferneoplasien, sowie akute 

Leukämien unklarer Herkunft (Weltgesundheitsorganisation 2008) modifiziert nach Döhner et al. 

2010 (ABL1: ABL proto-oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase, APL: Akute Promyelozyten 

Leukämie, AML: akute myeloische Leukämie, BCR: breakpoint cluster region, CBFB: core binding 

factor beta, DEK: DEK proto-oncogene, EVI1: ecotropic viral integration site 1, inv: Inversion, 

MKL1: megakaryoblastic leukemia (translocation) 1, MLL: lysine methyltransferase 2A, MLLT3: 

MLLT3 super elongation complex subunit, MYH11: myosin heavy chain 11, NOS: not otherwise 

specified, NUP214: nucleoporin 214, p: kurzer bzw. p-Arm eines Chromosoms, PML: 

promyelocytic leukemia, q: langer bzw. q-Arm eines Chromosoms, RARA: retinoic acid receptor 

alpha, RBM15: RNA binding motif protein 15, RPN1: proteasome regulatory particle base subunit 

RPN1, RUNX1: runt related transcription factor 1, RUNX1T: RUNX1 translocation partner 1, t: 

Translokation, Bindestrich zwischen Gennamen: Fusionsgen) 

Akute myeloische Leukämie mit rekurrenten genetischen Anomalitäten 

  AML mit t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 

  AML mit inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

  APL mit t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 

  AML mit t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 

  AML mit t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 

  AML mit inv(3)(q21q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 

  AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1 

Akute myeloische Leukämie mit Myelodysplasie bezogenen Veränderungen 

Therapiebezogene myeoloide Neoplasien 

AML nicht weiter spezifiziert 

  AML mit minimaler Differenzierung  

       Fortsetzung Tabelle 2 auf Seite 5 
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       Fortsetzung Tabelle 2  

  AML ohne Reifung 

  AML mit Reifung 

  Akute myelomonozytische Leukämie 

  Akute monoblastische/monozytische Leukämie 

  Akute erythroide Leukämie 

    rein erythroide Leukämie 

    Erythroleukämie, erythroid/myeloid 

  Akute megakaryoblastische Leukämie  

  Akute basophile Leukämie 

  Akute Panmyelose mit Myelofibrose  

Myeloides Sarkom 

Myeolide Proliferationen mit Bezug zum Down Syndrom (Trisomie 21) 

  Transient abnormale Myelopoese 

  Myeloische Leukämie assoziiert mit Down-Syndrom 

Blastisch plasmozytär-dendritische Zellneoplasie 

AML mit unklarer Herkunft 

  Akute undifferenzierte Leukämie 

  Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABl1 

  Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und  t(v;11q23); MLL  

  Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, B/myeloid, NOS 

  Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, T/myeloid, NOS 

 

Daten aus Mausmodellen zeigen, dass eine einzelne Mutation nicht 

ausreichend ist, um eine AML auszulösen. Unterstützt werden diese 

Ergebnisse durch die humane AML, bei der in einer überwiegenden Zahl der 

Fälle mehr als eine genetische Veränderung gefunden wird. Bei der 

Entstehung einer AML scheinen zudem Mutationen unterschiedlicher Klassen 

zu kooperieren (Döhner u. Döhner 2008; Cancer Genome Atlas Research 

Network 2013). 

Zum einen sind dies Mutationen, welche die Signaltransduktion aktivieren, 

was zu einer gesteigerten Proliferation und Überlebenszeit hämato-
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poetischer Vorläuferzellen führt. Zu diesen zählen Veränderungen im RAS 

Signalweg wie beispielsweise Mutationen im FLT3-Gen (fms-related tyrosine 

kinase). Zum anderen handelt es sich um Mutationen, die 

Transkriptionsfaktoren beeinflussen; hieraus resultiert eine verminderte 

Differenzierung der Progenitorzellen. Beispiele hierfür sind Mutationen im 

NPM1-Gen und CEBPA. Zusätzlich wurden im Rahmen der 

Genomsequenzierung und mit Hilfe neuer Technologien, wie beispielsweise 

dem next generation sequencing (NGS) von Leukämiepatienten, Mutationen 

in Genen gefunden, die nicht in das oben beschriebene Zwei-Klassen-Modell 

passen, da sie z. B. Einfluss auf die DNA-Methylierung haben.  

Durch aberrante Methylierung können Gene aktiviert oder stillgelegt werden. 

Genbeispiele hierfür sind isocitrate dehydrogenase 1 und 2 (IDH1/2), tet 

oncogene family member 2 (TET2) und DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 

alpha (DNMT3A) (Döhner u. Gaidzik 2011). Darüber hinaus wurden 

Mutationen entdeckt, welche die sogenannte „Splicing machinery“ 

beeinflussen (splicing factor 3 subunit 1 SF3B1) und somit Modifikationen an 

der RNA bewirken können (Malcovati et al. 2011). In einer Arbeit des Cancer 

Genome Atlas Research Networks wurde mit Hilfe von verschiedenen NGS-

Techniken (whole-genome sequencing, n = 50; whole-exome sequencing, n = 

150) an insgesamt 200 AML-Proben umfangreiche Analysen (inklusive RNA 

und microRNA Sequenzierung, sowie DNA-Methylierungsuntersuchungen) 

vorgenommen. Interessanterweise waren die AML Genome weniger häufig 

mutiert als andere Tumorarten, mit einer durchschnittlichen 

Mutationsinzidenz von 13 Mutationen/Genom. Von diesen waren 5 Gene in 

der AML rekurrent mutiert. Insgesamt waren 23 Gene signifikant mutiert und 

weitere 237 Gene in zwei oder mehr Proben verändert. Die gefundenen 

Mutationen konnten in 9 Kategorien klassifiziert werden (siehe hierzu 

Abbildung 1) (Naoe u. Kiyoi 2013; Cancer Genome Atlas Research Network 
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2013). 

 

1.2 Die Bedeutung von molekulargenetischen Veränderungen in der CN-
AML 
 

Patienten mit normalem Karyotyp (CN-AML; ca. 40-50% der Patienten) 

werden der intermediären Risikogruppe zugeordnet, obwohl diese 

Patientengruppe hinsichtlich ihrer Prognose sehr heterogen ist. Entsprechend 

ist es notwendig, diese Gruppe anhand weiterer prognostischer Faktoren zu 

unterteilen. Mit Hilfe neuer molekulargenetischer Techniken konnten eine 

Reihe molekularer Marker bei der CN-AML identifiziert werden, die nicht nur 

pathogenetisch relevant sind, sondern auch eine prognostische Bedeutung 

aufweisen (Schlenk et al. 2008; Schlenk u. Döhner 2008; Marcucci et al. 2011; 

Döhner u. Gaidzik 2011). 

Zu diesen Markern zählen Mutationen in den Genen NPM1, FLT3, CEBPA, 

Myeloid-lymphoid oder mixed lineage leukemia-Gen (MLL), Neuroblastoma 

RAS viral oncogene homolog-Gen (NRAS), Wilms Tumor 1-Gen (WT1), Runt-

related transcription factor 1-Gen (RUNX1), Isocitratdehydrogenase 1 und 2 

(IDH1/2), tet oncogene family member 2 (TET2) und DNA (cytosine-5)- 

methyltransferase 3 alpha (DNMT3A) (Bullinger et al. 2010; Döhner u. Gaidzik 

2011). 

 

1.3 Klinisch etablierte Marker und ihre prognostische Bedeutung 
 

Bei Patienten mit CN-AML werden mit 45-64% am häufigsten NPM1 

Mutationen gefunden. Es wurde dabei eine Assoziation mit Mutationen in 

FLT3, IDH1/2 und DNMT3A festgestellt (Döhner u. Gaidzik 2011). 

Annähernd 40% der Patienten mit NPM1-Mutationen tragen gleichzeitig eine 

FLT3-ITD (Internal tandem duplication) (Döhner et al. 2010). Eine zweite 
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Mutation, die in der Tyrosinkinasedomäne vorkommt (FLT3-TKD), kann bei 11-

14% der Patienten mit einer CN-AML nachgewiesen werden (Bullinger et al. 

2010). Der Genotyp NPM1mut/FLT3-ITDpos (NPM1 Mutation und gleichzeitiges 

Vorhandensein einer FLT3-ITD) ist mit einem signifikant kürzeren RFS und 

einem kürzeren OS verbunden.  

Im Gegensatz dazu zeigt der Genotyp NPM1mut/FLT3-ITDneg einen positiven 

Einfluss auf die Endpunkte CR, RFS und OS (Döhner u. Gaidzik 2011; Döhner et 

al. 2010; Schlenk et al. 2008).  

FLT3-TKD Mutationen sind in ihrem Prognosewert noch unklar (Döhner u. 

Döhner 2008; Döhner et al. 2010; Schlenk et al. 2008). 

CEBPA-Mutationen finden sich bei 10-18% der CN-AML Fälle. Dabei handelt es 

sich vorwiegend um Nonsense-Mutationen (Döhner u. Döhner 2008). Es wird 

zwischen den CEBPA single mutations (CEBPAsm) und den CEBPA double 

mutations (CEBPAdm) unterschieden. Mehrere Studien konnten zeigen, dass 

CEBPAdm mit einer günstigen Prognose assoziiert sind, die ähnlich wie der 

Genotyp NPM1mut/FLT3-ITDneg zu bewerten ist. Die Prognose der Patienten 

mit CEBPAsm hängt von dem Vorhandensein konkurrierender Mutationen ab; 

beispielsweise sind diese signifikant höher assoziiert mit NPM1 und FLT3-ITD 

Mutationen (Döhner u. Gaidzik 2011; Taskesen et al. 2011). 

In der aktuellen klinischen Anwendung sind die bisher genannten 

molekulargenetischen Veränderungen bereits von besonderer Bedeutung. 

Während Patienten mit NPM1mut/FLT3-ITDneg oder CEPBAdm-Mutationen von 

einer Standardtherapie profitieren, ist in Fällen mit NPM1mut/FLT3-ITDpos ein 

aggressiveres Vorgehen angezeigt. Diese Therapien umfassen neben 

experimentellen Ansätzen auch die allogene Stammzelltransplantation (Lin u. 

Smith 2011; Schlenk et al. 2008). Die Transplantation ist mit einer Mortalität 

von 15-25% assoziiert, weshalb vor allem Patienten mit ungünstiger Prognose 

einer derartigen Therapie zugeführt werden (Schlenk et al. 2008). 
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1.4 Marker mit geringer klinischer Relevanz 
 

Partielle Tandemduplikation im MLL-Gen (MLL-PTD) können bei 5-11% der 

CN-AML Patienten gefunden werden. Sie zeigen eine Assoziation mit kurzem 

RFS und kürzerem OS (Döhner et al. 2010; Lin u. Smith 2011; Schlenk et al. 

2008). 

Mutationen im NRAS-Gen werden in 9-14% der Fälle bei jüngeren CN-AML 

Patienten gefunden und führen zu einer dauerhaften RAS Aktivierung. Bislang 

konnte jedoch in keiner Studie ein Einfluss auf die Prognose beobachtet 

werden (Döhner u. Döhner 2008). 

WT1-Mutationen sind in 10% der Patienten mit CN-AML zu finden. Die 

Mutation ist mit Versagen auf die Induktionstherapie assoziiert. Die 

prognostische Relevanz von WT1 Mutationen stellt sich bislang 

widersprüchlich dar. Gaidzik et al. konnten keinen Einfluss von WT1 als 

alleinigen Marker feststellen, während der Genotyp WT1mut/FLT3-ITDpos eine 

Assoziation mit schlechterem Überleben zeigte. Die Studien von Virappane 

und Paschka hingegen stufen WT1mut als unabhängigen prognostischen Faktor 

mit negativem Einfluss auf das Überleben ein (Döhner u. Döhner 2008; Döhner 

et al. 2010; Gaidzik et al. 2009; Virappane et al. 2008; Paschka et al. 2008). 

Wie bereits weiter oben erwähnt, wurden mittels NGS Mutationen in den 

Genen IDH1 und 2, DNMT3A und TET2 entdeckt, welche alle als epigenetische 

Modifikatoren bezeichnet werden können. IDH1-Mutationen treten häufig 

gemeinsam mit anderen Mutationen auf und sind bei NPM1mut/FLT3neg 

Patienten mit einer negativen Prognose assoziiert. IDH2-Mutationen zeigen 

zseltener Assoziationen mit NPM1mut oder FLT3pos und werden mit einer 

geringeren CR und einem schlechteren OS in Verbindung gebracht (Döhner u. 

Gaidzik 2011). 

DNMT3A-Mutationen zeigen Assoziationen mit NPM1, FLT3 und IDH-

Mutationen. Studien weisen darauf hin, dass DNMT3A-Mutationen mit einem 
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schlechteren OS vergesellschaftet sind (Döhner u. Gaidzik 2011). Daten an 

1700 jüngeren AML Patienten konnten diesen negativen Einfluss auf die 

Prognose jedoch nur in der durch das European Leukemia Net (ELN) 

definierten ungünstigen Gruppe der CN-AML Patienten nachweisen. (Gaidzik 

et al. 2013). 

TET2 ist in die DNA-Demethylierung involviert. Die Studienergebnisse zur 

prognostischen Relevanz von TET2-Mutationen zeigen unterschiedliche Daten 

hinsichtlich der Prognose, sodass deren Einfluss in weiteren Subgruppen 

untersucht werden sollte (Döhner u. Gaidzik 2011; Gaidzik et al. 2012). 

 

Abbildung 1 | Neun Kategorien von mutierten Genen und ihre Häufigkeit identifiziert bei 200 

AML Patienten (nach Cancer Genome Atlas Research Network 2013). Cohesine 13%, Spliceosom 

14%, Tumorsuppressoren 16%, Transkriptionsfaktorfusionen 18%, Myeloide 

Transkriptionsfaktoren 22%, Nucleophosmin-1 27%, Chromatinmodifizierung 30%, DNA-

Methylierung 44%, Aktivierte Signalgene 59%  
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1.5 Die Suche nach neuen Kandidatengenen 
 

Ziel der aktuellen Forschung ist es, mit Hilfe zyto- und molekulargenetischer 

Untersuchungen die AML besser zu charakterisieren, mehr Einblicke in die 

Pathomechanismen der AML zu erhalten und eine möglichst genaue 

prognostische Abschätzung zu erreichen, um so den Patienten eine 

individuelle, risikoadaptierte Therapie mit maximalem Benefit zu 

ermöglichen. Allerdings liegen trotz der rasanten molekulargenetischen 

Entwicklungen bei einem Teil der Patienten keine genetischen Veränderungen 

vor, sodass die zugrundeliegenden Pathomechanismen in diesen Fällen 

bislang noch unklar sind. Darüber hinaus herrscht weiterhin große Unklarheit, 

in wie weit bestimmte genetische Alterationen miteinander interagieren und 

so zur Entwicklung des leukämischen Phänotyps beitragen. Neben den 

molekulargenetischen und den oben behandelten mikroskopisch sichtbaren 

chromosomalen Veränderungen, konnte durch die Anwendung und 

Weiterentwicklung neuer Techniken das Genom auf kleinste 

Chromosomenaberrationen, wie uniparentale Disomien (UPD) und „copy 

number alterations“ (CNA), untersucht werden. UPDs entstehen durch 

chromosomale Fehltrennung oder homologe Rekombination während der 

Mitose. Hierdurch kommt es zur einseitigen Duplikation des maternalen oder 

paternalen Chromosoms, wodurch die Heterozygotie verloren geht. Ihre Rolle 

in der Leukämieentwicklung liegt in der Entstehung von homozygoten 

Genmutationen oder der Duplikation genomisch geprägter Segmente 

(Bullinger et al. 2010). CNAs entsprechen häufig Deletionen und führen so zu 

einer partiellen Monosomie und ebenfalls zum Verlust der Heterozygotie 

(Bullinger et al. 2010). Die verwendeten Techniken zur Erfassung dieser 

Aberrationen umfassen single-nucleotid-polymorphism (SNP) Analysen, 

vergleichende genomische Hybridisierung (CGH) oder die Sequenzierung des 

kompletten Genoms (Bullinger et al. 2010; Döhner et al. 2010; Rucker et al. 
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2006). 

Bullinger et al konnten bereits 2008 mit Hilfe von SNP-Arrays bei 3 von 157 

Patienten mit CN-AML eine neue rekurrente CNA in Form einer Mikrodeletion 

auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 in 3p14.1-p13 beschreiben (minimally 

altered region, MAR). Mittlerweile konnte diese MAR bei weiteren Patienten 

gefunden werden.  

Die MAR hat eine Größe von ca. 2.01 Mb und enthält acht Gene sowie eine 

microRNA (miRNA 1284). Die acht proteinkodierenden Gene sind FOXP1 

(Forkheadbox P1), GPR27 (G-protein coupled receptor 27), PROK2 (Prokinectin 

2), EIF4E3 (Eucaryotic translation initiation factor 4E family member 3), RYBP 

(Ring 1 and YY1 binding protein), SHQ1 (H/ACA ribonucleoprotein assembly 

factor), GLT8D4 (Glucosidase Xylosyltransferase 2) und PPP4R2 

(Proteinphosphatase 4, regulatory subunit 2). 

Das Forkhead box P1 (FOXP1) ist ein Transkriptionsfaktor, der die Entwicklung 

von Motorneuronen sowie die Entwicklung des Thymus in Kooperation mit 

verschiedenen HOX Genen (homeobox) reguliert. Er zeigt eine deregulierte 

Expression in verschiedenen Tumorentitäten und ist in verschiedene 

Translokationen involviert. Beispiele sind die verminderte Expression in 

Brusttumoren oder die wiederkehrende t(3; 9)(p13; p13) bzw. PAX5-FOXP1 

Translokation (paired box gene 5) in der B-Zell-ALL (akute lymphatische 

Leukämie) (Taylor et al. 2010; Put et al. 2011). Entsprechend wird für FOXP1 

eine bedeutende Rolle in der Onkogenese bzw. Leukämogenese diskutiert.  

G-Protein coupled receptor 27 [GPR27, Synonym: SREB 1 (super conserved 

receptor expressed in brain 1)] gehört zur Familie der G-Protein gekoppelten 

Rezeptoren mit 7 Transmembrandomänen. GPR27 ist evolutionär 

hochkonserviert und im zentralen Nervensystem exprimiert. Extrazelluläre 

Stimuli führen über GTP-oder G-Proteine zu einer intrazellulären 

Signalkaskade (Matsumoto et al. 2000).  
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Prokinectin 2 (PROK2) wird im Nucleus suprachiasmaticus exprimiert und ist 

ein Teil der zirkadianen Uhr. Daneben dient das Produkt als Chemokin für 

neuronale Vorläufer im Bulbus olfactorius und ist mit dem Kallmann-Syndrom 

assoziiert (Dode u. Rondard 2013; Ng et al. 2005).  

Eucaryotic translation initation factor 4E family member 3 (EIF4E3) gehört zur 

Familie der Translationsinitiierungsfaktoren EIF4E, die mit der RNA-Cap-

Struktur interagieren und mRNA in das Ribosom rekrutieren (Green et al. 

2012).  

RING1 and YY1 binding protein (RYBP) ist ein Mitglied der Polycomb Gruppe 

(PcG) und interagiert mit MDM2 (MDM2 oncogene) durch Abnahme der 

MDM2-vermittelten p53-Ubiquitinierung. Hierdurch kommt es zu einer 

Stabilisierung von p53 und zu einem Anstieg der p53 Aktivität. RYBP induziert 

den Zellzyklusarrest und ist an der Antwort von p53 auf DNA Schäden beteiligt. 

Die Expression von RYBP ist in humanen Krebsgeweben herabgesetzt (Chen et 

al. 2009). 

SHQ1 homolog (S. cereviside) (SHQ1) hat Funktionen in der Verarbeitung 

ribosomaler RNA, snRNA-Modifikation und Telomerasestabilisierung (Walbott 

et al. 2011).  

Glucosidase Xylosyl-transferase 2 (GLT8D4 oder GXYLT2) ist eine Transferase, 

welche Xylose an O-Glucose-modifizierte Reste des EGF (Epidermal Growth 

Factor) -Rezeptors in Proteinen wie NOTCH1 anfügt (Sethi et al. 2012).  

Für die microRNA1284 (MIR1284) sind nach aktuellem Wissensstand keine 

weiteren Daten verfügbar. 

Proteinphosphatase 4, regulatory subunit 2 (PPP4R2) ist die regulatorische 

Untereinheit der Serin-Threonin Proteinphosphatase 4. Für eine hohe 

PPP4R2-Expression konnte eine Resistenz gegenüber dem Zytostatikum 

Cisplatin in Hefen gezeigt werden, und es kann möglicherweise auch Resistenz 

in höheren Eukaryoten vermitteln (Martin-Granados et al. 2008). PPP4R2 
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bewirkt bei DNA-Schäden die Assoziation zwischen der Replikationsprotein-

Untereinheit (RPA) und der PPP4C-Untereinheit, und man geht davon aus, 

dass die PP4-vermittelte Dephosphorylierung von RPA2 für eine effiziente 

Reaktion auf DNA-Schäden notwendig ist (Lee et al. 2010). 

 

Neben den Ergebnissen bei CN-AML Patienten konnten Deletionen des kurzen 

Arms von Chromosom 3 in verschiedenen soliden Tumoren gefunden werden, 

wie zum Beispiel die Deletion 3p25, die das von-Hippel-Lindau Gen betrifft und 

bei Patienten mit Nierenzellkarzinom deletiert sein kann (Bhat Singh u. Amare 

Kadam 2011). Des Weiteren wurden 3p-Deletionen in Lungen- und 

Ösophagustumoren nachgewiesen (Tepeli et al. 2009; Qin et al. 2008).  

Lando und Kollegen detektierten rekurrente 3p-Deletionen in Patientinnen 

mit Cervixkarzinom mittels array-CGH (Comparative genomic hybridization); 

zusätzlich konnten sie zeigen, dass die Deletion von RYBP, als auch seine 

reduzierte mRNA-Expression, prognostische Bedeutung hat (Lando et al. 

2009).  

Im Jahr 2010 wurde die rekurrente Deletion von 3p14.1-p13 in Patienten mit 

Prostatakarzinom identifiziert. Insgesamt wurden 194 Proben von Patienten 

mit Prostatakarzinom und einhergehender TMPRSS2-ERG Fusion 

(transmembrane protease, serine 2; v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene 

homolog) hinsichtlich assoziierter CNAs untersucht. Es konnten drei 

signifikante Bereiche mit Deletionen beschrieben werden. Zwei im Bereich 

von PTEN (phosphatase and tensin homolog) und TP53 (tumor protein p53), 

sowie eine dritte in der Region von 3p14. 

Nach Expressionsanalysen und Untersuchung der Deletionsmuster zeigte sich, 

dass die deletierte Region um 3p14 jeweils mindestens eines der drei Gene 

FOXP1, RYBP und SHQ1 umfasste. Diese Gene befinden sich wie beschrieben 

ebenfalls in der MAR bei AML-Patienten. Nach Analysen auf Punktmutationen 



Einleitung 

 

15 
 

wurde vor allem SHQ1 als mögliches Kandidatengen identifiziert. Die Autoren 

nehmen an, dass neben den drei erwähnten Genen noch weitere Gene in 

dieser Region mögliche Tumorsuppressorgene sein könnten (Taylor et al. 

2010).   

 

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass die deletierten Gene in der 

Region 3p14.1-p13 Funktionen als Tumorsuppressoren besitzen. Der Beitrag 

der einzelnen Gene bei der AML war bislang nicht Gegenstand 

experimenteller Studien. Die hier vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der 

Rolle des PPP4R2-Gen bei der AML. 

 

1.6 Das PPP4R2-Gen 
 

1.6.1 Lokalisation und Aufbau 
 

Das PPP4R2-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 

innerhalb der chromosomalen Bande 3p14.1-13 und umfasst einen Bereich 

von 72kbp (Kilobasenpaare). Das Transkript besteht aus 9 Exons und hat eine 

Größe von 1507 Basen. Das Produkt ist hochgradig konserviert und zeigt 

zwischen Drosophila melanogaster und dem humanen Gen eine 

Übereinstimmung in 91-94% der Aminosäuren (Martin-Granados et al. 2008; 

Zhou et al. 2004; Cohen et al. 2005). 

 

1.6.2 Funktion von PPP4R2 und Interaktion mit PP4c 
 

Das Produkt des PPP4R2-Gens ist die regulatorische Untereinheit 2 (R2) der 

Proteinphosphatase 4 (PP4). PP4 ist eine Serin/Threonin-Phosphatase und 

besteht aus einer katalytischen (PP4c) sowie mehreren strukturellen 

Untereinheiten (Zhou et al. 2004). Die katalytische Untereinheit zeigt engste 
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Verwandtschaft zu PP2Ac (Proteinphosphatase A 2, catalytic subunit) (Martin-

Granados et al. 2008). Bei der Aufreinigung von PP4c Komplexen konnten zwei 

„core regulatory subunits“ entdeckt werden; R1 und die zuvor erwähnte R2 

(Martin-Granados et al. 2008; Cohen et al. 2005). Diese beiden Untereinheiten 

bilden jeweils mit PP4c Komplexe (PP4c-R1/-R2). PP4c-R1 und PP4c-R2 

interagieren dann mit verschiedenen dritten Untereinheiten (R3) oder 

anderen Substraten. PP4c-R1 greift auf diese Weise in die 

Histondeacetylierung oder den NFκB Signalweg ein (Cohen et al. 2005). 

Die Funktion von R2, bzw. des PP4c-R2 Komplexes wurde anhand von RNA-

Interferenz (RNAi) Experimenten untersucht.  

An Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, dass der trimere 

Komplex PP4c-R2-R3 die Reifung des Zentrosoms entscheidend steuert. In 

Zellen mit PP4c-Defizienz konnte eine schwerwiegende Störung der 

Mikrotubulibildung erkannt werden. Im Weiteren wurde gezeigt, dass eine 

Verminderung der Expression einer dieser Untereinheiten zu einem 

gesteigerten Zelltod führt. Neben diesen Einflüssen auf die Mitose, nimmt 

sowohl die chemokingerichtete, als auch die ungerichtete Zellmigration in 

PP4c depletierten Zellen ab. Diese Daten legen nahe, dass PPP4c-R2-R3 

sowohl die Zentrosomenfunktion, als auch die Zellmigration durch die 

Regulierung von Rho GTPasen steuert (Martin-Granados et al. 2008). 

Zusätzlich wurde festgestellt, dass der Komplex aus PP4c-R2-R3 eine 

Cisplatinresistenz in Hefen vermitteln kann (Martin-Granados et al. 2008).  

In Untersuchungen zur spinalen muskulären Atrophie konnte außerdem 

gezeigt werden, dass PPP4R2 eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und 

dem Überleben von Neuronen inne hat (Bosio et al. 2012). 

Neben diesen Eigenschaften konnten mehrere Untersuchungen den 

Zusammenhang mit Apoptosevorgängen und DNA-Reparatur zeigen. PP4 

verlängert die Halbwertszeit von HPK1 (Hematopoietic progenitor kinase 1), 
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die bei Erwachsenen ausschließlich in hämatopoetischen Geweben zu finden 

ist. Sie ist dort an Signalwegen zur T- und B-Zellrezeptorstimulation, mit TGF 

beta (Transforming growth factor beta), Fas-Ligand Apoptose oder NFκB 

Aktivierung beteiligt (Zhou et al. 2004). Ein Dimer aus PP4c und R2 interagiert 

mit dem Replication Protein A 2 (RPA2). RPA2 ist für eine adäquate Antwort 

bei DNA-Schädigungen zuständig und es konnte gezeigt werden, dass eine 

PP4c-R2 Defizienz zu einer Verlangsamung und Verringerung der homologen 

Rekombination führt (Lee et al. 2010).  

Daneben konnte die Interaktion von PPP4R2 mit KAP1 (KRAB-associated 

protein-1) nachgewiesen werden.  

KAP1 ist ein wichtiger Faktor für die Reparatur von DNA-

Doppelstrangbrüchen, dessen genaue funktionsweise bisher nicht eindeutig 

festgestellt werden konnte. PPP4R2 führt zu einer Dephosphorylierung von 

KAP1, welches für den Vorgang der DNA-Reparatur essentiell ist. Es zeigte 

sich, dass in PPP4R2 depletierten Zellen nach Schädigung der DNA eine 

signifikante Reduktion der Reparatur von Doppelstrangbrüchen vorliegt, was 

vor allem auf die dargelegte Interaktion mit KAP1 zurückgeführt wird. (Liu et 

al. 2012) 

Eine weitere Interaktion von PPP4R2 zeigte sich mit DBC1 (Deleted in breast 

cancer-1). DBC1 interagiert je nach Phosphorylierungsgrad mit dem 

Tumorsuppressor p53. Eine Depletion von PPP4R2 führte in Zellen nach 

Induktion von Strahlenschäden zu einer vermehrten Phosphorylierung von 

DBC1 und in der Folge zu einer Verstärkung der p53 Expression mit erhöhter 

Apoptoserate (Lee et al. 2015). 

Der Eingriff der Proteinphosphatase 4 in diese essentiellen Vorgänge und 

speziell die Rolle der regulatorischen Untereinheit 2 in Bezug auf die 

Zellmigration, Resistenzentwicklung gegenüber Medikamenten, 

Zentrosomenreifung und Regulation der DNA Reparatur zeigt, dass es sich bei 
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PPP4R2 um einen interessanten Angriffspunkt für die Therapie bei malignen 

Erkrankungen handeln könnte. 

 

1.6.3 Bedeutung von PP4 in der Onkogenese/Leukämogenese 
 

Wie beschrieben greift PP4 in verschiedene Signalwege ein. Von besonderem 

Interesse für die Onkogenese bzw. Leukämogenese sind dabei die 

Zusammenhänge mit Apoptosevorgängen und den Aufgaben in der DNA-

Reparatur (Martin-Granados et al. 2008; Zhou et al. 2004).  

Erstmalig 2008 wurde die Rolle von PP4 explizit in der Onkogenese untersucht: 

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl normale, als auch leukämische T-

Zellen von Signalen der PP4c abhängen. Durch Steigerung der Expressionslevel 

von PP4c konnte eine Steigerung der Apoptoserate erzielt werden. Diese 

Effekte werden zu einem Teil über eine Dephosphorylierung von PEA-15 

(astrozytisches Phosphoprotein) vermittelt. Eine Depletion von PP4 zeigte 

ebenfalls eine Steigerung von Zelluntergängen, sowie eine Verminderung der 

Migration von Zellen (Martin-Granados et al. 2008). Das Eingreifen in die 

sensiblen Mechanismen des Zellzyklus deutet darauf, dass eine Modulation 

der PP4c Funktion in der Entstehung, aber auch in der Behandlung von 

malignen Erkrankungen ein wichtiges Schlüsselprotein darstellen könnte. Die 

Rolle der “core regulatory subunits” von R1 oder R2 ist hierbei noch unklar. 

 

 1.7 Zielsetzung 
 

Der Nachweis von Mikrodeletionen in den chromosomalen Banden 3p13.1-14 

bei Prostatakarzinom- und Leukämiepatienten, legt nahe, dass die dort 

lokalisierten Gene in der Entstehung maligner Erkrankungen eine bedeutende 

Rolle spielen. Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war, das in der „minimally 

altered region“ (MAR) enthaltene Gen PPP4R2 als potentielles Kandidatengen 
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in der Leukämogenese zu untersuchen. 

Zunächst erfolgte die Auswertung von Daten einer RQ-PCR (Real-Time 

Quantitative Polymerase Chain Reaction), mit welcher die Expressionslevel 

von PPP4R2 bei AML-Patienten (n = 48) im Vergleich zu gesunden Probanden  

(n = 6), untersucht wurden. Ziel war es dabei, einen ersten Anhaltspunkt im 

Sinne einer Über- oder Unterexpression von PPP4R2 bei der AML zu erhalten.  

Hauptteil dieser Arbeit war jedoch die Analyse von Mutationen in PPP4R2 bei 

AML-Patienten mittels konventioneller Sanger Sequenzierung. Grundlage war 

die Annahme, dass durch eine Mutation von PPP4R2 eine Haplo-Insuffizienz 

entstehen könnte, die eine pathogenetische Relevanz in der AML-Entstehung 

hat. Die Auswahl der zu sequenzierenden Proben erfolgte anhand einer für 

diese Arbeit zur Verfügung gestellten Microarrayanalyse zur PPP4R2-

Expression bei 320 AML-Patienten. Von diesen 320 Patienten wurden je 30 

Patienten mit der höchsten, niedrigsten, sowie 29 Patienten mittlerer PPP4R2-

Expression sequenziert. Zusätzlich wurden die 6 bisher beschriebenen Proben 

mit Deletion in der MAR sequenziert. 

Im Anschluss wurde zudem eine globale Expressionsanalyse von 436 AML 

Patienten ausgewertet, um eine Aussage über die Expressionsmuster von 

PPP4R2, insbesondere in Zusammenhang mit anderen Genen/Signalwegen 

treffen zu können. Mit Hilfe dieser umfassenden Analysen sollte die Rolle von 

PPP4R2 in der Leukämogenese auf molekularer Ebene charakterisiert werden. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Patientenkollektiv 
 

Die Proben für die vorliegende Arbeit stammen von Patienten aus den Studien 

der deutsch/österreichischen AML Studiengruppe (AMLSG): AML HD98A und 

AMLSG 07-04.  

Für die AML HD98A-Studie wurden zwischen 1998 und 2004 insgesamt 844 

Patienten rekrutiert. Einschlusskriterien dieses Kollektivs waren ein Alter 

zwischen 16 und 60 Jahren (Median: 48 Jahre) mit de novo AML, sekundärer 

AML nach Myelodysplasiesyndrom oder therapieinduzierter AML. Ebenso 

wurde die refraktäre Anämie mit Blastenüberschuss eingeschlossen. Die 

Diagnose AML wurde morphologisch, zytologisch und immunologisch gestellt 

(Schlenk et al. 2010). Für die AMLSG 07-04 Studie wurden ab 2004 Patienten 

zwischen 18 und 60 Jahren mit de novo AML, sekundärer AML nach 

Myelodysplasiesyndrom oder therapieinduzierter AML eingeschlossen. Die 

vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 1074, 

Subprojekt B4 durchgeführt, hierbei liegt eine zustimmende Stellungnahme 

der Ethikkomission der Universität Ulm unter dem Antrag Nr. 95/12 vor. 

 

Zunächst wurden für diese Arbeit RQ-PCR-Daten von 48 Patienten 

ausgewertet, die mir durch Dr. Verena Gaidzik zur Verfügung gestellt wurden. 

Bis auf einen Patienten aus der AML HD98A-Studie, der eine Deletion in der 

MAR aufwies, stammten alle Proben aus der AMLSG 07-04-Studie. Von diesen 

Proben wurden dabei 21 aus peripherem Blut gewonnen, während die 

übrigen Proben aus Knochenmark stammten. Auf die Auswertung der RQ-PCR 

folgte die Auswertung einer globalen Expressionsuntersuchung von PPP4R2 

an insgesamt 320 Patienten der AML HD98A-Studie; einziges 

Selektionskriterium war die Materialverfügbarkeit. 
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Die Ergebnisse dieser Analysen wurden zur Auswertung von Professor Lars 

Bullinger für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. Anhand dieser globalen 

Expressionsuntersuchung, wurden in der Folge 89 Patienten (je 30 Patienten 

mit der höchsten, niedrigsten, sowie 29 Patienten mit mittlerer PPP4R2-

Expression) in Abhängigkeit ihres PPP4R2 Expressionslevel zur Sequenzierung 

ausgewählt; zusätzlich wurde ein Patient mit MAR aus der AML HD98A-Studie 

der Sequenzierung zugeführt, sodass aus der AML HD98A-Studie insgesamt 90 

Patienten sequenziert wurden. Darüber hinaus wurden 5 Patienten mit MAR 

aus der AMLSG 07-04 Studie sequenziert, sodass insgesamt 95 Patienten 

sequenziert wurden. 

Bei den 89 nach Expressionslevel sequenzierten Proben handelte es sich um 

Patienten mit einem Alter von 19 bis 60 Jahren, mit einem Mittelwert von 44 

Jahren. 78 dieser Proben wurden aus Knochenmark gewonnen, der Rest 

stammte aus peripherem Blut. Eine dieser Proben konnte aufgrund fehlender 

Information zu Alter und Probenart nicht in die endgültige 

Kohortenbeschreibung aufgenommen werden. Eine der Proben mittlerer 

Expression wurde im Verlauf sowohl einer doppelten Expressionsanalyse, als 

auch einer doppelten Sequenzierung unterzogen und wird im Rahmen dieser 

Arbeit als interne Kontrolle mitgeführt. 

Am Ende der Arbeit stand die Auswertung einer globalen Expressionsanalyse 

an 436 Patienten aus der AML HD98A-Studie. Der Datensatz stammte dabei 

aus bereits zuvor veröffentlichten Expressionsdaten und wurde ebenfalls 

durch Herrn Professor Lars Bullinger für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. 

Die genaue Charakterisierung dieser Patienten kann im gene expression 

omnibus (GEO) eingesehen werden (nach GEO vom 13.06.2015 

Referenznummer GSE16432; www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Für einen 

besseren Überblick fasst Tabelle 3 das Patientenkollektiv zusammen. 
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Tabelle 3 | Zusammenfassung des Patientenkollektivs [Die Zahlen stehen jeweils für die Anzahl 

an Patienten. 1. Spalte: Untersuchungstyp (AML HD98A und AMLSG 07/04: Studiennamen, 

PPP4R2: Proteinphosphatase 4, regulatory subunit 2, RQ-PCR: Real-Time Quantitative 

Polymerase Chain Reaction) 

 

AML HD98A AMLSG 07/04 Gesamt 

RQ-PCR 1 47 48 

Expressionsanalyse 

von PPP4R2 

320 - 320 

Sequenzierung 90 5 95 

Globale 

Expressionsanalyse 

436 - 436 

 

2.2 Materialgewinnung und -aufbereitung 
 

Das Material für die Studie wurde aus peripherem Blut und Knochenmark 

gewonnen. In den Entnahmeröhrchen befand sich dabei Heparin oder EDTA 

als Antikoagulanz. Nach dem Probeneingang wurde zuerst die vorliegende 

Zellzahl mit dem Volldifferenzierungsautomat Sysmex XS 800i (Sysmex, 

Horgen, Schweiz) gemessen. Von den Proben wurden zum einen Kulturen 

angesetzt, die später zur Karyotypanalyse verwendet wurden, zum anderen 

die Gewinnung mononukleärer Zellen vorbereitet. Um Lymphozyten und 

Monozyten von Plasma und restlichen Blutbestandteilen zu separieren, wurde 

die Dichtegradientenzentrifugation eingesetzt. Hierzu wurde das 

Probenmaterial auf das gleiche Volumen an Ficollmedium (Ficoll Separating 

Solution, Biochrom, Berlin) gegeben und bei 2800 Umdrehungen/Minute 

(U/min) für 20 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bildete sich 

zwischen dem Plasma und der Ficolllösung eine Schicht aus mononukleären 

Zellen, die mittels Pipette extrahiert wurde. Zur Reinigung von Plasma- und 

Ficollresten wurde eine phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) hinzugegeben 
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und bei 1200 U/min für 7 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 

abgegossen und eine zweite Reinigung mit PBS durchgeführt. Nachdem der 

Überstand verworfen war, wurden die Pellets in 900 µl RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute) Kulturmedium resuspendiert und in einer Tischzentrifuge 

für weitere 5 Minuten bei 5000 U/min zentrifugiert. Am Boden des Gefäßes 

befand sich das aufgereinigte Zellpellet. Anhand der zuvor gemessenen 

Konzentration wurde dieses Pellet aufgeteilt. Zielkonzentration waren dabei 

1x10⁷ Zellen, die bis zur weiteren Bearbeitung bei 80°C gelagert wurden. 

 

2.3 DNA- und RNA-Extraktion 

Die DNA- und RNA-Extraktion wurde auf Eis durchgeführt und die Proben 

jeweils bei 4°C in einer Eppendorf 5424 Zentrifuge zentrifugiert. Zur Extraktion 

wurden Materialien aus dem Allprep DNA/RNA-Kit (Qiagen, Venlo, 

Niederlande) verwendet. Dieses enthielt die Allprep DNA Spin-Säule, sowie 

zwei Waschpuffer (AW1 und AW2). Die gewonnenen Zellpellets wurden je 

nach Zellzahl mit einer definierten Menge Lysepuffer (RLT) (Qiagen, Venlo, 

Niederlande) resuspendiert. Lag die Zellzahl unter 0,5x107 Zellen, wurden 350 

µl RLT-Plus-Puffer hinzugegeben, darüber 600 µl. Zur Homogenisierung wurde 

das Lysat auf einen QIAshredder (Qiagen, Venlo, Niederlande) überführt und 

3 Minuten bei 13000 U/Min zentrifugiert. Das Lysat wurde anschließend aus 

dem Eppendorf-Gefäß in die Allprep DNA Spin Säule überführt und für eine 

Minute bei 13000 U/Min zentrifugiert. Hierdurch wurde die DNA in der Säule 

gebunden, während sich im Durchfluss die RNA befand. Die DNA Säulen 

wurden dann zwischengelagert und mit der Extraktion der RNA fortgefahren. 

Zum Durchfluss wurde entsprechend der Zellzahl 70% Ethanol hinzugegeben. 

Lag die Zellzahl unter 0,5x107 Zellen wurden 350 µl Ethanol hinzugegeben, 

darüber 600 µl. Nach gründlicher Durchmischung wurden je 600 µl auf eine 



Material und Methoden 

 

24 
 

RNeasy Säule gegeben (Qiagen, Venlo, Niederlande). Nach einer 

Zentrifugation für eine Minute bei 13000 U/Min, konnte der Durchfluss 

verworfen und das restliche Ethanolgemisch auf die Säulen übertragen 

werden. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des Durchflusses, 

wurden die Säulen mit 350 µl Waschpuffer für membrangebundende RNA 

(RW1) (Qiagen, Venlo, Niederlande) bei 13000 U/Min eine Minute gewaschen. 

Hierauf wurden 80 µl DNase-Mix (Qiagen, Venlo, Niederlande) auf die 

Membranmitte gegeben und die Säulen 15 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert, mit anschließend erneutem Waschen der Proben mit 350 µl RW1-

Puffer bei 13000 U/Min für eine Minute. Nach zweimaligem Waschen mit 500 

µl RNA Waschpuffer (RPE) (Qiagen, Venlo, Niederlande) bei 13000 U/Min, 

wurden die Säulen zusätzlich noch einmal trocken zentrifugiert. Zur Eluierung 

der RNA wurde RNase-freies Wasser (Qiagen, Venlo, Niederlande) auf die 

Säulen gegeben, lag die Zellzahl unter 0,5x107 Zellen wurden 30 µl Wasser 

hinzugegeben, darüber 40 µl. Nach drei Minuten Inkubationszeit wurden die 

Säulen ein letztes Mal bei 13000 U/Min zentrifugiert. Die letzten Schritte 

wurden nun auf Eis durchgeführt. Nach der Überführung in 2,0 ml SafeSeal 

Tubes (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland), wurde zu jeder Probe SUPERase 

Inhibitor (Life Technologies-Ambion, Darmstadt, Deutschland) gegeben. 

Dieser bindet eventuelle RNase Kontaminationen und hemmt so die 

Degradation der gewonnenen RNA. Lag die Zellzahl unter 0,5x107 Zellen 

wurden 1,5 µl hinzugegeben, darüber 2 µl. Bis zur weiteren Verwendung kam 

es zur Lagerung der RNA bei -70 °C. Um die DNA zu extrahieren, wurde im 

nächsten Schritt 500 µl AW1-Puffer auf die zuvor zwischengelagerte Allprep-

Säule gegeben und bei 13000 U/Min für 1 Minute zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und die Säule mit 500 µl AW2-Puffer gewaschen.  
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Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei 13000 U/Min für 2 Minuten. Der 

Durchfluss wurde verworfen und die Säulen für eine weitere Minute bei 

gleicher Umdrehungszahl trocken zentrifugiert. Die Allprep-Säule wurde nun 

in ein neues Eppendorf-Gefäß gesetzt und 100 µl TE-Puffer 

(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan und EDTA) auf die Säulenmembran 

pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten wurden die Proben für 

eine Minute bei 13000 U/Min zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung 

wurde die gewonnene DNA aus dem Eppendorf-Gefäß in 1,5 ml Safe Seal-

Tubes überführt und bei -20 °C gelagert. Zur Erfolgskontrolle wurde 

anschließend eine Gelektrophorese durchgeführt. Die Elektrophoresen für 

RNA und DNA erfolgten hierbei jeweils in getrennten Gelkammern, um eine 

Kontamination zu verhindern. Es wurden 2 µl DNA/RNA mit 8 µl Aqua ad 

iniectabilia (B. Braun, Melsungen, Deutschland) und 2 µl Blue Juice 

(Invitrogen, Carlsbad, USA) auf ein 1%i-Agarose-Gel (120 ml H2O und 1,2 mg 

Agarose von Sigma Life Science, Steinheim, Deutschland) gegeben. 

Flankierend zu den Proben wurden jeweils 4 µl einer 1Kb-DNA Ladder 

(Invitrogen, Carlsbad, USA) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 400 

mA und 150 W für 40 Minuten durchgeführt.  

Im Anschluss wurde das Gel für 40 Minuten in einem Ethidiumbromidbad [4 l 

H2O dest und 200 µl 1%-Ethidiumbromid-Lösung (Firma Roth, Karlsruhe, 

Deutschland)] gefärbt. Die Produkte konnten mit dem Programm GeneSnap 

(Syngene, Cambridge, Vereinigtes Königreich) in UV-Licht sichtbar gemacht 

und daraufhin dokumentiert werden. Daneben wurde die Konzentration der 

erhaltenen DNA/RNA durch eine spektrophotometrische Untersuchung am 

NanoDrop-Gerät (Thermo Scientific, Wilmington, USA) gemessen.  

Hierzu wurde 1 µl der gewonnenen DNA/RNA auf das Gerät gegeben und die 

Konzentration bei einer Wellenlänge von 260 nm ermittelt. 
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2.4 cDNA-Synthese 
 

RNA ist sehr instabil und kann nicht direkt mittels PCR vervielfältigt werden. 

Um eine weitere Bearbeitung der Proben zu ermöglichen, wurde die 

gewonnene RNA daher in die stabilere cDNA (complementary 

deoxyribonukleinacid) umgeschrieben. Das Produkt bestand entsprechend 

nur aus Exons und war für weitere molekulare Techniken verwendbar. Die 

Amplifikation wurde mit dem TaqMan Reverse Transcription Kit (Life 

Technologies-Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. 

Dieses Kit beinhaltet sämtliche in Tabelle 4 aufgeführten Komponenten. 

Bei einer Temperatur von 25 °C lagerten sich die Primer an den RNA Strang 

an. Durch eine Erwärmung auf 48 °C begann die reverse Transkriptase die 

cDNA zu synthetisieren. Zum Schluss der Reaktion wurde die DNA-Polymerase 

dann bei 95 °C denaturiert. Anhand der vorhandenen RNA-Konzentration 

(DNA/RNA Extraktion) wurde das benötigte Volumen an RNA und RNase-

freiem Wasser (Qiagen, Venlo, Niederlande) berechnet. Es wurden maximal 2 

µg RNA eingesetzt, um ein Gesamtvolumen von 24 µl zu erreichen. So ergab 

sich für eine Beispielkonzentration von 500 ng/ml ein Volumen von 4 µl RNA 

und 20 µl RNase freiem Wasser. Der Mastermix für eine einfache Reaktion mit 

24 µl RNA-Wasser-Gemisch wurde wie folgt angesetzt. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



Material und Methoden 

 

27 
 

Tabelle 4 | Reaktionsansatz für cDNA Synthese (MgCl2: Magnesiumdichlorid, dNTP: 

Desoxynukleosid-triphopshat, RT: Reverse Transkriptase) 

Bezeichnung Hersteller Menge  

10x RT Puffer Applied Biosystems 3 µl 

25 mM MgCl2 Applied Biosystems 6,6 µl 

dNTP Mix (2,5 mM) Applied Biosystems 6 µl 

Random Hexamere (50 µM) Applied Biosystems 1,5 µl 

MultiScribe RT (50 U/µl) Applied Biosystems 0,75 µl 

 

Tabelle 5 | Konditionen für die cDNA Synthese 

Zyklen 1x 1x 1x 

Temperatur 25 °C 48 °C 95 °C 

Dauer 10 Min 30 Min 5 Min 

 

Nach der Reaktion wurde die cDNA bei -20 °C gelagert. 

 

2.5 Real-Time Polymerasekettenreaktion (RQ-PCR) 
 

Zum quantitativen Nachweis von PPP4R2-Transkripten wurde die TaqMan 

basierte RQ-PCR eingesetzt. Bei dieser Methode wird durch 

Fluoreszenzmarkierung der Transkripte ein quantitativer 

Expressionsnachweis ermöglicht. Die Analyse wurde mittels TaqMan 

Genexpressions-Assays etabliert, zum Einsatz kamen hierbei unter anderem 

TaqMan MGB-Quencher-Sonden (minor groove binder). Diese geben erst 

unter Exonukleaseaktivität der Polymerase ein Fluoreszenzsignal ab. Die 

Normalisierung erfolgte anhand der Expression des Haushaltsgens B2M 

(Beta2-Mikroglobulin). Der Vorteil von B2M besteht in einer quasi konstanten 

Expression, was eine relative Analyse der Ergebnisse erlaubt. Jeder Lauf 

umfasste zusätzlich eine Plasmidstandardkurve in fortlaufender Verdünnung 
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(0,3x106-0,3x101) für B2M und PPP4R2, welche zur Berechnung der absoluten 

Konzentrationen verwendet wurde. Als Ausgangsmaterial für die Analyse 

diente die zuvor aus RNA umgeschriebene cDNA. Um die Genauigkeit der 

Messungen zu gewährleisten, wurden die Ansätze für PPP4R2 und das 

Haushaltsgen in Triplikaten, die Plasmidstandardreihe in Duplikaten 

angesetzt. Hinzu kamen außerdem noch eine Negativkontrolle für PPP4R2 und 

zwei Negativkontrollen für das Haushaltsgen.  

 

Tr1 Tr2 Tr3 Tr4 

Tr5 Tr6 Tr7 Tr8 

Tr9 Tr10 Tr11 Tr12 

V106 V106 V105 V105 V104 V104 V103 V103 V102 V102 V101 NK 

Tr1 Tr2 Tr3 Tr4 

Tr5 Tr6 Tr7 Tr8 

Tr9 Tr10 Tr11 Tr12 

V106 V106 V105 V105 V104 V104 V103 V103 V102 V102 NK NK 

Abbildung 2 | Plattenschema für RT-PCR (grüne Zahlen: Protein phosphatase 4 regulatory subunit 

2 (PPP4R2), blaue Zahlen: Haushaltsgen Beta2-Mikroglobulin (B2M), Tr: Triplikate, V: 

Verdünnungsreihe, NK: Negativkontrolle) 

 

Die Proben wurden in einem TaqMan 7900Ht gemessen. Als Ergebnis erhält 

man den Cycle Threshold (CT). Dieser Wert gibt die Anzahl der Zyklen an, die 

abgelaufen sind, bis ein Anstieg der Fluoreszenz detektiert wurde. Aus der 

Plasmidstandardreihe konnte dann mit dem CT Wert auf die Kopienanzahl im 

Ausgangsmaterial geschlossen werden. 

 

2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 

Die Amplifizierung der neun Exons des PPP4R2-Gens erfolgte mittels 

Polymerasekettenreaktion (PCR). Als Ausgangsmaterial diente dabei die zuvor 
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gewonnene Patienten-DNA. Nach der einmaligen Aktivierung der Polymerase 

bei 95 °C, kam es bei ebenfalls 95 °C zu einer Phase der 

Doppelstrangdenaturierung. Hierauf folgte eine Abkühlung auf 57 °C bzw.  

58 °C, die eine Primerhybridisierung erlaubte. Unter einer Temperatur-

steigerung auf 72 °C wurde durch die DNA-Polymerase der gewünschte 

Genabschnitt amplifiziert. Nach 40 Zyklen lag ein Produkt mit ausreichenden 

Exonkopien vor. Als Primersequenzen wurden exonnahe Stellen innerhalb der 

Introns gewählt. Zum einen konnte hierdurch eine ausreichende Stabilität des 

Assays durch ausreichende Primerbindung erzielt werden, zum anderen 

wurden so die entsprechenden Splicestellen ebenfalls amplifiziert. Die 

verwendeten Primersequenzen setzen sich wie folgt zusammen. 

 

Tabelle 6 | Primersequenzen für die Exons 1 bis 9 der Protein phosphatase 4 regulatory subunit 

2 (PPP4R2) (T: Thymin, C: Cytosin, A: Adenin, G: Guanin) 

Primer Forward-Primer Reverse-Primer 

Exon 1 GAGGTGCTCGCTCTGTCG AACCATCCGCCCTGAAAG 

Exon 2 GGTGGTAATTTGGTTGAGAGGC ATTCTCTAAGCGTGCCAAAGC 

Exon 3 AATGAGGCATGATGTGTGCTC TGGATAATCAATCATCAACCAGAC 

Exon 4 AAATGACTCATCCATTTATTTCCC CCCGAAACAGATCTTACTCAATG 

Exon 5 TCAATGGGAATTTAACCCACC GCAATGAGTGCCACCACAG 

Exon 6 CATTCCACCTTGGGTGACAG TTTCAGGCCCATGCCTTAC 

Exon 7 TTAATTTGGTAAGGCATGGGC GAAGCCAGTGCTCCTATAAACC 

Exon 8 TCCTACTGGGAATTATTCATCAAA CAGCATTATAAGGAGTTCCATTACG 

Exon 9 TGTACCCGGCAGCACTGTA AACTACTACTTACAGGGCCTTCGTT 

 

Für Exon 1 wurde aufgrund seiner GC (Guanin, Cytosin) reichen Sequenz die 

Hot Star Taq-Polymerase (Qiagen, Venlo, Niederlande) mit den 

entsprechenden Reagenzien aus Tabelle 7 verwendet. Für Exon 2 bis 9 wurde 
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die Platinum Taq-Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA) eingesetzt. Der 

Mastermix für 1 µl mit 50 ng DNA wurde wie in Tabelle 8 gezeigt pipettiert 

und entsprechend der Probenanzahl angesetzt. 

 
Tabelle 7 | Reaktionsansatz für die PCR von Exon 1 bei 1 µl Probe mit 50 ng DNA (Mg: Magnesium) 

Bezeichnung Hersteller Menge  

Aqua ad iniectabilia  Braun (Melsungen, Deutschland) 15 µl 

10x PCR Buffer, Minus Mg Qiagen (Venlo, Niederlande) 2,5 µl 

Q-Solution Qiagen  5 µl 

Desoxynukleosidtriphopshat 25 mM Roche Diagnostics (Indianapolis, USA) 0,25 µl 

Forward Primer Thermo Fisher (Ulm) 0,5 µl 

Reverse Primer Thermo Fisher  0,5 µl 

Hot Star Taq DNA-Polymerase Qiagen  0,25 µl 

 

Tabelle 8 | Reaktionsansatz für die PCR der Exons 2-9 bei 1 µl Probe mit 50 ng DNA 

Bezeichnung Hersteller Menge  

Aqua ad iniectabilia  Braun (Melsungen, Deutschland) 19 µl 

10x PCR Buffer, Minus Magnesium Qiagen (Venlo, Niederlande) 2,5 µl 

50 mM Magnesium-Chlorid Applied Biosystems (Foster City, USA) 0,75 µl 

Desoxynukleosidtriphopshat 25 mM Roche (Indianapolis, USA) 0,25 µl 

Forward Primer Thermo Fisher (Ulm) 1 µl 

Reverse Primer Thermo Fisher  1 µl 

Platinum Taq DNA-Polymerase Invitrogen (Carlsbad, USA) 0,25 µl 

 

Der Reaktionsansatz wurde in eine Micro Amp Optical 96-Well Platte (Applied 

Biosystems) pipettiert. Zu 1 µl Patientenprobe wurden jeweils 24 µl des 

entsprechenden Mastermix gegeben. Als Negativkontrolle wurde zusätzlich 
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für jedes Exon ein PCR-Ansatz ohne DNA-Probe auf die Platte pipettiert. 

Zur Berechnung der Hybridiserungstemperatur wurde zur Annäherung die 

vereinfachende Wallace-Regel verwendet. Hierbei wird angenommen, dass 

GC reiche Sequenzen wegen ihrer drei Wasserstoffbrücken eine höhere 

Schmelztemperatur (Tm) besitzen. 

 

Tm = 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C) 

 

Bei der Etablierung des PCR Protokolls zeigte sich, dass die 

Primerhybridisierung bei Exon 1 unter 58 °C ein saubereres Ergebnis erzielen 

konnte als mit 57 °C, wie bei Exon 2 bis 9 angewendet.  

Darüber hinaus wurde die Dauer der einzelnen Schritte den Ergebnissen der 

Etablierung angepasst, womit sich für die PCR-Reaktionen folgende 

Konditionen ergaben. 

 

Tabelle 9 | PCR Konditionen für Exon 1 

 

 

Tabelle 10 | PCR Konditionen für Exon 2 bis 9 

Zyklen 1x 40x 1x 

Temperatur 95 °C 95 °C 57 °C 72 °C 72 °C 

Dauer 10 Min 10 Sek 30 Sek 30 Sek 7 Min 

 

 

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (GeneAmp PCR System 

2720, Applied Biosystems). Bis zur Entnahme und Aufreinigung des Produkts 

Zyklen 1x 40x 1x 

Temperatur 95 °C 95 °C 58 °C 72 °C 72 °C 

Dauer 10 Min 1 Min 1 Min  1 Min 10 Min 
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wurden die PCR-Amplifikate bei 4 °C gelagert. 

 

2.7 PCR-Produktkontrolle / Gelektrophorese 
 

Zur Analyse der PCR-Produkte wurde eine Gelektrophorese durchgeführt. Auf 

ein 2%-Agarosegel (300 ml H2O und 6 mg Agarose von Sigma Life Science, 

Steinheim, Deutschland) wurden je 5 µl Probe bzw. Negativkontrolle, 

gemeinsam mit 5 µl Ladepuffer (0,06 ml Orange G, 30 ml Glycerol und 70 ml 

H2O dest) aufgetragen. Zur Größenanalyse wurde eine 100-bp-Ladder 

(Invitrogen) mitgeführt. Die Elektrophorese erfolgte bei 140 Volt, 400 

Miliampere und 100 Watt für 50 Minuten.  

Im Anschluss wurde das Gel für 40 Minuten in einem Ethidumbromidbad [4 l 

H2O dest. und 200 µl 1%-Ethidiumbromid-Lösung (Firma Roth, Karlsruhe, 

Deutschland)] gefärbt. Die PCR-Produkte konnten daraufhin mit GeneSnap 

(Syngene, Cambridge, Vereinigtes Königreich) unter UV-Licht sichtbar 

gemacht werden und wurden dokumentiert. 

 

 

Abbildung 3 | Gelektrophorese von Exon 5 bis 9 (von links nach rechts) sowie einer 100 

Basenpaare-Ladder (L)  
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2.8 PCR-Aufreinigung 
 

Nach der Produktkontrolle wurde das PCR-Produkt mittels QIAvac 96-Kit 

(Qiagen) von überschüssigen Reagenzien gereinigt. Dieses Kit enthält die 

QIAvac 96 Top Plate, eine Auffangplatte sowie den Binde-, Wasch- und 

Eluierungspuffer (PB-, PE-, und EB-Buffer). Die Proben wurden bei dieser 

Methode mit Hilfe einer Vakuumpumpe bearbeitet. 

Zuerst wurde dem Probenvolumen 100 µl PB-Buffer hinzugefügt. Im nächsten 

Schritt wurde das Produkt auf die QIAvac 96 Top Plate gegeben und für 1 

Minute dem Vakuum ausgesetzt. Durch diesen Vorgang konnte das gesamte 

Produkt in der stationären Phase der Säulen gebunden werden. Hierauf wurde 

in jedes Well 750 µl PE-Buffer pipettiert und die Probe weitere 15 Minuten 

dem Vakuum ausgesetzt, um das Produkt von überschüssigen Reagenzien zu 

befreien, während die DNA in der stationären Phase zurückblieb. Im letzten 

Schritt der Aufreinigung wurde die QIAvac 96 Top Plate auf die Auffangplatte 

gesetzt und 35 µl EB-Buffer in jedes Well pipettiert. Diese Platten wurden 

darauf bei 3800 U/min für 2,5 Minuten in der Zentrifuge Multifuge 4KR 

Heraeus (Firma Carl Roth, Karlsruhe) zentrifugiert. Das fertige Produkt wurde 

zur weiteren Bearbeitung in eine Half Skirt 96-Well PCR Plate (VWR, Radnor, 

USA) pipettiert und bei -20 °C gelagert. 

 

2.9 Cycle Sequencing Reaction 
 

Die Vorbereitung der Sequenzierung erfolgte mittels Cycle Sequencing 

Reaction (CSR); als Ausgangsmaterial diente dabei das zuvor aufgereinigte 

PCR-Produkt. Im Gegensatz zum PCR-Ansatz befinden sich in dem 

Reaktionsansatz für die CSR neben den Standard dNTPs (Desoxynukleosid-

triphopshat) auch fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (didNTP) der  
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vier Basen. Diese führen bei einem Einbau in den neuen Strang zu einem 

Abbruch der Synthese. Durch die unterschiedlichen Längen der 

synthetisierten Stränge und die basenspezifischen Fluoreszenzeigenschaften, 

kann im Sequenzierer die Reihenfolge der Nukleotide bestimmt werden. 

Nach der einmaligen Aktivierung der Polymerase bei 96 °C, kam es bei 

ebenfalls 96 °C zur Denaturierung der DNA-Doppelstränge. Bei 54 °C wurde 

eine Anlagerung des Primers ermöglicht und unter einer Erhöhung der 

Temperatur auf 60 °C die neuen Stränge synthetisiert. Nach 40 Zyklen war 

dabei ausreichend Material zur Sequenzierung vorhanden. Der Mastermix für 

1 µl aufgereinigtes PCR-Produkt wurde wie folgt pipettiert und entsprechend 

der Probenzahl angesetzt.  

 

Tabelle 11 | Reaktionsansatz für die Cycle Sequencing Reaction (CSR) 

Bezeichnung Hersteller Menge  

Aqua ad iniectabilia Braun (Melsungen, Deutschland) 9,3 µl 

5xSequencing Buffer Applied Biosystems (Foster City, 

USA) 

1,7 µl 

Primer M13 Forward Thermo Fisher (Ulm) 1 µl 

Big Dye Applied Biosystems 2 µl 

 

Die dNTPs, didNTPs und die Polymerase waren im Big Dye (Big Dye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) enthalten. Der M13 Forward 

Primer besteht aus folgender Sequenz. 

 

TGTAAAACGACGGCCAGT 

 

Die CSR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (GeneAmp PCR System 

2720, Applied Biosystems). Bis zur Entnahme und Aufreinigung des Produkts 
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wurden die Proben lichtgeschützt bei 4 °C gelagert. 

 

Tabelle 12 | Thermocycler-Konditionen der Cycle Sequencing Reaction (CSR) 

Zyklen 1x 40x 

Temperatur 96 °C 96 °C 54 °C 60 °C 

Dauer 45 Sek 15 Sek 10 Sek 4 Min 

 

2.10 Aufreinigung des CSR-Produkts 
 

Die Aufreinigung der CSR-Produkte erfolgte mittels Aufreinigungs- und 

Auffangplatten aus dem DyEx-Kit (Qiagen). Zunächst wurde die 

Aufreinigungsplatte für 6,5 Minuten bei 2350 Umdrehungen pro Minute in der 

Multifuge 4KR Heraeus zentrifugiert. Die Beschleunigung wurde dabei auf 

Stufe 7 und die Bremse auf Stufe 5 gestellt.  

Der Überstand wurde verworfen und eine Micro Amp Optical 96-Well Platte 

(Applied Biosystems) unter der Aufreinigungsplatte positioniert. Anschließend 

wurde das CSR-Produkt auf die Platte pipettiert und erneut bei oben 

genannten Konditionen zentrifugiert. Die Micro Amp Optical 96-Well Platte 

enthielt anschließend das aufgereinigte CSR-Produkt, während die 

Reagenzien vollständig in der stationären Phase der Platte gebunden waren. 

 

2.11 Sequenzierung 
 

Vor Beginn der Sequenzierung wurde die gereinigte DNA mit Hi-Di Formamid 

(Applied Biosystems) auf ein Gesamtvolumen von 20 µl gebracht. Die Analyse 

der Sequenzen erfolgte nach Verfügbarkeit mit dem 3130xl- oder dem 

3500Dx-Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Die Geräte erkennen die 

fluoreszenz-markierten didNTPs und ermitteln durch Stranglänge und 

Basenposition die Gensequenz. 
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Abbildung 4 | Auszug aus der Sequenz Exon 8 von PPP4R2 (T: Thymin, C: Cytosin, A: Adenin, G: 

Guanin. Die Höhe der Kurve gibt die Signalstärke in relativen Fluoreszenzeinheiten wieder und 

hängt mit der Menge der analysierten DNA zusammen, während die Farbe der jeweiligen Base 

zugeordnet ist. Die Nummerierung entspricht der Lage im sequenzierten Abschnitt.) 

Die Analyse erfolgte mit Hilfe des Programms SeqMan (DNAStar, Madison, 

USA). Bei fraglichen Abweichungen von der Referenzsequenz wurden die 

Sequenzen ausgedruckt und manuell ausgewertet. Auf diese Weise können 

Veränderungen der Sequenz wie Punktmutationen, Insertionen und 

Deletionen detektiert werden. Als Referenzsequenz wurde dabei das 

Transkript PPP4R2-001 mit der ID ENST00000356692 verwendet (nach 

ensembl vom 13.06.2015: www.ensembl.org). 

 

2.12 Globale Expressionsanalyse 
 

Um die Expression von PPP4R2 und den Zusammenhang mit der Expression 

anderer Gene zu betrachten, wurden Daten einer genomweiten 

Genexpressionsanalyse verwendet. Die Daten wurden mittels cDNA-

Microarray Technologie der Stanford Functional Genomics Facility gewonnen 

und durch Herrn Professor Lars Bullinger aus der Abteilung für die Analyse  

zur Verfügung gestellt. Hierfür wurden in einem 436 AML Fälle umfassenden 

AML Datensatz (Kharas et al. Nat Med 2010) zunächst die jeweils 30 AML         

Fälle mit der höchsten (high) bzw. niedrigsten (low) PPP4R2 Expression 
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identifiziert. Der Datensatz stammte dabei aus bereits zuvor veröffentlichten 

Expressionsdaten des gene expression omnibus (Referenznummer 

GSE16432). Anschließend wurden mit Hilfe eines supervidierten 

Auswertealgorithmus (Class Comparison Analyse; verwendete Software: BRB-

ArrayTools, National Cancer Institute, USA) Gene identifiziert, deren 

Expressionslevel mit den entsprechenden PPP4R2 high und low 

Expressionsfällen hochsignifikant korrelierten (p<0.005).  

Für Gene mit einem signifikanten Expressionsunterschied zwischen den 

beiden Klassen wurde der Fold-Change berechnet. Diese Effektgröße gibt an, 

um wie viel sich die Expression zwischen high und low Expressionsfällen 

unterscheidet.  

Hierzu werden die Expressionen der Gene in beiden Klassen gemittelt und in 

ein Verhältnis gesetzt, wobei ein Fold-Change über 2,0 bzw. unter 0,5 als 

biologisch relevanter Unterschied angesehen wird. 

 

   
Mittelwert Genexpression Klasse 1

Mittelwert Genexpression Klasse 2
 = Fold Change 

 

2.13 Statistische Auswertung und Grafiken 
 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von SPSS Version 

23.0.0.2 (IBM, New York City, USA). Um die Mittelwerte der einzelnen RQ-PCR 

Stichproben zu vergleichen, wurde der t-Test für unabhängige Stichproben in 

Kombination mit dem Levene-Test auf Varianzhomogenität durchgeführt. Im 

Falle nicht vorliegender Varianzhomogenität wurde die Welch-Korrektur 

angewendet, p-Werte ≤ 0,05 wurden hierbei als signifikant gewertet. Die 

Erstellung der Abbildungen erfolgte hauptsächlich mit Excel 2007 (Microsoft, 

Redmond, USA), einzig für Abbildung 5 wurde die Software Origin 2016 

verwendet (OriginLab, Northampton, USA). 
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Auswertung der Real-Time RQ-PCR 
 

Zu Beginn der Arbeit wurden 48 Proben aus der AML HD98A Studie, sowie 6 

Proben gesunder Probanden mittels RQ-PCR auf die PPP4R2 Expression 

analysiert. Untersucht wurden dabei Transkriptlevel von PPP4R2 in 

unterschiedlichen AML Subgruppen bezogen auf das Haushaltsgen B2M 

(Beta2-Mikroglobulin). Ziel war hierbei eine orientierende Analyse 

durchzuführen, um eine mögliche Relevanz der PPP4R2-Expression zu 

identifizieren.  

Als signifikant erwies sich die verminderte PPP4R2 Expression bei Patienten 

mit AML ohne weitere Differenzierung der Subtypen bei einem Mittelwert 

(Mw) von 0,72 PPP4R2/B2M (p = 0.043). Bei der Untersuchung der Subtypen 

zeigte sich eine signifikante Verminderung der PPP4R2 Expression bei 

Patienten mit CN-AML (n = 24, Mw = 0,27, p = 0,05) und bei Patienten mit 

Deletion in der MAR (n = 6, Mw = 0,13, p = 0,023). Bei den anderen 

untersuchten Subtypen waren die Unterschiede nicht signifikant. Hierbei 

handelte es sich um Patienten mit Inversion 16 (n = 5, Mw = 0,22, p = 0,077), 

Translokation t(8;21) (n = 4, Mw = 0,29, p = 0,157), AML mit Veränderungen 

der chromosomalen Bande 11q23 unter Beteiligung des MLL Gens (n = 4, Mw 

= 0,30, p = 0,167), AML mit komplexem Karyotyp (n = 3, Mw = 0,17, p = 0,125) 

und um Patienten, die in den vorhergehenden Subtypen nicht umfasste 

Karyotypen aufwiesen [47,XX,+13[17]/46,XX[7] und (45,XX,-7)] (n = 2, Mw = 

0,37, p = 0,403)]. Abbildung 5 zeigt die Verteilung der Transkriptlevel und 

deren Mittelwert in den einzelnen AML Subtypen. 
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Abbildung 5 | PPP4R2-Transkriptlevel. Die Grafik zeigt die Ergebnisse der Real-Time PCR 

ausgedrückt im Verhältnis aus mRNA-Expression von Protein phosphatase 4 regulatory subunit 

2- (PPP4R2) zu Beta2-Mikroglobulin-Expression (B2M) in unterschiedlichen Proben. Die 

schwarzen Punkte stehen für die einzelnen Werte, die blaue Linie markiert jeweils den Mittelwert 

(Mw). Es wurden sowohl die einzelnen Untergruppen, als auch alle AML-Proben (akute 

myeloische Leukämie) gemeinsam aufgetragen. [Norm. KM: gesunde Probanden (n = 6, Mw = 

0,72), AML (ges.): alle AML-Proben (n = 48, Mw = 0,25), CN-AML: akute myeloische Leukämie mit 

normalem Karyotyp (n = 24, Mw = 0,27), 3p del: Patienten mit Deletion der Region 3p13.1-14 

entsprechend der minimally altered region (MAR) (n = 6, Mw = 0,13), inv(16): Inversion des 

Chromosom 16 (n = 5, Mw = 0,22), t(8;21) = Translokation zwischen Chromosom 8 und 12 (n = 4, 

Mw = 0,29), 11q23: akute myeloische Leukämie mit Anomalitäten betreffend 11q23 unter 

Beteiligung von MLL (Mixed lineage leukemia-Gen) (n = 4, Mw = 0,30), Komplex: Komplexer 

Karyotyp mit mindestens drei strukturellen und/oder numerischen Veränderungen (n = 3, Mw = 

0,17), Andere: in den vorhergehenden Subtypen nicht umfasste Karyotypen entsprechend 

47,XX,+13[17]/46,XX[7] und (45,XX,-7) (n = 2, Mw = 0,37,)] 
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Die Auswahl der Proben zur Sequenzierung erfolgte auf Basis einer globalen 

Microarray-Genexpressionsanalyse. Hierbei wurden im Folgenden 320 Proben 

aus der AML HD98A Studie, ohne besondere Vorauswahl, auf ihre PPP4R2-

Expression untersucht. Tabelle 13 zeigt von diesen 320 Proben je 30 mit den 

höchsten, niedrigsten, sowie 29 Proben mit mittleren Expressionsleveln. 

Insgesamt ergab sich eine große Streubreite der Expressionslevel von 1,547 

bis -2,592. Um etwaige Mutationen im PPP4R2-Gen zu untersuchen, wurde im 

Weiteren eine Sequenzanalyse an den in Tabelle 13 aufgelisteten 89 Proben 

durchgeführt (je 30 Proben hoher, niedriger und 29 Proben mittlerer PPP4R2-

Expression). Zusätzlich wurde die Mutationsanalyse an den sechs in der 

Einleitung beschriebenen Patienten mit Deletion in der MAR 3p13.1-14 

durchgeführt, sodass insgesamt 95 Proben sequenziert wurden. 

 

Tabelle 13 | Ausgewählte Proben mit hoher, niedriger und mittlerer PPP4R2-Expression. (HE: 

hohe Expression, ME: mittlere Expression, NE: niedrige Expression. ME 13 und ME 17 entsprechen 

dem gleichen Patienten und wurden als interne Kontrolle doppelt bearbeitet) 

Proben 
mit 

niedriger 
Expression 

Expressions-
level 

Proben 
mit 

mittlerer 
Expression 

Expressions-
level 

Proben 
mit 

hoher 
Expression 

Expressions-
level 

NE1 -2,592 ME1 -0,126 HE1 0,687 

NE2 -1,840 ME2 -0,122 HE2 0,690 

NE3 -1,127 ME3 -0,087 HE3 0,703 

NE4 -1,126 ME4 -0,058 HE4 0,704 

NE5 -1,104 ME5 -0,049 HE5 0,713 

NE6 -1,078 ME6 -0,010 HE6 0,724 

NE7 -1,075 ME7 -0,004 HE7 0,728 

NE8 -1,039 ME8 0,033 HE8 0,759 

NE9 -1,019 ME9 0,051 HE9 0,787 

Fortsetzung Tabelle 13 auf Seite 41 
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      Fortsetzung Tabelle 13  

NE10 -1,006 ME10 0,056 HE10 0,797 

NE11 -0,922 ME11 0,087 HE11 0,802 

NE12 -0,920 ME12 0,088 HE12 0,802 

NE13 -0,911 ME13 0,127 HE13 0,885 

NE14 -0,898 ME14 0,128 HE14 0,952 

NE15 -0,895 ME15 0,135 HE15 0,976 

NE16 -0,878 ME16 0,145 HE16 0,982 

NE17 -0,862 ME17 0,175 HE17 1,025 

NE18 -0,839 ME18 0,177 HE18 1,031 

NE19 -0,825 ME19 0,187 HE19 1,037 

NE20 -0,822 ME20 0,194 HE20 1,054 

NE21 -0,707 ME21 0,206 HE21 1,072 

NE22 -0,701 ME22 0,209 HE22 1,112 

NE23 -0,696 ME23 0,211 HE23 1,150 

NE24 -0,693 ME24 0,215 HE24 1,203 

NE25 -0,677 ME25 0,236 HE25 1,205 

NE26 -0,670 ME26 0,248 HE26 1,299 

NE27 -0,665 ME27 0,258 HE27 1,357 

NE28 -0,659 ME28 0,265 HE28 1,443 

NE29 -0,653 ME29 0,354 HE29 1,496 

NE30 -0,640 ME30 0,415 HE30 1,547 

 

 

3.2 Etablierung der PCR 
 

Ziel der Etablierung war es, eine saubere Amplifizierung des PCR-Substrats zu 

erreichen und das Auftreten von unspezifischen Nebenbanden zu minimieren. 

Während die Exons 2 bis 9 saubere Ergebnisse mit der Taq Polymerase 

zeigten, wurde bei Exon 1 die HotStar Polymerase gewählt. Unsaubere 

Ergebnisse mit vielen Nebenbanden zeigten sich mit der AmpliTaq (Applied 

Biosystems). Basierend auf der vereinfachten Wallace-Regel wurde in den PCR 
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Testläufen Temperaturen zwischen 57 und 62 °C gewählt. Für Exon 1 zeigten 

sich die saubersten Ergebnisse bei 58°C, für die anderen Exons bei 57°C. Um 

die Spezifität der GC-reichen Exon 1 Banden zu erhöhen, wurden parallel 

Versuche mit Q-Solution (Qiagen, Venlo, Niederlande) durchgeführt, in denen 

sich eine Reduktion unspezifischer Banden zeigte. Eine zusätzliche Erhöhung 

der Magnesiumkonzentration verbesserte die Ergebnisse nicht weiter.  

Im Verlauf dieser Arbeit wurden mit den entstandenen Protokollen 95 

Patienten bearbeitet (89 Patienten wurden anhand ihrer Expression von 

PPP4R2 ausgewählt, 6 Patienten aufgrund des Vorliegens einer MAR). Bei 

insgesamt 6 Patienten konnte jeweils eines der 9 Exons auch nach 

Wiederholung der PCR nicht in ausreichender Qualität amplifiziert werden. 

Hierbei handelte sich um einen Patienten mit Deletion in der MAR, einen 

Patienten mit hoher PPP4R2-Expression, sowie je zwei Patienten mit niedriger 

und mittlerer Expression. Zudem war bei sieben Patienten mit hoher 

Expression im Verlauf der Versuche nicht mehr ausreichend Material 

vorhanden, um bei unsauberer PCR eines Exons eine Wiederholung 

durchzuführen. Somit konnten von 855 zu untersuchenden Exons (95 

Patienten mit jeweils 9 Exons) insgesamt 13 Exons im nächsten Schritt nicht 

mittels Sequenzierung bearbeitet werden. 

 

3.3 Sequenzanalyse 
 

Bei 11 von 95 untersuchten Patienten wurde ein SNP im PPP4R2-Gen in Exon 

8 gefunden. Hier zeigte sich ein Austausch der Base an Position 1 des Exons 

mit einer Triplettänderung von AGT zu AGC. Beide Tripletts kodieren für die 

Aminosäure Serin und stellen so eine synonyme SNP mit einer Variation der 

Spleiß-Region dar (Reference SNP 61188513). Auch bei den sechs 

untersuchten Patienten mit Deletion in der MAR zeigten sich keine 

Mutationen in den untersuchten Exons. Daneben konnten bei 47 Patienten 
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Veränderungen in angrenzenden Intronbereichen erkannt werden. Diese 

lagen zwischen Exon 3 und 4, sowie zwischen Exon 6 und 7. Ein Großteil dieser 

Intronvarianten ist bereits bekannt, lediglich bei 8 Patienten zeigten sich nicht 

vorbeschriebene Veränderungen. Diese umfassen die Heterozygotie an 

Position 95 im Intronbereich zwischen Exon 3 und 4, sowie die Heterozygotie 

an Position 207 zwischen Exon 6 und 7. Tabelle 14 fasst die Ergebnisse der 

Sequenzierung zusammen.  

 

Tabelle 14 | Ergebnisse der Sequenzierung der Exons und angrenzender Intronbereiche von 

Protein phosphatase 4 regulatory subunit 2 (PPP4R2). (Het: Heterozygot, Del: Deletion, Sub: 

Substitution C: Cytosin, T: Thymin, A: Adenin, HE: hohe Expression, ME: mittlere Expression, NE: 

niedrige Expression, ME 13 und ME 17 entsprechen dem gleichen Patienten und wurden als 

interne Kontrolle doppelt bearbeitet, Pos: Position innerhalb des Exons oder Introns, Intron 3-4 

bzw. 6-7: Intron zwischen Exon 3 und 4 bzw. 6 und 7) 

Bereich in PPP4R2 Polymorphismus Expression Patient 

Exon 8 SubT zu CPos1 

 

 

NE 5 

10 

15 

18 

24 

Exon 8 SubT zu CPos1 ME 30 

Exon 8 SubT zu CPos1 

 

 

HE 3 

12 

20 

24 

25 

Intron 3-4 HetC+TPos95 NE 10 

Intron 3-4 HetC+TPos95 HE 23 

Fortsetzung Tabelle 14 auf Seite 44 
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      Fortsetzung Tabelle 14  

Intron 6-7 HetA+TPos207 NE 21 

30 

Intron 6-7 HetA+TPos207 ME 1 

2 

3 

9 

Intron 6-7 SubA zu TPos76 NE 22 

Intron 6-7 SubA zu TPos76 ME 4 

11 

13 

17 

Intron 6-7 SubA zu TPos76 HE 4 

Intron 6-7 HetA+TPos76 MAR 5 

Intron 6-7 HetA+TPos76 NE 1 

4 

5 

10 

11 

18 

21 

23 

25 

26 

27 

29 

Intron 6-7 HetA+TPos76 ME 1 

2 

5 

6 

8 

12 

      Fortsetzung Tabelle 14 auf Seite 45 
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      Fortsetzung Tabelle 14 

Intron 6-7 HetA+TPos76 ME 14 

16 

18 

22 

26 

27 

30 

Intron 6-7 HetA+TPos76 HE 1 

2 

3 

5 

6 

7 

8 

12 

18 

19 

20 

23 

24 

Intron 6-7 DelTPos22/23 MAR 5 

Intron 6-7 DelTPos22/23 

 

NE 1 

4 

5 

10 

11 

18 

21 

23 

25 

      Fortsetzung Tabelle 14 auf Seite 46 
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      Fortsetzung Tabelle 14  

Intron 6-7 DelTPos22/23 

 

NE 26 

27 

29 

Intron 6-7 DelTPos22/23 

 

ME 1 

2 

5 

6 

8 

12 

14 

16 

18 

22 

26 

27 

30 

Intron 6-7 DelTPos22/23 

 

HE 1 

2 

3 

5 

6 

7 

8 

12 

18 

19 

20 

23 

24 
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Bei insgesamt 95 sequenzierten Patienten konnte im Exonbereich somit nur 

ein vorbeschriebener SNP nachgewiesen werden. Es fanden sich keine 

Deletionen oder Missense Mutationen. 

 

3.4 Globale Expressionsanalyse 
 

Nachdem in den ersten Untersuchungen der Fokus auf die Verteilung der 

Expression von PPP4R2 bei der AML gerichtet war, wurden in der folgenden 

Analyse die Zusammenhänge mit anderen Genen in einer globalen 

Expressionsanalyse untersucht. Hierzu wurden die Patienten in zwei Gruppen 

unterteilt: Klasse 1 mit 30 Patienten hoher PPP4R2-Expression und Klasse 2 

mit 30 Patienten niedriger PPP4R2-Expression.  

Verglichen wurde, welche Gene mit der Expression von PPP4R2 

hochsignifikant (p < 0,005) korrelieren. Aus den Expressionswerten der beiden 

Klassen wurde der Fold-Change berechnet. Insgesamt zeigten sich 5952 Gene 

hochsignifikant in ihrer Korrelation mit der PPP4R2 Expression. Die weitere 

Analyse der Ergebnisse erfolgte an den achtzig Genen mit dem größten Fold-

Change. Diese sind in Tabelle 15 und in der folgenden Heatmap (Abbildung 6) 

zusammengefasst. Die fünf Gene mit dem größten Fold-Change waren RAB8B 

member RAS oncogene family (RAB8B), G protein subunit alpha 13 (GNA13), 

Sperm associated antigen 9 (SPAG9), Activity-dependent neuroprotective 

protein homeobox 2 (ZNF508) und Sirtuin 5 (SIRT5).  
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Tabelle 15 | Expressionsdaten: aus der geometrisch gemittelten Expression der Klasse 1 (hohe 

PPP4R2-Expression) und Klasse 2 (niedrige Expression) wurde der Fold-Change berechnet 

(Mittelwert Klasse 1 dividiert durch Mittelwert Klasse 2); doppelte Analysen jeweils als Kontrolle 

mit aufgelistet (kursive Schrift: Gennamen) 

Gennamen 
Mittelwert 

Klasse 1 

Mittelwert 

Klasse 2 

Fold-

change 

RAB8B 2,3669586 0,4278384 5,5323657 

PPP4R2 2,5029567 0,4582796 5,4616367 

RAB8B 2,0900207 0,4067965 5,1377544 

GNA13 1,9435438 0,3957332 4,9112480 

SPAG9 1,8518065 0,4169174 4,4416632 

ZNF508 1,8799140 0,4466861 4,2085794 

AFF4 1,7172951 0,4227568 4,0621343 

AP1G1 1,9232771 0,4789905 4,0152719 

LATS2 1,9239438 0,4874186 3,9472102 

CYLD 1,8383530 0,4693925 3,9164516 

RYBP 1,9316880 0,4985004 3,8749975 

C16orf72 1,7156540 0,4465509 3,8420121 

RYBP 1,8941711 0,5043209 3,7558850 

DCP1A 1,8560575 0,4968905 3,7353447 

SEC24A 1,9797707 0,5350037 3,7004806 

HMG2L1 1,8635239 0,5052136 3,6885858 

C20orf77 1,6748517 0,4634118 3,6141758 

FXR1 1,8009190 0,5067374 3,5539490 

PPM1A 1,8721984 0,5299519 3,5327704 

GTF2B 1,8016266 0,5100426 3,5323061 

BACH1 1,6795794 0,4792111 3,5048839 

FXR1 1,7456431 0,5029313 3,4709372 

MAX 1,8318906 0,5303806 3,4539168 

FBXL3 1,6262698 0,4758240 3,4177969 

DCP1A 1,7555625 0,5169034 3,3963065 

      Fortsetzung Tabelle 15 auf Seite 49 
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      Fortsetzung Tabelle 15  

DCP1A 1,7555625 0,5169034 3,3963065 

C16orf72 1,5994398 0,4767746 3,3547084 

GTF2B 1,7471862 0,5260263 3,3214805 

JMJD1A 1,6835034 0,5075189 3,3171249 

ZNF644 1,5903886 0,4834594 3,2896011 

RLF 1,5666199 0,4789676 3,2708264 

C16orf72 1,5979623 0,4955491 3,2246293 

MAPK6 1,5807399 0,4927177 3,2082057 

NRBF2 1,8207085 0,5765163 3,1581215 

C1orf9 1,5964123 0,5128824 3,1126283 

TP53BP2 1,6064395 0,5221972 3,0763081 

SFRS12 1,6153216 0,5262653 3,0694057 

SERINC1 1,6225917 0,5292789 3,0656649 

STK17A 1,6389350 0,5375484 3,0489066 

RP2 1,7768358 0,5905246 3,0089109 

SNRK 1,5780823 0,5265467 2,9970415 

CENPC1 1,6133581 0,5493509 2,9368441 

RNF138 1,6879046 0,5759163 2,9308158 

MAPK6 1,4863426 0,5139025 2,8922655 

RANBP2 1,5121137 0,5251093 2,8796172 

TSC22D2 1,5602386 0,5434064 2,8712187 

MIER1 1,6269917 0,5683954 2,8624296 

RAB5A 1,6261196 0,5845563 2,7818016 

WDFY1 1,7491249 0,6349141 2,7549001 

WDFY1 1,7491249 0,6349141 2,7549001 

NUP54 1,4667605 0,5358248 2,7373881 

ZRANB1 1,5052827 0,5507998 2,7329034 

ZNF281 1,5580411 0,5728119 2,7199875 

ZNF281 1,5580411 0,5728119 2,7199875 

DCTN4 1,5241448 0,5606768 2,7184016 

      Fortsetzung Tabelle 15 auf Seite 50 
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      Fortsetzung Tabelle 15  

ATP11B 1,5990703 0,5908911 2,7062011 

MRPL19 1,7076354 0,6342563 2,6923427 

LUC7L2 1,5531889 0,5774361 2,6898020 

NECAP1 1,5407506 0,5825821 2,6446925 

RAB1A 1,5411778 0,5862278 2,6289742 

TCEA1 1,5943850 0,6074482 2,6247257 

ABI1 1,5811026 0,6043178 2,6163431 

TOR1AIP1 1,7417046 0,6712087 2,5948779 

ARPP-19 1,5761447 0,6074342 2,5947580 

RAB22A 1,6125382 0,6289280 2,5639474 

PPP2R2A 1,6473343 0,6664276 2,4718879 

SHOC2 1,4947802 0,6060463 2,4664454 

PREI3 1,4873388 0,6080380 2,4461282 

RAB5A 1,5609958 0,6402616 2,4380595 

C13orf23 1,6248426 0,6684076 2,4309159 

GPBP1 1,6729179 0,6912918 2,4199882 

CALML4 1,5458854 0,6423211 2,4067173 

TBC1D23 1,4680150 0,6215006 2,3620493 

RFFL 1,5692044 0,6714879 2,3369065 

JARID1A 1,5572494 0,6842680 2,2757888 

MAD2L1BP 1,4682185 0,6513026 2,2542799 

MIER1 1,4339221 0,6390039 2,2439960 

C14orf11 1,5082755 0,6776912 2,2256088 

YME1L1 1,4098093 0,6373565 2,2119635 

SH3GLB1 1,4048019 0,6433757 2,1834861 

ZNF638 0,6014847 1,6315388 0,3686610 

VISA 0,6092333 1,6916917 0,3601326 

CTBP2 0,5602616 1,5821284 0,3541189 

LHX4 0,6415153 1,8702633 0,3430080 

VISA 0,5967392 1,7917792 0,3330428 

      Fortsetzung Tabelle 15 auf Seite 51 
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      Fortsetzung Tabelle 15 

C14orf149 0,5917821 1,7992020 0,3289137 

MKKS 0,6192097 1,9805485 0,3126456 

ROCK2 0,5059387 1,6814311 0,3008977 

HERC4 0,5011845 1,6981519 0,2951353 

C14orf159 0,4949541 1,8942149 0,2612978 

SIRT5 0,4933972 2,2021814 0,2240493 

 

Auf der folgenden Heatmap sind die Genexpressionsdaten für die Einzelfälle 

graphisch im Rahmen eines hierarchischen Clusters zusammengefasst. Jede 

Spalte entspricht einem AML Fall (n = 30 Fälle mit hoher und n = 30 Fälle mit 

niedriger PPP4R2 Expression) und jede Zeile einem der achtzig Gene, deren 

Expression am signifikantesten mit den beiden Gruppen korrelierte (Gene mit 

hoher Expression sind in rot kodiert, Gene mit niedriger Expression in grün). 

In der Heatmap (Abbildung 6) zeigen sich von den achtzig beschriebenen 

Genen siebzig Gene gleichsinnig mit PPP4R2 korreliert. Bei einer hohen 

PPP4R2 Expression sind diese Gene also ebenfalls hoch exprimiert und 

umgekehrt, das Gen mit dem größten Fold-Change ist hierbei RAB8B mit 5,53. 

Zehn der signifikantesten Gene zeigen dagegen eine inverse Korrelation, das 

Gen mit dem größten Fold-Change ist hierbei SIRT5 mit 0,22. 
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Abbildung 6 | Heatmap - X-Achse: Die 30 AML Fälle mit der höchsten und 30 Fälle mit der 

niedrigsten PPP4R2-Expression. Y-Achse: die 80 signifikantesten Gene. Rot: hohe Expression, 

Grün: niedrige Expression, Grau: Daten aufgrund schlechter Signalqualität ausgeschlossen. 
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4. Diskussion 
 

4.1 PPP4R2-Expressionsanalyse mittels RQ-PCR 
 

Zu Beginn der Arbeit wurden RQ-PCR-Daten von 48 Patienten mit 

unterschiedlichen AML-Subtypen ausgewertet. [CN-AML (n = 24), del 3p (n = 

6), inv(16) (n = 5), t(8; 21) (n = 4), 11q23 (n = 4), Komplexer Karyotyp (n = 3), 

sowie in die in den anderen Klassen nicht erfasste Karyotypen 47, XX, 

+13[17]/46, XX[7] und (45, XX, -7) (n = 2)]. Die Ergebnisse wurden in Abbildung 

5 grafisch zusammengefasst. 

Bei den Transkriptleveln von PPP4R2 zeigte sich die Tendenz zu einer 

unterschiedlichen PPP4R2-Expression zwischen AML-Patienten und gesunden 

Probanden, sowie innerhalb der untersuchten AML Subtypen. Gesunde 

Probanden weisen mit 0,72 PP4R2/B2M im Mittelwert gegenüber dem 

Kollektiv der AML-Patienten eine signifikant höhere PPP4R2 Expression auf 

(p=0.043), auch wenn die Ergebnisse eine große Streubreite zeigen. Bei 

näherer Betrachtung der Subtypen, zeigten sich signifikante Unterschiede bei 

Patienten mit CN-AML (Mittelwert = 0,27, p = 0,050) und bei Patienten mit 

Deletion in der MAR (Mittelwert = 0,13, p = 0,023). Die weiteren Subtypen 

zeigten keine signifikanten Unterschiede zu den gesunden Probanden. Die 

entsprechenden Mittelwerte finden sich im Ergebnisteil. 

Diese zum Teil signifikanten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die erniedrigte 

Expression von PPP4R2 in bestimmten AML Subtypen von pathogenetischer 

Relevanz sein könnte. Bisher liegen jedoch keine weiteren Daten zu Analysen 

mittels RQ-PCR von PPP4R2 bei der AML oder anderen Tumorentitäten vor. 

Lediglich in Bezug auf das fetale Alkoholsyndrom untersuchten Downing et al. 

mittels RQ-PCR die Transkriptlevel von PPP4R2 in Mäusen, jedoch ohne eine 

konsistente Aussage über einen pathogenetischen Einfluss treffen zu können 
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(Downing et al. 2012). 

 

4.2 Mutationsscreening von PPP4R2 
 

Die Region um 3p14.1-13 wurde in mehreren Studien mit der Lokalisation von 

Tumorsuppressorgenen in Verbindung gebracht. Insbesondere bei 

Prostatakarzinomen wurde eine Deletionsregion mit großer Überlappung zu 

der hier untersuchten MAR beschrieben. In diesen Arbeiten wurden bisher vor 

allem RYBP, FOXP1 und SHQ1 eingehend auf Mutationen und ihre Funktion als 

Tumorsuppressoren untersucht. Für das PPP4R2 Gen liegen entsprechende 

Untersuchungen bisher nicht vor (Taylor et al. 2010; Krohn et al. 2013). 

Ziel dieser Arbeit war es, umfassende Analysen zur Expression und zum 

Mutationsstatus von PPP4R2 bei AML-Patienten durchzuführen. Dabei lag der 

Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Durchführung der Sequenzanalyse des 

PPP4R2 Gens an insgesamt 95 AML Patienten. Die Auswahl der zu 

sequenzierenden Proben erfolgte dabei anhand einer mir zur Verfügung 

gestellten Microarray-basierten Genexpressionsanalyse an 320 AML-

Patienten. 

Die untersuchten Proben zeigten eine große Streubreite der PPP4R2 

Expressionslevel zwischen 1,547 und -2,592, innerhalb derer sich drei 

Gruppen für die Sequenzierung abgrenzen ließen (hohe, mittlere und niedrige 

Expression). 

Mittels Sequenzierung konnte bei 11 Patienten ein bereits vorbeschriebener, 

synonymer SNP (Reference SNP 61188513) gefunden werden. Innerhalb der 

kodierenden Genregion Exon 1-9 fanden sich in keiner der drei 

unterschiedlichen Expressionsgruppen weitere SNPs oder funktionell 

relevante Mutationen. Diese Ergebnisse decken sich auch mit den Ergebnissen 

des Cancer Genome Atlas Research Networks. Untersucht wurden hier 200 



Diskussion 

 

55 
 

AML-Patienten unter anderem auf das Vorliegen von Mutationen. Zum Einsatz 

kamen dabei whole-genome sequencing (n = 50) und whole-exome 

sequencing (n = 150). Bei keinem der Patienten konnte in diesen 

Untersuchungen eine Mutation im Bereich von PPP4R2 festgestellt werden 

(Cancer Genome Atlas Research Network 2013).  

In Bezug auf andere Tumorentitäten mit Mutationen in PPP4R2 konnten in der 

COSMIC Datenbank (Catalogue for somatic mutations in cancer) vereinzelte 

Punktmutationen und CNA (copy number alterations) gefunden werden. Die 

höchste Rate von Punktmutationen mit bis zu 1 % zeigten hierbei Malignome 

von Magen, Haut und Endometrium, CNAs zeigten sich prozentual am 

häufigsten bei Malignomen von Haut, Harntrakt und Magen. (nach COSMIC 

vom 26.03.2016: http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). In keiner 

Veröffentlichung wurde hierbei bisher der Zusammenhang zwischen den 

gelisteten Mutationen und der Rolle von PPP4R2 bei malignen Erkrankungen 

untersucht. 

 

4.3 Globale Expressionsanalyse 
 

4.3.1 PPP4R2 Expression-assoziiertes Genexpressionsmuster 
 

Die globale Expressionsanalyse wurde an 436 Patienten durchgeführt, mit 

Hilfe einer supervidierten Analyse konnte hier ein PPP4R2 assoziiertes 

Genexpressionsmuster identifiziert werden. Bereits 1999 konnten Golub et al 

durch diese Analyseform beispielhaft zeigen, dass es möglich ist, zwischen 

AML und ALL rein anhand des Expressionsprofils zu unterscheiden (Golub et 

al. 1999). In der vorliegenden Arbeit zeigt sich in der Heatmap für die achtzig 

signifikantesten Gene ein klares Expressionsmuster für hohe (Klasse 1) und 

niedrige (Klasse 2) PPP4R2-Expression. Unter diesen Genen war der Großteil 

gleichsinnig mit PPP4R2 exprimiert (n =70). Die fünf Gene mit dem größten 
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Fold-Change waren hierbei RAB8B, GNA13, SPAG9, ZNF508 und SIRT5 

(Abbildung 6 und Tabelle 15). 

Untersuchungen in anderen malignen Erkrankungen konnten zeigen, dass 

Genexpressionsmuster neben der Identifizierung einzelner Erkrankungs-

spezifischer Subtypen einen wichtigen Beitrag zur Einschätzung von Prognose 

und OS liefern können (Bullinger u. Valk 2005). In Bezug auf andere Leukämien 

oder solide Tumoren wurde das Expressionsprofil von PPP4R2 bisher nicht 

bestimmt. Lediglich im Bereich der spinalen Muskelatrophie liegen PPP4R2 

Expressionsprofile vor. Diese deuten auf eine Interaktion zwischen PPP4R2 

und der Differenzierung von Nervenzellen hin (Bosio et al. 2012). 

 

4.3.2 Potentielle funktionelle Relevanz des PPP4R2-assoziierten 
Genexpressionsmusters 
 

In der weiteren Analyse des Expressionsmusters wurde zu den achtzig 

signifikantesten Genen (Tabelle 15 und Abbildung 6) eine Literaturrecherche 

bezüglich Funktion und möglichen Zusammenhängen mit PPP4R2, sowie der 

Entstehung von Leukämien durchgeführt. 

Hierbei zeigten sich mit abl-interactor 1 (ABI1) und AF4/FMR2 family, member 

4 (AFF4) zwei Gene mit einer nachgewiesenen Rolle in der Entstehung von 

Leukämien, bei denen zum jetzigen Zeitpunkt jedoch kein direkter 

Zusammenhang mit PPP4R2 hergestellt werden konnte.  

Daneben zeigten sich in der Recherche mit MAPK6 und RYBP zwei Gene mit 

möglichen Assoziationen zu PPP4R2. Von diesen vier Genen werden zunächst 

MAPK6 und RYBP besprochen, weiter untenstehend dann ABI1 und AFF4.  

MAPK6 (mitogen-activated protein kinase 6) ist Mitglied der Ser/Thr 

Proteinkinasefamilie und wird durch extrazelluläre Signale reguliert (ERKs). 

ERKs phosphorylieren mehrere Transkriptionsfaktoren sowie Koregulatoren 

und sind an der Regulation von Proliferation, Differenzierung und Expression 
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beteiligt (Kostenko et al. 2012; Cassinat et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, 

dass erhöhte MAPK6 Level zu einer Unterbrechung des Zellzyklus in G1 führen 

und so die Zellproliferation hemmen.  

Zusätzlich reguliert MAPK6 das Produkt von MK5 (mitogen-activated protein 

kinase-activated protein kinase 5), welches an der Gefäßneubildung in 

Tumoren über VEGF (vascular endothelial growth factor) beteiligt ist. MAPK6 

zeigte sich in der globalen Expressionsanalyse gleichsinnig mit PPP4R2 

exprimiert, bei einem Fold-Change von 3,21. Ein funktioneller Zusammenhang 

mit PPP4R2 ist möglich, was auch die Betrachtung der Signalwege erkennen 

lässt. Wie in der Einleitung bereits beschrieben, verlängert PPP4R2 die 

Halbwertszeit von HPK1 (auch MAP4K1 genannt), HPK1 wiederrum führt nach 

Aktivierung mehrerer MAP-Kinasen seinerseits ebenfalls zu einer Aktivierung 

von MK5. (nach Biocarta vom 13.06.2015: www.biocarta.com/pathfiles/h 

_mapkPathway.asp). 

MAPK6 ist bisher vorwiegend im Zusammenhang mit soliden Tumoren 

untersucht worden, entsprechend konnten somatische Mutationen von 

MAPK6 in Lungen-, Eierstock- und Hautkrebs gefunden werden. Verstärkte 

Expression, bzw. erhöhte Proteinlevels konnten bisher mit Brust-, Lungen- und 

Magenkrebs sowie Melanomen in Verbindung gebracht werden (Kostenko et 

al. 2012). Arbeiten, die einen Zusammenhang mit der Entstehung der AML 

untersuchen, liegen bislang nicht vor. 

 

RYBP zeigte sich in der globalen Expressionsanalyse ebenfalls gleichsinnig mit 

PPP4R2 exprimiert, bei einem Fold-Change von 3,75. Es hat Funktionen in der 

Steuerung des Zellzyklus und konnte mit Prostata- sowie Zervixkarzinomen in 

Verbindung gebracht werden (Kostenko et al. 2012). Durch seine Lage auf dem 

kurzen Arm des Chromosoms 3, innerhalb der MAR 3p14.1-p13, befindet es 

sich in unmittelbarer Nachbarschaft zu PPP4R2. Dies könnte ein Hinweis auf 
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eine gemeinsame Regulation sein.  

 

Außer RYBP und MAPK6 konnten unter den achtzig signifikantesten Genen 

keine Gene gefunden werden, deren Funktionen oder Signalwege eine echte 

Interaktion mit PPP4R2 vermuten lassen. Dennoch lassen sich Gene finden, 

die einen direkten Zusammenhang mit der Entwicklung hämatologischer 

Krebserkrankungen zeigen. Im Folgenden werden daher ABI1 (abl-interactor 

1) und AFF4 (AF4/FMR2 family, member 4) besprochen. 

ABI1 zeigte sich in der globalen Expressionsanalyse gleichsinnig mit PPP4R2 

exprimiert, bei einem Fold-Change von 2,61. ABI1 spielt eine Rolle in soliden 

Tumoren, wie Brustkrebs oder Kolonkarzinomen. In seiner Funktion als 

Tumorsuppressor ist es ein interessanter Ansatzpunkt für die Einschätzung 

von Prognose und Verlauf maligner Erkrankungen. So konnte beispielsweise 

für Magenkarzinome gezeigt werden, dass eine niedrige ABI1 Expression mit 

einer signifikant schlechteren Tumordifferenzierung und einem geringeren OS 

assoziiert ist (Cui et al. 2010). Neben den Ergebnissen für solide Tumore, 

wurden bei AML Patienten wiederholt Translokationen zwischen Chromosom 

10 und Chromosom 11 beschrieben, bei denen sich eine Fusion zwischen ABI1 

und MLL und zeigt, was eine mögliche Rolle in der Entstehung von Leukämien 

nahe legt (Shibuya et al. 2001). Eine weitergehende Untersuchung dieser 

möglichen Assoziation liegt bisher nicht vor. 

 

AFF4 zeigte sich in der globalen Expressionsanalyse gleichsinnig mit PPP4R2 

exprimiert, bei einem Fold-Change von 4,02. AFF4 ist Mitglied der AF4 Familie 

und über die Regulation von CD113 an der Entstehung von akuten 

lymphatischen Leukämien (ALL) beteiligt (Mak et al. 2012). Daneben wird vor 

allem in kindlicher ALL häufig eine Fusion zwischen AF4 und MLL mit zentraler 

Rolle in der Pathogenese beobachtet (Bueno et al. 2013). 
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4.4 Bedeutung der MAR und PPP4R2 
 

Neben der vorliegenden Arbeit zur minimally altered region in 3p13.1-14 bei 

der AML, zeigte sich auch bei soliden Tumorentitäten eine Deletion im Bereich 

des kurzen Arms des Chromosoms 3, der zum Großteil mit der hier 

untersuchten MAR überlappt. Bei Prostatakarzinomen zeigten sich 

Deletionen, die nach weiteren Expressionsanalysen ebenfalls 

Tumorsuppressoren in diesem Bereich vermuten ließen. Vor allem wurde zu 

diesem Zeitpunkt SHQ1 als mögliches Kandidatengen eingestuft (Taylor et al. 

2010), Lando et al. beschreiben daneben einen rekurrenten Verlust von 3p12-

p14 mit einer Reihe möglicher Suppressoren im Zusammenhang mit 

Zervixkarzinomen. In den Untersuchungen zeigte sich bei 61% von 92 

invasiven Zervixkarzinomen die genannte Deletion. Im Fokus der Arbeiten 

lagen neben sechs weiteren betroffenen Genen auch RYBP und SHQ1, die 

ebenso Teil der hier untersuchten MAR sind. Bei Funktionsanalysen konnten 

bei Patienten mit Deletion Hinweise auf eine Aktivierung Tumor fördernder 

Signalwege nachgewiesen werden. In der Überlebensdauer zeigte sich für 

diese Patienten eine entsprechende prognostische Relevanz (Lando et al. 

2009; Lando et al. 2013). 

In einer weiteren Studie zum Prostatakarzinom war erneut die Region 3p13 

Gegenstand der Untersuchungen. Unter 77 Prostatakarzinomen wurden 14 

(19%) mit Deletionen in diesem Bereich gefunden. Im Rahmen dieser 

Deletionen zeigten Expressionsprofile für FOXP1, EIF4E3, RYBP, SHQ1 und 

GXYLT2 eine signifikante Verringerung der relativen Expression. Für FOXP1, 

RYBP und SHQ1 konnte sogar nachgewiesen werden, dass eine 

Überexpression zu einer ausgeprägten Wachstumshemmung in 

verschiedenen Zelllinien des Prostatakarzinoms führt. Diese Effekte sind 

vergleichbar mit denen von Tumorsuppressorgenen und legen eine Rolle in 

der Tumorentstehung nahe. In einer ebenfalls durchgeführten Sequenzierung 
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bei 271 Patienten mit Prostatakarzinomen konnten je zwei Mutationen in 

FOXP1 und RYBP, sowie eine Mutation in SHQ1 gefunden werden. Die anderen 

Gene der Region 3p13 wurden hierbei nicht untersucht (Krohn et al. 2013). 

Insbesondere wurden in den beschriebenen Arbeiten keine Daten zu PPP4R2 

präsentiert. 

 

In der Zusammenschau der hier generierten aber auch der bislang publizierten 

Daten muss angenommen werden, dass zumindest der Mechanismus der 

Mutation in PPP4R2 keine Rolle in der Pathogenese der AML spielt. Hier 

scheint eher der Mechanismus der Deletion und dies vor allem in soliden 

Tumoren von Bedeutung zu sein. Somit scheint die Haploinsuffizienz von 

PPP4R2 durchaus für bestimmte maligne Erkrankungen relevant zu sein. Ein 

weiterer möglicher Mechanismus, der zur Haploinsuffizienz von PPP4R2 bei 

der AML führen könnte, ist die epigenetische Regulation des Gens 

beispielsweise durch Hypermethylierung. Bisher existieren jedoch keine 

entsprechenden Untersuchungen bei der AML.  

Mit der Identifizierung der MAR, sowohl in soliden Tumoren, als auch bei der 

Leukämie, scheint eine pathogenetische Rolle in der Leukämogenese sehr 

wahrscheinlich. Entsprechend sollten die weiteren sieben, in der MAR 

lokalisierten, proteinkodierenden Gene (FOXP1, GPR27, PROK2, EIF4E3, RYBP, 

SHQ1 und GLT8D4) ebenfalls auf Mutationen oder aberrante Genexpression 

untersucht werden. 
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 4.5 Ausblick 
 

In der Sequenzanalyse von PPP4R2 konnte bis auf einen vorbeschriebenen 

synonymen SNP keine funktionell relevante Mutation gefunden werden, 

sodass einer pathogenetischen Relevanz von Mutationen in PPP4R2 bei der 

AML wahrscheinlich kein Stellenwert zukommt. Neben PPP4R2 liegen 

innerhalb der MAR 3p14.1-p13 noch sieben weitere Gene, sowie eine 

microRNA, die in mehreren Studien und anhand ihrer Funktion als mögliche 

Tumorsuppressoren gelten. Eine Bearbeitung dieser Gene mittels 

Sequenzierung und Expressionsanalysen kann weitere Aufschlüsse zu ihrer 

Rolle in der AML Entstehung geben. Insbesondere RYBP, welches signifikant 

gleichsinnig mit PPP4R2 exprimiert wird und in unmittelbarer Nachbarschaft 

liegt, ist hierbei ein potentieller Kandidat. Ein weiteres interessantes Gen stellt 

FOXP1 dar, welches bereits mit soliden Tumoren, sowie der Entstehung 

bestimmter ALL-Formen in Verbindung gebracht werden konnte. 

Neben den in dieser Arbeit verwendeten Methoden, sollten weitere 

Untersuchungen an PPP4R2 sowie den anderen Genen der MAR durchgeführt 

werden. Hierunter fallen zum einen die Untersuchung epigenetischer 

Einflüsse, aber auch funktionelle Analysen im Hinblick auf die Rolle von 

PPP4R2 im DNA Reparaturweg, sowie phänotypische Untersuchungen 

beispielsweise am Knock-in oder Knock-out-Mausmodell. 

Eine weitere Möglichkeit der Untersuchung von PPP4R2 und der anderen 

Kandidatengene stellt die Korrelation zwischen Expression und klinischem 

Erscheinungsbild dar. Ebenso könnte eine Betrachtung des Expressionsmuster 

in Korrelation mit zyto- und molekulargenetischen Daten einen etwaigen 

Zusammenhang aufdecken. 
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5. Zusammenfassung 
 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine klonale Stammzellerkrankung, 

die durch die ungehemmte Proliferation von hämatopoetischen 

Vorläuferzellen gekennzeichnet ist. Es konnte dabei gezeigt werden, dass 

molekulargenetische Veränderungen insbesondere bei Patienten mit einem 

normalem Karyotyp (CN-AML), eine zentrale Rolle in der Pathogenese spielen. 

Hierbei konnten kleinste Chromosomenaberrationen erkannt werden, die zu 

einem umschriebenen Verlust der Heterozygotie führen. Eine rekurrente 

Deletionsregion konnte bei sechs Patienten mit CN-AML identifiziert werden. 

Sie befindet sich in der chromosomalen Bande 3p14.1-p13; diese kleinste 

minimal deletierte Region (minimally altered region, MAR), umfasst acht 

Gene, die in mehreren Studien als mögliche Tumorsuppressorgene diskutiert 

werden. Eines dieser acht Gene ist PPP4R2 (Proteinphosphatase 4, regulatory 

subunit 2), welches Funktionen bei Apoptosevorgängen und der DNA-

Reparatur aufweist. Ziel dieser Arbeit war es, PPP4R2 als Kandidatengen in der 

AML zu untersuchen. Zu Beginn stand die Analyse der Expression von PPP4R2, 

welche mittels RQ-PCR (Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction) 

gemessen wurde. Die Transkriptlevel von PPP4R2 bei 48 Patienten waren 

signifikant niedriger exprimiert als die gesunder Kontrollen. Bei näherer 

Betrachtung der AML Subtypen, zeigten sich auch die Ergebnisse für CN-AML 

Patienten und Patienten mit Deletion in der MAR als signifikant. Diese Daten 

gaben einen Hinweis auf eine mögliche Relevanz aberranter PPP4R2-

Expression bei der AML. Nach Etablierung eines DNA-basierten PCR-Assay 

wurden in der Folge 95 AML-Patienten mit unterschiedlicher PPP4R2-

Expression nach funktionell relevanten Mutationen sequenziert. Hierbei 

konnte bis auf einen vorbeschriebenen synonymen SNP (single nucleotid 

polymorphism, Polymorphismus in einem Nucleotid) keine Mutation 
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nachgewiesen werden, was sich mit der Tatsache deckt, dass für PPP4R2 bei 

der AML bisher keine Mutationen beschrieben wurden. Im Weiteren wurde 

ein globales Expressionsprofil für Proben mit hoher und niedriger PPP4R2-

Expression ausgewertet. In einer supervidierten Analyse an 436 Patienten fiel 

insbesondere RYBP auf, welches sich hochsignifikant (p < 0,005) gleichsinnig 

zur PPP4R2-Expression verhielt, in unmittelbarerer Nachbarschaft zu diesem 

liegt und ebenfalls wie PPP4R2 bei AML Patienten mit MAR deletiert vorliegt. 

Hier stellt sich die Frage nach einer möglichen gemeinsamen Regulation dieser 

beiden Gene. In der Region 3p14.1-p13 befinden sich neben PPP4R2 noch 

weitere Kandidatengene, welche eine Rolle in der Leukämogenese oder 

Onkogenese spielen könnten. Diese sieben verbleibenden 

proteinkodierenden Gene der MAR sollten mit der gleichen Fragestellung wie 

PPP4R2 untersucht werden. Insbesondere FOXP1, RYBP und SHQ1 wurden 

dabei bereits wiederholt mit der Entstehung von soliden Tumoren, wie dem 

Prostata- und Cervixkarzinom in Verbindung gebracht und stellen sicherlich 

die interessantesten Kandidaten dar. Abschließend kann die vorliegende 

Arbeit als wichtiger Teil der Analyse der Kandidatengene in der Region 3p14.1-

p13 (MAR) betrachtet werden. Während sich bei den Expressionsleveln von 

PPP4R2 signifikante Unterschiede zwischen gesunden Probanden und AML-

Patienten zeigten, konnte kein Hinweis auf für die AML pathogenetisch 

relevante Mutationen in PPP4R2 gefunden werden. Vor allem die gezielte 

Sequenzierung von Patienten mit unterschiedlichem Expressionsniveau, lässt 

die Möglichkeit von nicht erfassten Mutationen als gering erscheinen. 

Weiterführende Untersuchungen, wie Knock-in bzw. Knock-out-Mausmodelle 

oder Untersuchungen eines epigenetischen Einflusses, könnten für PPP4R2 

weitere Erkenntnisse über eine etwaige pathogenetische Relevanz in der AML 

erbringen. 
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