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1 Einleitung 

1.1 Die akute myeloische Leukämie (AML) 

1.1.1 Definition 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine komplexe klonale Erkrankung der 

hämatopoetischen Stammzelle, die zur malignen Transformation und 

Dysregulation leukämischer Vorläuferzellen führt. Diese sog. Blasten verlieren 

dadurch die Fähigkeit zur weiteren Differenzierung, können ungehemmt 

proliferieren und wandern ins Blut oder andere Gewebe ein. Infolgedessen kommt 

es zu einem rapiden Anstieg der neoplastischen Zellen und zur kontinuierlichen 

Verdrängung der normalen Hämatopoese.  

 

1.1.2 Epidemiologie 

Im Gegensatz zur akuten lymphatischen Leukämie (ALL), welche die häufigste 

Leukämieform bei Kindern darstellt, ist die AML mit etwa 80% die am meisten 

diagnostizierte akute Leukämieform bei Erwachsenen. Pro Jahr liegt die Anzahl an 

Neuerkrankungen bei drei bis vier Fällen pro 100.000 Erwachsene. Die Häufigkeit 

nimmt mit dem Alter zu, wobei das durchschnittliche Erkrankungsalter ca. 67 

Jahre (http://seer.cancer.gov/statfacts/html/amyl.html (13.09.2017) beträgt. In der 

westlichen Welt beträgt die Inzidenz 3.7 pro 100.000 Personen, wovon der größte 

Anteil der neu diagnostizierten AML mit 42.8% bei den über 65-Jährigen liegt. 

Dazu kommt, dass in den letzten Jahrzehnten die Inzidenz in den westlichen 

Ländern, aufgrund des stetig steigenden Lebensalters, zugenommen hat 

(Deschler et al. 2006; Juliusson et al. 2009).  

Männer sind von der AML häufiger betroffen als Frauen (5.0 vs. 3.4 pro 100.000), 

wobei dieser Unterschied nur für Erwachsene gilt und nicht für Kinder. Des 

Weiteren ist die Inzidenz in der schwarzen Bevölkerung etwas geringer als in der 

weißen Bevölkerung (http://seer.cancer.gov/statfacts/html/amyl.html (13.09.2017). 

Allerdings weisen Afrikaner, Hispanoamerikaner und Afroamerikaner eine 

schlechtere Prognose auf als andere ethnische Gruppen (Sekeres et al. 2004). 

 

1.1.3 Ätiologie 

Die Entstehung einer AML ist trotz langjähriger Forschung bei weitem noch nicht 

verstanden. Dennoch kennt man bereits heute einige Auslöser, die die 
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Transformation maligner Zellen begünstigen oder sogar auslösen können. Zu den 

Risikofaktoren zählt ionisierende Strahlung, der die Menschen z.B. nach den 

Atombomben in Hiroshima oder den nuklearen Testgebieten in Kasachstan 

ausgeliefert waren (Estey et al. 2006). Auch eine Bestrahlungstherapie kann die 

Ursache einer AML sein. Eine Ganzkörperbestrahlung mit einem Gray führt bei 

einem Erwachsenen zur Verdoppelung des Leukämierisikos (Kayser et al. 2011; 

Herold Innere Medizin. 2017) und das Risiko an der Erkrankung zu versterben, ist 

deutlich erhöht (Muirhead et al. 2009). Des Weiteren kann es durch eine 

Strahlenexposition zu der Entstehung eines myelodysplastischen Syndroms 

(MDS) kommen, welches mit dem erhöhten Risiko einer Transformation in eine 

AML assoziiert ist (Dan et. al. 2015). Auch die Exposition gegenüber Chemikalien 

wie Benzol, sowie gegenüber Rauchen, ist als Risikofaktor nachgewiesen. 

Zigarettenraucher zeigen im Vergleich zu nicht rauchenden Personen ein zweifach 

erhöhtes Risiko an einer AML zu erkranken (Speer et al. 2002).  

Die Behandlung mit Zytostatika kann ebenfalls ursächlich für die Erkrankung an 

einer akuten Leukämie sein. Zu diesen gehören vor allem Alkylantien, 

Topoisomerase-II-Inhibitoren, Chloramphenicol und Phenylbutazon. Der Grund 

dafür besteht in der knochenmarkschädigenden Wirkung dieser Substanzen.  

Im Gegensatz zu der hierzulande sehr seltenen humanen T-Zell-Leukämie, die 

durch die Viren HTLV-1 und -2, verursacht werden kann, ist diese Ursache bei der 

AML bislang nicht nachgewiesen worden. Die humane T-Zell-Leukämie tritt 

vorwiegend im japanischen Raum auf. 

Des Weiteren spielen genetische Erkrankungen eine wichtige Rolle. Dazu zählen 

das Down-Syndrom (Trisomie 21), das Klinefelter-Syndrom (46-XXY), das Bloom-

Syndrom und die Ataxia teleangiectasia. Auch aus bereits bestehenden 

Erkrankungen der Hämatopoese, wie den myelodysplastischen und 

myeloproliferativen Erkrankungen, einer aplastischen Anämie oder einer 

paroxysmalen nächtlichen Hämoglobinurie, kann sich eine AML entwickeln 

(Herold Innere Medizin. 2017). 

 

1.1.4 Krankheitsbild 

Das Krankheitsbild der AML kann sich in sehr unterschiedlichen Ausprägungen 

darstellen. Bei wenigen Patienten wird die Krankheit zufällig bei einem 
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Routineblutbild diagnostiziert. Jedoch klagt etwa die Hälfte der Patienten zum 

Diagnosezeitpunkt seit ca. drei Monaten über unspezifische Symptome (Harrison’s 

Principles of Internal Medicine. 18th Edition). Zu diesen zählen ausgeprägte 

Müdigkeit, Leistungsminderung und Schwäche, Nachtschweiß, sowie Appetit- und 

Gewichtsverlust. Dieses Erscheinungsbild ist Folge der Verdrängung der normalen 

Hämatopoese im Knochenmark. Daraus resultiert eine Trias bestehend aus 

Granulozytopenie, Anämie und Thrombozytopenie. Die Leukozytenzahl kann wie 

bei allen anderen Leukämieformen normal, erniedrigt oder erhöht sein. In seltenen 

Fällen steigt die Leukozytenzahl auf über 100.000 /µl, wobei dann von einer 

Hyperleukozytose gesprochen wird. Diese kann sich zu einem bedrohlichen 

Leukostasesyndrom entwickeln, welches mit neurologischen, kardiologischen oder 

respiratorischen Beschwerden einhergeht. Des Weiteren können Mutationen in 

NPM1 (Nucleophosmin 1) und FLT3-ITD (FMS-like tyrosine kinase 3 - Interne 

Tandemduplikation) mit erhöhten Leukozytenwerten korrelieren (Su et al. 2013).  

Ein weiteres häufig auftretendes Symptom ist Fieber, welchem meist 

Pilzinfektionen oder bakterielle Infektionen als Ursache zugrunde liegen. Dabei ist 

oft der Mund- und Rachenraum betroffen. Seltenere Infektionen sind die 

Pneumonie, Pyelonephritis oder Enterokolitis. Allerdings bleibt das Fieber in vielen 

Fällen unklarer Genese. Aufgrund der Thrombozytopenie kann es außerdem zu 

Blutungssymptomen in Form von Petechien, Zahnfleischblutungen oder 

Hämatomen kommen. Bei der akuten Promyelozytenleukämie (APL) insbesondere 

kann es auch zu Blutungen infolge einer disseminierten intravasalen Gerinnung 

und sekundärer Hyperfibrinolyse kommen. Weitere Symptome sind 

Lymphknotenschwellungen, Splenomegalie und Hepatomegalie, wobei letztere 

häufiger bei Kindern auftritt (Herold Innere Medizin. 2017). Seltene extramedulläre 

Manifestationen einer AML sind myeloide Sarkome, auch granulozytäre Sarkome 

oder Chlorome genannt, sowie die Leukaemia cutis (Bakst et al. 2011). 

 

1.1.5 Diagnostik und Klassifikation 

Die Verdachtsdiagnose einer AML ergibt sich aus den unspezifischen Symptomen 

des Patienten und dem daraufhin durchgeführten Differentialblutbild. Gesichert 

wird die Diagnose durch eine Untersuchung des Knochenmarks. Von 

entscheidender Bedeutung, hinsichtlich Therapie und Prognose, ist dabei die 
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exakte Bestimmung des vorliegenden AML-Subtyps. Um das optimale, für den 

Patienten passende Therapieschema zu bestimmen, hat sich in den letzten 

Jahren die Anwendung von komplexen molekulargenetischen, immunologischen 

und zytogenetischen Verfahren in der Diagnostik durchgesetzt und die älteren 

zytomorphologischen und histomorphologischen Verfahren etwas in den 

Hintergrund gedrängt, die jedoch weiterhin die Basis für die Diagnosefindung 

darstellen.  

So erfolgt auch heutzutage zunächst die mikroskopische Untersuchung des 

Ausstriches von peripherem Blut (PB) und Knochenmark (KM), in dem der erhöhte 

Anteil an Blasten bereits optisch erfasst und die Blasten der myeloischen Reihe 

zugeordnet werden können. Um die Zellen der Granulopoese außerdem besser 

sichtbar zu machen, kann man sie mit Hilfe der Peroxidase-Reaktion (POX) 

anfärben. Des Weiteren erfolgt der Nachweis der charakteristischen, sich im 

Zytoplasma der unreifen Leukämiezellen befindlichen, sog. Auer-Stäbchen. Diese 

stellen ein eindeutiges Merkmal der APL dar, welche in der FAB-Klassifikation 

(French-American-British) der Gruppe M3 angehört (Tabelle 1). Die FAB-

Klassifikation wurde 1976 eingeführt, um die AML anhand morphologischer und 

zytochemischer Merkmale in verschiedene Subtypen zu kategorisieren (Bennett et 

al. 1976; Bennett et al. 1985). Im Laufe der Zeit wurde dann jedoch deutlich, dass 

immunologische, zytogenetische und molekulargenetische Untersuchungen mehr 

und mehr an Bedeutung gewinnen und in diesem Zusammenhang auch 

nachgewiesen wurde, dass das Überleben des Patienten entscheidend von der 

Art der AML und damit von seinem Karyotyp abhängt (Tallman. 2015; Döhner et 

al. 2015; Bullinger et al. 2017). Daher wurden die FAB-Kriterien von der World 

Health Organisation (WHO) 2002 aufgenommen und mit den neuesten 

immunologischen und molekulargenetischen Erkenntnissen zur WHO-

Klassifikation erweitert, welche nach einer erneut ergänzten Auflage von 2008 und 

2016 das derzeit aktuellste Klassifikationsmodell für die AML darstellt (Arber et al. 

2016). Dieses unterteilt die AML in vier Hauptgruppen (Tabelle 2). Den wichtigsten 

Unterschied zu der älteren FAB-Einteilung stellt der Blastenanteil im Blut dar. 

Nach der FAB-Klassifikation muss der Anteil an Blasten mindestens 30% 

betragen, wohingegen dieser von der WHO auf 20% gesenkt wurde. 
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Tabelle 1: FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämie (nach Bennet et al. 1976 

und 1985) mit Angabe der Häufigkeit in Prozent, Angabe über die Ausprägung der POX und 

der Esterase (von nicht [-] bis zu sehr stark [+++] ausgeprägt) sowie über die Zytogenetik 

der jeweiligen Klasse. 

Abkürzungen: FAB = French-American-British; AML = Akute myeloische Leukämie; POX = 

Myeloperoxidase; inv(3q) = Inversion 3q; t(3;3) / (8;21) / (15/17) / (16/16) / (1;25) = Translokation 

(3;3) / (8;21) / (15/17) / (16/16) / (1;25); inv(16) = Inversion 16; 11q23 = Translokation 11q23; 

M2baso = Akute Basophilen-Leukämie; M4Eo = Akute myelomonozytäre Leukämie mit 

Eosinophilie; M3v = Akute Promyelozytenleukämie, mikrogranuläre Variante 

 
 

Numerische und strukturelle chromosomale Aberrationen werden mit der 

konventionellen Bänderungsmethode untersucht, unterstützt durch die 

Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH). In dem aktuellen Update der WHO-

Klassifikation 2016 wurden die zuvor sog. provisorischen Entitäten NPM1 und 

CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein alpha) mutierte AML als reguläre 

Gruppen mit einbezogen, wobei bei CEBPA ausschließlich die biallelischen 

Mutationen aufgenommen wurden, da nur bei diesen eine prognostische Relevanz 

gezeigt werden konnte (Wouters et al. 2009; Green et al. 2010). Des Weiteren 

wurden im Vergleich zur Klassifikation 2008 zwei neue provisorische Entitäten mit 

aufgenommen: AML mit BCR-ABL1 (Breakpoint Cluster Region - Abelson Murine 

Leukemia Viral Oncogene Homolog 1) und RUNX1(T1) (runt-related transcription 

factor-1 (translocated to chromosome 1)) Mutationen (Arber et al. 2016).  

Bei den Verfahren zur Immunophänotypisierung wird die Durchflusszytometrie 

(FACS) angewendet. Diese Untersuchung dient der Zuordnung von Blut- und KM-

Zellen zu einer bestimmten Zelllinie, was mit Hilfe markierter monoklonaler 

Einteilung Häufigkeit POX Esterase Zytogenetik
M0: minimal differenzierte AML 3%  -  - inv(3q), t(3;3) (1%)
M1: Myeloblastenleukämie 15%  +/-  - 
M2: Myeloblastenleukämie
 mit Ausreifung

25%

Subtyp: M2baso selten
M3: Promyelozytenleukämie
Subtyp: M3v: mikrogranuläre
Variante

M4: myelomonozytäre Leukämie 20% 11q23 (20%)
Subtyp: M4Eo: mit Eosinophilie 5% inv(16), t(16;16) (80%)
M5: Monozytenleukämie 10%  +/-  +++ 11q23 (20%)
M6: Erythroleukämie 5%  +  - 
M7: Megakaryozytenleukämie 7%  -  - t(1;25) (5%)

10%

t(8;21) (40%)

t(15;17) (98%)

 ++ 

 +++ 

 +++ 

 - 

 - 

 ++  
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Antikörper erfolgt. Dies ermöglicht es, die Zellen einem bestimmten Antigenprofil 

anhand der CD (cluster of differentiation)-Nomenklatur zuzuordnen. Außerdem 

dient die FACS dazu, den Reifungsgrad der leukämischen Zellen zu ermitteln.  

 

Tabelle 2: Dargestellt ist die WHO-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämie (nach 

Arber et al. 2016) bestehend aus vier Gruppen mit den jeweiligen Subklassifikationen. 

Abkürzungen: WHO = World Health Organisation; AML = Akute myeloische Leukämie; t(8;21) / 

(16;16) / (9;11) / (6;9) / (3;3) / (1;22) = Translokation (8;21) / (16;16) / (9;11) / (6;9) / (3;3) / (1;22); 

inv(16) / (9) = Inversion 16 / 9; RUNX1(T1) = runt-related transcription factor-1 (translocated to 

chromosome 1); CBFB = Core binding factor beta; MYH11 = myosin heavy polypeptide 11; PML = 

Promyelocytic leukemia; RARA = Retinoic acid receptor alpha; MLL(T3) = Mixed lineage leukemia 

(translocated to chromosome 3); KMT2A = Lysine (K)-Specific Methyltransferase 2A; DEK-

MUP214 = DEK oncogene - major urinary protein 214; GATA2 = GATA Binding Protein 2; MECOM 

= MDS1 and EVI1 Complex Locus; RBM15-MKL1 = RNA Binding Motif Protein 15 – 

Megakaryoblastische Leukämie 1; BCR = Breakpoint Cluster Region; ABL1 = Abelson Murine 

Leukemia Viral Oncogene Homolog 1; NPM1 = Nucleophosmin 1; CEBPA = CCAAT/enhancer 

binding protein alpha 

  

Gruppe 1 AML mit rekurrenten zytogenetischen Aberrationen
   - AML mit t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1

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

   - AML mit PML-RARA

   - AML mit t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

   - AML mit t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

   - AML mit inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM

   - AML (megaloblastäre) mit t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1 

   - Provisorische Entität: AML mit  BCR-ABL1

   - AML mit mutiertem NPM1 

   - AML mit mutiertem biallelischem CEBPA

   - Provisorische Entität: AML mit mutiertem RUNX1

Gruppe 2 AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veränderungen

Gruppe 3 Therapieassoziierte AML
Gruppe 4 Andere Formen der AML

   - AML mit wenig Differenzierung
   - AML ohne Ausreifung
   - AML mit Ausreifung
   - Akute myelomonozytäre Leukämie
   - Akute monoblastäre/monozytäre Leukämie
   - Akute erythrozytäre Leukämie
   - Akute megakaryoblastäre Leukämie
   - Akute basophile Leukämie
   - Akute Panmyelose mit Myelofibrose
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1.1.6 Prognosefaktoren 

Von der AML, die vor 50 Jahren noch als unheilbar galt, können heutzutage 35 bis 

40% der Erwachsenen bis 60 Jahre, aber lediglich fünf bis 15% der Personen über 

60 Jahre geheilt werden (Döhner et al. 2010; Döhner et al. 2015). Dabei sind der 

Verlauf und der Ausgang dieser Erkrankung von ganz bestimmten Faktoren 

abhängig. Entscheidend ist v.a. das Alter des Patienten zum Zeitpunkt der 

Diagnose. Mit ansteigendem Alter wird die Prognose schlechter. Das liegt u.a. 

daran, dass viele der Patienten die Induktionstherapie, mit dem Ziel eine 

komplette Remission (CR) zu erreichen, nicht überleben bzw. eine refraktäre 

Erkrankung aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil der jüngeren 

Patienten (≤ 60 Jahre), die eine CR erreichen, bei 65 bis 75% liegt, wohingegen 

dieser Anteil bei den über 60-jährigen nur 40 bis 60% beträgt (Schlenk et al. 

2013). Des Weiteren kommt es im Alter zu einer stärkeren und schnelleren 

Entwicklung von Toleranzen, z.B. vermittelt durch das multidrug resistance 1 

(MDR1) Gen. Dieses Gen codiert für eine unidirektionale Effluxpumpe, welche die 

Medikamente verstärkt aus den Zellen transportiert; diese wird im Alter vermehrt 

exprimiert. Somit verlieren die Zellen die Fähigkeit die Medikamente zu 

akkumulieren, deren Konzentration bleibt unter der Wirkschwelle und die Zellen 

bleiben vor der schädigenden Wirkung der Zytostatika geschützt (Paietta. 1997).  

Weitere entscheidende Faktoren sind die Anzahl an Leukozyten (engl.: white 

blood cells), der Gesundheitszustand des Patienten und seine Komorbidität, ob 

bei diesem bereits ein MDS vorhanden war und ob bereits zuvor eine 

zytostatische Therapie erfolgt ist. Inkonsistente Ergebnisse in Bezug auf die 

Prognose gibt es allerdings bei den Symptomen der Splenomegalie und erhöhten 

LDH (Laktatdehydrogenase)-Werten (Döhner et al. 2010).  

All die prognostisch ungünstigen Faktoren sind mit einer höheren Inzidenz im Alter 

assoziiert. In einer Studie wurden daher separat die Therapiemöglichkeiten für 

ältere AML-Patienten untersucht, bei denen die Voraussetzungen für eine 

erfolgreiche Therapie zumeist schlechter sind, als bei jüngeren Patienten. 

Dennoch kam die Studie zu dem Schluss, dass man auch bei jedem älteren AML-

Patienten individuell, z.B. in Abhängigkeit vom Genotyp entscheiden muss, welche 

Therapie die geeignetste darstellt und auch neue innovative Medikamente älteren 

Personen nicht vorenthalten werden sollten (Ossenkoppele et Löwenberg. 2015).  
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Den wichtigsten Faktor in Bezug auf die Prognose stellt der Karyotyp dar. Man 

unterteilt die Patienten in Gruppen mit günstigem, intermediärem und ungünstigem 

Risikoprofil (Tabelle 3), denen anhand von Studienergebnissen unterschiedliche 

Genotypen zugeordnet werden können (Döhner et al. 2010; Schlenk et al. 2013) 

und welche auch für die Risikostratifizierung nach dem European LeukemiaNet 

(ELN) verwendet werden (Döhner et al. 2017). Die weitaus größte und 

umfassendste Studie wurde dazu 2010 von Grimwade und Kollegen durchgeführt. 

In dieser wurde das Überleben von über 5800 AML-Patienten im Hinblick auf den 

prognostischen Einfluss des Karyotyps untersucht und mit klinischen Endpunkten 

korreliert. Hier konnte an einem großen Patientenkollektiv gezeigt werden, dass 

Patienten mit einer APL mit der t(15;17) PML-RARA (Promyelocytic Leukemia 

Protein - Retinoid acid receptor alpha) sowie Patienten mit sog. core binding factor 

(CBF) Leukämien mit t(8;21) RUNX1-RUNX1T1 und inv(16) CBFB-MYH11 (core-

binding-factor, beta-subunit - myosin-heavy-chain 11) eine deutlich bessere 

Prognose haben als solche, die eine abn(3q), del(5q) tragen oder einen 

komplexen Karyotyp (drei oder mehr zytogenetische Abnormitäten) besitzen (CK-

AML) (Grimwade et al. 2010). 

 

Tabelle 3: Dargestellt sind verschiedene Karyotypen der AML, eingeteilt in die Risikoprofile 

günstig, intermediär und ungünstig, mit Angabe des prozentualen Anteils, sowie die 

Wahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des Karyotyps eine CR und ein EFS zu erreichen (nach 

Giles. 2002, Döhner et al. 2010) 

Abkürzungen: AML = Akute myeloische Leukämie; CR = komplette Remission; EFS = event-free 

survival; t(8;21) = Translokation (8;21) AML1-ETO; t(15;17) = Translokation (15;17) PML-RARA; 

11q23 = Translokation 11q23 MLL; inv(16) = Inversion 16 CBFB-MYH11; del(5) = Deletion (5); 

del(7) = Deletion (7); del(20q) = Deletion (20q) 

 

Karyotyp Anzahl (%) CR(%) EFS (%)
günstig
t(8;21) 5-10 90 50-70

inv(16) 5-10 90 50-70

t(15;17) 5-10 80-90 70

intermediär
normal 40-50 70-80 20-40

ungünstig
del(5) und (7) 20-30 40 5-10

+8 10 60 10-20

11q23, del(20q),
andere

10-20 60 10
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Bei AML-Patienten mit komplexem Karyotyp wurden in etwa 70% der Fälle 

Mutationen im TP53 (Tumorprotein 53) Gen nachgewiesen. Veränderungen im 

TP53 waren dabei mit höherem Alter, einer niedrigeren CR-Rate, sowie einem 

niedrigeren EFS (Event-freiem Überleben), RFS (Rezidiv-freiem Überleben) und 

OS (Gesamtüberleben) verbunden. Damit ist TP53 der wichtigste Prognosefaktor 

bei der CK-AML (Rücker et al. 2012). Aufgrund seines unabhängig negativen 

Einflusses, wurde TP53 mit in die Hochrisikogruppe der aktuellen ELN-

Klassifikation aufgenommen (Döhner et al. 2017). Neben TP53 Mutationen gelten 

des Weiteren ein monosomaler Karyotyp, sowie eine Inversion (3) und eine 

Translokation (3;3) als ungünstige Prognosefaktoren (Schlenk et al. 2013). Der 

monosomale Karyotyp ist hierbei definiert über eine einzelne autosomale 

Monosomie, mit Ausnahme eines isolierten X- oder Y-Verlustes, in Assoziation mit 

mindestens einer weiteren strukturellen chromosomalen Aberration (Kayser et al. 

2012). Im Gegensatz dazu werden Mutationen in NPM1, CEBPA, sowie die 

Genfusionen RUNX1-RUNX1T1 (siehe 1.2) und CBFB-MYH11 als günstig 

eingestuft. Allerdings wird der an sich prognostisch günstige Einfluss der NPM1mut 

signifikant durch vorhandene Ko-Mutationen wie z.B. FLT3-ITD beeinflusst 

(Döhner et al. 2010; Döhner et al. 2015; Papaemmanuil et al. 2016). Wie bereits 

erwähnt stellt sich die Risikostratifizierung nach dem ELN ähnlich dar. Dabei 

erfolgt neben den prognostisch relevanten Subgruppen auch eine exakte 

Zuordnung der vielfältigen Genotypen bei der AML in die einzelnen Risikogruppen: 

„günstig“, „intermediär“ und „ungünstig“. Hierbei wurden die zuvor separierten 

Gruppen „intermediär I und II“ als eine Gruppe zusammengefasst (Tabelle 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

 

Tabelle 4: Dargestellt ist die European LeukemiaNet Klassifikation, eingeteilt in die 

genetischen Risikogruppen günstig, intermediär und ungünstig, mit den jeweiligen 

korrespondierenden genetischen Anomalien (nach Döhner et al. 2017). 

Abkürzungen: ELN = European LeukemiaNet; t(8;21)(q22;q22) = Translokation (8;21)(q22;q22) 

AML1-ETO; RUNX1(T1) = runt-related transcription factor-1 (translocated to chromosome 1); 

inv(16)(p13.1q22) = Inversion (16)(p13.1q22) CBFB-MYH11; t(16;16)(p13.1;q22) = Translokation 

(16;16)(p13.1;q22) ; CBFB-MYH11 = Core-binding-factor, beta-subunit - myosin-heavy-chain 11; 

NPM1 = Nucleophosmin 1; CEBPA = CCAAT/enhancer binding protein alpha; FLT3-ITDlow/high(c) = 

FMS-like tyrosine kinase 3 - Interne Tandemduplikation, mit niedriger (<0.5) oder hoher (≥0.5) 

allelischer Rate; t(9;11)(p21.3;q23.3) = Translokation (9;11)(p21.3;q23.3) MLL-AF9; MLL(T3) = 

Mixed-lineage leukemia (translocated to 3); inv(3)(q21.3;26.2) = Inversion (3)(q21.3;26.2); 

t(3;3)(q21.3;26.2) = Translokation (3;3)(q21.3;26.2); GATA2 = GATA binding protein 2; MECOM 

(EVI1) = MDS1 And EVI1 Complex Locus; t(9;22)(q34.1;q11.2) = Translokation 

(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 = Breakpoint cluster region gene - Abelson Murine Leukemia Viral 

Oncogene Homolog 1; t(6;9)(p23;q34.1) = Translokation (6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 = DEK 

oncogen - nucleoporin 214kDa; t(v;11q23.3) = Translokation (v;11)(v;q23.3); KMT2A = 

Lysinmethyltransferase 2A; del(5q) = Deletion (5q) ; abnl(17p) = Abnormalitäten von Chromosom 

17p; 5/7/17 = minus Chromosom 5/7/17; ASXL1 = Additional sex comb-like 1; TP53 = 

Tumorprotein P53 

 

 

ELN genetische 
Risikogruppe

Genetische Anomalien

t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 ; inv(16)(p13.1q22) oder 
t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

NPM1  mutiert ohne FLT3 -ITD oder mit FLT3 -ITDlow(c)

CEBPA  mutiert (biallelisch)

NPM1  mutiert und FLT3 -ITDhigh(c)

Wildtyp NPM1  ohne FLT3 -ITD oder mit FLT3 -ITDlow(c)

t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-MLL

Zytogenetische Anomalien, die nicht als günstig oder ungünstig 
klassifiziert werden

inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1)

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11q23.3); KMT2A  rearrangiert

5 oder del(5q); 7; 17/abn(17p)
Komplexer oder monosomaler Karyotyp

Wildtyp NPM1  und FLT3 -ITDhigh(c) 

RUNX1  mutiert, ASXL1 mutiert oder TP53

Günstig

Intermediär

Ungünstig
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1.1.7 Therapie 

Das grundlegende Therapiekonzept bei der AML hat sich bis vor kurzem seit mehr 

als 30 Jahren kaum verändert (Döhner et al. 2010). Der Therapie liegen zwei 

Phasen zugrunde: die Induktions- und die Postremissionsphase (Konsolidierung). 

Das Ziel in der Induktionstherapie ist es, eine CR zu erreichen, wobei diese einer 

genauen Definition unterliegt. Die Anzahl an Neutrophilen im Blut muss ≥ 1000 

Zellen/µl und diejenige an Thrombozyten ≥ 100.000 Zellen/µl betragen. Des 

Weiteren muss der Anteil an Blasten im Knochenmark auf < 5% gesunken sein 

und es dürfen keine Auer-Stäbchen mehr nachgewiesen werden.  

Das Erreichen einer CR ist die Voraussetzung für eine vollständige Genesung und 

für eine Verbesserung der Prognose. In der Postremissionstherapie wird versucht 

die Remission zu erhalten. Nach drei Jahren Remission sinkt die 

Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv zu erleiden auf unter 10% ab (Estey et al. 2006; 

Döhner et al. 2015). 

In den letzten Jahrzehnten hat sich eine Standardinduktionstherapie nach dem 

sog. „7+3-Schema“ durchgesetzt. Dabei handelt es sich um eine 

Kombinationstherapie aus Cytosin-Arabinosid (Ara-C), das über sieben Tage 

verabreicht wird und einem Anthracyclin, welches für drei Tage gegeben wird. Die 

Gabe der Anthracycline erfolgt meist an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Ara-C 

ist ein Zellzyklus-S-Phase-spezifischer Antimetabolit, der in die DNA 

(Desoxyribonukleinsäure)-Synthese eingreift. Die Wirkung der Anthracycline 

erfolgt durch eine Hemmung der Topoisomerase II, was zu DNA-Strangbrüchen 

führt. Zu diesen zählen Doxorubicin, Daunorubicin, Mitoxantrone und Idarubicin.  

Mit dieser Induktionstherapie beträgt die CR-Rate für jüngere Erwachsene (≤ 60 

Jahre) 60 bis 85%, wohingegen sie sich bei den älteren Patienten mit 40 bis 60% 

deutlich niedriger liegt (Döhner et al. 2015). Ist bei einem Patienten die CR nach 

zwei Induktionszyklen immer noch nicht erreicht worden, so wird eine allogene 

Stammzelltransplantation (HSCT) empfohlen. Nach abgeschlossener 

Induktionstherapie erfolgt die Postremissionsphase, die stark altersabhängig ist. 

Ziel der Konsolidierungstherapie ist es, den durch die Induktion erreichten 

Remissionsstatus zu konsolidieren. In der Regel werden zwei bis vier Zyklen 

hochdosiertes Ara-C appliziert. Es konnte gezeigt werden, dass bei jüngeren 

Patienten (< 60 Jahre), höhere Dosen an Ara-C signifikant bessere Ergebnisse 
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erzielen, als niedrigere Dosen (Tallman. 2005; Schlenk. 2014). Auch bei älteren 

Patienten bis 80 Jahre konnte gezeigt werden, dass eine intensivierte Behandlung 

mit einer Standardchemotherapie signifikant bessere Überlebensraten erzielt, als 

wenn aufgrund des Alters und der Konstitution auf eine Chemotherapie verzichtet 

und lediglich eine palliative Therapie eingeleitet wird (Juliusson et al. 2009; 

Döhner et al. 2015). 

In zwei großen Studien wurde des Weiteren die Wirksamkeit einer intensivierten 

Induktionstherapie getestet, in welchen die doppelte Dosis an Daunorubicin 

verabreicht wurde und eine signifikant bessere CR-Rate festgestellt werden 

konnte (Fernandez et al. 2009; Lee et al. 2011). Dieser Effekt wurde durch 

nachfolgende Analysen jedoch auf bestimmte Subgruppen beschränkt, wozu 

Patienten mit günstigem und intermediärem Risikoprofil zählten. Des Weiteren 

führten Patel und Kollegen eine Mutationsanalyse von mehr als der Hälfte der 

Patienten der E1900 Studie durch und untersuchten, ob der Mutationsstatus 

Einfluss auf die Wirksamkeit der intensivierten Chemotherapie zeigte. 

Interessanterweise zeigten DNMT3A (DNA Methyltransferase 3A) und NPM1 

Mutationen, sowie KMT2A (Lysine Methyltransferase 2A) Translokationen ein 

besseres Ansprechen auf die hochdosierte Therapie mit Daunorubicin (Patel et 

Levine. 2012).  

Basierend auf solchen und vielen weiteren Forschungsergebnissen der letzten 

Jahre wird zunehmend ein genotypbasiertes Therapiekonzept der AML verfolgt, 

welches die bisher etablierten Therapiekonzepte mit neuen, zielgerichteten 

Therapien (engl.: targeted therapy) kombiniert. In verschiedenen Studien wurde 

bei Patienten mit einer Mutation im FLT3 Gen die Wirksamkeit eines FLT3-

Inhibitors aus der Gruppe der Tyrosinkinaseinhibitoren geprüft. Hierbei ist 

insbesondere die RATIFY Studie hervorzuheben, die eine um ca. 23% geringere 

Mortalität bei Behandlung mit Midostaurin gegenüber einer 

Standardchemotherapie zeigte. Midostaurin weist dabei die Eigenschaft auf, 

sowohl bei Nachweis der FLT3-ITD, als auch bei mutiertem FLT3-TKD (FMS-like 

tyrosine kinase 3 - Tyrosinkinasedomäne) eine Wirkung zu zeigen (Stone et al. 

2015). Aufgrund der positiven Studienergebnisse wurde Midostaurin 2017 von der 

FDA (Food and Drug Administration) zur Therapie der FLT3-positiven AML in den 

USA zugelassen (American Association for Cancer Research. 2017); kürzlich 
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erfolgte auch die Zulassung von Midostaurin durch die EMA (European Medicines 

Agency) in Europa (http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/PIP 

_decision/WC500224037.pdf). 

Ein Nachfolgekonzept der RATIFY Studie stellt derzeit die AMLSG 16-10-Studie 

dar, in der die Tyrosinkinsaseinhibition durch Midostaurin in eine intensive 

Induktions- und Konsolidierungstherapie sowie eine frühe allogene HSCT 

integriert und mit einer einjährigen Erhaltungstherapie mit Midostaurin als 

Monotherapie kombiniert wird. Ein anderes Beispiel sind die CBF-Leukämien 

[t(8;21) oder inv(16)], welche im Rahmen der AMLSG 21-13 Studie zusätzlich den 

Tyrosinkinaseinhibitor Dasatinib erhalten. Bei Hochrisikopatienten oder solchen 

mit FLT3 Mutationen wird nach dem Erreichen einer CR nach erfolgter 

Induktionstherapie eine HSCT empfohlen. 

Andere neuere Therapiekonzepte werden bei der APL angewandt. Hier werden 

Patienten in Abhängigkeit des Risikoprofils mit einer Therapiekombination aus 

Arsentrioxid und All-trans Retinsäure (ATRA) behandelt (Lo-Coco et al. 2013; Lo-

Coco et al. 2014).  

Zunehmend werden auch Antikörper in der Behandlung der AML eingesetzt, wie 

z.B. der humanisierte monoklonale anti-CD33 Antikörper Gemtuzumab 

Ozogamicin (GO), der an das Toxin Calicheamicin gekoppelt ist und von 2000 bis 

2010 zur Behandlung von Rezidiven älterer CD33-positiver AML-Patienten in den 

USA zugelassen war. Diese Zulassung wurde jedoch aufgrund der deutlich 

erhöhten Toxizität wieder zurückgezogen, weshalb GO momentan nur in Studien 

verwendet wird (Thol et Schlenk. 2014). Daher erfolgte eine ausgiebige 

Metaanalyse zur Wirksamkeit von GO. Es zeigte sich, dass lediglich Patienten mit 

günstigem Risikoprofil von GO profitierten, die Wirkung bei einem ungünstigen 

Risikoprofil jedoch ausblieb (Hills et al. 2014). Auf dieser Grundlage wurde die 

AMLSG 09-09 Studie entwickelt, in der die Wirksamkeit von ATRA mit und ohne 

GO bei Patienten mit einer AML und bestehender Mutation im NPM1 Gen getestet 

werden sollte. 

Die oben beschriebene Chemotherapie wird durch eine begleitende supportive 

Therapie ergänzt, wie z.B. Transfusionen von Blut- bzw. Gerinnungsprodukten. Es 

wird empfohlen, die Hämoglobinkonzentration über einer Konzentration von 8 g/dl 

zu halten, wobei darauf zu achten ist, dass die Konserven bestrahlt und CMV-
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negativ (Cytomegalievirus) sind. Auch die Anzahl der Thrombozyten sollte 

während der gesamten Therapie auf einem Wert von über 10.000/µl gehalten 

werden und bei Patienten mit Fieber oder aktiven Blutungen am besten noch 

höher sein. Des Weiteren sollten eine antibiotische und antimykotische Prophylaxe 

verabreicht werden, um Infektionen während der Therapie zu vermeiden 

(Harrison’s Principles of Internal Medicine. 18th Edition).  

Als neue Therapeutika werden in den letzten Jahren zunehmend demethylierende 

Substanzen diskutiert, wie z.B. Azacitidin und Decitabine, welche beide in die DNA 

aufgenommen werden, die DNMTs einschließen und zur proteosomalen 

Degradation führen (Falini et al. 2015). Da die DNMT3A, IDH1/2 

(Isocitratdehydrogenase 1/2) und TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2) 

Mutationen alle in die DNA-Methylierung involviert sind, ging man von einer guten 

neuen Therapiemöglichkeit aus, von der man sich einen prognoseverbessernden 

Effekt erhoffte. Leider zeigten sich Studien zu diesen Medikamenten nicht 

eindeutig. In einer Arbeit mit älteren AML-Patienten konnte kein Effekt einer 

hypomethylierenden Therapie bei IDH1/2 oder DNMT3A Mutationen 

nachgewiesen werden (DiNardo et al. 2014). Auf der anderen Seite konnten 

mehrere Studiengruppen einen signifikanten Einfluss auf das Überleben, sowohl 

mit 5-Azacytidin (Dombret et al. 2015) als auch mit Decitabine (Grishina et al. 

2015; Kadia et al. 2015), bei älteren Patienten mit höheren Blastenzahlen, im 

Vergleich zur konventionellen Therapie nachweisen (Kadia et al. 2015). 

Zusätzlich zu den zielgerichteten Therapien, steht bei DNMT3A Mutationen 

insbesondere auch die allogene HSCT in der Diskussion, eine entscheidende 

Rolle in Bezug auf die Prognose zu spielen. Xu und Kollegen bestätigten in ihrer 

Studie DNMT3A ebenfalls als ungünstigen prognostischen Faktor bei der CN-AML 

und stellten des Weiteren einen signifikanten Einfluss der HSCT auf das 3-Jahres-

OS sowie -DFS fest (Xu et al. 2015). Dies gilt es jedoch noch in weiteren Studien 

zu evaluieren. 

 

1.2 Molekulare Marker der AML 

Durch intensive Forschung im Bereich der molekularen Pathogenese der AML 

sowie die Anwendung neuer Technologien konnten in den letzten Jahren 

tiefgreifende Einblicke gewonnen werden, welche Einfluss auf die Prognose bzw. 
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Risikostratifizierung des Patienten haben und im weiteren Verlauf in die Therapie 

der Patienten translatiert werden können.  

Die AML ist keine Erkrankung, deren Pathogenese auf der alleinigen Mutation 

eines einzelnen Genes beruht, sondern ihre Entstehung muss als multifaktoriell 

angesehen werden. Durch die Entdeckung bestimmter molekulargenetischer 

Faktoren und die Innovation neuer Medikamente kann bereits heute, wie z.B. bei 

Veränderungen im FLT3 Gen mit Tyrosinkinaseinhibitoren, eine Therapie 

angewandt werden, die auf die jeweilige Pathogenese abzielt und versucht die 

bestmögliche Prognose für den Patienten zu gewährleisten. Die Multifaktorialität 

der AML erschwert die Erforschung von zielgerichteten Therapien erheblich, da 

eine Vielzahl an molekularen Veränderungen und anderen Faktoren berücksichtigt 

werden müssen.  

Zunächst wurden die Mutationen in Klasse-I- und Klasse-II-Veränderungen 

eingeteilt. Klasse-I-Mutationen betreffen aktivierende Punktmutationen in 

Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. FLT3 und c-KIT (KIT proto-oncogene receptor 

tyrosine kinase). Dies führt zu einem Wachstums- oder Überlebenssignal an die 

hämatopoetischen Vorläuferzellen. Bei Klasse-II-Mutationen handelt es sich um 

Veränderungen in hämatopoetischen Transkriptionsfaktoren, die zu einer 

schädigenden Differenzierung und daraus resultierend zur Apoptose führen. 

Zusammen gesehen führen diese beiden Prozesse zu einer Proliferation und 

einem Überleben der Zellen, jedoch ohne Weiterentwicklung zu reifen Blutzellen 

(Gilliland. 2002). 

Jedoch wurden in den letzten Jahren zunehmend Genmutationen entdeckt, die 

biologisch nicht diesen Klassen zugeordnet werden konnten. In einer großen 

Arbeit des Cancer Genome Atlas Research Network wurden 200 AML-Patienten 

untersucht, davon 50 Proben mit Hilfe des sehr aufwendigen whole-genome 

sequencing und 150 Proben mit dem whole-exome sequencing. Dabei zeigte sich, 

dass durchschnittlich 13 Mutationen pro AML-Genom vorliegen. Damit weist die 

AML deutlich weniger Mutationen als andere Krebsarten auf. Des Weiteren kam 

man bei der Analyse zu dem Schluss, dass eine neue Einteilung der 

Mutationsgruppen gemäß ihrer biologischen Funktion sinnvoll wäre. Die neue 

Klassifikation in neun Gruppen erfolgte folgendermaßen (Häufigkeit in der Studie): 

„Transcription-factor fusions“ (18%), NPM1 (27%), „Tumor-suppressor gene“ 
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(16%), „DNA-Methylation-related genes“ (44%), „Signaling genes“ (59%), 

„Chromatin-modifying genes“ (30%), „Myeloid transcription-factor genes“ (22%), 

„Cohesin-complex genes“ (13%), „Spliceosome-complex genes“ (14%). Die am 

häufigsten mutierten Gene waren in dieser Studie mit Abstand FLT3 (28%), NPM1 

(27%) und DNMT3A (26%), sowie IDH1/2 (20%), NRAS/KRAS (NRAS proto-

oncogene, GTPase/ KRAS proto-oncogene, GTPase) (12%), RUNX1 (10%) und 

TET2 (8%) (Abbildung 1). 199 der 200 Proben trugen mindestens eine Mutation 

der neun Kategorien, die alle in der Diskussion stehen, an der Pathogenese der 

AML beteiligt zu sein.  

Eine weitere wichtige Erkenntnis der Studie war der gegenseitige Ausschluss 

(engl.: mutual exclusivity) von einigen Mutationen wie NPM1, DNMT3A und 

CEBPA hinsichtlich Transkriptionsfaktorfusionen. Dies bedeutet, dass z.B. NPM1 

so gut wie nie zusammen mit PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1 oder auch MYH11-

CBFB auftritt. Auf der anderen Seite kann zwischen bestimmten Mutationen auch 

eine sog. Ko-Inzidenz (engl.: coincidence) bestehen. Das heißt, bestimmte 

Mutationen, wie z.B. DNMT3A und NPM1 oder DNMT3A und IDH1, treten häufig 

gemeinsam auf (The Cancer Genome Atlas Research Network. 2013).  

 

 

Abbildung 1: Abgebildet ist die Klassifikation des Cancer Genome Atlas Research Network 

2013. Die neun dazugehörigen Mutationsgruppen sind auf der x-Achse mit der jeweiligen  

Prozentangaben auf der y-Achse dargestellt. 

Abkürzungen: NPM1 = Nucleophosmin 1; DNA = Desoxyribonukleinsäure 
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In der neuesten Studie zu dieser Thematik von Papaemmanuil und Kollegen 

wurde das Patientenkollektiv drei großer randomisierter Studien AML HD98A, 

AML HD98B und AMLSG 07-04, bestehend aus 1540 Patienten, auf genomische 

Subgruppen sowie die häufigsten Mutationen hin analysiert. Dabei fand man 5234 

sog. driver mutations in 76 Genen bzw. Genregionen, wobei zwei oder mehr 

dieser Mutationen bei 86% der Patienten gefunden wurden. Bestimmte Muster von 

Ko-Mutationen führten dazu, dass die Kohorte in elf verschiedene Klassen mit je 

unterschiedlichen diagnostischen und prognostischen Kriterien eingeteilt wurde. 

Neben den bereits bekannten Subgruppen, konnte die Studie drei heterogene 

Genkategorien insbesondere hervorheben: AML mit Mutationen in Chromatin, 

RNA (Ribonukleinsäure)-spleißenden Regionen oder beidem (18%), AML mit 

TP53-Mutationen, chromosomaler Aneuploidie oder beides (13%) und AML mit 

IDH2R172 Mutationen (1%). Patienten mit einem Chromatin-Spliceosom und TP53-

Aneuploidie zeigten eine schlechte Prognose. Interessanterweise wurde die 

Prognose teilweise stark von bestehenden oder fehlenden Ko-Mutationen 

mitbestimmt. Dies zeigte sich besonders bei der NPM1-mutierten AML, die sich 

auch in dieser Studie mit 27% als häufigste Subgruppe präsentierte. Des Weiteren 

konnte auch diese Studie bestätigen, dass Mutationen in DNMT3A, ASXL1 

(Additional sex comb-like 1) IDH1/2 und TET2 zu den am frühesten erworbenen 

Mutationen zählen. Sie wurden typischerweise im Gründerklon gefunden und 

kamen nur selten isoliert vor. Mutationen im Tyrosinkinase-RAS (rat sarcoma)-

Signalweg dagegen entstanden erst später im Verlauf und kamen dabei meist 

mehrfach bei dem gleichen Patienten vor. Auch NPM1 gehörte zu den eher spät 

entstehenden Mutationen und trat fast immer in Ko-Existenz mit anderen 

Mutationen auf. Die Ursache hierfür bleibt noch immer unklar (Papaemmanuil et 

al. 2016). 

Eine einzelne Mutation ist also für die Entstehung der AML nicht ausreichend. Bei 

entsprechenden Mausmodellen, die eine Deletion bestimmter AML-assoziierter 

Gene erhielten, traten zwar hämotopoetische Veränderungen auf, jedoch reichten 

diese nicht aus, um eine Leukämie zu induzieren (Challen et al. 2012). 
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1.2.1 FLT3 

Das FLT3 Gen ist ein Protein-codierendes Gen, welches zur Familie der Klasse-

III-Rezeptortyrosinkinasen gehört. Der Rezeptor besteht aus einer extrazellulären 

Domäne, die aus fünf Immunglobulin-ähnlichen Teilen aufgebaut ist, einer 

juxtamembranären Domäne und einer zytoplasmatischen Kinasedomäne, welche 

durch eine sog. kinase-insert domain in zwei Abschnitte unterteilt ist. Aktiviert wird 

der Rezeptor durch Bindung des entsprechenden Liganden an die extrazelluläre 

Domäne, wodurch es zu einer Dimerisierung in der Plasmamembran kommt, 

welche wiederum eine Autophosphorylierung des Rezeptors zur Folge hat. Daraus 

resultierend kommt es zur Aktivierung zahlreicher zytoplasmatischer 

Effektormoleküle, die an Signaltransduktionen im Bereich von Apoptose, 

Proliferation und Differenzierung hämatopoetischer Zellen im KM beteiligt sind. 

Hierzu zählen die RAS-, MAPK- (mitogen-activated protein-kinase) und STAT5 

(signal transducer and activator of transcription 5)-Signalwege (Mizuki et al. 2000).  

Bei erwachsenen AML-Patienten ist diese Mutation bei ca. 31% der Fälle zu 

finden (Schlenk et al. 2008) und zeigt einen negativen prognostischen Effekt bei 

Patienten mit günstigem (Beitinjaneh et al. 2010; Allen et al. 2013; Paschka et al. 

2013) und intermediärem Risikoprofil (Fröhling et al. 2002; Thiede et al. 2002; 

Gale et al. 2008).  

Kayser und Kollegen publizierten 2009, dass die ITD-Länge signifikant mit der 

Lokalisation der ITD innerhalb des FLT3 Genes korreliert (Kayser et al. 2009). 

Weitergehende Forschungen führten zu der Erkenntnis, dass eine zunehmende 

ITD-Größe sowie Insertionsstellen in der TKD1 mit niedrigeren CR-Raten 

assoziiert sind. Des Weiteren stellte eine hohe FLT3-ITD Mutations-/Wildtyp allelic 

ratio einen prädiktiven Faktor für den günstigen Effekt einer allogenen HSCT dar 

(Schlenk et al. 2014). Bei Patienten ≥ 60 Jahre mit einer CN-AML stellt FLT3-ITD 

einen unabhängigen Prognosefaktor dar (Whitman et al. 2010), wohingegen 

insgesamt nur ein eindeutiger prognostischer Effekt für ITD, jedoch nicht generell 

für konstitutiv aktivierte Tyrosinkinasen festgestellt werden konnte (Whitman et al. 

2008; Allen et al. 2013).  

In der aktuellen ELN-Klassifikation kann FLT3 in Abhängigkeit der allelic ratio der 

ITD jeder Risikogruppe angehören. So konnte für Patienten mit NPM1 Mutationen 

und geringer allelic ratio von FLT3-ITD (< 0.5) (FLT3-ITDlow) eine ähnlich günstige 
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Prognose aufgezeigt werden wie für NPM1 Mutationen ohne FLT3-ITD; diese 

Patienten werden damit in die Risikogruppe „günstig“ eingestuft. Auf der anderen 

Seite zählen Wildtyp-NPM1 und FLT3-ITD mit einer hohen allelic ratio (≥ 0.5) 

(FLT3-ITDhigh) zur Risikogruppe „ungünstig“ (Döhner et al. 2016). 

Insgesamt stellt FLT3 einen interessanten Marker für die zielgerichtete Therapie 

bei der AML dar, wobei sich entsprechende Tyrosinkinaseinhibitoren, wie z.B. 

Midostaurin, Quirzartinib oder Crenolanib aktuell noch in der klinischen Testung 

befinden (Döhner H. et Döhner K. 2008; Döhner et Paschka. 2014; Kayser et al. 

2014; Stone et al. 2015; Hassanein et al. 2016) (s. 1.1.7). 

 

1.2.2 NPM1 

NPM1 codiert für ein Phosphoprotein, welches eine Shuttlefunktion zwischen 

Nukleus und Zytoplasma einnimmt. Es ist mit seiner Funktion in viele Prozesse 

involviert, u.a. der Ribosomenbiosynthese, der Zentromerduplikation während der 

Mitose, der Zellproliferation und der Regulierung der Tumorsuppressorgene p53 

und p19Arf (ARF tumor suppressor p19) (Ye. 2005). NPM1 wurde zusammen mit 

CEBPA, wie bereits oben beschrieben, 2008 als provisorische Entität in der WHO-

Klassifikation der AML aufgeführt. In dem aktuellen Update der WHO-

Klassifikation wurde die „AML mit NPM1 Mutation“ nun als eigenständige 

Kategorie aufgenommen (Arber et al. 2016).  

NPM1 Mutationen sind heterozygot. Abgesehen von wenigen Ausnahmen, bei 

denen die Mutation in Exon 11 (Albiero et al. 2007) und Exon 9 (Mariano et al. 

2006) liegen, sind die Mutationen in Exon 12 des NPM1 Gens auf Chromosom 5 

lokalisiert. Diese Entdeckung wurde erstmalig von Falini und Kollegen im Jahr 

2005 beschrieben. Dabei fanden sie heraus, dass es sehr viele verschiedene 

Mutationstypen gibt (Falini et al. 2005). Der Typ A stellt dabei die häufigste 

Mutation dar, die durch die Insertion eines Tetranukleotids charakterisiert ist 

(Mrózek et al. 2007). 

NPM1 bildet die häufigste Mutation bei der AML. Sie tritt bei ca. 25 bis 35% aller 

erwachsenen AML-Patienten und bei ca. 46 bis 64% der CN-AML-Fälle auf (Falini 

et al. 2005; Döhner H. et Döhner K. 2008). 36 bis 50% der NPM1-mutierten 

Patienten tragen zusätzlich noch eine FLT3-ITD. Eine NPM1 Mutation stellt bei 

Patienten mit CN-AML einen günstigen Prognosefaktor dar, wobei dies von den 



20 

 

 

bestehenden Ko-Mutationen abhängig ist (Döhner et al. 2005; Gale et al. 2008; 

Schlenk et al. 2008). Beispielsweise besteht eine gute Prognose bei NPM1mut mit 

gleichzeitig vorhandener CEBPAmut oder bei fehlender FLT3-ITD (Schlenk et al. 

2008; Döhner et al. 2010).  

Aufgrund ihrer hohen Inzidenz und der homogenen Mutationsstruktur bietet die 

NPM1 Mutation ideale Voraussetzungen als Marker für das Messen der minimalen 

Resterkrankung (MRD) und wird bereits seit einigen Jahren in bestimmten 

Laboren zum Therapiemonitoring eingesetzt (siehe 1.3.2). 

 

1.2.3 CEBPA 

CEBPA codiert für einen Transkriptionsfaktor mit enthaltener Leucin-Zipper-

Domäne am C-Terminus. Im Organismus moduliert CEBPA die Expression von 

Zellzyklus-regulierenden Genen, wobei die verschiedenen Subtypen 

unterschiedliche Funktionen einnehmen, wie z.B. das CCAAT/enhancer 

Bindeprotein α, das an der Differenzierung bestimmter Blutzellen beteiligt ist. 

Mutationen in diesem Protein-codierenden Gen können zur Ausbildung einer AML 

führen (Wouters et al. 2007). 

Es wurden zwei unterschiedliche Arten von CEBPA Mutationen beschrieben. 

Dabei kann es sich zum einen um Nonsense-Mutationen an der N-terminalen 

Region des Moleküls handeln und zum anderen existieren In-Frame-Mutationen in 

der C-terminalen Leucinzipperdomäne. Interessanterweise treten N- und C-

terminale Mutationen häufig gemeinsam auf (Döhner H. et Döhner K. 2008). Diese 

Mutationen werden bei einzelner heterozygoter Mutation als CEBPAsingle-mut(sm) und 

bei Auftreten von zwei Mutationen bzw. von einer homozygoten Mutation als 

CEBPAdouble-mut(dm) bezeichnet (Wouters et al. 2009).  

In einer großen Studie von Taskesen und Kollegen 2011 wurden CEBPA 

Mutationen in ca. 13% von 1182 Fällen bei CN-AML detektiert. Davon trugen 60% 

CEBPAdm und 40% CEBPAsm, wobei die einzelnen Mutationen zum großen Teil in 

der N-terminalen Domäne auftraten. CEBPAdm erwies sich als unabhängiger 

günstiger Prognosefaktor auf das OS, wohingegen die ebenfalls günstige 

Prognose von CEBPAsm auf die gleichzeitig bestehenden NPM1 und/oder FLT3-

ITD Mutationen zurückzuführen war (Taskesen et al. 2011). Vor diesem 

Hintergrund wurde diese provisorische Entität nun ebenfalls als eigenständige 
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Kategorie in der aktuellen WHO-Klassifikation aufgenommen, nämlich die „AML 

mit biallelischer CEBPA Mutation“ (Arber et al. 2016).  

 

1.2.4 RUNX1 (AML1) 

Das RUNX1 Gen codiert für das gleichnamige Protein, das auch als acute myeloid 

leukemia 1 protein (AML1) oder als core-binding factor subunit alpha-2 (CBFA2) 

bezeichnet wird. Es handelt sich um einen heterodimären Transkriptionsfaktor, 

bestehend aus einer alpha- und einer beta-Untereinheit, der an 

Transkriptionsvorgängen und damit an der Entwicklung einer normalen 

Hämatopoese beteiligt ist (Dicker et al. 2007; Yohe. 2015).  

In Studien konnte gezeigt werden, dass RUNX1 Mutationen mit einer 

undifferenzierten Morphologie (FAB M0) sowie mit spezifischen chromosomalen 

Aberrationen, wie z.B. Trisomie 21 und 13 einhergehen (Taketani et al. 2003; 

Dicker et al. 2007). In der Studie von Dicker und Kollegen 2007 fand man in einer 

Kohorte, die ausschließlich aus AML M0-Patienten bestand, die RUNX1 

Mutationen in 46% und bei jenen mit einer Trisomie 13 sogar in 100%.  

In einer Studie von Gaidzik und Kollegen 2011 wurden die RUNX1 Mutationen in 

einer Kohorte von 945 Patienten mit einer Häufigkeit von nur 5,6% gefunden, 

wobei der größte Teil davon (7,2%) bei AML-Patienten mit intermediärem 

Risikoprofil vorkam, sowie bei Patienten mit nichtkomplexen Karyotyp mit einer 

Trisomie 8 (14%). Die Frequenz bei einem hohen Risikoprofil lag lediglich bei 

4,6% und bei Patienten mit CBF-AML und mit APL wurde die Mutation gar nicht 

gefunden. RUNX1 Mutationen gingen mit einem niedrigeren OS, EFS und RFS 

einher, wobei bei Patienten mit einer CN-AML nur eine Korrelation mit einem 

niedrigeren EFS gefunden werden konnte. Bei jenen Patienten, die eine HSCT 

erhielten, war das RFS jedoch deutlich besser als bei denjenigen ohne allogene 

HSCT (Gaidzik et al. 2011).  

In der aktuellsten Studie konnten die Erkenntnisse bezüglich der klinischen und 

genetischen Eigenschaften der RUNX1 Mutationen deutlich erweitert werden. 

RUNX1mut traten signifikant häufiger mit gleichzeitigen Veränderungen in ASXL1, 

IDH2, KMT2A, EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) und anderen Mutationen auf. 

Des Weiteren zeigte sich eine Assoziation mit höherem Alter, männlichem 

Geschlecht und sekundärer AML, entstehend aus einem MDS. Patienten mit 
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RUNX1 Mutationen wiesen wie in vorherigen Studien ein niedriges EFS, RFS und 

OS auf (Gaidzik et al. 2016). Aufgrund der distinkten genetischen und klinischen 

Eigenschaften der AML mit RUNX1 Mutation wurden diese 2016 als neue 

provisorische Entität in die aktuelle WHO-Klassifikation für Fälle mit de novo AML 

aufgenommen (Arber et al. 2016). Ebenso wurde RUNX1 neu in die aktuellen ELN 

Empfehlungen mit aufgenommen und der Risikogruppe „ungünstig“ hinzugefügt 

(Döhner et al. 2016). 

 

1.2.5 TET2 

Das TET2 Gen kann bei verschiedenen myeloischen Erkrankungen in veränderter 

Form vorgefunden werden (Delhommeau et al. 2009). TET2 Mutationen konnten 

bisher in unterschiedlichen Studien in ca. 7 bis 23% der de novo AML-Patienten 

entdeckt werden (Abdel-Wahab et al. 2009; Nibourel et al. 2010; Metzeler et al. 

2011). Bisher war die Bedeutung der Genfamilie TET lediglich für TET1 (Tet 

methylcytosine dioxygenase 1) bekannt, das als Translokationspartner bei MLL 

(mixed-lineage leukemia) -rearrangierter-AML und selten auch bei der akuten 

lymphoblastischen Leukämie zu finden ist (Burmeister et al. 2009). Bei TET1 geht 

man davon aus, dass es eine wichtige Rolle in der DNA-Methylierung spielt und 

damit in der epigenetischen Regulierung (Tahiliani et al. 2009). TET2 dagegen ist 

am Chromatinremodeling beteiligt (Langemeijer et al. 2009). Eine wichtige 

Erkenntnis ist, dass sich aktivierende Mutationen von IDH1/2 und Mutationen im 

TET2 nahezu ausschließen (Figueroa et al. 2010). Auch Gaidzik und Kollegen 

konnten diese sog. mutual exclusiveness von TET2mut und IDHmut in ihrer Studie 

2012 mit 783 jüngeren AML-Patienten belegen (Gaidzik et al. 2012). In Bezug auf 

den prognostischen Wert von TET2 Mutationen wurden variable Ergebnisse 

publiziert: es wurde ein negativer Effekt bei CN-AML-Patienten mit günstigem 

Risikoprofil, jedoch nicht bei anderen Subgruppen gefunden (Metzeler et al. 2011), 

sowie ein negativer prognostischer Effekt bei Patienten mit intermediärem 

zytogenetischen Risiko gezeigt (Chou et al. 2011). Im Gegensatz dazu konnten 

Gaidzik und Kollegen 2012 keinen prognostischen Einfluss von TET2mut 

feststellen.  
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1.2.6 IDH1/2 

Die Familie der Isocitratdehydrogenasen (IDH) umfasst Enzyme, die die oxidative 

Decarboxylierung von Isocitrat in α-Ketoglutarat katalysieren, indem es NAD 

(Nicotinamidadenindinukleotid) oder NADP (Nicotinamidadenindinukleotid-

phosphat) als Cofaktor nutzt (Haselbeck et al. 1993). Das erste Mal wurden IDH1 

Mutationen in Lebermetastasen eines Patienten mit kolorektalem Karzinom 

entdeckt (Sjöblom et al. 2006). Wiederkehrende Mutationen fand man später in 

Glioblastomen (Parsons et al. 2008). Dagegen zeigten sich IDH2 Mutationen in 

einer geringeren Frequenz in astrozytischen Gliomen und Oligodendrogliomen 

ohne IDH1 Mutationen (Yan et al. 2009; Hartmann et al. 2009).  

Mittels next-generation sequencing (NGS) wurden vor wenigen Jahren erstmalig 

IDH1 Mutationen zu 16% in einer Kohorte von Patienten mit CN-AML detektiert 

(Mardis et al. 2009). In einer weiteren Studie konnten IDH Mutationen in ca. 8 bis 

16% gefunden werden (Paschka et al. 2010). Bezüglich des prognostischen 

Einflusses zeigten sich sowohl bei der IDH2R172 als auch bei der IDH2R140 Mutation 

distinkte Muster von Ko-Mutationen. Insbesondere die IDH2R172 unterscheidet sich 

von anderen IDH Mutationen und ist mit Genexpressions- und DNA-

Methylierungsmustern assoziiert, die zu schwerwiegenden Beeinträchtigungen im 

Stoffwechsel führen (Marcucci et al. 2010; Ravandi et al. 2012; Papaemmanuil et 

al. 2016).  

IDH Mutationen gehen mit einem geringeren RFS und OS bei der CN-AML einher, 

v.a. bei gleichzeitig bestehender NPM1mut ohne FLT3-ITD (Paschka et al. 2010). 

Des Weiteren konnte eine schlechtere Prognose bei Patienten mit vorhandenen 

IDH2R140 und DNMT3A Mutationen gefunden werden (Papaemmanueil et al. 

2016). 

 

1.2.7 ASXL1 

Das ASXL1 Gen gehört zu einer Gruppe von Genen, die für Proteine des 

Chromatinremodelings codieren. Eine C-terminale Homeodomäne zeigt eine 

regulierende Wirkung auf Stammzellen (Takahashi. 2013). Des Weiteren nehmen 

die Proteine eine Funktion bei der Histon- und DNA-Methylierung ein (Wang et al. 

2008).  
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Verschiedene Studien haben gezeigt, das ASXL1 an verschiedenen malignen 

Erkrankungen beteiligt ist, u.a. zu ca. 10% beim MDS (Myelodysplastisches 

Syndrom) (Gelsi-Boyer et al. 2009), zu 10% bei MPN (Myeloproliferative 

Neoplasie) (Abdel-Wahab et al. 2010) und zu 40% bei CMML (Chronische 

myelomonozytäre Leukämie) Fällen (Gelsi-Boyer et al. 2009). In einer Studie mit 

de novo AML-Patienten wurden ASXL1 Mutationen in ca. 11% der Fälle gefunden, 

wovon ca. 9% einen normalen Karyotyp aufwiesen. Patienten mit einer ASXL1mut 

wiesen ein kürzeres OS auf, jedoch stellte diese Mutation keinen unabhängig 

nachteiligen Risikofaktor dar (Chou et al. 2010). In der aktuellsten Studie von 

Paschka und Kollegen zeigte sich bei Patienten mit ASXL1 Mutationen eine 

niedrigere Remissionsrate, ein geringeres EFS als auch ein geringeres OS. 

Insbesondere, wenn gleichzeitig eine RUNX1 Mutation vorhanden war, bestand 

ein deutlich erhöhtes Risiko für das Ereignis Tod im Vergleich mit dem Wildtyp. 

Die Frequenz von ASXL1mut lag in dieser Studie bei ca. 6% (Paschka et al. 2015). 

 

1.2.8 DNMT3A 

Das DNMT3A Gen codiert für die DNA (Cytosine-5)-Methyltransferase 3 Alpha. 

Wie der Name bereits andeutet, ist dieses Enzym für DNA-Methylierung 

zuständig, und zwar für die de novo Methylierung von CpG-Dinukleotiden (Ley et 

al. 2010). Diese haben durch Aktivierung und Inaktivierung Einfluss auf die 

Embryonalentwicklung, die genomische Prägung, sowie die X-chromosomale 

Inaktivierung (Okano et al. 1999). Das Protein befindet sich im Zytoplasma und im 

Nukleus, wo es entwicklungsabhängig exprimiert wird. Durch Mutationen 

resultieren verschiedenste Transkriptvarianten, die alle für andere Isoformen 

codieren.  

DNMT3A wurde zum ersten Mal 1998 in einer Studie von Okano und Kollegen 

charakterisiert (Okano et al. 1998). Das codierende Gen ist auf Chromosom 2p23 

lokalisiert und gehört zusammen mit DNMT3B und DNMT1 zur Familie der DNA-

Methyltransferasen (Xu et al. 2010). Es besteht aus drei wesentlichen Elementen, 

den sog. konservierten Domänen. Am N-Terminus trägt es die PWWP-Domäne 

(Abfolge der Aminosäuren Pro [Prolin]-Trp [Tryptophan]-Trp-Pro), die für das 

targeting des Enzyms an die Nukleinsäuren zuständig ist. Daneben trägt es die 

Cystein-reiche PHD Zinkfingerdomäne, die mit dem Histon H3 interagiert und des 
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Weiteren befindet sich am C-Terminus die hochkonservierte katalytische Domäne, 

welche die MTase-Aktivität inne hat (Jurkowska et al. 2011). Die 

Methyltransferasen DNMT3A und DNMT3B katalysieren die Methylierung von 

Cytosin in 5-Methylcytosin und übertragen hierdurch diese Methylgruppen auf 

unmodifizierte DNA (Shah et al. 2011). 

Mehr als zwei Drittel der DNMT3A Mutationen befinden sich im Codon R882 

(Arginin) von Exon 23 der MTase-Domäne und hiervon stellen sich alle Mutationen 

heterozygot dar (Ley et al. 2010; Thol et al. 2011; Renneville et al. 2012; Marková 

et al. 2012). DNMT3Amut-R882 führt zu einer direkten Hemmung der DNMT3A 

Funktionen (Yan et al. 2011). DNMT3Amut-R882H insbesondere hemmt direkt die 

enzymatische Aktivität von DNMT3A (Yamashita et al. 2010) und stört die 

Tetramerisation, sodass es zur Unterbrechung von verschiedenen CpG-Motiven 

kommt (Holz-Schietinger et al. 2012). Sowohl DNMT3Amut-R882C als auch 

DNMT3Amut-R882H werden durch C-zu-T-Wechsel in einem CpG-Dinukleotid 

verursacht, wobei dies bei DNMT3Amut-R882C auf dem codierenden und bei 

DNMT3Amut-R882H auf dem nicht-codierenden Strang stattfindet (Rideout et al. 

1990).  

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur von DNMT3A mit den drei Domänen 

der Mtase Aktivität, der Zinkfingerdomäne und der PWWP-Domäne, sowie der Lokalisation 

von R882H und C. 

Abkürzungen: DNMT3A = DNA Methyltransferase 3 Alpha; AA = amino acids; MTase = 

Methyltransferase; PWWP = Abfolge der Aminosäuren Prolin-Tryptophan-Tryptophan-Prolin 

 

DNMT3A Mutationen wurden mit einer Häufigkeit von ca. 21% bei AML-Patienten 

(Ley et al. 2010; Gaidzik et al. 2013) und ca. 34% der Patienten mit einer CN-AML 

gefunden (Marcucci et al. 2012; Gaidzik et al. 2013). Insgesamt tritt DNMT3Amut 
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vermehrt bei gleichzeitigem Vorliegen von NPM1mut, FLT3-ITD und IDH1/2 auf, 

wohingegen es signifikant weniger bei CEBPAdm zu finden ist (Ley et al. 2010; 

Thol et al. 2011; Ribeiro et al. 2012; Marcucci et al. 2012; Gaidzik et al. 2013). 

Patienten mit DNMT3Amut-R882 gehen außerdem häufiger mit gleichzeitig 

bestehenden NPM1mut und FLT3-ITD einher, als Non-R882-DNMT3Amut. Wie in 

vorherigen Studien (Ley et al. 2010; Thol et al. 2011; Hou et al. 2012) konnten 

Gaidzik und Kollegen in ihrer Studie belegen, dass DNMT3Amut stark mit 

intermediären zytogenetischen Risikogruppen, wie insbesondere der CN-AML, 

assoziiert sind. Hinsichtlich der CN-AML zeigte sich bei DNMT3Amut-R882 eine 

weitaus stärkere Assoziation als bei Non-R882-DNMT3Amut (84% vs. 66%) 

(Gaidzik et al. 2013). 

Der prognostische Einfluss von DNMT3Amut präsentierte sich zunächst kontrovers, 

da eine Reihe von Studiengruppen zunächst einen negativen prognostischen 

Einfluss von DNMT3Amut nachweisen konnten (Ley et al. 2010; Thol et al. 2011; 

Marucci et al. 2012; Ribeiro et al. 2012). Auf der anderen Seite standen dem 

gegenüber Studienergebnisse, welche diesen negativen Effekt auf das EFS, das 

RFS und das OS nicht zeigten (Nomdedéu et al. 2012; Gaidzik et al. 2013). Eine 

Ausnahme stellten CN-AML-Patienten mit ungünstigem molekularen Risikoprofil 

dar (CEBPAwt in Kombination mit NPM1wt und/oder FLT3-ITD), bei denen in einer 

großen Studie an 1770 AML-Patienten durch Gaidzik und Kollegen ein negativer 

prognostischer Effekt festgestellt werden konnte (Gaidzik et al. 2013). 

In Bezug auf die klinischen Eigenschaften konnte gezeigt werden, dass 

DNMT3Amut mit einem höheren Alter der Patienten, mit weiblichen Geschlecht, mit 

erhöhten Leukozyten, erhöhten Thrombozytenzahlen, sowie mit einem vermehrten 

Blastengehalt im KM einhergehen (Hou et al. 2012; Ribeiro et al. 2012; Marcucci 

et al. 2012). Aufgrund der Tatsache, dass NPM1mut und FLT3-ITD generell mit 

erhöhten Leukozyten einhergehen, und DNMT3Amut in der Studie von Gaidzik und 

Kollegen zum Großteil mit diesen Mutationen einherging, führten sie dies auf die 

kooperierenden Mutationen zurück und wiesen DNMT3Amut lediglich als 

unabhängigen Faktor für erhöhte Thrombozytenwerte aus (Gaidzik et al. 2013). 

In Bezug auf die Leukämogenese wird DNMT3Amut als Gründermutation diskutiert, 

da es bereits bei Diagnose bzw. zu einem sehr frühen Zeitpunkt in phänotypisch 

normalen hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) als präleukämisches Ereignis 
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gefunden wurde. Diese präleukämischen HSCs verhalten sich zunächst klinisch 

unauffällig; durch weitere Akkumulation von Mutationen kommt es jedoch 

schließlich zur Entstehung maligner Zellen und zum Ausbruch der Erkrankung 

bzw. des Rezidivs. Außerdem sind diese Zellen dazu in der Lage Behandlungen 

zu überleben und bis in die Remission hinein zu persistieren. (Jan et al. 2012; 

Corces-Zimmermann et al. 2014; Shlush et al. 2014).  

Um die pathogenetische Bedeutung von DNMT3Amut besser zu verstehen, wurden 

wiederholt Versuche mit DNMT3A-knockout (KO) HSCs durchgeführt, bei denen 

es zunächst nicht zur Entwicklung einer Leukämie kam (Challen et al. 2012). In 

einer neueren Studie erfolgte die Testung an Mäusen allerdings über einen 

längeren Zeitraum und wurde über mehrere Generationen fortgeführt. Die Mäuse, 

die DNMT3A-KO HSCs transplantiert bekommen hatten, entwickelten nach 

durchschnittlich sechs Monaten verschiedenste hämatologische Erkrankungen, 

sowohl der myeloischen als auch der lymphatischen Reihe. Einige der von den 

Mäusen akkumulierten Mutationen, wie z.B. NOTCH1 und KRAS, zeigten sich 

simultan zu den Mutationen, die auch bei AML-Patienten mit DNMT3Amut 

gefunden werden. Somit konnte für DNMT3A-KO HSCs eine Prädisposition zu 

maligner Entwicklung nachgewiesen werden (Mayle et al. 2015).  

In einer weiteren Studie untersuchten Shlush und Kollegen DNMT3Amut auf 

humaner Stammzellebene. Sie separierten nicht-leukämische Stammzellen von 

AML-Patienten und analysierten die Allelfrequenzen der Mutationen. DNMT3Amut 

wurde dabei als eine der frühesten Mutationen in HSCs entdeckt und konnten 

zusätzlich in fast allen Progenitorzellen in variablen Frequenzen nachgewiesen 

werden. Sie bekräftigten damit die Theorie, dass die Entstehung der AML durch 

eine DNMT3A Mutation einer hämatopoetischen Stammzelle bedingt ist, die zur 

Entwicklung eines Stammzellpools mit vielen klonalen Vorläuferzellen und die 

zusätzliche Akquisition von weiteren Mutationen zur endgültigen Initiierung der 

AML führt (Shlush et al. 2014).  

Diese Theorie unterstützend, untersuchten zwei große Studien die Prävalenz von 

mutierten Genen in der Allgemeinbevölkerung. DNMT3A stellte sowohl in der 

Studie von Jaiswal und Kollegen (403 Mutationen bei 17.182 Personen), als auch 

in jener von Genovese und Kollegen (190 Mutationen bei 12.380 Personen), das 

am häufigsten mutierte Gen dar, und zwar bei Gesunden, bei denen keine 
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hämatologische Erkrankung vorlag. Bei ca. 10% der über 65-jährigen konnten 

somatische Mutationen in diesem Gen gefunden werden, im Gegensatz zu den 

unter 50-jährigen, bei denen Mutationen nur in 1% detektiert wurden (Jaiswal et al. 

2014; Genovese et al. 2014). Die am häufigsten mutierten Gene, DNMT3A, 

ASXL1 und TET2, wurden auch schon zuvor als wichtige Gene diskutiert, an der 

Pathogenese der AML beteiligt zu sein (Shih et al. 2012). Diese Studien 

veranschaulichen somit des Weiteren gut den Prozess der klonalen 

Hämatopoese, bei der die Anzahl an Mutationen progredient mit dem Alter 

zunimmt. 

Zur Evaluation der klonalen Evolution wurde der Mutationsverlauf bei AML-

Patienten in einer großen Studie von Krönke und Kollegen 2013 analysiert. Hierfür 

wurden mikroarray-basiert copy numer alterations (CNA) detektiert sowie 

umfassende Mutationsanalysen an 53 zusammengehörigen Knochenmark- und 

Blutproben zum Diagnosezeitpunkt und im Rezidiv durchgeführt. DNMT3Amut wies 

dabei mit 97% die höchste Stabilität auf und fand sich, sowohl bei Diagnose als 

auch im Rezidiv, bei fünf von fünf Patienten, die NPM1mut im Rezidiv verloren 

hatten. Dabei konnten für DNMT3Amut immer die gleichen Nukleotidveränderungen 

gefunden werden, was die These von DNMT3Amut als Gründerklon unterstützt. Nur 

bei einem Patienten war ein Verlust von DNMT3Amut im Rezidiv zu verzeichnen. 

Dies weist darauf hin, dass die sequentielle Entstehung der Mutationen nicht fest 

determiniert ist (Krönke et al. 2013).  

 

1.3 Minimale Resterkrankung (MRD) 

1.3.1 Bedeutung des Monitorings der MRD  

In den letzten Jahren hat die Messung der MRD zunehmend an Bedeutung 

gewonnen, um die Effektivität einer Therapie quantifizieren und um nach der 

Behandlungsphase das Risiko eines Rezidivs vorhersagen und eventuell eine 

präemptive Therapie einleiten zu können (Freeman et al. 2008; Döhner et al. 

2010; Paietta. 2012; Grimwade et al. 2014; Ivey et al. 2016). Denn trotz einer 

hohen Rate an kompletten Remissionen, welche über eine Blastenzahl von unter 

5% im Knochenmark definiert sind, erleiden mehr als 50% der Patienten nach 

Abschluss der Therapie ein Rezidiv. Dies ist u.a. damit begründet, dass bei diesen 

Patienten noch Restleukämiezellen vorhanden sind. Die MRD lässt sich mit 
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verschiedenen sensitiven und spezifischen Methoden wie der PCR 

(Polymerasekettenreaktion), RQ-PCR (quantitative real-time PCR), ddPCR 

(droplet digital PCR) oder auch MFC (multiparameter flow cytometry) bestimmen. 

Die MFC hat sich v.a. bei der Beseitigung maligner Zellen zu einem frühen 

Zeitpunkt und nach der Konsolidierungstherapie als nützlich herausgestellt, 

wohingegen am Ende der Behandlung zum Kontrollpunkt (engl.: latter checkpoint) 

die RQ-PCR die stärkste prognostische Aussagekraft hat. Dennoch sind beide 

Verfahren gut zur Erfassung eines Rückfalles geeignet (Kern et al. 2008; Araki et 

al. 2016).  

Bei Durchführung der RQ-PCR werden die mRNA-Expressionslevel von z.B. AML-

spezifischen Genen bzw. Translokationen gemessen und in Bezug zu einem 

Referenzgen gesetzt. Dabei werden bei der MRD drei verschiedene Aspekte 

gemessen und bewertet: 1.) die Transkriptrate zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung, 2.) die Reduktion der Transkripte und 3.) die frühe Erkennung 

von wieder auftretenden bzw. ansteigenden Transkripten (Kern et al. 2008). Auch 

bei den Zielgenen, die durch die MRD erfasst werden, gibt es drei unterschiedliche 

Arten. Hierzu gehören Fusionsgene, Genmutationen, die durch 

mutationsspezifische Primer erfasst werden können, sowie eine veränderte 

Expression von Genen.  

Insgesamt ist die MRD-Messung bei der AML im Vergleich zu der BCR-ABL1 

Messung bei der chronisch myeloischen Leukämie erst im Anfangsstadium und 

derzeit noch auf wenige Subtypen beschränkt. Hierzu zählt z.B. die APL mit 

t(15;17)(q22;q12) PML-RARA (Haferlach et al. 2015). Außerdem liegen 

Studienergebnisse für die CBF-Leukämien mit inv(16)(p13.1q22) oder 

t(16;16)(p13.1;q22) CBFB-MYH11 (Corbacioglu et al. 2010), t(8;21)(q22;q22) 

RUNX1-RUNX1T1 oder der t(9;11)(p22;q23) MLL-AF9 vor (Jourdan et al. 2013). 

Bei t(8;21)-positiver AML konnten erst kürzlich veröffentlichte Daten eine 

signifikant bessere Prognose bei Erreichen einer MRD-Negativität zeigen (Agrawal 

et al. 2016). Ebenso bei der APL, bei der das MRD-Monitoring durch frühe 

Interventionen bei molekularem Rezidiv sehr gute Therapieerfolge erzielen konnte 

(Esteve et al. 2007; Grimwade et al. 2009; Sanz et al. 2009).  

In einer Studie von Jourdan und Kollegen konnte gezeigt werden, dass die MRD 

einen prognostisch entscheidenden Faktor für das Auftreten von Rezidiven 
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darstellt. Die Messung wurde hierbei für RUNX1-RUNX1T1 und CBFB-MYH11 

mittels RQ-PCR durchgeführt. Überraschenderweise wies die intensivierte 

Chemotherapie gegenüber der Standardinduktionstherapie, trotz eines stärkeren 

MRD-Abfalls, keinen Vorteil im Hinblick auf das RFS auf. Entscheidend für eine 

signifikante Verbesserung von CIR (Kumulative Inzidenz von Rezidiven) und RFS 

war einzig eine MRD-Reduktion um drei Log-Stufen (Jourdan et al. 2013). 

Ähnliche Ergebnisse konnten bereits zuvor in zwei weiteren Studien zu dieser 

Thematik erzielt werden (Corbacioglu et al. 2010; Yin et al. 2012). 

Neben den Fusionsgenen werden aber auch Genmutationen als Zielgene für die 

RQ-PCR genutzt. Dieser Fortschritt bietet die Möglichkeit in 75% der AML-Fälle 

eine MRD-Analyse durchzuführen (Kern et al. 2008). Hierbei spielen insbesondere 

Mutationen eine Rolle, welche zu einem großen Prozentsatz bei Patienten in 

derselben Form vorliegen; dies gilt für die Mutationen im NPM1 Gen, welche sich 

für diese Methodik sehr gut eignen (Krönke et al. 2011), aber auch beispielhaft für 

die DNMT3A Mutation mit ihrem hot spot im Kodon R882. Für die MRD-Messung 

eher ungünstig ist die FLT3-ITD, die mit einer Frequenz von ca. 30% zwar häufig 

vorkommt (Schlenk et al. 2008), jedoch bei jedem Patienten in individueller 

Variante vorliegt und somit nur sehr aufwendig analysiert werden kann (Thol et al. 

2012). Außerdem gehen ca. 20% der FLT3-ITD im Verlauf verloren und sind damit 

im Rezidiv nicht mehr nachweisbar (Schnittger et al. 2002; Cloos et al. 2006). Die 

Messung von FLT3-ITD als MRD-Marker könnte mit Hilfe der Technik des NGS 

ermöglicht werden. Durch das NGS kann in einem einzelnen Vorgang die 

Insertionsseite und -länge, die Anzahl der Klone und der allelische Anteil der FLT3 

Insertionen bestimmt werden. Damit kann das MRD-Monitoring auch für Patienten 

mit FLT3-ITD individuell angepasst an den jeweiligen Genotyp durchgeführt und 

dessen Sensitivität deutlich erhöht werden. Insbesondere für die Verlaufskontrolle 

unter FLT3-Inhibitor-Therapie ist dieses Verfahren interessant (Thol et al. 2012; 

Bibault et al. 2015).  

 

1.3.2 MRD-Monitoring bei NPM1mut 

Die NPM1 Mutation wurde 2005 als neuer genetischer Marker entdeckt und bildet 

mit durchschnittlich 25 bis 35% die häufigste Mutation bei der AML (Falini et al. 

2005; Döhner H. et Döhner K. 2008). Aufgrund ihrer hohen Inzidenz als auch ihres 
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homogenen Mutationsmusters stellt diese Mutation, wie bereits erwähnt, eine sehr 

gute Zielstruktur für die MRD-Messung dar. In mehreren Studien wurde NPM1mut 

in der Anwendung RNA- oder DNA-basierter RQ-PCR Assays untersucht und 

erfolgreich erprobt. Schnittger und Kollegen konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass 

NPM1-basierte MRD-Messungen sehr gut dazu geeignet sind das 

Therapieansprechen, die Persistenz von hohen Transkriptleveln sowie das 

Auftreten von Rezidiven frühzeitig zu detektieren. Das MRD-Monitoring stellte in 

ihrer Studie den Parameter mit der höchsten prognostischen Relevanz dar 

(Schnittger et al. 2009). 

Auch in einer Studie von Krönke und Kollegen an 245 jüngeren AML-Patienten 

präsentierten sich die NPM1mut Transkriptlevel bei der MRD als hoch signifikanter 

prognostischer Faktor, und zwar sowohl für das OS und die Remissionsdauer 

nach zwei Induktionszyklen, als auch für den Zeitpunkt nach Beendigung der 

Therapie. Dazu konnten sie durch Festlegung eines Grenzwertes (engl.: cut-off) 

von über 200 NPM1mut /104 ABL1-Kopien einen Schwellenwert zur Detektion eines 

Rezidivs bestimmen, wobei jedoch die kontinuierliche Kontrolle der MRD im 

Follow-up (FUP) unerlässlich war (Krönke et al. 2011).  

In einer weiteren aktuelleren Studie wurde der MRD-Status von 346 NPM1-

mutierten Patienten, welche alle intensiv behandelt worden waren, untersucht. Bei 

15% dieser Patienten persistierten die NPM1 Transkriptlevel nach dem zweiten 

Chemotherapiezyklus und waren mit einem erhöhten Rezidivrisiko nach drei 

Jahren assoziiert. Der MRD-Status war auch in dieser Studie ein wesentlicher 

prognostischer Faktor in Bezug auf das Überleben. Bei 69 von 70 Patienten waren 

NPM1 Mutationen im Rezidiv nachweisbar. Gleichzeitig wurden die Proben auf 

Ko-Mutationen untersucht, wobei v.a. FLT3-ITD und DNMT3A einen 

prognostischen Einfluss zeigten. Patienten mit einem Hochrisikotyp (FLT3-ITDmut 

und/oder DNMT3Amut), die nach dem zweiten Chemotherapiezyklus negative 

Ergebnisse in der RQ-PCR zeigten, hatten dabei eine günstige Prognose. Des 

Weiteren unterstützten die Ergebnisse der Studie die Beobachtung, dass 

präleukämische Ereignisse mit einer hohen Frequenz bei Patienten mit NPM1mut-

AML vertreten sind, insbesondere DNMT3A und IDH Mutationen. Es konnte 

zudem gezeigt werden, dass die verwendeten Chemotherapien effektiv den 

mutierten NPM1-Klon eradizieren konnten, sich jedoch koexistierende DNMT3A 
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Mutationen, v.a. R882H, resistent gegenüber diesen zeigten und nur durch eine 

HSCT eliminiert wurden (Ivey et al. 2016). Bei NPM1mut kam es in mehreren 

Studien, wie bereits beschrieben, bei ca. 10% der Fälle zu einem Verlust der 

Mutation im Rezidiv (Papadaki et al. 2009; Krönke et al. 2011; Krönke et al. 2013).  

 

1.3.3 Einsatz von MRD-Monitoring bei DNMT3Amut 

DNMT3Amut wird bei der AML als Gründermutation diskutiert, da es sowohl bei 

Diagnose bzw. zu einem sehr frühen Zeitpunkt (präleukämisches Ereignis) als 

auch im Rezidiv der AML-Patienten nachgewiesen wurde und damit eine 

ausgesprochene Stabilität aufzuweisen scheint (Krönke et al. 2013). Diese 

Stabilität bietet eine sehr gute Voraussetzung als Zielgen für das MRD-Monitoring 

und macht es zu einem interessanten Marker für weitergehende Forschungen. 

Bislang sind nur wenige Daten vorhanden, die DNMT3Amut im Rahmen eines 

möglichen MRD-Monitorings untersucht haben. Zwei Studiengruppen führten in 

kleinen Kohorten von 25 bzw. 31 AML-Patienten MRD-Analysen mittels NGS 

durch, um potentiell geeignete MRD-Marker zu detektieren. In der Studie von 

Debarri und Kollegen, in dessen Kohorte NPM1 Mutationen vorlagen, konnte 

durch die Kinetik von IDH1/2mut in 100% der Fälle ein Rezidiv detektiert werden. 

Dagegen korrelierten DNMT3A Mutationen nicht mit dem Krankheitsstatus, da der 

präleukämische Klon in 40% der Patienten, die sich in CR befanden, persistierte. 

Nach Induktionstherapie lag diese sog. variant allele frequency zwischen 5 und 

45% und nahm während des FUP noch weiter zu (Debarri et al. 2015). Auch in der 

zweiten Studie stellte sich DNMT3A nicht als generell geeigneter MRD-Marker 

dar. Nur bei jenen Patienten, die die Mutation während der Therapie verloren 

hatten, konnte das MRD-Monitoring im FUP angewandt werden (Jeziskova et al. 

2015). 

Eine größere, kürzlich erschienene Studie untersuchte DNMT3A, gemeinsam mit 

IDH1 und IDH2, mittels droplet digital PCR (ddPCR). Hierbei handelt es sich um 

eine neue Methode, bei der die DNA-Moleküle nach Vereinzelung mittels PCR 

amplifiziert werden. Diese Methode könnte möglicherweise der RQ-PCR im 

Hinblick auf Sensitivität, Kosten und Effektivität überlegen sein. Mit einer 

Ausnahme waren diese Mutationen bei allen AML-Patienten, die einen Rückfall 

erlitten und DNMT3Amut und/oder IDH1/2mut trugen, auch im Rezidiv und trotz 
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durchgeführter HSCT, noch vorhanden. Hier konnte ebenfalls beobachtet werden, 

dass DNMT3A Mutationen früher als IDH Mutationen in der Leukämogenese 

auftreten. Des Weiteren konnte man die Mutationen nicht nur in leukämischen 

Blasten finden, sondern bei etwa 89% der Fälle waren diese auch in 

Progenitorzellen vorhanden. Zusätzlich wurden regelmäßig ddPCR für DNMT3A 

und IDH1/2 im FUP durchgeführt und mit der standardmäßigen RQ-PCR für 

NPM1 und WT1 (wilms tumor 1) verglichen. Es resultierten vergleichbare 

Ergebnisse und die ddPCR zeigte sich als verlässliche Methode DNMT3Amut und 

IDH1/2mut Transkriptlevel im FUP und Rezidiv messen zu können. Insgesamt 

sprach sich diese Studie für das Monitoring von DNMT3A und IDH1/2 nach HSCT 

aus, insbesondere um unerwünschte residuelle HSCs mit präleukämischen 

Klonen zu detektieren (Brambati et al. 2016).  

Bisherige Studien konnten bislang also kein eindeutiges Ergebnis zur Eignung von 

DNMT3Amut als MRD-Marker zeigen, lieferten jedoch Hinweise darauf, dass diese 

Mutation ein präleukämisches Ereignis darstellt und auch bei Patienten in CR 

persistieren kann.  

 

1.4 Zielsetzung 

Durch den Einsatz innovativer Technologien wird das Verständnis für die 

Pathomechanismen der akuten myeloischen Leukämie immer besser. In den 

letzten Jahren konnte mit Hilfe dieser neuen Technologien v.a. die außerordentlich 

große biologische Heterogenität der Erkrankung aufgezeigt werden, welche sich 

auch in der klinischen Erscheinung der Krankheit widerspiegelt. Dennoch sind 

viele molekulare Pathomechanismen ungeklärt. Hierbei hat die 

Prognoseverbesserung der Patienten höchste Priorität, wobei es insbesondere 

von großer Bedeutung ist, Rezidive bereits zu einem möglichst frühen Zeitpunkt zu 

detektieren. Ein effektives Verfahren hierfür, stellt die Messung minimaler 

Resterkrankung während und nach der Therapie dar. Damit kann die Therapie 

individuell an das Risiko der Patienten angepasst und bei auffälligen Werten, die 

auf einen Rückfall hindeuten, direkt mit einer präemptiven Therapie begonnen 

werden.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu prüfen, ob sich DNMT3Amut als molekularer 

Marker für das Monitoring minimaler Resterkrankung von Patienten mit AML 
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eignet und dieses MRD-Monitoring eine prognostische Bedeutung aufweist. Hierzu 

wurden 617 KM- und PB-Proben, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten während 

und nach Therapie von 58 AML-Patienten gewonnen wurden mittels quantitativer 

PCR untersucht und die Ergebnisse mit klinischen Daten korreliert, wobei der 

Fokus auf der Korrelation der DNMT3Amut Transkriptlevel mit dem klinischen 

Verlauf der Patienten liegen sollte. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu 

beitragen einen potentiellen neuen molekularen MRD-Marker zu charakterisieren 

und zu etablieren. Des Weiteren sollen die longitudinalen Messungen der 

Patientenproben dazu dienen, neue Erkenntnisse hinsichtlich der DNMT3Amut als 

präleukämisches Ereignis zu gewinnen und dadurch weitere Einblicke in die 

Pathogenese der AML zu erhalten. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien 

Folgende Geräte, Materialien und Chemikalien wurden benutzt und von den 

entsprechenden Unternehmen bezogen. 

 

2.1.1 Geräte 

Gerät Hersteller 

ABI-PRISM 3130xl Genetic Analyzer 
Applied Biosystems, 

Darmstadt, D 

Beschriftungsgerät 2730VP Brother, Bad Vilbel 

Einkanalpipetten 

Gilson (P10, P20, P100, P200, P1000) 

VWR (0,5-10 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 20-200 µl,  

100-1000 µl) 

Eppendorf reference, Eppendorf research, Eppendorf 

research plus (0,5-10 µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 20-200 µl, 

100-1000 µl) 

Gilson  Inc., USA 

VWR International, 

Darmstadt, D 

                              

Eppendorf, Hamburg, D 

 

 

Eismaschine  AF100 Scotsman, Mailand, I 

Elektrophorese B2/A2 Easy C OWL Separation 

Systems   

OWL Separation 

Systems Inc., 

Portsmouth, NH, USA 

Gefrierschrank GS 3702-G Liebherr, Bulle, S 

Geldokumentationssystem  Gene Genius 
Syngene, Cambridge, 

USA 

Kühl-/Gefrierkombination   

                CUN3923-2 

                Premium CUP 3553 

Liebherr, Bulle, S 

Kühlschrank  KS9827 Severin, Sundern, D 

Kühlzentrifuge   Biofuge Fresco 

                          Multifuge 4KR 
Heraeus, Hanau, D 

Magnetrührer MR 3002 S 8 Heidolph, Schwabach, D 
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Mikrowelle HF24M241 Siemens, D 

Mini Zentrifuge PCV-2400 
Grant Instruments, 

Cambridge, UK 

Nanodrop ND1000 Spectrophotometer   
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA  

Power Supply     EC3000-90 

                           EPS 600, EPS1001,  

                           EPS301 

                           Phero-stab.300 

E-C apparatus, Waltham, 

USA 

Amersham (GE 

Healthcare), Amersham, 

UK 

Biotec Fischer, 

Reiskirchen, D 

Real-time-PCR QuantStudio 12K Flex 
Applied Biosystems, 

Darmstadt, D 

Sequenzierer 3500Dx 
Applied Biosystems, 

Darmstadt, D 

Thermoblock 2099-DA Liebisch, Bielefeld, D 

Thermocycler GeneAmp 2720  
Applied Biosystems, 

Darmstadt, D 

Thermomixer comfort, 5437 Eppendorf, Hamburg, D 

Tiefkühl-Gewebe-Schrank TGS 4000 Typ 400681 Liebherr, Bulle, S 

Tiefkühlschrank       -20°C   Liebherr, Bulle, S 

Tiefkühlschrank       -80°C Heraeus, Hanau, D 

Tischzentrifuge         Galaxy-Mini  

                                 Grantbio PCV-2400 

                                 Combi-Spin FVL-2400N 

VWR International, 

Darmstadt, D 

Grant Instruments, 

Cambridge, UK 

BIOSAN, Warren, USA 

Vakuumpumpe PM20119-840.3      KNF, Freiburg, D 
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Vortexer              Heidolph Type REAX 1 

                                 MS1 Minishaker 

                                 Reax 2000 

                                 VWR International 

Heidolph, Schwabach, D 

IKA Labortechnik, 

Staufen, D 

Heidolph, Schwabach, D 

VWR International, 

Darmstadt, D 

Waage NewClassic MF-Modell S603S/M01 
Mettler Toledo, 

Greifensee, S 

Zentrifuge 5424 + Rotor F-45-18-11 Eppendorf, Hamburg, D 

 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Biosphere Filter Tip  2,5 µl,10 µl, 20 µl,  

                                 200 µl, farblos  

                                 20 µl, 100 µl, gelb  

                                 1250 µl, extra long 

SARSTEDT, Nümbrecht, D 

Capillary Array 16×50 cm Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Eppis               0,2 mL, 0,5 mL,  

                        1,5 mL, 2,0 mL 
Eppendorf, Hamburg, D 

Etiketten Cryo-Babies VWR International, Darmstadt, D 

Handschuhe Unt., Nitril, pf, unst. Gr. S,M,L Ansell GmbH 

Kimtech fusselfreie Labortücher  
Kimberly-Clark Professional, 

Koblenz-Rheinhafen, D 

Kryo-Box, beschichtet Ratiolab, Dreieich, D 

Markierungspunkte 8mm HERMA, Filderstadt, D 
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MicroAmp        8-Cap Strip    

                        8-Tube Strip 

              Clear Adhesive Films 

              Fast optical 96-WellReaction Plate  

              0.1 ml 

              Optical 96-Well 

              Reaction Tube with Cap, 0.2 ml 

Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Optical Adhesive Covers Starter Kit 

(TaqMan) 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Pipettenspitze farblose, 20 µl, lose 

             gelb, 200 µl, lose 
SARSTEDT, Nümbrecht, D 

Reaktionsgefäß 1,5 ml, SafeSeal 

             2,0 ml, SafeSeal 
SARSTEDT, Nümbrecht, D 

Reaktionsgefäße, 5 ml, natur 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Septa Cathode Buffer Container (3500Dx) 

Septa for 3500DX/3500xL Dx Genetic 

Analyzers, 96 Well 

Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Stabpipetten, serologisch  

                               5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml 
CORNING, Corning, USA 

Thermowell Platten Modell P, 96 Well, 

„Costar“ 
CORNING, Corning, USA 

Vernichtungsbeutel Ratiolab, Dreieich, D 

 

 

2.1.3 Chemikalien 

Material Hersteller 

0,5 M EDTA pH 8.0 Ambion Inc., Foster City, USA 

1 M Tris pH 8.0 Ambion Inc., Foster City, USA 

10× BlueJuice Loading Buffer Invitrogen, Carlsbad, USA 

1× TAE-Puffer Eigene Herstellung 
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3500xLDx Genetic Analyzer Capillary Array, 

50 cm 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Agarose for Routine, 500 g  Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

AllPrep DNA/RNA Mini Kit (50) Qiagen, Hilden, D 

Ampli-Taq-Gold Polymerase 12-Pack Life Technologies, Carlsbad, USA 

Anode Buffer Container for 3500 Dx/3500xL 

Dx 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen, D 

Big Dye Terminator 5× Sequenzierpuffer

         v3.1 Cycle Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Cathode Buffer Container for 3500 

Dx/3500xL Dx 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

DEPC Treated Water Invitrogen, Carlsbad, USA 

Desoxynucleoside Triphosphate (dNTP) Set 

PCR Grade 
Roche, Basel, S 

DyeEx 2.0 Spin Kit (250) Qiagen, Hilden, D 

DyeEx 96 Kit (24) Qiagen, Hilden, D 

EcoRI und Digestion buffer Roche, Basel, S 

Entsalztes H20 Aus Wasserhahn, 2403 

Ethanol absolut puriss p.a.  Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

Ethidiumbromidlösung 1 % 10 mg/mL Roth, Karlsruhe, D 

Hi-Di Formamide Applied Biosystems, Darmstadt, D 

HPLC-Wasser VWR International, Darmstadt, D 

ISO-SEPTOL 70 % 500 ML 1Fla Universität Ulm-Klinikum Apotheke 

Kanamycin 500x Roche, Basel, S 

Ladepuffer Orange G Eigene Herstellung 

Natriumacetat 3M, pH 5,5 Ambion, Foster City, USA 

Negativkontrolle: Zelllinie HL60 Eigene Herstellung 



40 

 

 

POP-7TM (960) Polymer for 3500 

Dx/3500xL 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) Qiagen, Hilden, D 

QIAquick  96 Purification Kit (24)  

       96 Purification Kit (24) Platten 

                 PCR Purification Kit (250) 

Qiagen, Hilden, D 

QIAshredder (250) Qiagen, Hilden, D 

Quanti Tect Rev. Transcription Kit (250) Qiagen, Hilden, D 

Random Hexamers  Applied Biosystems, Darmstadt, D 

Rnase-Free Dnase Set Qiagen, Hilden, D 

S.O.C. Medium (2x Typtone, 0,5 % Yeast 

Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 

MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glukose) 

Invitrogen Carlsbad, USA 

SuperaseIn (Rnase Inhibitor) (2500 U) Ambion Inc., Foster City, USA 

TaqMan PCR Core Reagent Kit Applied Biosystems, Darmstadt, D 

TOPO TA Cloning® Kit fpr Sequencing 

(Chemokompetente One-Shot® TOP10 

Escherichia coli) 

Invitrogen, Carlsbad, USA 

TrackIt™ 1Kb Plus DNA Ladder Invitrogen, Carlsbad, USA 

TrackIt 100bp Ladder Invitrogen, Carlsbad, USA 

TRIS  Ultrapure MB Grade 

          Molecular biology Grade 

USB Corporation, Cleveland, USA 

AppliChem, Darmstadt, D 

TRIzol Reagenz, 100 ml Invitrogen, Carlsbad, USA 

 

2.2 Studie und Patientenproben 

2.2.1 Studie 

Die Patientenproben, welche für diese Arbeit verwendet wurden, stammen aus der 

AMLSG 09-09 Studie (n=58). Die AMLSG beinhaltet ca. 50 bis 60 Zentren in 

Deutschland und Österreich und ist unter der Leitung von Prof. Dr. H. Döhner 

sowie von Prof. Ganser (Medizinische Hochschule Hannover, Abt. Hämatologie, 

Hämostaseologie, Onkologie und Stammzelltransplantation). Die Referenzlabore 

der Studie befinden sich dementsprechend in Ulm (Leitung Prof. Dr. K. Döhner) 
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und Hannover (Leitung Prof. Dr. A. Ganser). Leiter der klinischen Prüfung der 

AMLSG 09-09 Studie ist in Deutschland Prof. Dr. H. Döhner von der Universität 

Ulm, der außerdem die Position des Studienleiters inne hat und in Österreich ist 

Prof. Dr. D. Nachbauer der Universität Innsbruck Leiter der klinischen Prüfung. 

Um ein möglichst großes Patientenkollektiv für die MRD-Analysen zu erhalten und 

die statistische Aussagekraft zu erhöhen, wurden zusätzlich noch MRD-Daten von 

Patienten aus der AML HD98A- (n=14; NCT00146120) und der AMLSG 07-04- 

(n=87; NCT00893399) Studie mit einbezogen. Diese Analysen wurden im Rahmen 

anderer Projekte durchgeführt. 

 

Tabelle 5: Anzahl der Patientenproben aus den drei Studien AMLSG 07-04, AML HD98A und 

AMLSG 09-09 sowie die absolute Gesamtanzahl an Patientenproben. 

Abkürzungen: AML = Akute myeloische Leukämie; AMLSG = German-Austrian Acute Myeloid 

Leukemia Study Group 

 

 

Bei der AMLSG 09-09 (NCT00893399) handelt es sich um eine Phase III Studie 

zur Chemotherapie mit All-trans Retinsäure (ATRA) mit oder ohne Gemtuzumab 

Ozogamizin (GO) bei Patienten mit AML und Mutation im NPM1 Gen. Die AMLSG 

09-09 ist eine randomisierte, zweiarmige, offene und multizentrische Studie, in die 

Patienten ≥ 18 Jahre mit neu diagnostizierter AML und vorliegender NPM1 

Mutation aufgenommen wurden. Das Screening für diese Mutation erfolgte im 

AMLSG Referenzlabor der Universität Ulm sowie an der Medizinischen 

Hochschule Hannover. In Abbildung 3 ist das Therapieschema der AMLSG 09-09-

Studie dargestellt. Dabei umfasste die Dauer der Behandlung jedes Patienten ca. 

sechs Monate und die Gesamtdauer der klinischen Prüfung fünfeinhalb bis sechs 

Jahre.  

In den Induktionszyklen I und II erhalten die Patienten GO in Kombination mit ICE 

(Idarubicin, Cytarabin, Etoposid), sowie ATRA und Pegfilgrastim. In der 

Kontrollgruppe erfolgte keine Gabe von GO. Während der Konsolidierungstherapie 

I wurde zunächst GO verabreicht, gefolgt von ATRA und einer hohen Dosis 

Cytarabin. In der Kontrollgruppe wurde nur ATRA und Cytarabin gegeben. In 

Konsolidierung II und III erfolgte in beiden Gruppen die Gabe von ATRA und 

Studie AMLSG 07-04 AML HD98A AMLSG 09-09 Gesamt
Anzahl 87 14 58 159
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Hochdosis-Cytarabin (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00893399?term= 

amlsg+09-09&rank=1 (13.09.2017). Das primäre Ziel der Studie stellt die 

Bewertung der Wirksamkeit der Chemotherapie plus ATRA mit oder ohne GO im 

Hinblick auf das EFS nach Induktions- und Konsolidierungstherapie bei 

erwachsenen Patienten mit neu diagnostizierter AML und Mutation in NPM1 dar. 

Als sekundäres Ziel wurde die Bewertung der Wirksamkeit basierend auf der CR, 

dem OS, der CIR und der CID festgelegt.  

 

 

Abbildung 3: Therapieschema der AMLSG 09-09 Studie. Initial erfolgt die Randomisierung in 

zwei Studienarme, bei dem zum einen die Kontrollgruppe mit zwei Induktionszyklen A-ICE 

und im Anschluss mit drei Konsolidierungszyklen A-C behandelt wird und bei dem zum 

anderen die Interventionsgruppe zusätzlich in den Induktionszyklen sowie im ersten 

Konsolidierungszyklus mit GO behandelt wird. Bei refraktären Patienten oder Patienten mit 

partieller Remission, wurde in beiden Gruppen entweder nach dem ersten oder zweiten 

Induktionszyklus die Studie abgebrochen.  

Abkürzungen: NPM1 = Nucleophosmin 1; ® = Randomisierung; A = All-trans Retinsäure; ICE = 

Idarubicin, Cytarabin, Etoposid; C = Hochdosis-Cytarabin; GO = Gemtuzumab Ozogamizin; RD = 

refraktär (kein Therapieansprechen); PR = partielle Remission (partielles Therapieansprechen) 

 

Bei der AMLSG 07-04-Studie (NCT00151242) handelt es sich um eine vierarmige, 

randomisierte Phase-II/III-Studie mit ATRA und deren Kombination bei der 

Induktions- und Konsolidierungstherapie, sowie Pegfilgrastim in der 

Konsolidierungstherapie bei jüngeren Patienten mit neu diagnostizierter AML. Es 

wurden Patienten im Alter von 18 bis 60 Jahren aufgenommen. 
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In Induktionsphase I bekamen die Patienten Cytarabin an Tag 1 bis 7, Idarubicin 

an Tag 1, 3 und 5, Etoposid an Tag 1 bis 3, ATRA von Tag 9 bis 21 und 

randomisiert ATRA von Tag 6 bis 8. Im zweiten Induktionszyklus erfolgte die Gabe 

der Chemotherapeutika bis auf Idarubicin gleich, welches nur an Tag 1 und 3 

gegeben wurde. In der Konsolidierungsphase wurden die Medikamente ebenfalls 

unterschiedlich gegeben. In der einen Kohorte erfolgte die Gabe von Cytarabin an 

Tag 1, 3 und 5, ATRA wurde randomisiert von Tag 6 bis 21 gegeben und 

Pegfilgrastim einmalig an Tag 10. In der anderen Kohorte gab man Cytarabin an 

Tag 1 bis 3, ATRA wieder randomisiert, jedoch von Tag 4 bis 21 und Pegfilgrastim 

einmalig an Tag 8.  

Es erfolgte eine Risikostratifikation anhand des Ansprechens nach 

Induktionstherapie und des zytogenetischen Befundes. Als primäre 

Untersuchungsparameter dienten die CR-Rate nach Induktionstherapie, sowie das 

RFS und das EFS (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00151242?term=amlsg+ 

07-04&rank=1 (13.09.2017). Leiter der klinischen Prüfung war Prof. Dr. H. Döhner 

der Universitätsklinik Ulm. 

Bei der AML HD98A (NCT00146120) handelt es sich um eine randomisierte 

Phase III Studie zur risikoadaptierten Therapie der AML des Erwachsenenalters 

im Rahmen von 16 bis 60 Jahren. Als Parameter wurde das RFS in einer 

Zeitspanne von zwei Jahren bestimmt. Anhand des zytogenetischen Befundes 

wurden die Patienten in Risikogruppen eingeteilt, entsprechend niedrigem, 

mittlerem oder hohem Risikoprofil. Die Behandlung bestand in der ersten 

Induktionstherapie aus ICE, die bei Ansprechen von einem zweiten Zyklus ICE 

ergänzt wurde. Bei refraktären Patienten folgte nach der ersten Behandlung ein 

Zyklus mit A-HAM (All-trans Retinsäure, Hochdosis-Cytarabin, Mitoxantron) und 

es wurde intensiv nach potentiellen Stammzellspendern gesucht. Denjenigen 

Patienten, die in eine CR gekommen waren, wurde eine erste 

Konsolidierungstherapie mit HAM verabreicht. Die zweite Konsolidierung war dann 

abhängig vom Risikoprofil. Bei den Patienten mit hohem Risiko sollte eine HSCT 

von einer verwandten oder auch nicht verwandten Person stattfinden. Bestand ein 

intermediäres Risiko, so sollte die Transplantation möglichst von einem HLA-

identen Familienmitglied erfolgen. Konnte hierfür kein entsprechender Spender 

gefunden werden, so wurden die Patienten randomisiert in jene, die eine autologe 
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HSCT bekamen und solche, die einem zweiten Zyklus HAM unterzogen wurden. 

Bei niedrigem Risiko wurde direkt ein zweiter Zyklus HAM verabreicht (https:// 

clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00146120?term=aml+hd98a&rank=1 (13.09.2017). 

Leiter der klinischen Prüfung war Prof. Dr. H. Döhner der Universitätsklinik Ulm. 

Zur Beurteilung der Überlebenszeit wurden die gängigen Kriterien des EFS, RFS 

und OS verwendet (Döhner et al. 2010). Das OS galt für alle Patienten einer 

Studie und wurde als die Zeitspanne zwischen Studieneintritt und Tod jeglicher 

Ursache gemessen. War zum Zeitpunkt des letzten FUP der Überlebensstatus 

des Patienten unklar, so wurde der Patient zensiert und dies an dem Tag, an dem 

der Patient zuletzt bewiesenermaßen am Leben war. 

Das RFS war nur für die Patienten definiert, die eine CR erreicht hatten. Der 

Zeitraum galt ab dem Erreichen der Remission bis zum Auftreten eines Rezidivs 

oder einem Tod jeglicher Ursache. Für alle Patienten einer Studie galt wiederum 

das EFS. Dies war definiert als der Zeitraum zwischen Studieneintritt und 

Wirkungsverlust der Induktionstherapie, einem Rezidiv nach CR oder einem Tod 

jeglicher Ursache. Die RD wiederum war ausschließlich gültig für Patienten, die 

eine CR erreicht hatten und galt von dem Tag an, an dem die Remission erreicht 

wurde bis zum Auftreten eines Rezidivs. Ein ebenfalls gebräuchlicher Messwert 

war die CIR. Diese galt ebenso nur für Patienten, die eine CR erreicht hatten und 

wurde zwischen der erreichten Remission und dem Rezidiv gemessen. 

Bei allen genannten Ereignissen galt für diejenigen Patienten, bei denen der letzte 

Status unbekannt war, der aktuellste Status des FUP, welcher als Zensurdatum 

bezeichnet wurde (http://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/ 

therapie/responsekriterien/allgemein (13.09.2017). 

 

2.2.2 Patientenproben 

Die Patienten wurden an 54 sich in Deutschland und Österreich befindlichen 

Prüfzentren aufgenommen und untersucht. Dabei wurde Knochenmark durch 

Punktion des Beckenkamms und/oder peripheres Blut (PB) durch eine 

Venenpunktion gewonnen. Die verwendeten Proben wurden vor Therapiebeginn 

entnommen und an die zentralen Referenzlabore der AMLSG versendet, wo sie 

weiterverarbeitet wurden. Im Verlauf der Therapie erfolgten weitere, mehrmalige 

Probenentnahmen nach Induktions- und Konsolidierungstherapie, sowie im FUP 
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und auch im Fall eines Rezidivs. Von den insgesamt 159 Patienten, die in die 

Analysen eingingen, wurden insgesamt 1331 Proben von unterschiedlichen 

Zeitpunkten während und nach Abschluss der Therapie untersucht. Für alle drei 

Studien, sowie für die Verwendung der Patientenproben, lag ein positives 

Ethikvotum vor (AMLSG 09-09: Geschäfts-Nr. 223/09; AMLSG 07-04: Antrag-Nr. 

108/2004; AML HD98A: Antrag-Nr. 181/99). 

 

2.2.3 Vorgehen 

Die in der hier vorliegenden Arbeit analysierten Proben stammten aus der AMLSG 

09-09 Studie (n=58). Alle Patienten dieser Studie trugen NPM1mut. Im ersten 

Schritt wurden die Exone des DNMT3A Gens aller Proben auf Mutationen 

untersucht; dabei lag der Fokus insbesondere auf den Zielmutationen DNMT3Amut-

R882H und DNMT3Amut-R882C. Von diesem Kollektiv mit 243 Patienten konnten 

28 Patienten mit einer R882C- und 44 Patienten mit einer R882H-Mutation 

identifiziert werden. Davon wurden schließlich diejenigen in die Untersuchung 

aufgenommen, von denen mindestens zwei FUP-Proben vorhanden waren (n=58). 

Damit lagen von der AMLSG 09-09 Studie 617 Patientenproben vor. 

Um eine statistisch fundierte Analyse durchführen zu können, wurden zusätzlich 

die MRD-Verläufe aus Proben der AMLSG 07-04 und der AML HD98A mit 

einbezogen und dann aus dem Gesamtkollektiv die statistische Auswertung 

durchgeführt. Die Proben aus diesen beiden Studien wurden im Rahmen anderer 

Projekte analysiert.  

Einen Überblick über den schematischen Ablauf aller erfolgten Prozesse, stellt 

Abbildung 4 dar.  

 

 

2.3 Materialgewinnung und Probenaufbereitung 

2.3.1 Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation 

Die Dichtegradientenzentrifugation dient der Gewinnung mononukleärer Zellen 

aus PB- und KM-Proben von Patienten. Sie stellt die Grundlage für sämtliche 

molekulargenetische Techniken dar, die auf das Vorliegen reiner Zellen 

angewiesen sind. Das Prinzip beruht auf der unterschiedlichen Dichte von Zellen. 

Kern des Verfahrens ist Ficoll, wobei es sich um ein Saccharose-Epichlorhydrin- 
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Abbildung 4: Flow sheet zur schematischen Darstellung der durchgeführten Prozesse. Als 

erstes wurden mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation mononukleäre Zellen aus PB- 

und KM-Proben gewonnen und aus diesen DNA und RNA isoliert. Aus der DNA konnten 

schließlich über die verschiedenen Prozesse der PCR, CSR und Sanger-Sequenzierung 

DNMT3A-R882 Mutationen identifiziert werden. Aus der RNA wurde die cDNA synthetisiert, 

welche nun für die Quantifizierung der Mutationen anhand der RQ-PCR eingesetzt werden 

konnte. 

Abkürzungen: KM = Knochenmark; PB = Peripheres Blut; DNA = Desoxyribonukleinsäure; RNA = 

Ribonukleinsäure ; PCR = Polymerasekettenreaktion; CSR = cycle sequencing reaction; cDNA = 

complementary deoxyribonukleinacid; DNMT3A = DNA Methyl-Transferase 3 Alpha; RQ-PCR = 

quantitative real-time Polymerasekettenreaktion 

 

Copoloymer handelt, das eine größere Dichte als Lymphozyten und Monozyten 

aufweist, jedoch eine geringere als jene von Erythozyten und Granulozyten. Das 

Probenmaterial lag in einem 50 ml Falcon vor. Die Verdünnung von KM-Proben 

erfolgte immer in einem Verhältnis von 1:1 mit RPMI-Medium. Entsprechend der 

Probenmenge wurde Ficoll ebenfalls im Verhältnis 1:1 in ein 50 ml Falcon 

pipettiert. Nun wurde das Probenmaterial vorsichtig mit einer Pipette auf Ficoll 

überschichtet, wobei sich die beiden Schichten nicht vermischen durften. 

Daraufhin erfolgte eine 30-minütige Zentrifugation bei 13.000 Umdrehungen pro 

Minute (U/min), wonach mit einer sterilen Pasteurpipette die sog. Interphase, d.h. 

die mononukleären Zellen, die nun als weißer Ring sichtbar waren, abgenommen 

und in ein neues 50 ml Falcon überführt wurden. Die anderen Zellarten, wie 

Erythrozyten, Granulozyten, Thrombozyten und tote Zellen waren durch die 

Zentrifugation auf den Grund des Röhrchens gewandert. Im Anschluss erfolgte die 
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Reinigung der Zellen. Diese wurde in zwei Waschschritten durchgeführt, wobei die 

Zellsuspension zunächst mit einer definierten Menge an 1xPBS aufgefüllt und 

anschließend für je 7 Minuten bei 13.000 U/min zentrifugiert wurde. Der Überstand 

wurde abgekippt und das Pellet mit einem äquivalenten Volumen an RPMI-

Medium resuspendiert und daraufhin das exakte Volumen und die abschließende 

Zellzahl bestimmt. Die isolierten Zellpellets wurden im Anschluss entweder zur 

Konservierung in -80°C Freezern aufbewahrt oder zur weiteren Diagnostik in das 

entsprechende Labor weitergeleitet. 

 

2.3.2 Isolierung von DNA und RNA 

Für die Isolierung der DNA und der RNA wurde das Allprep DNA/RNA Mini Kit 

verwendet, welches eine gleichzeitige, standardisierte Extraktion und Aufreinigung 

von genomischer DNA und Gesamt-RNA aus einer einzelnen Probe in einem 

einzigen Vorgang ermöglicht. Die gewonnenen DNA-Fragmente können für PCRs, 

Southern Blots, Matrix-CGH (comparative genomic hybridization), SNP-Analysen 

(single nucleotide polymorphism) und Genotypisierungen verwendet werden, da 

sie die dafür notwendige Größe von durchschnittlich 15 bis 30 kb besitzen. Auch 

die aufgereinigte und stabilisierte RNA kann vielseitig verwendet werden, nämlich 

für PCR, RQ-PCR, Microarrays, Northern Blots oder Sequenzierungen. Die 

Fragmente sind hierbei größer als 200 Nukleotide. 

Der Prozess wurde mit der Lyse der Zellpellets begonnen, welche mit 600 µl (bei  

≥ 0,5x107 – 1x107 Zellen / Tube) bzw. 350 µl (bei < 0,5x107 Zellen / Tube) 

RLTplus-Puffer durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit der Pipette erreicht 

wurde. Dies musste sehr gründlich durchgeführt werden, damit alle Zellen im 

Pellet lysiert wurden. Dieses homogenisierte Lysat wurde im Anschluss auf einen 

QIAshredder pipettiert und in einem Collection-Tube bei 13.000 U/min für  

3 Minuten zentrifugiert. Daraufhin wurde der gewonnene Durchfluss in die Allprep 

DNA spin Säule überführt und für 1 Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert. Durch 

diesen Vorgang wurde die DNA von der RNA isoliert. Letztere befand sich nun im 

Eluat und die DNA in der Membran der Säule. Im weiteren Verlauf wurde die 

empfindlichere RNA als erstes weiterverarbeitet. 

Dafür wurde zum gewonnenen Durchfluss 600 µl (bei ≥ 0,5 - 1x107 Zellen / Tube) 

bzw. 350 µl (bei < 0,5x107 Zellen / Tube) 70%iges Ethanol hinzugegeben und 
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gründlich gemischt. Diese Lösung wurde dann in zwei Schritten auf die RNeasy 

Säule überführt und für je 1 Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert. Auf die RNeasy 

Säule wurde nun 350 µl RW1-Puffer pipettiert und dieses wiederum für 1 Minute 

bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der daraus gewonnene Durchfluss wurde 

verworfen, auf die sich nun in der Membran befindliche RNA 80 µl DNase-Mix 

(Aliquots hergestellt aus RNase-Free DNase Set und RDD-Puffer) pipettiert und 

für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurde erneut  

350 µl RW1-Puffer auf die RNeasy Säule gegeben, diese für 1 Minute bei 13.000 

U/min zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und anschließend 500 µl RPE-Puffer 

hinzugegeben. Daraufhin wurde erneut für 1 Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert, 

der Durchfluss verworfen und ein zweites Mal 500 µl RPE-Puffer auf die Säule 

pipettiert. Nach zweiminütiger Zentrifugation bei 13.000 U/min wurde erneut das 

Eluat verworfen und noch ein letztes Mal für 1 Minute bei 13.000 U/min 

trockenzentrifugiert. Die RNeasy Säulen wurden nun in nummerierte und 

beschriftete Collection-Tubes überführt und daraufhin mit 40 µl (bei ≥ 0,5 - 1x107 

Zellen / Tube) bzw. 30 µl (bei < 0,5x107 Zellen / Tube) RNase-freiem Wasser 

versetzt. Die Tubes wurden für 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, für 1 

Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert und schließlich das Eluat in 2,0 ml SafeSeal-

Tubes überführt, welche sich auf einem Kühlblock befanden. Zum RNA-Eluat 

wurde zum Schluss noch 1,5 µl (bei < 0,5x107 Zellen / Tube) bzw. 2 µl (bei ≥ 0,5 - 

1x107 Zellen / Tube) SUPERase Inhibitor hinzugegeben und dieses Gemisch kurz 

gevortext. 

Nach Extraktion der RNA wurde im Anschluss die Extraktion der DNA weiter 

durchgeführt. Auf die vorbereiteten Allprep DNA Säulen wurde 500 µl AW1-Puffer 

pipettiert, diese für 1 Minute bei 13.000 U/min zentrifugiert, der Durchfluss 

verworfen, wiederum 500 µl AW2-Puffer aufpipettiert, die Tubes erneut für  

2 Minuten bei 13.000 U/min zentrifugiert und nochmals 1 Minute 

trockenzentrifugiert. Im Anschluss wurden die Allprep DNA Säulen in sterile 

Elutions-Tubes überführt und je nach Ausgangszellzahl eine entsprechende 

Menge TE-Puffer auf die Mitte der Säulenmembran pipettiert. Bei 1x107 Zellen / 

Tube 100 µl TE-Puffer, bei 0,9x107 Zellen / Tube 90 µl und bei allen ≤ 0,5x107 

Zellen / Tube 50 µl TE-Puffer. Diese Lösung wurde für 3 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 1 Minute bei 13.000 U/min 
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zentrifugiert. Die sich nun im Durchfluss befindliche DNA wurde in 1,5 ml Safe-

Seal-Tubes überführt. Zur Kontrolle der DNA- und RNA-Extraktion wurde im 

Anschluss immer eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. Dafür wurden 

von der gewonnenen DNA und RNA je 2 µl in zuvor vorbereitete 1,5 ml-Tubes mit 

je 2 µl 10x BlueJuice Loading Buffer und je 8 µl RNase-freiem Wasser überführt 

und homogen vermischt. 

Zur Elektrophorese wurde ein vorbereitetes 1%iges Agarosegel verwendet, 

welches zuvor aus 1,2 g Agarose und 120 ml 1xTAE-Puffer hergestellt worden 

war. Der 1xTAE-Puffer wurde aus 100 ml 50xTAE-Puffer und 5 Liter entsalztem 

Wasser angesetzt. Die Gelelektrophoresekammer wurde mit 1xTAE-Puffer gefüllt 

und über ein Netzgerät an 400 mA angeschlossen. In das Gel wurden nun die 

insgesamt 12 µl der RNA- und DNA-Aliquots pipettiert und flankierend dazu 4 µl 

eines 1Kb-DNA-Ladders aufgetragen, welcher in der Interpretation der 

Gelelektrophorese als Größenmarker diente. Daraufhin lief das Gel im Power 

Supply EPS 600 bei 100 V für 40 Minuten.  

Es wurde Agarose zur Herstellung der Gele verwendet, da diese im Vergleich zu 

anderen Gelen relativ großporig ist und sich damit besonders gut zur Trennung 

von DNA und hochmolekularen Proteinen eignet. Das Prinzip der 

Gelelektrophorese beruht auf der unterschiedlichen Ionenbeweglichkeit, welche 

dazu genutzt wird, um Moleküle im elektrischen Feld aufzutrennen. Kleinere, 

negativ geladene Teilchen (Anionen) wandern am schnellsten in Richtung der 

positiv geladenen Anode und positiv geladenen Teilchen (Kationen) in Richtung 

der negativ geladenen Kathode. Durch dieses Prinzip wurden auch die DNA-

Proben in der vorliegenden Arbeit aufgetrennt. In der Zwischenzeit erfolgte die 

spektrophotometrische Messung am NanoDrop zur Bestimmung der RNA- und 

DNA-Konzentration. Am Nanodrop 1000 ND wurde die Konzentration der 

Nukleinsäuren über die optische Dichte λ=260 nm (OD260), dem 

Absorptionsmaximum von RNA und DNA, gemessen. Dabei entsprach eine OD260 

von eins bei der RNA einer Konzentration von 40 µg/ml und bei der DNA einer 

Konzentration von 50 µg/ml.  

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel für 20 bis 30 Minuten in ein 

Ethidiumbromidbad eingelegt. Bei Ethidiumbromid handelt es sich um einen 

interkalierenden Farbstoff, der die Nukleinsäurebanden unter UV-Licht sichtbar 
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macht. Auf dem DNA-Agarose-Bild war nun die Gesamtheit der DNA der im Pellet 

vorhandenen Zellen sichtbar, sowie die Auftrennung des TrackIt™ 1 Kb DNA 

Ladders. Qualitativ gute DNA war dabei als eine dicke Bande zu erkennen, 

wohingegen degradierte DNA als eine Art Schweif mit mehreren, schwächeren 

Banden sichtbar wurde. Auf dem RNA-Agarose-Bild war lediglich die rRNA zu 

erkennen, welche den größten RNA-Anteil in humanen Zellen ausmacht. Sichtbar 

waren zwei Banden, von denen die eine etwas stärker (28S RNA) und die andere 

etwas schwächer (18S RNA) dargestellt wurde. Bis zur weiteren Verarbeitung 

konnte die DNA nun entweder im Kühlschrank zwischengelagert oder bei -20°C 

eingefroren werden. Die RNA musste zügig weiterverarbeitet oder bei -80°C 

tiefgefroren werden. 

 

 

 

2.3.3 Primer und Sonden zum Nachweis und zur Quantifizierung von 

DNMT3Amut  

2.3.3.1 Primer 

Als Primer werden Oligonukleotide bezeichnet, die bei der in vitro Amplifikation 

von DNA, wie bei der PCR, der DNA-Sequenzierung und bei der reversen 

Transkription benötigt werden. Bei diesen Methoden werden DNA-replizierende 

Enzyme, die sog. DNA-Polymerasen verwendet, die für ihre erste 

Verbindungsreaktion eine Hydroxygruppe (3‘-OH) als Startpunkt brauchen und die 

über Wasserstoffbrückenbindungen komplementär an DNA oder RNA gebunden 

werden. Dadurch entsteht immer ein freies 3‘-OH-Ende, welches von der DNA-

Polymerase oder reversen Transkriptase in 5‘  3‘-Richtung verlängert werden 

kann. Die Primersequenz war in dieser Arbeit für jedes Exon individuell 

vorgegeben. Davon ausgehend wurden die verwendeten Primer von der Firma 

Eurofins mwg/operon synthetisiert und als sog. Stocklösungen im Labor mit einer 

Konzentration von 100 pmol/µl gelöst und hieraus wiederum Gebrauchslösungen 

von 10 pmol/µl hergestellt.  

In folgenden Tabellen sind alle verwendeten Primer aufgelistet. 
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Tabelle 6: Verwendete Primer für die PCR mit Angabe der Basenabfolge für die Exons. 

Abkürzungen: PCR = Polymerasekettenreaktion; T = Thymin; G = Guanin; A = Adenin; C = Cytosin 

Exon Sequenz Forward-Primer (5' - 3') 
Exon 2 5'-TGA AGG GAG CCT GCC TCG GTT T-3' 
Exon 3 5'-CCC CAG ACA GGC CTG GAA TGC TA-3' 
Exon 4 5'-TCA GAG CGG TCA ATG ATC CAA AAC A-3' 
Exon 5 5'-AGC CAC TCC AGT AAT TCT GCC GA-3'  
Exon 6 5'-GTG CCT CCT TGG TGG GTC CGT-3' 
Exon 7 5'-TTT CAC GGC AAG GCA GCT GGT TG-3' 
Exon 8 5'-GAT CAG GGT GGC AGG GCC TCG T-3' 
Exon 9 5'-GCC AGT TGC AAG GCA TGG GGT G-3' 
Exon 10 5'-TTG CCT GTG CCA CCC TCA CTA CTC-3' 
Exon 11/12 5'-ACC CCA CTG TAA GGA GGG TGG G-3' 
Exon 13 5'-GGA GAG GCC CTT CGG TGG TAC T-3' 
Exon 14 5'-GGT GTG GAG CCT CCC TTC GTC-3'  
Exon 15/16 5'-TCC AGG TAG CAC ACC TTG GCC T-3' 
Exon 17 5'-TAG GAC TTG GGC CTA CAG CTG AC-3' 
Exon 18 5'-TGC AGC TAG GGT CGT GAG CCT G-3' 
Exon 19 5'-CCC GAT GAC CCT GTC TTC CCG T-3' 
Exon 20 5'-CAG CAT GCC GGC GCT GTT TCA T-3' 
Exon 21 5'-GTG AAC TAG TGG CTG CTG GGG GAG-3' 
Exon 22 5'-GCA TGA CCA GTG TTG GCT GGT GA-3' 
Exon 23 5'-CCG GGT CCT GCT GTG TGG TTA-3' 

 

Exon Sequenz Reverse-Primer (5' - 3') 
Exon 2 5'-AGC ACT GAG TGA TGC GGT CAT G-3' 
Exon 3 5'-GTC CCT GCA GGA CAT ACA TCA CTG-3' 
Exon 4 5'-AGG CCA TAG CCT TGG CAA GCA-3' 
Exon 5 5'-ACT CGC CAC CCG TGT CCT TCT-3' 
Exon 6 5'-GGG TTA GCC TGA AGG GGA AAC TGA G-3' 
Exon 7 5'-AGA GGA GAG CAG GAC GGG AGG AG-3' 
Exon 8 5'-CAC CAC AGG CAG AGT AGG GGT GA-3' 
Exon 9 5'-TGC ATA CGG GCG AGC GAG GTG-3' 
Exon 10 5'-CCT TGG CAG CCC TCC CTA AGC A-3' 
Exon 11/12 5'-TAC TCT GCC CCA TGC CAC ACT A-3' 
Exon 13 5'-TAC ATG CCC AGA AGC GGT GGA C-3' 
Exon 14 5'-GAG GCC AAG GTG TGC TAC CTG GA-3' 
Exon 15/16 5'-TTT TGC CAG AGT TGC CCA CAC A-3' 
Exon 17 5'-ATG AAA GGA GGC AAG GGC TGC CT-3' 
Exon 18 5'-CGG GAA TAG CTG TCC CAG GGC AG-3' 
Exon 19 5'-TTC CCA AAC AGG CCC CTT GCA-3' 
Exon 20 5'-CCA CTA TGG GTC ATC CCA CCT GCA-3' 
Exon 21 5'-CGC TCC ACC TCA TCC TGC CCT TCC-3' 
Exon 22 5'-TGG GAA AGG CAG AGG ACC CCC G-3' 
Exon 23 5'-GGT GCT GAT ACT TCT CTC CAT CCT-3' 



52 

 

 

Tabelle 7: Verwendete Primer für die CSR mit Angabe der Basenabfolge für die jeweiligen 

Forward- und Reverse-Exons. 

Abkürzungen: CSR = cycle sequencing reaction; DNMT3A = DNA Methyl-Transferase 3 Alpha; Ex 

= Exon; F = Forward; R = Reverse; A = Adenin; C = Cytosin; T = Thymin; G = Guanin  

 

 

2.3.3.2 LNA-Primer 

Des Weiteren wurden für die quantitative real-time PCR sog. LNA-Primer 

verwendet. Bei LNA handelt es sich um ein modifiziertes RNA-Nukleotid, bei dem 

eine zusätzliche Verbindung zwischen dem 2‘-Sauerstoff und dem 4‘-Kohlenstoff 

besteht. Dadurch wird das Nukleotid in seiner 3‘-Endo-Form fixiert und wird somit 

unflexibler und stabiler. Wird die LNA nun in einen Primer integriert, erhöht sich 

seine Schmelztemperatur und er hybridisiert stärker an die komplementäre 

Sequenz. Dadurch wurden in unserer Arbeit die Amplifikationen der DNMT3A 

Wildtypsequenz signifikant verringert und die Spezifität der RQ-PCR erhöht. 

 

Tabelle 8: Verwendete LNA-Primer für die RQ-PCR mit Angabe der Basenabfolge. 

Abkürzungen: RQ-PCR = Quantitative real-time PCR; LNA = locked nucleic acid; A = Adenin; C = 

Cytosin; T = Thymin; G = Guanin; InvdT = Inversion desoxythymidin 

 

 

Primer Sequenz (5' - 3')
DNMT3A Ex11/12F 5’-ACC CCA CTG TAA GGA GGG TGG G-3’
DNMT3A Ex13R 5’-TAC ATG CCC AGA AGC GGT GGA C-3’
DNMT3A Ex14R 5’-GAG GCC AAG GTG TGC TAC CTG GA-3’
DNMT3A Ex15/16R 5’-TTT TGC CAG AGT TGC CCA CAC A-3’
DNMT3A Ex17F 5’-TAG GAC TTG GGC CTA CAG CTG AC-3’
DNMT3A Ex18F 5’-TGC AGC TAG GGT CGT GAG CCT G-3’
DNMT3A Ex19R 5’-TTC CCA AAC AGG CCC CTT GCA-3’
DNMT3A Ex20R 5’-CCA CTA TGG GTC ATC CCA CCT GCA-3’
DNMT3A Ex21F 5’-GTG AAC TAG TGG CTG CTG GGG GAG-3’
DNMT3A Ex22R 5’-TGG GAA AGG CAG AGG ACC CCC G-3’
DNMT3A Ex23 6F: 5‘-CCA CTA TAC TGA CGT CTC CAA CAT G-3‘
DNMT3A Ex23 6R: 5‘-GAC CGG CCC AGC AGT CT-3‘

Primer Sequenz (5' - 3')
LNA H: 5‘-GAG CCG CTT GG/3InvdT/
LNA C: 5‘-GAG CCG CTT GG/3InvdT/
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2.3.3.3 Sonden 

Gensonden sind kurze, einzelsträngige DNA- oder RNA-Moleküle, deren Sequenz 

bekannt ist und die dazu genutzt werden, bestimmte Gene oder Gensequenzen in 

einem Genom aufzuspüren. Sie binden an ihre komplementäre Sequenz 

(Hybridisierung). Die Stärke der Bindung hängt dabei von der Übereinstimmung 

mit der DNA-Sequenz ab und damit von der Anzahl an hybridisierten Basen. Um 

das gesuchte Gen bzw. die gesuchte Sequenz zu detektieren, werden die Sonden 

mit Markermolekülen versehen. Dabei kann es sich zum einen um Radioisotope 

wie 32P oder 35S handeln oder aber auch um Fluoreszenzfarbstoffe.  

Eine TaqMan PCR-Sonde besitzt folgende Charakteristika: 

 Fluoreszierender 5‘-Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat) 

 3‘-Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) 

 3‘-OH-blockierendes Phosphat 

Der fluoreszierende Reporterfarbstoff ist kovalent an das 5‘-Ende der Sonde 

geknüpft. Meist wird dabei FAM (6-Carboxy-Fluorescein) verwendet, allerdings 

gibt es eine Reihe weiterer Reporterfarbstoffe, wie z.B. TET (Tetrachloro-6-

carboxy-fluorescein), JOE (2,7-Dimethoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluorescein) oder 

HEX (Hexachloro-6-carboxy-fluorescein). Dem verwendeten Reporterfarbstoff 

steht jeweils ein Quencher-Farbstoff gegenüber. Dafür wurde früher 

standardmäßig TAMRA eingesetzt, welches jedoch in den letzten Jahren immer 

mehr durch BHQ1 (3‘-terminaler BlackHole™ Dark Quencher) abgelöst wurde. Die 

Dark Quencher weisen gegenüber TAMRA den Vorteil auf, dass sie keine 

zusätzliche Fluoreszenz freisetzen, die die Messung stören könnten.  

Die neueste Generation der Sonden sind sog. MGB-Sonden (Minor Groove 

Binder), die durch ein Molekül modifiziert sind, welches sich in die kleine Furche 

der doppelsträngigen DNA einlagert. Dadurch entstehen kürzere Sonden mit einer 

höheren Spezifität, so dass Alleldiskriminierungen und Punktmutationsnachweise 

leichter durchgeführt werden können. Der Quencher wird schließlich über ein 

Linker-Arm-modifiziertes Nukleotid (LAN) an das 3‘-Ende der Sonde geknüpft. Am 

Ende wird die Sonde noch chemisch phosphoryliert, um eine Extension des 3‘-

Endes im Verlauf der PCR zu verhindern.  
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Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden für DNMT3A waren mit dem Reporter 

FAM (Anregung bei 488 nm, Emission bei 518 nm) und dem Quencher BHQ1 

markiert. Bei ABL1 war die Sonde mit dem Farbstoff HEX (Anregung bei 488 nm, 

Emission bei 556 nm) markiert.  

 

Tabelle 9: Verwendete Sonden für die RQ-PCR mit Angabe der Basenabfolge. 

Abkürzungen: RQ-PCR = Quantitative real-time PCR; DNMT3A = DNA Methyl-Transferase 3 

Alpha; A = Adenin; C = Cytosin; T = Thymin; G = Guanin, ABL1 = Abelson murine leukemia virus 

oncogene 1 

 

 

2.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Bei der PCR handelt es sich um ein in vitro Verfahren zur Amplifizierung von DNA, 

welches heutzutage zu den Standardverfahren in jedem molekulargenetischen 

Labor gehört. Anwendung findet die PCR beim genetischen Fingerabdruck, bei 

Vaterschaftstests, der Erkennung von Erbkrankheiten, der Klonierung von Genen 

oder der Analyse alter, fossiler DNA. 

Verwendet wird die PCR um kurze, genau definierte Teile eines DNA-Stranges zu 

vervielfältigen. Dabei kann es sich um ein ganzes Gen, den Teil eines Genes oder 

auch um einen nicht-codierenden Abschnitt der DNA handeln. Bei einer Standard-

PCR können bis zu 3000 Basenpaare (3 kbp) lange DNA-Fragmente erfasst 

werden. Unter optimalen Bedingungen jedoch und bei bestimmten 

fortgeschrittenen Verfahren, können auch Fragmente von 20 bis 40 kbp 

amplifiziert werden. Bei dem Enzym, das für diese Reaktion essenziell ist, handelt 

es sich um die DNA-Polymerase. Des Weiteren werden Puffer, Desoxynukleosid-

triphosphate und jeweils zwei Primer benötigt. In der vorliegenden Arbeit wurde für 

die Durchführung der PCR mit der Herstellung des Mastermixes begonnen.  

Für den Mastermix wurden zunächst MgCl, dNTPs, die Primer F und R und Puffer 

für 10 bis 15 Minuten auf einem Heizblock aufgetaut. Erst kurz vor Beginn der 

Mastermixherstellung, wurde dann die reverse Transkriptase (RT), nämlich die 

AmpliTaqGold aus dem Freezer genommen und auf einem Kühlblock 

zwischengelagert. Für eine Applied-96-Well-Platte wurde der Mastermix in 100-

Sonden Sequenz (5' - 3')
DNMT3A  C Sonde: 5'-CTG CTT GGC GAG GCA-3'
DNMT3A  H Sonde: 5'-CCA CTT GGC GAG GCA-3'
ABL1  Sonde: 5'-CCA TTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T-3'
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facher Menge hergestellt. Jedes Reagenz, bis auf das Enzym, wurde vor 

Entnahme mit der Pipette gut gevortext. In Abhängigkeit der Anzahl an Wells, 

wurden nun die entsprechenden Mengen an MgCl, dNTPs, Primer und Puffer in 

ein 5 ml-Tube pipettiert und mit der Pipette nochmals durchmischt. Am Ende 

wurde dann die RT hinzugegeben und vorsichtig mit der Pipette gemischt. 

Nach Fertigstellung des Mastermixes wurde dieser nun mit der DNA angesetzt. 

Die DNA wurde zur Zwischenlagerung im Kühlschrank aufbewahrt, da sie deutlich 

stabilere Eigenschaften aufweist, als RNA. Mit dem Handistep wurden je 48 µl des 

zuvor gevortexten Mastermixes in die entsprechenden Wells einer Applied-96-

Well-Platte pipettiert. Daraufhin musste jede einzelne DNA-Probe gevortext und je 

1 µl DNA in jedes Well gefüllt werden. Nur wenn die DNA-Konzentration der Probe 

unter 70 ng/µl lag, so wurden 2 µl der Probe genommen.  

Nachdem die sorgfältig mit Deckeln verschlossene Platte gevortext worden war, 

musste sie noch herunterzentrifugiert werden. Dafür wurden sowohl die 

Beschleunigungs-, als auch die Abbremsungszahl der Zentrifuge auf neun 

eingestellt und diese direkt nach Erreichen von 1000 U/min wieder zum Erliegen 

gebracht. Anschließend wurde die Platte in den Thermocycler gestellt und bei dem 

Programm „DNMT3A mit 50 µl“ gestartet (Tabelle 10).  

 

Tabelle 10: Dargestellt ist das Pipettierschema für die DNMT3Amut-PCR mit den 

entsprechenden Reagenzien mit Mengenangabe in µl und die Angabe über die PCR-Zyklen 

mit der jeweiligen Temperatur in °C und der Zeit in min und sec. 

Abkürzungen: PCR = Polymerasekettenreaktion; DNMT3Amut = Mutation in der DNA 

Methyltransferase 3 Alpha; dest. = destilliert; MgCl2 = Magnesiumchlorid; dNTPs = 

DesoxyNukleosidTriPhosphat; F = Forward; R = Reverse; min = Minute; sek = Sekunden; µl = 

Mikroliter; °C = Grad Celcius; ∞ = unendlich 

Reagenz DNMT3Amut  (100x)  Temperatur Zeit 

Aqua dest. 3470 µl  94°C 5 min 
Puffer 500 µl  94°C 30 sec 

MgCl2 360 µl  61°C 30 sec 
dNTPs 40 µl  72°C 1 min 
Primer F 200 µl  72°C 10 min 
Primer R 200 µl  10°C ∞ 
AmpliTaq Gold 30 µl    

 

30 Zyklen 
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Um zu kontrollieren, ob die PCR ordnungsgemäß abgelaufen war, wurde im 

Anschluss eine Gelelektrophorese durchgeführt. Dafür wurden je 4 µl Orange G 

(3x) als Markerfarbstoff in die gewünschte Anzahl an Kammern einer 96-Well- 

Platte pipettiert, abhängig davon wie viele Proben untersucht werden sollten. Zur 

Kontrolle der PCR-Produkte wurden flankierend noch zwei Ladder (100 kb) 

pipettiert, bevor je 7 µl der DNA-Proben in die Kammern hinzugegeben wurden. 

Des Weiteren war immer eine Kammer für die NTC-Probe (no template control) 

reserviert. Dabei handelte es sich um eine Probe, die nur den Mastermix für die 

PCR, jedoch kein DNA-Material enthielt. Hiermit wurde kontrolliert, ob die 

Reagenzien kontaminiert waren bzw. ob bei der Herstellung des Mastermixes eine 

Kontamination mit Fremdmaterial stattgefunden hatte. War bei der folgenden 

Gelelektrophorese eine Bande in dem Well der NTC-Probe zu sehen, so konnte 

davon ausgegangen werden, dass der Mastermix mit fremden Genmaterial 

kontaminiert und somit auch alle anderen Proben mit der richtigen DNA durch die 

Verunreinigung nicht mehr aussagekräftig waren.  

Das vorbereitete Gemisch aus Markerfarbstoff und DNA, sowie die Ladder und die 

NTC-Probe wurden nun in das vorbereitete Gel pipettiert. Die Gelelektrophorese 

wurde für 40 Minuten bei 160 V durchgeführt. Hiernach erfolgte eine 20- bis 30-

minütige Inkubation in einem Ethidiumbromidbad, woraufhin das Gel fotografiert 

und interpretiert wurde.  

Anhand des Bildes konnte man nun feststellen, ob die PCR erfolgreich abgelaufen 

war oder nicht. Nach Färbung mit Ethidiumbromid waren die DNA-Proben als sog. 

Banden im Elektrophoresebild sichtbar. Je nach Molekülmasse war die DNA 

unterschiedlich weit gewandert, wobei die Strecke in der Einheit von Kilobasen 

(kb) mit Hilfe des Ladders abgeschätzt werden konnte. Für jedes Exon ergab sich 

somit immer ein spezifisches Bandenmuster. War die PCR ordnungsgemäß 

abgelaufen, so konnte mit der PCR-Aufreinigung fortgefahren werden. 

In der Vorbereitung hierfür, wurde der benötigte PM-Puffer in ein dafür 

vorgesehenes Behältnis gefüllt. Daraufhin wurden die Deckel der DNA-Proben 

Reihe für Reihe geöffnet und je 200 µl Puffer in zwei Schritten zu der DNA in die 

Wells pipettiert, wobei darauf zu achten war, nicht die Oberfläche mit der 

Pipettenspitze zu berühren. Im Anschluss wurde der Inhalt in drei Schritten in eine 

QIAquick-Platte pipettiert, welche zuvor in den Einsatz der Vakuumpumpe gesetzt 
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wurde. Das Vakuum wurde angelegt bis alles durchgetropft war. Daraufhin wurden 

mit der Multipette 750 µl PE-Puffer in jedes Well pipettiert und das Vakuum 

danach erneut für 10 Minuten angelegt. Nach Ende konnte die Platte auf Tüchern 

ausgeklopft werden bis sie ganz trocken war.  

Final wurde mit dem Handistep 50 µl EB-Puffer in jedes Well pipettiert und 

schließlich die Platte mit einer VWR-Platte als Untersatz bei Programm 4  

(3800 U/min für 6 Minuten bei Beschleunigung/Abbremsung 9/9) abzentrifugiert. In 

der VWR-Platte war nun das aufgereinigte PCR-Produkt enthalten. 

 

2.3.5 Cycle Sequencing Reaction (CSR) 

Im Anschluss an die PCR erfolgte die CSR. Dabei handelt es sich um ein 

Verfahren, das der PCR vom Prinzip her ähnlich ist, jedoch zwei wesentliche 

Unterschiede aufweist. Erstens wird bei der CSR nur ein Primer verwendet, 

sodass die Amplifikation nur an einem Strang stattfindet. Zweitens werden 

Didesoxynukleotidtriphosphate eingesetzt, welche durch Einbau in den Strang die 

Vervielfältigung basenspezifisch stoppen. Dadurch wird weniger DNA-Template 

als Ausgangsmaterial benötigt. 

Zunächst musste wie bei der PCR ein Mastermix hergestellt werden, wofür der 

BigDye® Terminator v1.1 auf Eis und mit Alufolie abgedeckt, aufgetaut werden 

musste. Daraufhin wurden Aqua dest. und der für ein gewünschtes Exon 

spezifische Primer in einem 2,0 ml Tube gemischt, schließlich der Puffer und der 

BigDye dazupipettiert und das Gemisch bei 1000 U/min mit einer Beschleunigung 

und Abbremsung von neun herunterzentrifugiert. Anschließend wurde mit der 

Bearbeitung des aufgereinigten PCR-Produktes fortgefahren. Mit dem Handistep 

wurden je 14 µl Mastermix in jedes Well einer Applied-Platte auf Eis pipettiert. 

Daraufhin wurde die PCR-Platte geöffnet und je 1 µl des Produktes in das 

entsprechende Well der Applied-Platte pipettiert. Nachdem nun die Platte 

verschlossen, gevortext und bei 1000 U/min mit einer Beschleunigung und 

Abbremsung von neun herunterzentrifugiert worden war, konnte sie mit dem 

DNMT3A-spezifischen CSR-Programm in den Thermocycler gestellt werden 

(Tabelle 11).  
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Tabelle 11: Dargestellt ist das Pipettierschema der DNMT3Amut-CSR mit den entsprechenden 

Reagenzien mit Mengenangabe in µl und die Angabe der CSR-Zyklen mit der jeweiligen 

Temperatur in °C und der Zeit in min und sec. 

Abkürzungen: CSR = cycle sequencing reaction; DNMT3Amut = Mutation in der DNA Methyl-

Transferase 3 Alpha; dest. = destilliert; min = Minute; sek = Sekunden; µl = Mikroliter; °C = Grad 

Celsius; ∞ = unendlich 

Reagenz DNMT3Amut (100x)  Temperatur Zeit 

Aqua dest. 1000 µl  96°C 2 min 

Big Dye 3.1 200 µl  95°C 15 sec 
Sequenzier-Puffer 100 µl  55°C 1 min 
Primer 100 µl  60°C 3 min 
   4°C 10 min 
   4°C ∞ 

 

Nach Ende musste die Platte mit Alufolie abgedeckt in den Kühlschrank gestellt 

oder direkt weiterverarbeitet werden. Um die DNA später einwandfrei 

sequenzieren zu können, war es erforderlich, auch das CSR-Produkt 

aufzureinigen. Hierfür benötigte man eine DyeEx-Platte 96, die nach Abziehen der 

Schutzfolien auf einer Unterstellplatte platziert wurde. Dieselbe Konstruktion 

wurde als TARA-Ausgleichsplatte mit Aqua dest. auf das gleiche Gewicht 

eingestellt, sodass die beiden Platten austariert in die Zentrifuge gestellt und bei 

Programm 3 (undulierende Geschwindigkeit für 15 Minuten bei Beschleunigung/ 

Abbremsung 7/5) zentrifugiert wurden. In der Zwischenzeit füllte man jedes Well 

einer VWR-Platte mit je 5 µl Formamid, welches später der Konservierung des 

CSR-Produktes diente. Nach Abschluss der Zentrifugation wurde die DyeEx-Platte 

auf die VWR-Platte gestellt. Mit der 8-Kanal-Pipette wurde das CSR-Produkt 

vollständig aufgezogen und in die Mitte der Membran der DyeEx-Platte pipettiert. 

Daraufhin wurde die DyeEx- mit der VWR-Platte als Untersatz und einem 

entsprechendem Gegengewicht, erneut auf Programm 3 für 15 Minuten, 

zentrifugiert. Daraufhin konnte die DyeEx-Platte verworfen und die VWR-Platte mit 

einer Folie abgedeckt werden, da sich in dieser nun das aufgereinigte CSR-

Produkt befand.  

Bis zur Sequenzierung wurde die Platte im -20°C Freezer zwischengelagert. Sollte 

die Platte sequenziert werden, musste sie für 2 Minuten bei 95°C in einem 

Thermocycler erhitzt und danach für 1 Minute auf Eis gestellt werden. 

 

40 Zyklen 
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2.3.6 Prinzip der Sanger Sequenzierung 

Zur Durchführung der Sequenzierung wurde in der vorliegenden Arbeit der 

3500XL Dx Genetic Analyzer verwendet. Das Messprinzip beruht auf der Technik 

der Kapillarelektrophorese, d.h. der Wanderung gelöster, ionischer Verbindungen 

in einem elektrischen Feld. In der Kapillarelektrophorese ist die Kapillare mit 

einem polymeren Gel gefüllt, welches mit Quarzglas-Kapillaren als Trennsäulen 

versehen ist. Die Probeninjektion erfolgt über eine sog. elektrokinetische Injektion. 

Dabei wird die Wanderung der Teilchen über Anlegung einer Hochspannung 

erreicht. Die Detektion erfolgt mit einem Fluoreszenzdetektor. Dazu wird die 

markierte DNA in der Kapillare elektrophoretisch nach der Länge aufgetrennt und 

passiert dabei das Detektionsfenster, wo die Fluoreszenzstoffe durch einen 

Festkörper-Dioden Laser angeregt, Licht unterschiedlicher Wellenlänge emittieren. 

Das spektrographisch separierte Licht wird mit einer CCD-Kamera aufgenommen 

und als elektrisches Signal gespeichert. Diese Daten werden mit der 

Analysesoftware zu vierfarbigen Elektropherogrammen verrechnet. Aus den 

gemessenen Daten kann im Folgenden eine Software-gestützte Auswertung 

erfolgen. 

Manuell erfolgte schließlich die Auswertung der Sequenzen auf Mutationen. Als 

Referenz wurden dabei die Sequenzen der Gendatenbank „ensembl.org“ 

genommen. Die Mutationen wurden in einer Excel-Tabelle zu jedem Patienten 

zugeordnet notiert und die Patienten mit DNMT3Amut-R882H bzw. -R882C im 

nächsten Schritt der MRD-Analyse zugeführt. 

 

2.3.7 cDNA-Synthese 

Als cDNA (complementary deoxyribonukleinacid) bezeichnet man die 

komplementäre, einzelsträngige DNA, die aus mRNA mit Hilfe des Enzyms 

reverse Transkriptase synthetisiert wird. Sie dient als ideale Vorlage für das 

molekulare Arbeiten, da sie nur aus Exonen besteht. Dementsprechend wird die 

cDNA als Ausgangsmaterial für die PCR oder die Herstellung von cDNA-Banken 

benutzt. Für solche Prozesse wäre mRNA als Template zu instabil. 

Für den Reaktionsansatz zur Herstellung einer bestimmten Menge an cDNA 

benötigt man eine definierte Menge an RNA, sowie dNTPs, Puffer, die RT, 

eventuell eine RNase H zur Degradation der RNA und kurze Oligonukleotide. Des 
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Weiteren fügt man Hexamere mit zufälliger Basenabfolge, sog. Random 

Hexamere, und Oligo-dTs in verschiedenen Mischungsverhältnissen hinzu, die 

dazu dienen, die cDNA-Synthese zu beschleunigen und damit die Reaktion so 

effektiv wie möglich zu gestalten. Wie man dabei vorgeht, hängt davon ab, wofür 

die cDNA und in welcher Form sie später benötigt wird. Setzt man nur Oligo-dTs 

ein, so erhält man cDNA mit langen Polyadenylierungssequenzen; werden 

dagegen nur Random Hexamere verwendet, so ist es möglich auch RNA mit 

fehlender (t-RNA, r-RNA) oder sehr kurzer Poly-A-Sequenz umzuschreiben. Die 

reversen Transkriptasen sind multifaktorielle Enzyme mit drei unterschiedlichen 

enzymatischen Aktivitäten: einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase, einer Hybrid-

abhängigen Exoribonuklease (RNase H) und einer DNA-abhängigen DNA-

Polymerase. Sie werden zumeist aus Retroviren gewonnen, wobei am häufigsten 

das Avian Myoblastosis Virus (AMV) oder das Moloney Murine Leukemia Virus 

(MMLV) verwendet werden und nur selten das HI-Virus. 

Für die Herstellung der cDNA wurden zunächst die benötigten Reagenzien aus 

dem -20°C Freezer geholt und vorbereitet. Dazu zählen die Random Hexamere, 

der RT-Puffer, der gDNA-Wipeout-Buffer und die RT. Bis auf die RT, welche auf 

Eis aufgetaut werden muss, wurden die anderen Materialien bei Raumtemperatur 

aufgetaut. Danach musste die vorbereitete, gepräpte RNA aus dem -80°C Freezer 

geholt und die Proben sofort wieder auf Eis gestellt werden, sodass ein 

vorsichtiges Auftauen gegeben war.  

Nun wurden so viele 0,2 ml Tubes nummeriert, wie benötigt wurden (max. 12) und 

diese auf Eis gestellt. Daraufhin wurde der gDNA Wipeout Buffer gevortext und 

davon je 2 µl in jedes Tube pipettiert. Im Anschluss wurde dann, die für jede RNA-

Probe zuvor berechnete Menge an RNase freiem H2O, in das jeweilige Tube 

pipettiert. Diese Menge war von der Konzentration der RNA-Probe abhängig, da 

beim Vorgang der RNA-Extraktion die RNA-Konzentration immer von der Qualität 

des Zellpellets abhängig war, welches verwendet wurde. Dementsprechend 

musste im Anschluss auch die Menge an RNA an die gegebene Konzentration 

angepasst werden. Diese wurde dann ebenfalls in die 0,2 ml Tubes pipettiert, 

wobei darauf zu achten war, dass RNA nicht gevortext, sondern nur angeschnipst 

werden darf. Daraufhin wurde der Mastermix aus Quantiscript RT Buffer, Random 

Hexameren und Quantiscipt RT im 1,5 ml Tube hergestellt, wobei zuvor alle 
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Reagenzien sorgfältig gevortext werden mussten, mit Ausnahme der RT. Die 

verwendete Menge war dabei abhängig von der Anzahl an RNA-Proben, die in 

cDNA umgeschrieben werden sollten. Nun wurden die Tubes mit dem zuvor 

vorbereiteten RNA-Buffer-Wasser-Gemisch angeschnipst und kurz anzentrifugiert 

und dann für 2 Minuten in den Thermocycler bei dem Programm „qt cDNA“ (20 µl) 

gestellt. Nach den 2 Minuten wurde das Programm pausiert und in dieser Zeit je  

6 µl Mastermix in jedes Tube pipettiert. Anschließend wurden die Tubes erneut 

angeschnipst und herunterzentrifugiert und daraufhin wieder in den Thermocycler 

gestellt und das Programm wurde fortgesetzt. In dieser Zeit mussten die RNA-

Proben wieder zurück in den -80°C Freezer gebracht, 1,5 ml Tubes mit grünen 

cDNA-Klebern versehen und mit der entsprechenden Probennummer beschriftet 

werden. Nach Beendigung des Cyclerprogrammes konnte nun die fertige cDNA 

auf Eis in die vorbereiteten Tubes überführt und bis zur weiteren Verwendung bei  

 -20°C tiefgefroren werden. 

 

2.4 Generierung der Plasmidverdünnungen für die Standardreihe 

2.4.1 Generierung der PCR-Produkte 

Um die Ergebnisse der RQ-PCR auswerten zu können, wurden Referenzwerte mit 

bekannter Ausgangskonzentration benötigt. In dieser Arbeit wurden für die 

Quantifizierung Verdünnungsreihen (106 bis 102 Kopien/µl) aus Plasmiden 

verwendet. Bei Plasmiden handelt es sich um kleine, ringförmige DNA-Elemente, 

die in einem Bakterium zusätzlich zur normalen DNA existieren. Sie enthalten 

verschiedenste Gene, die z.B. für Antibiotikaresistenzen codieren. Dadurch erhält 

das Bakterium einen Selektionsvorteil und hat eine größere Überlebenschance. 

In dieser Arbeit sollten die Plasmide zum einen für die Mutationen DNMT3Amut-

R882H und -R882C und zum anderen für das Haushaltsgen ABL1 codieren. Die 

erforderlichen 60 bp langen DNA-Abschnitte aus Exon 23 des Zielgenes, die in die 

Plasmide integriert wurden, stammten für die DNMT3Amut-R882H aus 

Patientenmaterial, welches mittels Sequenzierung identifiziert wurde. Die 

DNMT3Amut-R882C war im DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 

und Zellkulturen) erworben worden und stammte aus der Zelllinie OCI-AML3. Für 

ABL1 wurden dieselben Plasmide verwendet, die im AML-Labor in Ulm auch für 

die MRD-Diagnostik von NPM1mut verwendet werden (aus eigener Herstellung). 
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Um die passenden Plasmide zu erhalten, mussten zunächst die mutierten 

Genabschnitte mit Hilfe einer PCR amplifiziert werden, dann wurde die Spezifität 

der PCR-Produkte durch eine Gelelektrophorese überprüft und diese im 

Anschluss kloniert. Daraufhin erfolgten Transformierung, Kultivierung und 

Isolierung der generierten PCR-Produkte, sodass am Ende die isolierte Plasmid-

DNA vorlag. Als Ausgangsprodukt wurde dementsprechend ausreichend Material 

der gewünschten DNA benötigt. Dies wurde mit Hilfe einer PCR, wie bereits in 

2.3.4 beschrieben, erreicht. Für die PCR wurden im Reaktionsansatz DNA-

Material, 10XPCR Buffer, dNTPs, Primer, Taq Polymerase und Aqua dest. 

benötigt. Danach wurde die PCR-Reaktion gestartet und man erhielt ein Produkt, 

welches nun im weiteren Schritt für die Klonierung verwendet werden konnte 

(Tabelle 12). 

 

Tabelle 12: Dargestellt sind die Reagenzien für die PCR der Plasmide mit Mengenangabe in 

µl und die Reaktionsbedingungen mit der jeweiligen Temperatur in °C und der Zeit in min 

und sec. 

Abkürzungen: PCR = Polymerasekettenreaktion; dest. = destilliert; MgCl2 = Magnesiumchlorid; 

mM = Millimolar; dNTPs = desoxyNukleosidTriPhosphat ; F = Forward; R = Reverse; µl = 

Mikroliter;  min = Minuten; sec = Sekunden; °C = Grad Celsius; ∞ = unendlich 

 

 

2.4.2 TOPO Klonierung 

Als Klonierung wird die Vermehrung eines bestimmten DNA-Fragmentes mit Hilfe 

eines Vektors bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit geschah dies mit dem 

TOPO® TA Cloning® Kit der Firma Invitrogen.  

Als Plasmid-Vektor wurde hierfür pCR™ 4-TOPO® verwendet, der neben einer 

Kanamycin- und Ampicillin-Resistenz, auch für das LacZα-ccdB-Fusionsgen 

codiert. Bei Ligation an ein PCR-Produkt wird die Expression des LacZα-ccdB-

Gens unterbrochen, welches letal für das Bakterium ist. Daher überlebten nur die 

Reagenz Menge Temperatur Zeit

Aqua dest. 33,7 µl 94°C 5 min
10x PCR Buffer 5 µl 94°C 30 sec

MgCl2 3,6 µl 60°C 30 sec

25mM dNTPs 0,4 µl 72°C 1 min
Primer F 2 µl 72°C 10 min
Primer R 2 µl 10°C ∞
AmpliTaq Gold 0,3 µl

30 Zyklen 



63 

 

 

Zellen, die einen Vektor mit integrierter DNA aufgenommen hatten (Tabelle 13). 

Der TOPO-Vektor war kovalent an die Topoisomerase I aus dem Vacciniavirus 

gekoppelt, die die Verbindung des DNA-Materials mit dem Vektor bewirkte und 

damit eine Ligase unnötig machte. Das entstandene Produkt wurde nun für  

15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin auf Eis zwischengelagert. 

 

Tabelle 13: Reagenzien für die Klonierungsreaktion von PCR-Produkt und Vektor mit 

Mengenangabe in µl. 

Abkürzungen: PCR = Polymerasekettenreaktion; dest. = destilliert; M = Mol;  NaCl = 

Natriumchlorid; MgCl2 = Magnesiumchlorid; TOPO = Topoisomerase; µl = Mikroliter 

 

 

2.4.3 Transformierung und Kultivierung 

Transformation bedeutet die Aufnahme eines Vektors durch eine Empfängerzelle, 

die in den meisten Fällen ein Bakterium darstellt. Als Empfängerzellen für die 

Transformierung wurden in dieser Arbeit chemokompetente One-Shot® TOP 10 

Escherichia coli von der Firma Invitrogen verwendet.  

Die Bakterien mussten zunächst langsam auf Eis aufgetaut und daraufhin mit 2 µl 

der Klonierungsreaktionslösung vermischt werden. Nach 30 Minuten wurde das 

Gemisch für 30 Sekunden bei 42°C inkubiert, um die im Ligationsansatz 

enthaltenen Plasmid-Vektoren in die Bakterienzellen zu integrieren. Dieser sog. 

Hitzeschock bewirkt eine kurzzeitige Permeabilitätssteigerung der 

Bakterienmembran und ermöglicht somit die Aufnahme in die Zelle. Hiernach 

musste das Tube sofort wieder auf Eis gestellt werden. Daraufhin wurden 250 µl 

SOC-Medium hinzugegeben und das Tube im Schüttel-Brutschrank bei 37°C für 

eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wurden je 50 µl und 100 µl des Produktes auf 

Agarplatten mit LB-Medium (enthält Ampicillin) oder SOB-Medium (enthält 

Kanamycin) ausgestrichen und über Nacht im Brutschrank wiederum inkubiert. 

Dadurch konnte erreicht werden, dass auf der Platte nur diejenigen E. coli 

wuchsen, die den pCR™ 4-TOPO® Vektor mit den entsprechenden 

Reagenz Menge

PCR-Produkt 2 µl

Aqua dest. 2 µl

Salzlösung: 1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl2 1 µl

TOPO Vektor 1 µl
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Resistenzgenen enthielten. Nach einem Tag wurde schließlich je eine der so 

selektionierten Kolonien entnommen und jeweils in ein separates Reaktionsgefäß 

mit LB- oder SOB-Medium gegeben. Diese wurden erneut für eine Nacht bei 37°C 

kultiviert. 

 

2.4.4 Isolierung der Plasmid-DNA 

Die Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien wurde mit Hilfe des QIAprep 

Spin Miniprep Kit der Firma Qiagen aus jeder Kultur isoliert. Dafür wurden die 

Tubes zunächst für 10 Minuten bei 1.200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

vorsichtig abgeschüttet, das Bakterien-Pellet mit 250 µl P1-Puffer (enthält Rnase 

A) resuspendiert und in ein 1,5 ml Tube überführt. Dazu wurden 250 µl P2-Puffer 

zur Lyse hinzugefügt und das Tube vorsichtig vier bis sechs Mal invertiert. Im 

Anschluss erfolgte die Beimengung von 350 µl N3-Puffer zur Neutralisation, 

woraufhin sich das Gemisch trüb färbte. Das Tube wurde nun für 10 Minuten bei 

13.000 U/min zentrifugiert, wodurch sich ein weißes Pellet bildete. Der Überstand, 

der bei diesem Vorgang entstand, wurde nun auf eine QIAprep Spin Säule 

pipettiert und erneut für 60 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde 

verworfen, 500 µl PB-Puffer auf die Membran pipettiert, wiederum zentrifugiert und 

der ganze Vorgang nochmals mit 750 µl PE-Puffer wiederholt. Danach wurden  

30 µl EB-Puffer direkt in die Membranmitte pipettiert, um die Plasmide von der 

Säulenmembran zu lösen und schließlich konnten nach einer Minute Wartezeit die 

Plasmide durch eine Zentrifugation von 60 Sekunden gelöst werden.  

Die Konzentration der Plasmide konnte nun photometrisch durch den Nanodrop 

gemessen werden. 

 

2.4.5 Restriktionsverdau 

Beim Plasmidverdau wird die Plasmid-DNA mit Hilfe des Restriktionsenzyms 

EcoRI aus dem Vektor geschnitten. Restriktionsenzyme schneiden DNA an einer 

bestimmten Sequenz des Doppelstranges, sodass die Trennung immer an einer 

definierten Stelle erfolgt. Bei EcoRI lautet die Erkennungssequenz 5‘-GAATTC-3‘, 

wobei die Trennung immer zwischen dem Guanin und dem Adenin erfolgt, sodass 

ein 5‘-Überhang mit vier Basen entsteht. Es entstehen also zwei unterschiedlich 

lange einzelsträngige DNA-Stränge. Die DNA-Fragmente stellten bei erfolgreicher 
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Klonierung somit die Zielsequenz dar, wobei die Klonierung durch eine 

Gelelektrophorese in einem 2%igen Gel nochmals qualitativ überprüft wurde. Der 

Restriktionsverdau erfolgte je nach photometrisch ermittelter Konzentration der 

Plasmide für eine Stunde bei 37°C (Tabelle 14).  

Die Gelelektrophorese wurde wie in 2.3.4 beschrieben, mit dem Farbstoff Orange 

Juice, durchgeführt. Es wurde weiterhin ein 100 bp Ladder verwendet, da das 

Zielgen eine Größe von 60 bp aufwies. 

 

Tabelle 14: Benötigte Reagenzien für den Restriktionsverdau mit Mengenangabe in µl. 

Abkürzungen: EcoRI = Escherichia coli RI ; U = Units; dest. = destilliert; µg = Mikrogramm; µl = 

Mikroliter 

 

 

 

 

2.4.6 CSR und Sequenzierung 

Um zu überprüfen, ob die DNA nach den gesamten Reaktionsvorgängen in 

gleicher Qualität vorlag wie zu Beginn und um eventuelle Mutationen 

auszuschließen, wurde sie mit Hilfe der Sanger-Kettenabbruch-Methode 

sequenziert. Dazu wurde zunächst die CSR und im Anschluss die Sequenzierung, 

wie bereits in 2.3.5 und 2.3.6 beschrieben, durchgeführt. Für die CSR wurde dabei 

das Big Dye Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems verwendet und die 

Sequenzierung erfolgte mit dem 3500 Dx Genetic Analyzer derselben Firma. Die 

verwendeten Reagenzien und der Ablauf der CSR sind in Tabelle 15 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

Reagenz Menge

Plasmidvolumen für 1 µg Plasmide konzentrationsabhängig

Buffer H 1 µl

EcoRI (10U/µl) 1 µl

Aqua dest. konzentrationsabhängig
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Tabelle 15: Reagenzien für die CSR mit Mengenangabe in µl und die Reaktionsbedingungen 

mit der jeweiligen Temperatur in °C und der Zeit in min und sec. 

Abkürzungen: CSR = cycle sequencing reaction; dest. = destilliert; F = Forward; pmol = Pikomol; 

sec = Sekunden; min = Minuten; µl = Mikroliter; °C = Grad Celcius; ∞ = unendlich 

   

 

2.4.7 Herstellung der Plasmidlösungen für die Standardkurven 

Für die Erstellung der Standardkurve wurde nun jeweils ein Klon ausgewählt, der 

die richtige Sequenz des entsprechenden Genes aufwies. Von diesem Klon wurde 

das Volumen bestimmt, in dem genau 0,4 x 109 Kopien enthalten waren.  

Dafür wurde als erstes die Gesamtgröße des Plasmides ermittelt. Dies war 

insofern möglich, als dass die Größen vom Vektor (3956 bp) und vom Insert (60 

bp), bekannt waren. Somit ergab sich eine Plasmidgröße von 4016 bp. Um die 

DNA in Mol umzurechnen, wurde der Faktor von 660 g/Mol für ein Basenpaar 

genommen. Damit ergab sich ein Molekulargewicht von: 

MPlasmid = 4016 bp x 660 g/Mol = 2,65 x 106 g/Mol 

Daraufhin erfolgte die Berechnung der Stoffmenge, in die die gemessene 

Konzentration der DNA (µg/µl) am Nanodrop mit einbezogen wurde: 

1 Mol/2,65 x 106 g/Mol x (Gemessene Konz. der DNA) = X Mol 

Anschließend erfolgte die Berechnung der Kopienzahl (Y) in der gemessenen 

Konzentration: 

6,022 x 1023 Teilchen/1 Mol x X Mol = Y Teilchen 

Im Anschluss wurde jenes Volumen bestimmt, in dem 1012 Teilchen gelöst waren: 

1 µl/ Y Teilchen x 1012 Teilchen = x µl 

Um nun ein Teilvolumen mit 0,4 x 109 Kopien/µl zu erhalten, wurden 0,4 x x µl im 

Verhältnis 1:1000 mit Aqua dest. verdünnt. Aus dieser Gebrauchslösung konnte 

Reagenz Menge Temperatur Zeit
Probe 1 µl 96°C 45 sec
Aqua dest. 9,3 µl 96°C 15 sec
Big Dye 2,0 µl 55°C 10 sec
5x Sequencing Puffer 1,7 µl 60°C  4 min
M13F (10pmol/µl) 1 µl 4°C ∞

35 Zyklen 
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durch eine weitere Verdünnung von 1:100 Aliquots mit einer 0,4 x 107-Verdünnung 

hergestellt werden, die für die Erstellung der Standardreihe benutzt wurden. 

 

2.5 Quantitative real-time PCR (RQ-PCR) 

2.5.1 Prinzip der RQ-PCR 

Bei der RQ-PCR handelt es sich um eine Amplifizierungsmethode für Genmaterial, 

die neben der herkömmlichen PCR eine Quantifizierung der gewonnenen DNA 

ermöglicht. Die Quantifizierung erfolgt dabei durch Fluoreszenzmessungen, die 

während der PCR in Echtzeit ablaufen.  

Dadurch hat man die Besonderheit, dass neben einem speziellen Primerpaar 

zusätzlich eine fluoreszierende Sonde eingesetzt wird. Erfolgt die Anregung der 

Sonde bei einer speziellen Wellenlänge, so wird die Fluoreszenz des 

Reporterfarbstoffes aufgrund der räumlichen Nähe zum Quencher durch einen 

Fluoreszenz-Energietransfer (FRET) unterdrückt, denn das vom Reporter 

emittierte Licht wird vom Quencher absorbiert.  

Während der RQ-PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern zunächst an den 

Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die Taq-Polymerase auf die Sonde 

und baut sie mit Hilfe ihrer 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität ab. Dabei wird der FRET 

zwischen Reporter und Quencher unterbrochen, sodass es zu einer räumlichen 

Trennung zwischen den beiden Substanzen kommt und das 

Fluoreszenzemissionsspektrum des Reporters in dieser Zeit gemessen werden 

kann. Mit steigender Menge an PCR-Produkt wächst die Fluoreszenzintensität der 

Reportermoleküle im Reaktionsgefäß mit jedem PCR-Zyklus an. Das dabei 

gebildete Signal ist streng sequenzspezifisch, da nicht 100%ig bindende 

Sondenmoleküle verdrängt werden, noch bevor die Exonukleaseaktivität der Taq-

Polymerase aktiviert wird. Die gemessene Fluoreszenz wird auf der y-Achse 

gegen die Zyklenzahl auf der x-Achse aufgetragen. In den ersten Zyklen ändern 

sich die Fluoreszenzwerte nur unwesentlich. Zu diesem Zeitpunkt wird die 

Basislinie, Software-gesteuert, definiert. Aus der Standardabweichung der 

Fluoreszenz zwischen Zyklus drei und 15 multipliziert mit dem Faktor zehn, wird 

ein Fluoreszenzwert errechnet, der zur Grundfluoreszenz der Proben addiert wird. 

Daraus ergibt sich der Schwellenwert (engl.: threshold). Hierbei handelt es sich 

um das Fluoreszenzsignal, das eine signifikante Zunahme gegenüber der 
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Basislinie zeigt. Er liegt ca. eine Zehnerpotenz oberhalb der Hintergrundaktivität. 

Aus dem Quotienten der Emissionsintensität des Reporter-Farbstoffes und der 

Emissionsintensität von ROX ergibt sich Rn. Den ΔRn-Wert erhält man schließlich, 

indem die Hintergrundaktivität von dem Rn-Wert jedes Zyklus subtrahiert wird 

(Livak et Schmittgen. 2001). Der Schnittpunkt zwischen Amplifikationsgraph und 

Schwellenwert wird als cycle-threshold (Ct) bezeichnet. Damit wird ein Anstieg der 

Fluoreszenz über den Schwellenwert markiert. Wenn man davon ausgeht, dass 

die PCR zu 100% effizient abläuft, so kommt es nicht nur zum exponentiellen 

Anstieg der DNA-Menge, sondern auch zur exponentiellen Zunahme der 

Fluoreszenzsignalstärke. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenzsignalstärke 

erstmalig über den Wert der Hintergrundfluoreszenz ansteigt, wird als sog. Ct-Wert 

im Schwellenwertzyklus angegeben (Abbildung 5). Dieser verhält sich umgekehrt 

proportional zum Logarithmus an eingesetzter DNA. Das bedeutet ein niedriger Ct- 

Wert entspricht einer hohen cDNA-Menge bzw. RNA-Startmenge.  

Der exponentielle Anstieg beruht auf der geringen Templatemenge zu Beginn der 

Reaktion und einer Sättigung in der späten Phase, welche auf Produkthemmung, 

den Verbrauch von Nukleotiden und Primern, sowie auf einen Aktivitätsverlust der 

Polymerase aufgrund der hohen Temperaturen zurückzuführen ist. Zur 

Normierung der PCR wird eine endogene Kontrolle mit einem Haushaltsgen 

durchgeführt.  

Das Zielgen, welches in dieser Arbeit mit der RQ-PCR untersucht werden sollte, 

war DNMT3A. Als Haushaltsgen wurde in diesem Fall ABL1 (Abelson murine 

leukemia virus oncogene 1) eingesetzt (Beillard et al. 2003).  

Bei einem Haushaltsgen oder Referenzgen handelt es sich um ein Gen, dessen 

Expression für die Funktionalität der meisten humanen Zellen entscheidend ist 

und in allen Zelltypen etwa gleichstark exprimiert wird. Der durchschnittliche Ct-

Wert des Haushaltsgens erlaubt eine Aussage bezüglich der Qualität des 

Probenmaterials. Bei ABL1 handelt es sich um ein in verschiedenen Körperzellen 

vorkommendes Protein aus der Familie der Tyrosinkinasen. Es ist an Zellmigration 

und -adhäsion, Zelldifferenzierung, sowie an Apoptosevorgängen beteiligt und ist 

außerdem ein wichtiger Faktor für die Signaltransduktion über den T-Zell-

Rezeptor.  
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Abbildung 5: Darstellung einer Amplifikationsgrafik (nach Arbeitsanweisung (SOP) SDS 

7900 HT Fast Real-Time PCR System). Die Basislinie ist zwischen Zyklus drei und 15 

definiert und dient mit der Berechnung des Schwellenwertes. Der Punkt, an dem der 

Amplifikationsgraph den Schwellenwert schneidet, wird als Ct-Wert bezeichnet. ΔRn erhält 

man durch die Subtraktion der Hintergrundaktivität von dem Rn-Wert jedes Zyklus. Die No 

Template-Kurve stammt von den NTC-Proben, in denen kein Material nachgewiesen werden 

darf. 

Abkürzungen: SOP = standard operating procedure; PCR = Polymerasekettenreaktion; ΔRn = 

baselinekorrigierte, normalisierte Fluoreszenz; Rn
+/- = normalisierte Fluoreszenz einer 

positiven/negativen Probe; Ct = Cycle-threshold; NTC = no template control 

 

Um auszuschließen, dass eine Kontamination mit fremder DNA, cDNA oder 

fremden PCR-Amplifikaten erfolgt war, wurden bei jedem PCR-Lauf zwei Proben 

mit reinem Mastermix anstelle des Templates amplifiziert. Diese Proben werden, 

wie bei der Gelelektrophorese als Kontrolle der PCR, als NTC bezeichnet. Um 

Kontaminationen mit Material aus vorangegangenen PCRs zu verhindern, enthält 

der TaqMan Mastermix in den dNTPs, neben ATP, GTP und CTP, UTP anstelle 

von TTP und das Enzym AmpErase UNG (Uracil-NGlycosylase). Dieses baut vor 

der anschließenden PCR, in einem zweiminütigen Verdau, doppelsträngige DNA, 
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die UTP enthält, ab. Damit konnten eventuelle Kreuzkontaminationen eliminiert 

werden. Des Weiteren enthält der TaqMan Mastermix den Referenzfarbstoff ROX 

(6-Carboxy-X-Rhodamin), mit dem Pipettierungenauigkeiten vor der PCR erkannt 

und über die Software ausgeglichen werden. 

Die untersuchten Proben können nur dann mittels endogener Kontrolle 

normalisiert werden, wenn die Effizienz beider Amplifikationsreaktionen gleich ist, 

d.h. wenn die Steigung vergleichbar ist. Die Amplifikationseffizienz entspricht also 

der Steigung der Standardkurve. Sie dient dazu ein möglichst ähnliches Verhältnis 

beider Gene zu erreichen und soll so verhindern, dass bei unterschiedlicher 

Amplifikationseffizienz das Verhältnis beider Gene in einer Probe zu ungenau 

wird. Daher werden Standardkurven als Verdünnungsreihen für das Ziel- und das 

Haushaltsgen erstellt und daraus die Amplifikationseffizienz berechnet. Die 

Effizienz lag für DNMT3A zwischen 80 und 110% und für ABL1 zwischen 85 und 

110%. Für die Quantifizierung wird eine Standardkurve aus mindestens fünf 

Verdünnungsstufen benötigt.  

Für deren Erstellung dient ein Standardprobenmaterial, welches auch als 

Kalibrator bezeichnet wird und wobei es sich um verschiedenste DNA- oder RNA-

Produkte handeln kann, solange die Zielsequenz enthalten ist (https://www.core-

facility.uni-freiburg.de/lc480/lc480obj/sdsman (14.09.2017). Beispielsweise können 

Plasmide, welche die spezielle Sequenz als Insert enthalten, Zelllinien oder 

positive Patientenproben verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 

Plasmide benutzt (siehe 2.4). 

 

2.5.2 Durchführung der RQ-PCR 

Die RQ-PCR wurde bei jeder Patientenprobe für DNMT3Amut-R882H bzw. 

DNMT3Amut-R882C, als auch für das Haushaltsgen ABL1 durchgeführt. Des 

Weiteren wurde sowohl die Patienten-cDNA für DNMT3Amut, als auch für ABL1, 

und für die DNMT3A- und ABL1-Standardreihe in Tripletts pipettiert. Die 

Durchführung des MRD-Monitorings begann mit der bereits zuvor beschriebenen 

cDNA-Synthese. Des Weiteren mussten die beiden Verdünnungsreihen, sowohl 

für das Zielgen, als auch für das Haushaltsgen hergestellt werden. Dafür wurden 

je 90 µl Wasser in fünf Tubes jeweils für DNMT3Amut-R882C- und -R882H, sowie 

für ABL1 pipettiert. Im Plasmidraum erfolgte nun die Herstellung der 
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Verdünnungsreihen mit den zuvor aufgetauten Aliquots, die je 0,4 x 107 Kopien/µl 

an DNMT3Amut- R882C bzw. DNMT3Amut- R882H und ABL1 Plasmiden enthielten. 

Diese durften aufgrund des zu erwartenden Qualitätsverlustes nicht zu oft auf- und 

abgetaut werden. Von dem Plasmid wurden immer je 10 µl entnommen und aus 

dem 107-Tube in das 106-Tube pipettiert, dieses mit der Pipette durch schnelles 

Auf- und Abziehen gründlich durchgemischt und gevortext. Das heißt es wurde 

eine serielle Verdünnungsreihe im Verhältnis 1:10 hergestellt. Mit einer neuen 

Pipettenspitze wurde im nächsten Schritt genauso verfahren, bis als letztes 10 µl 

aus dem 103-Tube entnommen und in das 102-Tube pipettiert wurde. Nun hatte 

man drei Verdünnungsreihen in absteigender Konzentration von 106 bis 102 

jeweils für DNMT3Amut- R882C und -R882H und für ABL1.  

Im nächsten Schritt musste nun der Mastermix hergestellt werden. Dafür wurde 

der ABL1-Oligo-Mix, der die Primer und die Sonde für das Haushaltsgen enthielt, 

im Ständer mit Alufolie abgedeckt, sowie der F- und R-Primer, der 10xTaqMan 

Puffer, MgCl2, dNTPs und der LNA-Primer auf dem Thermoblock, aufgetaut. Das 

Enzym AmpliTaq wurde im Kühlblock aufgetaut und die AmpErase, sowie die 

Sonden C und H bei Raumtemperatur. Aus diesen Reagenzien konnte nun der 

Mastermix hergestellt werden (Tabelle 16). Anschließend wurde eine Fast 96-Well 

Reaction Plate 0.1 ml nach einem bestimmten Muster eingeteilt (Abbildung 6).  

Von dem fertiggestellten Mastermix wurden daraufhin je 22,6 µl jeweils für 

DNMT3Amut- R882C bzw. -R882H in die obere Hälfte der Platte und für ABL1 in 

den unteren Teil pipettiert. Danach wurden je 2,5 µl Patientenprobe in Form der 

umgeschriebenen cDNA in je drei Wells pipettiert; auch wieder für DNMT3Amut- 

R882C und -R882H sowie für ABL1. Im Plasmidraum wurden anschließend je  

2,5 µl der gevortexten Verdünnungen in die restlichen Wells der Platte pipettiert. 

Abgedeckt mit einer Adhäsionsfolie wurde die Platte nun herunter zentrifugiert und 

bei dem Programm QuantStudio™ im TaqMan gestartet (Tabelle 17). 
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Abbildung 6: Einteilung einer Fast 96-Well Reaction Plate 0.1ml mit der Kapazität für 10 

Patientenproben. Hierfür wurden Verdünnungsreihen aus der cDNA jeweils für DNMT3Amut-

R882C- und -R882H, sowie für ABL1 in den Konzentrationen von 106 bis 102 hergestellt und 

in Tripletts in die Fast 96-Well Reaction Plate zusammen mit dem entsprechenden 

Mastermix pipettiert. In die Slots C9 und G9 wurde nur Mastermix als NTC-Probe pipettiert. 

Im Anschluss konnte die Platte bei dem Programm QuantStudio™ im TaqMan gestartet 

werden. 

Abkürzungen: Pat = Patient; NTC = no template control; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyl-

Transferase 3 Alpha; ml = Milliliter 

 

Tabelle 16: Pipettierschema für den Mastermix jeweils für DNMT3Amut- R882C (Tab. 16.1) 

sowie für -R882H (Tab. 16.2) und ABL1 für die Durchführung der RQ-PCR mit Angabe der 

jeweiligen Reagenzien mit Mengenangabe in µl. 

Abkürzungen: RQ-PCR = quantitative real-time PCR; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyl-

Transferase 3 Alpha; ABL1 = abelson murine leukemia virus oncogene 1; H2O = chemische 

Abkürzung für Wasser; MgCl2 = Magnesiumchlorid; dNTPs = desoxyNukleosidTriPhosphat; F = 

Forward; R = Reverse; LNA = locked nucleid acid; µl = Mikroliter; mM = Millimolar; pmol = Pikomol 

Tab. 16.1: Mastermix für DNMT3Amut-R882C und ABL1 

Reagenz 
DNMT3Amut 

-R882C (100x) 
 Reagenz 

ABL1 
(100x) 

H2O 1300 µl  H2O 1400 µl 

10x TaqMan Buffer A 250 µl  10x TaqMan Buffer A 250 µl 
MgCl2 25mM 
 (final 2,5 mM) 

250 µl  MgCl2 25 mM  400 µl 

dNTPs 25 mM 50 µl  dNTPs 25 mM  50 µl 
F´-Primer (10 pmol/µl) 125 µl  Oligo-Mix (ABL1-Gen) 100 µl 
R´-Primer (10 pmol/µl) 125 µl  Amli Taq Gold 25 µl 
Probe R882C (6 pmol/µl) 50 µl  AmpErase UNG 25 µl 
LNA-Primer (10 pmol/µl) 50 µl    

Amli Taq Gold 25 µl    

AmpErase UNG 25 µl    
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Tab. 16.2: Mastermix für DNMT3Amut-R882H und ABL1 

Reagenz 
DNMT3Amut 

-R882H (100x) 
 Reagenz 

ABL1 
(100x) 

H2O 1290 µl  H2O 1400 µl 

10x TaqMan Buffer A 250 µl  10x TaqMan Buffer A 250 µl 
MgCl2 25 mM  
(final 2,5 mM) 

250 µl  MgCl2 25 mM  400 µl 

dNTPs 25 mM  50 µl  dNTPs 25 mM  50 µl 
F´-Primer (10 pmol/µl) 125 µl  Oligo-Mix (ABL1-Gen) 100 µl 
R´-Primer (10 pmol/µl) 125 µl  Amli Taq Gold 25 µl 
Probe R882H (6 pmol/µl) 50 µl  AmpErase UNG 25 µl 
LNA-Primer (10 pmol/µl) 60 µl    

Amli Taq Gold 25 µl    

AmpErase UNG 25 µl    

 

Tabelle 17: Reaktionsbedingungen für die RQ-PCR mit der jeweiligen Temperatur in °C und 

der Zeit in min und sec. 

Abkürzungen: RQ-PCR = quantitative real-time Polymerasekettenreaktion; min = Minuten; sec = 

Sekunden; °C = Grad Celcius 

  

 

2.5.3 Auswertung der RQ-PCR 

Um die RQ-PCR auswerten zu können, ist eine Quantifizierung der Ergebnisse 

notwendig. Dafür werden Referenzwerte mit bekannter Ausgangskonzentration 

benötigt. In dieser Arbeit erfolgte dies mit Hilfe einer fünfstufigen 

Verdünnungsreihe (102 bis 106 Kopien/µl) aus Plasmiden, die als entsprechende 

Zielsequenz DNMT3Amut-R882C und -R882H trugen. Neben dem Zielgen erfolgte 

bei allen Proben die Messung der Expression eines zweiten fremden Genes, bei 

dem es sich um das Haushaltsgen ABL1 handelte. Die Zielsequenz wird dabei in 

ihrer Expression relativ zu der Sequenz des Haushaltsgenes bestimmt.  

Wie bereits in 2.5.1 beschrieben, dient der Ct-Wert als Maß für die Quantifizierung 

der cDNA-Startmenge. Läuft die PCR mit einer Effizienz von 100% ab, so 

verdoppeln sich mit jedem Zyklus die DNA-Produktmenge und korrespondierend 

Temperatur Zeit

50°C  2 min
95°C 10 min
95°C 15 sec
62°C 30 sec

45 Zyklen 
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dazu das Fluoreszenzsignal. Ein um eine Einheit (Zehnerpotenz) geringerer Ct-

Wert entspricht der doppelten Menge an eingesetzter cDNA. 

In der Darstellung der Ergebnisse in der verwendeten Software des 

QuantStudio™ 12K Flex System werden die resultierenden Ct-Werte der 

Verdünnungsreihe gegen die logarithmierten Werte der bekannten 

Ausgangskonzentration aufgetragen, wodurch man durch lineare Regression eine 

Standardkurve erhält, an der eine sog. absolute Quantifizierung der Transkriptlevel 

der Proben anhand deren Ct-Werte erfolgen kann. Ebenso wie für die 

Zielsequenz, erfolgte eine absolute Quantifizierung für ABL1, wofür zuvor 

ebenfalls eine fünfstufige Verdünnungsreihe aus Plasmiden herstellt wurde. 

Im Anschluss erfolgt die Normalisierung oder auch die sog. relative 

Quantifizierung, um die Expression von DNMT3Amut genau erfassen und mittels 

des Referenzgenes ABL1 normalisieren zu können. Eine Normalisierung bietet 

den Vorteil, dass die Varianzen in den Expressionsergebnissen, die z.B. durch 

Fehler bei der reversen Transkription entstehen, reduziert werden. Hierfür wurden 

für jedes Probentriplett die durchschnittlichen Transkriptlevel der Zielsequenz 

durch die durchschnittlichen Transkriptlevel des Haushaltsgenes dividiert und 

dieser Quotient im Anschluss mit dem Faktor 104 multipliziert (genaue Rechnung 

siehe 2.5.4). Resultierend erhält man einheitslose Werte, die eine Interpretation 

der Expression des Zielgenes in Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration 

zulassen.  

Diese Auswertung ist jedoch nur dann möglich, wenn die Steigungen der 

Standardkurven von Ziel- und Haushaltsgen, d.h. deren Amplifikationseffizienzen, 

nahezu identisch sind (Abbildung 8). Die eingesetzte Menge an Plasmiden wird 

dabei in einer logarithmierten Funktion gegen die Zyklenzahl (Ct) dargestellt. Das 

heißt, es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem 

Ct-Wert und dem Logarithmus der eingesetzten Menge an DNA, sodass bei 

bekannter Ausgangsmenge an der Standardkurve für jede Probe der Logarithmus 

der Kopienzahl bestimmt werden kann.  

Diese Auswertung ist jedoch nur dann möglich, wenn die Steigungen der 

Standardkurven von Ziel- und Haushaltsgen, d.h. deren Amplifikationseffizienzen, 

nahezu identisch sind (Abbildung 8). Die eingesetzte Menge an Plasmiden wird 

dabei in einer logarithmierten Funktion gegen die Zyklenzahl (Ct) dargestellt. Das 
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heißt, es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem 

Ct-Wert und dem Logarithmus der eingesetzten Menge an DNA, sodass bei 

bekannter Ausgangsmenge an der Standardkurve für jede Probe der Logarithmus 

der Kopienzahl bestimmt werden kann.  

 

 

Abbildung 7: Dargestellt sind zwei Standardreihen von DNMT3Amut (grün) und ABL1 (pink) 

im Amplifikation Plot der QuantStudio™ 12K Flex System Software auf der linken Seite. Auf 

der rechten Seite sind die RQ-PCR-Platten für DNMT3Amut in der oberen Bildhälfte und für 

ABL1 in der unteren Bildhälfte abgebildet. Die jeweils zu dritt identisch eingefärbten Slots 

präsentieren eine Patientenprobe, welche im Triplett pipettiert wurde. Der einzelne graue 

Slot präsentiert die NTC-Probe. In den ungefärbten Slots wurde die 

Plasmidverdünnungsreihe jeweils für DNMT3Amut und ABL1 nach dem Schema von 

Abbildung 6 hineinpipettiert. 

Abkürzungen: DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyl-Transferase 3 Alpha; ABL1 = abelson murine 

leukemia virus oncogene 1; RQ-PCR = Quantitative real-time PCR; NTC = no template control 

 

Das Bestimmtheitsmaß R2 musste bei allen Mutationstypen ≥ 0,990 betragen, 

genauso wie auch beim Haushaltsgen. Wurde dieser Wert unterschritten, so 
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konnten kleine Korrekturen vorgenommen werden. Dabei durften bis zu drei 

Ausreißer entfernt und der Lauf neu analysiert werden, wobei immer nur ein 

Ausreißer pro Triplett entfernt werden durfte und in Ausnahmefällen zwei. Lag der 

Wert danach immer noch < 0,990, dann musste der Lauf mit einer neuen 

Standardverdünnung wiederholt werden.  

 

 

Abbildung 8: Darstellung eines Amplification Plots mit der dazugehörigen Well-Einteilung 

im QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System mit Hilfe der QuantStudio™ 12K Flex 

System Software. Auf der rechten Seite sind wie in Abbildung 7 die RQ-PCR-Platten für 

DNMT3Amut in der oberen Bildhälfte und für ABL1 in der unteren Bildhälfte abgebildet. Die 

jeweils zu dritt identisch eingefärbten Slots präsentieren eine Patientenprobe, welche im 

Triplett pipettiert wurde. Der einzelne graue Slot präsentiert die NTC-Probe. In den 

ungefärbten Slots wurde die Plasmidverdünnungsreihe jeweils für DNMT3Amut und ABL1 

nach dem Schema von Abbildung 6 hineinpipettiert. Auf der linken Seite sind die 

Amplifikationsgraphiken für die jeweiligen Probentripletts aus den Slots der rechten Seite in 

den entsprechenden Farben dargestellt. 

Abkürzungen: DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyl-Transferase 3 Alpha; ABL1 = abelson murine 

leukemia virus oncogene 1; RQ-PCR = Quantitative real-time PCR; NTC = no template control 
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2.5.4 Kriterien der Auswertbarkeit 

Folgende Kriterien wurden zur Auswertung der RQ-PCR-Ergebnisse 

herangezogen: 

 Zwei Ct-Werte im Triplett mussten positiv sein, damit die Probe ausgewertet 

werden durfte. Dies galt für DNMT3Amut-R882H/C und auch für ABL1.  

 War nur ein Ct-Wert im Triplett positiv, so musste die Probe im Triplikat 

wiederholt werden. 

 Bei der DNMT3Amut-R882H/C- und auch der ABL1-Standardkurve durften je 

drei ausreißende Werte (z.B. aufgrund von Pipettierfehlern) entfernt 

werden. 

 Der Unterschied zwischen den einzelnen Verdünnungsstufen von 

DNMT3Amut-R882H/C und ABL1 musste kleiner als drei Ct-Werte sein. 

 Bei einer Zyklenanzahl von ABL1 ≥ 34 Zyklen wurde die Probe nicht in die 

Auswertung mit einbezogen. 

 Der Korrelationskoeffizient R2 musste ≥ 0,990 liegen. 

 Der Schwellenwert wurde auf 0,08 eingestellt. 

 In den NTC-Proben durfte kein Genmaterial enthalten sein, ansonsten 

musste die komplette RQ-PCR wiederholt werden. 

Bei R2 handelt es sich um das Bestimmtheitsmaß bzw. den 

Korrelationskoeffizienten, der in der Statistik dazu dient, die Varianz einer 

abhängigen Variablen mit Hilfe anderer Parameter (unabhängige Variablen) zu 

erklären. Der Wert kann zwischen null und eins liegen, wobei es sich um eine 

schlechte Modellanpassung handelt, wenn der Wert nahe null liegt und um eine 

gute, wenn der Wert etwa eins beträgt (https://www.inwt-statistics.de/blog-artikel-

lesen /Bestimmtheitsmass_R2-Teil2.html (14.09.2017). Bei der RQ-PCR ist 

darüber die Präzision der Messpunkte definiert, inwieweit diese um die 

Regressionsgerade gestreut liegen. R2 steht somit als Maß für die 

Pipettiergenauigkeit und die Qualität der Plasmide. 

Die Berechnung und Auswertung der exportierten Ergebnisse erfolgte schließlich 

im Programm Excel. Hier musste nun noch die Normierung der Messwerte 

erfolgen. Die Proben wurden dadurch normiert, indem die berechnete Kopienzahl 

des Zielgenes durch die Kopienzahl des Referenzgenes geteilt wurde. Sie musste 
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sowohl für die Zielsequenz, als auch für die endogene Kontrolle, also das 

Haushaltsgen, durchgeführt werden (https://www.core-facility.uni-freiburg.de/lc480 

/lc480obj/sdsman (14.09.2017).  

Schließlich konnte dann die relative Expression zweier Proben durch den 

Quotienten aus normiertem Zielgen und normiertem Haushaltsgen bestimmt 

werden.  

Die Berechnung der gemessenen Kopienzahl für DNMT3Amut-R882H/C bzw. ABL1 

wurde wie folgt durchgeführt.  

1.) Berechnung der Durchschnittsmenge der 3 DNMT3Amut-R882H/C (Qty 

Mean) Messungen einer jeden Probe 

(Qty Mean1 + Qty Mean2 + Qty Mean3) / 3 = Ø Qty-Wert 

2.) Die Durchschnittsmenge der 3 DNMT3Amut-R882H/C (Qty Mean) 

Messungen einer jeden Probe wird durch die Durchschnittsmege der  

3 ABL1 – Messungen (Qty Mean) der Probe geteilt. Das Ergebnis wird mit 

dem Faktor 104 multipliziert. 

[Kopienzahl (DNMT3Amut-R882H/C / Kopienzahl (ABL1)] x 104 

Anhand der Standardkurve konnte die Kopienzahl folgendermaßen ermittelt 

werden: 

1.) Berechnung der Kopienzahl für DNMT3Amut-R882H/C bzw. ABL1 für jede 

Probe aus dem Triplett 

Kopienzahl = 10[(y-Intercept – Ct) / Slope]  

2.) Aus den Kopienzahlen im Triplett wird der durchschnittliche 

Kopienzahlenwert berechnet (der Absolutwert für DNMT3Amut-R882H/C 

oder ABL1)  

(Kopienzahl1 + Kopienzahl2 + Kopienzahl3) / 3) = Ø Kopienzahl 

3.) Endgültige/normalisierte Kopienzahl 

[Kopienzahl(DNMT3Amut) / Kopienzahl (ABL)] x 104 

Die abschließende statistische Auswertung und studienübergreifende Analyse der 

Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Daniela Weber in der 

Studienzentrale Ulm. 
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2.5.5 Sensitivität 

Um die Sensitivität für die MRD-Messungen von DNMT3Amut-R882H/C und ABL1 

am QuantStudio zu ermitteln, wurden ebenso Verdünnungsreihen verwendet, wie 

auch im standardisierten Ablauf der RQ-PCR. Der Unterschied lag jedoch darin, 

dass für diese Verdünnungsreihen nicht nur Plasmide verwendet wurden, sondern 

auch Patientenproben.  

Die DNMT3Amut-R882C kam von der Zelllinie OCI-AML3, die vom Labor im DSMZ 

erworben wurde, wohingegen DNMT3Amut-R882H einer Patientenprobe 

entstammte. Um eine möglichst hohe Anzahl an Mutationen in den jeweiligen 

Proben zu erreichen, wurden für DNMT3Amut-R882H mehrere Proben der RQ-

PCR unterzogen und diejenige ausgewählt, die den niedrigsten Ct-Wert aufwies, 

also den höchsten Anteil an Mutationen trug. Damit hatte man zwei nahezu ideale 

Proben, die zur Bestimmung der Sensitivität herangezogen werden konnten. 

Dafür wurde die cDNA beider Mutationen, nicht wie bei der Plasmidherstellung mit 

Wasser verdünnt, sondern es wurde die Zelllinie HL60 zur Generierung einer 

Verdünnungsreihe verwendet. Bei der HL60 handelt es sich um eine Zelllinie, die 

eine Vielzahl an Mutationen trägt, jedoch für DNMT3A den Wildtyp codiert. Die 

cDNA wurde nun also immer weiter im Verhältnis 1:10, 1:100 etc. verdünnt, 

sodass man Proben mit Konzentrationen von 10-1, 10-2 usw. erhielt. Diese 

Verdünnungsreihen wurden schließlich im QuantStudio gemessen; es zeigte sich 

eine Sensitivität von 10-4.  

 

2.5.6 Definitionen zur Beurteilung des klinischen Verlaufs 

Zur Beurteilung der Überlebenszeit wurden die gängigen Kriterien des EFS, RFS 

und OS verwendet (Döhner et al. 2010). Das OS galt für alle Patienten einer 

Studie und wurde als die Zeitspanne zwischen Studieneintritt und Tod jeglicher 

Ursache gemessen. War zum Zeitpunkt des letzten FUP der Überlebensstatus 

des Patienten unklar, so wurde der Patient zensiert und dies an dem Tag, an dem 

der Patient zuletzt bewiesenermaßen am Leben war. 

Das RFS war nur für die Patienten definiert, die eine CR erreicht hatten. Der 

Zeitraum galt ab dem Erreichen der Remission bis zum Auftreten eines Rezidivs 

oder einem Tod jeglicher Ursache. Für alle Patienten einer Studie galt wiederum 

das EFS. Dies war definiert als der Zeitraum zwischen Studieneintritt und 
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Wirkungsverlust der Induktionstherapie, einem Rezidiv nach CR oder einem Tod 

jeglicher Ursache. Die RD wiederum war ausschließlich gültig für Patienten, die 

eine CR erreicht hatten und galt von dem Tag an, an dem die Remission erreicht 

wurde bis zum Auftreten eines Rezidivs. Ein ebenfalls gebräuchlicher Messwert 

war die CIR. Diese galt ebenso nur für Patienten, die eine CR erreicht hatten und 

wurde zwischen der erreichten Remission und dem Rezidiv gemessen. Bei allen 

genannten Ereignissen galt für diejenigen Patienten, bei denen der letzte Status 

unbekannt war, der aktuellste Status des FUP, welcher als Zensurdatum 

bezeichnet wurde (http://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/aerzte/ 

therapie/responsekriterien/allgemein (13.09.2017). 

Die folgenden Definitionen für den klinischen Verlauf beruhen auf den 

Empfehlungen des European LeukemiaNet (ELN) (Döhner et al. 2010). Eine CR 

lag vor, wenn weniger als 5% Blasten im KM und keine Blasten mit Auerstäbchen 

vorhanden waren. Es durfte keine extramedulläre Erkrankung, wie z.B. ein 

Plasmozytom, vorliegen.  

Die absolute Neutrophilenzahl musste größer als 1.0x109/l und die absolute 

Thrombozytenzahl größer als 100x109/l sein. Das RFS war nur für Patienten, die 

eine CR bzw. eine komplette Remission mit inkompletter Regeneration erreicht 

haben, definiert. Es wurde vom Datum des Erlangens der Remission bis zum 

Datum des Rezidivs oder des Eintritts des Todes berechnet. Das OS war für alle 

Studienteilnehmer definiert; es wurde vom Datum des Eintritts in die Studie bis 

zum Datum des Todes berechnet. 

 

2.5.7 Statistische Analysen 

Der Schwerpunkt dieser experimentellen Arbeit lag in der Durchführung von 

quantitativen PCR-Analysen zur Bestimmung minimaler Resterkrankungen bei 

AML-Patienten mit DNMT3Amut-R882. Die untersuchten Patientenproben und die 

korrespondierenden klinischen Daten wurden im Rahmen einer multizentrischen 

Studie (Leiter: Prof. Dr. med. H. Döhner) der AMLSG gewonnen. Die 

Dokumentation und die Pflege der Daten und die statistischen Auswertungen 

erfolgten in der AMLSG-Studienzentrale der Klinik für Innere Medizin III in Ulm. 

Aufgrund der Komplexität und der Größe der klinischen Datensätze erfolgten die 

statistischen Analysen durch eine Mitarbeiterin der Studienzentrale des 
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Universitätsklinikums Ulm, Frau Daniela Weber (Master of Science in Medical 

Biometry/Biostatistics).  

Ich war im Rahmen der Promotionsarbeit kontinuierlich an der Diskussion zur 

Durchführung der statistischen Analysen und Interpretation der Daten und 

Ergebnisse beteiligt. Die Daten dieser Analysen stellen die Grundlage für die 

Prüfung der Möglichkeit von DNMT3A Mutationen als molekularen Marker zum 

Nachweis minimaler Resterkrankung sowie der Evaluation des MRD-Monitorings 

bei diesen Patienten dar. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Eigenschaften des untersuchten Partialkollektivs 

Das Patientenkollektiv der AMLSG 09-09 Studie, welches ich eigenständig in 

meiner Arbeit untersucht habe, umfasste 243 Patienten. Diese Patienten wurden 

auf eine DNMT3Amut hin sequenziert: 28 Patienten konnten mit einer DNMT3Amut-

R882C und 44 Patienten mit einer DNMT3Amut-R882H im Exon 23 identifiziert 

werden. Von diesen konnten dann 58 Patienten in die statistische Analyse mit 

eingeschlossen werden, da wie bereits erwähnt mindestens zwei FUP-Proben 

notwendig waren. 

Von diesen 58 Patienten standen insgesamt 617 Proben (KM: n=318; PB: n=299) 

zur Verfügung, welche seriell zu den verschiedenen Therapiezeitpunkten in das 

Labor eingegangen waren und für die hier beschriebenen MRD-Analysen 

verwendet werden konnten. 

 

3.2 Studiendaten 

Wie bereits im Material- und Methodenteil beschrieben, wurden im Rahmen der 

drei Studien AMLSG 09-09, AMLSG 07-04 und AML HD98A 159 Patienten mit 

einem medianen Alter von 50 Jahren (Spannbreite von 22 bis 78 Jahren) 

untersucht. Von diesen Patienten standen insgesamt 1.331 Proben zur Verfügung, 

welche sich aus 615 KM- und 716 PB-Proben zusammensetzten. Diese Proben 

waren zu folgenden Zeitpunkten in das Labor eingegangen: Diagnose: n=301, 

unter Therapie: n=750, FUP: n=280. Zum Diagnosezeitpunkt lagen 114 KM- und 

187 PB-Proben vor (Tabelle 18). 

Von den Patienten (n=159) erhielten 37 eine allogene HSCT, drei eine autologe 

HSCT und 119 eine intensive Chemotherapie. Die Proben stammten aus einem 

Zeitraum von 8 Jahren, wobei die Anzahl ab 2,5 Jahren durch Ereignisse wie z.B. 

Tod bereits auf einstellige Zahlen zurückgegangen war.  

Die Entnahme der Proben erfolgte zum Diagnosezeitpunkt, nach Induktion I und 

II, nach Konsolidierung I, II und III, nach Ende der gesamten Behandlung, sowie 

im 1. Jahr vierteljährlich, im 2. bis 4. Jahr halbjährlich, und schließlich im 5., 6., 

und 8. Jahr. In die statistische Analyse wurden für die Analyse der Kinetik der 

Transkriptlevel die therapierelevanten Zeitpunkte Diagnose, nach Induktion I und 
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II, nach Konsolidierung I und II und nach Ende der Behandlung (FUP) mit 

aufgenommen (Abbildung 9). Für die weiteren Endpunkte wie OS und 

Remissionsdauer wurden die Therapiezeitpunkte nach Doppelinduktionstherapie 

sowie nach Behandlungsende gewählt. Von einem Patienten mussten dabei 

mindestens drei Proben, inklusive vom Diagnosezeitpunkt, vorhanden sein, damit 

dieser in die Auswertung mit aufgenommen werden konnte. 

 

 

 

Tabelle 18: Anzahl der Knochenmark- und peripheren Blutproben aus den Studien AMLSG 

09-09, AMLSG 07-04 und AML HD98A zu den verschiedenen Therapiezeitpunkten (Diagnose, 

Aplasie, Induktion I/II, Konsolidierung I/II/III, Behandlungsende) sowie im Follow-up. 

Abkürzungen: n= Probenanzahl 

 

Zeitpunkt

Knochen
mark-

proben 
(n)

Periphere
Blutproben 

(n)

Diagnose 114 187

Aplasie 8 17

Induktion I 87 93

Induktion II 75 80

Konsolidierung I 58 65

Konsolidierung II 45 34

Konsolidierung III 36 38

Behandlungsende 63 51

7,5 Monate 28 24

1 Jahr 30 29

1,25 Jahre 18 19

1,5 Jahre 15 14

1,75 Jahre 10 10

2 Jahre 13 8

2,5 Jahre 8 13

3 Jahre 4 14

3,5 Jahre 0 2

4 Jahre 2 8

4,5 Jahre 1 4

5 Jahre 0 2

6 Jahre 0 2

8 Jahre 0 2
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Abbildung 9: Dargestellt ist die Verteilung der Knochenmark- und peripheren Blutproben 

aus den Studien AMLSG 09-09, AMLSG 07-04 und AML HD98A zu den verschiedenen 

Therapiezeitpunkten (Diagnose, Aplasie, Induktion I/II, Konsolidierung I/II/III, 

Therapieende) sowie im Follow-up. Die Knochenmarkproben sind in blau und die peripheren 

Blutproben in gelb dargstellt. 

Abkürzungen: n = Probenanzahl; Kons. = Konsolidierungstherapie; FUP = Follow-up; Mon. = 

Monate; J. = Jahre 

 

 

3.3 Assoziation mit klinischen und genetischen Charakteristika 

Die DNMT3Amut Transkriptlevel wurden wie bereits beschrieben als DNMT3Amut zu 

ABL1 x 104 angegeben. Bei den KM-Proben (n=114) betrugen zum 

Diagnosezeitpunkt die medianen Transkriptlevel 12690 mit einer Spannbreite von 

0 bis 54280. Die Transkriptlevel waren nicht mit den bekannten klinischen 

Charakteristika wie Alter (p=0.89), Leukozyten- (p=0.93) und Thrombozytenanzahl 

(p=0.14), LDH (p=0.35), den Blasten im KM (p=0.87) oder im PB (p=0.84) sowie 

dem Geschlecht assoziiert (Tabelle 19).  

Bei der Korrelation mit dem Mutationsstatus zeigten sich 74 Patienten mit FLT3-

ITD Wildtyp und 40 Patienten mit FLT3-ITD Positivität. In Bezug auf FLT3-TKD 

präsentierten sich 101 Patienten negativ und 11 Patienten mutiert. NPM1mut waren 

95 Patienten und 19 Patienten trugen den Wildtyp. Es zeigte sich keine 
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signifikante Korrelation der Transkriptlevel mit NPM1 (p=0.41), FLT3-ITD (p=0.32) 

und -TKD (p=0.32) Mutationen (Tabelle 20). 

 

Tabelle 19: Korrelation der DNMT3Amut Transkriptlevel mit klinischen Charakteristika 

anhand des p-Wertes. 

Abkürzungen: LDH = Laktatdehydrogenase; p = engl. für probability; U/l = Einheiten pro Liter 

 

 

 

Tabelle 20: Dargestellt sind der Median und die Spannbreite der DNMT3Amut Transkriptlevel 

jeweils für FLT3-ITD (negativ/positiv), FLT3-TKD (Wildtyp/mutiert) und NPM1 

(Wildtyp/mutiert) sowie jeweils die Korrelation der DNMT3Amut Transkriptlevel für FLT3-ITD, 

FLT3-TKD und NPM1 anhand des p-Wertes. 

Abkürzungen: n = Probenanzahl; p =  engl. für probability; FLT3 = FMS-like tyrosine kinase 3; ITD 

= Interne Tandemduplikation; TKD = Tyrosinkinasedomäne; NPM1 = Nucleophosmin 1 

 

 

 

Charakteristikum p-Wert
Alter 0.89

Leukozyten 0.93

Thrombozyten 0.14

LDH (U/l) 0.35

Knochenmarkblasten 0.87

Periphere Blutblasten 0.84

Geschlecht männlich/weiblich 0.76

FLT3 -ITD Negativ (n=74) Positiv (n=40)

Median 13.498 11.427

Spannbreite 1.624-54.283 0-36.830

p-Wert

FLT3 -TKD Wildtyp (n=101) Mutiert (n=11)

Median 12.595 15.352

Spannbreite 0-54.283 6.413-25.881

p-Wert

NPM1 Wildtyp (n=19) Mutiert (n=95)

Median 10.867 12.983

Spannbreite 1.395-54.284 0-31.397

p-Wert

0.32

0.32

0.41
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3.4 Vergleich der DNMT3Amut Transkriptlevel zwischen Knochenmark und 

peripherem Blut 

Als nächstes wurden die DNMT3Amut Transkriptlevel aus dem KM und dem PB 

miteinander verglichen. Die Untersuchung wurde zum Diagnosezeitpunkt, nach 

Induktion I und II, nach Konsolidierung I und II sowie nach Ende der Therapie 

durchgeführt. Zum Diagnosezeitpunkt waren die Transkriptlevel im KM (Median 

12694; Spannbreite 0-54283) und im PB (Median 11526; Spannbreite 0-80489) 

vergleichbar hoch und es bestand kein signifikanter Unterschied (p=0.81). Nach 

der ersten Induktionstherapie konnten wir sowohl im KM (Median 1310; 

Spannbreite 0-38872) als auch im PB (Median 507; Spannbreite 0-12953) eine 

Reduktion der DNMT3Amut Transkriptlevel um ca. eine Log-Stufe beobachten; der 

Unterschied zwischen KM und PB war signifikant (p=0.01, Abbildung 10). Nach 

Induktion II zeigten sich die Proben vergleichbar mit ähnlichem Median (KM=1110; 

PB=1284), allerdings war auch hier die Spannbreite wieder sehr groß (KM 0-

26489; PB 0-22086; p=0.38). Nach der Konsolidierungstherapie I waren die 

DNMT3Amut Transkriptlevel im PB signifikant niedriger als im KM (KM 0-14617, 

Median 719; PB 0-17559, Median 1383; p=0.0003) (Abbildung 11). 

Ähnlich stellte es sich nach Konsolidierung II dar. Auch hier waren die DNMT3Amut 

Transkriptlevel im PB signifikant niedriger als die DNMT3Amut Transkriptlevel im 

KM (PB 0-12895, Median 724; KM 0-20843, Median 927; p=0.01). Nach 

Beendigung der Therapie bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Transkriptleveln im PB und KM (Median PB: 1339; KM: 1924) (p=0.08) (Abbildung 

12). 

 

 



87 

 

 

Abbildung 10: Vergleich der DNMT3Amut Transkriptlevel von Knochenmark und peripherem 

Blut zum Diagnosezeitpunkt (a) und nach Induktion I (b). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl

Abbildung 11: Vergleich der DNMT3Amut Transkriptlevel von Knochenmark und peripherem 

Blut nach Induktion II (a) und nach Konsolidierung I (b). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl 
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Abbildung 12: Vergleich der DNMT3Amut Transkriptlevel von Knochenmark und peripherem 

Blut nach Konsolidierung II (a) und nach Beendigung der Therapie (b). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl 

 

 

 

3.5 Korrelation mit den Überlebensdaten zum Diagnosezeitpunkt 

Des Weiteren wurden die Ergebnisse aus den MRD-Analysen mit den 

Überlebensdaten korreliert. Hierzu wurden zunächst die Transkriptlevel als Log10-

transformierte kontinuierliche Variable zum Zeitpunkt Diagnose mit auftretenden 

Rezidiven, Ereignissen sowie mit dem Gesamtüberleben korreliert. Es bestand 

kein signifikanter Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel auf die Endpunkte OS 

(HR=1.00, p=0.99), EFS (HR=1.05, p=0.80) und RFS (HR=1.11, p=0.64). Ebenso 

konnten wir keinen signifikanten Einfluss auf das Erreichen einer CR nach 

Doppelinduktion zeigen. Es gab keinen Unterschied in den medianen 

Transkriptleveln zwischen 102 Patienten in CR und 12 Patienten, die sich nicht in 

CR befanden (12694 [0 – 54284] vs. 11309 [1624 – 19156]). 

 

 

 

 

 

0
50

00
10

00
0

15
00

0
20

00
0

Consolidation cycle IIa) Konsolidierungszyklus II

Knochenmark Peripheres Blut

p = 0.01

0
10

00
0

20
00

0
30

00
0

40
00

0
50

00
0

End of treatmentb) Therapieende

Knochenmark Peripheres Blut

p = 0.08

n = 27

n = 45 n = 39n = 63

D
N

M
T

3
A

m
u

t
T

ra
n

sk
rip

tle
ve

l

D
N

M
T

3
A

m
u

t
T

ra
n

sk
rip

tle
ve

l



89 

 

 

3.6 Prognostischer Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel  

3.6.1 Prognostischer Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel während 

der Therapie 

Der prognostische Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel im KM wurde mit Hilfe 

der Log10-transformierten kontinuierlichen Variablen, zu den verschiedenen 

Therapiezeitpunkten untersucht. Dies wurde mittels Cox-Regressionsanalysen 

durchgeführt. Nach den jeweiligen Therapiezyklen wurden die medianen 

Transkriptlevel als Log10-transformierte Variable aus der Gesamtheit der 

Transkriptlevel von 87 Patienten nach Induktion I, 75 Patienten nach Induktion II, 

58 Patienten nach Konsolidierung I, 45 Patienten nach Konsolidierung II sowie 63 

Patienten nach Therapieende bestimmt und diese, sowohl mit auftretenden 

Rezidiven, als auch mit dem Ereignis Tod, korreliert. Hierfür wurden dann jeweils 

die Hazard Ratio und der p-Wert ermittelt. Zu keinem der Zeitpunkte war ein 

signifikanter Zusammenhang der DNMT3Amut Transkriptlevel mit dem Ereignis 

Rezidiv oder Tod festzustellen (Tabelle 21).  

 

 

Tabelle 21: Darstellung des Medians sowie der Spannbreite der DNMT3Amut Transkriptlevel 

zu den verschiedenen Therapiezeitpunkten (Induktion I/II, Konsolidierung I/II, 

Therapieende) mit der jeweiligen Anzahl der Patienten. Weiterhin wird die Korrelation der 

genannten Therapiezeitpunkte mit den Ereignissen Rezidiv und Tod anhand der HR und des 

p-Wertes präsentiert. 

Abkürzungen: DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; HR = Hazard ratio; p = engl. 

für probability; n = Patientenanzahl 

 

 

Zeitpunkt
Median

Spannbreite

Anzahl
Patienten 

(n)
HR p HR p

Nach Induktion I
1310

0-38870
87 1.10 0.40 1.04 0.74

Nach Induktion II
1110

0-26490
75 1,02 0.85 1.03 0.85

Nach Konsolidierung I
1383

0-14620
58 1.06 0.74 1.04 0.84

Nach Konsolidierung II
926

0-20840
45 1.20 0.36 1.12 0.65

Nach Therapieende
1924

0-50410
63 1.08 0.64 1.00 0.99

Rezidiv Tod
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Die weiteren Analysen beschränkten sich auf die zwei Therapiezeitpunkte nach 

Ende der Doppelinduktion, sowie nach Abschluss der Therapie. Insgesamt 

wendeten wir drei verschiedene statistische Analysemethoden an. 

Als erstes wurde der prognostische Einfluss der DNMT3A Log10-Reduktion der 

DNMT3Amut Transkriptlevel auf das OS als auch auf die Remissionsdauer 

analysiert. Hierbei wurde der Quotient der DNMT3Amut Transkriptlevel zum 

Zeitpunkt nach Doppelinduktionstherapie bzw. nach Ende der Therapie im 

Vergleich zum Diagnosezeitpunkt bestimmt. Der Median des logarithmischen 

Quotienten wurde dazu als Grenze zur Unterscheidung zwischen höherer und 

niedrigerer Reduktion der DNMT3Amut Transkriptlevel definiert.  

Im zweiten Schritt untersuchten wir den Einfluss der RQ-PCR-Positivität (definiert 

als positiv bei > 0 DNMT3Amut/ABL1 x 104) versus RQ-PCR-Negativität (definiert 

als negativ bei 0 DNMT3Amut/ABL1 x 104) wieder nach Ende der 

Induktionstherapie II, sowie nach Therapieende. 

Als drittes und letztes erfolgte eine Analyse der DNMT3Amut Transkriptlevel 

aufgeteilt in vier gleich große Intervalle (Quartile) entsprechend der Verteilung 

nach den o.g. Zeitpunkten. 

 

3.6.2 Prognostischer Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel nach 

Doppelinduktion 

Zunächst analysierten wir den Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel nach 

Doppelinduktionstherapie mit Hilfe der Log10-Reduktion unabhängig davon, ob es 

sich um KM- oder PB-Proben handelte. Für beide Endpunkte war kein signifikanter 

Zusammenhang mit den DNMT3Amut Transkriptleveln, in Bezug auf das OS und 

die Remissionsdauer, festzustellen (OS: p=0.87; Remissionsdauer: p=0.38) 

(Abbildung 13 und 14).  

Im nächsten Schritt untersuchten wir den Einfluss der RQ-PCR-Positivität und der 

RQ-PCR-Negativität der DNMT3Amut Transkriptlevel aufgeteilt in KM-Proben sowie 

KM- und PB-Proben zusammengenommen. Auch hier konnte kein signifikanter 

Zusammenhang mit den Endpunkten OS (KM: p=0.89) und Remissionsdauer (KM: 

p=0.61) festgestellt werden (Abbildungen 14a und 15a). Allerdings zeigten sich nur 

sieben Patienten RQ-PCR negativ, während 68 Patienten RQ-PCR positiv waren. 
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Bei der Analyse der KM- und PB-Proben zusammengenommen, standen nun 88 

Proben zur Verfügung; hiervon waren neun Patienten RQ-PCR negativ und 79 

Patienten RQ-PCR positiv. Es zeigte sich weiterhin keine Korrelation mit dem OS 

(KM und PB: p=0.76) und der Remissionsdauer (KM und PB: p=0.83) 

(Abbildungen 15b und 16b).  

Als drittes analysierten wir die DNMT3Amut Transkriptlevel aufgeteilt nach 

Quartilen. Nach Doppelinduktionstherapie war für die KM-Proben kein signifikanter 

Zusammenhang, sowohl für das OS (KM: p=0.24) als auch für die 

Remissionsdauer (KM: p=0.85) festzustellen. Bei der kumulativen Analyse der 

KM- und PB-Proben zusammen, zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Einfluss 

auf das OS (KM und PB: p=0.81) und die Remissionsdauer (KM und PB: p=0.34) 

(Abbildungen 17 und 18). 

 

 

Abbildung 13 und 14: Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtüberleben (13) und zur 

Remissionsdauer (14) in Abhängigkeit der DNMT3Amut Log10-Reduktion (Log10-Reduktion 

Ratio < Median vs. Log10-Reduktion Ratio > Median) nach Doppelinduktionstherapie. Die 

höhere Reduktion der DNMT3Amut Transkriptlevel ist schwarz, die niedrigere Reduktion der 

DNMT3Amut Transkriptlevel rot dargstellt. 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl 
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom RQ-PCR-

Status der DNMT3Amut Transkriptlevel: prognostischer Einfluss nach Doppelinduktions-

therapie auf das Gesamtüberleben für a) KM-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=7, RQ-

PCR-positiv [rot]: n=68) und b) KM- und PB-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=9, RQ-

PCR-positiv [rot]: n=79). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; RQ-

PCR = quantitative real-time Polymerasekettenreaktion; n = Probenanzahl; KM = Knochenmark; 

PB = peripheres Blut 

Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurven zur Remissionsdauer in Abhängigkeit vom RQ-PCR 

Status der DNMT3Amut Transkriptlevel: prognostischer Einfluss nach Doppelinduktions-

therapie auf die Remissionsdauer für a) KM-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=7, RQ-

PCR-positiv [rot]: n=68) und b) KM- und PB-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=9, RQ-

PCR-positiv [rot]: n=79). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; RQ-

PCR = quantitative real-time Polymerasekettenreaktion; n = Probenanzahl; KM = Knochenmark; 

PB = peripheres Blut 
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtüberleben entsprechend der Quartile der 

DNMT3Amut Transkriptlevel nach Doppelinduktion für a) KM-Proben (1., 2. und 4. Quartil: 

n=19, 3.Quartil: n=18) und b) KM- und PB-Proben (1.- 4.Quartil: n=22). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl; KM = Knochenmark; PB = peripheres Blut 

 

Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurven zur Remissionsdauer entsprechend der Quartile der 

DNMT3Amut Transkriptlevel nach Doppelinduktion für a) KM-Proben (1., 2. und 4. Quartil: 

n=19, 3.Quartil: n=18) und b) KM- und PB-Proben (1.- 4.Quartil: n=22). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl; KM = Knochenmark; PB = peripheres Blut 
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3.6.3 Prognostischer Einfluss der DNMT3Amut Transkriptlevel nach 

Therapieende 

Nach Therapieende wendeten wir die identischen Auswertealgorithmen an. Wir 

verwendeten die Log10-Reduktion der DNMT3Amut Transkriptlevel in Bezug auf 

den Median unabhängig davon, ob es sich um KM- oder PB-Proben handelte, 

sondern führten eine kumulative Analyse durch. Es zeigte sich weder eine 

Korrelation mit dem OS (p=0.67) noch mit der Remissionsdauer (p=0.57) 

(Abbildungen 19 und 20). 

 Abbildung 19 und 20: Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtüberleben (19) und zur 

Remissionsdauer (20) in Abhängigkeit der DNMT3Amut Log10-Reduktion (Log10-Reduktion 

Ratio < Median vs. Log10-Reduktion Ratio > Median) nach Therapieende. Die höhere 

Reduktion der DNMT3Amut Transkriptlevel ist schwarz, die niedrigere Reduktion der 

DNMT3Amut Transkriptlevel rot dargestellt. 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl 
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der Remissionsdauer (p=0.19) festzustellen (Abbildungen 21b und 22b). Von den 

nun 75 Proben waren weiterhin nur vier Proben RQ-PCR-negativ. 

Als letztes wurden wiederum die DNMT3Amut Transkriptlevel aufgeteilt nach 

Quartilen analysiert. Im Hinblick auf das OS (p=0.38) als auch auf die 

Remissionsdauer (p=0.44) war bei den KM-Proben kein Einfluss der DNMT3Amut 

Transkriptlevel festzustellen (Abbildungen 22a und 23a). Führte man die Analyse 

gemeinsam mit den PB-Proben durch, zeigte sich sowohl beim OS (p=0.02) als 

auch bei der Remissionsdauer (p=0.01) ein signifikanter Unterschied zwischen 

den einzelnen Quartilen (Abbildungen 23b und 24b).  

 

 

Abbildung 21: Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom RQ-PCR-

Status der DNMT3Amut Transkriptlevel: prognostischer Einfluss nach Therapieende auf das 

Gesamtüberleben für a) KM-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=4, RQ-PCR-positiv [rot]: 

n=59) und b) KM- und PB-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=4, RQ-PCR-positiv [rot]: 

n=71). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; RQ-

PCR = quantitative real-time Polymerasekettenreaktion; n = Probenanzahl; KM = Knochenmark; 

PB = peripheres Blut 
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurven zur Remissionsdauer in Abhängigkeit vom RQ-PCR-

Status der DNMT3Amut Transkriptlevel: prognostischer Einfluss nach Therapieende auf die 

Remissionsdauer für a) KM-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=4, RQ-PCR-positiv [rot]: 

n=56) und b) KM- und PB-Proben (RQ-PCR-negativ [schwarz]: n=4, RQ-PCR-positiv [rot]: 

n=67). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; RQ-

PCR = quantitative real-time Polymerasekettenreaktion; n = Probenanzahl; KM = Knochenmark; 

PB = peripheres Blut 

 

 Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtüberleben entsprechend der Quartile der 

DNMT3Amut Transkriptlevel nach Beendigung der Therapie für a) KM-Proben (1., 2. und 4. 

Quartil: n=16, 3.Quartil: n=15) und b) KM- und PB-Proben (1., 2. und 4. Quartil: n=19, 

3.Quartil: n=18). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl; KM = Knochenmark; PB = peripheres Blut 
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 Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurven zur Remissionsdauer in Abhängigkeit von den 

Quartilen der DNMT3Amut Transkriptlevel nach Beendigung der Therapie für a) KM-Proben 

(1.Quartil: n=16, 2.Quartil: n=14, 3.Quartil: n=15, 4.Quartil: n=14) und b) KM- und PB-Proben 

rechts (1., 2. und 4. Quartil: n=18, n=18, 3.Quartil: n=17). 

Abkürzungen: p = engl. für probability; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; n = 

Probenanzahl; KM = Knochenmark; PB = peripheres Blut 

 

 

3.7 Exemplarische Verläufe von Patienten 

Nach der Beschreibung der Ergebnisse im Hinblick auf ihre Korrelation mit den 

verschiedenen Therapiezeitpunkten und Überlebensendpunkten, sollen im 

Folgenden gezielt die Verläufe einzelner AML-Patienten mit DNMT3Amut 

dargestellt werden. Es werden jeweils zwei Patienten mit und ohne Rezidiv 

präsentiert. 
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Klinisch ergab sich im gesamten Verlauf kein Hinweis auf ein Rezidiv. Der 

Beobachtungszeitraum erstreckte sich vom Therapieende bis zu einem FUP von 

31 Monaten, in welchem sich der Patient durchgehend in anhaltender CR befand 

(Abbildung 25).  

Ähnlich stellte sich der Verlauf bei dem Patienten mit ID127 dar. Jedoch fielen bei 

diesem die DNMT3Amut Transkriptlevel im KM und PB nach Induktionstherapie nur 

unwesentlich und deutlich weniger als eine Log-Stufe ab, und persistierten im FUP 

auf einem ähnlichem Niveau. Auffällig präsentierte sich der Transkriptlevelverlauf 

der KM-Proben, der zum Zeitpunkt der Konsolidierungstherapie II bis über das 

Ausgangsniveau hin anstieg, jedoch wiederum deutlich unterhalb einer Log-Stufe 

lag. Hierbei zeigte er sich klinisch nicht von einem Rezidiv begleitet. Aufgrund von 

fehlenden Proben im FUP, konnte der Verlauf dieses Patienten nicht weiter 

verfolgt und beurteilt werden (Abbildung 26). 

 

Abbildung 25: Darstellung des Verlaufes der DNMT3Amut Transkriptlevel zu den 

verschiedenen Therapiezeitpunkten (Diagnose, Induktion I/II, Konsolidierung III, Follow-up) 

bei einem Patienten ohne Rezidiv (ID19). Abgebildet sind die KM-Proben in gelb und die PB-

Proben in grün. 

Abkürzungen: KM = Knochenmark; PB = Peripheres Blut; DNMT3Amut = Mutation in DNA 

Methyltransferase 3A; Dx = Diagnose; Ind = Induktion; Kons = Konsolidierung; FUP = Follow-up; 

Mon = Monate 
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Abbildung 26: Darstellung des Verlaufes der DNMT3Amut Transkriptlevel zu den 

verschiedenen Therapiezeitpunkten (Diagnose, Induktion I/II, Konsolidierung I/II/III) bei 

einem Patienten ohne Rezidiv  (ID127). Abgebildet sind die KM-Proben in gelb und die PB-

Proben in grün. 

Abkürzungen: KM = Knochenmark; PB = Peripheres Blut; DNMT3Amut = Mutation in DNA 

Methyltransferase 3A; Dx = Diagnose; Ind = Induktion; Kons = Konsolidierung 

 

 

3.7.2 Patientenverläufe mit Rezidiv 

Im Folgenden werden zwei Patienten mit Rezidiv und sehr unterschiedlichem 

Verlauf präsentiert. Beim ersten Patienten mit ID26 sanken die DNMT3Amut 

Transkriptlevel nach Induktion deutlich um zwei Log-Stufen ab und persistierten 

auf einem ähnlichen Niveau während der gesamten Therapie. Im FUP stiegen die 

DNMT3Amut Transkriptlevel wieder um ca. eineinhalb Log-Stufen an und erlangten 

im Rezidiv einen höheren Wert als zu Beginn der Therapie. Dies war sowohl für 

die KM- als auch für die PB-Proben zutreffend. Das FUP erstreckte sich über 

einen Zeitraum von 10 Monaten bis sich das Rezidiv ereignete (Abbildung 27).  
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Abbildung 27: Darstellung des Verlaufes der DNMT3Amut Transkriptlevel zu den 

verschiedenen Therapiezeitpunkten (Diagnose, Induktion II, Konsolidierung II, Follow-up) 

sowie im Rezidiv bei einem Patienten (ID26). Abgebildet sind die KM-Proben in gelb und die 

PB-Proben in grün. 

Abkürzungen: KM = Knochenmark; PB = Peripheres Blut; DNMT3Amut = Mutation in DNA 

Methyltransferase 3A; Dx = Diagnose; Ind = Induktion; Kons = Konsolidierung; FUP = Follow-up; 

Mon = Monate 

 

 

Bei dem zweiten Rezidivpatienten (ID6073) sanken die DNMT3Amut Transkriptlevel 

nach Doppelinduktion ebenfalls stark um zwei Log-Stufen ab und blieben während 

der Therapie auf diesem niedrigen Niveau. Auch im FUP persistierte das niedrige 

DNMT3Amut Transkriptlevelniveau; im Rezidiv kam es dann zu einem Anstieg der 

DNMT3Amut Transkriptlevel um wiederum eine Log-Stufe. Bis zum Auftreten des 

Rezidivs vergingen fünf Monate. Bei diesem Patienten ließen sich die KM-Proben 

nicht zur Analyse verwerten, da keine Probe vom Diagnosezeitpunkt vorhanden 

war (Abbildung 28).  
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Abbildung 28: Darstellung des Verlaufes der DNMT3Amut Transkriptlevel zu den 

verschiedenen Therapiezeitpunkten (Diagnose, Induktion I/II, Konsolidierung I/II/III, 

Follow-up) sowie im Rezidiv bei einem Patienten (ID6073). Abgebildet sind die PB-Proben in 

grün. 

Abkürzungen: PB = Peripheres Blut; DNMT3Amut = Mutation in DNA Methyltransferase 3A; Dx = 

Diagnose; Ind = Induktion; Kons = Konsolidierung; FUP = Follow-up; Mon = Monate 
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4. Diskussion 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die prognostische Wertigkeit von 

DNMT3Amut als potenziell neuer Marker für das MRD-Monitoring bei Patienten mit 

AML anhand eines großen Patientenkollektives aus den Studien AMLSG 09-09, 

AMLSG 07-04 und AML HD98A evaluiert.  

Die Messung der MRD bei AML-Patienten stellt eine sehr sensitive und 

spezifische Möglichkeit dar, anhand derer die Risikostratifizierung der Patienten 

verbessert werden kann. Das Ziel ist es, Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko 

oder einem beginnenden Rezidiv frühzeitig zu identifizieren und einer präemptiven 

Therapie zuzuführen. Für die MRD-Analysen ist es notwendig dem Patienten 

sowohl während, als auch nach der Therapie im Follow-up KM und/oder PB zu 

entnehmen.  

Etabliert ist das MRD-Monitoring bisher hauptsächlich in Form der präemptiven 

Therapie für PML-RARA bei der APL (Grimwade et al. 2009; Haferlach et al. 2015) 

sowie bei weiteren Fusionstranskripten wie RUNX1-RUNX1T1 und CBFB-MYH11 

bei den CBF-Leukämien (Corbacioglu et al. 2010). Die Studie von Jourdan und 

Kollegen randomisierte 198 CBF-AML-Patienten in Gruppen, die einerseits eine 

intensivierte und andererseits eine Standardinduktionstherapie erhielten. Zum 

Diagnosezeitpunkt wurden Risikofaktoren wie WBC, KIT, FLT3-ITD oder -TKD 

sowie N/KRAS bestimmt. Anschließend erfolgte während der Therapie ein 

kontinuierliches MRD-Monitoring von RUNX1-RUNX1T1 oder CBFB-MYH11 

mittels RQ-PCR. Dabei stellte die MRD den einzigen prognostisch entscheidenden 

Faktor dar, wodurch verdeutlicht wird, welche Wertigkeit dieses Verfahren haben 

kann (Jourdan et al. 2013).  

In den letzten Jahren konnten mehrere Arbeitsgruppen den prognostischen 

Stellenwert ebenfalls für das MRD-Monitoring der NPM1mut zeigen (Schnittger et 

al. 2009; Krönke et al. 2011; Ivey et al. 2016). Die Schwierigkeit bezüglich des 

MRD-Monitorings bei der AML besteht jedoch eben in dieser Heterogenität der 

Erkrankung, die mit einer Vielzahl an Mutationen und Fusionstranskripten 

einhergeht; zudem wurden aufgrund der unterschiedlich verwendeten Assays 

verschiedene Schwellenwerte in den jeweiligen Studien definiert, sodass eine 

Übertragung dieser Schwellenwerte auf alle Patienten nicht möglich ist.  
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Eine weitere mögliche Zielstruktur, welche in das MRD-Monitoring bei AML-

Patienten aufgenommen werden könnte, stellt DNMT3Amut dar. Diese Mutation ist 

in ca. 21% aller AML-Patienten und ca. 34% der CN-AML-Fälle vorhanden 

(Gaidzik et al. 2013), wobei etwa zwei Drittel der Mutationen an dem sog. hot spot 

DNMT3Amut-R882 liegen. Hinsichtlich der Prognose scheint DNMT3Amut in den 

meisten Studien mit einer ungünstigen Prognose assoziiert zu sein (Ley et al. 

2010; Thol et al. 2011; Renneville et al. 2012; Marková et al. 2012). Weitere Daten 

zeigten jedoch keine negativen Auswirkungen auf das Überleben mit Ausnahme 

von CN-AML-Patienten mit ungünstigem molekularen Risikoprofil gemäß ELN 

(Nomdedéu et al. 2012; Gaidzik et al. 2013). Vor diesem Hintergrund könnte 

DNMT3Amut einen geeigneten MRD-Marker darstellen. 

Zudem wird DNMT3Amut als Gründermutation diskutiert, da es als 

präleukämisches Ereignis in HSCs bei AML-Patienten gefunden wurde. Diese 

präleukämischen HSCs wurden sowohl bei Diagnose als auch im Rezidiv 

detektiert und scheinen somit eine ausgesprochene Stabilität aufzuweisen (Jan et 

al. 2012; Krönke et al. 2013; Corces-Zimmermann et al. 2014; Shlush et al. 2014). 

Diese Stabilität könnte auf der anderen Seite einen kritischen Punkt im Hinblick 

auf ein mögliches MRD-Monitoring darstellen, der durch eine erste MRD-Studie 

unterstrichen wird, in der DNMT3Amut in Remission persistierte, wohingegen alle 

anderen Ko-Mutationen unter der Therapie nicht mehr detektierbar waren (Pløen 

et al. 2014). 

 

4.1 DNMT3Amut für das MRD-Monitoring: Vergleich der Methodik 

Aufgrund der hohen Mutationsinzidenz sowie des homogenen Mutationsmusters 

ergab sich die Fragestellung, ob DNMT3Amut als molekularer Marker für das MRD-

Monitoring geeignet ist. Um dieser Frage nachzugehen, wurden Proben aus 

Patientenkollektiven dreier Studien AMLSG 09-09, AML HD98A und AMLSG 07-

04 verwendet und insgesamt 159 Patienten im Hinblick auf das Monitoring von 

DNMT3Amut untersucht und ausgewertet.  

Unsere Assays zeigten für dieses Mutationsmuster entsprechend der Vorgaben 

für MRD-Monitoring eine Sensitivität von 10-4. Im Vergleich dazu wurden in 

Studien zur Kinetik von NPM1mut beim MRD-Monitoring etwas höhere Werte 

erreicht. Papadaki und Kollegen erzielten bei ihren Assays mit NPM1 und ABL1 
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eine maximale Sensitivität von 10-5 (Papadaki et al. 2009). Bei Schnittger und 

Kollegen konnte ebenfalls eine Sensitivität bis zu 10-5, in Abhängigkeit des 

individuellen Mutationslevels, der Probenqualität und der Spezifität des Assays, 

erreicht werden (Schnittger et al. 2009). Krönke und Kollegen erzielten in ihrer 

Studie für die NPM1 Mutationstypen A, B und D eine Sensitivität von 10-6 (Krönke 

et al. 2011).  

Für die MRD-Untersuchung wurde zunächst mRNA aus mononukleären KM/PB-

Zellen isoliert, um im Anschluss cDNA für die MRD-Messung zu verwenden. Auch 

wir verwendeten in unseren Analysen die Methode der RQ-PCR mit RNA. Im 

Gegensatz zum MRD-Monitoring durch die MFC weist die RQ-PCR den Vorteil 

auf, dass die Verwendung eines Haushaltsgenes für den Expressionsvergleich 

zum einen sehr einfach ist und zum anderen für jeden Assay eine individuelle 

Sensitivität erlaubt (Kern et al. 2008). Dafür hat sich ABL1 als besonders geeignet 

herausgestellt; es können jedoch auch β2-Mikroglobulin und GUS (β-

Glucuronidase) verwendet werden (Weisser et al. 2004).  

Vorteile der RQ-PCR sind die gute Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen 

Laboren, die Möglichkeit durch die Analyse eines der o.g. Haushaltsgene 

gleichzeitig zur PCR-Kontrolle quantifizieren zu können und die relativ hohe 

Sensitivität, die erreicht werden kann (Grimwade et Freeman. 2014).  

Neuere Methoden zur MRD-Messung stellen NGS-basierte Verfahren sowie die 

digitale PCR dar. NGS bietet die Möglichkeit, die komplexe Heterogenität der AML 

mit einer Analyse zu erfassen (Grimwade et Freeman. 2014). Erstmalig wurde das 

NGS bei 80 Patienten mit FLT3-ITD und NPM1 Mutationen von Thol und Kollegen 

angewendet. Hinsichtlich der FLT3-ITD war es nun möglich in einer einzigen 

Messung die Allelrate von verschiedenen Klonen, sowie die Insertionsstelle, 

Insertionslänge und -sequenz zu bestimmen. Bei NPM1mut zeigten sich die 

Transkriptlevel vom NGS und von der RQ-PCR in 95% der 38 analysierten Proben 

konkordant (Thol et al. 2012). Auch für RUNX1 konnte in einer weiteren Studie die 

Eignung der NGS-Technik für die MRD bestätigt werden (Kohlmann et al. 2014). 

Des Weiteren zeigte eine andere Studie, die das MRD-Monitoring mittels NGS an 

31 AML-Patienten mit IDH1/2 oder DNMT3A Mutation testete, eine gute Eignung 

der IDH1/2mut für die MRD.  
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Die ddPCR stellt eine neue vielversprechende Methode dar, die ebenfalls für das 

MRD-Monitoring verwendet werden kann. Wie bereits in 1.3.3 beschrieben, 

konnten Brambati und Kollegen zeigen, dass die ddPCR sich als verlässlich 

erwiesen hat, DNMT3Amut und IDH1/2mut Transkriptlevel im FUP und Rezidiv 

messen zu können (Brambati et al. 2016). 

 

4.2 Unterschied zwischen PB- und KM-Proben 

Als erstes verglichen wir in unserer Arbeit die DNMT3Amut Transkriptlevel 

zwischen KM und PB mit der Frage, ob beide Materialien die gleiche Aussagekraft 

hinsichtlich der MRD besitzen. In unseren Ergebnissen zeigten sich nach 

Induktion I, Konsolidierung I und II (p=0.01; p=0.0003; p=0.01) im Vergleich 

signifikant höhere DNMT3Amut Transkriptlevel in den KM- als in den PB-Proben. 

Für das Fusionsgen PML-RARA wurden 140 zusammengehörige KM- und PB-

Proben von 123 Patienten in einer Studie untersucht, wobei mittels RQ-PCR 

Patienten mit hohem Rezidivrisiko identifiziert wurden und man für KM- und PB-

Proben vergleichbar hohe Sensitivitäten messen konnte (Gallagher et al. 2003). 

Für die CBF-Leukämien, nämlich inv(16) (Yin et al. 2012) und t(8;21) (Leroy et al. 

2005; Yin et al. 2012) konnten bisher ebenfalls für KM- und PB-Proben 

vergleichbar hohe Sensitivitäten gemessen werden, wobei dies in der Studie von 

Yin und Kollegen nur für das FUP galt, wohingegen die KM-Proben dem PB 

während der Therapie überlegen waren. Sie sprachen sich daher dafür aus, das 

MRD-Monitoring mit KM- und PB-Proben durchzuführen, um das Risiko eines 

nicht detektierten Rezidivs zu minimieren.  

Die Studie von Corbacioglu und Kollegen untersuchte die Eignung von CBFB-

MYH11-positiver AML hinsichtlich der prognostischen Wertigkeit der MRD anhand 

198 gepaarter KM- und PB-Proben von 53 Patienten. Sie kamen zu dem Ergebnis, 

dass sich die KM-Proben während der Therapie sensitiver zeigten als die PB-

Proben. Hingegen ergab sich während des FUP eine gleichwertige Sensitivität. 

Das heißt auch hier stellten PB-Proben zum Kontrollmonitoring eine gute 

Alternative zu den KM-Proben dar (Corbacioglu et al. 2010).  

Zum ähnlichen Resultat kamen Krönke und Kollegen in ihrer Studie, in der sie den 

prognostischen Stellenwert der MRD-Diagnostik von NPM1mut Patienten 

evaluierten. Sie verglichen die Transkriptlevel von 410 zusammengehörigen PB- 
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und KM-Proben von 245 Patienten. Während der Therapie zeigten sich 46% der 

negativen PB-Proben im KM positiv, wohingegen der Anteil an identischen 

Ergebnissen im FUP mit 88% deutlich anstieg (Krönke et al. 2011).  

 

4.3 Korrelation der Transkriptlevel zu den Therapiezeitpunkten 

Als nächstes untersuchten wir die Korrelation der DNMT3Amut Transkriptlevel zu 

den verschiedenen Zeitpunkten wie Diagnose, nach Doppelinduktion und nach 

Therapieende in Bezug auf die Endpunkte OS und Remissionsdauer; dies erfolgte 

durch Analyse der Log10-Reduktion, der RQ-PCR-Positivität bzw. RQ-PCR-

Negativität und anhand von Quartilen. Zu keinem der genannten Zeitpunkte 

konnten wir eine signifikante Assoziation mit den klinischen Endpunkten ermitteln. 

Interessanterweise war nur die Minderheit der KM- und PB-Proben nach 

Doppelinduktion (7/75 im KM, 9/88 in KM und PB) bzw. nach Therapieende (4/63 

im KM, 4/75 in KM und PB) RQ-PCR-negativ. Dafür könnten verschiedene 

Ursachen verantwortlich sein. Zum einen könnten diese Patienten besser auf die 

Therapie angesprochen haben, dies möglicherweise in Abhängigkeit des 

individuellen Genotyps oder auch weil die immunologischen Voraussetzungen 

dieser Patienten entsprechend gegeben waren. Zum anderen könnte auch die 

Durchführung einer HSCT eine Rolle spielen, durch deren Intensität der maligne 

Klon eradiziert werden konnte.  

In einer aktuelleren Arbeit von Brambati und Kollegen untersuchten diese den 

Stellenwert von DNMT3A und IDH1/2 Mutationen bei AML-Patienten mittels 

ddPCR. Insgesamt wurden 89 Patienten untersucht, von denen 16 Patienten eine 

DNMT3Amut und 18 eine IDHmut trugen. 17 Patienten erhielten eine allogene HSCT. 

Interessanterweise waren in 13 von 14 Patienten mit Rezidiv nach allogener 

HSCT beide Mutationen nachweisbar, was die hohe Stabilität dieser Mutationen 

unterstreicht. Des Weiteren wurden Proben von 17 Patienten mittels ddPCR 

untersucht, welche longitudinal während des FUP gesammelt wurden. Neun der 

17 Patienten erlitten ein Rezidiv; die DNMT3Amut Transkriptlevel konnten in 7 von 9 

Patienten detektiert werden. Zu diesem Zeitpunkt war jedoch das dazugehörige 

KM in morphologischer Remission (Brambati et al. 2016). 

In einer Studie der französischen ALFA Gruppe untersuchten Debarri und 

Kollegen 31 AML-Patienten mit NPM1mut, welche in 15 Patienten gleichzeitig eine 
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DNMT3A Mutation aufwiesen, mit Hilfe NGS. 18 Patienten trugen eine IDH 

Mutation. Die MRD-Level wurden zu folgenden Zeitpunkten evaluiert: nach 

Induktion, nach erster und zweiter Konsolidierungstherapie sowie im FUP. 

Zwischen den NPM1mut und IDH1/2mut sowie zwischen den NPM1mut und 

DNMT3Amut Transkriptleveln zeigte sich für beide eine hohe Korrelation 

(p<0.0001). Von den 15 DNMT3Amut Patienten wurden in neun der Fälle 

konkordante MRD-Ergebnisse zwischen den DNMT3Amut und den NPM1mut 

Transkriptleveln gefunden. Acht dieser neun Patienten zeigten sich positiv für 

beide genannten Mutationen und rezidivierten, wohingegen ein Patient, der sich 

konstant in CR befand, negativ für beide Mutationen blieb. In den sechs 

diskonkordanten Fällen blieb NPM1mut zumeist negativ, wohingegen DNMT3Amut 

im FUP persistierte. Interessanterweise wurden bei drei dieser Patienten 

Zellsubpopulationen untersucht, wobei DNMT3Amut nicht in Hautzellen und in 

CD3+-T-Lymphozyten nachzuweisen war. Hingegen konnte es in den meisten 

Blutzellen detektiert werden (Debarri et al. 2015).  

NPM1mut wurde hinsichtlich des MRD-Status ebenfalls von der Studiengruppe um 

Ivey untersucht. Bei 15% von 346 Patienten, die positiv auf diese Mutation 

getestet wurden, persistierten die NPM1mut Transkriptlevel nach dem zweiten 

Chemotherapiezyklus und zeigten im Verlauf ein erhöhtes Rezidivrisiko. Bei 

Patienten, die durch die Therapie MRD-negativ geworden waren, konnten 

Rezidive sehr gut durch steigende Transkriptlevel detektiert werden. In 69 von 70 

Patienten konnten NPM1 Mutationen im Rezidiv nachgewiesen werden. 

Gleichzeitig wurden die Proben auf weitere Mutationen untersucht. Hierbei kam 

man zu der Erkenntnis, dass die verwendeten Chemotherapien wirkungsvoll den 

NPM1 Klon eradizieren konnten, denn nur in 15% der Fälle persistierte NPM1mut 

bis nach dem zweiten Chemotherapiezyklus. Dagegen zeigten sich koexistierende 

DNMT3A Mutationen, v.a. R882H, resistent gegenüber der Chemotherapie (24 

von 24 Patienten) und ließen sich nur durch eine HSCT eliminieren (8 von 9 

Patienten) (Ivey et al. 2016).  

 

4.4 Präleukämische Mutationen und klonale Hämatopoese 

Unsere Daten hinsichtlich der Persistenz von DNMT3Amut in der Mehrheit der 

Patienten, insbesondere Patienten in klinischer Remission, zeigen sich 
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übereinstimmend mit den publizierten Studien. Eine Studie, die die These von 

DNMT3Amut als präleukämisches Ereignis untersucht hat, stammt von Pløen und 

Kollegen. Sie sequenzierten das Genom von 298 AML-Patienten und fanden 

DNMT3Amut in 15% der Fälle, mit und auch ohne NPM1, FLT3 und IDH1 

Mutationen. Die Allelfrequenz wies dabei keine Korrelation zum klinischen Verlauf 

der Erkrankung auf. DNMT3Amut wurde neben den leukämischen Blasten ebenfalls 

in einer geringeren Allelfrequenz in T- und B-Zellen derselben Patienten gefunden. 

DNMT3Amut wies über den Verlauf zum einen wiederum eine deutliche Stabilität 

auf, indem es bei 12 von 13 Patienten auch im Rezidiv oder einem sekundären 

MDS vorhanden war und zum anderen persistierte es bei 14 Patienten in CR, die 

bis auf DNMT3Amut alle anderen Ko-Mutationen verloren hatten. Das heißt, auch 

bei Patienten, die durch eine HSCT geheilt worden waren, konnte noch 

DNMT3Amut nachgewiesen werden (Pløen et al. 2014).  

Auf der einen Seite stellt somit die Stabilität von DNMT3Amut eine ausgesprochen 

günstige Eigenschaft für die Anwendbarkeit als Marker für das MRD-Monitoring 

dar; auf der anderen Seite genügen diese Eigenschaften nicht, wenn die 

Transkriptlevel nicht ausreichend mit dem Krankheitsstatus korrelieren (Pløen et 

al. 2014).  

Neben der Rolle, die DNMT3Amut bei den präleukämischen Mutationen einnimmt, 

scheint es ebenfalls an der klonalen Hämatopoese mitbeteiligt zu sein. Nach der 

Theorie der klonalen Hypothese, liegt den verschiedenen malignen 

hämatologischen Erkrankungen eine erworbene Mutation in den Stammzellen des 

Knochenmarks zugrunde. Dabei kann das Aktivitätslevel eines oder mehrerer 

Gene durch die Mutation so verändert werden, dass ein Subklon entsteht, der 

wiederum andere Klone im Blut verdrängen kann. Die klonale Hämatopoese ist im 

Alter ein normaler Prozess, der das Risiko für Leukämien und Lymphome erhöht 

und die zugrunde liegenden Mutationen damit als Ursache dieser 

Krankheitsentstehung diskutiert werden können.  

In den letzten Jahren wurden verschiedene Modelle zur Leukämogenese 

vorgestellt, wovon jedoch die meisten auf einem ähnlichen Prinzip beruhen. In der 

Studie von Jan und Kollegen untersuchte man sechs Patienten mit de novo AML 

umfassend mittels Exomsequenzierung und Einzelzellanalyse. In fünf der sechs 

Patienten konnte FLT3-ITD gefunden und als sekundäre Mutation identifiziert 
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werden. 32 von 51 Mutationen, die bei diesen fünf Patienten gefunden wurden, 

waren ebenfalls in residuellen HSCs vorhanden. Sieben von 13 Mutationen 

zeigten sich des Weiteren in den Stammzellen präsent, ohne dass gleichzeitig 

eine FLT3-ITD vorhanden war. Insgesamt wird hierbei ein Modell präsentiert, in 

dem Mutationen und/oder epigenetische Ereignisse in selbsterneuerbaren HSCs 

akkumulieren bis es aufgrund der Mutationen zur klonalen Vermehrung einer 

leukämischen Vorläuferzelle kommt (Jan et al. 2012). 

In einer Folgestudie wurden die Ergebnisse dieser 6 Patienten mit 10 weiteren 

Patienten, die ebenfalls der Exomsequenzierung und Einzelzellanalyse 

unterzogen wurden, zusammengefasst und hieraus ein umfassenderes Modell zur 

Leukämogenese entwickelt. Hierbei geht man ebenfalls von der Akkumulation von 

Mutationen aus, wobei zunächst präleukämische Mutationen wie DNMT3A, 

IDH1/2, ASXL1 und CBFB-MYH11 existent sind und sekundär dann späte 

Mutationen, wie NPM1, IDH1/2, DNMT3A, FLT3 oder KRAS/NRAS, entstehen. 

Die präleukämischen Mutationen betreffen sog. landscaping Gene, die z.B. für die 

DNA-Methylierung oder Histonmodifikation zuständig sind, wohingegen späte 

Mutationen eher in proliferativen Genen, wie z.B. für die Signalaktivierung, 

entstehen. Die Besonderheit der präleukämischen Mutationen stellt ihre 

Persistenz während der CR dar. Insbesondere Patienten mit einer hohen Last an 

präleukämischen hämatopoetischen HSCs zeigten diese ebenfalls während der 

Remission, sodass davon auszugehen ist, dass sich diese Zellen durch die 

Chemotherapie nicht beeinflussen lassen. Hinsichtlich der Ursache von Rezidiven 

besteht die Theorie, dass die Leukämie erneut aus eben diesen Zellen hervorgeht. 

Das MRD-Monitoring könnte in diesen Fällen eingesetzt werden um mit Hilfe 

neuer Therapien, die sich direkt gegen diese präleukämischen HSCs richten, das 

OS der AML zu verbessern (Corces-Zimmerman et al. 2014). 

In einer weiteren Studie kamen Shlush und Kollegen zu dem Ergebnis, dass die 

Entstehung der AML durch eine DNMT3A Mutation einer hämatopoetischen 

Stammzelle bedingt ist, die zur Entwicklung eines Stammzellpools mit vielen 

klonalen Vorläuferzellen führt und die zusätzliche Akquisition von Mutationen wie 

NPM1mut zur endgültigen Initiierung der AML führt. Sie separierten 

nichtleukämische Stammzellen und analysierten die Allelfrequenzen der 

Mutationen. DNMT3Amut wurde dabei als eine der frühesten Mutationen in 



110 

 

 

präleukämischen HSCs entdeckt und auch IDHmut konnte den frühen Ereignissen 

der Leukämogenese zugeordnet werden. Des Weiteren kamen sie zu der 

Erkenntnis, dass präleukämische HSCs einen Wachstumsvorteil gegenüber 

anderen Zellen aufweisen und resistent gegenüber der Induktionschemotherapie 

zu sein scheinen. Bei manchen Patienten könnte diese Persistenz während der 

CR der Auslöser für ein Rezidiv sein (Shlush et al. 2014).  

Darüber hinaus konnte in zwei weiteren nahezu zeitgleich veröffentlichten Studien 

die klonale Hämatopoese insbesondere für DNMT3Amut, TET2mut und ASXL1mut 

gezeigt werden (Genovese et al. 2014; Jaiswal et al. 2014). In beiden Arbeiten 

wurde DNA aus peripheren Blutproben von gesunden Probanden aller 

Altersgruppen mittels whole-exome sequencing auf somatische Mutationen hin 

untersucht und der klinische Verlauf verfolgt. Neben der Tatsache, dass diese 

Mutationen als früheste Ereignisse der Leukämogenese diskutiert werden, stellten 

sie in diesen Studien mit ca. 10% die häufigsten Mutationen bei den über 65-

jährigen dar, obwohl keine hämatologische Erkrankung bekannt war. Im 

Gegensatz dazu lag die Frequenz bei den unter 50-jährigen bei gerade einmal 

1%. Bereits in einer anderen Studie konnte die Existenz von leukämieassoziierten 

Mutationen, wie z.B. in DNMT3A, TET2 und ASXL1, bei 2% von gesunden 

Personen belegt werden, wobei dieser Anteil bei den über 70-jährigen auf 5 bis 

6% anstieg (Xie et al. 2014). Die Gruppe um Jaiswal untersuchte die DNA von 

über 17.000 Personen auf 160 verschiedene Gene. Von diesen Genen waren am 

häufigsten die o.g. mutiert, wobei der Anteil der somatischen Mutationen mit 

steigendem Alter zunahm. Von den 60- bis 69-Jährigen wiesen 5,6%, bei den 70- 

bis 79-Jährigen 9,5%, bei den 80- bis 89-Jährigen 11,7% und bei den über 90-

Jährigen 18,4% mindestens eine Mutation auf. Vor dem 40. Lebensjahr war 

höchst selten eine Mutation nachweisbar (Jaiswal et al. 2014). Zu sehr ähnlichen 

Ergebnissen kam die Studiengruppe um Genovese, die die klonale Hämatopoese 

ebenfalls als Risikofaktor für maligne hämatopoetische Erkrankungen sowie für 

eine erhöhte Mortalität herausstellten. 

Inwiefern diese Ergebnisse Einfluss auf den klinischen Alltag haben werden, ist 

bislang noch ungewiss. Mit einem Anteil von 10% ist die klonale Hämatopoese bei 

einer bedeutsamen Anzahl der älteren Personen vorhanden und auch das Risiko, 
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einer Konversion der Klonalität in eine maligne Bluterkrankung, stellt sich mit 1% 

pro Jahr hoch dar (Genovese et al. 2014).  

 

4.5 Schlussfolgerung 

In der hier vorliegenden Arbeit über die Bedeutung des MRD-Monitorings von 

DNMT3A Mutationen bei Patienten mit AML konnten wir keinen signifikanten 

Einfluss der Transkriptlevel auf verschiedene klinische Endpunkte nach 

Doppelinduktion bzw. nach Ende der Therapie feststellen. Auch konnten wir 

keinen Einfluss der Transkriptlevel zu den o.g. Endpunkten nach Doppelinduktion 

oder nach Therapieende ermitteln. Die unterschiedlichen Analyseverfahren als 

Log10-transformierte Variable, dem RQ-PCR-Status, als auch die Untersuchung in 

Quartilen ergaben keine Korrelation. 

Interessanterweise persistierten die DNMT3Amut Transkriptlevel bei der Mehrheit 

der Patienten (n=71/75) und nur wenige Patienten wurden unter intensiver 

Therapie DNMT3Amut negativ. Hinsichtlich der unterschiedlichen Effektivität 

zwischen Chemotherapie, allogener und autologer HSCT wurde bei der Analyse 

aufgrund der geringen Fallzahlen keine spezifische Auswertung vorgenommen. 

Die Persistenz der DNMT3Amut Transkriptlevel bei AML-Patienten in CR ist 

übereinstimmend mit anderen Publikationen (Krönke et al. 2013; Pløen et al. 

2014; Jeziskova et al. 2015; Berenstein et al. 2015) und unterstützt das Konzept 

der klonalen Hämatopoese. 

Eine mögliche Ursache der Persistenz wäre die Resistenzentwicklung von 

DNMT3Amut gegenüber den standardmäßig eingesetzten Chemotherapeutika. Die 

Resistenz könnte auf der einen Seite von Beginn an bestehen (Xie et al. 2014; 

Genovese et al. 2014; Jaiswal et al. 2014) oder sie könnte sich auf der anderen 

Seite im Laufe der Leukämogenese bzw. im Therapieverlauf entwickeln. Im Zuge 

der Forschungen zur genotypbasierten Therapie der letzten Jahre wurden, wie 

bereits beschrieben, auch demethylierende Substanzen, wie Azacitidin und 

Decitabine, getestet (Dombret et al. 2015; Grishina et al. 2015; Kadia et al. 2015). 

Diese Studien lieferten bezüglich DNMT3Amut leider keine eindeutigen Ergebnisse 

(DiNardo et al. 2014) und nur eine Studie konnte einen signifikanten Einfluss auf 

das Überleben älterer Patienten nachweisen (Kadia et al. 2015). Damit sollte ein 
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Ziel zukünftiger Studien in der weiteren Erforschung zielgerichteter Therapien 

liegen. 

Diese Daten stehen in Einklang mit den kürzlichen Ergebnissen der klonalen 

Hämatopoese, wonach DNMT3Amut neben TET2mut und ASXL1mut bei 10% der 

über 65-jährigen gesunden Allgemeinbevölkerung vorliegt (Genovese et al. 2014; 

Jaiswal et al. 2014).  

Die Ergebnisse unserer Arbeit deuten schlussendlich darauf hin, dass DNMT3Amut 

keinen geeigneten Marker zum Monitoring des klinischen Verlaufes darstellt. 

Allerdings zeigen die Ergebnisse anderer Studien, dass das DNMT3Amut 

Monitoring bei Patienten, die die entsprechenden Voraussetzungen für eine 

allogene HSCT mitbringen und erhalten (Xu et al. 2015), als anschließende 

Therapie- und Verlaufskontrolle angewendet werden könnte. Durch die 

Stammzelltransplantation werden die leukämischen Klone eradiziert und im besten 

Fall eine physiologische Hämatopoese erreicht (Brambati et al. 2016). Auch in 

einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass sich R882H-Mutationen in 

DNMT3A nur durch eine HSCT eliminieren ließen. Eine Standardchemotherapie 

führte zwar zu einer effektiven Eradikation des NPM1 Klons, DNMT3Amut zeigte 

sich gegenüber dieser Therapie jedoch resistent (Ivey et al. 2016). Des Weiteren 

wurden DNMT3A Mutationen bei Patienten in Langzeitremission gefunden, darauf 

hindeutend, dass die Eradikation von DNMT3Amut nicht zwangsläufig für die 

Heilung einer AML erforderlich ist (Pløen et al. 2014).  

Weitere Untersuchungen von DNMT3Amut und seinen Ko-Mutationen werden somit 

notwendig sein, um diesbezüglich zu einem endgültigen Ergebnis kommen zu 

können.  

Ein Teil der Ergebnisse meiner Arbeit stellte die Grundlage für eine groß 

angelegte Studie zur Evaluation des MRD-Monitorings bei AML-Patienten mit 

DNMT3A-Mutation dar. In dieser groß angelegten Studie mit insgesamt 181 

DNMT3A-mutierten Patienten konnten die in dieser Arbeit erhobenen Daten 

bestätigt werden. Unter dem Titel „DNMT3A mutant transcript levels persist in 

remission and do not predict outcome in patients with acute myeloid leukemia“ 

wurde die Studie in der international renommierten Fachzeitschrift Leukemia 

publiziert, wobei ich Co-Autorin dieser Publikation bin. 
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5. Zusammenfassung 

Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) handelt es sich um eine klonale 

heterogene hämatologische Erkrankung mit einer Vielzahl an genetischen 

Alterationen, deren genauer Pathomechanismus weiterhin geklärt werden muss. 

Am häufigsten finden sich die Mutationen in den Genen NPM1, FLT3 und 

DNMT3A.  

Das Erreichen einer kompletten Remission (CR) ist dabei eine Voraussetzung für 

die vollständige Genesung und bildet die Grundlage für eine gute Prognose. 

Daher ist es von großem Interesse diese Rückfälle frühzeitig diagnostizieren und 

therapieren zu können. Hierfür hat sich seit einigen Jahren die Messung der 

minimalen Resterkrankung (MRD) als sehr geeignet erwiesen. Häufig werden 

dabei die Transkriptlevel eines mutierten Gens in Relation zu einem Haushaltsgen 

bestimmt. Die Bedeutung der MRD konnte in verschiedenen Studien für die 

Fusionsgene PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11 sowie für NPM1mut 

eindrucksvoll belegt werden; insbesondere im Hinblick auf die frühe Erkennung 

eines möglichen Rezidivs.  

In dieser Arbeit sollte die MRD-Messung für DNMT3Amut evaluiert werden. Das 

Patientenkollektiv stammte aus den Studien AMLSG 09-09, AMLSG 07-04 sowie 

AML HD98A. Bei dem untersuchten Material handelte es sich um DNA und RNA, 

die aus Blut- (PB) und Knochenmarkproben (KM) gewonnen wurden. Die DNA 

wurde auf mögliche DNMT3Amut sequenziert und so Patienten mit einer R882C- 

oder R882H-Mutation identifiziert. Im Folgenden wurden mit Hilfe der quantitativen 

real-time PCR (RQ-PCR) die Transkriptlevel zu den verschiedenen Zeitpunkten 

wie Diagnose, während der Therapie (Induktion I/II, Konsolidierung I/II) sowie 

nach Therapieende und im FUP untersucht. Hier konnten wir keine signifikante 

Korrelation der DNMT3Amut Transkriptlevel zum Zeitpunkt Diagnose mit den 

klinischen Charakteristika nachweisen. Ebenso wurden die Transkriptlevel zu den 

verschiedenen Zeitpunkten mit klinischen Endpunkten wie dem Gesamtüberleben 

(OS) und der Remissionsdauer korreliert. Dabei erfolgte die Analyse des 

prognostischen Einflusses anhand mehrerer Methoden: der Log10-Reduktion, der 

Differenzierung zwischen RQ-Positivität und -Negativität sowie mittels 

Quartilanalyse.  
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Untersuchte man die Korrelation der DNMT3Amut Transkriptlevel in Bezug auf die 

Aussagekraft der MRD zwischen KM- und PB-Proben so fanden sich signifikant 

höhere Transkriptlevel in den KM- als in den PB-Proben nach Induktion I (p=0.01), 

Konsolidierung I (p=0.0003) und II (p=0.01). Bei der statistischen Auswertung 

ergab sich allerdings kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Höhe der 

Transkriptlevel zu den verschiedenen Therapiezeitpunkten in Bezug auf die 

klinischen Endpunkte. 

Unsere Daten legen nahe, dass die DNMT3A Mutation nicht als klassischer MRD-

Marker zum Therapiemonitoring geeignet ist. Interessanterweise überwiegte in der 

Mehrzahl der Fälle die Persistenz von DNMT3Amut, unabhängig vom klinischen 

Verlauf der Patienten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Resultaten 

anderer Studien, in denen DNMT3Amut ebenfalls bei den meisten Fällen in CR 

persistierte und unterstützen darüber hinaus das Konzept der klonalen 

Hämatopoese. Hierbei geht man von präleukämischen Mutationen, wie z.B. von 

DNMT3A, IDH1/2 oder ASXL1, in hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) aus, 

die schon zu einem sehr frühen Zeitpunkt vor Ausbruch der Leukämie entstehen 

können und/oder die sich resistent gegenüber intensivierten Chemotherapien 

zeigen und auch in der CR persistieren. Neben den präleukämischen Mutationen 

führt schließlich die sukzessive Akkumulation von späten Mutationen, wie z.B. in 

NPM1, zur Initiierung der leukämischen Erkrankung. Einzig eine 

Stammzelltransplantation (HSCT) konnte bisher eine vollständige Eradikation des 

Leukämieklones herbeiführen. Daher scheint nach aktueller Studienlage die 

effektivste Einsatzmöglichkeit von DNMT3Amut in der MRD-Diagnostik in Form des 

Therapiemonitorings nach allogener HSCT zu liegen. Hierfür konnte in anderen 

Studien ein signifikanter Nutzen der Transkriptlevelmessungen in Bezug auf den 

RQ-PCR-Status gezeigt werden. 

In Zusammenschau der vorliegenden Daten können wir DNMT3Amut nicht als 

klassischen MRD-Marker in der Routinediagnostik empfehlen, da er in einem 

Großteil der Fälle persistierte. Möglicherweise könnten durch serielle 

Untersuchungen von DNMT3Amut und der Ko-Mutationen zu den verschiedenen 

Therapiezeitpunkten weitere Einblicke in die klonale Evolution der AML gewonnen 

und somit Therapieoptionen entwickelt werden, welche die präleukämischen 

HSCs eradizieren können.  
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