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1. Einleitung 

 

1.1 Klinik und Epidemiologie der AML 

Bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) führt die Akkumulation von genetischen 

Veränderungen der hämatopoetischen Vorläuferzellen zur Störung der Mechanismen der 

Selbsterneuerung, Proliferation und der Differenzierung (Fröhling et al. 2005; Schlenk et al. 

2008). Ohne Behandlung führt bei der AML die Akkumulation von unreifen Zellen (Blasten) 

der myeloischen Blutzellreihe im Knochenmark zu konsekutiver Verdrängung der normalen 

Hämatopoese (Löwenberg et al. 1999). Klinisch werden Patienten mit einer AML häufig 

durch unspezifische Symptome auffällig, welche die Folge einer hämatopoetischen 

Insuffizienz sind. Hierzu zählen Anämie, Neutropenie und Thrombozytopenie.  Zu den 

klinischen anämiebedingten Symptomen gehören z.B. Fatigue, Abnahme der körperlichen 

Leistungsfähigkeit oder Belastungsdyspnoe. Als Folge von Neutropenie kann es zu lokalen 

und systemischen Infektionen kommen und beim Abfall der Thrombozyten steigt die 

Blutungsneigung. (Löwenberg et al. 1999). Des Weiteren können als Folge der 

Organinfiltration durch leukämische Blasten eine Hepatosplenomegalie oder 

Knochenschmerzen auftreten (Estey und Döhner 2006). Die AML ist die häufigste akute 

Leukämieform im Erwachsenenalter. Nach epidemiologischen Daten des National Cancer 

Institute (The Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) Program) liegt in den USA 

die Inzidenz der AML bei 3 bis 4 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr 

(http://seer.cancer.gov, 2016). Das mediane Alter bei der AML liegt bei 72 Jahren (Juliusson 

et al. 2009). 

 

1.2 Ätiologie und Pathogenese der AML  

Bekannte Faktoren, die die Entwicklung einer AML begünstigen, stellen eine Exposition 

gegenüber radioaktiver Strahlung (Ichimaru et al. 1978) oder chronische Belastung mit 

Benzolen dar (Adamson und Seiber 1981). Auch nach der Anwendung von Zytostatika 

(Smith et al. 2003) kann es nach einer Latenzzeit von mehreren Jahren zur Entwicklung 

einer AML kommen. Einige angeborene Gendefekte, wie z.B. das Down-Syndrom (Robison 

und Neglia 1987), sind ebenfalls mit einer erhöhten Inzidenz für die Entwicklung einer AML 

assoziiert. Tritt die AML ohne vorangehende hämatologisch Erkrankung auf, so spricht man 

von einer de novo AML. Eine sekundäre AML (s-AML) entwickelt sich aus einer 

http://seer.cancer.gov/
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vorangegangenen hämatologischen Erkrankung, z.B. einem myelodysplastischen Syndrom 

(MDS) (Greenberg et al. 2013) oder einem myeloproliferativen Syndrom (MPS) (Chomienne 

et al. 2004). Entsteht eine AML nach einer früheren genotoxischen Behandlung, z.B. nach 

einer Chemo- oder Strahlentherapie bezeichnet man diese Form der AML als 

therapieassoziierte AML (t-AML). 

 

Veränderungen im Genom spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung einer AML. 

Die Identifikation molekulargenetischer Aberrationen hat zu besserem Verständnis der 

Pathogenese der AML beigetragen und leitet die Entwicklung neuartiger, zielgerichteter 

Therapieansätze. Ein weiterer wichtiger Aspekt in diesem Kontext ist nicht nur die 

Entdeckung neuer Gene mit potentieller Relevanz für die Leukämogenese, sondern auch 

ob und wie diese molekulare Läsionen miteinander interagieren. Im Rahmen des Krebs-

Genom-Atlas-Forschungsnetzwerkes (TCGA; The Cancer Genome Atlas Research Network) 

wurden in einer 2013 im New England Journal of Medicine veröffentlichten Arbeit 200 

Patienten mit de novo AML mittels Genom-Sequenzierung oder Exom-Sequenzierung 

(„next generation sequencing technology“) auf genetische Veränderungen untersucht. Die 

genetischen Alterationen wurden anhand ihrer biologischen Funktion und deren Rolle in 

der Leukämogenese in neun verschiedene Kategorien unterteilt. Bei 59% der Patienten 

fanden sich Mutationen in Genen, die in der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren 

eine Rolle spielen. Zu diesen gehören u.a. Gene wie FLT3 (Fms-related tyrosine kinase 3), 

KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) oder NRAS 

(Neuroblastoma RAS viral onkogene homolog). Bei 44% der Patienten fanden sich 

Mutationen in DNA-methylierenden Genen, welche in der epigenetischen Regulation 

involviert sind. Hierzu gehören DNMT3A (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A), IDH1 

(Isocitrate dehydrogenase 1) und IDH2 (Isocitrate dehydrogenase 2), KMT2A (Lysine (K)-

Specific Methyltransferase 2A) oder TET2 (Tet methylcytosine dioxygenase 2). Bei 30% 

fanden sich Mutationen in Chromatin modifizierenden Genen, z.B. ASXL1 (Additional sex 

combs like transcriptional regulator 1) oder MLL-PTD (Mixed lineage leukemia-partial 

tandem duplication). Des Weiteren waren myeloische Transkriptionsfaktor Gene, die für 

die Regulation der Differenzierung wichtig sind, in 22% der Patienten mutiert. Hierzu 

gehören z.B. RUNX1 (Runt-related transcription factor 1) oder CEBPA (CCAAT/enhancer-

binding protein alpha). In 27% der Patienten fanden sich Mutationen im Gen, welches für 
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NPM1 (Nucleophosmin 1) kodiert. Schließlich spielen auch Genfusionen wie PML-RARA 

(PML-Retinoic acid receptor alpha) eine Rolle. Auch Tumorsupressorgene, sowie Gene, die 

für den Kohesinkomplex, der bei der Mitose und Meiose eine Bedeutung spielt, oder Gene, 

die für Proteine des Spliceosom Komplexes codieren, sind Bestandteil der neun Kategorien. 

Anhand der Einteilung der genetischen Veränderungen in neun Kategorien, konnten 

Muster erstellt werden, die zeigten, welche der genetischen Veränderungen miteinander 

korrelieren und welche eher nicht zusammen vorkommen. So konnte beispielsweise 

gezeigt werden, dass Mutationen wie DNMT3A, NPM1, CEBPA, IDH1/2 und RUNX1 sehr 

selten gemeinsam mit Genfusionen der Transkriptionsfaktoren auftreten. Im Gegensatz 

dazu wurden Gene gefunden, die häufig gemeinsam auftreten; hierzu zählen NPM1, FLT3 

und DNMT3A.  

In einer von Papaemmanuil und Kollegen 2016 im New England Journal of Medicine 

veröffentlichen Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass bei der Entstehung einer AML 

erworbene genetische Mutationen, sogenannte „Driver Mutationen“, in den Zellen des 

Knochenmarks eine entscheidende Rolle spielen (Papaemmanuil et al. 2016). Es wurden 

Proben von 1540 AML-Patienten (18-84 Jahre) aus drei klinischen Untersuchungen der 

Deutsch-Österreichischen AML-Studiengruppe auf solche Mutationen untersucht. 

Insgesamt wurden über 5200 „Driver-Mutationen“ identifiziert. Die Resultate der Studie 

erlauben eine Klassifikation der AML-Fälle in 11 Subgruppen anhand der 

gefundenen Mutationsmuster: die bereits in der WHO-Klassifikation aufgeführten 

Entenitäten inv(16), t(15;17), t(8;21), inv(3), t(6;9) sowie MLL Fusionsgene repräsentierten 

mit < 5% jeweils eine eigene, kleine Subgruppe. NPM1 und biallelische CEBPA Mutationen 

stellten sich ebenfalls als eigene Subgruppen dar, wobei NPM1 mit 27% die größte 

Subgruppe darstellte und hiervon 73% der Patienten eine zusätzliche Mutation in DNA-

Methylierenden Genen wie DNMT3A, IDH1, IDH2 R140 oder TET2 aufwiesen. Bei 18% der 

Patienten fanden sich Mutationen in Chromatin-modifizierenden Genen (z.B. ASXL1) oder 

Genen, die für Proteine des Spliceosom Komplexes codieren (z.B. SRSF2 (Splicing factor, 

arginine/serine-rich 2)), oder in beiden Genen. Bei 13% kamen TP53 Mutationen oder 

chromosomale Aneuploidien, oder beides, vor.  Mutationen in IDH2 172 konnten bei 1% 

der Patienten nachgewiesen werden und stellten eine eigene Subgruppe dar. Im Gegensatz 

zu IDH2 R140 Mutationen, welche häufig zusammen mit NPM1 Mutationen vorkommen, 

konnte gezeigt werden, dass IDH2 R172 kaum mit anderen, für die Prognostik 
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bedeutsamen, Mutationen assoziiert sind (Papaemmanuil et al. 2016). Diese 

Kategorisierung der mutierten Gene und die Erstellung von Mustern, die zeigen, welche 

Gene miteinander korrelieren, und welche sich gegenseitig ausschließen, stellt eine 

wichtige Grundlage für die weitere Forschung der Pathogenese der AML dar. 

In zwei unabhängig voneinander durchgeführten Studien, welche 2014 ebenfalls im New 

England Journal of Medicine veröffentlich wurden, konnte gezeigt werden, dass einige der 

oben genannten Mutationen auch bei Patienten ohne eine bekannte hämatologische 

Erkrankung nachgewiesen werden können. Es zeigte sich, dass für Personen mit 

nachgewiesenen Mutationen wie DNMT3A, TET2 und ASXL1, ein erhöhtes Risiko für die 

Entwicklung einer hämatologischen Erkrankung besteht. Mit zunehmendem Alter häuften 

sich die nachgewiesenen Mutationen. Bei Personen unter 40 Jahren konnten nur wenige 

Mutationen nachgewiesen werden, bei Personen über 70 Jahre in mehr als 10% (Genovese 

et al. 2014; Jaiswal et al. 2014).  

In einer Studie von Chou et al. konnte gezeigt werden, dass IDH1/2 Mutationen auch in 

Patienten, die in kompletter Remission waren, nachgewiesen werden konnten (Chou et al. 

2012). Dies konnte auch für AML Patienten mit DNMT3A Mutation nachgewiesen werden 

(Debarri et al. 2015). Dies deutet darauf hin, dass in einer hämatopoetischen Stammzelle 

IDH1/2 bzw. DNMT3A Mutationen wahrscheinlich frühe Ereignisse in der Leukämogenese 

darstellen, während z.B. Mutationen in TP53 oder RAS (Rat sarcoma viral oncogene 

homolog) Genen später im Prozess der Leukämogenese auftreten (Papaemmanuil et al. 

2016).    

Für die Entstehung einer AML ist somit sowohl eine gesteigerte Zellproliferation, als auch 

eine Blockade der Zelldifferenzierung von Bedeutung. Beiden Eigenschaften liegen 

Veränderungen in unterschiedlichen Genen zu Grunde. Man geht davon aus, dass 

gleichzeitig Veränderungen in verschiedenen Genen zusammenwirken müssen, damit sich 

das Vollbild einer AML entwickeln kann (Gilliland et al. 2004; Kelly und Gilliland 2002).  

 

1.3 Klassifikation und Diagnostik der AML 

Die Einteilung der AML erfolgte zunächst nach der French-American-British (FAB)-

Klassifikation, die neun Subtypen von M0 bis M7 beinhaltet (s. Tabelle 1) und auf 

morphologischer und zytochemischer Einteilung basierte (Bennett et al. 1976; Bennett et 

al. 1985). Gegenwärtig erfolgt die Einteilung nach dem Klassifikationssystem der World-
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Health-Organization (WHO) (s. Tabelle 2), die zusätzlich zur Morphologie auch 

zytogenetische und molekulare Anomalien sowie den Immunphänotyp mit einbezieht 

(Arber et al. 2016; Swerdlow et al. 2008; Vardiman et al. 2002; Vardiman et al. 2009). Für 

die Diagnosesicherung wird, nachdem der klinische Verdacht auf eine akute Leukämie 

geäußert wurde, zunächst ein Differentialblutbild untersucht. Hier können sich quantitative 

Veränderungen in den drei Zellreihen (Leukozyten, Erythrozyten, Thrombozyten) finden. 

Für die Diagnose einer AML ist grundsätzlich der Nachweis von mehr als 20% Blasten im 

Blut oder Knochenmark notwendig. Unabhängig davon kann die  Diagnose einer AML auch 

dann gestellt werden, wenn im Rahmen der zyto- bzw. molekulargenetischen Analytik eine 

definierte Aberration gemäß WHO-Klassifikation (s. Tabelle 2) nachgewiesen werden kann 

(Arber et al. 2016; Döhner et al. 2010; Vardiman et al. 2009). Zu diesen Veränderungen 

gehören z.B. t(15;17) (PML-RARA), t(8;21) (RUNX1-RUNX1T1) und inv(16)/t(16;16) (CBFB-

MYH11). In der aktuellen WHO-Klassifikation von 2016 wurden NPM1- und biallelische 

CEBPA Mutationen als eigene Entenitäten aufgenommen (Arber et al. 2016). 

Molekulargenetische Veränderungen gewinnen im klinischen Management der AML 

zunehmend an Bedeutung, da sie in einigen Fällen als prognostische und prädiktive Marker 

oder auch als Zielstrukturen für spezifische therapeutische Ansätze genutzt  werden 

können (Marcucci et al. 2011). 

 

Tabelle 1. FAB Klassifikation der AML (Bennett et al; Annals of Internal Medicine 1985) 

FAB Subtyp Bezeichnung 

M0 AML mit minimaler Differenzierung 

M1 AML ohne Ausreifung 

M2 AML mit Ausreifung 

M3 Akute Promyelozytenleukämie (APL) 

M4Eo Akute myelomonozytäre Leukämie mit 

atypischen Eosinophilen 

M5 Akute Monozyten-Leukämie 

M6 Akute Erythroleukämie 

M7 Akute megakaryoblasten-Leukämie 

Abkürzungen: AML: Akute myeloische Leukämie; FAB: French-American-British Cooperative Group 
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Tabelle 2. WHO-Klassifikation der AML (Arber et al; 2016) 

Kategorie AML Entität  Diagnose 

AML mit rekurrenten 

zytogenetischen 

Abnormalitäten 

• AML mit 

(8;21)(q22;q22); 

RUNX1/RUNX1T1 

• AML mit 

inv(16)(p13.1q22) 

oder 

t(16;16)(p13.1;q22); 

CBFB/MYH11 

• akute 

Promyelozyten-

Leukämie: t(15;17) 

(q22;q12); 

PML/RARA und 

Varianten 

•  AML mit 

t(9;11)(p22;q23); 

MLLT3-KMT2A oder 

anderen 11q23 (MLL) 

Abnormalitäten 

• AML mit 

t(6;9)(p23;q34); DEK-

NUP214 

• AML mit 

inv(3)(q21q26.2) 

oder 

t(3;3)(q21;q26.2); 

GATA2, MECOM 

• AML 

(megakaryoblastär) 

• unabhängig von der 

Blastenanzahl im Blut 

oder Knochenmark 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

alle weiteren folgenden 

AML-Subtypen: ≥20% 

Blasten im Blut oder 

Knochenmark 
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mit t(1;22)(p13;q13);  

RBM15-MKL1 

• provisorische 

Entitäten: 

– AML mit 

mutiertem BCR-ABL1 

– AML mit 

mutiertem RUNX1 

• AML mit mutiertem 

NPM1 

• AML mit mutiertem 

biallelischem CEBPA 

AML mit 

myelodyplasieassoziierten 

Veränderungen 

  

Therapieassoziierte AML   

AML ohne weitere 

Spezifizierung 

• mit minimaler 

Differenzierung 

• ohne Ausreifung 

• mit Ausreifung 

• akute myelomonozytäre 

Leukämie 

• akute monoblastische 

und monozytäre 

Leukämie 

• akute Erythroleukämie 

• akute 

Megakaryoblasten-

Leukämie 

• akute Basophilen-

Leukämie 
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• akute Panmyelosis mit 

Myelofibrose 

Myeloisches Sarkom   

Myeloische Proliferationen 

bei Down-Syndrom 

• transient abnormale 

Myelopoese  

• myeloische Leukämie 

assoziiert mit Down-

Syndrom 

 

Blastäre plasmazytoide 

dendritische Zell-

Neoplasien 

  

Akute Leukämien ohne 

eindeutige Zuordnung zu 

einer Zellreihe  

• akute undifferenzierte 

Leukämie   

• akute Leukämie mit 

gemischtem Phänotyp 

mit t(9;22)(q34;q11.2); 

BCR-ABL1   

• akute Leukämie mit 

gemischtem Phänotyp 

mit t(v;11q23); KMT2A 

 reorganisiert   

• akute Leukämie mit 

gemischtem Phänotyp, 

B/myeloisch, nicht 

weiter spezifiziert   

• akute Leukämie mit 

gemischtem Phänotyp, 

T/myeloisch, nicht 

weiter spezifiziert  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Abkürzungen: AML: Akute myelosiche Leukämie; t: Translokation; q: langer Arm eines Chromosoms; BCR-
ABL1: Fusionsgen BCR (breakpoint cluster region) mit Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1; 
CBFB-MYH11: Fusionsgen Core-binding factor Beta Subunit mit beta-Myosin, heavy chain 11; CEBPA: 
CCAAT/enhancer-binding protein alpha; DEK-NUP214: Fusionsgen DEK mit oncogene-Nucleoporin 214kDa; 
GATA2: GATA binding protein 2; MECOM: MDS1 (Myelodysplastic syndrome 1) und EVI1 (Ecotropic Viral 
Integration Site 1) complex locus EVI1; MLLT3-KMT2A: Fusionsgen Mixed lineage leukemia translocated to 3 
mit Lysine-Methyltransferase 2A; NPM1: Nucleophosmin 1; PML-RARA: Fusionsgen Promyelocytic leukemia 
mit Retinoic acid receptor alpha; RBM15-MKL1: Fusionsgen Putative RNA-binding protein 15 mit 
Megakaryoblastic leukemia translocation 1; RUNX1-RUNX1T1: Fusionsgen Runt-related transcription factor 1 
mit Runt-related transcription factor 1, translocated to, 1; WHO, World Health Organization. 

 

1.4 Zytogenetische Charakterisierung und Risikostratifizierung der AML  

Die Heterogenität der AML zeigt sich u.a. in der Vielfalt der genetischen Alterationen. 

Klonale chromosomale Abberationen können in konventioneller zytogenetischer Analyse 

bei etwa 50 – 60% der AML-Patienten nachgewiesen werden und stellen einen der 

wichtigsten Prognosefaktoren über allen Altersgruppen dar (Bloomfield et al. 1998; Döhner 

2007; Mrózek und Bloomfield 2006). Mit Hilfe der zytogenetischen Veränderungen gelingt 

es, sowohl jüngere als auch ältere AML-Patienten, in drei Gruppen mit unterschiedlicher 

Prognose zu stratifizieren (Estey und Döhner 2006; Grimwade et al. 1998; Mrózek und 

Bloomfield 2006). AML Patienten mit t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1 oder der 

inv(16)/t(16;16)/CBFB/MYH11 werden der prognostisch günstigen Gruppe zugerechnet, 

die sich durch eine relativ günstige Prognose in Hinsicht auf das Gesamtüberleben und das 

Erreichen einer kompletten Remission auszeichnet. Im Gegensatz dazu wurden bei 

Patienten mit komplexem Karyotyp, Monosomien bzw. Deletionen von Chromosom 5 und 

7 (-5, del(5q) und -7) oder Veränderungen von 3q, sehr geringe Raten an kompletten 

Remissionen und Überlebenszeiten festgestellt (Byrd et al. 2002; Grimwade et al. 1998; 

Löwenberg et al. 1999; Slovak et al. 2000). In einer Studie, welche 2002 im Blood-Journal 

veröffentlicht wurde, wurden 1213 Patienten mit de novo AML, welche dieselbe 

Induktionstherapie erhalten haben, auf zytogenetische Abnormalitäten untersucht. Es 

zeigte sich, dass Patienten, die der prognostisch günstigeren Gruppe angehörten, ein 

Gesamtüberleben von 55% nach 5 Jahren hatten, in der Gruppe der ungünstigen Prognose 

waren es hingegen nur 5% (Byrd et al. 2002). 

Etwa 40-45% der Patienten mit neu diagnostizierter AML zeigen einen normalen Karyotyp 

(cytogenetically normal - (CN)) auf und werden zur Gruppe der Patienten mit 

intermediärem Risiko gezählt (Fröhling et al. 2006; Mrózek et al. 2007). Besonders in dieser  

AML-Subgruppe wurden in den letzten Jahren eine Reihe von Genmutationen identifiziert 
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und deren prognostische Bedeutung evaluiert (Döhner et al. 2010; Mrózek et al. 2012; Patel 

et al. 2012). Eine Expertengruppe des European Leukemia Net (ELN) schlug eine neue 

Einteilung für CN-AML Patienten, basierend auf NPM1-, CEBPA- und FLT3-Mutationen, vor. 

Nach dieser sollen CN-AML Patienten nach Analyse von kompletter Remission (CR), 

krankheitsfreiem Überleben (disease-free survival, DFS) und Gesamtüberleben (overall 

survival, OS) in 4 Gruppen eingeteilt werden: prognostisch günstig, intermediär I, 

intermediär II und ungünstig. Diese gilt jeweils für Patienten unter 60 Jahren sowie für 

Patienten über bzw. mit genau 60 Jahren (Mrózek et al. 2012). In Bezug auf die 

Krankheitsprognose der AML spielt jedoch auch das individuelle Risikoprofil eines 

Patienten (z.B. Alter, Allgemeinzustand, Begleitdiagnosen) sowie z.B. eine hohe 

Leukozytenzahl bei Erstdiagnose eine wichtige Rolle. 

 

1.5 Prognostische Bedeutung molekulargenetischer Abberationen bei der AML 

Inzwischen wurden zahlreiche Mutationen und Rearrangements von Genen beschrieben, 

die einen wichtigen Beitrag in der molekularen Diagnostik und Prognoseeinschätzung der 

AML spielen. Insbesondere für die große, klinisch heterogene AML-Subgruppe mit 

normalem Karyotyp ist dies von Bedeutung. Die drei molekularen Marker NPM1, FLT3-ITD 

und CEBPA zeigten hierbei in verschiedenen Studien prognostische Signifikanz und 

etablierten sich im Risikomanagement (Döhner 2007; Kühnl und Grimwade 2012; Schlenk 

und Döhner 2009).  

FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) ist eine Typ III Rezeptortyrosinkinase, die auf 

hämatopoetischen Progenitorzellen exprimiert wird. Im FLT3-Gen sind zwei verschiedene 

Mutationstypen beschrieben: zum einen die häufiger vorkommende interne 

Tandemduplikation (ITD), zum anderen die Mutation der Tyrosinkinasedomäne (TKD) 

(Döhner 2007; Grimwade und Hills 2009; Kelly et al. 2002). Etwa 20%-27% aller AML 

Patienten und ein Drittel der AML Patienten mit normalem Karyotyp weisen eine interne 

Tandemduplikation des FLT3 Gens auf (Estey und Döhner 2006; Fröhling et al. 2002). Die 

Punktmutationen in der Tyrosinkinasedomäne kommen hingegen nur in etwa bei 11%-14% 

der AML Patienten mit normalem Karyotyp vor (Fröhling et al. 2002; Thiede et al. 2002). 

Prognostisch gesehen ist eine FLT3-ITD Mutation für das Gesamtüberleben und die 

Remissionsdauer ein ungünstiger Faktor (Fröhling et al. 2002; Grimwade und Hills 2009; 

Thiede et al. 2002). Die prognostische Bedeutung einer FLT3-TKD Mutation wird kontrovers 
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diskutiert (Mead et al. 2007; Yanada et al. 2005), sie scheint vom Vorhandensein weiterer 

Mutationen abhängig zu sein (Bacher et al. 2008; Mead et al. 2007; Whitman et al. 2008). 

Die Ergebnisse einer internationalen RATIFY-Studie, die den FLT3-Inhibitor Midostaurin 

(PKC412) als Zusatz zu intensiver Chemotherapie und als einjährige Erhaltungstherapie bei 

der AML mit aktivierenden FLT3 Mutationen prüfte, wurden auf dem letztjährigen Kongress 

der American Society of Hematology vorgestellt (Stone et al. 2015). Sehr eindrucksvoll 

konnte hier gezeigt werden, dass die zusätzliche Gabe von Midostaurin das Überleben der 

Patienten unabhängig von einer allogenen hämatopoetischen Stammzelltransplantation 

verbesserte (Stone et al. 2015). Die Ergebnisse dieser Studie werden voraussichtlich zu 

Zulassung von Midostaurin bei der AML führen und Midostaurin wird damit ein Paradigma 

für ein neuartiges zielgerichtetes Therapieprinzip bei der AML werden.   

Am häufigsten sind Mutationen im Nucleophosmin (NPM1) Gen. Diese finden sich bei ca. 

24%-35% aller AML-Fälle (Falini et al. 2005; Thiede et al. 2006) und bei 43%-62% der AML 

Patienten mit normalem Karyotyp (Döhner et al. 2005; Schlenk et al. 2008). NPM1 ist ein 

Phosphoprotein, das zwischen Nukleous und Cytoplasma pendelt und für verschiedene 

zelluläre Vorgänge, beispielsweise Biogenese der Ribosomen oder Abwehr von zellulärem 

Stress, bedeutsam ist. Zudem ist es auch für die genomische Stabilität und die Regulation 

verschiedener Tumorsuppressorgene, wie z.B. TP53, verantwortlich (Grisendi et al. 2006). 

NPM1 Mutationen sind häufig mit FLT3 Mutationen assoziiert, in etwa 40% findet sich 

zusammen mit einer NPM1 Mutation gleichzeitig auch eine FLT3-ITD Mutation (Döhner und 

Döhner 2008). Patienten mit NPM1 ohne eine FLT3-ITD Mutation,  d.h. diejenigen, die den 

Genotyp NPM1mutiert/FLT3-ITDwildtyp aufweisen, haben eine bessere Ansprechrate auf die 

Induktionstherapie und ein längeres rezidivfreies Überleben als Patienten mit allen 

anderen Genotypen (NPM1mutiert/FLT3-ITDmutiert, NPM1wildtyp/FLT3-ITDmutiert, 

NPM1wildtyp/FLT3-ITDwildtyp) (Döhner 2007; Döhner et al. 2005; Schlenk und Döhner 2009; 

Schnittger et al. 2005). Die NPM1 Mutationen eignen sich als Marker zur Messung der 

sogenannten minimalen Resterkrankung (minimal residual disease, MRD). Mit Hilfe der 

MRD-Messung gelingt der Nachweis von residueller Leukämielast weit unterhalb der 

zytolo-morphologischen Nachweisgrenze (Buccisano et al. 2012; Hourigan und Karp 2013; 

Krönke et al. 2011). In der Studie von Krönke et al. konnte gezeigt werden, dass MRD-

Monitoring anhand von NPM1 Mutationen zu unterschiedlichen Zeitpunkten es ermöglicht 

Patienten mit einem hohen bzw. geringen Rückfallrisiko zu identifizieren (Krönke et al. 
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2011). Hierdurch entsteht die Möglichkeit durch eine frühe, präemptive Intervention, 

beispielsweise eine allogene Stammzelltransplantation, eventuell ein hämatologisches 

Rezidiv der AML zu verhindern.  

Zu den weiteren prognostisch relevanten Markern zählen CCAAT/enhancer bindig protein 

(CEBPA) Mutationen (Schlenk et al. 2008).  CEBPA ist ein Transkriptionsfaktor mit einer 

Schlüsselrolle für die Zelllinien-Differenzierung von der multipotenten myeloischen 

Progenitorzelle zu reifen neutrophilen Granulozyten (Pabst et al. 2001a). CEBPA 

Mutationen kommen bei ca. 8%-19% der AML Patienten mit normalem Karyotyp vor 

(Fröhling et al. 2004; Pabst et al. 2001b; Schlenk et al. 2008). CEBPA Mutationen kommen 

als in frame-shift Mutationen am N-terminalen Ende, sowie als in-frame Mutationen am C-

terminalen Ende des Gens vor. Durch Mutationen am N-terminalen Ende kommt es zu 

einem vorzeitigen Einbau eines Stopcodons, Mutationen am C-Terminus des Gens führen 

zu einer Beeinträchtigung der Homo- und Heterodimerisierung der DNA-Stränge. Etwa 70% 

der AML Patienten mit CEBPA Mutation zeigen bi-allelische Mutationen auf, wobei sich 

eine Mutation im Allel des N-Terminus und die andere auf dem Allel im C-Terminus findet 

(Pabst und Mueller 2007; Pabst et al. 2001b). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, 

dass CEBPA-Mutationen mit einer längeren Remissionsdauer- und Gesamtüberleben 

assoziiert sind (Fröhling et al. 2004; Mrózek et al. 2007; Schlenk et al. 2008). In aktuelleren 

Studien konnte gezeigt werden, dass dies für Patienten mit einer bi-allelischen CEBPA 

Mutation gilt, während Patienten mit einer mono-allelischen CEBPA Mutation keinen 

Überlebensvorteil gegenüber Patienten mit CEBPA Wildtyp aufwiesen (Dufour et al. 2010; 

Green et al. 2010). Zudem konnte gezeigt werden, dass AML Patienten mit bi-allelischen 

CEBPA Mutationen, im Vergleich zu Patienten mit mono-allelischer CEBPA Mutation, 

seltener Mutationen in anderen Genen aufweisen. Mono-allelische CEBPA Mutationen 

waren im Vergleich zu CEBPA Wildtyp und bi-allelischen CEBPA Mutationen häufiger mit 

NPM1 und FLT3-ITD assoziiert (Dufour et al. 2010; Taskesen et al. 2011). Aufgrund ihrer 

klinischen Bedeutung wurden NPM1- und bi-allelische CEBPA-Mutationen als eigene 

Entitäten in die aktuelle WHO-Klassifikation mit aufgenommen (Arber et al. 2016).  

Neben den eben genannten häufigsten und aktuell klinisch relevanten Genmutationen bei 

der AML gibt es eine Reihe weiterer Genmutationen, deren prognostische Bedeutung 

Gegenstand der Forschung ist. Hierzu zählt DNMT3A, welches für das Enzym DNA (cytosine-

5)-methyltransferase 3A kodiert und eine Rolle in der DNA Methylierung spielt. Die Inzidenz 
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von DNMT3A bei Patienten mit unselektierter de novo AML beträgt etwa 4-22% (Ley et al. 

2010; Yan et al. 2011) und bei AML Patienten mit normalen Karyotyp 20%-35% (Marcucci 

et al. 2012; Thol et al. 2011). Es konnte eine Assoziation von DNMT3A mit NPM1, FLT3-ITD 

und IDH1 gezeigt werden, zudem zeigte sich bei nachgewiesener DNMT3A Mutation eine 

schlechtere Prognose mit kürzerem Gesamtüberleben, insbesondere bei zusätzlich 

vorhandener FLT3-ITD Mutation (Ley et al. 2010; Thol et al. 2011). Des Weiteren wurden 

Mutationen im Wilms Tumor Supressor 1 (WT1) Gen detektiert. WT1 Mutationen kommen 

bei Patienten mit unselektierter AML und bei CN-AML Patienten zu etwa 11%-13% vor und 

können, abhängig vom zellulärem Milieu, sowohl als Tumorsuppressorgene, als auch als 

Onkogene fungieren (Gaidzik et al. 2009; King-Underwood und Pritchard-Jones 1998; 

Paschka et al. 2008; Yang et al. 2007). In der Studie von Paschka et al. konnte bei AML 

Patienten mit normalen Karyotyp und nachgewiesener WT1 Mutation eine Assoziation mit 

kürzerem Gesamtüberleben gezeigt werden. Gaidzik et al. zeigten für AML Patienten mit 

normalen Karyotyp ein kürzeres Gesamtüberleben bei nachgewiesener WT1 Mutation und 

zusätzlicher FLT3-ITD Mutation (Gaidzik et al. 2009; Paschka et al. 2008). Mutationen in Tet 

methylcytosine dioxygenase 2 (TET2) finden sich bei ca. 8%-23% aller AML Patienten und 

zu 18%-23% bei CN-AML Patienten (Chou et al. 2011; Gaidzik et al. 2012). TET2 kodiert für 

ein Enzym, welches als Dioxygenase fungiert und die Konversion von 5-Methylcytosin 

(5mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) katalysiert. Dies führt zu einer Demethylierung 

von DNA, womit TET2 eine Rolle in der epigenetischen Expressionskontrolle zukommt.  Die 

prognostische Relevanz von TET2 wird kontrovers diskutiert. In einigen Studien waren TET2 

Mutationen mit einem geringeren Gesamtüberleben assoziiert (Chou et al. 2011; Patel et 

al. 2012), in anderen Studien konnte kein Zusammenhang zwischen TET2 Mutationen und 

prognostischer Relevanz hergestellt werden (Gaidzik et al. 2012). KIT (V-kit Hardy-

Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) Mutationen finden sich häufig bei 

Patienten mit AML und den chromosomalen Translokationen t(8;21), t(16;16) und der 

Inversion 16 (inv16) der Core Binding Gene (CBF). Die Inzidenz an KIT Mutationen bei 

Patienten mit CBF-AML liegt bei etwa 25% (Paschka 2008; Paschka et al. 2006). KIT kodiert 

für ein in der Zellmembran verschiedener Zellen vorkommendes Protein aus der Familie 

der Typ-III-Rezeptor-Tyrosinkinasen. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass 

Patienten mit einer KIT Mutation eine höhere Rezidivwahrscheinlichkeit haben als CBF-

AML Patienten ohne eine KIT Mutation (Boissel et al. 2006; Park et al. 2011; Paschka et al. 

https://de.wikipedia.org/wiki/Zellmembran
https://de.wikipedia.org/wiki/Protein
https://de.wikipedia.org/wiki/Rezeptor-Tyrosinkinase
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2006; Schnittger et al. 2006). Des Weiteren wurden Mutationen im Gen Additional sex 

combs like transcriptional regulator 1 (ASXL1) bei AML Patienten detektiert. Die 

funktionelle Bedeutung von ASXL1 ist noch nicht geklärt. Das ASXL1 Protein soll als 

Bestandteil von DNA- und/oder Histon-modifizierender Komplexe an der Modulation von 

Chromatin beteiligt und somit in der epigenetischen Regulation involviert sein. Zudem soll 

ASXL1 auch als ein ligandenabhängiger Co-Aktivator oder Co-Repressor des 

Retinolsäurerezeptors (RAR und RXR) die Transkription beeinflussen (Fisher et al. 2006). Es 

konnte gezeigt werden, dass ASXL1 Mutationen vor allem bei älteren AML Patienten 

auftreten; bei Patienten >60 Jahren beträgt die Inzidenz der ASXL1 Mutationen 16%-25%, 

bei Patienten <60 Jahren etwa 4%-8% (Metzeler et al. 2011; Schnittger et al. 2013). 

Außerdem gibt es Daten, dass ASXL1 Mutationen mit sekundärer  AML assoziiert sind 

(Boultwood et al. 2010). Über allen Altersgruppen waren ASXL1 Mutationen mit einem 

schlechteren Ansprechen auf die Therapie und Gesamtüberleben assoziiert (Metzeler et al. 

2011; Patel et al. 2012; Schnittger et al. 2013).  

Die Entdeckung von molekularen Markern hat zum Verständnis zur Pathogenese der 

Erkrankung beigetragen. Im Rahmen weiterer Studien, die bei AML Patienten durchgeführt 

wurden, konnten weitere Gene identifiziert werden, die in der Pathogenese der AML 

möglicherweise ebenfalls eine Rolle spielen. Zu diesen Genen zählen unter anderem BCOR, 

BCORLI, PHF6, U2AF1, EZH2 und SMC1A (Network TCGA 2013). Ob es eine prognostische 

Relevanz dieser Mutationen gibt ist aktuell Gegenstand intensiver Forschung.  

 

1.6 Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)  

 

1.6.1 IDH1 und IDH2 Gene 

Von den fünf IDH Genen im menschlichen Genom (Zhao et al. 2009) codiert das IDH1 Gen 

für das NADP-abhängige IDH1 Enzym. Das IDH1 Gen ist auf dem langen Arm von 

Chromosom 2 (2q33.3) lokalisiert (Narahara et al. 1985) und besitzt 10 Exons 

(http://www.ensembl.org, 2016).  

Das IDH2 Gen codiert für das NADP-abhängige IDH2 Enzym, ist auf dem Chromosom 

15q26.1 lokalisiert (Oh et al. 1996) und besitzt 11 Exons (http://www.ensembl.org, 2016). 

http://www.ensembl.org/
http://www.ensembl.org/
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1.6.2 Physiologische Funktion und Lokalisation der IDH1, IDH2 und IDH3 Enzyme 

Isocitrat-Dehydrogenasen (IDH) sind Enzymkomplexe, die die oxidative Decarboxylierung 

von Isocitrat katalysieren, wobei α-Ketoglutarat entsteht. Als Cofaktor wird dabei 

Nicotinamid-adenin-dinukleotid (NAD) oder Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat 

(NADP) zu NADH (IDH3) oder NADPH (IDH1, IDH2) reduziert (Haselbeck und McAlister-Henn 

1993). Das IDH1 Enzym kommt sowohl im Cytoplasma als auch in den Peroxisomen vor 

(Geisbrecht und Gould 1999); das IDH2 Enzym kommt in den Mitochondrien vor (Haselbeck 

und McAlister-Henn 1993). IDH1 und IDH2 sind Homodimere und spielen eine wichtige 

Rolle in der Suppression von Apoptose und in der Abwehr von intrazellulärem oxidativen 

Stress. Im Organismus entstehen reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) 

in den Mitochondrien als Nebenprodukt der Zellatmung oder auch im Rahmen von 

Entzündungsreaktionen. Durch die Produktion von NADPH wird reduziertes Glutathion 

regeneriert, folglich können durch die Glutathion-Reduktase und Peroxidase freie Radikale 

abgefangen werden und so die Auswirkungen von oxidativen Stress reduziert (Jo et al. 

2001; Kim et al. 2007; Lee et al. 2004). Dies geschieht beispielsweise über die Reduktion 

von toxischem Wasserstoffperoxid durch die Glutathion-Reduktase:  

2 Glutathion-SH + H2O2 -> Glutathiondisulfid + 2 H2O. 

Reduziertes NADPH, welches durch IDH1 und IDH2 produziert wird, spielt eine wichtige 

Rolle im Lipidmetabolismus und in der Cholesterinbiosynthese. So konnte an transgenen 

Mäusen durch Überexpression des zytosolischen IDH1 Enzyms gezeigt werden, dass diese 

an Übergewicht, Steatosis hepatis (Leberverfettung) und Hyperlipidämie leiden (Koh et al. 

2004).  

IDH3 ist ein Heterotetramer und NAD-abhängiges Enzym, das in den Mitochondrien 

vorkommt und eine wichtige Rolle in der Energiegewinnung im Citratcyklus spielt 

(Ceccarelli et al. 2002). Ob IDH3 auch eine Rolle in der Tumorgenese spielt, ist Gegenstand 

der aktuellen Forschung. In der Studie von Krell et al. konnten bei Patienten mit 

Glioblastom keine IDH3 Mutationen nachgewiesen werden (Fu et al. 2010; Krell et al. 2011).  

 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Proteinkomplex
http://de.wikipedia.org/wiki/Oxidation
http://de.wikipedia.org/wiki/Isocitrat
http://de.wikipedia.org/wiki/Katalyse
http://de.wikipedia.org/wiki/%CE%91-Ketoglutarat
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1.6.3 Die Rolle von IDH1 und IDH2 Mutationen in der Tumorgenese 

Nach dem aktuellen Forschungsstand gibt es mehrere Theorien über die Rolle von IDH1 

und IDH2 Mutationen in der Tumorgenese. Es ist anzumerken, dass die Pathogenese von 

IDH1 und IDH2 Mutationen bisher vor allem an Patienten mit Gehirntumoren, 

insbesondere mit Glioblastom, sowie an AML Patienten untersucht wird. An dieser Stelle 

werden zwei mögliche Hypothesen postuliert.  

Die erste Hypothese zur Tumorgenese durch IDH1 und IDH2 Mutationen betrifft die Rolle 

von IDH im Zell-Metabolismus. Mutationen von Enzymen, die den Citratzyklus betreffen, 

weisen ähnliche Mechanismen auf, die zur Tumorgenese führen (Thompson 2009). Die 

Schlüsselrolle im Tumorwachstum kommt dabei dem Hypoxia-inducible-factor (HIF) zu, da 

dieser als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle im Glucose Metabolismus spielt und die 

VEGF (vascular endothelial growth factor) getriggerte Angiogenese fördert (Yan et al. 

2009). Normalerweise sorgt die Prolylhydroxylase bei Vorhandensein von Sauerstoff für 

den Abbau von HIF-1L, wobei α-Ketoglutarat (α-KG) und Eisen als Cofaktoren verbraucht 

werden (Kaelin und Ratcliffe 2008). Nahezu alle bisher detektierten IDH1 Mutationen 

resultieren in einem Austausch der Aminosäure Arginin in Position 132, wobei die 

Substitution mit Histidin am häufigsten ist (R132H) (Balss et al. 2008; Hartmann et al. 2009; 

Yan et al. 2009) und zu einer verminderten Aktivität (loss of function) des Enzyms führt (Yan 

et al. 2009; Zhao et al. 2009). Analog hierzu findet sich bei IDH2 Mutationen häufig ein 

Austausch der Aminosäure Arginin in Position 172 oder in Position 140 (Ward et al. 2010; 

Yan et al. 2009; Zhao et al. 2009). Die aufgehobene Fähigkeit des Wildtyp Enzyms gilt auch 

für IDH2 (R172) Mutationen (Yan et al. 2009). Dadurch kann weniger Isocitrat zu α-KG 

oxidativ decarboxyliert werden. Die Prolylhydroxylase kann folglich weniger α-KG 

verwenden, HIF-1L wird stabilisiert und aktiviert, wodurch die Tumorgenese gefördert wird 

Abbildung 1. Übersicht über die Lokalisation der IDH1, IDH2 und IDH3 Proteine. Abkürzungen: IDH: 
Isocitratdehydrogenase, NAD(P): Nicotinamid-adenin-dinukleotid-(phosphat) 

Cytoplasma 

Peroxisom 

Mitochondrium 

Mitochondrium 
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(Thompson 2009; Zhao et al. 2009). Zudem konnte gezeigt werden, dass IDH1 (R132H) 

Mutationen, in einem dominant-negativen Verhalten, die Wildtyp Aktivität von IDH1 in 

vitro inhibieren, in dem sie ein Heterodimer bilden und so nur noch 4% der Wildtyp 

Funktion ausführen (Zhao et al. 2009). Dies führte zur Annahme, dass IDH1 und IDH2 als 

Tumorsupressorgene funktionieren können (Reitman et al. 2010; Zhao et al. 2009).  

 

Als Grundlage der zweiten Hypothese zur Tumorgenese durch IDH1 und IDH2 Mutationen 

konnte gezeigt werden, dass IDH1 R132 Mutationen nicht nur zu einem Verlust der 

normalen Enzymaktivität führen, sondern auch gleichzeitig ein Protein mit neomorpher 

Aktivität generieren, das nun die Reaktion von α-KG zu R(-)-2-Hydroxyglutarat (R-2-HG) 

kalatalysiert. (Dang et al. 2009). Diese neomorphe Enzymaktivität wird durch strukturelle 

Veränderungen im Enzym erklärt und konnte auch für weitere IDH1 Mutationen im Codon 

132 wie R132C (Cystein), R132L (Leucin) und R132S (Serin) nachgewiesen werden. In 

unmutierten IDH Enzymen bilden die Reste von IDH1 R132, als auch von IDH2 R172 und 

IDH2 R140 Wasserstoffbrückenbindungen mit dem β-Carboxylrest von Isocitrat. 

Mutationen in diesen Resten favorisieren die Konversion von α-KG zu R-2-HG, wobei dieses 

Isocitrat strukturell ähnelt aber keine β-Carboxylgruppe enthält (Reitman et al. 2010; Ward 

et al. 2010). Die Oxidation von NADPH zu NADP+ läuft hingegen regelrecht ab. Die in vitro 

erhöhte Aktivität des Enzyms wurde bestätigt, in dem in allen untersuchten Gliomen, die 

die IDH1 R132 Mutation trugen, statistisch signifikant erhöhte R-2-HG Level gefunden 

wurden (Dang et al. 2009). Auch in der Leukämogenese ist R-2-HG von Bedeutung, so 

konnten erhöhte R-2-HG Spiegel bei Patienten mit AML und IDH1 bzw. IDH2 Mutation 

nachgewiesen werden (Fathi et al. 2012; Gross et al. 2010; Janin et al. 2014; Losman et al. 

2013; Ward et al. 2010). Aktuelle Studien zeigen, dass R-2-HG als kompetitiver Inhibitor von 

α-KG abhängigen Enzymen fungiert, und α-KG abhängige Dioxygenasen, wie Histon- und 

DNA-Demethylasen wie z.B. Enzyme der TET Familie, inhibiert (Figueroa et al. 2010a; Lu et 

al. 2012; Turcan et al. 2012; Xu et al. 2011). Folglich kommt es zu einer DNA- und Histon 

Hypermethylierung. Die α-KG abhängigen Dioxygenasen sind in der epigenetischen 

Kontrolle von Genexpression und Zelldifferenzierung involviert und spielen daher auch eine 

wichtige Rolle in der Tumorgenese. So konnte für die Pathogenese der Glioblastome 

gezeigt werden, dass durch die Dominanz von R-2-HG die α-KG abhängige 

Prolylhydroxylase inhibiert wird und in Folge HIF-1L übermäßig aktiviert wird (Ichimura 
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2012). In einer Studie von Figueroa et al. wurde bei 344 AML Patienten eine genomweite 

Methylierungsanalyse durchgeführt und 16 methylierungsassoziierte Subtypen 

identifiziert, wobei fünf neue Subtypen mit spezifischer epigenetischer Signatur, ohne 

bisher bekannte genetische oder molekulare Merkmale, nachgewiesen wurden (Figueroa 

et al. 2010b). In einer weiteren Studie konnte nachgewiesen werden, dass zwei der bisher 

fünf unbekannten epigenetischen Subtypen die IDH1 und IDH2 Mutationen darstellen und 

diese Subtypen mit einer umfassenderen Promoter Hypermethylierung assoziiert sind als 

andere AML Subtypen. Somit konnten IDH1 und IDH2 Mutanten spezifische 

Hypermethylierungssignaturen zugwiesen werden. Außerdem wurde gezeigt, dass IDH1 

und IDH2 Mutationen nicht gemeinsam mit TET2 Mutationen vorkommen (Figueroa et al. 

2010a). Wie schon erwähnt kodiert TET2 für ein Enzym, welches als Dioxygenase fungiert 

und die Konversion von 5-Methylcytosin (5mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) 

katalysiert. Dies führt zu einer Hypermethylierung von DNA. Es ist anzunehmen, dass TET2 

Mutationen ähnliche epigenetische Effekte wie IDH1 und IDH2 Mutationen haben, da die 

IDH1 und IDH2 Mutanten die physiologische Funktion von TET2 inhibieren. IDH1, IDH2 und 

TET2 Mutationen induzieren so jeweils eine Störung der Hämatopoese sowie eine 

vermehrte Expression zellulärer Stammzellmarker und haben daher wahrscheinlich einen 

leukämogenen Effekt (Figueroa et al. 2010a).  

In einer weiteren Arbeit von Sasaki et al. führte die Expression von IDH1 R132 Mutationen 

in knock-in Maus Modellen im hämatologischen Gewebe zu einem Nachweis von 10-fach 

höheren 2-HG Serum Spiegeln als in Wildtyp-Mäusen und zu einer Zunahme an frühen 

Vorläuferzellen, Anämie, Splenomegalie und extramedullärer Hämatopoese. Außerdem 

wiesen die Zellen der Mäuse mit den IDH1 R132 Mutationen charakteristische 

epigenetische Eigenschaften mit übermäßig stark methylierten Histonen und veränderter 

DNA Methylierung auf und ähnelten somit menschlichen AML Zellen mit IDH1 bzw. IDH2 

Mutationen (Sasaki et al. 2012). Die Mäuse mit IDH1 R132 Mutation wiesen jedoch keinen 

leukämischen Phänotyp auf und zeigten ein ähnliches Gesamtüberleben wie die Wildtyp 

Mäuse, was darauf hinweist, dass eine IDH1 bzw. IDH2 Mutation alleine nicht ausreicht um 

eine AML zu induzieren.  
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1.6.4 Klinische und prognostische Bedeutung der IDH1 und IDH2 Mutationen 

Mutationen im menschlichen IDH1 Gen (p.R132C) wurden erstmals bei einem Patienten 

mit Colonkarzinom in einer Lebermetastase nachgewiesen (Sjöblom et al. 2006). 

Mutationen im Codon 132 von IDH1 wurden in einer weiteren Studie bei 3% der Patienten 

mit Prostatakarzinom und bei 2% der Patienten mit reifzelliger B-Zellvorläufer 

lymphatischen Leukämie (B-ALL) nachgewiesen (Kang et al. 2009). In einer Studie von 

Parsons et al. konnte gezeigt werden, dass IDH1 Mutationen im Codon R132 bei 12% von 

untersuchten Patienten mit Glioblastoma multiforme, dem häufigsten bösartigen 

Gehirntumor bei Erwachsenen, vorkommen (Parsons et al. 2008). Nachfolgende Studien 

konnten Mutationen ebenfalls im Codon R132 von IDH1 bei der Mehrheit (>70%) von 

Astrozytomen II° und III° und bei Oligodendrogliomen, sowie in >70% sekundärer 

Glioblastome, die aus Progression von Vorstufen entstehen, identifizieren (Balss et al. 

2008; Bleeker et al. 2009; Ichimura et al. 2009; Kang et al. 2009; Sanson et al. 2009; 

Watanabe et al. 2009; Yan et al. 2009). Darüber hinaus wurden bei diesen Gehirntumoren 

zu etwa 3% auch Mutationen im Codon R172 von IDH2 gefunden; beide Mutationen traten 

nie gleichzeitig in einem Patienten auf (Hartmann et al. 2009; Yan et al. 2009). Im Rahmen 

einer multivariaten Analyse, in die Alter, Grad des Tumors, das genomische Profil und die 

Therapie mit einflossen, konnte gezeigt werden, dass die IDH1 Mutation ein unabhängiger, 

prognostisch günstiger Marker bei Glioblastomen in Bezug auf das Gesamtüberleben ist 

(Sanson et al. 2009). So haben Patienten mit Glioblastoma multiforme mit IDH1 oder IDH2 

Mutation ein mittleres Gesamtüberleben von 31 Monaten, was signifikant länger im 

Vergleich zu 15 Monaten von Patienten mit Wildtyp IDH1 oder IDH2 ist (Yan et al. 2009). 

Hier ist jedoch anzumerken, dass das Gesamtüberleben bei Patienten mit Glioblastom auch 

vom Methylierungsstatus des DNA-Reparatur-Enzyms O6-Methyl-Guanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT) abhängig ist. Methylierung des MGMT Promotors führt bei 40% 

der Patienten zur verbesserten Ansprechen einer Alkylantien Chemotherapie und somit zu 

einem verlängerten Gesamtüberleben (Esteller et al. 2000). Patienten mit IDH1 Mutation 

und MGMT-Methylierung zeigten in einigen Studien ein signifikant längeres 

Gesamtüberleben  (Molenaar et al. 2014; Wang et al. 2014). Nachdem lange Zeit keine IDH 

Mutationen in weiteren menschlichen Tumoren gefunden wurden (Bleeker et al. 2009; 

Kang et al. 2009), konnten nach Sequenzierung eines kompletten AML Genoms IDH1 

Mutationen bei Patienten mit AML nachgewiesen werden (Mardis et al. 2009). In dieser 
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Studie wurden IDH1 Mutationen bei 15 (8%) von 187 Patienten mit unselektierter AML 

gefunden, wobei diese mit einem normalen Karyotyp assoziiert waren [13/80 (16%)]. Alle 

diese Mutationen waren im Codon 132 mutiert; Mutationen, die zur Substitution von 

Arginin mit Cystein führten (p.R132C) waren am häufigsten. IDH2 Mutationen wurden in 

dieser Kohorte nicht gefunden (Mardis et al. 2009). Im Jahr 2010 wurde eine Studie mit 

einer großen Kohorte von 805 jüngeren Erwachsenen (<60 Jahre) AML Patienten 

veröffentlicht (Paschka et al. 2010). In dieser Studie wurden IDH1 oder IDH2 Mutationen 

bei 16% von Patienten mit unselektierter AML gefunden; IDH1 in 7,6% und erstmals IDH2 

in 8,7%; bei zwei Patienten fand sich sowohl eine IDH1, als auch eine IDH2 Mutation. Bei 

den IDH1 Mutationen war R132H am häufigsten, bei IDH2 R140Q (Glutamin).  

Die prognostische Relevanz von IDH1 und IDH2 Mutationen in Patienten mit AML ist aktuell 

Gegenstand der Forschung und wird kontrovers diskutiert. IDH1 Mutationen sind 

signifikant mit NPM1 Mutationen assoziiert und erweisen sich für CN-AML Patienten als 

prognostisch ungünstig (komplette Remissionsrate, Gesamtüberleben), wenn diese 

zusätzlich den Genotyp NPM1mutiert/FLT3-ITDwildtyp aufweisen (Boissel et al. 2010; Ho et al. 

2010; Marcucci et al. 2010; Paschka et al. 2010; Schnittger et al. 2010). In einer weiteren 

Studie war ein Polymorphismus (SNP rs11554137) im Exon 4 von IDH1 mit schlechtem 

Outcome (Gesamtüberleben) für molekulare Hochrisiko CN-AML Patienten (NPM1widtyp 

oder FLT3-ITDmutiert) assoziiert (Wagner et al. 2010). Interessanterweise ist die IDH2 R172 

Mutation kaum mit anderen, für die Prognostik bedeutsamen, Mutationen assoziiert und 

scheint eine schlechtere Prognose in Bezug auf das Erreichen einer kompletten Remission 

zu haben (Boissel et al. 2010; Green et al. 2011; Marcucci et al. 2010; Paschka et al. 2010). 

In einigen Studien konnte kein Zusammenhang zwischen dem IDH1 bzw. IDH2 

Mutationsstatus und der prognostischen Signifikanz nachgewiesen werden (Chou et al. 

2010a; Ho et al. 2010; Ravandi et al. 2012; Shen et al. 2011; Thol et al. 2010). 
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1.7 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine große Kohorte von AML Patienten (n=920), die im 

Rahmen einer multizentrischen Therapiestudie der deutsch-österreichischen AML 

Studiengruppe (AMLSG) intensiv behandelt wurden, retrospektiv auf Mutationen in den 

IDH1 und IDH2 Genen zu untersuchen. Das Ziel war die Inzidenz von IDH1 und IDH2 

Mutationen klinisch gut charakterisierter jüngerer (18 bis 60 Jahre) AML Patienten zu 

bestimmen und die klinische Bedeutung der beiden Mutationen zu evaluieren.  
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Verwendete Geräte und Materialien 

Tabelle 3. In dieser Arbeit verwendete Geräte 

Geräte  Hersteller 

Accu-Jet® Pipettierhilfe Brand GmbH, Wertheim 

Beschriftungsgerät Brother P-Touch 

2450DX 

Brother International GmbH, Bad Vilbel 

Blockthermostat Liebisch Labortechnik, Bielefeld 

Crushed Ice Maschine Scotsman AV100 Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA 

Elektrophoresekammer mit Schlitten, 

Schiene, Kabeln und Kämmen 

Thermo Scientific OWL Seperation 

Systems, Asheville, USA 

Gene Genius Bio Imaging System mit  

Drucker  

Syngene, Frederick, USA 

Magnetrührer IKA Labortechnik, Staufen 

Mehrfachdispenser, HandyStep® Brand GmbH, Wertheim 

Mehrkanalpipette, Transferpette® Brand GmbH, Wertheim 

Mikrowelle Siemens AG, München 

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

PCR/CSR Geräte 

Veriti 96-Well Thermal Cycler 

2720 Thermal Cycler 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

Pipette 0,1-2,5 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette 0,5-10 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette 10-100 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette 100-1000 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette 2,0-20 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette 20-200 µl Eppendorf, Hamburg 

Präzisionswaage MS603S Mettler Toledo, Giessen 

Sequenzierer 3130xl Genetic Analyzer Applied Biosystems, Foster City, USA 

Spannungsquelle EPS 600 und 1001 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Thermomixer 5437 Eppendorf, Hamburg 
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Vortexer/Schüttler Heidolph Reax 1R Heidolph, Schwabach 

Wave® 3500HT System Transgenomic, Glasgow, UK 

Zentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge Galaxy Mini und MiniStar VWR, Darmstadt 

Zentrifuge Multifuge 4 KR Heraeus, Newport Pagnell, UK 

 

 

Tabelle 4. In dieser Arbeit verwendete Materialien 

Materialien Hersteller 

Einmalspritzen Omnifix 1 ml Braun, Melsungen 

Erlenmeyer-Kolben DURAN Group GmbH, Wertheim/Main 

und VWR, Darmstadt 

Falcon BlueMaxTM Röhrchen 50 ml Becton, Dickinson, Heidelberg 

Kanüle 100 Sterican® Braun, Melsungen 

MicroAmp® 8-Tube und 8-Cap Strip Applied Biosystems, Foster City, USA 

MicroAmp® Optical 96-Well Applied Biosystems, Foster City, USA 

Mikrotiterplatte 96-Well VWR, Darmstadt 

Pipettenspitzen Biosphere® mit Filter 

(10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl) 

Sarstedt, Nümbrecht 

Präzisions Dispenser Tips 0,5 ml und 2,5 

ml 

Brand GmbH, Wertheim 

Reaktionsgefäß Safe Seal 1,5 ml und 2,0 

ml 

Sarstedt, Nümbrecht 

Reaktionsgefäß ohne Deckel 2,0 ml 

(Collection Tube) 

Axygen, Union City, USA 

Septen für 96-Well Platte Applied Biosystems, Foster City, USA 

Stabpipette, serologisch, 25 ml und 50 ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Standzylinder Brand GmbH, Wertheim 
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2.1.1 Zusammensetzung der verwendeten Lösungen 

Tabelle 5. Zusammensetzung des 1x TE-Puffers 

Reagenzien Volumen Hersteller 

1 M TRIS pH 8,0 500 µl Ambion, Austin, USA 

0,5 M EDTA pH 8,0 10 µl Ambion, Austin, USA 

DEPC Wasser ad 50 ml Invitrogen, Karlsruhe 

 

Tabelle 6. Zusammensetzung des 50x TAE-Puffers 

Reagenzien Volumen Hersteller 

Trizma Base (>99,9% 

Titration) 

242 g Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Aqua Delta Select 600 ml AlleMan Pharma GmbH, 

Rimbach 

Essigsäure 100% 57 ml AppliChem, Darmstadt 

EDTA-Puffer 100 ml Applied Biosystems, 

Foster City, USA 

Aqua Delta Select ad 1000 ml AlleMan Pharma GmbH, 

Rimbach 

 

Tabelle 7. Zusammensetzung des 3x Laufpuffers OrangeG 

Reagenzien Volumen Hersteller 

OrangeG 0,2 g Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Glycerol 15 ml Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

Aqua ad iniectabilia Braun 

 

ad 100 ml Braun, Melsungen 

 

2.2 Materialgewinnung 

Für die Analyse wurden mononukleäre Zellen verwendet. Die mononukleären Zellen 

wurden zuvor mittels Dichtegradienten-Zentrifugation aus dem Knochenmark- oder 

peripheren Blut gewonnen und bei -80°C oder in Flüssigstickstoff gelagert.  
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2.3 Übersicht über das Vorgehen bei der IDH 1 und IDH 2 Mutationsanalyse 

 
Abbildung 2. Übersicht über das Vorgehen der IDH1 und IDH2 Mutationsanalyse. Abkürzungen: CSR: cycle 
sequencing reaction, DHPLC: denaturierende Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie, DNA: 
Desoxyribonukleinsäure, PCR: Polymerase-Kettereaktion 

 

2.4 DNA Extraktion aus mononukleären Zellen 

Tabelle 8. Benötigte Reagenzien zur DNA-Isolierung 

Reagenzien Hersteller 

10x Blue Juice Loading Puffer Invitrogen, Karlsruhe 

ALL-Prep DNA/RNA Mini Kit (50) Qiagen GmbH, Hilden 

DEPC Wasser Invitrogen, Karlsruhe 

Ethanol absolute Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Agarose Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

QIAshredder (250) Qiagen GmbH, Hilden 

RNase-free DNase Set (50) Qiagen GmbH, Hilden 

SUPERase In (RNase Inhibitor) Ambion, Austin, USA 

TE-Puffer Siehe Tabelle 5 

TAE Puffer Siehe Tabelle 6 

TrackltTM 1 kb DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe  

TRIzol®Reagenz Invitrogen, Karlsruhe 

9. Sequenzierung und Mutationsanalyse

8. CSR Aufreinigung

7. Cycle Sequencing Reaction (CSR)

6. PCR Aufreinigung

5. Erneute PCR und Gelelektrophorese der Proben mit auffälligen DHPLC Profilen

4. Denaturierende Hochdruckflüssigkeits-Chromatographie (DHPLC)

3. Gelelektrophorese

2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

1. DNA Extraktion
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Die Lagerung der Reagenzien erfolgte bei Raumtemperatur, mit Ausnahme der ungelösten 

DNAse, welche im Kühlschrank aufbewahrt wurde und des Superase In, welcher bei -20°C 

aufbewahrt wurde. 

Die DNA Isolierung der mononukleären Zellen aus dem Knochenmark bzw. Blut erfolgte 

mittels Allprep DNA/RNA Mini Kit der Firma QIAGEN. Die Durchführung erfolgte mit den 

mitgelieferten Reagenzien und anhand der Anleitung des Herstellers. Dabei wurden die bei 

-80°C aufbewahrten Zellpellets zunächst in einem denaturierenden Puffer, welcher DNasen 

und RNasen inaktiviert, lysiert und anschließend mit Hilfe einer Pipette homogenisiert. Das 

so entstandene Lysat wurde danach auf eine QIAGEN Allprep DNA spin Säule pipettiert, 

welche im Zusammenhang mit dem hohen Salzgehalt des Puffers, eine selektive und 

effiziente Bindung der genomischen DNA an die Säulenmembran gewährleistete (Allprep 

DNA/RNA Handbuch des Herstellers). Nach zwei Waschschritten und erneutem 

Abzentrifugieren wurde die DNA in TE-Puffer pH 7,0 eluiert. Die gewonnen DNA Fragmente 

haben eine durchschnittliche Größe von etwa 15-30 kb und können anschließend für 

weitere Analysen, wie die PCR, eingesetzt werden. Einige der Pellets wurden mit Hilfe des 

TRIzol®Reagenz der Firma Invitrogen bearbeitet. Dazu wurden ebenfalls die mitgelieferten 

Reagenzien verwendet und anhand der Anleitung des Herstellers verfahren. Dieses 

Verfahren der DNA Isolierung basiert auf der so genannten „single step“ Methode unter 

der Verwendung von saurem Guanidiniumthiocyanat, Phenol und Chloroform 

(Chomczynski und Sacchi 1987). Trizol enthält Guanidiniumthiocyanat, das die Zellen lysiert 

und RNasen inaktiviert. Zusätzlich enthält das Reagenz Phenol, in dem sich DNA und 

Proteine lösen. Durch die Zugabe von Chloroform und anschließender Zentrifugation 

erfolgte die Phasentrennung. Nun waren drei Phasen zu erkennen: Die obere wässrige 

Phase enthielt die RNA, die Interphase die DNA und die untere Chloroformphase Proteine. 

Als letzter Schritt wurde die DNA mit absolutem Ethanol gefällt und nach mehreren 

Waschschritten in TE-Puffer eluiert.  Nach Fertigstellung der isolierten DNA-Lösung, wurde 

eine photometrische Konzentrationsmessung bei einer Wellenlänge von 260 nm mittels 

NanoDrop ND-1000 durchgeführt. Hierfür wurde etwa 1 µl der DNA-Lösung auf die 

Messfläche des Spektralphotometers pipettiert und anschließend die Konzentration, sowie 

das Verhältnis der Absorption bei 260/280 nm gemessen. Dieses Verhältnis wurde als Maß 

für die Qualität der Probe herangezogen, wobei für genomische DNA ein Wert von etwa 

http://de.wikipedia.org/wiki/Guanidiniumthiocyanat
http://de.wikipedia.org/wiki/Guanidiniumthiocyanat
http://de.wikipedia.org/wiki/Phenol
http://de.wikipedia.org/wiki/Chloroform
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1,8 als allgemein „rein“ angesehen wird (NanoDrop ND-1000 User Manual). Die DNA 

Lösung wurde für die weitere Verarbeitung bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt.  

 

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Tabelle 9. Für die PCR notwendigen Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

10x PCR Puffer (ohne Mg2+) Transgenomic, Glasgow, UK 

Aqua ad iniectabilia Braun Braun, Melsungen 

IDH1/2-F-Primer (10 pmol/µl) Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

IDH1/2-R-Primer (10 pmol/µl) Eurofins MWG Operon, Ebersberg 

Desoxynucleoside Triphosphate Set Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

MgSO4 PCR Puffer (25 mM) Transgenomic, Glasgow, UK 

Optimase Polymerase Transgenomic, Glasgow, UK 

Zelllinie OCI-AML3 (Wildtypkontrolle) DSMZ GmbH, Braunschweig 

 

2.5.1 Vorbereitung und Primer 

Das Ausgangsmaterial für die PCR war die extrahierte genomische DNA der mononukleären 

Zellen des Knochenmarks oder des peripheren Blutes.  Im ersten Schritt wurden die DNA-

Proben auf eine Konzentration von 100 ng/µl verdünnt. Bei Proben, bei denen dies auf 

Grund geringer Ausgangskonzentration nicht möglich war, wurde entsprechend mehr DNA 

in die PCR eingesetzt. Für die Herstellung der dNTP-Stocklösung wurden je 25 µl von dATP-

, dCTP-, dGTP- und dTTP-Lösung der Konzentration 25 mM vermengt und 1:10 mit Aqua 

dest. verdünnt. Um die richtige Primerkonzentration von 10 pmol/µl zu erhalten wurden 

10 µl der 100 pikomolaren Stocklösung mit 90 µl Aqua dest. gemischt. Für das Design der 

Primer wurden die NCBI Referenzsequenzen NM_005896.2 (IDH1) oder NM_002168.2 

(IDH2) verwendet. In vorangegangenen Mutationsanalysen hatte sich Exon 4 als 

Mutationscluster im IDH1 und IDH2 Gen erwiesen. (Marcucci et al. 2010; Yan et al. 2009). 

Deshalb wurde die Lokalisation der Primer so gewählt, dass Exon 4 komplett erfasst wurde. 

Die benötigten Primer wurden über die Firma MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. Als 

Primer wurden folgende verwendet: 

IDH1f3: (5`-CCA TTT GTC TGA AAA ACT TTG CT-3’) 

IDH1r3: (5`-TCA CAT TAT TGC CAA CAT GAC TT-3’) 
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IDH2f2: (5`-GCT GCA GTG GGA CCA CTA TT-3’) 

IDH2r1: (5`-TGT GGC CTT GTA CTG CAG AG-3’) 

 

Als Polymerase wurde die hitzestabile Optimase Polymerase verwendet. Diese ist laut des 

Herstellers mit dem später verwendetem Wave® (DHPLC; denaturing high performance 

liquid chromatography/denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie) 

kompatibel. Die Polymerase besitzt eine effiziente 3`→5` Exonukleaseaktivität, die für das 

Ausbessern fälschlicherweise synthetisierter Nukleotide verantwortlich ist (proof reading 

Aktivität). Eine hohe Fehlerrate würde im DHPLC-Chromatogramm zu einer Veränderung 

des Peak-Profils führen. 

2.5.2 PCR Ansatz  

Tabelle 10. Reagenzien für den PCR Ansatz 

Reagenzien Volumen in µl 

10x PCR Puffer (ohne Mg2+) 5 

Aqua ad iniectabilia Braun 30,9 

DNA (100 ng/µl) 2 

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP, je 2,5 mM) 

4 

IDH1/2-F-Primer (10pmol/µl) 2 

IDH1/2-R-Primer (10pmol/µl) 2 

MgSO4 PCR Puffer (25 mM) 3,6 

Optimase Polymerase 0,5 

       =50 µl 

 

Die beiden Puffer, Polymerase, dNTPs und Primer wurden bei -20°C gelagert, das 

destillierte Wasser bei Raumtemperatur. 

 

2.5.3 PCR Reaktionsprotokoll 

Zur Durchführung der PCR wurde pro Probe ein 48 µl fassender Mastermix aus dem oben 

genannten PCR Ansatz und je 2 µl DNA zusammen pipettiert. Des Weiteren wurde bei jeder 

Patientenanalyse die Zelllinie OCI-AML3 als Wildtypkontrolle, die später für das DHPLC 

benötigt wird, und eine Leerwertprobe, die keine DNA (non-template-controle=NTC) 
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enthält und zum Ausschluss von Kontamination dient, mitgeführt. Sämtliche 

Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt, um ein vorzeitiges Beginnen der Reaktion 

auszuschließen.  Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur in vitro Amplifikation 

definierter DNA-Fragmente und beruht auf zyklischer Wiederholung von drei Schritten 

(Saiki et al. 1985). Als erstes wurde die doppelsträngige DNA durch Erhitzen auf 95°C in 

zwei Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). Danach wurde schnell auf 54°C (IDH1) 

bzw. 58.3°C (IDH2) abgekühlt um eine Rückbildung der Doppelhelix zu verhindern. Die 

Temperatur wurde anschließend 30 Sekunden gehalten um die Anlagerung (Annealing) von 

synthetischen Oligonukleotiden (Primern) an das 3‘-Ende des zu untersuchenden 

Genbereiches zu erlauben. Die genaue Temperatur wurde dabei mit Hilfe der frei 

verfügbaren Software Primer 3 Blast (NCBI) und durch die Länge und Sequenz des Primers 

bestimmt (54°C für IDH1 und 58,3°C für IDH2). Die Primer hybridisieren an eine DNA-

Einzelstrang-Matrize an einer zu seiner Sequenz komplementären Stelle und dienen 

anschließend der DNA-Polymerase als Startpunkt zur Amplifikation der DNA. Als letzten 

Schritt kommt es zur sogenannten Elongation, wobei die DNA-Polymerase vom 3‘-Ende aus 

die fehlenden Nukleotide synthetisiert. Die Temperatur für diesen Schritt beläuft sich auf 

72°C. Die soeben genannten Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation wurden 32 

mal im Thermocycler wiederholt, wobei die DNA-Stränge exponentiell amplifiziert wurden. 

Die amplifizierten DNA-Fragmente besitzen eine Größe von 360 bp (IDH1) und 293 bp 

(IDH2). Nach Vollendung aller durchlaufener Zyklen kühlt der Thermocycler auf 4°C ab und 

hält diese Temperatur bis zum Weiterverarbeiten des Reaktionsansatzes aufrecht. 

   

IDH1: 
1. 95°C  5 Minuten 
2. 95°C  30 Sekunden  
3. 54°C  30 Sekunde 
4. 72°C  40 Sekunden 
5. 72°C  7 Minuten 
6. 4°C  ∞  

 

IDH2: 
1. 95°C  5 Minuten 
2. 95°C  30 Sekunden  
3. 58,3°C  30 Sekunde 
4. 72°C  30 Sekunden 
5. 72°C  7 Minuten 
6. 4°C  ∞  

Schritte 2-4: x32 

Schritte 2-4: x32 
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2.6 Gelelektrophorese der DNA Produkte 
Tabelle 11. Reagenzien für die durchgeführte Gelelektrophorese 

Reagenzien  Hersteller 

Agarose Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Ethidiumbromidlösung 1%; 10 mg/ml Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

TrackltTM 100 bp DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe  

Orange G Loading Puffer Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

 

Die Reagenzien wurden, bis auf Agarose, die bei Raumtemperatur gelagert wurde, im 

Kühlschrank aufbewahrt. 

Die Überprüfung einer erfolgreichen PCR-Reaktion erfolgte mittels 

Agarosegelelektrophorese. Hierfür wurde ein 2%-iges Gel mittels Aufkochen von Agarose 

(z.B. 3 g) mit TAE Puffer (z.B. 150 ml) hergestellt. Danach wurden 5-10 µl vom jeweiligen 

PCR Produkt mit 5 µl des Ladepuffers OrangeG gemischt und anschließend in die 

Geltaschen pipettiert. Außerdem wurde die in der PCR mitgeführte Leerwertprobe, 

bestehend aus einem Reaktionsansatz ohne DNA, in die Geltaschen pipettiert. Um die 

Länge der PCR Produkte abschätzen zu können, wurde flankierend zu den DNA-Proben, ein 

standardisierter Marker (TrackItTM 100 bp DNA Ladder) aufgetragen. Die 

elektrophoretische Auftrennung der DNA Fragmente erfolgte bei 120 V, 400 mA und 100 

W über 40 Minuten. Dabei wanderte die DNA, auf Grund ihrer negativ geladenen 

Phosphatgruppen, von der negativ geladenen Kathode zur positiv geladenen Anode. Nach 

der erfolgten Elektrophorese wurde das Gel anschließend für etwa 30 Minuten in 

Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) gelegt. Durch die Interkalation von Ethidiumbromid in 

die Nukleinsäuren war es möglich die amplifizierten DNA Fragmente durch Anregung mit 

ultraviolettem Licht fluoreszieren zu lassen.  

http://de.wikipedia.org/wiki/Ultraviolettes_Licht


  2. MATERIAL UND METHODEN 

37 
 

 

 

            

 

   

2.7 Denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie (DHPLC) 

Tabelle 12. Reagenzien für die DHPLC  

Reagenzien Hersteller 

WaveTM High Range Mutation Standard Transgenomic, Glasgow, UK 

WaveTM Low Range Mutation Standard Transgenomic, Glasgow, UK 

WaveTM Puffer A: 0,1 M TEAA in H2O, pH 7 Transgenomic, Glasgow, UK 

WaveTM Puffer B: 0,1 M TEAA in H2O, 25% 

Acetonitril, pH 7 

Transgenomic, Glasgow, UK 

WaveTM Puffer D: 75% Acetonitril in H2O Transgenomic, Glasgow, UK 

WaveTM Syringe Wash Solution 

(Injektionsspritzenwaschlösung):  4-5%  

Acetonitril in H20 

Transgenomic, Glasgow, UK 

 

Die Aufbewahrung der Reagenzien erfolgte bei Raumtemperatur, mit Ausnahme der 

Standards, welche bei -20°C aufbewahrt wurden. 

 

Abbildung 3. Beispiel für ein Gelbild mit amplifizierten DNA Fragmenten (IDH1). 
Flankierend zu den 11 Patientenproben (1-11) ist der 100bp Längenstandard dargestellt, 
wobei die Länge der einzelnen Fragmente jeweils ein Vielfaches von 100 beträgt. In diesem 
Gelbild wird ersichtlich, dass die Patientenproben etwa eine Länge von 360 bp haben. Die 
Leerwertprobe zeigt keine Bande, was daraus schließen lässt, dass es zu keiner 
Verunreinigung kam. Abkürzungen: 1-11: Anzahl der Patientenproben, M: Marker 
(TrackItTM 100 bp DNA Ladder), NTC: Leerwertprobe (negative template control), Pfeil: 
Laufrichtung  

350 bp 

100 bp 
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2.7.1 Funktionsweise und Messprinzip der DHLPC 

Bei der DHPLC (denaturierenden Hochdruckflüssigkeitschromatographie) handelt es sich 

um ein Verfahren, mit dem DNA-Sequenzvarianten detektiert werden können (Frueh und 

Noyer-Weidner 2003; Jongbloed et al. 2005; Oefner und Underhill 1995). Dabei lassen sich 

Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), sowie kleinere 

Insertionen und Deletionen detektieren (Xiao und Oefner 2001). Das Verfahren eignet sich 

als Screeningmethode, da es im Gegensatz zur direkten Sequenzierung von DNA, wegen 

des hohen Probendurchsatzes sowohl kostengünstiger, als auch zeitsparender ist (Wagner 

et al. 1999). Da jedoch nur Sequenzvarianten detektiert werden können und anschließend 

unklar bleibt, ob das Ergebnis ein Polymorphismus oder eine echte Mutation zeigt, ist im 

Anschluss eine Sequenzierung der positiv detektierten Proben notwendig. 

Das verwendete Modell (Wave™3500HT System der Firma Transgenomic) besteht aus 

einem Autosampler mit zwei 96-well-Platten, Pumpe, Interface, Ofen, Chromatographie-

Säule, UV-Detektor und einem Fragment- Kollektor. 

Beim Messprinzip der DHPLC macht man sich das unterschiedliche Schmelzverhalten von 

Homo- und Heteroduplex- DNA-Fragmenten aus dem PCR-Produkt zunutze. In der zuvor 

durchgeführten PCR kam es durch Erhitzen der DNA-Fragmente zur Denaturierung der 

Amplikons. Durch anschließendes Abkühlen haben sich die Einzelstränge wieder zu 

Doppelsträngen zusammengelagert. Bestand dabei eine Abweichung der Basenabfolge, 

wie es bei Vorliegen einer Mutation der Fall ist, dann bildeten sich neben Homoduplices 

mit komplementären Basenpaaren, auch thermoinstabile Heteroduplices mit einer 

Basenpaarung außerhalb des Watson-Crick Models aus (Aboul-ela et al. 1985). Die 

entstandenen Heteroduplices mit ihren Basen-Mismatches können auf Grund ihrer 

veränderten physikalischen Eigenschaften mit Hilfe einer hochauflösenden Polymermatrix 

von den Homoduplices getrennt werden. 

Das Prinzip dieser Fragmentauftrennung von Nukleinsäuren beruht auf der Ionenpaar-

Umkehrphasen-Chromatographie (Oefner und Underhill 1995). Dabei werden die DNA-

Fragmente aus dem PCR-Produkt durch die Injektionsnadel im Gerät injiziert und unter 

hohem Druck über die Säule geleitet. Die Chromatographie-Säule, beschichtet mit einer 

hydrophoben Matrix aus alkylierten Polystyren-Divinylbenzol Partikeln, bildet dabei die 

stationäre Phase (Huber et al. 1993). Die mobile Phase besteht aus mehreren Puffern, 

wobei Triethylammoniumacetat (TEAA) die wichtigste Funktion zukommt, da dieses 

http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://de.wikipedia.org/wiki/Polymorphismus
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Reagenz als Dipol funktioniert. Die amphiphile TEAA Lösung bindet auf der einen Seite, via 

der positiv geladenen Ammoniumgruppen, an die gelöste, polare DNA, da diese negativ 

geladene Phosphatgruppen enthält. Auf der anderen Seite kommt es mit Hilfe der 

hydrophoben Alkylgruppen zur Interaktion mit der unipolaren Säule. Auf diese Weise 

funktioniert TEAA als Verbindungsstück zwischen DNA und Säule (Frueh und Noyer-

Weidner 2003).  Um die, über TEAA gebundenen, DNA-Fragmente wieder von der 

Säulenmatrix zu lösen, enthalten die Puffer zusätzlich Acetonitril. Dieses Reagenz 

konkurriert mit TEAA um die Bindungsstelle an der Säulenmatrix, wobei durch ansteigende 

Konzentration von Acetonitril der TEAA-DNA Komplex aus seiner hydrophoben Interaktion 

mit der Säulenmatrix verdrängt wird und so die DNA von der Säule eluiert wird.  

 

2.7.2 Funktion der Puffer 

Für den Betrieb des WAVE® Systems wurden vier (s. Tabelle 12) Pufferlösungen benutzt. 

Während der DHPLC-Analyse bildeten Puffer A und Puffer B gemeinsam die mobile Phase, 

in der die zu untersuchenden DNA Fragmente gelöst wurden. Innerhalb eines Laufes 

wurden die Pufferverhältnisse mit Hilfe einer Pumpe mit Ventilsystem verändert. Zu Beginn 

erfolgte eine 5%ige Erhöhung des Puffers B. Nun war die Bindung der DNA-Fragmente über 

TEAA an die Chromatographie-Säule möglich. Danach folgte eine kontinuierliche 

Konzentrationserhöhung des Puffers B, was wegen des dadurch steigenden Acetonitril-

Anteils zur schrittweisen Elution der gebundenen DNA-Fragmente von der Säule führte. 

Anschließend erfolgte eine Reinigung der stationären Phase mit 100% Puffer B, um 

eventuelle Probenreste von der Säule zu waschen. Als letzten Schritt wurde die 

Säulenmatrix mit der ursprünglichen Pufferkonzentration equilibriert. Zur Vermeidung von 

Kontamination der Injektionsspritze, wurde diese nach jedem Analysevorgang mit der 

Wave™ Syringe Wash Solution gespült. Puffer D kam bei speziellen Reinigungsvorgängen, 

wie dem „extended hot wash“, alle 100 Injektionen zum Einsatz und sorgte dafür, dass 

eventuelle Probenrückstände in der Chromatographiesäule entfernt wurden. Etwa alle 

1000 Injektionen erfolgte derselbe Waschschritt, jedoch bei in umgekehrter Richtung 

eingebauter Chromatographiesäule („reverse hotwash“).  
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2.7.3 Standards und Analysevorgang 

Vor jedem Analysevorgang wurde das DHPLC-Gerät gemäß der Anleitung gespült. Danach 

wurden jeweils zwei Mutationsstandards bei jeweils zwei unterschiedlichen 

Schmelztemperaturen detektiert („high melting standard“ bei 70°C und „low melting 

standard“ bei 56°C). Diese dienten der Überprüfung der regelrechten Funktion des DHPLC-

Gerätes. Waren alle ermittelten Werte der Standards innerhalb der Norm, wurden die PCR-

Reaktionsgefäße mit 10 µl PCR Produkt pro Probe in den Autosampler des Wave-Systems 

gestellt und der Run gestartet. Die Injektion erfolgte mit 6-7 µl pro Probe. Die Analyse einer 

Probe, von der Injektion bis zum Chromatogramm, dauerte etwa drei Minuten. Die 

Auswertung der Chromatogramme erfolgte mittels NavigatorTM Software Version 2.2.0 der 

Firma Transgenomic.  

 

2.7.4 Analysetemperaturen 

Das eingesetzte DHPLC-Gerät kann, bei targetspezifischen Temperaturprofilen der Säule, 

Nukleinsäuren unter nicht denaturierenden, partiell denaturierenden und komplett 

denaturierenden Zustand analysieren. Für das Mutationsscreening in dieser Arbeit wurde 

das partiell-denaturierende Verfahren bei 58,9°C (IDH1) und 63,0°C (IDH2) angewendet, 

wobei es bei dieser Temperatur zur teilweisen Auftrennung (ca. 70%) der komplementären 

DNA Stränge kommt, d.h. diese teilweise einzelsträngig vorliegen. Die Schmelztemperatur 

ist hierbei abhängig von der Größe und Sequenz des DNA-Fragmentes. Zur Detektion von 

Sequenzvarianten mittels DHPLC ist, wie schon erwähnt, die Unterscheidung von Hetero- 

und Homoduplices in einem PCR Produkt von Bedeutung. Voraussetzung dafür ist, dass die 

Analyse unter partiell denaturierenden Bedingungen stattfindet, um Heteroduplices auf 

Grund ihrer Sequenz von Homoduplices mit gleicher Länge zu trennen. Auf Grund der nicht-

homologen Basenpaarung haben Heteroduplices einen geringeren Schmelzpunkt, 

denaturieren also bei niedrigeren Temperaturen als vergleichbare Homoduplices. Bei 

Temperaturen knapp unter diesem Schmelzpunkt ist die Denaturierung der Heteroduplices 

also schon weiter fortgeschritten als die der Homoduplices. Die ideale Temperatur zur 

partiellen Denaturierung und folglich Separierung von Hetero- und Homoduplices liegt 

zwischen 52°C und 75°C (Frueh und Noyer-Weidner 2003) 
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2.7.5 Mutationsdetektion 

Bei einer für das jeweilige Fragment optimalen Analysetemperatur eluieren die 

thermolabileren Heteroduplices vor den Homoduplices. Die abgewaschenen DNA-

Fragmente werden mit Hilfe eines UV-Detektors bei einer Wellenlänge von 260 nm erfasst 

und anschließend mit Hilfe der Navigator™ Software in einem Absorptions-Zeit-

Chromatogramm dargestellt. Im Idealfall sollten bei heterozygoten Anlageträgern im 

Chromatogramm vier Peaks erkennbar sein: zwei Heteroduplex-Peaks und zwei 

Homoduplex-Peaks. Meist sind jedoch nur insgesamt zwei Peaks sichtbar, da der 

Unterschied der Retentionszeit so gering ist, dass die jeweiligen zwei Hetero- und zwei 

Homoduplices quasi zur selben Zeit eluieren und somit nicht von der Säule erfasst werden 

können (Xiao und Oefner 2001). Zeigt das Chromatogramm nun bei heterozygoten 

Anlageträgern zwei Peaks, so entspricht der erste Peak den Heteroduplices. Da diese auf 

Grund ihrer herabgesetzten Helizität weniger Ionenpaarungen mit der soliden Phase 

eingehen können, erscheinen sie zeitlich vor dem zweiten Peak, bestehend aus den 

Homoduplices.  

Bei homozygoten Anlageträgern werden keine Heteroduplices gebildet, sodass ein 

homogener Peak im Chromatogramm resultiert.  Durch Zugabe von amplifizierter WT-DNA 

in gleichen Teilen und wiederholtem Erhitzen mit anschließendem langsamen Abkühlen 

bildet sich jedoch wieder ein Heteroduplex und die Mutation lässt sich darstellen (Schmitt 

et al. 2000). 

 

2.7.6 Mutationsanalyse des Exon 4 des IDH1 und IDH2 Gens 

Da alle bisher bekannten IDH1 und IDH2 Mutationen heterozygot sind (Ward et al. 2010), 

erhielt man, nach der Analyse der jeweiligen PCR-Produkte, Heteroduplices, welche als 

solche auf dem Wave™ 3500HT System direkt  detektiert werden können.  
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In den Abbildungen 4 - 6 werden die typischen Eluationsprofile für den Wildtyp, sowie 

beispielhaft für eine Sequenzvariation im IDH1 und IDH2 Gen dieser Analyse angegeben. 

Hierbei wurde die Absorption (mV, entlang der Ordinate) in Abhängigkeit der 

Retentionszeit (min, entlang der Abszisse) aufgetragen. 

 

2.8 PCR und Gelelektrophorese der Proben mit auffälligen DHPLC Profilen  

Zur Re-Amplifikation der Produkte, die im Wave System eine auffällige Sequenzvariation 

aufwiesen, erfolgte mit Patienten-DNA eine erneute PCR unter Verwendung der Amplitaq® 

Gold DNA Polymerase der Firma Applied Biosystems. 

 

 

Abbildung 4. Der Wildtyp wird nach etwa 1min 30sek eluiert. 

Abbildung 5. IDH1 Sequenzvariation. Im Hintergrund ist zum Vergleich der Wildtyp (gestrichelte Linie) 
zu sehen. 

Abbildung 6. IDH2 Sequenzvariation. Im Hintergrund ist zum Vergleich der Wildtyp (gestrichelte Linie) 
zu sehen. 

Wildtyp 

Heteroduplices 

Heteroduplices 
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Tabelle 13. PCR Ansatz 

Reagenzien Volumen in µl 

10x PCR Gold Puffer 5 

Aqua ad iniectabilia Braun 31,1 

DNA (100 ng/µl) 2 

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP, je 2,5 mM) 

4 

IDH1/2-F-Primer (10pmol/µl) 2 

IDH1/2-R-Primer (10pmol/µl) 2 

MgCl2 PCR Puffer (25 mM) 3,6 

Amplitaq® Gold  Polymerase 0,3 

       =50 µl 

 

Die beiden Puffer, Polymerase, dNTPs, Primer und DNA wurden bei -20°C gelagert, das 

destillierte Wasser bei Raumtemperatur. Sämtliche Arbeitsschritte wurden auf Eis 

durchgeführt. 

2.8.1 Temperaturprofil der PCR 

IDH1: 
1. 95°C  11 Minuten 
2. 95°C  30 Sekunden  
3. 54°C  30 Sekunde 
4. 72°C  40 Sekunden 
5. 72°C  7 Minuten 
6. 4°C  ∞  

 

IDH2: 
1. 95°C  5 Minuten 
2. 95°C  30 Sekunden  
3. 58,3°C  30 Sekunde 
4. 72°C  30 Sekunden 
5. 72°C  7 Minuten 
6. 4°C  ∞  

 

Die Durchführung der Gelelektrophorese zur Überprüfung der Produktgewinnung war mit 

dem oben genannten Protokoll identisch.  

 

Schritte 2-4: x34 

Schritte 2-4: x34 
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2.9 Aufreinigung der PCR-Produkte 

Tabelle 14. Für die Aufreinigung benötigten Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

QIAquick® PCR Purification Kit (250) 

- QIAquick spin columns 

- Auffangtubes, 2 ml 

- Puffer:  PB-Puffer 

         PE-Puffer (Konzentrat) 

     EB-Puffer 

Qiagen GmbH, Hilden 

Ethanol absolute Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

 

Die Aufbewahrung der Reagenzien erfolgte bei Raumtemperatur. 

Um aufgereinigte DNA aus dem PCR-Produkt zu gewinnen, wurden die Proben mit Hilfe des 

QIAquick® PCR Purification Kit (250) der Firma Qiagen prozessiert. Dabei wurden die 

mitgelieferten Lösungen verwendet und nach dem Protokoll des Herstellers verfahren. Als 

erstes wurde der restliche PCR Ansatz von etwa 45 µl mit 200 µl PB-Puffer durchmischt. 

Der gesamte Ansatz wurde dann auf die QIAquick spin columns pipettiert und bei 13000 

rpm für eine Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert. In den Aufreinigungssäulen ist eine 

Silikamembran enthalten, an die die DNA bindet. Der PB- Puffer enthält eine hohe 

Salzkonzentration und gewährleistet optimalen pH Wert (≤ 7,5), was Voraussetzungen für 

die Bindung der DNA an die Säule ist. Auf der anderen Seite dient der PB-Puffer auch als 

Waschpuffer; so werden bei der Sequenzierung unerwünschte Primerreste, dNTPs, 

Polymerase, Puffer und Salze entfernt. Nach Verwerfen des Eluats wurden im nächsten 

Waschschritt 750 µl PE-Puffer auf die Säule gegeben und dadurch die DNA von den Salzen 

aus dem PCR-Rest durch Zentrifugation über 60 Sekunden bei 13000 rpm getrennt. Das 

Eluat wurde wieder verworfen und anschließend wurde die Säule bei identischen 

Einstellungen trocken zentrifugiert. Danach wurde die Säule in ein neues 2 ml Auffangtube 

mit abgeschnittenem Deckel gestellt und 30 µl EB-Puffer (Eluationspuffer) in die Mitte der 

Säulenmembran pipettiert. Nach einminütiger Inkubation wurde die DNA durch 

anschliessende Zentrifugation bei identischen Einstellungen eluiert. Die aufgereinigte DNA 

wurde in ein 1,5 ml-Reaktionstube übergeführt und bei -20 °C aufbewahrt. 
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2.10 Cycle Sequencing Reaction (CSR) 

Die CSR basiert auf dem Prinzip der enzymatischen Kettenabbruch-Methode nach Sanger 

(Sanger et al. 1977). Hierfür wurde mit dem zuvor aufgereinigten PCR Produkt eine weitere, 

lineare PCR durchgeführt. Es wurden jedoch zwei Mastermixe angefertigt, d.h. es wurde 

pro Mix nur ein Primer (entweder Vorwärts- oder Rückwärtsprimer) in den Reaktionsansatz 

pipettiert, damit alle synthetisierten Stränge über dieselbe Orientierung verfügen und es 

bei der anschließenden Sequenzierung zu keiner Überlagerung der F- und R- Sequenz 

kommt. Die CSR wurde mit dem BigDye Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit 

durchgeführt. Dieser enthält neben der thermostabilen AmpliTaq-DNA-Polymerase und 

modifizierten Desoxynukleosid-Triphosphaten (dNTPs) auch vier verschiedene, mit 

Fluoreszenzfarbstoff markierten, Didesoxynukleosid-Triphosphate (ddNTPs; ddATP: grün, 

ddCTP: blau, ddGTP: schwarz, ddTTP: rot markiert). Während des CSR-Vorganges werden 

dNTPs und ddNTPs nach dem Zufallsprinzip eingebaut. Da den ddNTPs eine 3‘-OH-Gruppe 

fehlt, kann die Taq-Polymerase den Strang nicht mehr weiter synthetisieren, sobald sie auf 

ein ddNTP trifft und es kommt zum Kettenabbruch. Auf diese Weise entstehen, von dem 

zu untersuchenden DNA-Templet, eine Vielzahl, in der Länge variierenden, DNA-

Fragmente, die sich jeweils um ein Nukleotid unterscheiden. Die terminierende Base am 

3‘-Ende kann durch ihre Fluoreszenz mit Hilfe eines automatischen Sequenziergerätes 

kapillarelektrophoretisch detektiert und computergestützt analysiert werden. Die 

Aufbewahrung der floureszenzmarkierten Produkte erfolgte bis zur Weiterverarbeitung 

lichtgeschützt bei 4 °C im Kühlschrank. 

 

Tabelle 15. PCR-Ansatz für die CSR 

Reagenzien Volumen in µl Hersteller 

Aqua ad iniectabilia Braun 10 Braun, Melsungen 

BigDye Terminator v.1.1 

- dNTPs 

- fluoreszensgefärbte    

  ddNTPs 

- AmpliTaq-DNA- 

  Polymerase 

- MgCl2 Puffer 

2 Applied Biosystems, Foster 

City, USA 
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- Tris-HCl-Puffer 

Big Dye Terminator v.1.1, 

3.1 5x Sequencing Buffer 

1 Applied Biosystems, Foster 

City, USA 

IDH1/2-F oder R Primer 

(10pmol/µl) 

1 Eurofins MWG Operon, 

Ebersgberg 

Aufgereinigtes PCR Produkt 1  

    = 15 µl 

 

Die Reagenzien wurden bei -20°C aufbewahrt, mit Ausnahme des Aqua ad iniectabilia, 

welches bei Raumtemperatur gelagert wurde. Der Big Dye Terminator wurde zudem dunkel 

gelagert, da die Floureszenzkraft bei Tageslicht abnimmt. Das Zusammenpipettieren der 

Reagenzien erfolgt auf Eis, um ein frühzeitiges Starten der Reaktion zu verhindern. 

 

Temperaturprofil der CSR: 

1. Initiale Denaturierung     96°C      2 Minuten 
2. Denaturierung                  95°C      15 Sekunden  
3. Annealing                          55°C      1 Minute  
4. Elongation                         60°C      3 Minuten 
5.                                               4°C      10 Minuten 
6.                                               4°C  ∞  

 

2.11 Aufreinigung der CSR-Produkte 

Tabelle 16. Für die Aufreinigung benötigte Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

DyeEx® 2.0 Spin Kit (250) 

- Dye Ex Spin Columns 

- Auffangtubes 2 ml 

Qiagen GmbH, Hilden 

 

Im Anschluss an die CSR wurden die amplifizierten DNA-Fragmente mit dem DyeEx Spin Kit 

der Firma QIAGEN aufgereinigt, um nicht eingebaute, fluoreszensmarkierte 

Didesoxynukleosid-Triphosphate zu entfernen. Das Prinzip des Dye Ex Spin Kits beruht auf 

der Gelfiltrationschromatographie, wobei die Auftrennung der Moleküle nach deren 

Molekulargewicht erfolgt. Hierfür wurden „Collection Tubes“ mit flüssigem 

Gelfiltrationsharz durch Zentrifugation bei 3000 rpm für drei Minuten von der flüssigen in 

Schritte 2-4: x30 
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die feste Phase überführt. Diese Kügelchen mit einheitlicher Porengröße entsprechen der 

stationären Phase. Die mobile Phase besteht aus den CSR-Proben inklusive der darin 

gelösten DNA-Fragmente. Die CSR-Proben (15 µl) wurden auf die Chromatographiesäulen 

aufgetragen und nochmals bei 3000 rpm für 3 Minuten zentrifugiert. Hierbei diffundierten 

die kleinen Bestandteile, wie die überschüssigen ddNTPs, in das Gel und verblieben dort, 

wohingegen die größeren DNA-Fragmente durch das Gel hindurchfließen konnten und im 

Eluat wiedergewonnen wurden.  

Der erhaltene Durchfluss wurde in ein 0,5 ml-Reaktionstube pipettiert und bis zur 

Sequenzierung dunkel bei -20 °C gelagert. 

 

2.12 Sequenzierung 

Tabelle 17. Für die Sequenzierung notwendiges Reagenz 

Reagenzien Hersteller 

Hi-DiTM Formamide Applied Biosystems, Foster City, USA 

POP-7TM Polymer Applied Biosystems, Foster City, USA 

 

Die Sequenzierung mit Hilfe eines automatischen Sequenziergerätes ermöglicht die 

Bestimmung der Nukleotidsequenz. Die bei der CSR hergestellten DNA-Stränge sind am 3’-

Ende mit einem floureszenzmarkierten ddNTP versehen und besitzen eine unterschiedliche 

Länge. In einer 96-Well Mikrotiterplatte wurden jeweils die 15 µl DNA-Produkt mit 5 µl 

Formamid, welches der Stabilisierung und Denaturierung von Nukleinsäuren dient, 

gemischt. Die DNA-Stränge wurden vor der Sequenzierung durch Erhitzen auf 95 °C über 2 

Minuten in Einzelstränge denaturiert. Mittels Kapillarelektrophorese wurden die 

Einzelstränge der Länge nach auf dem Kapillarsequenzierer 3130xl Genetic Analyser 

aufgetrennt. Die Detektion der mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Fragmente erfolgte 

durch Anregung der Farbstoffe über zwei fokussierte Argon-Ionen Laserstrahlen und die 

Erfassung der Emission nach spektraler Aufspaltung mit einer hochauflösenden CCD-

Kamera (Charge Coupled Device-Kamera). Als Ergebnis erhielt man eine Abfolge von 

Fluoreszenz-Peaks, die aufgrund ihrer Wellenlänge computergestützt durch die Software 

Sequencing Analysis 5.2 den einzelnen Nukleotiden zugeordnet werden konnten. Das 

Elektropherogramm (=Abfolge der Farbsignale) entspricht der Sequenz der Basen. Stellen, 

an denen sich die beiden Allele voneinander unterscheiden, erscheinen als Doppelsignale. 
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Für die exakte Analyse der Basenabfolge von IDH1 und IDH2 wurde jede Probensequenz 

mit einer Wildtyp-Referenzsequenz (Zelllinie OCI-AML3) verglichen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 18. Fluoreszenzmarkierung der ddNTPs und deren Farbe im Sequenzprofil 

Terminierendes ddNTP Fluoreszensmarkierung Farbe 

ddATP R6G Grün 

ddCTP R110 Blau 

ddGTP TAMRA Schwarz 

ddTTP ROX Rot 

 

2.13 Klonierung 

Tabelle 19. Für die Klonierung notwendigen Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen 

BactoTM Agar Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien 

BactoTM Tryptone (pankreatischer Casein-

Auszug) 

Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien 

BactoTM Yeast Extract (bakterieller 

Hefeextrakt mit Vitamin B Komplex) 

Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien 

Kanamycin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen, Karlsruhe 

 

 

Abbildung 7. Sequenzprofil einer IDH-Wildtypsequenz (OCI-AML3) 
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Um im Falle des Auftretens von zwei unterschiedlichen Mutationen bei einem Patienten 

entscheiden zu können, ob diese auf unterschiedlichen Allelen lokalisiert sind, wurde eine 

Klonierung der entsprechend veränderten PCR-Produkte in Escherichia coli (E. coli) 

Bakterien vorgenommen. Hierfür wurde der TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing der Firma 

Invitrogen verwendet. Zur Durchführung der Klonierung wurde zunächst wie unter 2.7 

beschrieben, eine PCR mit der Amplitaq Gold Polymerase durchgeführt. Diese Taq-

Polymerase besitzt eine terminale Transferaseaktivität, durch die ein zusätzliches Adenin 

(A) an die 3‘-Enden der DNA-Produkte angehängt wurde. Anschließend wurde das PCR-

Produkt gelelektrophoretisch nachgewiesen und mit dem Purification Kit aufgereinigt (2.5 

und 2.8). Der im Kit enthaltene Plasmidvektor (pCR® 4-TOPO®) besteht aus 2956 bp, besitzt 

in seiner linearisierten Form einen 3‘- Thymidin Überhang und hat an beiden Enden die 

Topoisomerase I des Vaccinia virus gebunden, was zur Aktivierung des Vektors notwendig 

ist (TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing User Manual, Invitrogen, 2006). Diese 

überhängenden, „klebrigen“ (sticky) Enden führen zu einer effizienten Ligation des PCR 

Produktes mit dem Vektor. Des Weiteren enthält der Plasmid-Vektor das sogenannte CcdB-

Gen (Control of cell death B) und ist mit dem C-terminalen Ende eines LacZα-Fragmentes, 

welches für die Spaltung von Lactose verantwortlich ist, fusioniert. Das CcdB-Gen führt 

normalerweise zu Gyrase-vermittelten DNA-Doppelstrangbrüchen und somit zur Letalität 

von Zellen (Bernard und Couturier 1992). Durch den Einbau eines PCR-Produkts in den 

Plasmid-Vektor wird die LacZα-ccdB-Fusion gehemmt, was zum selektiven Überleben der 

Zellen mit rekombinantem, d.h. das PCR-Produkt tragendem, Vektor führt (Bernard et al. 

1994). Als weiteren Bestandteil des Plasmidvektors ist das Gen für Kanamycin-Resistenz 

nennenswert, da nur Zellen im Nährmedium überleben, die dieses Gen tragen.  

 

Tabelle 20. Klonierungsansatz 

Reagenzien Volumen in µl 

Aqua ad iniectabilia 2 

PCR-Produkt 2 

Salt Solution 1 

pCR® 4-TOPO®-Vektor 1 

        = 6 µl 



  2. MATERIAL UND METHODEN 

50 
 

Der Klonierungsansatz wurde zusammen pipettiert, gemischt und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde er bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gestellt. 

Während der Klonierungsreaktion kam es zur Ligation des PCR Produktes mit dem Vektor. 

In der anschließenden Transformationsreaktion erfolgte die Einschleusung der 

rekombinanten Vektoren in E.coli. Hierfür wurden 2 µl der Klonierungsreaktions-Lösung zu 

den auf Eis aufgetauten E. coli One Shot® TOP 10 dazugegeben und vorsichtig vermischt. 

Anschließend folgte eine Inkubation für 30 Minuten auf Eis. Danach erfolgte bei 42°C im 

Wasserbad ein Hitzeschock für 30 Sekunden, um die Transformation des Vektors in die 

Zellen zu ermöglichen. Nach dem kurzen Hitzeschock wurden die Proben sofort wieder auf 

Eis gestellt. Anschließend wurden 250 µl, des bei Raumtemperatur aufgetauten S.O.C. 

Mediums, hinzugefügt und die Proben horizontal bei 37°C für eine Stunde im Schüttel-

Inkubator bei 200 rpm inkubiert.  

Nach der Inkubationszeit wurden 100 µl und 150 µl jeweils auf eine vorgewärmte LB-

Agarplatte mit 50 µg/ml Kanamycin ausgestrichen und über Nacht bei 37°C im Brutschrank 

mit dem Deckel nach unten inkubiert. 

 

2.13.1 Durchführung der Kolonie-PCR 

Am nächsten Tag wurden mit Hilfe von sterilen Pipettenspitzen einzelne Kolonien geerntet 

und direkt in den vorbereiteten Mastermix (s. Tabelle 10) hinzugegeben. Als Polymerase 

wurde die hitzestabile Optimase Polymerase verwendet, da in einem weiteren Schritt eine 

DHPLC durchgeführt werden soll. Die anschließende PCR wurde wie unter 2.5.3 

beschrieben durchgeführt. Die Durchführung der Gelelektrophorese zur Überprüfung der 

Produktgewinnung war mit dem unter 2.6 genannten Protokoll identisch.  

 

2.14 Thermische Denaturierung 

Wie in 2.7.5 beschrieben werden bei homozygoten Anlageträgern keine Heteroduplices 

gebildet, sodass ein homogener Peak im Chromatogramm resultiert und die 

Unterscheidung zum Wildtyp am Wave® unmöglich ist. Durch Zugabe von amplifizierter 

Wildtyp-DNA in gleichen Teilen lässt sich die Mutation jedoch darstellen. Hierfür wurden 

jeweils 5 µl des eben gewonnenen PCR Produktes mit 5 µl Wildtyp gemischt. Beim 

anschließenden Denaturieren auf einem Thermocycler wurden die Doppelstränge 

aufgetrennt und durch langsames Abkühlen des Denaturierungsprogrammes lagerten sich 
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die beiden Stränge wieder aneinander. Dabei bildete sich bei einer homozygoten Mutation 

ein Heteroduplex zwischen homozygoten PCR Produkt und Wildtyp.  

 

Temperaturprofil der thermischen Denaturierung: 

 

1. 95°C      10 Minuten 
2. 95°C      1 Minute 

-1,5°C / Zyklus     
3. 25°C      5 Minuten  
4.  4°C  ∞  

 

2.15 Vervollständigung der Klonierung 

Zur Analyse der Gensequenzen wurden die Schritte 2.7 (DHPLC), 2.9 (Aufreinigung mittels 

Purification Kit), 2.10 (CSR), 2.11 (Aufreinigung mittels Big Dye) und 2.12 (Sequenzierung) 

wie beschrieben erneut durchgeführt. 

 

2.16 Patientenkohorte und Untersuchungsmaterial 

Mit Hilfe des etablierten Mutations-Assays wurden in dieser Arbeit 920 Patienten mit neu 

diagnostizierter akuter myeloischen Leukämie im Alter zwischen 18 und 60 Jahren 

retrospektiv auf das Vorhandsein einer IDH1 und/oder IDH2 Mutation untersucht. Alle 

Patienten wurden innerhalb der multizentrischen Therapiestudie AMLSG 07-04 behandelt 

(s. Abbildung 8). Die Patienten wurden zwischen 2004 und 2009 in die Studie 

aufgenommen. Die untersuchten Proben stammten entweder aus dem Knochenmark (KM; 

n=645) oder aus dem peripheren Blut (PB; n=275) und wurden jeweils bei Diagnosestellung 

entnommen. Die entnommenen Proben wurden nach Aufarbeitung als mononukleäres 

Zellpellet bei -80 °C asserviert. In diese Studie konnten Patienten mit de novo AML, 

sekundärer AML (s-AML), sowie therapieassoziierter AML (t-AML) eingeschlossen werden. 

Die Diagnose der AML musste vor Einschluss nach den Kriterien der WHO-Klassifikation 

gesichert sein (Swerdlow et al. 2008).  

 

2.17 Therapieablauf in der AMLSG 07-04 Studie 

Die AMLSG 07-04 Studie war eine randomisierte Phase II Studie, welche Valproinsäure, All-

trans-Retinolsäure (ATRA) und Pegfilgrastim in Kombination mit konventioneller intensiver 

Chemotherapie geprüft hatte (s. Abbildung 8). Der Zeitraum, in dem 1180 Patienten in die 

Schritt 2: x46 
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AMLSG 07-04 Studie rekrutiert werden konnten lag zwischen 2004 und 2011. Es wurden 

jüngere Patienten (<60 Jahre) mit einer neu diagnostizierten AML eingeschlossen. Einer 

intensiven Doppelinduktion folgte eine risikoadaptierte Konsolidierungstherapie. Die 

Patienten wurden vor der Doppelinduktion in den Standardarm oder in den Prüfarm 

randomisiert. Der Standardarm enthielt als Induktionstherapie ICE (Idarubicin, Cytarabin, 

Etoposid), wohingegen im Prüfarm zusätzlich ATRA enthalten war. Beim Erreichen einer CR 

erhielten die Patienten ohne genetisch hohe Risikokonstellation weitere Zyklen einer 

Konsolidierungschemotherapie. Die Patienten mit einer CBF-AML, die durch eine 

balancierte Translokation t(8;21) oder inv(16)/t (16;16) charakterisiert sind, erhielten 

insgesamt drei Zyklen von hochdosierter intravenöser Chemotherapie mit Cytarabin +/- 

orales ATRA sowie anschließend nach jedem Zyklus Pegfilgrastim subkutan. Die Patienten, 

die ATRA erhielten, wurden in zwei Gruppen randomisiert, wobei nur eine Gruppe 

zusätzlich plasmaspiegel-adaptiert Valproinsäure oral erhalten hatte. Nur Patienten mit 

anhaltender CR qualifizierten sich für den jeweils nächsten der drei Konsolidierungsblöcke.  

Für Patienten mit Hochrisiko-Zytogenetik (z.B. komplexer Karyotyp), sowie für refraktäre 

Patienten wurde eine allogene Stammzelltransplantation von einem HLA-identen 

Familienspender bzw. von einem Fremdspender, angestrebt. Standardrisikopatienten 

(nicht „Hoch Risiko“, nicht CBF-AML) erhielten eine Hochdosis-Cytarabin Therapie oder 

alternativ eine allogene Stammzelltransplantation bei Vorhandensein eines geeigneten 

Familienspenders. Die primären Ziele der Studie waren die Ermittlung des Einflusses von 

ATRA auf die CR-Rate nach Doppelinduktionstherapie; die vergleichende Evaluation 

unterschiedlicher zeitlicher Sequenzen nach Konsolidierungstherapie mit hochdosiertem 

Cytarabin in Bezug auf die antileukämische Wirksamkeit; und die Ermittlung des NPM1-

Mutationsstatus als prädiktiver Faktor für ATRA Therapie-Effekte auf das ereignisfreie 

Überleben (EFS; event free survival). Ereignisse wären beispielsweise Tod während der 

Induktionstherapie oder refraktäre Erkrankung nach der Induktionstherapie.  
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2.18 Statistische Auswertung 

Der Schwerpunkt dieser experimentellen Arbeit lag in der molekulargenetischen 

Untersuchung von Mutationen der IDH1 und IDH2 Gene in einer großen Kohorte von 

jüngeren AML Patienten. Die untersuchten Patientenproben und die korrespondierenden 

klinischen Daten wurden im Rahmen einer multizentrischen Studie (Leiter: Prof. Dr. med. 

H. Döhner) der AMLSG gewonnen. Die Daten der Mutationsanalysen stellten die Grundlage 

für die Durchführung von Auswertungen zur Häufigkeit dieser Genmutationen in der 

Population von jüngeren AML Patienten, zur Assoziation der Mutationen mit klinischen und 

genetischen Merkmalen und zu ihrer prognostischen Bedeutung bei der AML dar. 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 des klinischen Datensatzes erfolgten die statistischen Analysen 

durch eine Mitarbeiterin der Studienzentrale, Frau Daniela Weber. Ich war im Rahmen der 

Abbildung 8. Übersicht über das Therapieschema der Therapiestudie AMLSG 07-04, aus dem 
Studienprotokoll der Therapiestudie AMLSG ULM. Abkürzungen: A= All-trans-Retinolsäure, AML= 
akute myeloische Leukämie, C= Cytarabin, CBF: core binding factor, CR= komplette Remission, E= 
Etoposidphosphat, haplo= haplo identischer Familienspender, MRD= Familienspender, MUD= 
Fremdspender, nl= normaler Karyotyp, R= Randomisation, RD= Refraktäre Erkrankung, Tpl= 
Transplantation  
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Promotionsarbeit kontinuierlich an der Diskussion zur Durchführung der statistischen 

Analysen und Interpretation der Daten und Ergebnisse beteiligt. 

 

Definitionen zur Beurteilung des klinischen Verlaufs: 

Die folgenden Definitionen für den klinischen Verlauf beruhen auf den Empfehlungen des 

European Leukemia Net (ELN) (Döhner et al. 2010). Eine komplette Remission lag vor, wenn 

weniger als 5% Blasten im Knochenmark und keine Blasten mit Auerstäbchen vorhanden 

waren. Es durfte keine extramedulläre Erkrankung vorliegen. Die absolute 

Neutrophilenzahl musste größer als 1,0x109/L; die absolute Thrombozytenzahl musste 

größer als 100x109/l sein. Das rezidivfreie Überleben (relapse free survival, RFS) ist nur für 

Patienten die eine komplette Remission bzw. eine komplette Remission mit inkompletter 

Regeneration erreicht hatten definiert; es wurde vom Datum des Erlangens der Remission 

bis zum Datum des Rezidivs oder des Eintritts des Todes berechnet. Das Gesamtüberleben 

(overall survival, OS) ist für alle Studienteilnehmer definiert; es wurde vom Datum des 

Eintritts in die Studie bis zum Datum des Todes berechnet.  
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3. Ergebnisse 

 

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der molekulargenetischen Analyse auf Mutationen 

der IDH1 und IDH2 Gene in einer großen (n=920) Kohorte von jüngeren (<60 Jahre) AML 

Patienten. Die untersuchten Patientenproben wurden im Rahmen von einer 

multizentrischen Studie gewonnen (Aktenzeichen Ethikvotum 108/2004). Die Daten der 

Mutationsanalysen stellten die Grundlage für die Durchführung von Auswertungen zur 

Häufigkeit dieser Genmutationen in dieser Population von jüngeren Patienten, zur 

Assoziation der Mutationen mit klinischen und genetischen Merkmalen und zu ihrer 

prognostischen Bedeutung bei der AML des Jüngeren.  

 

3.1 IDH1 und IDH2 Mutationstypen  

Insgesamt wurden 920 Patienten aus der AMLSG 07-04 Studie auf IDH1 und IDH2 

Mutationen untersucht. Eine IDH1 und/oder IDH2 Mutation (in weiterer Folge im Text als 

IDH1/2 beschrieben) konnte bei 147 Patienten (16,0%) detektiert werden. Die Mutationen 

wurden nach den Empfehlungen der Human Genome Variation Society unter Verwendung 

der NCBI Referenzsequenzen NM_005896.2 (IDH1) und NM_002168.2 (IDH2) benannt (den 

Dunnen und Antonarakis 2000). Auf Basis dieser Referenzsequenzen wurde für die 

Nummerierung der Nukleotide das erste Nukleotid des Startcodons als „+1“ gesetzt. Die 

Veränderungen der Aminosäuresequenz wurden theoretisch abgeleitet. Die Benennung 

der Mutationen auf der Proteinebene erfolgte ebenfalls nach den Empfehlungen der 

Human Genome Variation Society. Die mutierten Veränderungen der Nukleotid- und 

Aminosäuresequenz sowie deren Häufigkeit sind in Tabelle 21 bis 24 aufgeführt. 

 

Tabelle 21. Häufigkeiten der IDH1 und/oder IDH2 Mutationen der untersuchten Patienten (n=920; 
Therapiestudie AMLSG 07-04) 

Inzidenz Anzahl der Patienten [%] 

IDH1 mutiert 53 5,8 

IDH2 mutiert 89 9,7 

IDH1 und IDH2 mutiert 5 0,5 

IDH1 oder IDH2 mutiert 142 15,5 

IDH1 und/oder IDH2 mutiert 147 16,0 

 



  3. ERGEBNISSE 

56 
 

Tabelle 22. Häufigkeiten und Typen der IDH1 Mutationen im Exon 4 (n=53; Therapiestudie AMLSG 07-04) 

Veränderungen der 

Nukleotidsequenz 

Veränderungen der 

Aminosäuresequenz 

Anzahl der 

Patienten 

[%] 

c.G395A p.R132H 28 52,8 

c.C394T p.R132C 23 43,4 

c.C394A p.R132S 1 1,9 

c.C394G p.R132G 1 1,9 

 
Abkürzungen: c: kodierende DNA Sequenz, p: Protein Sequenz; Basen: A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: 
Thymin; Aminosäuren: C: Cystein, G: Glycin, H: Histidin, R: Arginin, S: Serin; IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 
1/2 

 

Tabelle 23. Häufigkeiten und Typen der IDH2 Mutationen im Exon 4 (n=89; Therapiestudie AMLSG 07-04) 

Veränderungen der 

Nukleotidsequenz 

Veränderungen der 

Aminosäuresequenz 

Anzahl der 

Patienten 

[%] 

c.G419A p.R140Q 58 65,2 

c.G515A p.R172K 27 30,3 

c.C418T p.R140W 2 2,3 

c.C418G p.R140G 1 1,1 

c.G516-A518delinsTCT p.R172S(+)p.H173L 1 1,1 

 
Abkürzungen: c: kodierende DNA Sequenz, p: Protein Sequenz; Basen: A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: 
Thymin; Aminosäuren: G: Glycin, H: Histidin, K: Lysin, L: Leucin, Q: Glutamin, R: Arginin, S: Serin, W: 
Tryptophan; IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2 
 
 
Tabelle 24. Häufigkeiten der IDH1 und IDH2 Mutationen im Exon 4 (n=5; Therapiestudie AMLSG 07-04) 

Veränderungen der 

Nukleotidsequenz 

Veränderungen der 

Aminosäuresequenz 

Anzahl der 

Patienten 

[%] 

c.C395A (IDH1), 

c.G419A (IDH2) 

p.R132H (IDH1), 

p.R140Q (IDH2) 

3 60,0 

c.C394T (IDH1), 

c.G419A (IDH2) 

p.R132C (IDH1), 

p.R140Q (IDH2) 

1 20,0 

c.C395A (IDH1), 

c.G446A (IDH2) 

p.R132H (IDH1), 

p.R149Q (IDH2) 

1 20,0 
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Abkürzungen: c: kodierende DNA Sequenz, p: Protein Sequenz; Basen: A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: 
Thymin; Aminosäuren: C: Cystein, H: Histidin, Q: Glutamin, R: Arginin; IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2 

 

3.2 Inzidenz der IDH1 und IDH2 Mutationen  

Von den 920 sequenzierten AML Patienten wiesen insgesamt 147 (16,0%) Patienten eine 

IDH1 und/oder IDH2 Mutation auf. Bei 58 (6,3%) Patienten konnten IDH1 Mutationen 

nachgewiesen werden; bei 94 (10,2%) Patienten IDH2 Mutationen. Hiervon konnte bei 5 

(0,5%) Patienten gleichzeitig eine Mutation in IDH1 und IDH2 nachgewiesen werden (s. 

Tabelle 21-24). Bei allen Patienten mit IDH1 Mutation war das Codon R132 betroffen; alle 

Mutationen führten zum Austausch von Arginin an der Position 132, wobei die Substitution 

mit Histidin (55,2%) am Häufigsten war, gefolgt von Cystein (41,4%), Serin (1,7%) und Glycin 

(1,7%). Bei IDH2 Mutationen führten Mutationen zum Austausch von Arginin an der 

Position 140, wobei die Substitution mit Glutamin (65,9%) am Häufigsten war, gefolgt von 

Tryptophan (2,1%) und Glycin (1,1%). Außerdem fanden wir IDH2 Mutationen, welche zum 

Austausch von Arginin mit der Substitution von Lysin (28,7%) an der Position 172 führte.  

Die IDH2 Mutation c.G446A, infolge welcher es zum Ersatz des Arginins an der Position 149 

kommt, sowie die Mutation c.G516-A518delinsTCT, die zur Insertion von zwei Aminosäuren 

(SL) zwischen R172 und H173 führt, waren bis zu dem Zeitpunkt noch nicht beschrieben 

und fanden sich bei jeweils einem Patienten. In der Subgruppe der Patienten mit CN-AML 

(n=427) wiesen 10,0% (n=43) der Patienten eine IDH1 Mutation auf und 14,3% (n=61) eine 

IDH2 Mutation auf. 

 

3.3 Inzidenz von Polymorphismen 

Einzelnukleotidpolymorphismen, auch als „SNPs“ bezeichnet, sind keine Mutationen im 

eigentlichen Sinne. Es sind vererbbare genetische Varianten, die in unserer Analyse nicht 

zu den Mutationen gezählt wurden. 

Bei 87 der 920 Patienten (9,5%) war ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) im IDH1 

Gen nachweisbar, bei dem die Base Cytosin an der Position 315 gegen die Base Thymin 

ausgetauscht ist. Da in diesem Fall das Triplett weiterhin für die gleiche Aminosäure codiert, 

spricht man von einem synonymen SNP. Der genannte Polymorphismus c.C315T wird 

genauso in Gesunden, nicht an einer AML erkrankten Personen, gefunden.  
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Außerdem wurde bei einem Patienten ein noch unbekannter, möglicherweise seltener 

Polymorphismus gefunden. Der Basenaustausch von Guanin durch Adenin an der Position 

205 (c.G205A) verursacht eine Veränderung in der Proteinsequenz (p.V69I). Es ist noch 

unklar, ob es sich um einen Polymorphismus oder möglicherweise doch eine Mutation 

handelt. In anderen Studien gab es einige wenige AML-Patienten mit p.V71I Allel (Ho et al. 

2010; Marcucci et al. 2010; Ward et al. 2012), doch auch hier ist nicht klar, ob es sich um 

einen seltenen Keimbahn-SNP oder doch um eine neue somatische- oder Keimbahn-

Mutation handelt.  

 

3.4 Klinische Charakteristika der Patienten  

In der Gruppe der IDH1 und/oder IDH2 mutierten Patienten betrug das mediane Alter 51,3 

Jahre (Spanne 21-60 Jahre), das mediane Alter in der Gruppe der unmutierten Patienten 

lag bei 48,2 Jahren (Spanne 18-61 Jahre). Männer und Frauen waren etwa gleich häufig von 

einer IDH1/2 Mutation betroffen (51% der Patienten mit IDH1/2-Wildtyp und 53% der 

Patienten mit IDH1/2 Mutation waren Männer). In der hier untersuchten Patientenkohorte 

waren IDH1/2 Mutationen mit höherem Alter (p=0,001) assoziiert. Die Patienten mit 

IDH1/2 Mutationen hatten niedrigere Leukozytenzahlen (p=0,009), niedrigere Werte für 

Laktatdehydrogenase (LDH) im Serum (p<0,0001) und höhere Thrombozytenzahlen 

(p<0,0001). Außerdem hatten Patienten mit IDH1/2 Mutationen im Trend einen höheren 

Blastenanteil im Knochemmark (p=0,06) bzw. im peripheren Blut (p=0,08) als Patienten 

ohne IDH1 oder IDH2 Mutationen. 

In Tabelle 25 sind die klinischen Charakteristika in Abhängigkeit des IDH1/2 

Mutationsstatus aufgelistet. 

Tabelle 25. Klinische Charakteristika der untersuchten Patienten (n=920; Therapiestudie AMLSG 07-04) 

 IDH1/2 

Wildtyp 

(n=773) 

IDH1 

und/oder 

IDH2 

Mutation 

(n=147) 

P 

Alter, in Jahren 

     Median 

     Spanne 

 

48,2 

18-61 

 

51,3 

21-60 

0,001 
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Männliches Geschlecht, n (%) 394 (51,0) 78 (52,7) 0,72 

Zytogenetisches Risiko 

Niedrig, n (%) 

Intermediär, n (%) 

Hoch, n (%) 

Fehlende Werte, n 

 

106 (14,6) 

447 (61,5) 

174 (23,9) 

45 

 

2 (1,5) 

122 (90,4) 

11 (8,1) 

13 

<0,0001 

 

Leukozytenzahl, x109/L 

     Median 

     Spanne 

 

15,2 

0,2-532,7 

 

7,7 

0,3-349,0 

0,009 

Thrombozytenzahl, x109/L 

     Median 

     Spanne 

 

52 

4-933 

 

76,5 

10-574 

<0,0001 

Hämoglobin, g/dL 

     Median 

     Spanne 

 

9,1 

2,7-16,2 

 

9,0 

4,7-14,6 

0,68 

Blasten im peripheren Blut, % 

     Median 

     Spanne 

 

32 

0-100 

 

45 

0-100 

0,08 

Blasten im Knochenmark, % 

     Median 

     Spanne 

 

75 

0-100 

 

79 

10-100 

0,06 

LDH, U/l 

     Median 

     Spanne 

 

446 

84-15098 

 

331,5 

137-1791 

<0,0001 

 
Abkürzungen: g/dl: Gramm pro Deziliter, L: Liter, U/l: Units pro Liter, LDH: Laktatdehydrogenase, IDH1/2: 
Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten 

 

3.5 Verteilung der IDH1 und IDH2 Mutationen über die zytogenetisch definierten 

Risikogruppen 

Wir untersuchten die Fragestellung, ob IDH1/2 Mutationen mit bestimmten 

zytogenetischen Veränderungen bzw. den 3 zytogenetischen Risikogruppen assoziiert 

waren. Die Analyse der Gesamtkohorte (n=920) zeigte, dass Patienten mit IDH1/2 
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Mutationen signifikant mit einem intermediärem zytogenetischen Risiko assoziiert sind 

(p<0,0001). Von den 147 Patienten mit IDH1 und/oder IDH2 Mutation wiesen 122 (90,4%) 

einen Karyotyp der intermediären Risikogruppe auf, 11 (8,1%) hatten Hoch-

Risikozytogenetik und nur 2 (1,5%) Niedrig-Risikozytogenetik. Die Verteilung der IDH1/2 

Mutationen in den unterschiedlichen Risikogruppen zeigt Tabelle 26.  

 

Tabelle 26. Vorkommen der IDH1/2 Mutationen in den unterschiedlichen Risikogruppen (Therapiestudie 
AMLSG 07-04) 

 IDH1/2 

Wildtyp 

(n=773) 

IDH1 und/oder 

IDH2 

Mutation 

(n=147) 

P 

Zytogenetische Risikogruppe 

     Niedriges Risiko, n (%) 

     Intermediäres Risiko, n (%) 

     Hohes Risiko, n (%) 

     Fehlende Werte, n 

 

106 (15) 

447 (61,5) 

174 (24) 

46 

 

2 (1,5) 

122 (90) 

11 (8) 

12 

<0,0001 

 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten 

 

3.6 Molekulare Charakteristika der Patienten mit IDH1 und/oder IDH2 Mutation 

IDH1/2 Mutationen waren häufiger mit NPM1 Mutationen assoziiert (s. Tabelle 27-29) 

(p<0,0001): 65 (24,2%) von 269 Patienten mit NPM1 Mutation hatten IDH1/2 Mutationen 

(IDH1, n=35; IDH2, n=36, IDH2 R172; n=0), wohingegen nur bei 79 (12,5%) von 633 

Patienten mit Wildtyp-NPM1 IDH1/2 Mutationen zu finden waren (IDH1, n=23; IDH2, n=56; 

IDH2 R172, n=26). Interessanterweise waren NPM1 Mutation vor allem mit der IDH2 R140 

Mutation assoziiert (54,8% der Patienten mit NPM1 Mutation zeigten gleichzeitig eine IDH2 

R140 Mutation auf) und bei keinem Patienten mit NPM1 Mutation lag eine IDH2 R172 

Mutation vor (p<0,0001) (s. Tabelle 30).  

IDH1/2 Mutationen zeigten sich im Trend (nicht statistisch signifikant) seltener mit FLT3-

ITD Mutationen assoziiert (p=0,07): 22 (11,6%) von 189 Patienten mit FLT3-ITD Mutation 

hatten IDH1/2 Mutationen, wohingegen bei 122 (17,1%) von 713 Patienten mit Wildtyp- 

FLT3-ITD IDH1/2 Mutationen zu finden waren (s. Tabelle 31).  
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IDH1/2 Mutationen zeigen sich statistisch signifikant seltener mit CEBPA Mutationen 

assoziiert (p=0,01): 5 (6,7%) von 74 Patienten mit CEBPA Mutation hatten IDH1/2 

Mutationen, wohingegen bei 135 (17,7%) von 764 Patienten mit Wildtyp-CEBPA IDH1/2 

Mutationen zu finden waren (s. Tabelle 31).  

 

Tabelle 27. Assoziation der IDH1/2 Mutationen mit NPM1 Mutationen (Therapiestudie AMLSG 07-04) 

 IDH1/2 

Wildtyp 

(n=773) 

IDH1 und/oder 

IDH2 

Mutation 

(n=147) 

P 

NPM1, n (%) 

     Wildtyp 

    Mutation 

Fehlende Werte, n 

 

554 (73,1) 

204 (26,9) 

15 

 

79 (54,9) 

65 (45,1) 

3 

<0,0001 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten, NPM1: 
Nucleophosmin 
 

Tabelle 28. Assoziation der IDH1 Mutationen mit NPM1 Mutationen (Therapiestudie AMLSG 07-04) 

 IDH1 

Wildtyp 

(n=862) 

IDH1 

Mutation 

(n=58) 

P 

NPM1, n (%) 

     Wildtyp 

     Mutation 

Fehlende Werte, n 

 

610 (72,3) 

234 (27,7) 

18 

 

23 (39,7) 

35 (60,3) 

0 

<0,0001 

 
Abkürzungen:  IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten, NPM1: 
Nucleophosmin 

 

Tabelle 29. Assoziation der IDH2 Mutationen mit NPM1 Mutationen (Therapiestudie AMLSG 07-04) 

 IDH2 

Wildtyp 

(n=826) 

IDH2 

Mutation 

(n=94) 

P 

NPM1, n (%)   0,04 



  3. ERGEBNISSE 

62 
 

     Wildtyp 

     Mutation 

Fehlende Werte, n 

577 (71,2) 

233 (28,8) 

16 

56 (60,9) 

36 (39,1) 

2 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten, NPM1: 
Nucleophosmin 
 

Tabelle 30. Assoziation der IDH2 (R140 und R172) Mutationen mit NPM1Mutationen (Therapiestudie 
AMLSG 07-04) 

 IDH2 

Typ R140 

(n=65) 

IDH2 

Typ R172 

(n=27) 

P 

NPM1, n (%) 

     Wildtyp 

     Mutation 

Fehlende Werte, n 

 

28 (45,2) 

34 (54,8) 

3 

 

26 (100,0) 

0 (0,0) 

1 

<0,0001 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten, NPM1: 
Nucleophosmin 
 

Tabelle 31. Assoziation der IDH1/2 Mutationen mit FLT3-ITD und CEBPA Mutationen (Therapiestudie 
AMLSG 07-04) 

 IDH1/2 

Wildtyp 

(n=773) 

IDH1 

und/oder 

IDH2 

Mutation 

(n=147) 

P 

FLT3-ITD, n (%) 

     Nicht-vorhanden 

     Vorhanden 

Fehlende Werte 

 

591 (78,0) 

167 (22,0) 

15 

 

122 (84,7) 

22 (15,3) 

3 

0,07 

CEBPA, n (%) 

     Nicht-vorhanden 

     Vorhanden 

Fehlende Werte, n 

 

629 (90,1) 

69 (9,9) 

75 

 

135 (96,4) 

5 (3,6) 

7 

0,01 
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Abkürzungen: IDH1/2: Isocitratdehydrogenase 1/2, n: Anzahl der untersuchten Patienten, FLT3: FMS-like 
tyrosinge kinase 3, ITD: interne Tandemduplikation, CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein alpha 

 

3.7 Prognostische Relevanz der IDH1 und IDH2 Mutationen 

Die prognostische Relevanz wurde durch univariate Analysen des Therapieansprechens auf 

die Induktionstherapie, des rezidivfreien und des Gesamtüberlebens untersucht. Diese 

Analysen wurden für die Gesamtkohorte und die Subgruppe der Patienten mit normalem 

Karyotyp durchgeführt. 

 

3.7.1 Ansprechen auf die Induktionstherapie 

IDH1/2 Mutationen als eine gemeinsame Gruppe hatten keinen Einfluss auf das Erreichen 

einer kompletten Remission (CR) (p=0,53). Dies galt auch für die Analyse, in der die IDH1 

und IDH2 Mutationen als separate Variablen betrachtet wurden. So erreichten 69,0% der 

Patienten mit IDH1 Mutation (p=0,34), sowie 76,6% der Patienten mit IDH2 Mutation 

(p=0,90) eine komplette Remission. Im Vergleich hierzu erreichten 75,2% der Patienten mit 

IDH1/2 Wildtyp eine komplette Remission. Das Ansprechen auf die Induktionstherapie der 

Patienten mit und ohne IDH1/2 Mutationen ist in Tabelle 32 aufgelistet.  

 

Tabelle 32. Ansprechen auf die Induktionstherapie in Abhängigkeit des IDH1/2 Mutationsstatus 
(Therapiestudie AMLSG 07-04) 

 IDH1/2 mutiert IDH1/2 Wildtyp 

CR 72,6% 75,2% 

RD 19,9% 20,7% 

ED/HD 7,5% 4,1% 

 
Abkürzungen: CR: komplette Remission, ED: früher Tod (=Tod im Verlauf der Induktionstherapie ungeachtet 
der Ursache oder des Ansprechens), HD: hypoplastischer Tod, RD: refraktäre Erkrankung 

 

Ähnliche Ergebnisse für das Ansprechen auf die Induktionstherapie lieferte die 

Subgruppenanalyse der Patienten mit einem normalen Karyotyp (s. Tabelle 33). 
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Tabelle 33. Ansprechen auf die Induktionstherapie von Patienten mit normalen Karyotyp in Abhängigkeit 
des IDH1/2 Mutationsstatus (Therapiestudie AMLSG 07-04) 

 IDH1/2 mutiert IDH1/2 Wildtyp 

CR 76,5% 81,9% 

RD 18,4% 15,6% 

ED/HD 5,1% 2,5% 

 
Abkürzungen: CR: komplette Remission, ED: früher Tod, HD: hypoplastischer Tod, RD: refraktäre Erkrankung 

 

3.7.2 Überlebensanalysen 

Um zu evaluieren, ob IDH1 bzw. IDH2 Mutationen mit dem Outcome der AML Patienten 

korrelieren, wurde das Gesamtüberleben (overall survival, OS) und das rezidivfreie 

Überleben (relapse free survival, RFS) analysiert. Die mediane Nachbeobachtungszeit in der 

gesamten Kohorte lag bei 54,5 Monaten. Die Analysen wurden univariat durchgeführt. 

Das OS (p=0,83) und RFS (p=0,65) der Patienten mit IDH1/2 Mutationen war nicht 

unterschiedlich im Vergleich zu Patienten ohne diese Mutationen. Das Gesamtüberleben 

betrug im Median bei Patienten mit IDH1/2 Mutation 47,6 Monate, bei Patienten mit 

IDH1/2 Wildtyp 52,3 Monate. Das rezidivfreie Überleben betrug im Median bei Patienten 

mit IDH1/2 Mutation 23,1 Monate, bei Patienten mit IDH1/2 Wildtyp 21,4 Monate. 

Die Überlebenskurven für das Gesamtüberleben der Gruppe mit IDH1/2 Mutationen und 

der ohne IDH1/2 Mutationen sind in Abbildung 9 dargestellt: 

 

 

 

 

 

 

 

 n Events Median (in Monaten) 

IDH1/2 Wildtyp 773 381 52,3 

IDH1/2 Mutiert 147 75 47,6 

Abbildung 9. Vergleich des Gesamtüberlebens zwischen AML Patienten mit einer IDH1/2-Mutation (rot) und 
IDH1/2-Wildtyp (schwarz); Therapiestudie AMLSG 07-04. Abkürzungen: IDH: Isocitratdehydrogenase, n: 
Anzahl der Patienten, p: p-Wert 

 

p=0,83 
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Der Vergleich für das rezidivfreie Überleben zwischen der Gruppe mit IDH1/2-Mutation und 

der IDH1/2-Wildtyp-Gruppe ist in Abbildung 10 dargestellt: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Gesamtüberleben betrug im Median bei Patienten mit IDH1 Mutation 28,3 Monate, 

bei Patienten mit IDH1 Wildtyp 52,3 Monate (p=0,28). Das rezidivfreie Überleben betrug 

im Median bei Patienten mit IDH1 Mutation 15,2 Monate, bei Patienten mit IDH1 Wildtyp 

21,4 Monate (p=0,21). 

Das Gesamtüberleben betrug im Median bei Patienten mit IDH2 Mutation 57,8 Monate, 

bei Patienten mit IDH2 Wildtyp 52,3 Monate (p=0,63). Das rezidivfreie Überleben betrug 

im Median bei Patienten mit IDH2 Mutation 28,4 Monate, bei Patienten mit IDH2 Wildtyp 

21,4 Monate (p=0,83). 

Der Vergleich für das Gesamtüberleben zwischen der Gruppe mit IDH1 Mutation und der 

Wildtyp-Gruppe ist in Abbildung 11 dargestellt: 

 

 

 

 

 n Events Median (in Monaten) 

IDH1/2 Wildtyp 683 391 21,4 

IDH1/2 Mutiert 127 78 23,1 

Abbildung 10. Vergleich des rezidivfreien Überlebens zwischen AML Patienten mit IDH1/2-Mutation (rot) 
und der mit IDH1/2 Wildtyp (schwarz); Therapiestudie AMLSG 07-04. Abkürzungen: IDH: 
Isocitratdehydrogenase, n: Anzahl der Patienten, p: p-Wert 

p=0,65 
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Der Vergleich für das rezidivfreie Überleben zwischen der Gruppe mit IDH1 Mutation und 

der Wildtyp-Gruppe ist in Abbildung 12 dargestellt: 

 

 

 

 

 

 

 

Ähnliche Ergebnisse für das OS und RFS lieferte die Subgruppenanalyse für Patienten mit 

CN-AML. Das OS (p=0,45) und RFS (p=0,26) der Patienten mit IDH1/2 Mutationen war nicht 

unterschiedlich im Vergleich zu Patienten ohne diese Mutationen. Bei CN-AML betrug das 

OS der Patienten mit einer IDH1/2 Mutation im Median 48,8 Monate und derjenigen mit 

IDH1/2 Wildtyp 68,5 Monate; innerhalb dieser zytogenetischen AML-Subgruppe lag das 

 n Events Median (in Monaten) 

IDH1 Wildtyp 683 391 28,3 

IDH1 Mutiert 51 34 52,3 

 n Events Median (in Monaten) 

IDH1 Wildtyp 773 381 21,4 

IDH1 Mutiert 58 32 15,2 

Abbildung 11. Vergleich des Gesamtüberlebens zwischen AML Patienten mit IDH1 Mutation (rot) und der 
Wildtyp-Gruppe (schwarz); Therapiestudie AMLSG 07-04. Abkürzungen: IDH: Isocitratdehydrogenase, n: 
Anzahl der Patienten, p: p-Wert 

Abbildung 12. Vergleich des rezidivfreien Überlebens zwischen AML Patienten mit IDH1 Mutation (rot) und 
der Wildtyp-Gruppe (schwarz); Therapiestudie AMLSG 07-04. Abkürzungen: IDH: Isocitratdehydrogenase, n: 
Anzahl der Patienten, p: p-Wert 

p=0,28 

p=0,21 
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RFS für Patienten mit einer IDH1/2 Mutation im Median bei 18,4 Monaten, und für die mit 

IDH1/2 Wildtyp bei 25,8 Monaten.  

Innerhalb der CN-AML Patienten lag das OS der Patienten mit IDH1 Mutation bei 28,3 

Monaten und der mit IDH1 Wildtyp bei 68,5 Monaten; das rezidivfreie Überleben der 

Patienten mit IDH1 Mutation betrug im Median 15,1 Monate, und der mit IDH1 Wildtyp 

25,8 Monate; mit P-Werten von 0,16 für das OS und 0,14 für das RFS besteht jedoch keine 

statistische Signifikanz. 

Das Gesamtüberleben bei den CN-AML Patienten mit IDH2 Mutation betrug im Median 

57,8 Monate, bei Patienten mit IDH2 Wildtyp 68,5 Monate (p=0,92). Das rezidivfreie 

Überleben bei CN-AML Patienten mit IDH2 Mutation betrug im Median 24,6 Monate, bei 

Patienten mit IDH2 Wildtyp 25,8 Monate (p=0,71).
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4. Diskussion 

 

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Durchführung der Experimente zur 

Mutationsanalyse von IDH1 und IDH2 in einer großen Kohorte von jüngeren AML Patienten. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit waren essentielle Voraussetzung für die Korrelation mit den 

klinischen Daten bzw. der Evaluierung der prognostischen Bedeutung der IDH1 und IDH2 

Mutationen. An dieser Stelle soll nochmals betont werden, dass die klinischen Daten der 

Patienten aus einer großen multizentrischen Studie der AML Studien Gruppe (Leiter: 

Professor Dr. Hartmut Döhner) stammen. Aufgrund der Komplexität und der Größe des 

klinischen Datensatzes erfolgten die statistischen Analysen mit Unterstützung der 

Mitarbeiter der AMLSG Studienzentrale, Frau Daniela Weber und Herrn PD Dr. med. Peter 

Paschka. Ich war während der Promotionsarbeit kontinuierlich an der Diskussion zur 

Durchführung der statistischen Analysen und Interpretation der Daten und Ergebnisse 

beteiligt. Aufgrund der hier aufgeführten Aspekte werden im folgenden Diskussionsteil 

auch die Ergebnisse zu den Korrelationen der experimentellen Daten mit den klinischen 

Daten dargestellt. 

 

4.1 Inzidenz von IDH und IDH2 Mutationen bei der AML  

Die Heterogenität der AML zeigt sich u.a. in der Vielfalt der genetischen Alterationen. 

Klonale chromosomale Abberationen können in konventioneller zytogenetischer Analyse 

bei etwa 50 – 60% % der AML-Patienten nachgewiesen werden und stellen einen der 

wichtigsten Prognosefaktoren über allen Altersgruppen hinweg dar (Bloomfield et al. 1998; 

Döhner 2007; Mrózek und Bloomfield 2006). Allerdings weisen etwa 40-45% der Patienten 

mit neu diagnostizierter AML keine mikroskopisch sichtbaren Chromosomenaberrationen, 

also einen normalen Karyotyp, auf. Diese AML Patienten mit einem normalen Karyotyp 

werden mit zur AML-Gruppe mit intermediärem Risiko gezählt (Fröhling et al. 2006; Mrózek 

et al. 2007). Besonders in dieser AML-Subgruppe wurden in den letzten Jahren eine Reihe 

von Genmutationen identifiziert und deren prognostische Bedeutung evaluiert (Döhner et 

al. 2010; Mrózek et al. 2012; Patel et al. 2012). Zu den betroffenen Genen gehören u.a. 

ASXL1, CEPBA, DNMT3A, FLT3, IDH1, IDH2, KIT, NPM1 und TET2 (Network TCGA 2013). Die 

Identifikation molekulargenetischer Abberationen hat zum einem zum Verständnis der 

Mechanismen der Leukämogenese beigetragen, anderseits werden diese Aberrationen als 
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Prognoseparameter evaluiert und einige als Strukturen für die klinische Entwicklung von 

zielgerichteten Therapieansätzen herangezogen.  

Im Jahre 2009 konnten nach Sequenzierung eines AML Genoms erstmals Mutationen des 

IDH1 Gens bei der AML nachgewiesen werden (Mardis et al. 2009). Nach Sequenzierung 

des IDH1 Gens bei 188 Patienten mit unselektierter AML wurden dann in dieser Studie IDH1 

Mutationen bei 15 (8%) der AML Fälle gefunden, wobei diese Mutationen häufig mit einem 

normalen Karyotyp assoziiert waren [13/80; 16%]. In allen Fällen mit IDH1 Mutation war 

Codon 132 betroffen. Mutationen, die zur Substitution von Arginin mit Cystein führten 

(p.R132C) waren am häufigsten. IDH2 Mutationen wurden in dieser Kohorte nicht 

gefunden (Mardis et al. 2009).  

Im Jahr 2010 wurde eine Studie mit einer großen Kohorte von 805 jüngeren Erwachsenen 

(<60 Jahre) AML Patienten veröffentlicht (Paschka et al. 2010). In dieser Studie wurden 

IDH1 oder IDH2 Mutationen bei 16% von Patienten mit unselektierter AML gefunden; IDH1 

in 7,6% und erstmals IDH2 in 8,7%; bei zwei Patienten fand sich sowohl eine IDH1, als auch 

eine IDH2 Mutation. Bei den IDH1 war die R132H Mutation am häufigsten, bei IDH2 die 

Mutation R140Q. Eine Übersicht der größeren Studien zeigt Tabelle 34 und 35 im Anhang. 

Die Häufigkeit der IDH1 Mutationen für unselektierte AML liegt zwischen 5% und 9% und 

für CN-AML zwischen 11% und 16%. Für IDH2 Mutationen wird bei unselektierter AML eine 

Häufigkeit von 9% bis 14% beschrieben, bei der Subgruppe der CN-AML liegt die Häufigkeit 

dieser Mutationen bei 12% bis 19 % (Abbas et al. 2010; Boissel et al. 2010; Chou et al. 

2010a; Ho et al. 2010; Marcucci et al. 2010; Mardis et al. 2009; Paschka et al. 2010; Ravandi 

et al. 2012; Schnittger et al. 2010; Shen et al. 2011; Thol et al. 2010). 

In der vorliegenden Arbeit wiesen 147 von 920 Patienten mindestens eine IDH1 oder IDH2 

Mutation auf, was einer Inzidenz von 16,0% entspricht. Somit konnte bestätigt werden, 

dass IDH1/2 Mutationen rekurrente genetische Alterationen bei der AML darstellen. 

Hierbei konnten wir bei 58 (6,3%) Patienten eine IDH1 Mutationen nachweisen, bei 94 

(10,2%) Patienten IDH2 Mutationen finden, und bei 5 (0,5%) Patienten gleichzeitig 

Mutationen in IDH1 und IDH2.  

Innerhalb der hier genannten Studien, sowie in unserer Studie, konnte ein Anstieg der 

Inzidenz an IDH1/2 Mutationen mit zunehmendem Alter beobachtet werden. Dies gilt 

insbesondere für IDH2 Mutationen, deren Häufigkeit mit zunehmenden Alter ansteigt 

(Boissel et al. 2010; Marcucci et al. 2010; Paschka et al. 2010). In den bisher durchgeführten 
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Studien an unselektierten AML Kohorten zeigte sich jedoch, dass die Häufigkeit von IDH1/2 

Mutationen bei Patienten <60 Jahre etwa gleich hoch wie bei älteren Patienten ist. In 

unserer Studie, sowie in der Studie von Paschka et al. wurden nur Patienten <60 Jahre 

eingeschlossen (Paschka et al. 2010). In der Studie von Ravandi et al. waren >96% der 170 

Patienten <65 Jahre (Ravandi et al. 2012). Wenn man die Ergebnisse für jüngere Patienten 

mit AML betrachtet, ist die Häufigkeit von IDH1/2 Mutationen in der Arbeit von Paschka et 

al. (IDH1: 8%; IDH2: 9%) mit denen in unserer Studie (IDH1: 6%; IDH2: 10%) vergleichbar.  

In der Studie von Ravandi et al. betrug die Inzidenz der IDH1 Mutationen 7% und die der 

IDH2 Mutationen 14%. Vergleicht man dies mit der Subgruppe der AML Patienten >60 

Jahre, zeigt sich in der Studie von Abbas et al. ein IDH1 Mutationsanteil von 6% und ein 

IDH2 Mutationsanteil von 11% (Abbas et al. 2010). In einer weiteren Studie von Ho et al. 

konnte gezeigt werden, dass IDH1 Mutationen bei Kindern mit AML nicht nachweisbar 

waren (Ho et al. 2010): In einer Kohorte von Patienten mit einem medianen Alter von 10 

Jahren konnte keine IDH1 Mutation nachgewiesen werden. Die jüngsten Patienten mit 

nachgewiesener IDH1 Mutation waren in dieser Studie 34 Jahre alt (Ho et al. 2010). 

Zusammenfassend gibt dies Grund zu Annahme, dass IDH1/2 Mutationen im Laufe des 

Lebens mit zunehmendem Alter erworben werden. In zwei unabhängig voneinander 

durchgeführten Studien, welche 2014 im New England Journal of Medicine veröffentlich 

wurden, konnte gezeigt werden, dass für bisher gesunde Personen mit nachgewiesenen 

Mutationen wie DNMT3A, TET2 und ASXL1, ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer 

hämatologischen Erkrankung besteht. Mit zunehmendem Alter häuften sich die 

nachgewiesenen Mutationen. Bei Personen unter 40 Jahren konnten nur wenige 

Mutationen nachgewiesen werden, bei Personen über 70 Jahre in mehr als 10%. (Genovese 

et al. 2014; Jaiswal et al. 2014). In einer Studie von Chou et al. konnte gezeigt werden, dass 

IDH1/2 Mutationen auch in Patienten, die in kompletter Remission waren, nachgewiesen 

werden konnten (Chou et al. 2012). Dies konnte auch für AML Patienten mit DNMT3A 

Mutation nachgewiesen werden (Debarri et al. 2015). Dies deutet darauf hin, dass in einer 

hämatopoetischen Stammzelle IDH1/2 bzw. DNMT3A Mutationen wahrscheinlich frühe 

Ereignisse in der Leukämogenese darstellen, während z.B. Mutationen in TP53 oder RAS 

(Rat sarcoma viral oncogene homolog) Genen später im Prozess der Leukämogenese 

auftreten (Papaemmanuil et al. 2016).    
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Für die Entstehung einer AML ist somit sowohl eine gesteigerte Zellproliferation, als auch 

eine Blockade der Zelldifferenzierung von Bedeutung. Beiden Eigenschaften liegen 

Veränderungen in unterschiedlichen Genen zu Grunde. Man geht davon aus, dass 

gleichzeitig Veränderungen in verschiedenen Genen zusammenwirken müssen, damit sich 

das Vollbild einer AML entwickeln kann (Gilliland et al. 2004; Kelly und Gilliland 2002).  

Ein deutlicher Unterschied in der Inzidenz von Mutationen ist zwischen Patienten mit 

unselektierter AML und Patienten mit CN-AML zu sehen. In der Studie von Marcucci et al. 

konnte gezeigt werden, dass die Inzidenz an IDH1/2 Mutationen bei Patienten mit CN-AML 

höher ist im Vergleich zu unselektierter AML (IDH1: 14%; IDH2: 19%) (Marcucci et al. 2010). 

Auch in der Studie von Boissel et al. konnte ein größerer Mutationsanteil bei Patienten mit 

normalen Karyotyp, allerdings nur bei IDH1 Mutationen, nachgewiesen werden (IDH1: 

16%; IDH2: 6%) (Boissel et al. 2010). Der niedrigere Anteil an IDH2 Mutationen könnte 

dadurch erklärt sein, dass nur für IDH2 R172 Mutationen und nicht für IDH2 R140 

Mutationen gescreent wurde. Ravandi et al. konnte ebenfalls in der Subgruppe von 104 

CN-AML Patienten einen höheren IDH1/2 Mutationsanteil (IDH1: 11%, IDH2: 17%) zeigen 

als bei unselektierten AML Patienten (IDH1: 7%, IDH2: 14%) (Ravandi et al. 2012). Die 

Ergebnisse der Studien von Marcucci et al., Boissel et al. und Ravandi et al. sind vergleichbar 

mit den Ergebnissen unserer Studie; wir konnten in der Subgruppe der Patienten mit CN-

AML (n=427) IDH1 Mutationen in 10% der Fälle und IDH2 Mutationen bei 14% 

identifizieren. 

Die Art der häufigsten IDH1/2 Mutationen in den verschiedenen Studien waren 

vergleichbar. Die Mehrzahl der von uns detektierten Mutationen war in anderen Studien 

bereits vorbeschrieben. IDH1 Mutationen finden sich exklusiv im Codon 132 (Abbas et al. 

2010; Mardis et al. 2009; Paschka et al. 2010). IDH2 Mutationen führen zum 

Aminosäurenaustausch des Arginin an der Position 140 oder 172 (Marcucci et al. 2010; 

Paschka et al. 2010; Ravandi et al. 2012). Auch in unserem Kollektiv war bei allen Patienten 

mit IDH1 Mutation Codon R132 betroffen; alle Mutationen führten zum Austausch von 

Arginin an der Position 132, wobei die Substitution mit Histidin (55,2%) am häufigsten war, 

gefolgt von Cystein (41,4%), Serin (1,7%) und Glycin (1,7%). Bei IDH2 Mutationen führten 

Mutationen zum Austausch von Arginin an der Position 140, wobei die Substitution mit 

Glutamin (65,9%) am häufigsten war gefolgt von Tryptophan (2,1%) und Glycin (1,1%). 
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Außerdem fanden wir IDH2 Mutationen, welche zum Austausch von Arginin mit der 

Substitution von Lysin (28,7%) an der Position 172 führte.  

Die IDH2 Mutation c.G446A, infolge welcher es zum Ersatz des Arginins an der Position 149 

kommt, sowie die Mutation c.G516-A518delinsTCT, die zur Insertion von zwei Aminosäuren 

(SL) zwischen R172 und H173 führt, waren bis zu dem Zeitpunkt noch nicht beschrieben.  

Zusammenfassend lässt sich daraus schließen, dass die Inzidenz der IDH1/2 Mutationen vor 

allem von der Selektion der Patientengruppe, und hier insbesondere vom zytogenetischen 

Status, als auch von der Altersstruktur abhängt. Weitere Gründe für die unterschiedlichen 

Inzidenzen könnte die Heterogenität der Studienpopulationen sein. Es wurden 

unterschiedlich große Kohortengrößen untersucht und die untersuchten Patienten 

stammten aus verschiedenen Populationen (Europa, Asien, USA).  

 

4.2 Assoziation von IDH1 und IDH2 Mutationen mit klinischen 

Charakteristika, Zytogenetik und anderen molekularen Markern 

Unsere Ergebnisse zur Korrelation der klinischen Charakteristika mit dem IDH1/2 

Mutationsstatus sind mit den Daten aus anderen Studien vergleichbar.  

Männer und Frauen sind etwa gleich häufig von einer IDH1/2 Mutation betroffen (Abbas 

et al. 2010; Marcucci et al. 2010; Paschka et al. 2010). Dies zeigte sich auch in unserer 

Arbeit, 51% der Patienten mit IDH1/2-Wildtyp und 53% der Patienten mit IDH1/2 Mutation 

waren Männer.  

In der von uns untersuchten Patientenkohorte waren IDH1/2 Mutationen mit höherem 

Alter (p=0,001) assoziiert. Dies zeigte sich auch in anderen Studien (Boissel et al. 2010; 

Mardis et al. 2009; Paschka et al. 2010). In unserer Arbeit betrug das mediane Alter der 

Gruppe der IDH1/2 mutierten Patienten 51,3 Jahre (Spanne 21-60 Jahre), das mediane 

Alter in der Gruppe der unmutierten Patienten lag bei 48,2 Jahren (Spanne 18-61 Jahre). 

Im Vergleich hierzu betrug der Altersmedian von Patienten mit IDH1/2 Mutation in der 

Studie von Paschka et al. 51 Jahre, für IDH1/2 Wildtyp-Patienten 47 Jahre (Paschka et al. 

2010). 

Des Weiteren fanden wir, dass die Leukozytenzahl bei Patienten mit einer IDH1/2 Mutation 

signifikant niedriger war (p=0,009) als bei Patienten ohne eine IDH1/2 Mutation. Dies zeigte 

sich auch in der Studie von Paschka et al. bei AML Patienten <60 Jahre und von Marcucci et 
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al. bei CN-AML Patienten, sowie in der Studie von Boissel et al., allerdings nur für CN-AML 

mit IDH2 Mutation.  

Die Patienten mit IDH1/2 Mutation in unserer Arbeit hatten zudem eine signifikant höhere 

Thrombozytenzahl (p<0,0001). Diese Assoziation konnte ebenfalls in anderen Studien 

nachgewiesen werden (Abbas et al. 2010; Marcucci et al. 2010; Paschka et al. 2010). 

Patienten mit IDH1/2 Mutationen hatten in Trend einen höheren Blastenanteil im 

Knochenmark (p=0,06) bzw. im peripheren Blut (p=0,08) als Patienten ohne IDH1/2 

Mutationen. Auch diese Beziehung konnte bereits in vorangegangen Studien beobachtet 

werden (Abbas et al. 2010; Marcucci et al. 2010; Paschka et al. 2010). Eine Übersicht der 

klinischen Charakteristika bei Patienten mit IDH1/2 Mutationen in größeren Studien zeigt 

Tabelle 36 (siehe Anhang). Wir untersuchten ferner die Fragestellung, ob IDH1/2 

Mutationen mit bestimmten zytogenetischen Veränderungen bzw. zytogenetisch 

definierten Risikogruppen assoziiert waren. Die Analyse der Gesamtkohorte (n=920) zeigte, 

dass Patienten mit IDH1/2 Mutationen signifikant mit einem intermediärem 

zytogenetischen Risiko assoziiert sind (p<0,0001). Von den 147 Patienten mit IDH1/2 

Mutation wiesen 122 (90,4%) einen Karyotyp der intermediären Risikogruppe auf, 11 

(8,1%) hatten Aberrationen der zytogenetisch ungünstigen Risikogruppe und nur 2 (1,5%) 

der zytogenetisch günstigen Risikogruppe.  

In unserer Arbeit wiesen 427 (46,4%) der Gesamtkohorte (n=920) einen normalen Karyotyp 

auf.  Von den 427 CN-AML Patienten wiesen 10,0% (n=43) eine IDH1 Mutation auf und 

14,3% (n=61) eine IDH2 Mutation. 

Diese signifikante Assoziation zwischen IDH1/2 Mutationen mit einem zytogenetisch 

normalen Karyotyp konnte bereits im Jahre 2009 in der ersten Studie, in der IDH1 

Mutationen nach Sequenzierung eines AML-Genoms gefunden wurden, nachgewiesen 

werden (Mardis et al. 2009) und  in weiteren Studien bestätigt werden (Abbas et al. 2010; 

Paschka et al. 2010; Ravandi et al. 2012). 

IDH1/2 Mutationen sind bei der AML mit weiteren molekularen Veränderungen sowohl 

häufiger als auch seltener assoziiert. Wir konnten eine häufigere Assoziation von IDH1/2 

Mutationen mit NPM1 nachweisen (p<0,0001): 65 (24,2%) von 269 Patienten mit NPM1 

Mutation hatten IDH1/2 Mutationen (IDH1, n=35; IDH2, n=36, IDH2 R172, n=0), 

wohingegen nur bei 79 (12,5%) von 633 Patienten mit Wildtyp-NPM1 IDH1/2 Mutationen 

zu finden waren (IDH1, n=23; IDH2, n=56; IDH2 R172, n=26). Interessanterweise waren 
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NPM1 Mutation streng mit der IDH2 R140 Mutation assoziiert und bei keinem Patienten 

mit NPM1 Mutation war eine IDH2 R172 Mutation zu finden (p<0,0001). Eine positive 

Assoziation zwischen IDH1/2 Mutationen und NPM1 wurde in den vorhergegangenen 

großen Studien beschrieben (Abbas et al. 2010; Boissel et al. 2010; Paschka et al. 2010). In 

der von Paschka et al. untersuchten Gruppe von unselektierten AML-Patienten <60 Jahre 

(n=805) trugen 25% der NPM1-mutierten Patienten eine IDH1/2 Mutation, wohingegen nur 

14% der Patienten mit NPM1 Wildtyp eine IDH1/2 Mutation hatten. Boissel et al. konnte 

die Assoziation von NPM1 nur für CN-AML Patienten mit IDH1 Mutationen nachweisen, 

IDH2 war in seiner Studie mit keinen weiteren Mutationen assoziiert. Auch in der Studie 

von Patel et al. konnte die Assoziation mit NPM1 nur für IDH1 Mutationen, und nicht für 

IDH2 Mutationen, nachgewiesen werden (Patel et al. 2011).  

Im Gegensatz dazu korrelierten IDH1/2 Mutationen in unserer Arbeit im Trend invers mit 

FLT3-ITD Mutationen (p=0,07). Eine FLT3-ITD Mutation trat bei 15% der Patienten mit 

IDH1/2 Mutation auf. Konkordante Ergebnisse zur inversen Assoziation von IDH1/2 

Mutationen und FLT3-ITD zeigten auch andere größere AML Studien mit unterschiedlichen 

Patientenkollektiven. Paschka et al. konnten bei Patienten <60 Jahre mit unselektierter 

AML in 15% der Fälle gleichzeitig eine IDH1/2 und eine FLT3-ITD Mutation nachweisen 

(Paschka et al. 2010).  Marcucci et al. detektierten bei CN-AML Patienten (<60 Jahre) mit 

einer FLT3-ITD Mutation in 20% der Fälle gleichzeitig eine IDH1 Mutation und in 27% der 

Fälle eine IDH2 R140 Mutation (Marcucci et al. 2010).  

Auch CEBPA Mutationen korrelierten in unserer Arbeit invers mit IDH1/2 Mutationen 

(p=0,01). CEBPA Mutation traten bei 4% der Patienten mit IDH1/2 Mutation auf. Dies zeigte 

sich auch in der Studie von Paschka et al., wo 6 Patienten (7%) der CEBPA-mutierten AML 

Patienten auch eine IDH1/2 Mutation hatten. In der Subgruppe der CN-AML Patienten 

zeigte sich in dieser Studie ebenfalls keine Assoziation zwischen IDH1/2 Mutationen und 

CEBPA Mutationen (Paschka et al. 2010). Marcucci et al. detektierten eine CEBPA Mutation 

bei  6% von CN-AML Patienten mit einer IDH1 Mutation und bei 9% von Patienten mit einer 

IDH2 R140 Mutation (Marcucci et al. 2010). Eine Übersicht der Assoziation von IDH1/2 

Mutationen mit anderen molekularen Alterationen in größeren Studien zeigt Tabelle 37 im 

Anhang. 
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4.3 Prognostische Bedeutung von IDH1 und IDH2 Mutationen 

Die prognostische Relevanz von IDH1 und IDH2 Mutationen wurde in univariaten Analysen 

in Hinblick auf das Therapieansprechen auf die Induktionstherapie, das RFS und das OS 

untersucht. Diese Analysen wurden für die Gesamtkohorte, und auch für die Subgruppe 

der CN-AML Patienten durchgeführt. In der vorliegenden Arbeit hatten IDH1/2 Mutationen 

als gemeinsame Gruppe keinen Einfluss auf das Erreichen einer kompletten Remission (CR). 

Dies gilt auch für die Analyse in der die IDH1 und IDH2 Mutationen als separate Variablen 

betrachtet wurden. Eine komplette Remission erreichten 69% der Patienten mit einer IDH1 

Mutation, 77% der Patienten mit einer IDH2 Mutation und 75% der Patienten mit IDH1/2-

Wildtyp. Ähnliche Ergebnisse für das Ansprechen auf die Induktionstherapie lieferte die 

Subgruppenanalyse der Patienten mit einem normalen Karyotyp.  

Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen einiger vorangegangener Studien, in 

denen IDH1/2 Mutationen bei unselektierter AML keinen Einfluss auf die CR-Rate hatten 

(Paschka et al. 2010; Ravandi et al. 2012; Schnittger et al. 2010). In der vom 

Patientenkollektiv am ehesten vergleichbaren Studie von Paschka et al. (Patienten mit 

unselektierter AML und <60 Jahre) lag die CR-Rate der Patienten mit IDH1/2 Mutationen 

bei 66% und die der Patienten mit einer IDH1/2 Wildtyp bei 71% (Paschka et al. 2010). In 

der Subgruppe der CN-AML Patienten konnte hingegen in einigen Studien eine niedrigere 

CR-Rate, vor allem für Patienten mit IDH2 R172 Mutationen, nachgewiesen werden (Boissel 

et al. 2010; Green et al. 2011; Marcucci et al. 2010; Wagner et al. 2010). In der Studie von 

Boissel et al. lag die CR-Rate bei CN-AML Patienten mit IDH1 Mutation bei 76%, bei 

Patienten mit IDH1-Wildtyp bei 86%. Bei CN-AML Patienten mit IDH2 Mutation lag die CR-

Rate bei 58%, bei IDH2-Wildtyp Patienten bei 87% (Boissel et al. 2010).  

In einer weiteren Studie von Boissel et al. 2011 wurden 205 CN-AML-Patienten untersucht; 

bei 100% der Patienten mit IDH2 R140 Mutation konnte eine komplette Remission 

nachgewiesen werden, bei Patienten mit IDH2 R172 Mutation hingegen nur bei 58% und 

bei Patienten mit IDH2 Wildtyp bei 85% (Boissel et al. 2011).   

Außerdem scheint die CR-Rate von der Lokalisation der Mutation abhängig zu sein: In der 

Studie von Green et al. wurden 1473 Patienten mit unselektierter AML untersucht, bei 88% 

der Patientin mit IDH2 R140 Mutation konnte eine komplette Remission nachgewiesen 

werden, bei Patienten mit IDH2 R172 Mutation hingegen nur bei 48% und bei Patienten 

mit IDH1/2 Wildtyp bei 75% (Green et al. 2011). In der Studie von Marcucci et al. konnte 
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eine signifikant niedrigere CR-Rate bei CN-AML Patienten mit einer IDH2 R172 Mutation im 

Gegensatz zu IDH1/2 Wildtyp Patienten nachgewiesen werden (38% vs. 75%) (Marcucci et 

al. 2010). Zusammenfassend scheint das Erlangen einer kompletten Remission sowohl von 

der Zytogenetik des Patientenkollektiv (unselektierte AML vs. CN-AML), als auch von der 

Lokalisation der Mutation abhängig sein.   

Um zu evaluieren, ob IDH1 bzw. IDH2 Mutationen mit dem Outcome korrelieren, wurde 

das OS und das RFS analysiert. Die mediane Nachbeobachtungszeit in der gesamten 

Kohorte lag bei 54,5 Monaten. Die Analysen wurden univariat durchgeführt. 

Das OS (p=0,83) und RFS (p=0,65) der Patienten mit IDH1/2 Mutationen war nicht 

unterschiedlich im Vergleich zu Patienten ohne diese Mutationen. Auch in der 

Subgruppenanalyse der Patienten mit CN-AML war das OS (p=0,45) und RFS (p=0,26) der 

Patienten mit IDH1/2 Mutationen nicht unterschiedlich zu Patienten ohne diese 

Mutationen.  

Die Datenlage zur Bedeutung der IDH1/2 Mutationen für die Langzeitprognose ist 

uneinheitlich. In einigen Studien konnte kein Zusammenhang zwischen dem IDH1/2 

Mutationsstatus und der prognostischen Signifikanz nachgewiesen werden (Chou et al. 

2010a; Ho et al. 2010; Ravandi et al. 2012; Shen et al. 2011; Thol et al. 2010). In anderen 

Studien konnte aber in bestimmten AML Subgruppen ein ungünstiger prognostischer Effekt 

gezeigt werden. Ein prognostisch ungünstiger Effekt (kürzeres RFS und OS) der IDH1/2 

Mutationen bei CN-AML konnte für jüngere Patienten (<60 Jahre) mit dem Genotyp 

NPM1mutiert/FLT3-ITDwildtyp gezeigt werden (Boissel et al. 2010; Marcucci et al. 2010; 

Paschka et al. 2010; Ravandi et al. 2012). In der Studie von Paschka et al. betrug bei 

Patienten mit CN-AML und dem Genotyp NPM1mutiert/FLT3-ITDwildtyp das RFS nach 5 Jahren 

37%, wenn gleichzeitig eine IDH1/2 Mutation vorlag; und 67% beim Vorliegen eines IDH1/2 

Wildtyps (p=0,02). Außerdem waren nach 5 Jahren noch 41% der Patienten mit IDH1/2 

Mutation, und 65% der Patienten mit IDH1/2 Wildtyp am Leben (p=0,03) (Paschka et al. 

2010).  

Auch in der Gruppe der Patienten mit unselektierter AML gibt es unterschiedlichste 

Ergebnisse: In der Studie von Schnittger et al. (n=1414) konnte gezeigt werden, dass 

unselektierte AML Patienten mit IDH1 Mutation ein signifikant kürzeres RFS hatten als 

Patienten mit Wildtyp IDH1/2 (p=0,003). Für das OS konnte nur ein Trend gezeigt werden 

(p=0,110). In der Subgruppe unselektierter AML Patienten mit <60 Jahre und NPM1 
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Mutation zeigte sich bei Nachweis einer IDH1 Mutation ein signifikant kürzeres rezidivfreies 

Leben (p=0,044) (Schnittger et al. 2010). In der Studie von Abbas et al. konnte gezeigt 

werden, dass unselektierte AML-Patienten <60 Jahre (n=829) mit IDH1/2 Mutation und 

NPM1 Wildtyp ein kürzeres RFS hatten als Patienten mit Wildtyp IDH1/2 (p=0,02). Bei 14 

Patienten mit IDH1 Mutation und FLT3wildtyp/NPM1wildtyp ließ sich ein kürzeres OS (p=0,032) 

und RFS (p=0,005) nachweisen; auf Grund der kleinen Patientengruppe ist diese Analyse 

jedoch nur eingeschränkt beurteilbar (Abbas et al. 2010).  

Bei der CN-AML konnte für Patienten mit IDH2 Mutationen ein kürzeres OS als bei 

IDH1/IDH2 Wildtyp nachgewiesen werden (Boissel et al. 2010; Green et al. 2011; Marcucci 

et al. 2010). Aktuelle Studien führen auch zur Annahme, dass die prognostische Relevanz 

von IDH2 Mutationen von der Lokalisation der Mutation abhängt; so konnte unerwarteter 

weise gezeigt werden, dass IDH2 R140 Mutationen einen günstigen prognostischen Effekt 

im Bezug auf das OS und RFS haben als Patienten mit IDH1/2 Wildtyp. IDH2 R172 

Mutationen zeigten wiederrum ein kürzeres RFS und OS (Boissel et al. 2011; Green et al. 

2011; Patel et al. 2012). In der Studie von Boissel et al. wurden 205 CN-AML-Patienten 

untersucht; nach 5 Jahren waren noch 67% der Patienten mit IDH2 R140 am Leben, 0% der 

Patienten mit IDH2 R172 und 43 der Patienten mit IDH2 Wildtyp (Boissel et al. 2011).  

In der Studie von Green et al. ließ sich in der Subgruppe der IDH2 R172 mutierten Patienten 

mit zusätzlichem Genotyp FLT3wildtyp/NPM1wildtyp eine schlechte Prognose mit deutlich 

kürzerem Gesamtüberleben nachweisen: Nach 5 Jahren waren noch 28% der Patienten mit 

IDH2 R172 und FLT3wildtyp/NPM1wildtyp am Leben vs. 38% der Patienten mit IDH2 R140 und 

FLT3wildtyp/NPM1wildtyp (Green et al. 2011). 

Warum es zu so unterschiedlichen Ergebnissen in den verschiedenen Studien kommt und 

ein prognostisch günstiger Effekt für Patienten mit IDH2 R140 Mutationen nachgewiesen 

werden konnte ist Gegenstand der Forschung. Ein Grund hierfür sind sicherlich die relativ 

kleinen Patientenzahlen in den verschiedenen Subgruppen, die eine statistisch 

aussagekräftige Analyse nicht mehr zulassen. 

Weitere Gründe für die nicht einheitlichen Ergebnisse des Einflusses von IDH1/2 

Mutationen auf das RFS und OS könnten sein, dass unterschiedliche Altersstrukturen der 

Patientenkollektive herangezogen werden. Zudem sind die bisher vorhandenen Studien zu 

IDH1/2 retrospektiv durchgeführt worden und stammen aus verschiedenen Populationen 

(Europa, Asien, USA). Auch die Zytogenetik des Patientenkollektivs (unselektierte AML vs. 
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CN-AML), das Vorhandensein weiterer Mutationen und auch die Lokalisation der Mutation 

scheint eine wichtige Rolle zu spielen. Des Weiteren werden Patienten häufig nicht 

innerhalb von kontrollierten klinischen Studien behandelt, was die Aussagen zur 

prognostischen Signifikanz oft limitiert. Deshalb war es wichtig weitere Mutationsanalysen 

des IDH1 und IDH2 Gens an einer großen, homogen behandelten AML-Kohorte 

durchzuführen und die Mutationsdaten mit den gut dokumentierten klinischen Daten zu 

korrelieren. Im Unterschied zu den vorrausgegangen Studien bekamen die Patienten der 

07/04 Studie randomisiert All-trans-Retinolsäure (ATRA) zusätzlich zur Chemotherapie. 

ATRA, ein Derivat der Vitamin A-Säure, bewirkt auf molekularer Ebene eine Aufhebung des 

Differenzierungsblocks der promyelozytären Blasten und induziert die Ausreifung in reife 

neutrophile Granulozyten. Die hohe Wirksamkeit von ATRA ist hierbei vor allem für die 

akute promyelozytäre Leukämie (APL) nachgewiesen (Tallman et al. 1997). Ob ATRA eine 

epigenetische Funktion und somit Einfluss auf die IDH1/2 Mutationen bzw. die 

prognostische Bedeutung hat ist unklar und muss noch erforscht werden.  

Es ist nicht restlos geklärt, auf welche Weise IDH1/2 Mutationen zur Pathogenese der AML 

beitragen. Gene, die für die DNA Methylierung und somit auch für die Regulierung der 

Genexpression, verantwortlich sind, spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der 

AML (Figueroa et al. 2010a; Figueroa et al. 2009; Network TCGA 2013). So sind die IDH1 

und IDH2 Mutationen, sowie weitere bei der AML kürzlich entdeckte Mutationen, wie 

ASXL1 (Chou et al. 2010b), DNMT3A (Thol et al. 2011) und TET2 (Gaidzik et al. 2012), an der 

epigenetischen Regulation beteiligt und aktuell Gegenstand der Forschung. Es wird 

angenommen, dass IDH1 und IDH2 als Proto-Onkogene mit neomorpher Enzymaktivität 

funktionieren. Durch eine erhöhte Enzymaktivität entsteht aus α-Ketoglutarat (α-KG) 

vermehrt 2-Hydroxyglutarat (2-HG), welches als Onkometabolit funktioniert (Dang et al. 

2009; Reitman et al. 2010; Ye et al. 2012). Aktuelle Studien zeigen, dass 2-HG als Antagonist 

von α-KG funktioniert, indem es Dioxygenasen, wie Histon- und DNA Demethylasen z.B. 

TET2, inhibiert (Figueroa et al. 2010a; Lu et al. 2012; Turcan et al. 2012; Xu et al. 2011). 

Diese α-KG abhängigen Dioxygenasen sind in der epigenetischen Kontrolle von 

Genexpression und Zelldifferenzierung involviert und spielen daher auch eine wichtige 

Rolle in der Tumorgenese. So konnte für die Pathogenese der Glioblastome gezeigt werden, 

dass durch die Dominanz von 2-HG die α-KG abhängige Prolylhydroxylase inhibiert wird 

und in Folge HIF-1L übermäßig aktiviert wird (Ichimura 2012). Dass 2-HG auch in der 
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Leukämogenese von Bedeutung zu sein scheint, wurde in mehreren aktuellen Studien 

nachgewiesen. So konnten erhöhte 2-HG Spiegel in Patienten mit AML und IDH 1/2 

Mutation nachgewiesen werden (Fathi et al. 2012; Gross et al. 2010; Janin et al. 2014; 

Losman et al. 2013; Ward et al. 2010).  

Es gibt bereits Ansätze für das Untersuchen des Therapieansprechens von AML Patienten 

mithilfe von Methoden, die den Nachweis von leukämischen Blasten weit unterhalb der 

zytologischen Nachweisgrenze erlauben, die sog. „minimal residual disease“ (MRD) 

(Buccisano et al. 2012; Hourigan und Karp 2013; Krönke et al. 2011). Damit können bei 

Patienten, die klinisch und zytologisch in kompletter Remission sind, Leukämiezellen 

nachgewiesen und im Verlauf untersucht werden. Eine Studie von Krönke et al. konnte 

zeigen, dass NPM1-MRD-Monitoring zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Diagnose, während 

und nach der Therapie) es ermöglicht, Patienten einem hohen bzw. geringen Rückfallrisiko 

zuzuordnen (Krönke et al. 2011). So entsteht die Möglichkeit, durch früheres Eingreifen, 

beispielsweise mit einer allogenen Stammzelltransplantation, das Überleben von Patienten 

mit erhöhtem Rückfallrisiko zu verbessern. In einer aktuellen Studie von Debarri et al. ließ 

sich bei 17 von 31 unselektierten AML Patienten mit NPM1 Mutation eine IDH1/2 Mutation 

nachweisen, die MRD wurde mittels „next-generation-sequencing“ nach der 

Induktionstherapie sowie nach der ersten und zweiten Konsolidierungstherapie ermittelt. 

Bei 100% der Patienten, die ein Rezidiv erlitten hatten konnte auch wieder eine IDH1/2 

Mutation nachgewiesen werden (ein Patient erlitt ein MDS) (Debarri et al. 2015).  

In einer weiteren aktuellen Studie von Janin et al. konnte bei AML-Patienten mit IDH1/2 

Mutation nachgewiesen werden, dass ein signifikant erhöhter 2-HG Spiegel, auch als MRD 

Marker herangezogen werden könnte. Es wurden bei 82 Patienten mit de novo AML 

(IDH1/2 Mutation, n=53), sowie bei 68 Patienten ohne AML die 2-HG Spiegel im Serum 

mittels Massenspektrometrie untersucht und nachgewiesen, dass die 2-HG Spiegel bei 

Patienten mit IDH1/2 Mutation signifikant höher waren als bei Patienten mit IDH1/2 

Wildtyp. In den follow-up Untersuchungen wurde der 2-HG Wert auch nach der 

Induktionstherapie untersucht. Hier zeigten Patienten mit 2-HG Werten unter dem 

festgelegtem cut-off von <2 µmol/L ein längeres RFS und OS im Gegensatz zu Patienten mit 

höheren 2-HG Spiegeln.  (Janin et al. 2014). Außerdem zeigten die 2-HG Spiegel während 

dem follow-up eine positive Korrelation mit den Mutationen WT1 und NPM1. In einer 

Arbeit von Sasaki et al. führte die Expression von IDH1 R132 Mutationen in knock-in Maus 
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Modellen im hämatologischen Gewebe zu einem Nachweis von 10-fach höheren 2-HG 

Serum Spiegeln als in Wildtyp-Mäusen und zu einer Zunahme an frühen Vorläuferzellen, 

Anämie, Splenomegalie und extramedullärer Hämatopoese. Außerdem wiesen die Zellen 

der Mäuse mit den IDH1 R132 Mutationen übermäßig stark methylierte Histone und 

veränderte DNA-Methylierungsmuster, die AML Blasten mit IDH1 bzw. IDH2 Mutationen 

ähnlich waren, auf (Sasaki et al. 2012). Die Mäuse mit IDH1 R132 Mutation wiesen keinen 

leukämischen Phänotyp auf und überlebten ähnlich lange wie die Wildtyp Mäuse, was 

darauf hinweist, dass eine IDH1 bzw. IDH2 Mutation alleine nicht ausreicht um eine AML 

zu induzieren. In einer weiteren Arbeit von Chaturvedi et al. konnte ebenfalls im 

Mausmodell gezeigt werden, dass eine IDH1 Mutation alleine zu keiner Transformation 

hämatopoetischer Zellen führt. Bei zusätzlicher Überexpression von HoxA9 konnte das 

Auftreten von myeloproliferativen Erkrankung in den Mäusen mit einer mittleren 

Latenzzeit von 83 Tagen festgestellt werde. Im Vergleich dazu lag die Latenzzeit bei Wildtyp 

IDH1 bzw. einem Kontrollvektor bei 167 und 210 Tagen.  

In mehreren Studien konnte sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden, dass es durch 

IDH1 bzw. IDH2 Mutationen zu erhöhten 2-HG Spiegeln und in weiterer Folge zu DNA- und 

Histon Hypermethylierung kommen kann. Epigenetische Veränderungen sind potenziell 

reversibel und daher mögliche Ansatzpunkte neuer molekular zielgerichteter 

Therapiestrategien. Mutierte IDH1 und IDH2 Proteine können pharmakologisch inhibiert 

werden und so die Produktion von 2-HG reduziert werden (Chaturvedi et al. 2013; Wang et 

al. 2013).  Im Rahmen der Jahrestagung im Dezember 2014 der American Society of 

Hematology wurden von Stein und Kollegen erste sehr vielversprechende Ergebnisse einer 

Phase-I-Studie präsentiert, welche Sicherheit, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und 

Wirksamkeit des ersten oralen IDH2-Inhibitors AG-221 bei Patienten mit fortgeschrittenen 

IDH2-mutierten myeloischen Neoplasien untersuchte (Stein et al. 2014). In die Studie 

wurden bis Dezember 2014 73 Patienten mit einem medianen Alter von 67 Jahren 

eingeschlossen. Die Patienten litten an einer meist rezidivierten bzw. refraktären AML 

(n=62), einem MDS (n=6), einer nicht-therapierten AML (n=5), einer chronisch 

myelomonozytäre Leukämie (n=5) oder einem myeloischen Sarkom (n=1). In dieser 

prognostisch sehr ungünstigen, vorbehandelten Patientengruppe war das Ansprechen auf 

eine orale Monotherapie bemerkenswert: Die Gesamtansprechrate der 45 bisher 

auswertbaren Patienten betrug 56%. Hiervon erreichten 6 Patienten eine komplette 
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Remission, sowie weitere 9 Patienten eine komplette Remission mit unvollständiger 

hämatopoetischer Rekonstitution. An Nebenwirkungen traten bei einigen Patienten 

gastrointestinale Beschwerden, wie Übelkeit und Diarrhoe auf. Im Jahr 2015 wurden die 

Ergebnisse der Expansionsphase dieser Studie mit insgesamt 209 Patienten mit IDH2 

Mutation vorgestellt. Von den 209 Patienten waren 159 Patienten (76 %) rezidiviert oder 

refraktär auf im Median 2 Vortherapien und 66 der Patienten (32 %) zum Zeitpunkt der 

Analyse noch aktiv in der Studie. Die Patienten erhielten eine festgelegte Dosis im Phase-

2-Teil von 100 mg/Tag. In dieser prognostisch ungünstigen, mit einem medianen Alter von 

69 Jahren älteren Patientengruppe, war der Behandlungserfolg mit einer oral 

verabreichbaren AML-Monotherapie beachtlich. Die Gesamtansprechrate betrug 38% 

(n=79), wobei der Subtyp der IDH2 Mutation keinen Einfluss auf das Ansprechen hatte; 

37 Patienten erreichten eine komplette Remission (Stein et al. 2015). Basierend auf der 

bisher positiven Nutzen-Risiko-Relation wird AG-221 nun aktuell in einer randomisierten 

Phase-III-Studie getestet. 

Im Rahmen der Jahrestagung im Dezember 2014 der American Society of Hematology 

wurde zudem von Hansen und Kollegen präsentiert, dass IDH1-R132 experimentell 

pharmakologisch inhibiert und so die Produktion von 2-HG reduziert werden kann (Hansen 

et al. 2014). Auch für Patienten mit IDH1 Mutation wurde 2015 eine Phase-I-Studie 

präsentiert, welche Sicherheit, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und Wirksamkeit des 

ersten oralen IDH1-Inhibitors AG-120 bei 78 Patienten mit fortgeschrittenen IDH1-

mutierten myeloischen Neoplasien untersucht. Die Gesamtansprechrate betrug hier 35 % 

(n=27); 12 Patienten erreichten eine komplette Remission (DiNardo et al. 2015).  

Zusammengefasst wecken die Ergebnisse dieses neuen Therapieprinzips die Hoffnung, dass 

in näherer Zukunft für die Patientengruppe mit IDH1/2-Mutationen eine gut verträgliche, 

wirksame orale Monotherapie zur Verfügung stehen könnte. 

Der Anteil an IDH1 und/oder IDH2 Mutationen bei der AML liegt bei 15%-20%. Der Vorteil 

des IDH1/2-Screenings in meiner Arbeit liegt im höheren Probendurchsatz bei einem 

niedrigeren Zeit- und auch Kostenfaktor. Durch den Einsatz der denaturierenden 

Hochdruckflüssigkeitschromotographie (DHPLC) wird der Umfang der Sequenzierungen 

signifikant verringert, da man bereits mit der Fragmentanalyse feststellen kann, bei 

welchem Patienten und in welcher Region des Exons 4 eine mögliche Mutation vorliegt. So 

konnte hier relativ schnell und kostengünstig der IDH1/2 Mutationsstatus bestimmt 
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werden. Dies könnte von Bedeutung im Kontext von zielgerichteten Therapiekonzepten mit 

spezifischen IDH Inhibitoren werden, da hier ein IDH1/2 Mutationsscreening ins 

diagnostische „work-up“ implementiert wird. Des Weiteren ermöglicht ein solcher Assay 

ein effizientes Mutations-Screening im Rahmen von retrospektiven Studien, in denen viele 

Patientenproben untersucht werden müssen. 

Anhand der vorliegenden Arbeit konnte ich bestätigen, dass IDH1/2 Mutationen häufig 

auftretende genetische Alterationen bei jüngeren AML Patienten (<60 Jahre) darstellen. In 

dieser Arbeit hatten IDH1/2 Mutationen keine signifikante prognostische Bedeutung (CR, 

RFS, OS).  
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5. Zusammenfassung 

 

Wie in mehreren Studien eindrucksvoll gezeigt werden konnte stellen IDH1 (Isocitrate 

dehydrogenase 1) und IDH2 (Isocitrate dehydrogenase 2) Mutationen rekurrente 

genetische Alterationen bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) dar: Der Anteil an 

IDH1 und IDH2 Mutationen bei der AML liegt bei 15%-20%. Ziel der vorliegenden Arbeit 

war es, an einem großen Kollektiv (n=920) jüngerer AML Patienten (<60 Jahre) 

Mutationsanalysen der IDH1 und IDH2 Gene durchzuführen und die Daten zum IDH1/2 

Mutationsstatus mit weiteren genetischen und klinischen Charakteristika zu korrelieren 

sowie die prognostische Relevanz der IDH1/2 Mutationen zu evaluieren. Der Vorteil des 

hier verwendeten Assays zum IDH1/2-Screening liegt im höheren Probendurchsatz bei 

einem niedrigeren Zeit- und auch Kostenfaktor durch den Einsatz der denaturierenden 

Hochdruckflüssigkeitschromotographie (DHPLC). Von den 920 untersuchten AML Patienten 

wiesen insgesamt 147 (16,0%) Patienten eine IDH1 und/oder IDH2 Mutation (IDH1/2) auf. 

Bei 58 (6,3%) Patienten konnten IDH1 Mutationen nachgewiesen werden; bei 94 (10,2%) 

Patienten IDH2 Mutationen. Hiervon lag in 5 (0,5%) der Patienten eine Mutation in IDH1 

und IDH2 vor. IDH1/2 Mutationen waren in meiner Arbeit signifikant mit einem 

zytogenetisch normalen Karyotyp und einer Nucleophosmin 1 (NPM1) Mutationen 

assoziiert. In der Gruppe der IDH1 und/oder IDH2 mutierten Patienten betrug das mediane 

Alter 51,3 Jahre (Spanne 21-60 Jahre). Männer und Frauen waren etwa gleich häufig von 

einer IDH1/2 Mutation betroffen. In der hier untersuchten Patientenkohorte waren IDH1/2 

Mutationen mit höherem Alter (p=0,001) assoziiert, hatten niedrigere Leukozytenzahlen 

(p=0,009), niedrigere Werte für Laktatdehydrogenase (LDH) im Serum (p<0,0001) und 

höhere Thrombozytenzahlen (p<0,0001). In der vorliegenden Arbeit gab es keinen Effekt 

der IDH1/2 Mutationen auf den Erfolg der Induktionstherapie und auch nicht auf die 

Langzeitprognose hinsichtlich des rezidivfreien Überlebens (relapse free survival, RFS) und 

des Gesamtüberlebens (overall survival, OS). Dies gilt sowohl für die Patienten mit 

unselektierter AML, als auch für die Subgruppe der Patienten mit normalen Karyotyp 

(cytogenetically normal - (CN)) - AML Patienten. Die wissenschaftliche Datenlage zur 

Bedeutung der IDH1/2 Mutationen für die Langzeitprognose ist uneinheitlich. Mögliche 

Gründe für die nicht einheitlichen Ergebnisse des Einflusses von IDH1/2 Mutationen auf 

das RFS und OS könnten sein, dass unterschiedliche Altersstrukturen der 
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Patientenkollektive herangezogen werden. Zudem sind die bisher vorhandenen Studien zu 

IDH1/2 retrospektiv durchgeführt worden und stammen aus verschiedenen Populationen 

(Europa, Asien, USA). Auch die Zytogenetik des Patientenkollektivs (unselektierte AML vs. 

CN-AML), das Vorhandensein weiterer Mutationen und auch die Lokalisation der Mutation 

scheint eine wichtige Rolle zu spielen.  Des Weiteren werden Patienten häufig nicht 

innerhalb von kontrollierten klinischen Studien behandelt, was die Aussagen zur 

prognostischen Signifikanz oft limitiert. Deshalb war es wichtig, weitere Mutationsanalysen 

des IDH1 und IDH2 Gens an einer großen, homogen behandelten AML-Kohorte 

durchzuführen und die Mutationsdaten mit den gut dokumentierten klinischen Daten zu 

korrelieren. Es gibt inzwischen hinreichende Evidenz, dass durch Mutationen in IDH1 und 

IDH2 die epigenetische Regulation gestört wird. Als Substrat der mutierten Enzyme fungiert 

nicht mehr Isocitrat, sondern es wird eine Reaktion katalysiert, in der α-Ketoglutarat zu 2-

Hyroxyglutarat (2-HG) umgesetzt wird. 2-Hydroxyglutarat fungiert als Inhibitor von α-

Ketoglutarat-abhängigen Dioxygenasen, wie z.B. Histon- und DNA-Demethylasen. Folglich 

kommt es zu einer DNA- und Histon Hypermethylierung. Dies führt zu einer Blockade der 

Zelldifferenzierung und stellt einen wesentlichen Pathomechanismus bei den IDH1/2-

mutierten myeloischen Neoplasien dar. Epigenetische Veränderungen sind potenziell 

reversibel und daher mögliche Ansatzpunkte neuer molekular zielgerichteter 

Therapiestrategien. Die Bestimmung des IDH1/2 Mutationsstatus hat daher hohe klinische 

Relevanz: mutierte IDH1 und IDH2 Proteine konnten bereits in ersten Studien 

experimentell pharmakologisch inhibiert und so die Produktion von 2-HG reduziert werden 

(Chaturvedi et al. 2013; Wang et al. 2013). Zudem gibt es erste sehr vielversprechende 

Ergebnisse von Phase-I-Studien, welche Sicherheit, Pharmakokinetik, Pharmakodynamik 

und Wirksamkeit des ersten oralen IDH1 bzw. IDH2-Inhibitors AG-121 bzw. AG-221 bei 

Patienten mit fortgeschrittenen IDH1/2-mutierten myeloischen Neoplasien untersuchte. 

Somit stellen IDH1- und IDH2-Inhibitoren eine dringend benötigte Erweiterung des 

therapeutischen Arsenals für AML Patienten dar. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern wichtige Informationen zum Auftreten von 

IDH1/2 Mutationen bei der AML des jüngeren Patienten (<60 Jahre) und sind somit eine 

wichtige Basis für weitere Studien, die optimalerweise prospektiv und an einem großen 

Patientenkollektiv, insbesondere im Kontext mit neuen zielgerichteten Substanzen, 

durchgeführt werden sollten. 
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7. Anhang 

 

Tabelle 34. Synopsis ausgewählter Studien zur Inzidenz der IDH1 und IDH2 Mutationen bei unselektierter 
AML  

Studie Untersuchte 

Patienten, n 

Inzidenz der 

IDH1 

Mutationen, % 

Inzidenz der 

IDH2 

Mutationen, % 

Medianes 

Alter, Jahre 

IDH1/2 mutiert 

Medianes 

Alter, Jahre 

IDH1/2 wildtyp 

Mardis 

et al. 

2009 

188 8 0 49 46 

Paschka 

et al. 

2010 

805 7,6 8,7 51 47 

Schnitt-

ger et al. 

2010 

1414 6,6  Nicht unter-

sucht 

67 66 

Abbas et 

al. 2010 

893 6 11 50 45 

Chou et 

al. 2010 

493 5,5 Nicht unter- 

sucht 

k.A. k.A. 

Ho et al. 

2010 

257 0 Nicht unter- 

sucht 

k.A. 10 

Shen et 

al. 2011 

1185 9,3 9,8 k.A. k.A. 

Ravandi 

et al. 

2012 

 

 

 

 

170  7  14  53 (IDH1 

R132); 56 

(IDH2 

R172 & 

R140) 

53 
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Disser-

tation  

Madar 

2016 

920  6,3  10,2  51 49 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitrat-Dehydrogenase 1/2; AML: akute myeloische Leukämie; k.A.: keine Angaben; 
n: Anzahl der untersuchten Patienten.  

 

 

Tabelle 35. Synopsis ausgewählter Studien zur Inzidenz der IDH1/2 Mutationen bei CN-AML Patienten. 

Studie Untersuchte 

Patienten, n 

Inzidenz der 

IDH1 

Mutation, % 

Inzidenz der 

IDH2 

Mutation, % 

Medianes Alter, 

Jahre IDH1/2 mutiert 

Medianes Alter, 

Jahre IDH1/2 

wildtyp 

Marcucci 

et al. 

2010 

358 14 19 62 (IDH1 R132); 

64 (IDH2 R140); 

70 (IDH2 R172) 

60 

Boissel 

et al. 

2010 

213 (IDH1); 

205 (IDH2) 

16 6 54 (IDH1) 

57 (IDH2) 

48 

Thol et 

al. 2010 

272 Nicht 

unter- 

sucht 

12 k.A. k.A. 

Ravandi 

et al. 

2012 

 104  11  17  53 (IDH1 R132); 

56 (IDH2 R172 & 

R140) 

53 

Disser- 

tation 

Madar 

2016 

427  10  14  51 49 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitrat-Dehydrogenase 1/2; AML: akute myeloische Leukämie; CN: zytogenetisch 
normal; k.A.: keine Angaben; n: Anzahl der untersuchten Patienten. 
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Tabelle 36. Synopsis über die größeren AML Studien zu den klinischen Charakteristika der IDH1/2 
Mutationen. 

Studie IDH1/2 

Mutationsstat

us 

Anzahl der 

untersuch-

ten 

Patienten, 

n 

Leuko-

zytenzahl, 

x109/L 

(Median) 

 

Thrombo-

zytenzahl, 

x109/L 

(Median) 

Blasten im 

Knochen-

mark, 

Median in 

% 

Blasten im 

peripher-

en Blut, 

Median in 

% 

Paschka 

et al. 

2010 

IDH-WT 

IDH1/2-

MUT 

607 

128 

11,3  

14,9 

68 

51 

74 

80 

40 

41 

Marcucci 

et al. 

2010 

IDH-WT 

IDH1-MUT 

IDH2 R140-

MUT 

IDH2 R172-

MUT 

240 

49 

56 

 

13 

28 

25 

22,5 

 

1,5 

53 

98 

73 

 

131 

63 

73 

74 

 

66 

50 

59 

45 

 

7 

Boissel 

et al. 

2010 

IDH1-WT 

IDH1-MUT 

IDH2-WT 

IDH2-MUT 

179 

34 

193 

12 

12 

20 

12 

3 

k.A. k.A. k.A. 

Abbas et 

al. 2010 

IDH-WT 

IDH1-MUT 

IDH2-MUT 

743 

55 

97 

46 

48 

42 

83 

131 

104 

k.A. k.A. 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitrat-Dehydrogenase 1/2; WT: Wildtyp; MUT: Mutation; k.A.: keine Angaben; n: 
Anzahl der untersuchten Patienten.  
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Tabelle 37. Synopsis über die größeren AML Studien zur Assoziation von IDH1/2 Mutationen mit anderen 
molekularen Alterationen. 

Studie IDH1/2 Status Patienten, n NPM1 

Mutation, % 

FLT3-ITD 

Mutation, % 

CEBPA 

Mutation, % 

Paschka et al. 

2010 

IDH-WT 

IDH1/2-MUT 

607 

128 

26 

42 

22 

15 

12 

7 

Marcucci et al. 

2010 

IDH-WT 

IDH1-MUT 

IDH2 R140-MUT 

IDH2 R172-MUT 

240 

49 

56 

13 

60 

71 

57 

0 

38 

20 

27 

0 

18 

6 

9 

0 

Boissel et al. 

2010 

IDH1-WT 

IDH1-MUT 

IDH2-WT 

IDH2-MUT 

179 

34 

193 

12 

37 

62 

43 

0 

20 

18 

22 

0 

13 

0 

11 

0 

 
Abkürzungen: IDH1/2: Isocitrat-Dehydrogenase 1/2; WT: Wildtyp; MUT: Mutation; CEBPA: CCAAT/enhancer 
binding protein alpha; NPM1: Nucleophosmin 1; FLT3: Fms-related tyrosinkinase 3; ITD: interne 
Tandemduplikation; n: Anzahl der untersuchten Patienten.  
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