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Kurzzusammenfassung 

Einleitung: 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist die häufigste leukämische Erkrankung des 

Erwachsenenalters. Genmutationen spielen in der Entwicklung und Krankheits-

entstehung der AML eine wichtige Rolle. Bei AML findet sich häufig eine Mutation der 

DNA Methyltransferase 3α (DNMT3A); überwiegend ist diese Mutation im Codon R882 

(DNMT3AR882mut) lokalisiert. Trotz vielfacher Untersuchungen ist der genaue Einfluss 

von Mutationen auf die Entwicklung der AML nicht vollständig bekannt. Besonderes 

Augenmerk liegt dabei auf Mutationen wie DNMT3A, die bereits in präleukämischen 

Zellen auftreten. Das Ziel dieser Arbeit ist es, klinische und prognostische Merkmale 

von AML-Patienten in Bezug auf das Vorhandensein von DNMT3AR882mut zu 

vergleichen. Die Quantifizierung der Mutationslast in klinischen Verlaufsproben wurde 

sowohl nach Standardtherapie als auch nach allogener Stammzelltransplantation 

(alloSCT) durchgeführt. Darüber hinaus wurde untersucht, ob die Quantifizierung der 

Mutationslast von DNMT3AR882mut für das Fortschreiten der Erkrankung von Bedeutung 

ist. 

 

Methodik: 

In die Analyse sind Proben von 444 AML-Patienten, die an der Charité 

Universitätsmedizin von 04/1999 bis 02/2016 behandelt wurden, eingegangen. Die 

mittlere Beobachtungsdauer betrug 495 Tage. Von 444 Patienten wiesen 52 

DNMT3AR882mut
 auf. Die Mutationslast in klinischen Verlaufsproben wurde mittels 

quantitativer Polymerasekettenreaktion (PCR) analysiert. Die statistischen Methoden 

wurden entsprechend Stichprobenverteilung ausgewählt und mit SPSS ausgewertet 

(Signifikanzniveau p<0,05). 

 

Ergebnisse: 

DNMT3AR882mut war bei Erstdiagnose (ED) mit einer höheren Konzentration von 

Leukozyten und Blasten assoziiert und fand sich gehäuft bei Patienten mit normalem 

Karyotyp. Es zeigte sich eine Tendenz zu häufigerem Auftreten bei M4- und M5-

Varianten der AML. NPM1 und FLT3-ITD, die eine signifikante Auswirkung auf die 

Prognose von Krankheiten haben, ließen sich als häufige Ko-Mutationen feststellen.  
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Die Analyse der Mutationslast von DNMT3AR882mut bei ED zeigte eine große Streuung 

(0,02–66,9 %). Die Mutationslast von DNMT3AR882mut sank nach Therapie ab, war 

jedoch in allen Proben bei kompletter Remission (CR) nach Standardtherapie (CRSt)  

noch quantitativ nachweisbar. In CR nach alloSCT (CRallo) war kein Nachweis der 

Mutation möglich. In Rezidivproben war bei allen Patienten, sowohl nach CRSt als auch 

nach CRallo, ein Anstieg der Mutationslast zu verzeichnen; es gelang der Nachweis 

desselben Mutationsklons wie bei ED. 

 

Schlussfolgerung: 

Die DNMT3A-Mutation ist eine häufige genetische Veränderung bei AML-Patienten, die 

mit spezifischen klinischen und prognostischen Parametern assoziiert ist. Das 

Vorhandensein von Ko-Mutationen, insbesondere NPM1 und FLT3-ITD, hat eine 

signifikante Auswirkung auf die Prognose von Patienten. Der quantitative Nachweis von 

DNMT3AR882mut zu verschiedenen klinischen Zeitpunkten zeigte die Persistenz des 

mutierten Klons nach Standardtherapie und das Verschwinden von DNMT3AR882mut 

nach alloSCT. Die alloSCT gilt als optimale Behandlungsoption zur Eradikation von 

DNMT3AR882mut bei AML Patienten. 
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Abstract 

Introduction: 

Acute myeloid leukemia (AML) is the most common leukemic disease of adulthood and 

genetic mutations play an important role in its development and progression. Commonly 

the epigenetic modifying gene DNA methyltransferase 3α (DNMT3A) is mutated, 

especially in codon R882 (DNMT3AR882mut). Despite the active investigations, the 

mutation’s exact impact on development of AML is not completely known. The 

occurrence of mutation in pre-leukemic cells explains a particular attention to DNMT3A. 

This study’s objective is to compare clinical and prognostic characteristics of AML 

patients in relation to presence of DNMT3AR882mut. The quantification of the mutation 

burden in follow up samples was performed both after standard therapy and after 

allogeneic stem cell transplantation (alloSCT). In addition, it was investigated whether 

the quantification of the mutation burden of DNMT3AR882mut is significant to the 

progression of disease. 

 

Methods: 

Samples of 444 AML patients treated in Charité Universitätsmedizin since 04/1999 until 

02/2016 were analysed. The median observation period was 495 days. Of 444, 52 have 

DNMT3AR882mut. Mutation burden in follow-up samples was evaluated by quantitative 

polymerase chain reaction (PCR). The statistical methods were selected according to 

sample distribution and evaluated with SPSS (significance level p<0.05). 

 

Results: 

DNMT3AR882mut was associated with a higher level of leukocytes and blasts at first 

diagnosis (ED) and was more frequently found in patients with normal karyotype. There 

was a tendency for increased occurrence in M4 and M5 variants of AML. NPM1 and 

FLT3-ITD, which have a significant impact on disease prognosis, were found to be 

frequent co-mutations. Analysis of mutation burden of DNMT3AR882mut at ED showed a 

large spread (0.02–66.9 %). The mutation burden decreased after therapy, but was 

quantitatively detectable in all samples at complete remission (CR) after standard 

therapy (CRSt). In CR after alloSCT (CRallo) with complete donor chimerism mutation 

was not found.  
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In all relapse samples an increased mutation burden was detectable, both after 

standard therapy and after alloSCT. In relapse samples the equal mutant clone to ED 

was discovered. 

 

Conclusion: 

DNMT3AR882mut is a common genetic aberration in AML and associates with specific 

clinical and prognostic data. The presence of co-mutations, especially NPM1 and FLT3-

ITD, has a significant effect on patients’ prognosis. Quantitative detection of 

DNMT3AR882mut at different time points of disease revealed the persistence of mutated 

clone after standard therapy and disappearance of DNMT3AR882mut after alloSCT. It 

suggests that alloSCT is the optimal treatment option for the eradication of 

DNMT3AR882mut in AML patients. 
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1. Einleitung 

1.1 Akute myeloische Leukämie  

Die AML ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden Systems, bei der es durch 

klonale Proliferation von myeloischen Vorläuferzellen zur Ausschwemmung unreifer und 

funktionsloser Blasten ins Blut kommt [1]. Diese Blasten zeigen häufig unterschiedliche 

Differenzierungsgrade [1]. Die unreifen Zellen verdrängen die gesunde Blutbildung im 

Knochenmark (KM), wodurch die AML klinisch mit Anämie, Neutropenie und 

Thrombozytopenie imponiert [1]. Bei Erwachsenen gilt die AML als die häufigste 

leukämische Erkrankung [2]. Die Inzidenz der Erkrankung beträgt ca. 3,5/ 100.000/ Jahr 

[3]. Dabei erkranken Männer etwas häufiger als Frauen [3]. Etwa 43 % der Patienten 

sind über 65 Jahre alt [4]. Die Exposition gegenüber bestimmten Noxen geht mit einer 

erhöhten Inzidenz für eine de novo AML einher [5]. Dazu zählen Chemikalien (v.a. 

Benzol), ionisierende Strahlung sowie zytotoxische Chemotherapeutika [5]. Im 

Gegensatz dazu entsteht die sogenannte sekundäre AML auf dem Boden einer bereits 

bestehenden myeloischen Neoplasie [6]. 

 

1.1.1 Pathophysiologie/ Pathogenese 

Bei der Untersuchung hämatopoetischer Stammzellen (HSC) von gesunden Probanden 

sowie AML-Patienten zeigt sich ein breites Spektrum von zufälligen Hintergrund-

mutationen, welche im Alter auf eine Anzahl von bis zu 1000 akkumulieren können [7]. 

Diese Mutationen scheinen für die Entstehung der AML nicht bedeutend zu sein [7]. Die 

Pathogenese der AML beruht nach Kelly und Gilliland [8] auf einem Zusammenspiel 

von Klasse-I-Mutationen und  Klasse-II-Mutationen. Dabei werden zwei genetische 

Defekte für das Entstehen der Erkrankung als notwendig erachtet („2-Hit-Hypothese“ 

nach Knudson [9]). Klasse-I-Mutationen führen zu einem Überlebensvorteil der 

hämatopoetischen Stammzelle, indem sie diese zur Selbsterneuerung befähigen [8]. Zu 

diesen Mutationen zählen die Rezeptortyrosinkinasen FLT3-ITD, FLT-TKD und c-KIT 

sowie das RAS Onkogen [8]. Klasse-II-Mutationen greifen durch Veränderung 

relevanter Transkriptionsfaktoren in den Differenzierungsvorgang der Zelle ein [10]. Zu 

dieser Gruppe gehören unter anderem NPM1-, CBF-, CEBPA-, MLL- und PML-

Mutationen [11].  
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In weiteren Studien zeigte sich, dass eine zusätzliche Gruppe von Treibermutationen in 

der Entstehung der AML von Bedeutung zu sein scheint [12, 13]. Es wird angenommen, 

dass diese Gruppe über epigenetische Regulation in frühen präleukämischen 

Stammzellen auf die Pathogenese der AML einwirkt [14, 15]. In diese Klasse von 

Mutationen fallen IDH-, TET2-, ASXL1- sowie DNMT3A-Mutationen [16, 17]. 

 

1.1.2 Diagnosestellung 

Morphologie: 

Für die Diagnosestellung der AML werden eine periphere Blutprobe (Blutbild und 

Differentialblutbild) sowie eine Knochenmarkaspiration des Patienten zytologisch und 

histologisch beurteilt [18]. Falls die Aspiration ohne Erfolg bleibt (punctio sicca), wird 

eine Stanzbiopsie des Beckenkamms durchgeführt [19]. Mit Ausnahme der 

zytogenetischen Aberrationen t(15;17), t(8;21), inv(16) sowie t(16;16) ist ein Blasten-

anteil > 20 % Bedingung für die Diagnosestellung der AML [20]. In die Blastenzählung 

fließen je nach morphologischem Subtyp Promyelozyten, Monoblasten, Promonozyten 

und Megakaryoblasten mit ein – Erythroblasten werden jedoch nur bei der Akuten 

Erythroleukämie mitgezählt (French-American-British (FAB)- Klassifikation M6, vgl. 

Tabelle 4) [19].  

Die Zelllinienzugehörigkeit einer AML kann mithilfe von zytochemischen Verfahren 

(Myeloperoxidasefärbung (MPO), nicht-spezifische Esterasefärbung (NSE), Perjod-

säure-Schiff-Reaktion (PAS)) und Durchflusszytometrie festgestellt werden [19]. Zeigen 

sich in der Untersuchung mehrere Blastenpopulationen mit unterschiedlicher 

Zelllinienzugehörigkeit, so spricht man von biphänotypischer akuter Leukämie (BAL) 

[19]. Die BAL wird nach Bene et al. [21] eingeteilt. 

 

Zytogenetik und Molekulargenetik: 

Die Untersuchung des Karyotyps bildet einen wichtigen Bestandteil der Diagnostik. 

Chromosomale Veränderungen finden sich bei ca. 50-60 % der erwachsenen Patienten 

mit AML [22, 23]. Sofern sich keine Veränderungen des Karyotyps zeigen, spricht man 

von zytogenetisch normaler AML (CN-AML) [11]. Ein monosomaler Karyotyp ist definiert 

als das Vorliegen einer Monosomie (exkl. Verlust von X oder Y) mit mindestens einer 

strukturellen Chromosomenaberration (exkl. core-binding factor AML) oder einer 

weiteren vorliegenden Monosomie [20].  
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Als komplex-aberranter Karyotyp gilt der Nachweis von ≥ 3 chromosomalen 

Veränderungen [24]. Ein Überblick über die zytogenetischen und molekulargenetischen 

Untersuchungen zur Diagnosesicherung der AML findet sich in Tabelle 1 (modifiziert 

nach [20]).  

Durch die dargestellten Untersuchungsmethoden ist es möglich geworden, 

verschiedene leukämische Entitäten, sogenannte Risikogruppen, zu kategorisieren 

(siehe Tabelle 2, modifiziert nach [20]). Diese bilden die Grundlage von risiko-

stratifizierten Behandlungskonzepten bei Patienten mit AML [25]. 

Tabelle 1: Übersicht von zytogenetischen und molekulargenetischen Untersuchungen zur 

Diagnosesicherung der AML [20] 

Zytogenetischer Nachweis von 

Translokationen 

RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11, KMT2A (MLL),  

DEK-NUP214, GATA2 und MECOM (EVI1)  

oder Verlust von Chromosom 5q, 7q oder 17p 

Molekulargenetischer Nachweis 

von Mutationen 

- NPM1 

- CEBPA 

- RUNX1 

- FLT3- ITD 

- FLT3-TKD  

- TP53 

- ASXL1 

Molekulargenetischer Nachweis 

von Genumlagerungen 

- PML-RARA 

- CBFB-MYH11 

- RUNX1-RUNX1T1 

- BCR-ABL1 

 

Tabelle 2: Risikostratifizierte Prognosegruppen nach European Leukemia Net (ELN) [20]  

Prognosegruppe Genetische Subgruppen 

Günstig 

(Niedrigrisiko) 

 

- t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1  

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

- NPM1 Mutation ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDlow 

- Biallelische CEBPA Mutation 
 

Intermediär - NPM1 Mutation und FLT3-ITDhigh 

- Wildtyp NPM1 ohne FLT3-ITD oder mit FLT3-ITDlow 

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

- zytogenetische Abnormalitäten, die weder als günstig noch als 

ungünstig gelten 
 

 



4 

 

Tabelle 2 (Fortsetzung): Risikostratifizierte Prognosegruppen nach ELN [20]  

Ungünstig 

(Hochrisiko) 

-  

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

- t(v;11)(v;q23.3); KMT2A- Rearrangement  

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

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

- 5 oder del(5q); -7; -17/abn(17p) 

- komplexer Karyotyp, monosomaler Karyotyp 

- Wildtyp NPM1 und  FLT3-ITDhigh 

- RUNX1 Mutation 

- ASXL1 Mutation 

- TP53 Mutation 

 

 

Die Kriterien für das Therapieansprechen sowie die klinischen Endpunkte in der 

Verlaufsbeobachtung sind in Tabelle 3 aufgeführt [20, 26, 27]. 

Tabelle 3: Kriterien des Therapieansprechens sowie klinische Endpunkte in der 

Verlaufsbeobachtung 

komplette Remission  Blasten im KM < 5 % 

 Abwesenheit von Auerstäbchen und extramedullären Manifesta-

tionen 

 Neutrophile ≥ 1000/ µl und Thrombozyten ≥ 100.000/ µl 

partielle Remission 

(PR) 

 Reduktion der Blasten im KM auf 5-25 % 

 Neutrophile ≥ 1000/ µl und Thrombozyten ≥ 100.000/ µl 

Rezidiv aus CR  Anstieg der Blasten im KM auf ≥ 5 % oder 

 Blasten im peripheren Blut ohne anderen Grund  

(z. B. Regeneration) oder 

 Neuaufgetretene extramedulläre AML-Manifestation 

krankheitsfreies 

Überleben (DFS) 

Zeitraum von Feststellung der CR bis zum Auftreten eines Rezidivs 

bzw. bis zum letzten ärztlichen Kontakt bzw. bis zum Tod 

Gesamtüberleben 

(OS) 

Zeitraum von Diagnosestellung bis zum letzten ärztlichen Kontakt 

bzw. bis zum Tod 

minimale 

Resterkrankung 

(MRD) 

Anzeichen für leukämische Zellen im KM (immunphänotypisch, 

molekular oder zytogenetisch), jedoch kein mikroskopischer 

Nachweis möglich  



5 

 

1.1.3 Klassifikation 

a) Einteilung nach FAB  

Die French-American-British-Klassifikation von 1976 basierte vor allem auf 

morphologischen und zytochemischen Eigenschaften der Blasten. Für die Diagnose der 

AML war der Nachweis von mindestens 30 % Blasten Voraussetzung [28]. Innerhalb 

der Klassifikation wurde die AML in acht verschiedene Subtypen (FAB M0–M7) 

unterteilt und in den folgenden Jahren weiter überarbeitet [29].  

b) Einteilung nach WHO  

In der 2001 veröffentlichten Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 

wurde die FAB Klassifikation um zytogenetische und molekulargenetische 

Charakteristika erweitert. Außerdem wurde der prozentuale Blastenanteil von 30 % auf 

20 % gesenkt und ermöglichte somit eine Abgrenzung zum myelodysplastischen 

Syndrom (MDS) [18]. In den Jahren 2008 und 2016 wurde die WHO Klassifikation 

überarbeitet [30, 31]. In Tabelle 4 ist die aktuell gültige WHO Klassifikation, modifiziert 

nach Arber et al. [30], dargestellt. In der Subgruppe der nicht anderweitig 

kategorisierten AML (NOS) findet sich die FAB-Klassifikation wieder.   

Tabelle 4: WHO Klassifikation der AML von 2016 [30] 

AML mit rekurrenten genetischen Aberrationen 

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

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

- akute Promyelozytenleukämie mit PML-RARA 

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

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

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

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

- AML mit BCR-ABL1 (provisorische Entität) 

- AML mit NPM1 Mutation 

- AML mit biallelischer CEBPA Mutation 

- AML mit RUNX1 Mutation (provisorische Entität) 

AML mit Myelodysplasie-verwandten Veränderungen 

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasie 
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Tabelle 4 (Fortsetzung): WHO Klassifikation der AML von 2016 [30] 

AML, nicht anderweitig kategorisiert  

- AML minimal differenziert (FAB M0) 

- AML ohne Ausreifung (FAB M1) 

- AML mit Ausreifung (FAB M2)  

- AML myelomonozytär (FAB M4)  

- AML monoblastisch / monozytär (FAB M5)  

- Akute Erythroleukämie (FAB M6)  

- Akute Megakaryoblastenleukämie (FAB M7)  

- Akute Basophilenleukämie  

- Akute Panmyelose mit Myelofibrose  

Myeloisches Sarkom 

Myeloische Proliferation bei Down-Syndrom 

- Transient Abnormale Myelopoese (TAM)  

- Myeloische Leukämie mit Down-Syndrom assoziiert  

Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien 

Akute Leukämien unklarer Linienzugehörigkeit 

- Akute undifferenzierte Leukämie  

- Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und t(9;22)(q34; q11.2), BCR-ABL1  

- Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp und t(v;11q23); KMT2A-Rearrangement  

- Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, B/ myeloisch, NOS  

- Akute Leukämie mit gemischtem Phänotyp, T/ myeloisch, NOS 

1.1.4 Therapie 

Die Therapie der AML besteht aus der Induktionstherapie mit dem Ziel der CR sowie 

der anschließenden Postremissionstherapie zur Erhaltung der CR. Ausgenommen 

davon ist die Therapie der akuten Promyelozytenleukämie (APL), welche mithilfe von 

All-Trans-Retinsäure (ATRA), Arsentrioxid (ATO) und Anthrazyklin-basierter 

Chemotherapie hohe Remissionsraten erreicht [32]. Das Therapieschema der AML 

richtet sich sowohl nach dem Alter des Patienten als auch nach dem Vorliegen etwaiger 

Komorbiditäten [19]. Zusätzlich werden die Ergebnisse der zytogenetischen 

Untersuchung in die Wahl des Therapieregimes miteinbezogen, sodass sich das 

therapeutische Vorgehen – je nach Eignung des Patienten für intensive 

Chemotherapie – unterscheidet (siehe Tabelle 5, modifiziert nach [20]). Die Standard-

induktionstherapie nach dem „7+3“-Schema besteht dabei aus einer dreitägigen Gabe 

des Anthrazyklins Daunorubicin und einer einwöchigen, kontinuierlichen Infusion von 

Cytarabin [33].  



7 

 

Im Rahmen weiterer Therapieprotokolle werden ebenfalls andere Anthrazykline, wie 

Mitoxantron oder Idarubicin, eingesetzt [32]. Das Nichtansprechen auf ein bis zwei 

dieser „7+3“-Therapiezyklen bezeichnet man als Therapierefraktärität [34]. Diese 

Patienten werden mit einer sogenannten Salvage-Chemotherapie behandelt [34]. 

Hierfür stehen verschiedene Therapieprotokolle mit hochdosiertem Cytarabin zur 

Verfügung (z. B. Behandlungsschema aus Fludarabin, Cytarabin und Idarubicin (FLAG-

IDA)[35, 36]. 

Tabelle 5: Überblick Therapieschemata bei Patienten mit AML [20] 

Patienten mit intensiver Therapiemöglichkeit 

  < 60-65 Jahre > 60-65 Jahre 

Induktion  Doppelinduktionstherapie 

(2 Zyklen „7+3“-Schema, 

bei Nachweis > 5 % 

Blasten an Tag 15 im KM:  

hochdosiertes Cytarabin 

„7+3“ Schema, ggf. erneuter 

Zyklus bei Nachweis > 5 % 

Blasten an Tag 15 im KM 

Konsolidierung  gute 

Risikogruppe 

2–4 Zyklen IDAC 2–3 Zyklen IDAC 

 intermediäre 

Risikogruppe 

- HLA-idente alloSCT 

- 2–4 Zyklen IDAC 

- Hochdosistherapie mit 

anschließender 

autologer SCT 

kein klar empfohlenes 

Therapieschema;  

Wahl je nach Risikoprofil und 

Allgemeinzustand des 

Patienten 

 schlechte 

Risikogruppe 

HLA-idente alloSCT 

 

Patienten ohne intensive Therapiemöglichkeit 

- Hypomethylierende Substanzen: 

• 5-Azacitidin 

• Decitabin 

- Niedrigdosiertes Cytarabin 

- Supportive Therapie/ „Best Supportive Care“ (für Patienten ohne Möglichkeit bzw. Wunsch zur 

antileukämischen Therapie; beinhaltet Therapie mit Hydroxyurea) 

 

Die AML ist die häufigste Indikation für eine allogene Stammzelltransplantation [37]. Bei 

der Suche nach einem Spender spielt die Kompatibilität des humanen Leukozyten-

Antigen-Systems (HLA-System) eine wichtige Rolle. Dabei wird ein Familienspender 

dem Fremdspender sowie ein HLA-kompatibler einem HLA-inkompatiblen Spender 

vorgezogen [38].  
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Mittlerweile werden vermehrt teilkompatible (z.B. haploidente) Transplantationen 

durchgeführt [39]. Mithilfe einer Konditionierungstherapie wird der Patient auf die 

Stammzelltransplantation vorbereitet. Das Immunsystem wird supprimiert, maligne 

Zellen aus dem Knochenmark eradiziert und somit die Grundlage geschaffen, damit die 

Stammzellen aus dem Transplantat im Knochenmark des Patienten anwachsen können 

[40]. Die Konditionierung kann nach dosis-intensivem (myeloablative conditioning, 

MAC), dosis-reduziertem (reduced intensity conditioning, RIC) sowie minimal-

intensivem (nonmyeloablative conditioning, NMA) Schema durchgeführt werden [41]. 

Bei jüngeren, gesunden Patienten wird vor allem nach MAC-Schemata verfahren, für 

ältere Patienten bzw. jüngere Patienten mit vorliegenden Komorbiditäten kommen RIC-

Schemata zur Anwendung [42]. Die Konditionierungstherapie basiert in allen Fällen auf 

kombinierten Chemotherapeutika (z.B. Cyclophosphamid, Fludarabin, Busulfan, 

Treosulfan, Thiopeta, u. a.) sowie ggf. einer Ganzkörperbestrahlung [43]. Je nach 

Regime wird zusätzlich der Antikörper Anti-Thymozyten-Globulin (ATG) hinzugefügt 

[43].  

 

1.2 DNA Methyltransferase 3A (DNMT3A) 

DNA Methyltransferasen katalysieren die Umwandlung von Cytosin zu 5-Methylcytosin 

[44]. Beim Menschen gelten DNMT1, DNMT3A und DNMT3B als die wichtigsten 

methylierenden Enzyme [45]. DNMT1 ist unerlässlich, um die bereits vorhandene 

Methylierung nach der Zellteilung aufrechtzuerhalten [45]. Dem gegenüber stehen 

DNMT3A und DNMT3B, welche unabhängig von der Zellteilung für die de novo 

Methylierung unabdingbar sind [44]. DNMT3A hat eine Masse von 130 Kilodalton (kDa) 

und wird von Exon 23 auf Chromosom 2p23.3 kodiert [46-48]. Dabei wird das Enzym 

als lange Isoform (DNMT3A1) sowie als kurze Isoform (DNMT3A2) exprimiert [49]. Für 

DNMT3A2 zeigte sich eine Interaktion mit dem Bindungspartner DNMT3L(DNA 

Methyltransferase 3-like) [50].  

DNMT3A besteht aus drei vielfach beschriebenen Proteindomänen. Der Prolin-

Tryptophan-Tryptophan-Prolin (PWWP) Komplex sowie der ATRX-DNMT3-DNMT3L 

(ADD) Komplex gehören zur regulatorischen Domäne während die Methyltransferase-

Domäne (MTase) zum katalytischen Teil des Proteins zählt [51]. Mithilfe der PWWP-

Domäne bindet das Enzym an das perizentrische Heterochromatin, wobei PWWP mit 

einer Aminosäure Lysin des Histons 3 (H3K36me3) interagiert [52].  
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Die ADD-Domäne bindet ebenfalls an eine Aminosäure Lysin des Histons 3, jedoch an 

anderer Position (H3K4me0) [53]. Zusätzlich zur unmethylierten DNA bindet der 

Kofaktor S-Adenosyl-Methionin (SAM) an die Methyltransferase-Domäne [54]. Während 

der Methylierung wird eine Methylgruppe von SAM auf die C5-Position von Cytosin in 

Cytosin-Guanin-Dinukleotid-Inseln (CpG- Inseln) der DNA übertragen [54]. Die MTase-

Domäne kann im Protein als Dimer oder Tetramer vorliegen [54]. Dabei können sowohl 

Homodimere aus DNMT3A als auch heterodimere DNMT3A-DNMT3L-Moleküle beteiligt 

sein [55]. Von der Struktur der Domäne wesentlich abhängig ist die Fähigkeit des 

Proteins zur Oligomerisierung und damit verbunden die Methylierungsfähigkeit des 

Enzyms [56].  

 

1.2.1 DNMT3Amut 

Mutationen im DNA Methyltransferase 3A Gen (DNMT3A) finden sich bei ca. 17- 23 % 

aller Patienten mit AML [57-59]. Häufig liegen bei Patienten mit DNMT3Amut  weitere 

Mutationen vor. Der Großteil der Patienten mit DNMT3Amut trägt ebenfalls eine NPM1mut 

[25, 58, 60]. Weiterhin treten FLT3-ITDmut, IDH1mut und IDH2mut bei DNMT3Amut  

signifikant häufiger auf [58-61]. Bei den Patienten mit CN-AML liegt eine DNMT3Amut in 

ca. 34 % der Fälle vor [57]. Bei AML mit den Translokationen t(15;17), t(8;21) oder 

inv(16) findet sich keine DNMT3Amut [25, 57, 62, 63]. Am häufigsten ist die Position 

R882 in der katalytischen Domäne des Enzyms DNMT3A betroffen [57]. Es handelt sich 

meist um eine missense-Mutation bei der die Aminosäure Arginin durch die Aminosäure 

Histidin ersetzt wird [64]. Durch diese Punktmutation kommt es zu einer fehlerhaften 

DNA Methylierung [57, 64, 65]. Bei MDS und weiteren myeloproliferativen 

Erkrankungen können DNMT3AR882mut ebenfalls nachgewiesen werden – jedoch in 

geringerem Ausmaß [66, 67]. Das Vorliegen einer DNMT3AR882mut führt zu ca. 2,5- fach 

reduzierter Aktivität von DNMT3Awt [64, 68]. Zugrunde liegt dabei eine fehlerhafte 

Tetramerisierung des Enzyms durch Bindung von DNMT3AR882mut anstelle von 

DNMT3Awt in dominant-negativer Art und Weise [61].  

Die veränderte Methylierungsaktivität von DNMT3Amut kann eine mögliche Ursache für 

die Leukämogenese darstellen, da sich in verschiedenen Studien eine daraus 

resultierende Hypomethylierung von CpG-Inseln zeigte [61, 68, 69]. In der aktuellen 

Arbeit von Spencer et al. [70] zeigten sich hypomethylierte CpG-Inseln als „initiierender 

Phänotyp“ bei vorliegender DNMT3Amut.  
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Bei DNMT3Awt waren Hypermethylierungen von CpG-Regionen nachweisbar, die sie 

als Konsequenz der voranschreitenden Erkrankung, nicht jedoch als ihren Auslöser 

interpretierten.  

Diese Ergebnisse decken sich mit der allgemeinen Annahme, dass die Mutationen von 

DNMT3A im frühen Verlauf der AML entstehen [13, 15, 16, 71]. Die wichtige Rolle von 

DNMT3A für die normale Hämatopoese zeigte sich darüber hinaus in verschiedenen 

Arbeiten am Mausmodell: Bei Vorliegen von DNMT3Amut konnte die Entstehung 

verschiedenster, hämatologischer Erkrankungen gezeigt werden [72, 73]. Der genaue 

Einfluss von DNMT3Amut, bzw. die daraus resultierende veränderte Methylierung 

beteiligter Gene auf die Entstehung der AML ist allerdings bislang noch immer nicht 

eindeutig geklärt [70].  

 

1.2.2 Prognose von DNMT3Amut  und Zielsetzung der Arbeit 

In der Literatur wird ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer 

DNMT3Amut und höheren Leukozytenwerten, höherem Alter bei ED und intermediärem 

zytogenetischen Risikotyp beschrieben [57, 58, 62, 74]. Außerdem findet sich für 

DNMT3Amut eine signifikante Korrelation zu FAB M4/M5 Subtypen [57, 74]. Bezüglich 

des Einflusses von DNMT3Amut auf den klinischen Verlauf der Patienten findet sich eine 

widersprüchliche Studienlage: In mehreren Arbeiten wird von einem negativen 

klinischen Verlauf nach Standardtherapie sowie verkürztem Gesamtüberleben der 

Patienten mit DNMT3Amut berichtet [57, 63, 75-78]. Dem gegenüber stehen 

Veröffentlichungen, die keinen signifikanten Einfluss von DNMT3Amut auf klinische 

Parameter zeigen konnten [25, 79].  

Die klinische Bedeutung von DNMT3Amut in unterschiedlichen Risikogruppen wurde 

vielfach untersucht. Dabei zeigte sich bei der Analyse von CN-AML-Patienten, dass 

diejenigen mit DNMT3Amut und NPM1mut/ FLT3-ITDhigh ein signifikant kürzeres DFS 

und OS aufwiesen, jedoch für DNMT3Amut und NPM1mut/ FLT3-ITDlow kein signifikanter 

Effekt gezeigt werden konnte [78]. Loghavi et al. [80] definierten in ihrer Arbeit 

DNMT3Amut/ FLT3mut/ NPM1mut als Indexgruppe und untersuchten den Effekt von 

DNMT3Amut  bei Patienten mit NPM1mut. Es zeigte sich ein signifikant negativer Einfluss 

auf das Gesamtüberleben der Patienten mit NPM1mut, der dem negativen Effekt von 

FLT3-ITDmut überlegen war [80]. Bei Papaemmanuil et al. [81] wies FLT3-ITDmut in der 

Indexgruppe den am stärksten ausgeprägten negativen Effekt auf.  



11 

 

In aktuellen Veröffentlichungen sowie in der vorliegenden Arbeit wird der Fokus auf die 

häufige DNMT3AR882mut gelegt [46, 75, 82-84]. In einer Studie mit großen 

eingeschlossenen Patientenkohorten konstatieren Gaidzik et al. [62] ein signifikant 

schlechteres DFS bei Vorliegen von DNMT3AR882mut für die Gesamtkohorte und für CN-

AML-Patienten. Patienten mit DNMT3Anon-R882mut hatten ein signifikant längeres 

Gesamtüberleben [62].  

Marcucci et al. [65] zeigten einen ungünstigen Einfluss auf das Gesamtüberleben bei 

älteren  Patienten (> 60 Jahre) mit DNMT3AR882mut und normalem Karyotyp; bei 

jüngeren Patienten beeinflusste DNMT3AR882mut den klinischen Verlauf nicht. Da für 

DNMT3AR882mut Persistenz in CR und im Rezidiv gezeigt wurde, stellt sich die Frage, ob 

die Mutationslast dieser stabilen Mutation als möglicher prognostischer Parameter 

dienen kann [13, 77, 84-86]. Die quantitative Analyse der Mutationslast von 

DNMT3AR882mut bei CN-AML Patienten zum Zeitpunkt der CRSt wurde bereits von Sun 

et al. [46] durchgeführt. Dabei zeigte sich kein signifikanter Einfluss der Mutationslast 

auf DFS und OS. Ahn et al. [75] untersuchten, ob das Vorhandensein von 

DNMT3AR882mut zum Zeitpunkt der CRSt  bei CN-AML-Patienten eine Aussage über den 

klinischen Verlauf nach alloSCT treffen kann. Es zeigte sich für Patienten mit 

DNMT3AR882mut ein signifikant kürzeres DFS und eine signifikant erhöhte Rezidivrate. 

Für Patienten mit DNMT3AR882mut und FLT3-ITDmut war ein signifikant verkürztes 

Gesamtüberleben erkennbar [75]. In CRallo konnte DNMT3AR882mut nicht mehr 

nachgewiesen werden [85]. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass eine alloSCT bei 

Patienten mit DNMT3AR882mut den klinischen Verlauf verbessern kann. Xu et al. [87] 

bestätigten dies in einer Kohorte von CN-AML-Patienten.  

 

Da sich diese Veröffentlichungen ausschließlich auf CN-AML-Patienten konzentrieren, 

wird in der folgenden Arbeit die Gesamtkohorte von Patienten mit DNMT3AR882mut 

untersucht. Hiermit sollen die folgenden Fragen beantwortet werden: 

 

I. Zeigen sich im vorliegenden Patientenkollektiv Differenzen zwischen Patienten 

mit DNMT3AR882mut und der Wildtypkohorte (DNMT3Awt) in Bezug auf das Alter 

bei ED, das Geschlecht, die FAB-Subtypen, den AML Typ, die Zytogenetik sowie 

deren Risikogruppen, das Erreichen einer CR, das Auftreten von Rezidiven oder 

die Todesart? 
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II. Kann ein Unterschied im Gesamtüberleben zwischen Patienten der 

Wildtypkohorte (DNMT3Awt) und Patienten mit DNMT3AR882mut - bei Vorliegen 

verschiedener Ko-Mutationen oder zytogenetischer Risikogruppen - gezeigt 

werden? 

 

III. Hat die Höhe der DNMT3AR882-Mutationslast in der quantitativen Analyse zu 

verschiedenen klinischen Zeitpunkten einen Einfluss auf das Gesamtüberleben 

der Patienten?  

 

IV. Beeinflusst die Höhe der DNMT3AR882-Mutationslast in der quantitativen Analyse 

zu verschiedenen klinischen Zeitpunkten das Ansprechen der Patienten auf 

alloSCT? 
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2. Materialien und Methoden 

Im folgenden Kapitel sind die verwendeten Materialien aufgelistet. Aus den Tabellen 

6-14 gehen die Produktnamen und Hersteller hervor. Das in der vorliegenden Arbeit 

genutzte Programm zur Literaturverwaltung und die verwendete Datenbank finden sich 

in Tabelle 15. 

 

2.1 Materialien 

Tabelle 6: Chemikalien 

Produkt Hersteller 

Agarose Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg 

Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen 

Ethanol abs. Qiagen, Hilden 

Ethidiumbromid Merck KGaA, Darmstadt 

Nuklease-freies Wasser  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

RNAse-Free Water  Qiagen, Hilden 

 

Tabelle 7: Medien, Lösungen und Puffer 

Produkt Hersteller 

Cell Lysis Solution Qiagen, Hilden 

Ficoll-Paque-Plus GE Healthcare BioScience, Uppsala 

Lyse-Puffer Qiagen, Hilden 

PBS Dulbecco  Biochrom GmbH, Berlin 

 

Tabelle 8: Enzyme 

Produkt Hersteller 

Absolute qPCR Mix  Hoffmann-La Roche, Basel 

HRMTM MasterMix  Qiagen, Hilden 

 

Tabelle 9: Kits 

Produkt Hersteller 

AllPrep DNA Mini Kit Qiagen, Hilden 

Type-it HRM PCR Kit Qiagen, Hilden 

 

Beim Hersteller der Oligonukleotide (siehe Tabelle 10) handelt es sich um die Firma TIB 

MOLBIOL Syntheselabor GmbH in Berlin (Eresburgstrasse 22-23, 12103 Berlin).  
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Tabelle 10: Oligonukleotide 

Name Sequenz Molare 

Konzen-

tration 

Schmelz-

punkt [°C] 

ABL1 allele 5´-gCCCTTggAgTgAggCATCT 10 µM 60,3 

ABL forward  5´-gTggAAAAggAgCTggggAAA 10 µM 61,0 

ABL1 probe  5´-6FAM-CAAggCgTCCgTggggCTgTgAgTA--BBQ 10 µM 72,1 

ASB allele 5´-CgTCTCCAACATgAgCCA 10 µM 55,0 

ASB-Blocker  5´-CATgAgCCgCTTggCgAg-PH 20 µM 62,5 

ASB forward  5´-CAgCggAgCgAAgAggTg 10 µM 59.8 

ASB-probe 5´-6FAM-CTCCATgACCggCCCAgCAgTC-BBQ 10 µM 68,6 

DNMT3A-hrmF 5’-CCCTTACACACACGCAAAATAC 10 µM 56,4 

DNMT3A-hrmR 5’-CCCTCTCTGCCTTTTCTCC 10 µM 55,4 

R882C-1 5´-CgTCTCCAACATgAgCTg 10 µM 52,4 

 

Tabelle 11: Zelllinie 

Produkt Hersteller 

K562 DNA High Molecular Weight  Fitchburg, Madison 

 

Tabelle 12: Geräte und Instrumente 

Gerät Modell Hersteller 

Computer Fujitsu ESPRIMO Fujitsu, Tokyo 

Kühl- und 

Gefrierschränke 

KGV36X27/01 Bosch, Stuttgart 

PCR-Geräte Rotor Gene RG-3000 Corbett Research Pty Ltd, Sydney 

Pipette Eppendorf Reference 

0,5–10 µl, 50–200 µl 

Eppendorf, Hamburg 

Schüttler IKA MS 1 shaker Sigma Aldrich, St. Louis 

Spektrophotometer NanoDrop ND-1000  PeqLab Biotechnologie, Erlangen 

Vortexgerät Vortex Genie 2 Scientific Industries Inc, Bohemia 

Zentrifuge Centrifuge 5810 

Sprout Minizentrifuge 

 

Zentrifuge 5415D 

Eppendorf, Hamburg 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf 

Eppendorf, Hamburg 
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Tabelle 13: Hilfs- und Verbrauchsmaterialien 

Material Modell Hersteller 

Handschuhe Vasco Nitril white semi-long s Braun, Melsungen 

Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips, 

Eppendorf® Reference® Pipette (0,5–10 µl, 

10–100 µl, 100–1000 µl) 

Sarstedt, Nümbrecht 

Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße PCR Tubes, 0,2 ml,  

Strip tubes and caps (0,1 ml) 

Qiagen, Hilden 

Tücher KIMTECH SCIENCE Precision Wipes Kimberly-Clark, Surrey 

 

Tabelle 14: Software  

Produkt Hersteller 

IBM SPSS Statistics (Version 23) SPSS, Chicago 

Microsoft Excel Microsoft, Redmond 

Microsoft Word Microsoft, Redmond 

NanoDrop 1000 (Version 3.7) Thermo Fisher Scientific, Wilmington 

Rotor Gene 6.1 Corbett Research Pty Ltd, Sydney 

 

Tabelle 15: Literaturverwaltung und Datenbanken 

Institut/ Konzern Website 

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 

Thomson Reuters EndNote https://projectne.thomsonreuters.com/#/login?app=endnote 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://projectne.thomsonreuters.com/#/login?app=endnote
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2.2 Methoden 

In diesem Kapitel werden die durchgeführten Methoden in chronologischer Reihenfolge 

beschrieben. 

 

2.2.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 

In den Versuchen wurde Ficoll Paque Plus verwendet. Das KM wurde 1:1 mit 

phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) gemischt und vorsichtig über das 

Separationsmedium im Falcon-Tube geschichtet. Anschließend wurde es bei 

Raumtemperatur 15 min. mit 2000 Umdrehungen pro min. (rpm) ohne Bremse 

zentrifugiert. Die Schicht aus mononukleären Zellen (MNC) wurde mit einer 

Pasteurpipette vorsichtig abgetragen und in ein neues Falcon-Tube gegeben. Das 

Röhrchen wurde mit PBS auf 50 ml aufgefüllt, anschließend 5 min. bei 2000 rpm mit 

Bremse zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Als Erstes wurde das Zellpellet mit 

1 ml Lysepuffer gemischt und 5 min. auf Eis inkubiert bis sich die Erythrozyten lösten 

und die Lösung klar erschien.  

Im Anschluss daran wurde erneut für 5 min. bei 2000 rpm mit Bremse zentrifugiert. 

Gegebenenfalls musste erneut der Überstand abgekippt und zentrifugiert werden. Je 

nach Größe des Zellpellets wurde es in 1–5 ml PBS resuspendiert und 10 µl für die 

Zellzählung verwendet. 

 

2.2.2 DNA-Isolation 

Für die DNA Isolation wurde das QIAmp DNA Mini-Kit von Qiagen verwendet. Das 

Zellpellet (maximal 5 x 106 Zellen) wurde gut gevortext, dann für 10 min. bei 56 °C 

inkubiert und bei voller Umdrehungszahl (14000 rpm) zentrifugiert. Anschließend 

wurden 200 µl Ethanol abs. hinzugefügt, 15 sek. gevortext und die Probe herunter-

zentrifugiert. Das homogenisierte Lysat wurde auf eine DNA Säule aufgetragen und 

1 min. bei 10000 rpm zentrifugiert. In der Folge wurde die DNA Säule in ein sauberes 

2 ml-Tube gegeben, mit 500 µl Waschpuffer 1 (AW 1) versetzt und erneut 1 min. bei 

10000 rpm zentrifugiert. Dann wurden 500 µl Waschpuffer 2 (AW 2) darauf gegeben 

und 2 min. bei voller Umdrehungszahl (14000 rpm) zentrifugiert.  
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Die Säule mit der gewaschenen DNA wurde in ein sauberes 1,5 ml-Tube überführt, 

200 µl Elutionspuffer (EB) dazugegeben, 1 min. bei Raumtemperatur inkubiert und 

anschließend 1 min. bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Elutionsschritt konnte für eine 

größere DNA Ausbeute wiederholt werden. Die fertig isolierte DNA stand für die PCR 

bereit oder wurde bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert. 

 

2.2.3 DNA-Konzentrationsmessung 

Die Messung der DNA-Konzentration wurde am NanoDrop-Spectrophotometer ND-

1000 durchgeführt und basiert auf dem Prinzip der Photometrie [88]. Als Referenzwert 

diente Ribonuklease (RNase)-freies Wasser. Es wurden 1,5 µl der isolierten, 

aufgetauten DNA auf die Messoberfläche aufgetragen und anschließend die 

Absorptionsmaxima der Probelösung bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Daraus wurde 

ein Quotient gebildet (Absorption bei 260 nm/ Absorption bei 280 nm), welcher bei 

reiner DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte. Zusätzlich wurde das Absorptions-

spektrum zwischen 220 nm und 350 nm graphisch dargestellt, sodass 

Verunreinigungen durch Lösungsmittel oder Proteine detektiert werden konnten. Die 

DNA-Konzentration wurde in ng/ µl angegeben. 

 

2.2.4 Quantitative Echtzeit-PCR (q-PCR) 

Die Echtzeit-PCR zur quantitativen Analyse wurde mithilfe des Absolute qPCR Mix 

durchgeführt. Mithilfe der PCR können spezifische DNA Sequenzen in vitro vervielfältigt 

werden. Dazu benötigt man zwei Primer (Oligonukleotide), die sich an das Ende der zu 

amplifizierenden Sequenz anlagern sowie eine thermoresistente DNA-Polymerase in 

einem Puffer (Mg2+- Ionen als Kofaktor). Für die DNA Synthese werden alle vier 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) benötigt. Prinzipiell umfasst die PCR die 

folgenden Schritte: 1. Denaturierung der DNA Doppelstränge, 2. Anlagerung der Primer 

und 3. Exponentielle Verlängerung der Amplifikate. Dabei wird die Fluoreszenz in 

Nanometern gegen die Zykluszahl aufgetragen und ab einem bestimmten 

Schwellenwert (Ct= Cycle Threshold) detektiert. Die Zunahme der Fluoreszenz ist 

hierbei proportional zur Menge an neu synthetisierter DNA [89, 90]. In dieser Arbeit 

wurde ein bereits etabliertes Verfahren angewandt, welches sich vor allem durch einen 

mutationsspezifischen Primer sowie Blocker auszeichnet [85, 91].  
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Bei dem Blocker handelte es sich um ein komplementäres Oligonukleotid zur 

Wildtypsequenz. Durch diese Kombination sollte die Amplifikation der Wildtypallele 

unterbunden werden. Das Reaktionsgemisch für die durchgeführte q-PCR beinhaltete 

die in Tabelle 16 aufgeführten Reagenzien. 

 

Tabelle 16: Reaktionsgemisch q-PCR 

Komponente Mastermix DNMT3A Mastermix ABL 

Nuklease-freies Wasser 7,0 µl 9,0 µl 

qPCR Mix 12,5 µl 12,5 µl 

Forward Primer (10 μM) 1,0 µl 1,0 µl 

Allel-Spezifischer Primer 

(reverse) (10 μM) 

1,0 µl 1,0 µl 

Blockerreagenz (20 μM) 2,0 µl - 

Sonde (10 μM) 0,5 µl 0,5 µl 

Total 24 µl 24 µl 

 

Zum jeweiligen Reaktionsgemisch (vgl. Tabelle 16) wurden 1,0 μl der auf 30 ng/ μl 

eingestellten DNA Probe pipettiert, sodass sich ein Endvolumen von 25 μl ergab. In der 

vorliegenden Arbeit wurde ABL als Haushaltsgen genutzt. In der Literatur wird ABL als 

konstitutiv exprimiert und damit als gut vergleichbares Referenzgen beschrieben [92]. 

Jede Versuchsreihe wurde in zweifacher Ausführung sowie mit Negativkontrolle (no 

template control, NTC) und einer Wildtypkontrolle (DNA der Zelllinie K562) pipettiert, um 

eine möglichst hohe Sensitivität zu erreichen. Die q-PCR erfolgte nach dem 

aufgeführten q-PCR-Protokoll (vgl. Tabelle 17). 

 

Tabelle 17: Temperaturprofil q-PCR 

Programmschritt Temperatur [ °C] Zeit [sek.] Zyklusanzahl 

Reaktion 95 600  

Denaturierung 95 20 45 Zyklen 

Elongation 67 45 

 

2.2.5 High resolution melt (HRM) 

Die Analyse wurde im Rotor Gene 600 Real-Time PCR Cycler von Qiagen, wie von 

Berenstein et al. beschrieben, durchgeführt (vgl. Tabelle 18 und 19) [85].  
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Die Versuchsreihe der DNMT3Amut wurde mit Positivkontrolle, Negativkontrolle 

(Wildtypallele) sowie mit no template control (NTC) in zweifacher Ausführung pipettiert. 

Das Reaktionsgemisch des HRM ist in Tabelle 18 dargestellt, das dazugehörige 

Temperaturprofil findet sich in Tabelle 19. 

 

Tabelle 18: Reaktionsgemisch HRM 

Komponente Volumen 

HRMTM MasterMix 12,5 µl 

Forward primer (10 pmol) 0,75 µl 

Reverse primer (10 pmol) 0,75 µl 

Wasser 10 µl 

DNA (50 ng/ µl) 1 µl 

Total 25 µl 

 

Tabelle 19: Temperaturprofil HRM 

Temperatur [ °C] Zeit [sek.] Zyklusanzahl 

95 300 1 

95 15  

45 62 30 

72 10 

Schmelzkurvenanalyse  

65-95 Anstieg: 0,05 °C/ Schritt 

 

2.2.6 Quantitative Bestimmung von DNMT3Amut 

Die Ct-Werte der Echtzeit q-PCR (Doppelbestimmungen) wurden gemittelt. Nach 

Berenstein et al. [85] wurde festgelegt, dass die 100 Verdünnung des Plasmids 50 % 

DNMT3Amut entspricht. Die prozentuale Berechnung der Mutationslast erfolgte anhand 

folgender Formel: 

prozentualer Anteil (%) = 100 x 2 (Ct ABL – Ct DNMT3A) (1) 

 

2.3 Erfassung der Patientendaten 

In der vorliegenden Arbeit wurden Knochenmarkproben und periphere Blutproben von 

Patienten retrospektiv untersucht. Die schriftliche Einwilligung der Patienten zur 

Entnahme und Untersuchung wurde eingeholt.  
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Außerdem lag eine Genehmigung der Ethikkommission für die Experimente vor. Die 

Patienten wurden am Campus Benjamin Franklin der Charité in der Klinik mit 

Schwerpunkt Hämatologie und Onkologie (CC14) behandelt. Die Diagnose AML war im 

Zeitraum zwischen 01.04.1999 und 14.02.2016 nach WHO Kriterien (siehe 1.1.3 b) 

gestellt worden. Der Beobachtungszeitraum endete am 24.11.2016. Die mittlere 

Beobachtungsdauer lag bei 845 Tagen (Median 495 Tage, Spanne 3–5470 Tage). 

Untersucht wurden die Proben im molekulargenetischen Labor der Klinik. Bei den 

Experimenten und der Erstellung dieser Dissertation wurden die „Grundsätze der 

Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ [93] eingehalten.  

 

2.4 Statistik 

Für die statistische Auswertung wurde das Programm IBM SPSS Statistics (Version 23) 

genutzt. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als signifikant betrachtet. 

Zunächst wurden die jeweiligen Kohorten mithilfe des Shapiro-Wilk- sowie des 

Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung überprüft. Ebenfalls zu Rate gezogen 

wurde die optische Kontrolle der Verteilung mithilfe des Histogramms und des Q-Q-

Plots. Sofern das Kriterium der Normalverteilung gegeben war, wurde die zentrale 

Tendenz mithilfe des t-Tests für unabhängige Stichproben untersucht. Anderenfalls kam 

der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung. Die zentrale Tendenz wurde bei 

mehrstufigen Variablen und normalverteilten Daten mithilfe der einfaktoriellen 

Varianzanalyse bestimmt. Als verteilungsfreie Alternative wurde der Kruskal-Wallis-Test 

(H-Test) genutzt. Häufigkeiten und Zusammenhänge wurden mithilfe des Pearson-Chi-

Quadrat-Tests analysiert. Bei normalverteilten und intervallskalierten Daten wurde der 

Zusammenhang mithilfe der Korrelationsanalyse untersucht. Das Gesamtüberleben 

wurde mithilfe der Kaplan-Meier-Methode [94] abgeschätzt. Die verschiedenen Gruppen 

konnten mittels log-rank-Test verglichen werden. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Vergleich von Patienten mit DNMT3AR882mut und DNMT3Awt 

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse beschrieben, die sich im Vergleich der 

Patienten mit DNMT3AR882mut und der Wildtypkohorte (DNMT3Awt) zeigten. Dazu findet 

sich in Tabelle 20 eine Übersicht der Ergebnisse, auf die im Folgenden ausführlich 

eingegangen wird. 

 

Tabelle 20: Übersicht Ergebnisse Patientencharakteristika 

Parameter  DNMT3AR882mut DNMT3Awt Alle Patienten 

Geschlecht, n (%) männlich 

weiblich 

26 (50 %) 

26 (50 %) 

223 (57 %) 

169 (43 %) 

249 (56 %) 

195 (44 %) 

Alter bei ED in 

Jahren (Spanne) 

 60,7 (24–87) 58,7 (16–94) 58,9 (16–94) 

Zellzahl bei ED Blasten KM in 

% (Spanne) 

78,46 (5–95) 72,44 (20–99) 73,14 (5–99) 

 Leukozyten 

im peripheren 

Blut (pB)/ µl 

(Spanne) 

42,9 (0,6–350) 35,7 (0,2–400) 36,29 (0,2–400) 

FAB, n (%) M0 1 (2 %) 26 (7 %) 27 (6 %) 

 M1 10 (19 %) 110 (28 %) 120 (27 %) 

 M2 11 (21 %) 69 (18 %) 80 (18 %) 

 M3 0 (0 %) 11 (3 %) 11 (2 %) 

 M4 14 (27 %) 94 (24 %) 108 (24 %) 

 M5 13 (25 %) 56 (14 %) 69 (16 %) 

 M6 1 (2 %) 17 (4 %) 18 (4 %) 

 M7 0 (0 %) 4 (1 %) 4 (1 %) 

 biphäno-

typisch 

2 (4 %) 5 (1 %) 7 (2 %) 

AML Typ, n (%) de novo 39 (75 %) 284 (72 %) 323 (73 %) 

 sekundär 13 (25 %) 108 (28 %) 121 (27 %) 

Zytogenetik, n (%) normal 33 (63 %) 203 (52 %) 236 (53 %) 

 aberrant 19 (37 %) 189 (48 %) 208 (47 %) 

Risikogruppen nach 

ELN, n (%) 

gut 10 (19 %) 62 (16 %) 72 (16 %) 

 intermediär 15 (29 %) 172 (44 %) 186 (42 %) 

 schlecht 27 (52 %) 158 (40 %) 186 (42 %) 
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Tabelle 20 (Fortsetzung): Ergebnisse Patientencharakteristika  

CR, n (%)  38 (73 %) 256 (65 %) 294 (66 %) 

Rezidiv, n (%)  26 (50 %) 152 (39 %) 178 (40 %) 

Todesursache, n (%) gesamt 27 (52 %) 189 (48 %) 216 (49 %) 

 Leukämie- 

assoziiert 

17 (61 %) 81 (43 %) 98 (45 %) 

 Therapie-

assoziiert 

11 (39 %) 108 (57 %) 119 (55 %) 

Ko-Mutationen     

NPM1, n (%)  25 (48 %) 88 (22 %) 113 (25 %) 

FLT3, n (%) FLT3-ITD 21 (40 %) 82 (21 %) 103 (23 %) 

 FLT3-TKD 2 (4 %) 25 (6 %) 27 (6 %) 

IDH, n (%) IDH 1 9 (17 %) 70 (18 %) 79 (18 %) 

 IDH 2 4 (8 %) 26 (7 %)  30 (7 %) 

 

3.1.1 Häufigkeit und Verteilung von DNMT3AR882mut 

Es zeigte sich bei 52 Patienten (12 %) der Gesamtkohorte eine Mutation im DNMT3A-

Gen. Davon entfielen 44 (85 %) auf die DNMT3AR882Hmut sowie 8 (15 %) auf die 

DNMT3AR882Cmut. Insgesamt waren 13 Patienten DNMT3A-positiv ohne weiteres 

Vorliegen von Ko-Mutationen. Nach diesen Kriterien lassen sich vier Untergruppen 

definieren (vgl. Tabelle 21), die in der vorliegenden Arbeit zeitweise als Vergleichs-

gruppen genutzt werden.  

 

Tabelle 21: Häufigkeit von DNMT3A-positiven und DNMT3A-negativen Patienten mit weiteren 

definierten Untergruppen; Anzahl der Patienten (n) 

DNMT3A-positiv (52) DNMT3A-negativ (392) 

Untergruppe 1: 

Ausschließlich DNMT3A-

positiv (13) 

 

Untergruppe 2: 

DNMT3A-positiv mit 

weiteren Mutationen 

(39) 

 

Untergruppe 3: 

Wildtypkohorte ohne 

vorliegende Mutation 

(189) 

 

Untergruppe 4: 

Wildtypkohorte mit 

mindestens einer 

vorliegenden Mutation 

(203) 
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3.1.2 Geschlecht 

Von 444 untersuchten Patienten waren 195 weiblich und 249 männlich. Die 

DNMT3AR882mut zeigte in der vorliegenden Arbeit keine Geschlechterpräferenz. In der 

DNMT3A-positiven Kohorte waren männliche und weibliche Patienten gleichverteilt, in 

der Wildtypkohorte waren 57 % der Patienten männlich. Es zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied (p=0,365). 

Beim Vergleich der vier Untergruppen konnte kein signifikantes Niveau festgestellt 

werden (p=0,712). Verglich man die Patienten, die ausschließlich eine DNMT3AR882mut 

trugen, mit den zusammengeführten anderen drei Untergruppen zeigte sich die 

Geschlechterverteilung betreffend kein signifikanter Unterschied (p=0,985).  

 

3.1.3 Alter bei ED 

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren die Patienten im Durchschnitt 59 Jahre alt 

(Spanne: 16–94 Jahre). Bei den Patienten mit DNMT3AR882mut betrug das mittlere 

Erkrankungsalter 61 Jahre. Die Patienten der Wildtypkohorte waren bei ED im Mittel 

59 Jahre alt. Es zeigte sich kein signifikantes Niveau (p=0,489). Bei der Untersuchung 

auf statistische Zusammenhänge in den vier Untergruppen ergab sich mit p=0,064 kein 

signifikanter Wert. 

 

3.1.4 Zellzahl bei ED 

Leukozyten: 

In der Kohorte mit DNMT3AR882mut betrug die mittlere Leukozytenanzahl im peripheren 

Blut bei ED 43/ µl. Bei der Wildtypkohorte waren es 35/ µl (p=0,043).  

Bei den paarweisen Vergleichen der Untergruppen der Kohorten ergaben sich 

signifikante Ergebnisse. Patienten der Wildtypkohorte mit mindestens einer Mutation 

hatten signifikant höhere Leukozytenwerte als Patienten der Wildtypkohorte ohne 

vorliegende Mutation (p=0,001). Weiterhin zeigte sich im Vergleich der Wildtypkohorte 

ohne Mutation mit den DNMT3A-positiven Patienten mit weiteren Mutationen ein 

signifikantes Niveau (p=0,001). Bei weiteren paarweisen Vergleichen innerhalb der 

Untergruppen konnten keine statistisch signifikanten Ergebnisse festgestellt werden. 
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Blasten: 

Es zeigte sich eine Tendenz (p=0,058) zu erhöhtem Blastenanteil im Knochenmark der 

DNMT3A-positiven Kohorte verglichen mit der gesamten Wildtypkohorte (78 % vs. 

72 %).  

Beim Vergleich der Untergruppen der Kohorten traten signifikante Ergebnisse auf. 

Patienten der Wildtypkohorte mit mindestens einer Mutation hatten einen signifikant 

höheren Blastenanteil im Knochenmark als die Patienten der Wildtypkohorte ohne 

vorliegende Mutation (p=0,001). Verglich man die Wildtypkohorte ohne vorliegende 

Mutation mit den DNMT3A-positiven Patienten mit weiteren vorliegenden Mutationen 

zeigte sich ebenfalls ein signifikantes Niveau (p=0,003). DNMT3A-positive Patienten 

wiesen hierbei einen signifikant höheren Blastenanteil im Knochenmark auf.  

 

3.1.5 FAB-Subtypen 

Nach Unterteilung aller Patienten anhand der FAB Klassifikation zeigte sich folgende 

Verteilung: 6 % M0, 27 % M1, 18 % M2, 2 % M3, 24 % M4, 16 % M5, 4 % M6 und 

1 % M7. Als biphänotypisch wurden sieben Patienten klassifiziert (2 %). Es zeigte sich 

für die DNMT3A-positive Kohorte mit p=0,059 eine Tendenz des gehäuftes Auftretens 

von M4 und M5. In der Wildtypkohorte war der FAB Subtyp M1 die häufigste 

Gruppierung, jedoch im Vergleich zur Kohorte mit Mutation ohne signifikanten 

Unterschied (p=0,178). Beim Vergleich der Untergruppen bezüglich der Verteilung der 

FAB-Subtypen ergab sich ein signifikantes Ergebnis. DNMT3A-positive Patienten mit 

weiteren Mutationen wiesen signifikant häufiger den FAB Subtyp M4 oder M5 auf 

(p=0,047). 

 

3.1.6 AML Typ 

Bei 324 Patienten handelte es sich um eine de novo AML. In der Gruppe der DNMT3A-

positiven Patienten waren 77 % an einer de novo AML erkrankt, in der Wildtypkohorte 

72 % der Patienten. Die Anzahl der Patienten mit einer sekundär erworbenen AML 

Erkrankung betrug in der DNMT3A-positiven Kohorte 23 % (vs. 28 %). Es zeigte sich 

ein signifikant häufigeres Auftreten von de novo AML in allen vier Untergruppen 

(p=0,001) (vgl. Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Häufigkeitsverteilung der AML Typen (de novo, sekundär) innerhalb der vier 

definierten Untergruppen (p=0,001). x-Achse: Untergruppen 1–4, y-Achse: Anzahl der Patienten; 

ebenfalls in der jeweiligen Säule beziffert. 

 

3.1.7 Zytogenetik 

In den vier Untergruppen konnten signifikante Ergebnisse bezüglich des 

zugrundeliegenden Karyotyps der Patienten festgestellt werden (p=0,001). DNMT3A-

positive Patienten mit weiteren Mutationen zeigten signifikant häufiger einen normalen 

Karyotyp. Ebenso war der normale Karyotyp in der Wildtypkohorte mit mindestens einer 

vorliegenden Mutation signifikant häufiger. In der Wildtypkohorte ohne Mutation war ein 

aberranter Karyotyp signifikant häufiger zu beobachten (vgl. Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Häufigkeitsverteilung des unterschiedlichen Karyotyps (normal, aberrant) innerhalb 

der vier definierten Untergruppen (p=0,001). x-Achse: Untergruppen 1–4, y-Achse: Anzahl der 

Patienten; ebenfalls in der jeweiligen Säule beziffert. 

 

Bei Untersuchung der Verteilung von zytogenetischen Risikogruppen in der DNMT3A-

positiven sowie der Wildtypkohorte zeigte sich mit p=0,058 kein signifikantes Niveau. 

Die intermediäre Risikogruppe kam signifikant häufiger bei DNMT3A-negativen 

Patienten vor (p=0,02). Für die schlechte Risikogruppe ergab sich mit p=0,063 eine 

Tendenz des gehäuften Auftretens in der Kohorte mit DNMT3AR882mut. Bei Aufteilung 

der beiden großen Kohorten in die vier definierten Untergruppen bestätigte der Chi-

Quadrat-Test einen signifikanten Unterschied bzgl. der Häufigkeitsverteilung der 

zytogenetischen Risikogruppen (p=0,001) (vgl. Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Häufigkeitsverteilung der zytogenetischen Risikogruppen (gut, intermediär, 

schlecht) innerhalb der vier definierten Untergruppen (p=0,001). x-Achse: Untergruppen 1–4, 

y-Achse: Anzahl der Patienten; ebenfalls in der jeweiligen Säule beziffert. 

 

3.1.8 CR 

In der DNMT3A-positiven Kohorte erreichten 73 % Patienten eine CR, in der 

Wildtypkohorte waren es 65 %. Es zeichnete sich kein signifikanter Unterschied 

bezüglich der Häufigkeit des Erreichens einer CR ab (p=0,536). In den vier definierten 

Untergruppen wurden häufiger komplette Remissionen beobachtet als partielle 

Remissionen bzw. resistente Formen der AML. Es wurde jedoch kein signifikantes 

Niveau erreicht (p=0,522).  

 

3.1.9 Rezidiv 

In der Patientengruppe mit DNMT3AR882mut erlitten 50 % ein Rezidiv, in der DNMT3A-

negativen Kohorte 39 % der Patienten (p=0,121). In den vier definierten Untergruppen 

zeigte sich kein signifikantes Ergebnis bezüglich der Rezidivhäufigkeit: Im Gegensatz 

zu den Untergruppen 1,3 und 4 trat bei den DNMT3A-positiven Patienten mit weiteren 

vorliegenden Mutationen häufiger ein Rezidiv auf (p=0,335). 
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3.1.10 Überleben 

In der DNMT3A-positiven Kohorte starben 52 % der Patienten, in der DNMT3A-

negativen Gruppe 48 % (p=0,615).  

Die vier definierten Untergruppen unterschieden sich nicht signifikant bzgl. des 

Auftretens von Todesfällen innerhalb der Patientenkohorten (p=0,389). Beim Vergleich 

der DNMT3A-positiven Patienten und der Wildtypkohorte zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied bezüglich der Todesursache (p=0,071). Man konnte eine Tendenz 

dahingehend erkennen, dass Patienten mit DNMT3AR882mut häufiger eines leukämie-

assoziierten Todes verstarben.  

 

3.1.11 Auftreten von Ko-Mutationen 

Patienten mit DNMT3AR882mut wiesen signifikant häufiger eine zusätzliche NPM1mut auf 

(p<0,001). Sowohl in der DNMT3A-negativen als auch in der DNMT3A-positiven 

Patientengruppe kam weiterhin in ca. 17 % der Fälle eine IDH1mut vor (p= 0,922). Mit 

einer Häufigkeit von ca. 7 % in der Wildtypkohorte bzw. 8 % in der DNMT3A-positiven 

Kohorte lag darüber hinaus eine IDH2mut vor (p=0,775). Patienten mit DNMT3AR882mut 

hatten in 40 % der Fälle eine FLT3-ITD-Ko-Mutation. 60 % der DNMT3A-negativen 

Patienten trugen diese Mutation nicht (p=0,002). In der Untersuchung zwischen 

DNMT3AR882mut und DNMT3Awt zeigte sich kein Unterschied bzgl. des Auftretens von 

FLT3-TKDmut (p=0,473). Das Auftreten von Ko-Mutationen bei DNMT3A-positiven und 

DNMT3A-negativen Patienten ist in Tabelle 22 dargestellt, wobei das Vorliegen von 

FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Mutationen als „FLT3-positiv“ zusammengefasst wurde. 

 

Tabelle 22: Häufigkeit von Ko-Mutationen bei DNMT3A-positiven und DNMT3A-negativen 

Patienten; Anzahl der Patienten (n) 

DNMT3A-positiv (52) DNMT3A-negativ (392) 

NPM1-positiv (25) NPM1-negativ (27) NPM1-positiv (88) NPM1-negativ (304) 

FLT3-

positiv (13) 

FLT3-

negativ (12) 

FLT3-

positiv (8) 

FLT3-

negativ (19) 

FLT3-

positiv (44) 

FLT3-

negativ (44) 

FLT3-

positiv (57) 

FLT3-

negativ 

(247) 
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3.2 Analyse des Gesamtüberlebens 

Zwischen DNMT3A-positiven Patienten und der Wildtypkohorte ergab sich kein 

signifikanter Unterschied bezüglich des Gesamtüberlebens (p=0,701) (vgl. Abbildung 

4). 

 

 

Abbildung 4: Vergleich des Gesamtüberlebens von DNMT3A-positiven Patienten und 

Wildtypkohorte; log rank: p=0,701. x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Gesamtüberleben x 100 %. 

 

Bei Unterteilung der gesamten Patientenkohorte anhand ihrer vorliegenden Mutationen 

ergab sich ein signifikant längeres Überleben für Patienten mit DNMT3AR882mut/ 

NPM1mut im Vergleich zur Kohorte mit DNMT3AR882mut/ FLT3mut (p=0,035) (vgl. 

Abbildung 5 und Tabelle 23). 
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Abbildung 5: Vergleich des Gesamtüberlebens von DNMT3AR882mut-Patienten mit der Kohorte 

DNMT3AR882mut/ NPM1mut, DNMT3AR882mut/ FLT3mut, DNMT3AR882mut/ NPM1mut/ FLT3mut sowie NPM1mut/ 

FLT3mut. x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Gesamtüberleben x 100 %.  

 

Die Ergebnisse des log-rank-Tests der verschiedenen Kohorten und der jeweiligen Ko-

Mutationen können Tabelle 23 entnommen werden.  

 

Tabelle 23: Tabellarische Übersicht der paarweisen Vergleiche der Kohorten mit den jeweiligen 

Ko-Mutationen mit zugehörigem p-Wert des log-rank-Tests 

 DNMT3AR882mut DNMT3AR882mut/ 

NPM1mut 

DNMT3A 

R882mut/ 

FLT3mut 

DNMT3AR882mut/ 

NPM1mut/  

FLT3mut 

NPM1mut/  

FLT3mut 

DNMT3AR882mut  0,202 0,075 0,243 0,343 

DNMT3AR882mut/ 

NPM1mut 

0,202  0,035 0,078 0,095 

DNMT3AR882mut/ 

FLT3mut 

0,075 0,035  0,446 0,229 

DNMT3AR882mut/ 

NPM1mut/  

FLT3mut 

0,243 0,078 0,446  0,674 

NPM1mut/  

FLT3mut 

0,343 0,095 0,229 0,674  
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Bei der Analyse des Gesamtüberlebens der verschiedenen zytogenetischen 

Risikogruppen ergab sich mit p=0,001 ein signifikantes Ergebnis. Die Patienten der 

guten Risikogruppe hatten ein signifikant längeres Gesamtüberleben als diejenigen in 

der intermediären sowie schlechten Gruppe. Die intermediäre Gruppe wies dabei ein 

längeres Gesamtüberleben auf als die Patienten der schlechten Risikogruppe (vgl. 

Abbildung 6).  

 

 

Abbildung 6: Vergleich des Gesamtüberlebens der zytogenetischen Risikogruppen; log rank: 

p=0,001. x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Gesamtüberleben x 100 %. 

 

 

Beim Vergleich der verschiedenen Untergruppen zeigte sich kein signifikantes Ergebnis 

bezüglich der Dauer des Gesamtüberlebens (vgl. Abbildung 7 und Tabelle 24). 

 



32 

 

 

Abbildung 7: Vergleich des Gesamtüberlebens der vier definierten Untergruppen. x-Achse: Zeit in  

Monaten, y-Achse: Gesamtüberleben x 100 %.  

 

 

Die Ergebnisse des log-rank-Tests der verschiedenen Untergruppen im paarweisen 

Vergleich können Tabelle 24 entnommen werden.  

 

Tabelle 24: Tabellarische Darstellung der paarweisen Vergleiche der jeweiligen Untergruppen mit 

zugehörigem p-Wert des log-rank-Tests 

 Ausschließlich 

DNMT3A-

positiv 

DNMT3A-positiv 

und weitere 

Mutationen 

Wildtypkohorte mit 

mindestens einer 

vorliegenden 

Mutation 

Wildtypkohorte 

ohne vorliegende 

Mutation 

Ausschließlich 

DNMT3A-positiv 

 0,583 0,979 0,481 

DNMT3A-positiv 

und weitere 

Mutationen 

0,583  0,438 0,782 

Wildtypkohorte mit 

mindestens einer 

vorliegenden 

Mutation 

0,979 0,438  0,064 

Wildtypkohorte 

ohne vorliegende 

Mutation 

0,481 0,782 0,064  
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3.3 Quantitative DNMT3AR882-Mutationsanalyse  

Die DNMT3AR882mut wurde zu verschiedenen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf 

analysiert. Dazu zählten die Erstdiagnose, das Erreichen von CRSt und der Zeitpunkt 

der CRallo. Sofern die Patienten ein Rezidiv entwickelten, wurde diese Probe ebenfalls 

quantitativ analysiert. Dabei handelte es sich in 96 % der Fälle um Knochenmarkproben 

der Patienten. Bei 28 Patienten mit DNMT3AR882Hmut wurden quantitative Mutations-

analysen durchgeführt (vgl. Abbildung 8). Die DNMT3AR882Cmut konnte bei sechs 

Patienten beobachtet und im Krankheitsverlauf analysiert werden.  

Zu den Zeitpunkten ED und CRSt zeigte sich, dass die Mutationslast prozentual bei fast 

allen Patienten absank, unabhängig davon ob DNMT3AR882Hmut oder DNMT3AR882Cmut 

vorlag. Zum klinischen Zeitpunkt der CRSt blieb die Mutation weiterhin quantitativ 

nachweisbar. Beim Vergleich der Proben in CRSt mit denen in CRallo ließ sich erkennen, 

dass die Mutationslast sowohl von DNMT3AR882Hmut (vgl. Abbildung 8) als auch von 

DNMT3AR882Cmut (vgl. Abbildung 9) nach Transplantation auf den Wert Null absank und 

dadurch in der quantitativen Analyse nicht mehr nachzuweisen war. 

 

 

Abbildung 8: Quantitative DNMT3AR882H-Mutationsanalyse bei 28 Patienten. Graphischer Überblick 

über die prozentuale Mutationslast im Krankheitsverlauf. Jeder farbige Graph beschreibt einen 

einzelnen Patienten. x-Achse: Zeitpunkt der Probenentnahme im Verlauf der Erkrankung, y-Achse: 

Prozentualer Anteil der DNMT3AR882H-Mutationslast. Die Daten der Chimärismusanalyse entstammen 

dem molekulargenetischen Labor der Klinik für Hämatologie und Onkologie am Campus Benjamin 

Franklin und wurden mir freundlicherweise von Frau Dr. med. Olga Blau überlassen.  
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Abbildung 9: Quantitative DNMT3AR882C-Mutationsanalyse bei 6 Patienten. Graphischer Überblick 

über die prozentuale Mutationslast im Krankheitsverlauf. Jeder farbige Graph beschreibt einen 

einzelnen Patienten. x-Achse: Zeitpunkt der Probenentnahme im Verlauf der Erkrankung, y-Achse: 

Prozentualer Anteil der DNMT3AR882C-Mutationslast. Die Daten der Chimärismusanalyse entstammen 

dem molekulargenetischen Labor der Klinik für Hämatologie und Onkologie am Campus Benjamin 

Franklin und wurden mir freundlicherweise von Frau Dr. med. Olga Blau überlassen. 

 

Bei fünf analysierten Patienten, die nach Standardtherapie ein Rezidiv erlitten, zeigte 

sich in allen Fällen ein prozentualer Anstieg von DNMT3AR882mut in den untersuchten 

Knochenmarksproben (vgl. Abbildung 10).  

 

Abbildung 10: Quantitative DNMT3AR882-Mutationsanalyse bei 5 Patienten mit Rezidiv nach 

Standardtherapie. Graphischer Überblick über die prozentuale Mutationslast im Krankheitsverlauf. 

Jeder farbige Graph beschreibt einen einzelnen Patienten. x-Achse: Zeitpunkt der 

Probenentnahme im Verlauf der Erkrankung, y-Achse: Prozentualer Anteil der DNMT3AR882-

Mutationslast. Die Daten der Chimärismusanalyse entstammen dem molekulargenetischen Labor der 

Klinik für Hämatologie und Onkologie am Campus Benjamin Franklin und wurden mir freundlicherweise 

von Frau Dr. med. Olga Blau überlassen. 



35 

 

Bei 11 analysierten Patienten, die nach allogener Stammzelltransplantation ein Rezidiv 

erlitten, zeigte sich in allen Fällen ein prozentualer Anstieg von DNMT3AR882mut in den 

untersuchten Knochenmarkproben (vgl. Abbildung 11).  

 

Abbildung 11: Quantitative DNMT3AR882-Mutationsanalyse bei 11 Patienten mit Rezidiv nach 

allogener Stammzelltransplantation. Graphischer Überblick über die prozentuale Mutationslast im 

Krankheitsverlauf. Jeder farbige Graph beschreibt einen einzelnen Patienten. x-Achse: Zeitpunkt 

der Probenentnahme im Verlauf der Erkrankung, y-Achse: Prozentualer Anteil der DNMT3AR882-

Mutationslast. Die Daten der Chimärismusanalyse entstammen dem molekulargenetischen Labor der 

Klinik für Hämatologie und Onkologie am Campus Benjamin Franklin und wurden mir freundlicherweise 

von Frau Dr. med. Olga Blau überlassen. 

 

3.3.1 Bedeutung der DNMT3AR882-Mutationslast bei ED 

Patienten, die im Verlauf der Erkrankung eine CR erreichen konnten, hatten zum 

Zeitpunkt der ED im Mittel 31 % Mutationslast. Circa 40 % Mutationslast wiesen die 

Patienten auf, die eine PR erreichten. Die geringste Mutationslast entfiel mit 

durchschnittlich 27 % auf die Patienten, die keine Remission erreichen konnten. Die 

Häufigkeitsverteilung erreichte jedoch kein signifikantes Niveau (p=0,165). Zwischen 

den Patienten, die ein Rezidiv erlitten und denjenigen ohne Rezidiv im 

Krankheitsverlauf konnte kein signifikanter Unterschied bezüglich der Höhe der 

Mutationslast zum Zeitpunkt der ED gezeigt werden (p=0,686). Es konnte kein 

Zusammenhang zwischen Mutationslast bei ED und Auftreten eines Rezidivs 

nachgewiesen werden (p=0,866).  



36 

 

Der Mittelwert der Mutationslast unterschied sich nicht signifikant bei 

Gegenüberstellung der Patienten, die im Verlauf der Erkrankung starben und den 

Patienten ohne eingetretenen Todesfall (p=0,322). Zwischen dem Auftreten eines 

Todesfalls und der Mutationslast zum Zeitpunkt der ED konnte kein Zusammenhang 

aufgezeigt werden (p=0,484).  

Anhand des Medians der Mutationslast bei ED ließ sich die Patientenkohorte in zwei 

Gruppen einteilen: Die Patienten, welche weniger als 34,73 % Mutationslast zum 

Zeitpunkt der ED aufwiesen und diejenigen mit mehr als 34,73 % Mutationslast. Bei der 

Untersuchung, in wieweit die Höhe der medianen Mutationslast bei ED einen Einfluss 

auf das Gesamtüberleben der Patienten hatte, konnte in der Kaplan-Meier-Überlebens-

zeitanalyse kein signifikantes Niveau erreicht werden (p=0,893). Statistisch war keine 

Korrelation zwischen Mutationslast zum Zeitpunkt der ED und Gesamtüberleben der 

Patienten nachweisbar (p=0,294).  

 

3.3.2 Bedeutung der DNMT3AR882-Mutationslast bei CRSt  

Die Höhe der Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt unterschied sich nicht signifikant 

zwischen den Patienten, die ein Rezidiv erlitten und denjenigen ohne Rezidiv im 

Krankheitsverlauf (p=0,078). Es ergab sich eine Tendenz dahingehend, dass Patienten 

mit Rezidiv durchschnittlich eine geringere Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt (6,5 % 

vs. 13,5 %) aufwiesen. Es konnte kein Zusammenhang zwischen Mutationslast zum 

Zeitpunkt der CRSt und dem Auftreten eines Rezidivs nachgewiesen werden (p=0,439). 

Bei Gegenüberstellung der Patienten, die im Verlauf der Erkrankung starben und den 

Patienten ohne eingetretenen Todesfall zeigte sich ein signifikanter Unterschied 

bezüglich der Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt (p=0,03). Patienten, die im Verlauf 

der Erkrankung verstarben, hatten im Stadium der CRSt eine geringere DNMT3AR882-

Mutationslast (2,3 % vs. 15,5 %). Es konnten jedoch keine Zusammenhänge zwischen 

Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt und dem Eintreten eines Todesfalls (p=0,440) 

sowie dem Gesamtüberleben (p=0,924) nachgewiesen werden. Anhand des Medians 

der Mutationslast bei CRSt ließ sich die Patientenkohorte in zwei Gruppen einteilen: Die 

Patienten, die zum Zeitpunkt der CRSt mehr als 3,23 % Mutationslast aufwiesen und 

diejenigen mit weniger als 3,23 %. Die Patienten mit weniger als 3,23 % Mutationslast 

bei CRSt  hatten tendenziell ein kürzeres Gesamtüberleben (p=0,09).  
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Eine zusammenfassende Darstellung der unter Kapitel 3.3.1 und 3.3.2 genannten 

Signifikanzwerte der Analyse von Patienten mit DNMT3AR882mut findet sich in Tabelle 

25. 

Tabelle 25: Zusammenfassende Darstellung der Signifikanzwerte der statistischen Analyse aller 

Patienten mit DNMT3AR882mut. Erläuterungen im Text unter Kapitel 3.3.1 und Kapitel 3.3.2. 

 Mutationslast bei ED Mutationslast bei CRSt 

Zentrale Tendenz: 

Rezidiv 

Todesfall 

 

0,686 

0,322 

 

0,078 

0,03  

Zusammenhang: 

Rezidiv 

Todesfall 

Gesamtüberleben 

 

0,866 

0,484 

0,294 

 

0,439 

0,440 

0,924 

Überlebenszeitanalyse mit 

Median der Mutationslast: 

Gesamtüberleben 

 

 

0,893 

 

 

0,09 

 

3.3.3 Bedeutung der DNMT3AR882-Mutationslast bei Patienten mit alloSCT 

Insgesamt wurden 28 DNMT3AR882-positive Patienten mit therapeutischer alloSCT 

nachbeobachtet und die Daten statistisch ausgewertet (vgl. Tabelle 26).  

 

Tabelle 26: Charakteristika der Patienten mit alloSCT 

Parameter  Patienten, n=28 

Geschlecht, n (%) männlich 

weiblich 

17 (61 %) 

11 (39 %) 

Alter bei alloSCT  Jahre im Median, Spanne 56 (24–71) 

Nachbeobachtung in Tagen  

Spanne 

499,5  

(21–3230) 

Status bei alloSCT, n (%) 1. CR 

2. CR 

PR 

Rezidiv 

18 (64 %) 

5 (18 %) 

2 (7 %) 

3 (11 %) 

Konditionierung, n (%) MAC 

RIC 

10 (36 %) 

18 (64 %) 

 Konventionell 

Cyclophosphamid + TBI (12 Gy) 

Cyclophosphamid + TBI (12 Gy) + ATG 

8 (29 %) 

5 

3 

 Low-dose TBI (2 Gy) 1 (4 %) 
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Tabelle 26 (Fortsetzung): Charakteristika der Patienten mit alloSCT 

 Fludarabin-basiert 

Fludarabin + Treosulfan 

Fludarabin + Busulfan + ATG 

Fludarabin + ATG + TBI (2 Gy) 

Fludarabin + Thiopeta + TBI (12 Gy) 

FLAMSA  

FLAMSA + Cyclophosphamid  

19 (68 %) 

5 

6 

4 

1 

2 

1 

Zytogenetik bei ED, n (%) normal 18 (64 %) 

 aberrant 10 (36 %) 

Risikogruppen, n (%) gut 9 (32 %) 

 intermediär 13 (46 %) 

 schlecht 6 (21 %) 

Spendertyp, n (%) MRD 

MUD 

13 (46 %) 

15 (54 %) 

HLA-Status, n (%) ident 

mismatch 

haploident 

26 (93 %) 

1 (4 %) 

1 (4 %) 

Geschlechterverhältnis 

von Spender zu 

Empfänger, n (%) 

weiblich zu männlich 

männlich zu weiblich 

andere 

10 (36 %) 

2 (7 %) 

16 (57 %) 

Zellen im Transplantat, 

Median (Spanne) 

CD3+ (x 108 pro kg Körpergewicht) 

CD34+ (x 106 pro kg Körpergewicht) 

2,3 (0,2–5,9) 

5,45 (2,1–17,7) 

GvHD, n (%) akut 

chronisch   

14 (50 %) 

11 (39 %) 

Rezidiv, n (%)  

erneute alloSCT nach Rezidiv 

14 (50 %) 

4 (14 %) 

Tod, n (%)  15 (54 %) 

 

Mutationslast zum Zeitpunkt der ED: 

Der Mittelwert der Mutationslast zum Zeitpunkt der ED unterschied sich nicht signifikant 

zwischen der Patientengruppe mit und derjenigen ohne Rezidiv nach alloSCT 

(p=0,793). Zwischen der Höhe der Mutationslast bei ED und dem Auftreten eines 

Rezidivs ergab sich kein nachweislicher Zusammenhang (p=0,463). Die 

durchschnittliche Mutationslast bei ED zeigte keinen Unterschied zwischen den 

Patienten mit und denjenigen ohne eingetretenen Todesfall nach alloSCT (p=0,3).  
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Es konnte kein signifikanter  Zusammenhang zwischen der Höhe der Mutationslast bei 

ED und dem Eintreten eines Todesfalls aufgedeckt werden (p=0,356). Es zeigte sich 

keine Korrelation zwischen der Höhe der Mutationslast zum Zeitpunkt der ED und dem 

Überleben nach alloSCT (p=0,863). Anhand des Medians der Mutations-last bei ED 

ließen sich die Patienten mit alloSCT in zwei Gruppen einteilen: Die Patienten, die zum 

Zeitpunkt der ED mehr als 34,28 % Mutationslast aufwiesen und diejenigen mit weniger 

als 34,28 %. Es konnte ein signifikanter Unterschied in der Kaplan-Meier-

Überlebenszeitanalyse zwischen den beiden Gruppen aufgedeckt werden (p=0,036). 

Die Patienten, die zum Zeitpunkt der ED mehr als 34,28 % Mutationslast aufwiesen, 

hatten ein signifikant längeres Gesamtüberleben nach alloSCT.  

 

Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt: 

Zwischen der Patientengruppe mit und derjenigen ohne Rezidiv nach alloSCT zeigte 

sich ein signifikanter Unterschied im Mittelwert der Mutationslast bei CRSt (p=0,043). 

Patienten, die im Verlauf nach alloSCT ein Rezidiv erlitten, wiesen eine geringere 

Mutationslast im Stadium der CRSt  auf. Zwischen der Höhe der Mutationslast bei CRSt 

und dem Auftreten eines Rezidivs ergab sich kein statistisch nachweisbarer 

Zusammenhang (p=0,477).  

Die durchschnittliche Mutationslast bei CRSt unterschied sich nicht signifikant zwischen 

den Patienten mit und den Patienten ohne eingetretenen Todesfall nach alloSCT 

(p=0,703). Es zeigte sich kein statistisch nachweisbarer Zusammenhang zwischen der 

Höhe der Mutationslast bei CRSt und dem Eintreten eines Todesfalls (p=0,575). Es 

konnte keine Korrelation zwischen der Höhe der Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt 

und dem Überleben nach alloSCT hergestellt werden (p=0,997). Anhand des Medians 

der Mutationslast bei CRSt ließen sich die Patienten mit alloSCT in zwei Gruppen 

einteilen: Die Patienten, die zum Zeitpunkt der CRSt mehr als 2,97 % Mutationslast 

aufwiesen und diejenigen mit weniger als 2,97 %. In der Kaplan-Meier-Überlebenszeit-

analyse der beiden Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,727). Eine 

zusammenfassende Darstellung der unter Kapitel 3.3.3 genannten Signifikanzwerte der 

Analyse von Patienten mit DNMT3AR882mut nach alloSCT findet sich in Tabelle 27. 

 

 



40 

 

Tabelle 27: Zusammenfassende Darstellung der Signifikanzwerte der statistischen Analyse von 

Patienten mit DNMT3AR882mut nach alloSCT. Erläuterungen im Text unter Kapitel 3.3.3. 

 Mutationslast bei ED Mutationslast bei CRSt  

Zentrale Tendenz: 

Rezidiv 

Todesfall 

 

0,793 

0,300 

 

0,043 

0,703 

Zusammenhang: 

Rezidiv 

Todesfall 

Gesamtüberleben 

 

0,463 

0,356 

0,863 

 

0,477 

0,575 

0,997 

Überlebenszeitanalyse mit 

Median der Mutationslast: 

Gesamtüberleben 

 

 

0,036 

 

 

0,727 
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4. Diskussion  

Die AML gilt als die häufigste leukämische Erkrankung im Erwachsenenalter [2]. In der 

Pathogenese der AML spielen verschiedene Mutationen eine wichtige Rolle [81]. Zu 

diesen Mutationen zählt DNMT3Amut, welche die Methylierung verschiedener, 

pathophysiologisch beteiligter, Gene beeinflusst. Die genauen Mechanismen dabei sind 

bislang jedoch noch immer nicht eindeutig geklärt [70]. Als häufigste DNMT3Amut gilt die 

Mutation an Codon R882, für die Persistenz in CR und im Rezidiv gezeigt werden 

konnte [13, 77, 84-86].  

Daraus resultiert die Frage, in wieweit der Nachweis von DNMT3AR882mut sowie die 

Bestimmung der DNMT3AR882-Mutationslast als mögliche prognostische Parameter 

genutzt werden können. Das Ziel dieser Arbeit war die gegenüberstellende 

Untersuchung von Patienten mit DNMT3AR882mut und DNMT3Awt in Bezug auf klinische 

Parameter wie z. B. Gesamtüberleben bei vorliegenden Ko-Mutationen oder 

zytogenetischen Risikogruppen. Des Weiteren sollte die Bedeutung der DNMT3AR882-

Mutationslast bei ED und im Krankheitsverlauf quantitativ analysiert und deren Einfluss 

auf Gesamtüberleben und Ansprechen auf alloSCT retrospektiv untersucht werden.  

 

4.1 Hauptergebnisse 

Im Folgenden werden die eingangs formulierten Fragestellungen mithilfe der 

Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit beantwortet und in den Kontext aktueller 

Literatur eingeordnet. 

 

I) Patientenkollektiv DNMT3AR882mut vs. DNMT3Awt 

In der vorliegenden Patientenkohorte tragen 12 % eine Mutation im DNMT3A-Gen. 

Dieser Wert liegt unter den bereits veröffentlichten Daten [62, 75, 84, 95-97]. Der Anteil 

an R882H Mutationen liegt mit 85 % etwas höher als aktuell publizierte Werte [74, 75, 

95]. Wie bereits aus der Literatur bekannt, zeigt sich in der DNMT3A-positiven Gruppe 

ein signifikant gehäuftes Auftreten von NPM1mut  sowie FLT3-ITDmut [60, 62, 84, 95, 98]. 

Patienten mit DNMT3AR882mut sind durchschnittlich 61 Jahre alt und damit etwas älter 

als die Patienten der Wildtypkohorte. Die nachgewiesene Altersdifferenz in den beiden 

vorliegenden Kohorten scheint durch die unterschiedliche Gruppengröße nicht 

auszureichen um signifikante Werte zu erreichen.  
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In der Literatur ist beschrieben, dass DNMT3AR882mut mit höherem Alter assoziiert ist 

[62, 74, 99]. Bei der Einordnung der Ergebnisse muss jedoch berücksichtigt werden, 

dass einige Studien ausschließlich Patienten unter 60 Lebensjahren eingeschlossen 

haben [62, 63, 78], wohingegen höheres Alter bei anderen Arbeiten kein Ausschluss-

kriterium war [65, 100]. Insgesamt erschwert dies die Festlegung auf ein medianes Alter 

der Patienten mit DNMT3Amut. Die Selektierung der Patienten an universitären Kliniken 

muss dabei ebenfalls berücksichtigt werden. Ein Selektionseffekt entsteht durch die 

Patienten selbst sowie durch die jeweils zuweisenden Ärzte und beeinflusst somit das 

durchschnittliche Patientenalter.  

In der vorliegenden Arbeit kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

DNMT3AR882mut und erhöhten Leukozytenwerten gezeigt werden [57, 84, 101]. 

Patienten mit DNMT3AR882mut haben tendenziell prozentual erhöhte Blastenanteile im 

KM, was im Einklang mit bereits publizierter Literatur steht [62, 80, 99, 102].  

Bei der Untersuchung der Zellzahl bei ED wurde die DNMT3AR882mut-Kohorte nicht 

weiter anhand vorliegender Ko-Mutationen unterteilt und möglicherweise sind die 

erhöhten Leukozyten- und Blastenwerte der begleitenden FLT3mut zuzuschreiben [103].  

In unserer Untersuchung zeigen sich in der DNMT3AR882mut-Kohorte vermehrt die FAB-

Subtypen M4 und M5 (p=0,059), vielfach ist hierfür ein signifikanter Zusammenhang 

beschrieben [46, 80, 87, 104].  

Das gehäufte Auftreten von de novo AML bei Patienten mit DNMT3AR882mut, wie in 

anderen Veröffentlichungen beschrieben, bildet sich auch in den hier durchgeführten 

Untersuchungen ab [95, 105].  

In der vorliegenden Arbeit bestätigt sich der signifikante Zusammenhang zwischen 

DNMT3AR882mut und normalem Karyotyp, jedoch zeigt sich für die Risikostratifizierung 

nach ELN ein Unterschied zu aktueller Literatur [62, 74, 84, 101]. Die Patienten der 

DNMT3AR882mut-Kohorte sind in der vorliegenden Arbeit signifikant häufiger der 

schlechten Risikogruppe zugeordnet.  

Die molekulargenetische Untersuchungsroutine hat sich seit Beginn der Proben-

asservation verändert, sodass möglicherweise einzelne Patienten falsch zu einer ELN 

Risikogruppe zugeordnet wurden. Innerhalb der molekulargenetischen Untersuchungen 

können ebenfalls Fehler unterlaufen sein, die sich grundlegend auf die vorliegende 

Arbeit ausgewirkt und somit die Ergebnisse der Untersuchung maßgeblich beeinflusst 

haben könnten.  
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Allgemein muss auf die schwierige Interpretation der Risikogruppeneinteilung nach ELN 

hingewiesen werden: Trotz Neuerungen im Jahr 2017 umfasst die mittlere Risikogruppe 

weiterhin eine sehr heterogene Patientengruppe (vgl. [20]).  

Das Erreichen einer CR unterscheidet sich nicht signifikant zwischen der 

DNMT3AR882mut-positiven Kohorte und der Wildtypkohorte (73 % vs. 65 %). Dies deckt 

sich mit den Ergebnissen von Ostronoff et al. [100] sowie Renneville et al. [101]. Im 

Gegensatz dazu wurde in anderen Arbeiten ein kontroverser signifikanter Einfluss der 

DNMT3AR882mut
  auf die CR-Rate postuliert [62, 106, 107]. 

Für den Zusammenhang zwischen DNMT3AR882mut und Rezidivhäufigkeit sowie dem 

Eintreten eines Todesfalls erreichte die vorliegende Arbeit kein signifikantes Niveau. 

Andere Autoren berichten hierbei über erhöhtes Auftreten von Rezidiven bei Patienten 

mit DNMT3AR882mut [75, 76, 108] bzw. keinem nachweisbaren Einfluss der Mutation auf 

die Rezidivrate [74].  

 

II) Gesamtüberleben DNMT3AR882mut vs. DNMT3Awt 

Die Berechnung des Gesamtüberlebens ist anhand des Mutationsstatus, vorliegender 

Ko-Mutationen (NPM1mut und FLT3mut) sowie der Einteilung in zytogenetische 

Risikogruppen nach ELN durchgeführt worden. Es muss dabei berücksichtigt werden, 

dass das Fokussieren auf einzelne Ko-Mutationen immer andere Mutationen und deren 

Interaktionen in den Hintergrund rücken lässt und nachgewiesene Ergebnisse 

möglicherweise diesen Veränderungen zuzuschreiben wären. Weiterhin sind 

verschiedene Therapiemodalitäten und interindividuelle Risikofaktoren nicht explizit in 

die Auswertung und Unterteilung der Kohorte miteinbezogen worden, sodass diese 

ebenfalls die Aussagekraft der Ergebnisse einschränken könnten. 

Beim Vergleich von DNMT3AR882mut und DNMT3Awt zeigt sich kein signifikanter 

Unterschied bezüglich des Gesamtüberlebens. In Zusammenschau mit aktueller 

Literatur kann somit weder ein geringeres Gesamtüberleben für DNMT3AR882mut-

Patienten [58, 82, 109] noch der fehlende Einfluss der Mutation [75, 79] bestätigt 

werden.  

Bei der Gegenüberstellung von DNMT3AR882mut mit unterschiedlichen Ko-Mutationen 

kann in der vorliegenden Arbeit ein verlängertes Überleben für Patienten mit 

DNMT3AR882mut/ NPM1mut gegenüber derer mit DNMT3AR882mut/ FLT3mut gezeigt 

werden.  
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Allerdings ist für NPM1mut eine eher gute Prognose und für Kombinationen mit FLT3mut 

ein schlechterer Verlauf aus Veröffentlichungen bekannt, sodass bei diesem Ergebnis 

unklar bleibt, welche Mutation in dieser Analyse ausschlaggebend für den klinischen 

Verlauf der Patienten ist [25, 110]. Hierbei muss außerdem einschränkend auf die 

geringe Fallzahl getesteter Patienten hingewiesen werden. Für die Patienten, die 

ausschließlich eine DNMT3AR882mut aufweisen, kann der in der Literatur beschriebene, 

negative Einfluss auf das Gesamtüberleben nicht festgestellt werden [58, 78, 109]. 

Beim Blick auf die nach zytogenetischen Risikomerkmalen unterteilte Kohorte bildet 

sich ein stimmiges Bild dahingehend ab, dass die gute Prognosegruppe ein signifikant 

längeres Gesamtüberleben aufweist als die intermediäre Kohorte. Außerdem überleben 

die Patienten der intermediären Gruppe länger als die der schlechten Prognosegruppe 

[20, 58, 111]. 

 

III) Untersuchung des Gesamtüberlebens mithilfe quantitativer 

DNMT3AR882-Mutationsanalyse 

In der quantitativen Mutationsanalyse zeigt sich, dass die Mutationslast vom Zeitpunkt 

der ED bis zum Erreichen der CRSt prozentual bei fast allen Patienten absinkt. Bei 

einem Patienten ist es zu einem merklichen Anstieg der Mutationslast zwischen ED und 

CRSt gekommen (von 35 % auf 51 %). Es zeigt sich in den Analysen ebenfalls ein 

prozentualer Anstieg von DNMT3AR882mut bei Patienten, die ein Rezidiv erlitten [86, 96, 

112]. Diese Ergebnisse stellen die widersprüchlichen Meinungen bezüglich des 

Verlaufes der Mutationslast dar, die auch in der Literatur beschrieben sind [12, 83]. 

Jedoch ist die Vergleichbarkeit innerhalb der publizierten Studien durch verschiedene 

Kohortengrößen, (CN-) AML sowie die jeweils eingeschlossenen R882-Mutationstypen 

eingeschränkt. 

Die DNMT3AR882-Mutationsanalyse ist in der vorliegenden Arbeit zu den Zeitpunkten 

ED, CRSt und ggf. im Rezidiv durchgeführt und anschließend vor dem Hintergrund der 

klinischen Daten der Patienten ausgewertet worden. 

Im Einklang mit publizierten Daten ist DNMT3AR882mut
 zum Zeitpunkt der CRSt quantitativ 

nachweisbar [46, 84, 86, 96, 97]. Bis dato unbeschrieben ist die Nachweisbarkeit von 

DNMT3AR882mut
 bei allen untersuchten Patienten der Kohorte in CRSt, wie es in der 

vorliegenden Arbeit der Fall ist.  
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In der 2014 durchgeführten Arbeit von Pløen et al. [84] wird postuliert, dass die 

Mutationslast von DNMT3AR882mut zum Zeitpunkt der CRSt nicht im Zusammenhang mit 

dem klinischen Verlauf der Patienten stünde. In der vorliegenden Arbeit ergibt sich eine 

Tendenz dahingehend, dass Patienten mit geringerer DNMT3AR882-Mutationslast zum 

Zeitpunkt der CRSt sowohl häufiger ein Rezidiv im Krankheitsverlauf entwickelten als 

auch ein durchschnittlich verkürztes Gesamtüberleben zeigen. Patienten, die im Verlauf 

der Erkrankung verstarben, hatten ebenfalls geringere DNMT3AR882-Mutationslast im 

Stadium der CRSt. Die Ergebnisse unterscheiden sich möglicherweise deshalb zur 

Arbeit von Pløen et al. [84], da in der vorliegenden Gesamtkohorte die Patienten mit 

alloSCT im Krankheitsverlauf inbegriffen sind. Bei Pløen et al. [84] wurden 

ausschließlich Patienten mit Standardtherapie ausgewertet.  

 

IV) Untersuchung des Ansprechens auf alloSCT mithilfe quantitativer 

DNMT3AR882-Mutationsanalyse 

Zur Frage, inwiefern die Höhe der Mutationslast eine Aussage zum Ansprechen der 

Patienten auf alloSCT treffen kann, wurden die Patientenproben zu den Zeitpunkten ED 

und CRSt quantitativ analysiert und mithilfe der Transplantationsdaten ausgewertet. 

Dabei war DNMT3AR882mut in der vorliegenden Arbeit bei komplettem Spender-

chimärismus nach alloSCT nicht mehr nachweisbar, wie aktuell auch bei Thol et al. [96] 

veröffentlicht. 

Bei der Untersuchung von Patienten, die nach alloSCT ein Rezidiv entwickelten, konnte 

in allen Fällen derselbe DNMT3AR882mut-Klon wie bei ED und CRSt festgestellt werden. 

Dieses Ergebnis legt eine hohe Beständigkeit von DNMT3AR882mut nahe und bestätigt 

die Aussage mehrerer Autoren bezüglich der Stabilität von DNMT3AR882mut im 

Krankheitsverlauf von Patienten mit AML [12, 46, 96, 97]. Weiterhin zeigt sich in der 

vorliegenden Arbeit, dass Patienten mit Rezidiv nach alloSCT eine signifikant geringere 

Mutationslast im Stadium der CRSt aufweisen. Dieses Ergebnis könnte die oben 

beschriebene Tendenz dafür in der Gesamtkohorte erklären (vgl. 4.1 III).  

Im Jahr 2015 beschrieben Hahn et al. [112] in einem Fallbericht, dass die Rezidivrate 

nach alloSCT nicht mit der Höhe der Mutationslast von DNMT3AR882 bei CRSt 

zusammen zu hängen scheint. Sie wiesen einen prozentualen Anstieg der 

DNMT3AR882mut von ED zu CRSt nach und postulierten diesen als Zeichen für die 

Rückkehr des präleukämischen Klons.  
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Ein Jahr später untersuchten Ahn et al. [75] in einer größeren Kohorte (n=20) in wieweit 

das Vorhandensein von DNMT3AR882mut bei CRSt eine Prognose über den klinischen 

Verlauf von CN-AML-Patienten nach alloSCT treffen kann. Sie stellten dabei fest, dass 

das Vorhandensein von DNMT3AR882mut ein unabhängiger prognostischer Faktor für 

eine erhöhte Rezidivrate nach alloSCT zu sein scheint. Dieses Ergebnis deckt sich mit 

dem der vorliegenden Arbeit, wobei hier vor allem eine geringe Mutationslast zum 

Zeitpunkt der CRSt zu häufigeren Rezidiven nach alloSCT zu führen scheint. In 

Zusammenschau dieser Arbeiten stellt sich die Frage, ob tatsächlich die prozentuale 

Mutationslast oder aber eher das Vorhandensein von DNMT3AR882mut generell -

unabhängig vom prozentualen Anteil der betroffenen Zellen - eine Aussagekraft über 

den klinischen Verlauf der Patienten treffen kann.  

Die signifikanten Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit lassen die Hypothese zu, dass 

die erkrankten Zellen zum Zeitpunkt der CRSt möglicherweise keine „vorherrschende“ 

Mutation aufweisen, sondern stattdessen eher eine Vielzahl an potentiell pathogenen 

Mutationen (u. a. DNMT3AR882mut). Die jeweilige Mutation führt dann zu vermehrter 

Proliferation der Zellen und damit zu genetischer Instabilität. Dadurch wird das Auftreten 

eines Rezidivs begünstigt und die Prognose für den Patienten verschlechtert sich. 

Diese Hypothese wird in Bezug auf DNMT3AR882mut dahingehend bestärkt, dass für die 

komplette Eradikation dieser Mutation bereits eine signifikant geringere Rezidivrate 

beschrieben ist [96].  

Die erniedrigte Rezidivrate und die damit verbesserte Prognose für die Patienten 

unterstreicht die hohe Relevanz der alloSCT als therapeutische Option, da diese als 

Einzige die Möglichkeit bietet maligne Zellen vollständig zu entfernen.  

Ahn et al. [75] untersuchten Patienten retrospektiv, nachdem sie in CR - unabhängig 

von vorliegenden Mutationen - transplantiert worden waren. Dabei zeigte sich, dass das 

erneute Auftreten von DNMT3AR882mut bei Patienten nach Transplantation mit 

vermehrten Posttransplantations-Rezidiven korrelierte [75].  

 

In der vorliegenden Arbeit kann die einleitend formulierte Fragestellung positiv 

beantwortet werden, da durch die quantitative Bestimmung der DNMT3AR882-

Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt das Auftreten eines Rezidivs nach alloSCT und 

somit das Ansprechen der Patienten auf alloSCT vorhergesagt werden konnte. Jedoch 

lassen sich einschränkende Limitationen für dieses Ergebnis formulieren (vgl. 4.2). 

 



47 

 

4.2 Limitationen 

In der vorliegenden Arbeit entwickelten 10 von 18 analysierten Patienten mit 

DNMT3AR882mut ein Rezidiv nach alloSCT. Von diesen zehn Patienten entfielen drei auf 

die FLT3-high-risk-Gruppe. Möglicherweise war das vermehrte Auftreten eines Rezidivs 

durch die schlechte Prognose von FLT3mut begründet oder die Wirkung von 

DNMT3AR882mut wurde durch das gleichzeitige Vorliegen von FLT3mut verstärkt, wie es 

bei Ahn et al. [75] in ihrer Arbeit postuliert wurde. Weiterhin muss die geringe Größe der 

DNMT3AR882mut-Kohorte kritisch betrachtet werden, da das Ergebnis durch einzelne 

Patienten und deren spezifische Krankheitsverläufe stärker beeinflusst werden kann. 

Vor dem Hintergrund der geringen Fallzahl getesteter Patienten, ist in dieser Arbeit 

außerdem auf die weitere Unterteilung nach FLT3-ITDmut sowie FLT3-TKDmut verzichtet 

worden. Der Vergleich mit den Ergebnissen anderer Autoren wird weiterhin durch die 

Aktualisierung der ELN Klassifikation von 2017 erschwert, da sich die Zuordnung zur 

intermediären Risikogruppe zu den publizierten Daten unterscheidet [62, 83]. Im 

Gegensatz zur Arbeit von Klco et al. [97] sind in der vorliegenden Wildtypkohorte 

Patienten mit APL nicht ausgeschlossen worden.  

Durch die Entscheidung gleichermaßen Patienten mit normalem und aberrantem 

Karyotyp in die vorliegende Arbeit einzuschließen, wird die Einordnung der Ergebnisse 

in den Kontext bereits publizierter Daten erschwert. Bei der Gegenüberstellung zu 

Arbeiten mit größeren Patientenkohorten (z.B. Gaidzik et al. [62]) stellt die, in der 

vorliegenden Arbeit durchgeführte, Beschränkung der Analyse auf DNMT3AR882Hmut und 

DNMT3AR882Cmut ebenfalls ein Hindernis dar. 

Im Vergleich mit bereits publizierten Arbeiten zeigt sich eine Inhomogenität bezüglich 

des Verfahrens der Probenentnahme. In der vorliegenden Arbeit wurden 96 % der 

quantitativ untersuchten Proben aus dem Knochenmark der Patienten entnommen, in 

der Literatur finden sich jedoch unterschiedlich hohe Anteile an peripheren Blutproben 

[62, 75, 84, 86].  

Bezüglich der gewählten Analysemethoden lässt sich festhalten, dass die Sensitivität 

der q-PCR durch Signale der Wildtypallele herabgesetzt sein kann. Dem wurde durch 

die Nutzung eines mutationsspezifischen Primers und eines Blockers (vgl. Kapitel 2.2.4) 

so weit möglich entgegengewirkt. Die Spezifität der Methode wird durch „falsch-positive“ 

oder „falsch-negative“ Ergebnisse verringert.  
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Um diese Gefahr zu minimieren, ist in der vorliegenden Arbeit mit Positivkontrolle und 

Negativkontrollen (Wildtypallele und no-Template-Control) in zweifacher Ausführung 

gearbeitet worden. Um die Ergebnisse in verschiedenen Laboren gegenüberstellen zu 

können, müsste eine standardisierte q-PCR etabliert werden um somit die 

Vergleichbarkeit der Messwerte garantieren zu können. 

 

4.3 Ausblick 

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass der Vergleich zwischen DNMT3AR882-positiven 

Patienten und der Wildtypkohorte in dieser Arbeit bereits publizierte Ergebnisse bzgl. 

der untersuchten klinischen Parameter bestätigt. Die Analyse des Gesamtüberlebens 

der beiden Kohorten bei vorliegenden Ko-Mutationen sowie unterschiedlichen 

zytogenetischen Risikogruppen deckt sich ebenfalls mit publizierter Literatur [20, 58, 75, 

95, 111]. 

Die Analyse der DNMT3AR882-Mutationslast zu verschiedenen klinischen Zeitpunkten 

erbringt neue Ergebnisse und unterstreicht die Notwendigkeit der alloSCT als 

therapeutische Möglichkeit der vollständigen Eradikation von DNMT3AR882mut. Inwiefern 

die Bestimmung der DNMT3AR882-Mutationslast zum Zeitpunkt der CRSt zur 

Abschätzung des Rezidivrisikos nach alloSCT geeignet ist, lässt sich mit dieser Arbeit 

nicht endgültig beantworten. In diesem Zusammenhang stellt sich weiterhin die Frage, 

ob Patienten nach alloSCT routiniert molekulargenetisch untersucht werden sollten, um 

so etwaige Rezidive anhand von vorliegenden Mutationen frühzeitig erkennen und 

somit schnellstmöglich behandeln zu können.  

In Zusammenschau mit den Ergebnissen ähnlich gelagerter Studien ist vermutlich das 

generelle Vorliegen von DNMT3AR882mut von größerer Bedeutung als die berechnete 

DNMT3AR882-Mutationslast. Es scheint wahrscheinlich, dass weniger der nachweisbare 

Anteil der DNMT3AR882mut als eher das komplexe Zusammenspiel mit anderen 

Mutationen eine Rolle im Krankheitsverlauf der Patienten mit AML spielt. Die sich in 

diesem Zusammenhang eröffnenden Fragestellungen bzgl. der komplexen Interaktion 

von Mutationen bei AML können eine Grundlage für weitere Untersuchungen bilden und 

somit attraktive Forschungsschwerpunkte schaffen. 
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