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1 Einleitung 
 
1.1 Akute myeloische Leukämie im Kindesalter 
 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Erkrankung des blutbildenden 

Systems, die durch die klonale Ausdehnung von unreifen, abnormalen, myeloischen 

Vorläuferzellen gekennzeichnet ist. Diese erwerben genetische Anomalien in zellulären 

Komponenten, welche an der Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung 

beteiligt sind (Lonetti, Pession, & Masetti, 2019). Dass es sich bei der AML um eine 

heterogene Erkrankung handelt, zeigt sich in den Unterschieden der Morphologie, dem 

Immunphänotyp sowie in zytogenetischen und molekularen Aberrationen (Balgobind et 

al., 2011). 

 

Pro Jahr erkranken in Deutschland etwa 100 Kinder unter 15 Jahren an der AML. Der 

Median des Erkrankungsalters bei unter 15-Jährigen liegt bei 6,3 Jahren. Die Inzidenz 

liegt bei 0,7 pro 100.000 Kindern mit einem Verhältnis von Mädchen zu Jungen von 

1:1,1 (Kaatsch, 2016). Nach einer anfänglich hohen Inzidenz in den ersten beiden 

Lebensjahren, zeigt diese vorerst einen deutlichen Abfall, wohingegen sie ab dem 9. 

Lebensjahr erneut ansteigt (Creutzig et al., 2016). 

Ursächlich für die Entstehung der AML sind in den meisten Fällen die zugrunde 

liegenden genetischen Veränderungen. Lediglich in 5 % der Fälle kann das Auftreten 

einer AML mit einer genetischen Prädisposition, einer intrauterinen Exposition mit 

Strahlung oder Substanzen, wie zum Beispiel Benzol oder unterschiedlichen 

Medikamenten assoziiert werden (Creutzig & Reinhardt, 2018). 

Bei den genetischen Faktoren spielen vor allem Keimbahnveränderungen eine 

wesentliche Rolle, da Patienten mit kongenitalen Syndromen, wie zum Beispiel der 

Trisomie 21 ein bis zu 150-fach erhöhtes Risiko für das Auftreten einer AML aufweisen 

(Bhatnagar, Nizery, Tunstall, Vyas, & Roberts, 2016). 

 

Zu den typischen Symptomen der AML gehören Blässe, Müdigkeit und 

Leistungsminderung, eine vermehrte Blutungsneigung zum Beispiel in Form von 

punktförmigen Einblutungen, sogenannten Petechien, sowie eine gesteigerte 

Infektanfälligkeit mit Fieber. Die beschriebenen Symptome lassen sich im Rahmen der 
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Knochenmarkinsuffizienz erklären, welche eine Panzytopenie, das heißt eine Zellarmut 

aller drei Zellreihen (Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten), verursacht. 

Hinzu können neben vergrößerten Lymphknoten eine Hepato- und/ oder Splenomegalie 

als Bauchtumoren imponieren. 20 % der Patienten klagen darüber hinaus über Gelenk- 

und Knochenschmerzen (Creutzig, Dworzak & Reinhardt, 2019). 

 

1.2 Diagnostik und Therapie der akuten myeloischen Leukämie 
 

Die bei Verdacht durchzuführende Initialdiagnostik, dient neben der Diagnosesicherung 

auch der Risikostratifizierung der Patienten, welche für die Therapieentscheidung nötig 

ist. Für diese Initialdiagnostik sind neben einer detaillierten Anamnese, einer 

körperlichen Untersuchung und einer Blutbild- sowie Differenzialblutbildbestimmung, 

Nativ-Ausstriche des Blutes und des Knochenmarks (KM) zur Beurteilung der 

Zellmorphologie notwendig. Hierbei ist eine Knochenmarkpunktion für die Gewinnung 

des Materials essenziell. Um einen Befall des zentralen Nervensystems (ZNS) 

ausschließen zu können, muss bei gegebenen Hinweisen zudem eine initiale 

Liquorpunktion erfolgen. Im Anschluss können noch ergänzende Untersuchungen, wie 

beispielsweise bildgebende Verfahren oder Ultraschalluntersuchungen durchgeführt 

werden (Creutzig, Dworzak & Reinhardt, 2019). 

Die Einteilung der AML erfolgt durch die WHO-Klassifikation 2016. Anhand 

zytogenetischer, molekulargenetischer und morphologischer Merkmale kann die 

Unterteilung in die Subtypen erfolgen (Arber et al., 2016). Die Morphologie lässt sich 

weitestgehend nach der früheren FAB (French-American-British)-Klassifikation 

beschreiben, die von einer Französisch-Britisch-Amerikanischen Arbeitsgruppe im 

Jahre  1976 publiziert wurde (Bennett et al., 1976). Die FAB-Subtypen stellen im 

klinischen Alltag eine große Relevanz dar, da sie zur Erkennung der akuten 

Promyelozytenleukämie (PML) obligat sind und sich die Behandlung der PML deutlich 

von den anderen Leukämieformen unterscheidet (Creutzig & Reinhardt, 2018). 

Die Beurteilung der Zytologie erfolgt durch den KM-Ausstrich in Verbindung mit dem 

Blutbild. Hierbei muss der Anteil an Blasten im KM an den kernhaltigen Zellen zur 

Diagnosesicherung der AML ≥30% betragen. Im Anschluss daran wird die Methode der 

Zytochemie angewandt.   
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Hierbei werden die Zellen mit verschiedenen Färbemethoden eingefärbt und 

mikroskopisch beurteilt (Creutzig, Dworzak & Reinhardt, 2019). 

 

Zur Abgrenzung verschiedener AML-Subtypen erfolgt die Immunphänotypisierung. 

Hierfür werden verschiedene Antigene verwendet, die sich auf der Oberfläche der 

Blasten oder im Zytoplasma finden lassen (Creutzig & Reinhardt, 2018). 

 

 

 

Abbildung 1  Definitionen von prognostischen Gruppen aufgrund ihrer Genetik 

(Creutzig et al., 2016).  

 

Creutzig et al. veröffentliche bereits 2016 eine Tabelle, welche drei prognostische 

AML-Subgruppen definiert (siehe Abbildung 1). Sie enthalten die derzeit bereits mit 

AML-assoziierten Mutationen, und werden in Standardrisiko, intermediäres Risiko und 
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Hochrisiko für die Einschätzung des Therapieversagens eingesetzt (Creutzig & 

Reinhardt, 2018). 

Die Therapie der AML besteht aus einer intensiven Polychemotherapie mit mehreren 

Zytostatika. Zuerst wird eine intensive Induktionstherapie durchgeführt, eine 

morphologische Remission, das heißt das Nachlassen von Symptomen kann erst nach 4-

8 Wochen Behandlung beurteilt werden. Dies erfordert „weniger als 5 % Blasten im 

KM, eine Zellularität im KM von über 20 % und mindestens 1000/μl zirkulierende 

Neutrophile und 80.000/μl Thrombozyten“ (Creutzig & Reinhardt, 2018). Im Anschluss 

daran folgt die Konsolidierung, also die Erhaltungstherapie beziehungsweise die 

Intensivierung über einen Zeitraum von 4 bis 6 Monaten. Gegebenenfalls kann eine 

ZNS-Bestrahlung oder eine allogene Stammzelltransplantation von Nöten sein. Dies ist 

abhängig von der zuvor erwähnten Risikoabschätzung (Creutzig, Dworzak & Reinhardt, 

2019). 

Ein Monitoring zum Nachweis der minimalen Resterkrankung (MRD) in der AML wird 

zwar empfohlen, bietet jedoch im Gegensatz zur akuten lymphoblastischen Leukämie 

(ALL) kein verbessertes Überleben. Dies liegt vor allem an der Schwierigkeit, geeignete 

Marker zur Detektion zu finden, da bisher verwendete Marker, aufgrund der diffizilen 

Molekulargenetik nur für Subgruppen einsetzbar sind (Voso et al., 2019). Denkbar wäre 

hier die zusätzliche Nutzung der extrazellulären Vesikel, um die MRD-Detektion durch 

deren Informationen zu sensitivieren. 

 

1.3 Mutationen 
 
Wie in Kapitel 1.2 bereits erwähnt, gibt es in der Diagnostik der AML eine Definition 

von prognostischen Gruppen aufgrund ihrer genetischen Eigenschaften (siehe Abb. 1). 

Studien konnten zeigen, dass sowohl die Häufigkeit, als auch die Kombination dieser 

einzelnen genetischen Veränderungen altersspezifisch sind (Balgobind et al., 2011). 

Grundsätzlich wird angenommen, dass für die Entstehung der AML 2 Klassen von 

genetischen Veränderungen interagieren und gleichzeitig vorliegen müssen, die 

sogenannten Typ-I und Typ-II Aberrationen (Balgobind et al., 2011). 
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Abbildung 2  Verteilung der verschiedenen Typ-I und Typ-II Aberrationen in der pädiatrischen AML 

(Balgobind et al., 2011). 

 

Die beiden Aberrations-Typen weisen verschiedene Eigenschaften auf, was sich im Ort 

der Mutation widerspiegelt. Während Typ-I-Aberrationen eine „exzessive, 

unkontrollierte Proliferation der Leukämiezellen zur Folge haben und sich häufig als 

Mutationen in den Genen der Signaltransduktionswege wiederfinden, hemmen die Typ-

II-Aberrationen die Differenzierung und sind Folge genetischer Veränderungen von 

Transkriptionsfaktoren, zum Beispiel durch AML-charakteristische Translokationen 

oder Mutationen in einzelnen Genen“ (Creutzig & Reinhardt, 2018). Abbildung 2 zeigt 

die Verteilung der einzelnen Mutationen in Bezug auf ihren Aberrationstyp. Trotz vieler 

Zuordnungen bleibt eine Vielzahl von Aberrationen bislang ungeklärt (Balgobind et al., 

2011). Die Testung der Patienten auf die verschiedenen Mutationen ist essenziell für das 

weitere Vorgehen. So sind durch die Risikogruppen Prognoseschätzungen bezüglich des 

Therapieansprechens möglich (Creutzig et al., 2016). 

Zu den häufigsten Genmutationen gehören CEBPA, NPM1 und FLT3-ITD. CCAAT 

Enhancer Binding Protein α, oder auch CEBPA ist ein Transkriptionsfaktor, der auf 

Chromosom 19q13.1 kodiert wird und bei der Vermittlung von zellulärer 

Differenzierung und Wachstumsstopp eine maßgebliche Rolle spielt (Nerlov, 2007). 

Die Mutation dieses Proteins ist in 10-15 % der AML-Patienten zu finden und ist 

oftmals mit einem günstigen Outcome assoziiert (Taskesen et al., 2011). Die zweite 

vermehrt zu findende Mutation liegt im Nucleophosmin 1 (NPM1), einem Gen für das 

Protein Nucleophosmin. „Bisher wurden vier Hauptfunktionen von NPM1 beschrieben, 

darunter eine Rolle bei der Ribosomen-Biogenese (Hingorani, Szebeni, & Olson, 2000), 
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der Aufrechterhaltung der Genomstabilität (Okuda et al., 2000), der p53-abhängigen 

Stressreaktion und der Modulation von wachstumsunterdrückenden Signalwegen“ 

(Colombo, Marine, Danovi, Falini, & Pelicci, 2002). Bei einer Mutation dieses Genes 

kommt es zu einer 4-Basen-Paar (bp)-Insertion im Exon 12 des NPM1 Gens (Heath et 

al., 2017). Diese Mutation ist bisher eine der am häufigsten gefundenen in der 

pädiatrischen AML. Eine weitere oft vertretende Mutation liegt in der Fms-Like 

Thyrosin Kinase 3 (FLT3). Es handelt sich hierbei um ein Proto-Onkogen, welches an 

wichtigen Schritten in der Hämatopoese beteiligt ist (Lagunas-Rangel & Chávez-

Valencia, 2017). Die zuerst beschriebene und bekannteste Mutation ist die interne 

Tandem-Duplikation, auch ITD genannt, in den Exonen 14 und 15 (Nakao et al., 1996). 

Diese liegt oft in Kombination mit anderen Mutationen vor und geht mit einer 

schlechten Prognose einher (Kiyoi, Kawashima, & Ishikawa, 2020).  Eine weitere Form 

der FLT3 Mutation wäre zum Beispiel die Missense-Punktmutation in Exon 20, auch 

FLT3-TKD genannt, die jedoch nur eine untergeordnete Rolle spielt (Lagunas-Rangel 

& Chávez-Valencia, 2017). 

 

1.4 Extrazelluläre Vesikel 
 
Seit mehr als einer Dekade lässt sich ein zunehmendes wissenschaftliches Interesse an 

extrazellulären Vesikeln (EV) (Skog et al., 2008) verzeichnen. 

Es zeigte sich, dass extrazelluläre Vesikel eine Vielzahl anwichtigen Biomoleküle 

enthalten, dabei unter anderem spezifische Proteine und Lipide sowie funktionelle 

Nukleinsäuren wie mRNA und microRNA (Deregibus et al., 2007; Valadi et al., 2007). 

In vergangenen Studien konnte außerdem neben dem Vorkommen von Einzel- auch das 

von Doppelstrang-DNA bestätigt werden (Thakur et al., 2014). Da EVs viele wichtige 

Biomoleküle enthalten, die sie auch transferieren können, sind sie durch den Austausch 

mit unterschiedlichen Zellen in der Lage, biologische Prozesse zu regulieren und das 

Immunsystem durch die Steuerung von biologischen Signalwegen zu beeinflussen 

(Yáñez-Mó et al., 2015). 

Insbesondere dieses Wissen macht sie zu nützlichen Werkzeugen zum Verständnis der 

Krebsentstehung sowie zu potenziellen Biomarkern in der Krebsdiagnostik. 
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Aufgrund ihrer Variabilität in Größe und Funktion sowie Synthese und Inhalt, lassen 

sich extrazelluläre Vesikel in verschiedene Subtypen einteilen. Die drei 

Hauptkategorien werden durch Mikrovesikel, Exosomen und apoptotische Körperchen 

gebildet (Borges, Reis, & Schor, 2013). 

Während die Exosomen mit einem Durchmesser von 50-150 nm durch die Exozytose 

von multivesikulären Endosomen sezerniert werden (Tkach, Kowal, & Théry, 2018), 

werden die Mikrovesikel (Durchmesser von 100 – 1000 nm) von den Zellen freigesetzt, 

wo sie sich von der Plasmamembran ihrer ursprünglichen Zelle abschnüren (Choi, Kim, 

Kim, & Gho, 2015) (siehe Abb. 1). Die Bildung von apoptotischen Körperchen, die die 

dritte Hauptgruppe der extrazellulären Vesikeln darstellen, erfolgt hingegen während 

der Apoptose einer Zelle. Diese durchläuft mehrere Stadien, in denen zuletzt der Zerfall 

des Zellinhalts in membranumschlossene Vesikel erfolgt (Akers, Gonda, Kim, Carter, & 

Chen, 2013). 

 

    
Abbildung 3 Biogenese von extrazellulären Vesikeln - Während Mikrovesikel durch direkte 
Abschnürung aus der Plasmamembran entstehen, erfolgt die Biogenese von Exosomen intrazellulär 
durch eine Clathrin-vermittelte Endozytose (clathrin-coated vesicles [CCV]). Hierbei wölbt sich ein 
Segment der Zellmembran mit Hilfe des Proteins Clathrin nach innen und wird dort abgeschnürt. 
Das dabei entstandene frühe Endosom (Early Endosome) spaltet sich nun in weitere Vesikel auf, die 
z.B. mRNA, miRNA, DNA oder Proteine enthalten, und bildet sogenannte Multivesikuläre Körper 
(Multicellular endosomes [MVE]). Diese intraluminalen Vesikel werden nun entweder durch 
Fusion der MVEs mit der Plasmamembran als Exosomen in den Extrazellulärraum freigesetzt oder 
zu den Lysosomen transportiert. Die hier dargestellten Pfeile stellen vorgeschlagene Richtungen des 
Protein- und Lipidtransports dar (Raposo und Stoorvogel 2013). 
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Aufgrund der einfachen Zugänglichkeit, bieten EVs in der klinischen Anwendung große 

Vorteile. Bislang konnten sie aus verschiedensten Körperflüssigkeiten, wie Urin, 

Fruchtwasser, malignem Aszites, bronchoalveolärer Lavageflüssigkeit, 

Synovialflüssigkeit, Muttermilch, Speichel und Blut, sowie aus den Kulturmedien einer 

Vielzahl von Zelltypen isoliert werden (Simpson, Lim, Moritz, & Mathivanan, 2009), 

was ihre große Spannbreite für mögliche diagnostische Assays verdeutlicht.  

Eine Teilnahme an der Antigenpräsentation durch B-Lymphozyten, eine 

Immunsupression beispielsweise bei pathophysiologischen Prozessen oder maligner 

Entartungen (z.B. Metastasierung) sowie die Verhinderung der Proliferation und 

Aktivierung von Effektor-T-Zellen sind nur einige Beispiele für nachgewiesene 

Funktionen der Extrazellulären Vesikel (Batista & Melo, 2019; Clayton et al., 2008; 

Raposo & Stoorvogel, 2013). 

Eine Ursache der Tumorentwicklung ist die genetische Instabilität der Krebszellen. In 

dieser Phase entlassen sie eine große Menge an EVs, welche zwar auch von gesunden 

Zellen freigesetzt werden, jedoch nicht in dieser Vielzahl (Bach, Hong, Park, & Lee, 

2017). Aufgrund ihrer vielfältigen Funktionen ist es den EVs sogar möglich, die 

Tumorproliferation und die Tumortransformation zu induzieren und zudem das 

Absterben von Krebszellen zu hemmen (Batista & Melo, 2019). 

Darüber hinaus ist es bereits gelungen, aus EVs gewonnene tumorspezifische mRNA 

aus dem Serum und Gewebe von Glioblastom-Patienten zu isolieren, die den 

Mutationsstatus von EGFRvIII widerspiegelt (Skog et al., 2008). 

 

In dieser Studie wurde ein ähnlicher Ansatz des Mutationsstatus der aus den EVs 

gewonnen DNA und RNA verfolgt. 

Es konnten schon zahlreiche Funktionen der Extrazellulären Vesikel untersucht werden. 

Die genaue interzelluläre Kommunikation oder in welcher Absicht die Vesikel genau 

aus den Zellen entlassen werden, ist bislang jedoch noch nicht hinreichend geklärt.  
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2. Ziel der Arbeit 
 
Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf zwei wesentliche Aspekte: zum einen auf 

die Gewinnung von genetischem Material, in Form von DNA und RNA, aus den 

extrazellulären Vesikeln. Hierfür wurden 166 Plasmaproben von 45 Patienten mit 

bekannter AML aus der Biobank der Kinderklinik III der Universitätsklinik Essen 

aufgearbeitet, deren DNA und RNA wurde extrahiert und anschließend quantifiziert. 

Zum anderen wurde mit Assays der derzeit durchgeführten klinischen Diagnostik 

versucht, Mutationsanalysen mit der DNA und RNA aus extrazellulären Vesikeln 

ausgewählter, spezifischer AML-Zelllinien zu etablieren.  

Nach erfolgreicher Testung auf zellulärer Ebene folgten die Analysen der bereits 

aufgearbeiteten Patientenproben. Diese wurden, wie auch die Zelllinien, sorgfältig nach 

ihren Mutationen ausgesucht. 

Ziel dieser Arbeit ist es, zu evaluieren, inwieweit die klinische Verwendung dieser 

Methode, im Vergleich zu der derzeit durchgeführten genomischen DNA-Analyse, zu 

einer exakteren Diagnosestellung beitragen kann, beziehungsweise ob die Verwendung 

von extrazellulären Vesikeln im klinischen Alltag ergänzend zum Beispiel in Bezug auf 

das MRD-Monitoring von Nutzen sein kann. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Detection of AML-specific mutations in pediatric patient plasma using   
      extracellular vesicle–derived RNA. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



gdorn
Textfeld
15




gdorn
Textfeld
.
.
.
.
16




gdorn
Textfeld
.
.
.
..
17




gdorn
Textfeld
.
.
.
.
.
.18




gdorn
Textfeld
.
.
.
.
19




gdorn
Textfeld
.
.
.
.
.
.
.
20




gdorn
Textfeld
.
.
.
.
.
21



gdorn
Textfeld
.
.
.
22




gdorn
Textfeld
.
.
.
.
.
.
.
.
.23




24 
 

3.2 Evaluation of dsDNA from extracellular vesicles in pediatric AML    
      diagnostics. 
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4. Diskussion  
 
Mit einem Anteil von 15-20 % ist die akute myeloische Leukämie (AML) die 

zweithäufigste Leukämieform in der Kindheit (Downing & Shannon, 2002). Obwohl 

sich die Prognose von Kindern und Jugendlichen mit AML in den letzten Jahrzehnten 

deutlich verbessert hat - die langfristige Überlebensrate liegt bei bis zu 65 % (Kaspers & 

Zwaan, 2007) - erleidet die Mehrheit der Patienten nach drei bis fünf Jahren einen 

Rückfall (Paietta, 2012). Bislang mangelt es an einer Definition der Resterkrankung, die 

empfindlicher, spezifischer und objektiver als die klassische Morphologie ist, um einen 

personalisierten Ansatz für Behandlungsentscheidungen treffen zu können 

(Ossenkoppele & Schuurhuis, 2016). Die bislang standardisiert durchgeführten Assays 

und der aktuelle Wissensstand über die Entstehung und Ausprägung der AML können 

uns in Zukunft nützliche Werkzeuge in der Sensitivierung der Diagnostik werden. Die 

immer wieder erprobte Definition von prognostischen Gruppen zeigt auf, mit welchen 

Mutationen die Patienten am häufigsten ein Therapieversagen erleiden. Gerade diese 

prognostisch ungünstige Gruppe sollte in Zukunft eine verlässlichere und sensitivere 

Diagnostik erhalten, um frühzeitig einen möglichen Rückfall erkennen und behandeln 

zu können. 

 

4.1 Erfolgreiche Mutationsdetektion in EV-RNA der Zelllinien 
 
Extrazelluläre Vesikel werden von Zellen sowohl unter gesunden, als auch unter 

pathologischen Bedingungen freigesetzt. Durch ihre vielfältigen Beladungen, wie 

Nukleinsäuren und Proteine, gelten sie als entscheidend für die Entdeckung von 

Biomarkern für die klinische Diagnostik (Gurunathan, Kang, Jeyaraj, Qasim, & Kim, 

2019). Beispielsweise werden EVs, die mit tumorspezifischen RNAs beladen sind, 

schon jetzt als Biomarker für die Krebsdiagnose in Studien verwendet (Gurunathan et 

al., 2019). Eine standardisierte Verwendung von EVs im klinischen Alltag ist derzeit 

allerdings noch nicht erprobt.  

In der vorliegenden Arbeit wurden mit FLT3-ITD und NPM1 eine Typ-I und eine Typ-

II Aberration für die Experimente der Zelllinien verwendet. Die Zelllinie MV4-11 trägt 

die FLT3-ITD und die Zelllinie OCI-AML3 trägt die NPM1 Mutation. Nach 
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Kultivierung der Zellen erfolgte die Gewinnung derer extrazellulärer Vesikel. Dies 

wurde via Ultrazentrifugation durchgeführt. Die gewonnen Proben wurden im 

Anschluss mittels Nanopartikel Tracking Analyse (NTA) auf die enthaltenen Vesikel 

untersucht. Nach der Quantifizierung der extrazellulären Vesikel erfolgte die 

Gewinnung der RNA. Eine durchgeführte RNA-Quantifizierung im Anschluss konnte 

das Vorliegen von RNA nachweisen und die gewonnene RNA-Menge bestimmen. Nach 

Sicherstellung der isolierten RNA wurde diese entweder mittels RealTime-PCR auf die 

NPM1 Mutation oder mittels Gene-Scan basierter Fragmentlängenanalyse auf die 

FLT3-ITD Mutation analysiert. Dabei bildete die jeweils für die Mutation negative 

Zelllinie die Negativkontrolle. Es zeigte sich, dass in den mutationspositiven Zellinien 

die Mutationen in der aus den Vesikeln isolierten RNA zu finden waren. Zusätzlich 

konnten in den den mutationsnegativen Zelllinien keine Signale ermittelt werden 

 

4.2 RNA-Isolierung aus den EVs der pädiatrischen Plasmaproben 
 
Im Anschluss an die erfolgreiche Testung in den Zelllinien führten wir die gleichen 

Verfahren mit den bereits beschriebenen Patientenproben der Kinderklinik durch.  Diese 

enthielten wie auch die Zelllinien entweder eine Mutation mit NPM1, mit FLT3-ITD 

oder eine kombinierte Mutation aus beiden. Zunächst wurden auch aus den 

Patientenproben die extrazellulären Vesikel gewonnen. Es erfolgte eine Bestimmung 

der Anzahl und Größe der Vesikel. Hier wiesen die Patientengruppen große 

Unterschiede auf. Während in den Patientengruppen mit der NPM1 Mutation und der 

kombinierten Mutation die Anzahl der Vesikel nach der Behandlung geringer war als 

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, zeigten die Patienten mit der FLT3-ITD Mutation 

einen deutlichen Anstieg in den Verlaufskontrollen. Dies ließ sich zuvor auch in den 

Ergebnissen der Zelllinien widerspiegeln. Danach erfolgte die Isolierung der RNA mit 

anschließender Quantifizierung. Diese zeigte in den Konzentrationsspiegeln ebenfalls 

Unterschiede zwischen den Patientengruppen. Auch hier waren die RNA-Spiegel der 

Patienten mit FLT3-ITD Mutation in den Verlaufskontrollen höher als in den Proben 

zum Diagnosezeitpunkt, wohingegen in den Patienten mit NPM1 Mutation oder der 

kombinierten Mutation eine deutlich höhere RNA-Konzentration in den Proben zum 

Diagnosezeitpunkt zu finden war, was den Trend der Vesikelmenge bestätigt. Die 
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Unterschiede in den Partikelmengen könnten mit den verschiedenen Mutationen 

zusammenhängen oder jedoch mit den unterschiedlichen Patienten assoziiert sein, da 

unsere Berechnungen jeweils aus den Mittelwerten aller Patienten mit einer Mutation 

zum Zeitpunkt der Diagnose und addiert zu allen Zeitpunkten der Kontrolle berechnet 

wurden. Dennoch wäre eine Abhängigkeit der Partikelmenge von den unterschiedlichen 

Mutationen möglich. Die Unterschiede in der RNA-Konzentration lässt sich schließlich 

mit der Menge an Partikeln erklären. In den Proben mit vielen Partikeln fand sich 

entsprechend viel RNA. 

 

4.3 Analyse der EV-RNA der Patientenproben 
 
Bislang gibt es nur wenige Studien, die sich mit dem Mutationsstatus der DNA oder 

RNA von extrazellulären Vesikeln befassen. Die Studie von Figueroa et al. von 2017 

zeigt das Vorhandensein von Tumor-spezifischen Mutationen des Glioblastoms in der 

RNA von extrazellulären Vesikeln, die aus Liquorpunktionen gewonnen wurden. 

(Figueroa et al., 2017). 

Die Analyse der AML-Plasmaproben im Hinblick auf die Mutationen zeigte, dass die 

NPM1-Mutation in 7 Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose zu finden war. Lediglich in 

2 Patientenproben war es nicht möglich, die Mutation zu detektieren. In den 

Patientenproben mit FLT3-ITD Mutation hingegen war es möglich, die Mutation in 

allen Initialproben zu detektieren. Dies spricht für eine höhere Sensitivität unter 

Verwendung der Gene-Scan basierten Fragmentlängenanalyse im Vergleich zu der 

durchgeführten RealTime-PCR. 

Dennoch waren die Mutationen in den Proben nach Therapiebeginn nicht länger 

detektierbar und deren Fehlen nach der Behandlung stand nicht immer in Korrelation zu 

den Ergebnissen der genomischen DNA-Analyse, die routinemäßig nach jeder 

Probenentnahme in dem diagnostischen AML-Labor der AML-BFM-Studiengruppe 

durchgeführt wird. An dieser Stelle wird deutlich, dass gerade in den Folgekontrollen 

der Patienten die gewünschte Funktion der Vesikel zur Erkennung der Resterkrankung 

bislang ausbleibt. Ursachen könnten unter anderem sein, dass die in den EVs 

vorliegende Menge an genetischem Material sehr begrenzt ist. In den Proben zum 

Diagnosezeitpunkt ist die Blastenzahl der Patienten überdurchschnittlich hoch, was 
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auch die Menge der EVs beeinflusst. Nach Therapiebeginn sinkt die Anzahl der Blasten 

jedoch deutlich und es werden fortan auch weniger Vesikel produziert. Eine andere 

Vermutung wäre die Diversität der einzelnen Vesikel. Denkbar wären verschiedene 

DNA- und RNA-Inhalte, die nicht alle die Information der vorliegenden Mutationen 

enthalten, was die Detektion deutlich erschweren würde. 

 

4.4 Quantifizierung der EVs aus weiteren Patientenproben 
 

In den Versuchsreihen dienten 5 Kontrollplasmaproben von gesunden Spendern als 

Referenz. Hiermit sollte eine Aussage darüber getroffen werden, wie die gesunden 

Kontrollen im Vergleich zu den Patientenproben in den Assays reagieren, bzw. wo 

quantitative Unterschiede zum Beispiel in Bezug auf die Partikelmenge liegen.  

Die Patienten wiesen über den Therapieverlauf fluktuierende Level an Vesikeln auf, 

jedoch war in jedem von ihnen die Menge der Vesikel vor Therapiebeginn am höchsten.  

Es folgten weitere Assays zur Quantifizierung. Zum einen wurde ein Bicinchoninsäure-

Assay (BCA) durchgeführt, eine Methode zur qunatitativen Proteinbestimmung, das 

eine Korrelation zwischen der Partikelmenge und der vorhandenen Proteinmenge 

aufwies. Zum anderen wurden Western Blots mit verschiedenen Antikörpern 

durchgeführt, die spezifisch für die Detektion von EVs oder myeloischen Zellen 

verwendet werden. Es zeigte sich, dass alle Patientenproben positiv auf die verwendeten 

Marker reagierten, wohingegen die gesunden Kontrollen nicht alle Signale bei den EV-

spezifischen Markern und keine Signale bei Marken für myeloische Zellen zeigten. Dies 

könnte daran begründet sein, dass die Anzahl der Vesikel bei gesunden Spendern im 

Vergleich zu der Anzahl der Vesikel in den Patientenproben signifikant niedriger war. 

Die gewonnene Menge an Proteinen ist ebenfalls deutlich geringer bei den gesunden 

Kontrollen, im Vergleich zu den Patienten.  

 

4.5 Analyse der EV-DNA auf Mutationsstatus 
 
Nach den EV-Quantifizierungsschritten wurden 20 der 29 Patienten des Kollektivs für 

die weiteren Versuche ausgewählt, aus deren Proben nun die dsDNA gewonnen und im 

Anschluss quatifiziert wurde. Es zeigte sich, dass in den meisten Patientenproben die 
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dsDNA-Spiegel vor Therapiebeginn höher waren als in den Verlaufsproben. Allein die 

Patienten mit der FLT3-ITD Mutation wiesen erhöhte dsDNA-Spiegel in den 

Kontrollproben auf, was den bereits in der RNA aufgezeigten Trend für diese Mutation 

bestätigt. Zur weiteren Charakterisierung der DNA wurden 4 Proben mittels 

Bioanalysierer untersucht. Es zeigte sich, dass sich in den EVs zum Zeitpunkt der 

Diagnose vier Fragmentgrößen nachweisen ließen, in den Proben nach der Behandlung 

jedoch nur drei. Die Kontrollproben der gesunden Spender zeigten die gleichen 

Ergebnisse, wie die Proben nach der Therapie. Ursächlich könnte zum einen eine 

mögliche Beeinflussung der AML in Bezug auf die DNA sein. Zum anderen könnte 

eine unzureichende Menge an Material bei den gesunden Kontrollen sowie den 

Patientenproben nach der Therapie dafür verantwortlich sein, dass die zusätzliche 

Fragmentgröße nicht detektierbar war. 

Im Anschluss wurden 4 Patienten ausgewählt und via Next Generation Sequencing 

(NGS) sequenziert. Es zeigte sich, dass sich in 3 Patienten dieselben Mutationen in der 

EV-DNA finden ließen, die auch in der genomischen DNA (gDNA) der Initialproben 

gefunden wurden. Bei einem Patienten war es hingegen nicht möglich, die in der gDNA 

gezeigten Mutationen in der EV-DNA zu detektieren. 

Weitere 16 Patienten wurden mittels Gene-Scan basierter Fragmentlängenanalyse 

hinsichtlich ihrer Mutationen untersucht. Die Ergebnisse bestärken die zuvor bereits mit 

der EV-RNA durchgeführten Analysen. Auch in diesem Assay zeigten sich die in der 

gDNA bereits gefundenen Mutationen in der EV-DNA der Initialproben. Lediglich in 

einer Probe war keine Mutation detektierbar. In vier der 16 gemessenen Proben war es 

zudem möglich, in einer weiteren Probe zu einem Kontrollzeitpunkt die entsprechende 

Mutation zu detektieren. Bei den übrigen Patienten geling dies leider nur zum Zeitpunkt 

der Diagnose. 
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4.6 Fazit 
 

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung und klinische Verwendung von extrazellulären 

Vesikeln in der pädiatrischen AML zu erläutern.  

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass die aus den extrazellulären Vesikeln der 

Patientenproben isolierte DNA und RNA den Mutationsstatus der Ursprungszellen 

nachweisen. Als Vergleich diente uns die in der Routine durchgeführte gDNA-Analyse.  

Unser derzeitiger Ansatz zeigt bereits erste Ergebnisse, jedoch sind diese gerade im 

Hinblick auf die Sensitivität eingeschränkt. Obwohl es uns gelang, die Mutationen bei 

fast allen Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose zu detektieren, war es nur selten zum 

Zeitpunkt nach der Therapie möglich. Im Vergleich war auch die Sensitivität in der 

Studie von Figueroa et al. 2017 mit 61 % relativ gering. Es war Ihnen möglich, die 

Mutation in 14 der 23 positiv vorgetesteten Patienten zu detektieren, zudem auch in 

einem negativ getesteten Patienten, was aufzeigt, dass nicht nur in unserer Studie die 

Sensitivität in Bezug auf die Arbeit mit genetischem Material von extrazellulären 

Vesikeln eine Hürde ist, die es zu überwinden gilt. 

Jedoch ist gerade nach der Therapie der entscheidende Zeitraum, in welchem eine 

bessere Erkennung und Detektion von möglichen verbleibenden Tumorzellen gefordert 

ist. Eine gezieltere Materialgewinnung mit anschließender Vervielfachung wird 

notwendig sein, um auch in den Proben nach der Therapie Ergebnisse nachweisen zu 

können. 

Wie alle neuen Ansätze erfordert auch dieser eine Optimierungsphase, bevor er in der 

klinischen Routine zum Einsatz kommen kann. Essenziell wäre hier eine Studie mit 

deutlich größerer Kohorte und eine bessere Methode, um gezielt AML-spezifische EVs 

zu isolieren. Derzeit gibt es bereits erste Ansätze zur Sortierung der einzelnen EV-

Populationen, zum Beispiel via NanoFACS (Morales-Kastresana et al., 2019), jedoch 

wird es noch Zeit brauchen, um die Methoden gezielt für klinische Assays nutzen zu 

können. 

Dennoch bietet unsere Studie einen möglichen Startpunkt, der den klinischen Nutzen 

von extrazellulären Vesikeln aufzeigen konnte, um vielleicht zukünftig bisherige AML-
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Nachweismethoden zu unterstützen und zudem zur Entwicklung verbesserter Strategien 

für die Diagnose, Prognose und Therapie der AML beizutragen (Kunz et al., 2019).  
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5. Zusammenfassung 
 

In der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit wurde die klinische Verwendung und der 

Nutzen von extrazellulären Vesikeln (EV) in der pädiatrischen akuten myeloischen 

Leukämie (AML) untersucht. Dafür wurden 166 Plasmaproben von 45 Patienten mit 

bekannter AML aus der Biobank der Kinderklinik III der Universitätsklinik Essen 

verwendet, um die darin enthaltenen extrazellulären Vesikel zu extrahieren und 

analysieren, um eine alternative Nachweismethode für AML-spezifische Mutationen zu 

etablieren. Die Plasmaproben wurden jeweils zum Zeitpunkt der Diagnose und zu 

weiteren Verlaufskontrollen entnommen. Im Vorfeld erfolgte Experimente auf 

Zellebene wurden mit zwei klassischen AML-Zelllinien durchgeführt. Nach 

Kultivierung erfolgte die Gewinnung der extrazellulären Vesikel mittels 

Ultrazentrifugation. Anschließend wurde aus diesen die RNA gewonnen und mittels 

RealTime-PCR oder GeneScan basierter Fragmentlängenanalyse auf mögliche 

Mutationen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass nur die für die Mutation positive 

Zelllinie Signale in den Assays zeigte. Im Anschluss wurden die extrazellulären Vesikel 

der Patientenproben gewonnen. Aus den EVs von insgesamt 29 ausgewählten Patienten 

wurde nun entweder die DNA und / oder RNA gewonnen und quantifiziert. Die RNA-

Analyse der Mutationen zeigte, dass die NPM1-Mutation in sieben Patienten zum 

Zeitpunkt der Diagnose zu finden war. Lediglich in zwei Patientenproben war dies nicht 

möglich. In den Patientenproben mit FLT3-ITD Mutation war es möglich, die Mutation 

in allen Initialproben zu detektieren. Dennoch waren die Mutationen in den Proben nach 

Therapiebeginn nicht länger detektierbar, was nicht immer in Korrelation mit den 

Ergebnissen der routinemäßig durchgeführten genomischen DNA-Analyse stand, die in 

unserem diagnostischen AML-Labor durchgeführt wird. Weitere 16 Patienten wurden 

mittels Gene-Scan basierter Fragmentlängenanalyse hinsichtlich ihrer Mutationen in der 

EV-DNA untersucht. Auch in diesem Assay zeigten sich die in der gDNA bereits 

gefundenen Mutationen in der EV-DNA der Initialproben. Lediglich in einer Probe war 

keine Mutation detektierbar. In vier der 16 gemessenen Proben war es zudem möglich, 

in einer Folgeprobe die entsprechende Mutation zu detektieren. Zusammenfassend lässt 

sich sagen, dass es uns gelang, in fast allen Proben zur Diagnosestellung die Mutation in 

der EV-RNA bzw. EV-DNA zu finden, jedoch nicht  nach Therapiebeginn. 
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Summary 
 
The aim of this study was to evaluate the role and clinical benefit of extracellular 

vesicles (EV) in pediatric acute myeloid leukemia (AML). For this purpose, 166 plasma 

samples from 45 patients with known AML from the Biobank of the Children's Hospital 

III of the University Hospital Essen were used to extract and analyse the extracellular 

vesicles contained therein to establish an alternative detection method for AML-specific 

mutations. The collected plasma samples were each taken at the time of diagnosis and 

for further follow-up. Preliminary cell-level experiments were performed using two 

classical AML cell lines. After cultivation, the extracellular vesicles were obtained by 

ultracentrifugation. Subsequently, RNA was extracted from these and analysed for 

possible mutations using RealTime PCR or GeneScan-based fragment length analysis. 

There, signals in the assays were only observed in the cell line positive for the mutation. 

Subsequently, the extracellular vesicles of the patient samples were also obtained. From 

the EVs of a total of 29 selected patients, either the DNA and / or the RNA was now 

obtained and quantified. RNA analysis of the mutations revealed that the NPM1 

mutation was found in seven patients at the time of diagnosis, whereas this was not 

possible in two patient samples. In the patient samples with FLT3-ITD mutation, it was 

possible to detect the mutation in all initial samples. However, the initial mutations were 

no longer detectable in the samples after treatment initiation which was not always in 

correlation with the results of routine genomic DNA analysis performed in our 

diagnostic AML laboratory. An additional 16 patients were evaluated for their EV DNA 

mutations by gene scan-based fragment length analysis. Also, in this assay, the 

mutations already found in the gDNA showed up in the EV DNA of the initial samples. 

Only in one sample, no mutation was detectable. In four of the 16 samples measured, it 

was also possible to detect the corresponding mutation in a follow-up sample. In 

summary, we succeeded in finding the mutation in EV RNA and EV DNA in almost all 

samples at the time of diagnosis, but not in the follow-up controls after the start of 

therapy.  
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7. Abkürzungen 
 

Abkürzung Bedeutung 

AML Akute myeloische Leukämie  

AML-BFM Akute myeloische Leukämie- Berlin-Frankfurt-Münster 

APL Akute Promyelozytenleukämie 

BCA Bicinchoninsäure-Assay 

Bzw. beziehungsweise 

Ca. circa 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dsDNA Doppelstrang-DNA 

EV Extrazelluläre Vesikel 

EV-DNA DNA aus extrazellulären Vesikeln 

EV-RNA RNA aus extrazellulären Vesikeln 

FAB French-American-British 

FACS Flourescence activated cell sorting 

FLT3 Fms-like Tyrosin Kinase 3  

gDNA Genomische DNA 

ITD Internale Tadem-Duplikation 

KM Knochenmark 

MRD minimale Resterkrankung 

mRNA Messenger RNA 

miRNA MikroRNA 

MV 4-11 Zelllinie von biphenotypischer B myelomonozytischer Leukämie 

NGS next generation sequencing 

nm Nanometer 

NPM1 nucleophosmin 1 

NTA Nano Partikel Tracking Analyse 

OCI-AML3 Zelllinie einer akuten myeloischen Leukämie 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

RNA Ribonukleinsäure 

TKD Thyrosinkinase-Domäne 
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ZNS Zentrales Nervensystem 

µl Mikroliter 
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